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Résumé
Le but de ce présent travail est d’étudier l’effet anti-asthmatique et antioxydant de deux

extraits de plantes médicinales : Borago officinalis et Urtica dioica traditionnellement utilisés contre

l’asthme et l’inflammation et ce dans le cadre d'un asthme induit expérimentalement.

Dans un premier temps, des rats mâles adultes de la souche Wistar ont été sensibilisés avec

l’ovalbumine (OVA) et parallèlement traités à l’extrait le plus proche de l’utilisation traditionnelle

c’est-à-dire par les extraits aqueux des deux plantes.

Afin de mesurer l’intensité de l’inflammation bronchique, les taux en cellules inflammatoires

et en interleukine 4 (IL-4) dans le sérum et le liquide du lavage broncho-alvéolaire ont été mesurés,

ainsi, qu’une étude histopathologique sur des coupes pulmonaires est effectuée. D’autre part, les

paramètres du stress oxydant non-enzymatiques : glutathion réduit (GSH) et enzymatiques : glutathion

peroxydase (GPx), superoxyde dismutase (SOD), catalase (CAT) sont analysés dans les poumons, le

foie et les érythrocytes. Le taux de peroxydation lipidique est analysé en mesurant la concentration du

malondialdéhyde (MDA) dans ces mêmes tissus.

La sensibilisation par l’OVA provoque une peroxydation lipidique intense aussi bien dans les

poumons qu'au niveau du foie et des érythrocytes. Tout comme l’activité des systèmes antioxydants

enzymatiques, GPx, SOD et CAT, et non enzymatique, GSH, ont été réduit. Toutefois, l'administration

des extraits aqueux des deux plantes a réduit significativement le taux de MDA et a eu un effet

bénéfique en rétablissant les taux des activités anti-oxydantes suscitées. Par ailleurs, il a été montré

que l’extrait aqueux de bourrache est plus efficace que l’extrait d’ortie avec un meilleur effet additif en

ce qui concerne les activités de la SOD, la GPx, et le GSH dans les poumons. Quoiqu'à l’inverse,

l’extrait aqueux de l’ortie a été plus efficace dans la réduction de l’inflammation allergique, provoquée

par l’OVA en réduisant significativement l’infiltration et le recrutement de cellules inflammatoires

dans le tissu pulmonaire.

Par la suite, les extraits aqueux et des extraits éthanoliques des deux plantes ont été étudiés

pour leur profil phénolique et leur capacité antioxydante in vitro. Il s’avère que le pouvoir antioxydant

est corrélé à la teneur en composés phénoliques. Le rééquilibre de la balance entre oxydant-

antioxydant lors de l’administration des plantes, qui permet entre autre d’atténuer les symptômes de

l’asthme est probablement attribué à la capacité antioxydante et anti-inflammatoire des composés

contenus dans les extraits de bourrache et d’ortie.

Mots clés : asthme, Borago officinalis, Urtica dioica, ovalbumine, stress oxydatif, polyphénols.



ii

الملخص

Boragoالحمحم المخزني:محلیتینطبیتیننبتتیندراسة تأثیرمن جھةالھدف من ھذا العمل ھو officinalisو

النباتیة تحدید المركباتمن جھة أخرى وتجریبیا و الأكسدة المترتبة عنھ لناجمالربو اضدUrtica dioicaالقراص الكبیر

)Ovalbumine(مادة الزلالمستضد عن طریق Wistarسلالةمنذكورتم تحفیز فئرانلذلك.الفعالة في ھاتین النبتتین

.من النبتتینمستخلصاتوتم علاجھم بواسطة

الدم وفي مصل) IL-4(4و الانترلوكینالالتھابیةالخلایالقیاس شدة التھاب الشعب الھوائیة، تم قیاس تركیزات 

معاییر الأنزیمیةالتم قیاس ومن ناحیة اخرى، .الرئةمقاطعنسیجیة مرضیة فيإجراء دراسةكما تم غسل القصبات سائل في 

والغیر)CAT(، الكاتلاز )SOD(، سوبراكسید دیسموتاز )GPx(بیروكسیدیز الجلوتاثیون : لأكسدةل

تحلیل كذلكتم.لیل في الرئتین والكبد وكریات الدم الحمراءاتحالمت ھذه وقد ت)GSH(المرجع الجلوتاثیون:الأنزیمیة

.في ھذه الأنسجةmalondialdehyde(MDA)مستوى بیروكسید الدھون عن طریق قیاس تركیز

في ) MDA(نتائجنا تبین أن التحفیز المناعي بمادة الزلال یؤدي الى ارتفاع نسبة مؤشر الأكسدة اللیبیدیة 

و تبین النتائج كذلك أن التحفیز المناعي یؤدي ایضا الى حالة من الاختلال في التوازن بین الانزیمات .الأعضاء المدروسة

یات مستواحصائیادالشكل خفض بتنالمضادة للأكسدة و انتاج الجذور الحرة لفائدة ھذه الأخیرة و نتیجة لذلك 

GSH،GPx،SODو.CAT تیة یتبین انخفاض كبیر في مستویات ااستعمال المستخلصات النبعند كما أنھMDA و لھ

یظھر ،في الرئتینفCAT).وGSH)،GPx،SODتأثیر مفید من خلال استعادة معدل الأنشطة المضادة للأكسدة 

وSOD،GPxعلى أنشطةانخفاض كبیر في بیروكسید الدھون ولھ تأثیر أفضلBorago officinalisمستخلص

.GSH أما مستخلصUrtica dioica التحفیز المناعي بمادة الزلالالتحسسي بعد الالتھابمنالحدكان أكثر فعالیة في

OVAالرئويالنسیجفيالالتھابیةالخلایاوتجنیدالتسلل نسبةفيملحوظبتخفیضھذاو.

ویبدو.تیةاللمستخلاصات النبin vitroوالقدرة المضادة للأكسدةمن ناحیة اخرى، تم دراسة المحتوى الفینولي

مما سبق یمكننا أن نستخلص أن .ترتبط بمحتواه الفینوليin vivoالقدرة على أن یكون المستخلص مضاد للأكسدةأن

لمركبات الفینولیة في اتواجدإلىوایرجعالإجھاد التأكسدي وبالتالي التخفیف من حدة أعراض الربوانخفاض مستوى 

.والالتھابالمضادة للأكسدةقدرتھا ر والقراص الكبیوحمحم المخزنیةتیة لاالمستخلاصات النب

.البولیفینول،مادة الزلال،الاجھاد التأكسدي،القراص الكبیر،حمحم المخزنیةال، الربو: الكلمات الدالة
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Abstract

The aim of the present work is to study the anti-asthmatic and anti-oxidant effects of two

medicinal plant traditionally used against asthma and inflammation: Borago officinalis and Urtica

dioica.

First, the Wistar adult male rats were sensitized with ovalbumin (OVA) and treated with

extract closest to the traditional use ie the aqueous extracts of the two plants.

To measure the intensity of the airway inflammation, the concentrations of inflammatory cells

and interleukin-4 (IL-4) in serum and bronchoalveolar lavage were measured, and a histopathology

study on lung sections is performed. On the other hand, no-enzymatic oxidative stress parameters:

reduced glutathione (GSH) and enzymatic: Glutathione peroxidase (GPx), superoxide dismutase

(SOD), catalase (CAT) were analyzed in the lungs, liver, and erythrocytes. The lipid peroxidation

level is analyzed by measuring the concentration of malondialdehyde (MDA) in these same tissues.

The OVA sensitization causes intense lipid peroxidation in lungs, liver and erythrocytes. Also,

the activity of antioxidant enzyme systems, GPx, SOD and CAT and non-enzymatic, GSH, were

reduced. However, the administration of aqueous extracts of the two plants significantly reduced

MDA levels and has had a beneficial effect by restoring the rate of antioxidant activities. Furthermore,

it has been shown that the borage aqueous extract is more effective than the extract of nettle with a

better additive effect as regards the activity of SOD, GPx and GSH in the lungs. Conversely, the

aqueous extract of nettle was more effective in reducing allergic inflammation, caused by OVA, by

significantly reducing infiltration and recruitment of inflammatory cells in the lung tissue.

Then, the aqueous extracts and ethanol extracts of both plants were studied for their phenolic

profile and antioxidant capacity in vitro. It appears that the antioxidant power is correlated with the

phenolic content. The rebalances of the balance between oxidant-antioxidant during administration of

the plants, thus alleviating the symptoms of asthma is probably due to the antioxidant and anti-

inflammatory capacity of compounds contained in extracts of borage and nettles.

Key words: asthma, Borago officinalis, Urtica dioica, ovalbumin, oxidative stress, polyphenols.
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Introduction

L’asthme est une maladie inflammatoire complexe qui constitue un important problème

de santé publique. En effet, il s'agit de l’une des pathologies chroniques les plus fréquentes,

avec plus de 300 millions de personnes atteintes dans le monde et enregistrant plus de 250000

morts par an (The Global Asthma Report, 2014; Pearce et al., 2007). En Algérie, où

l’urbanisation continuelle et l’occidentalisation du mode de vie contribueraient à

l'augmentation de la prévalence de cette maladie, on enregistre un million et demi de personnes

asthmatiques avec 1000 décès par an (Enquête Nationale Santé -TAHINA-, 2007).

Au cours de la pathologie asthmatique, l’exposition allergénique figure en tête parmi les

facteurs environnementaux les plus importants dans la génèse et l’expression de la maladie

(Louis et al., 2012). En effet, lorsqu'un allergène pénètre par la surface des muqueuses des

bronches, il est pris en charge par le système immunitaire qui produit des anticorps de type IgE.

Ces derniers sensibilisent les mastocytes de façon à ce que lors d'une exposition ultérieure au

même allergène, ce dernier est immédiatement reconnu par ces IgE et il s'en suit une libération

en cascade de médiateurs préformés. Ces substances provoquent une broncho-constriction, la

sécrétion de mucus et le rétrécissement du diamètre de la bronchiole entravant ainsi la

respiration chez les individus asthmatiques (Wu et al., 2014). Au cours de la génèse de

l'asthme, il a été prouvé qu'un déséquilibre prononcé entre les éléments antioxydants et

oxydants en faveur de ces derniers contribueraient à aggraver la physiopathologie de l'asthme

par le stress oxydant (Koshy et al., 2014).

Durant plusieurs décennies, le traitement de l’asthme a été considérablement amélioré,

surtout grâce à la disponibilité de plusieurs classes de médicaments ayant des mécanismes

d’action différents (Chu et Drazen, 2005). Parmi lesquels ceux à base de plantes médicinales

douées de propriétés antioxydantes. C'est ainsi que la phytothérapie s'est développée dans les

pays industrialisés, où c’est sous forme de thérapies complémentaires que les plantes sont

aujourd’hui surtout utilisées. En Europe et en Amérique du Nord, plus de 50% de la population

a eu recours au moins une fois à des compléments alimentaires à base de plantes (Chaabi,

2008).

En Afrique, d'autres raisons ont fait que la phytothérapie se développe : le manque de

ressources économiques ainsi que l'accroissement des difficultés d'accès aux soins primaires.
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C'est alors que beaucoup de patients asthmatiques se sont tournés vers les traitements

traditionnels à base de plantes médicinales locales.

Quand elle n’est pas un choix, la phytothérapie est donc une nécessité.

Notre objectif a été donc d’essayer de valider scientifiquement les usages traditionnels

antiasthmatiques de deux plantes endémiques : la bourache Borago officinalis (une plante

commune, endémique, très répandue en lisière de foret, sur les bords des chemins et dans les

décombres) et l'ortie Urtica dioica (une plante herbacée vivace de la famille des Urticacées,

très commune, et très répandue).

Pour cela, nous avons étudié l’effet des extraits se rapprochant le plus de l’usage

traditionnel, à savoir les extraits aqueux en utilisant un modèle d’asthme expérimental murin.

Tout comme nous avons étudié la composition phytochimiques de ces deux plantes afin de

mettre en évidence les molécules antioxydantes (polyphénols) susceptibles de réduire le stress

oxydatif auquel sont soumis les rats sensibilisés et rendus asthmatiques.

Ainsi, nous nous proposons dans une première partie théorique de cette présente étude

de développer les points suivants :

 La maladie asthmatique : une définition, quelques données épidémiologiques et les

facteurs impliqués dans l’expression et le développement de la maladie.

 La Réaction inflammatoire asthmatique, les acteurs cellulaires impliqués et les

médiateurs de l'inflammation asthmatique.

 Le stress oxydatif : les systèmes de défenses enzymatiques et non enzymatiques, les

dégâts et les biomarqueurs du stress oxydant.

 Les composés phénoliques d’origines végétales : les différentes classes de phénols, les

propriétés biologiques et intérêts thérapeutiques.

Dans la partie expérimentale, nous nous proposons d'évaluer :

 L’activité antioxydante et la quantité en polyphénols des extraits de Borago officinalis

et d'Urtica dioica.

 La composition qualitative des extraits des deux plantes par LC MS/MS.

 Les  effets cytotoxiques de l’ovalbumine et son implication dans l'induction d’un stress

oxydant chez des rats Wistar sensibilisés au cours d’un protocole d’asthme expérimental

par l’injection intra-péritonéale de l’allergène puis son inhalation.

 Les effets du traitement de ces rats sensibilisés à l’ovalbumine par les extraits de la

bourrache et de l’ortie, d’une part, sur l’inflammation bronchique et d’autre part sur le

stress oxydatif survenant dans ce modèle murin d’asthme expérimental.
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Partie Bibliographique : Chapitre I. L’asthme

Selon l'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), l'asthme (du grec asthmaïnein,

signifiant « être essoufflé ») est une maladie chronique des voies aériennes caractérisée par une

inflammation bronchique (Godard et al., 2000). La gravité et la fréquence de la maladie en font

un problème de santé publique des plus importants dans le monde. Sa chronicité, engendrant la

prescription de médicaments à vie, a donné lieu à l'émergence d'une médecine parallèle basée

sur des remèdes naturels.

1.1. Epidémiologie
Le Global Asthma report et l’OMS estiment que l’asthme a atteint environ 334 millions

de personnes dans le monde en 2012, et que sa fréquence augmente régulièrement depuis 40

ans. Sa mortalité reste inquiétante, avec plus de 250 000 morts par an dans le monde. Il

demeure une préoccupation majeure dans les pays en voie de développement pour des raisons

économiques et humanitaires. En effet, plus de 80 % des décès dus à l'asthme surviennent dans

les pays en développement et près de 8 % de la population souffrirait d'asthme dans la région

de la méditerranée orientale (The Global Asthma Report, 2014).

En Algérie, la prévalence de l’asthme est de 3,45% selon une étude menée par Nafti et

al., (2009). L’asthme entraîne 1000 décès par an et vient en troisième position après

l’hypertension artérielle et le diabète sucré avec une prévalence de 9% et une morbidité de

3,75% (Enquête Nationale Santé -TAHINA-, 2007).

1.2. Facteurs étiologiques de l’asthme
L’asthme est un syndrome multifactoriel. Chaque facteur étiologique de l’asthme est

important mais non indispensable. Il est préférable de parler de facteurs déclenchants et de

facteurs prédisposants (Godard et al., 2000).

1.2.1. Facteurs prédisposants
Le terrain atopique est le principal facteur responsable de l’asthme. Il s'agit de

l'aptitude anormale d'un individu à synthétiser des immunoglobulines E (IgE) spécifiques

dirigées contre les allergènes environnementaux. L'atopie est ainsi la première cause de

l'asthme, puisqu'elle en est responsable dans environ 80% des cas. En effet, plus de 100 gènes

ont été associés à l’asthme (Ober et Hoffjan, 2006). En 2009, 43 gènes ont été confirmés grâce

à des études génétiques d’association. La plupart de ces gènes sont des gènes impliqués dans
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l’inflammation tels que les interleukines-4, -10 et -13 (IL-4, IL-10 et IL-13), l’interféron (IFN)

et le Tumour Necrosis Factor (TNF) (Weiss et al., 2009).

1.2.2. Les facteurs déclenchants
Bien que l’atopie semble être le paramètre le plus fortement corrélé à son

développement, l'asthme demeure une pathologie d’origine multifactorielle. Il peut ainsi être

causé par divers facteurs (figure 1), tels que :

- Les poussières de maison, constituées d’acariens, de poils d’animaux, de bactéries, de

moisissures, de fibres végétales, et responsables d’un grand nombre de cas d’asthme.

- Les animaux domestiques, notamment le chat dont les poils et la salive sont très allergisants

mais également le lapin, la souris, le rat, le cheval et le chien.

- Les moisissures provenant de champignons présents à l’intérieur des maisons, dans les

conduits d’aération et de climatisation ainsi qu’autour des conduites d’eau.

- Il existe également toute une série d’aliments qui sont très allergisants pouvant être

responsables de crises d’asthme, tels que : l’œuf, le lait de vache, le poisson, les crustacés, les

mollusques, les carottes crues, le céleri et les cacahuètes.

- Parmi les allergènes présents dans l’air extérieur, les pollens sont très souvent en cause dans

les allergies respiratoires.

- La pollution atmosphérique joue également un rôle important dans la maladie. On peut

classer dans cette catégorie le tabagisme qui est également un cofacteur important responsable

d’une augmentation des taux sériques d’IgE (Baena-Cagnani et al., 2009) et capable de

provoquer une inflammation des voies aériennes.

- Les infections des voies aériennes par des virus ou des bactéries constituent également un

facteur important.

- Les allergènes, dits professionnels, présents sur le lieu de travail peuvent entraîner

l’apparition de l’asthme, comme la farine de blé pour les boulangers, les poussières de bois

pour les ébénistes… etc.

- Enfin, l’exercice physique, réalisé dans un milieu où l’air est froid et sec, peut être un facteur

provoquant l’asthme d’effort (Butcher, 2006).



5

Figure 1. Les différents types de facteurs déclenchant présents dans l’environnement

1.3. Sensibilisation allergénique
L’inhalation de l’allergène par des sujets asthmatiques atopiques provoque une

broncho-constriction sous forme d’une réponse biphasique :

- La réponse aigue à l’allergène, qui se développe 10 minutes après l’inhalation de l’allergène

atteint un pic environ 30 minutes après la provocation et disparaît généralement dans les 1 à 3

heures qui suivent.

- Quant à la réponse tardive à l’allergène, elle constitue une seconde période de broncho-

constriction qui commence environ 4 à 6 heures après l’exposition à l’allergène et peut durer

jusqu’à 12 heures ou plus.

Ce sont les IgE qui interviennent dans la physiopathologie de l’asthme en tant que

support de la réaction d’hypersensibilité immédiate. Comme dans toutes les réponses

d’hypersensibilité, il existe deux phases immunologiques. Une première phase de

sensibilisation / immunisation conduit à la synthèse des IgE spécifiques. Elle est cliniquement

muette. La deuxième phase, dite «effectrice», est cliniquement symptomatique, liée à

l’activation immédiate par l’allergène des cellules (principalement mastocytes) porteuses des

IgE à leur surface (Figure 2).
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Au premier contact avec l’allergène (le contact sensibilisant), les cellules

dendritiques, présentatrices d’antigène, captent l’allergène, migrent dans les ganglions

lymphatiques et le présentent à la sous-population des lymphocytes Th2. Ces derniers activés

libèrent l’IL-4 et l’IL-13 qui stimulent la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes

produisant des IgE spécifiques.

Au deuxième et aux suivants contacts avec l’allergène (les contacts declanchants de

la symptomatologie), la fixation de l’allergène sur l’IgE de la surface du mastocyte et la

formation du complex allergène-IgE déterminent la dégranulation mastocytaire conduisant à

-la phase immédiate- la libération de médiateurs préformés stockés dans les granules

sécrétoires (histamine principalement, chimiokines et cytokines…) et à la néosynthèse de

médiateurs lipidiques et protéiques (les médiateurs lipidiques sont dérivés des phospholipides

de la membrane des granulations qui contenaient les médiateurs préformés, représentés

essentiellement par des prostaglandines variées et les leucotriènes alors que les médiateurs

protéiques sont principalement des cytokines).

La sécrétion à court terme de médiateurs chimiotactiques par les mastocytes, les

macrophages alvéolaires et peut-être les cellules épithéliales pourrait aussi être impliquée dans

le développement de la réaction tardive à l’allergène qui est caractérisée par un afflux de

cellules inflammatoires (lymphocytes et d’éosinophiles surtout), dans le poumon.

Les éosinophiles sont très importants car ils résultent de la libération d’une multitude de

médiateurs pro-inflammatoires qui causent la contraction du muscle lisse, l’hyperréactivité

bronchique, l’hypersécrétion de mucus, la vasodilatation et l’augmentation de l’écoulement

vasculaire avec la production d’un œdème. Ils sont tous caractéristiques des pathophysiologies

observées durant la réponse retardée (Strek et Leff, 1997 ; Hoarau et al., 2011).



7

Figure 2. La pathogenèse de l’asthme bronchique (Modifié d’après Girodet et Tunon de Lara,  2007)

1.4. Inflammation et remodelage bronchique
Au niveau bronchique, l’asthme est caractérisé par une inflammation de type Th2 avec

une augmentation du nombre d’éosinophiles dans les parois bronchiques, l’inflammation

bronchique est quasi constante. L’œdème (composante vasculaire) intéresse l’ensemble des

voies aériennes ; il peut se constituer et disparaître rapidement ; il pourrait être responsable des

variations rapides du calibre bronchique (Wegmann, 2009) (Figure 3).

Le concept de remodelage bronchique désigne les changements qui surviennent dans les

tissus respiratoires du sujet asthmatique, provoquant une obstruction bronchique caractérisée

essentiellement par les éléments suivants :

Le muscle lisse bronchique entourant l’ensemble des voies aériennes est hypertrophié chez le

sujet asthmatique, ce qui entraine une obstruction bronchique (mécanique). En effet, des études

ont prouvé l’existence d’une hyperplasie dans les grandes voies respiratoires et une

hypertrophie tout au long de l’arbre bronchique et en particulier dans les voies périphériques

des asthmatiques, mais les mécanismes étiologiques restent inconnus.

CPA : cellule présentatrice d’antigène ;
Ly : lymphocyte.Le premier contact

avec l’allergène

Les seconds contacts
avec l’allergène
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Les glandes à mucus sont hypertrophiées et participent à l’augmentation de l’épaisseur de la

paroi bronchique en l'obstruant physiquement. De plus, les cellules productrices de mucus

favorisent la formation d'un bouchon muqueux et une diminution du débit d’air par

l’hypersécrétion de mucus (Kim et al., 1997).

La métaplasie des cellules épithéliales en cellules caliciformes contribue à l’hypersécrétion

du mucus.

Malgré d'importants efforts de recherche, les mécanismes qui causent le remodelage des

voies respiratoires restent incertains. Cela est dû probablement aux difficultés d’obtenir un

ensemble de données à long terme. En outre, la différenciation entre les cytokines, des

chimiokines et les cellules inflammatoires responsables de réponses aiguë ou chronique est

difficile. Néanmoins, il semble que plusieurs médiateurs inflammatoires sont visiblement en

relation avec les processus de remodelage (Minshall et al., 1997).

Figure 3. Représentation d’une bronche saine (a) et d’une bronche d'un sujet asthmatique (b)

(Encyclopédie Britannica, 2001).
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1.5. Marqueurs de l'inflammation bronchique

1.5.1 Médiateurs de la réponse immunitaire
Il s’agit principalement des médiateurs suivants :

- Histamine : il s'agit d'une amine vasoactive stockée dans les granules des mastocytes et des

basophiles. Elle a une propriété broncho-constrictrice puissante par son action directe sur les

récepteurs H1 exprimés sur les cellules musculaires lisses. Elle entraîne aussi une extravasation

vasculaire également dépendante des récepteurs H1, et par conséquent, un œdème muqueux qui

participe à l’obstruction bronchique.

L’histamine augmente la perméabilité vasculaire et permet la contraction des muscles lisses

localement (Schneider et al., 2005).

- Cytokines : Elles peuvent diriger et modifier la réponse inflammatoire dans l'asthme et

déterminer probablement sa sévérité. Les cytokines dérivant du Th2 incluant l’IL-5, qui est

nécessaire pour la différenciation et la survie des éosinophiles ; l’IL-4 favorise la migration des

éosinophiles vers le tissu pulmonaire et leur adhésions aux cellules endothéliales, ainsi que la

production de mucus (Temann et al., 1997) et est importante pour la différentiation des cellules

Th2. Cette dernière associée avec l’IL-13 sont importantes pour la production d'IgE.

De plus, l’IL-13 qui peut être secrétée par les lymphocytes T, les mastocytes, les

basophiles et les cellules épithéliales des voies respiratoires semble également jouer un rôle

dans la réparation des cellules épithéliales ainsi que la métaplasie des cellules caliciformes.

L’IL-1β et le facteur-α de nécrose de tumeur (TNF-α) amplifient la réponse inflammatoire et le

facteur stimulant les colonies granulocytaires et les macrophages (GM-CSF) prolongent la

survie des éosinophiles dans les voies respiratoires (Izuhara et al., 2009).

- Chimiokines : ce sont des cytokines impliquées dans la migration cellulaire et dirigent ainsi

la migration des populations leucocytaires requises vers le tissu enflammé. Elles sont sécrétées

par de nombreuses cellules sentinelles après stimulation par des signaux de dangers.

- Les médiateurs lipidiques de l’inflammation : Lorsque qu’une cellule (phagocyte ou

mastocyte) détecte un signal de danger, la phospholipase A2 est activée (via la stimulation par

le TNFα). Cette enzyme transforme les acides gras de la membrane plasmique de la cellule

en leucotriènes, prostaglandines et PAF. Ces composés sont chimiotactiques pour les

neutrophiles et les macrophages, et induisent aussi l’augmentation de la dilatation des

vaisseaux et leur perméabilité, facilitant l’arrivée (Diapédèse) des leucocytes sur le site de

l’inflammation.
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- Les protéines de la phase aigües : Elles sont produites par les hépatocytes (cellules du foie)

au moment de la phase aigüe de l’inflammation. Nous donnerons ici deux exemples, les deux

pentraxines CRP (C-Reactive Protein) et SAP (Serum Amyloid-P). Toutes les deux sont de

puissantes opsonines favorisant la phagocytose des pathogènes par les macrophages. La CRP

est produite rapidement en réponse à l’IL-6, et son dosage dans le sérum est utilisé en clinique

pour diagnostiquer une inflammation (Mayol et al., 2013).

1.5.2. Marqueurs du stress oxydant :
Parmi les marqueurs du stress oxydant pulmonaire, les plus recherchés chez le patient

asthmatique sont : le peroxyde d’hydrogène (H2O2) dans les exhalations condensées, l’oxyde

nitrique (NO) dans l’air exhalé ou encore la 8-iso prostaglandine Fα2 (8-isoPGF2α) dans le

liquide broncho-alvéolaire (Kirkham et Rahman, 2006). Ils sont générés par les cellules

phagocytaires (neutrophiles, macrophages et éosinophiles) ainsi que les cellules résidentes

(comme les cellules du muscle lisse et les cellules  épithéliales).

En effet, les phénomènes de phagocytose de l'allergène induisent une augmentation de

la consommation d’oxygène par ces cellules qui génèrent, par  réduction de l’oxygène, des

anions superoxyde (O2
-), lesquels se transforment en H2O2 soit spontanément soit sous l’action

catalytique de la superoxyde dismutase (SOD) (Leemans et al., 2009). Le H2O2 traverse

aisément les membranes biologiques, pour se retrouver dans les fluides corporels, notamment le

liquide épithélial tapissant la surface des voies aériennes (Figure 4).

Ainsi au niveau de ces membranes se produit une augmentation de la peroxydation de

l'acide arachidonique générant les isoprostanes tel que le 8-isoPGF2α qui sont des isomères des

prostaglandines générant un stress oxydant pulmonaire.

Par ailleurs, le monoxyde d’azote ou l'oxyde nitrique (NO) est un radical libre produit

par oxydation de l’arginine sous l’action d’une famille d’enzymes, les NO synthases ou NOS

(Favier, 2003). Parmi ces dernières, certaines sont inductibles et génèrent, au cours de

l’inflammation, des quantités importantes de NO dont les propriétés inflammatoires sont : la

vasodilatation, l'œdème et l'érythème. En fait, le NO réagit avec l’anion superoxyde (O2
-) pour

former le peroxynitrite (ONOO-) (Sackesen et al., 2008) (voire chapitre suivant).

D’autre part, l’ampleur du stress oxydatif peut être aussi exprimée par le dosage des

antioxydants endogènes, enzymatiques (tels que la SOD, GPx, CAT..) et non enzymatiques (tel

que le glutathion) (voire le second chapitre), ces derniers luttent afin de diminuer l’excès de

ROS généré.
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Figure 4. Rôle des radicaux libres oxygénés et des espèces réactives de l'azote dans la physiopathologie de l’asthme

(Sahiner et al., 2011).
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Partie bibliographique : Chapitre II. Le stress

Le stress oxydatif, dû à l'excès de radicaux libres, endommage les macromolécules

biologiques (ADN, lipides, protéines) perturbant ainsi la machinerie cellulaire et participant

activement au déclenchement et/ou au développement de nombreuses pathologies, qui toutefois

sont combattues par plusieurs systèmes antioxydants.

1. Les radicaux libres
Un radical libre est une espèce chimique possédant un électron célibataire sur sa couche

périphérique. Cette propriété rend ces éléments très réactifs du fait de la tendance de cet

électron à se réapparier, déstabilisant ainsi d’autres molécules.

1.1. Les espèces réactives de l’oxygène
Le métabolisme de l’oxygène génère, intentionnellement ou pas, des espèces chimiques

hautement réactives appelées « espèces réactives de l’oxygène (ERO) », parmi lesquelles on

trouve des radicaux libres (O2•-, OH•, RO2•) et des espèces non radicalaires (H2O2, RO2H).

Les espèces oxygénées réactives radicalaires

a. Le radical superoxyde, O2
•-

L’anion superoxyde est une ERO primaire, formée par l'acquisition d’un électron par

l’oxygène moléculaire. Radical ayant la réactivité la plus faible parmi les radicaux libres du

stress oxydant, il est généré à partir de différentes sources dans les conditions physiologiques et

physiopathologiques (Gardès-Albert et Jore, 2005).

Le radical superoxyde ne traverse pas rapidement la membrane plasmique et se dismute

spontanément au pH physiologique en produisant du peroxyde d’hydrogène :

2 O2
•- + 2 H+ → O2 + H2O2

Bien que le radical superoxyde ne soit pas considéré comme particulièrement réactif,

son principal danger vient de sa réaction de neutralisation productrice de peroxyde d’hydrogène

ou d’acide hypochloreux nettement plus puissants.

La mitochondrie est la source principale d’anion superoxyde dans les cellules en

conditions physiologiques. Les peroxysomes ainsi que le cytochrome P450 constituent

également des sources endogènes d’O2
•-. Il existe également des sources exogènes d’anion

superoxyde comme la fumée de cigarette ou les radiations ionisantes particulièrement

impliquées dans les pathologies pulmonaires (Lambert et Brand, 2009).
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b. Le radical hydroxyle, HO•
Comme indiqué précédemment, le radical hydroxyle est formé à partir du peroxyde

d’hydrogène au cours de la réaction de Fenton ou à partir de l’anion superoxyde dans la

réaction d’Haber-Weiss :

H2O2 + O2
•- → O2 + -OH + HO•

HO• est considéré comme l’ERO la plus réactive. Le radical hydroxyle est produit

durant l’inflammation en grande quantité lors des interactions entre l’anion superoxyde et

l’acide hypochloreux, entre l’acide hypochloreux et les ions ferreux (Fe2+) ou le peroxyde

d’hydrogène et le monoxyde d’azote. Cette espèce chimique particulièrement réactive joue un

rôle majeur dans la peroxydation lipidique et la destruction du matériel génétique (Hennebelle,

2006).

c. Les radicaux peroxyles
Les radicaux peroxyles sont des radicaux secondaires issus de l’addition de l’oxygène

sur les radicaux centrés sur le carbone (R•). Les radicaux R• sont issus de l’action des radicaux

hydroxyles sur les substrats biologiques (par arrachement d’atome d’hydrogène ou addition sur

les doubles liaisons).

R• + O2 → RO2•

Sa réactivité se situe entre l’anion radical superoxyde et le radical hydroxyle.

d. Le radical secondaire alkoxyles RO•
Il est produit suite à la décomposition de l’hydroperoxyde RO2H, issu de l’oxydation de

substrat RH, par des cations métalliques.

Les espèces oxygénées non radicalaires

a. L’oxygène singulet 1O2,
Il s’agit de la forme diamagnétique19 de l’oxygène. Il est produit en présence de

rayonnement UV ou par les leucocytes. Bien qu’il ne soit pas un radical, il joue un rôle dans le

vieillissement cutané et certaines maladies liées à l’âge (Hennebelle, 2006).

b. Le peroxyde d’hydrogène, H2O2

Bien que le peroxyde d’hydrogène ne puisse être considéré comme un radical au sens

propre, cette molécule dérivée de l’oxygène joue un rôle central dans le phénomène du stress

oxydant. Tout système produisant le radical superoxyde générera par voie de conséquence du
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peroxyde d’hydrogène. Ce dernier est généralement considéré comme une ERO relativement

faible mais hautement réactive, en particulier dans sa capacité à réagir avec les ions

partiellement réduits Fe2+ et Cu+ formant le radical hydroxyl dans la réaction de Fenton

(Wardman et Candeias, 1996) :

H2O2 + Fe2+ → •OH + Fe3+ + - OH

c. L’acide hypochloreux, HOCl
Comme le peroxyde d’hydrogène, l’acide hypochloreux ne rentre pas dans la définition

stricte du radical. Cependant, au cours de l’inflammation, la métabolisation du peroxyde

d’hydrogène en acide hypochloreux par l’enzyme MPO (myéloperoxydase : enzyme hémique

présentant une activité de chloration) est élevée. Cet acide est un agent chlorant et un oxydant

fort.

H2O2 + Cl- + H+ → HOCl + H2O

L’acide hypochloreux est considéré comme 100 à 1000 fois plus toxique que le radical

superoxyde ou le peroxyde d’hydrogène (Lenoir, 2011).

1.2. Les espèces réactives de l’azote
Par analogie avec les espèces réactives de l’oxygène, les métabolites dérivés de l’azote

sont nommés espèces réactives de l’azote.

a. Le monoxyde d’azote, •NO
Le monoxyde d’azote est produit de manière endogène lors du métabolisme de

l’arginine par les « nitric oxide synthases » (NOS) dans des conditions physiologiques et

physiopathologiques. L’isoforme inductible iNOS de l’enzyme peut être exprimée en réponse

aux agents pro-inflammatoires, produisant ainsi de grandes quantités de monoxyde d’azote. Ce

dernier se caractérise par une diffusivité élevée, une réactivité limitée et une demi-vie qui

n’excède pas quelques secondes, il n’est donc pas particulièrement délétère pour les structures

cellulaires. Malgré son rôle protecteur vis-à-vis du stress oxydant en limitant la

lipoperoxydation et ses effets anti-inflammatoires, il est paradoxalement impliqué dans de

nombreuses pathologies telles que le diabète, le cancer et les lésions neuronales dégénératives.

De plus, le •NO peut interagir rapidement avec l’anion superoxyde et produire du peroxynitrite

beaucoup plus réactif et délétère que ses précurseurs (Blanc et al., 2005).

•NO + O2
•- → ONOO-
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b. Le peroxynitrite, ONOO-

Le peroxynitrinite a une demi-vie plus longue et traverse facilement les

membranes lipidiques. Il peut nitrater des résidus de tyrosine et endommager ainsi la fonction

des enzymes antioxydants, et les structures  protéiques (Sackesen et al., 2008).

2. La production de radicaux libres

2.1. La production intracellulaire
Les origines cellulaires des ERO sont essentiellement enzymatiques et découlent de

plusieurs sources. Deux sources majeures sont principalement concernées.

- La première résulte d’imperfections de la chaîne respiratoire mitochondriale qui produit par

réduction monoélectronique des ERO.

- La deuxième source majeure de production des ERO est constituée par la NAD(P)H oxydase,

essentiellement localisée au niveau de la membrane plasmique. La NAD(P)H oxydase est une

enzyme membranaire qui catalyse la réduction de l’oxygène selon la réaction :

NAD(P)H + 2 O2→ NAD(P)+ + H+ + 2 O2
•-

Les cytochromes P450, accepteurs terminaux d'électrons du complexe (IV) de la chaîne

de transport des électrons, situés dans la membrane mitochondriale, catalysent la réaction :

O2 + 4 e- + 4 H+ → 2 H2O

Cette chaîne de transport laisse fuir une certaine proportion d'électrons, environ 2 %, qui vont

réduire partiellement l'oxygène pour aboutir à la formation du radical superoxyde :

O2 + 1 e- → O2
•-

Compte tenu de l’intense activité de la chaîne respiratoire dans les organismes aérobies,

cette fuite d’électrons semble devancer les activités de la NAD(P)H. De plus, dans les

mitochondries, l’oxydation de coenzymes, telles que les flavoprotéines réduites, s’accompagne

d’une perte de protons et d’électrons qui, par l’intermédiaire de la chaîne de transport, sont

ensuite transférés à l’O2 (Delattre et al., 2005).

D’autres sources peuvent également jouer un rôle dans la production de radicaux

comme la xanthine oxydase qui réduit l’oxygène moléculaire en ion superoxyde, les

peroxysomes qui possèdent plusieurs enzymes sources de peroxyde d’hydrogène et les lipo-

oxygénases, enzymes de la voie de l’acide arachidonique qui permettent notamment la synthèse

des prostaglandines, oxydent les acides gras pour donner des hydro-peroxydes d’acide gras

insaturés. Les principaux sites de production d’espèces réactives de l’oxygène et de l’azote sont

représentés dans la Figure 5.
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L'inflammation est par ailleurs une source importante de radicaux oxygénés produits

directement par les cellules phagocytaires activées (Thérond et Denis, 2005).

Figure 5. Sites de production intracellulaire des ERO

(adapté de Machlin et Bendich, 1987).

2.2. La production extracellulaire
L’environnement et le mode de vie sont également responsables de la création et de

l’accumulation de radicaux libres dans l’organisme.

L’oxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO2) présents dans notre environnement

(tabagisme, radiations ionisantes, champs électriques, polluants industriels...), ainsi qu’une

alimentation « chimiquée » (raffinée, riche en graisses saturées et en sucre…), sont autant

d’éléments favorisant la genèse de radicaux libres. Les  rayonnements UV sont capables

également de générer des radicaux libres (Mena et al., 2009).

3. Mécanismes d’action des espèces réactives oxygénées et le
stress oxydant ou oxydatif

Les EOR et ERN sont connues pour jouer un double rôle dans les systèmes biologiques,

puisqu’elles peuvent être à la fois nocives mais aussi bénéfiques, voire indispensables pour les

organismes vivants:

- Bénéfiques, lorsqu’elles sont impliquées dans des rôles physiologiques au niveau des

réponses cellulaires telles que la lutte contre des agents infectieux.
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- Nocives, lorsqu’il y a un déséquilibre entre la balance des ERO et ERN et les systèmes de

défense : c’est le stress oxydatif  (figure 6).

Les ERO et ERN induisent des atteintes oxydatives sur des composés cellulaires et

extra-cellulaires en général proches de leur site de production du fait de leur demi-vie

relativement courte (Valko et al., 2006).

Figure 6. Les conséquences moléculaires du stress oxydant

(Kirkham et Rahman, 2006).

a. Oxydation des composés lipidiques
Le stress oxydant concerne tous les constituants cellulaires mais ce sont les lipides qui

sont les plus touchés par ce phénomène. Les acides gras polyinsaturés ainsi que les

phospholipides membranaires sont les cibles privilégiées des attaques oxydatives. Les

membranes sont plus particulièrement visées par le radical hydroxyle capable d'arracher un

atome d'hydrogène sur les carbones situés entre deux doubles liaisons pour former un radical

diène conjugué, oxydé en radical peroxyle. Cette réaction de peroxydation lipidique forme une

réaction en chaîne, car le radical peroxyle formé se transforme en peroxyde au contact d'un

autre acide gras qui forme un nouveau radical diène conjugué. Ce processus génère des

hydroperoxydes qui peuvent continuer à s'oxyder et à se fragmenter en aldéhydes et en alcanes

(éthane, éthylène, pentane). Le radical peroxyle peut, quant à lui, libérer différents aldéhydes

toxiques dont l'hydroxynonénal ou le malondialdéhyde (MDA). Ce dernier, dont la structure est

représentée dans la figure 7, est le produit le plus étudié de la dégradation des LPO en raison de

son caractère mutagène et athérogène (Thérond et Bonnefont-Rousselot, 2005).



18

Figure 7. Structure chimique du MDA

(Cadet et al., 1998).

Ainsi un unique évènement oxydatif peut altérer de nombreuses molécules lipidiques et

induire  une accumulation d'hydroperoxydes dans les membranes ce qui réduira leur fluidité

ainsi que l’activité des protéines transmembranaires. La réaction en chaîne de la peroxydation

lipidique peut être prévenue par la vitamine E (α- tocophérol) intercalée dans la bicouche

lipidique des membranes qui joue le rôle de donneur d’hydrogène. En effet, la vitamine E

transforme les radicaux peroxyles en hydroperoxydes et met fin à la réaction en chaîne de

peroxydation des lipides. Cette dernière étape est alors désignée comme phase de terminaison

(Valko et al., 2006) (figure 8).

Figure 8. Réactions de la peroxydation lipidique

(Niedernhofer et al., 2003).

b. Oxydation des composés protéiques
Les protéines sont les constituants cellulaires les plus abondants et sont par voie de

conséquence des cibles importantes du stress oxydant. La moindre modification structurale

d’une protéine peut induire une forte variabilité dans le fonctionnement de celle-ci. Comme

pour les lipides, c’est le radical hydroxyle qui est le plus réactif pour induire des altérations

oxydatives des protéines introduisant de nouveaux groupes fonctionnels comme des fonctions

hydroxyles ou carbonyles qui contribuent aux altérations des fonctions des protéines.

L’oxydation induit également des modifications de conformation ainsi que des phénomènes de

fragmentation. Ainsi le stress oxydant peut avoir un effet direct sur la fonction propre d’une
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protéine mais peut également avoir des répercussions sur l’ensemble de la régulation cellulaire

(Valko et al., 2006).

c. Oxydation de l’ADN
Les ADN (nucléaire et mitochondrial) sont également des cibles des ERO. Les

altérations les plus communes sont l’hydroxylation des bases puriques et pyrimidiques et du

squelette désoxyribose provoquant le clivage des brins et des mutations génétiques. Ces

altérations de la molécule d’ADN peuvent conduire soit à l’arrêt de l’induction de la

transcription ou de la transduction des voies de signalisation, soit à des erreurs de réplication,

soit à une instabilité génomique et l’ensemble est associé au phénomène de carcinogenèse.

Comme pour les autres composés, la majorité des altérations oxydatives de l’ADN sont induites

par le radical hydroxyle. Lorsque le peroxyde d’hydrogène échappe aux enzymes de régulation,

il gagne le noyau de la cellule et réagit avec les ions Fe2+ et Cu+ associés à la chromatine

produisant ainsi in situ le radical hydroxyle qui attaque l’ADN (Valko et al., 2006).

4.  Protections cellulaires
La production excessive ou incontrôlée d’espèces oxydantes induit une perturbation du

statut redox pouvant induire de sérieuses altérations des structures cellulaires. Il est donc

absolument nécessaire que cette production d’ERO et d’ERN soit contrôlée. Pour cela, les

cellules disposent de systèmes de défenses antioxydantes classées en antioxydants

enzymatiques ou non-enzymatiques (figure 9).

Figure 9. Schématisation des molécules intervenant dans les protections cellulaires

(adapté de Machlinet et Bendich, 1987).
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4.1. Les antioxydants enzymatiques
Les antioxydants enzymatiques représentent la composante la plus importante des

systèmes  de défenses cellulaires contre les attaques oxydatives.

a. Les superoxyde dismutases (SOD):
Ce sont des métalloenzymes qui catalysent la dismutation des anions superoxydes en

peroxyde d’hydrogène et en oxygène 10000 fois plus rapidement que la dismutation spontanée

de l’anion superoxyde.

Ces enzymes sont largement distribuées dans l’ensemble des organismes vivants. Selon

le cofacteur métallique présent dans le centre actif et le nombre de sous-unités constituant

l’enzyme, on distingue quatre isoformes : la SOD à cuivre et à zinc (SOD1), la SOD à

manganèse (SOD2), la SOD à cuivre et à zinc extracellulaire (SOD3) et la SOD à nickel

récemment décrite. Le mécanisme catalytique des SOD est un mécanisme en « ping-pong »

impliquant une étape de réduction suivie d’une oxydation de l’atome métallique (M)

concomitantes à l’oxydation puis à la réduction de radicaux superoxydes (Thérond et Denis,

2005 ; Valko et al., 2006):

M(n+1)+ + O2
•- → Mn+ + O2

Mn+ + O2
•-+ 2H+ → M(n+1)+ + H2O2

2 O2
•- → H2O2 + O2

b. La catalase (CAT) :
Il s'agit d'une enzyme héminique capable de transformer le peroxyde d’hydrogène en

eau et en oxygène moléculaire. Elle est essentiellement présente dans les peroxysomes et les

érythrocytes. Elle est formée de quatre sous-unités, chacune comportant un groupement

ferriprotoporphyrine avec un atome de fer à l’état Fe3+. La réaction se déroule en deux étapes :

dans un premier temps, une molécule de peroxyde d’hydrogène oxyde l’atome de fer de

l’enzyme et forme un groupement oxyferryle avec un radical porphyrine nommé composé I ;

dans un second temps le composé I oxyde une seconde molécule de peroxyde d’hydrogène.

L’enzyme peut être inactivée par le peroxyde d’hydrogène à des concentrations supérieures à

100 μM (Thérond et Denis, 2005; Valko et al., 2006).

Catalase-Fe3+ + H2O2 → Composé I + H2O

Composé I + H2O2 → Catalase-Fe3+ + H2O + O2

2 H2O2 → 2 H2O + O2
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Son activité est la plus importante dans les globules rouges et les hépatocytes (Thérond et

Denis, 2005).

c. Les glutathion peroxydases (GPx):
Elles jouent le même rôle catalytique que la catalase, à savoir la détoxification du peroxyde

d’hydrogène et des peroxydes lipidiques en couplant leur réduction à l’oxydation d’un substrat

réducteur, le glutathion. Les différentes isoenzymes (5 isoformes, GPx1 à 4 et GPx6)

contiennent dans leurs sous-unités (une ou quatre selon l’isoforme) un atome de sélénium sous

forme de sélénocystéine. Elles fonctionnent toutes selon un même schéma catalytique :

ROOH + GPx-Se- + H+ → ROH + GPx-SeOH

GPx-SeOH + GSH → GPx-Se-SG + H2O

GPx-Se-SG + GSH → GPx-Se- + GSSG + H+

ROOH + 2GSH → GSSG + ROH + H2O

La GPx présente une meilleure affinité pour le peroxyde d’hydrogène que la CAT, mais

n’en est pas spécifique et peut réagir avec des hydroperoxydes d’esters de cholestérol ou de

phospholipides membranaires, de lipoprotéines ou d’ADN. Par contre, la GPx est spécifique de

son cofacteur, le glutathion (Thérond et Bonnefont-Rousselot, 2005 ; Valko et al., 2006).

4.2. Les antioxydants non-enzymatiques

a. Systèmes antioxydants endogènes :
Ces systèmes antioxydants incluent la bilirubine, l’acide urique et de nombreux thiols

dont le majoritaire est le glutathion (GSH). Ce dernier est un tripeptide (acide glutamique-

cystéine-glycine). Avec son groupement sulfhydrile, il est le thiol majoritaire au niveau

intracellulaire et est essentiellement présent sous forme réduite (la concentration de la forme

oxydée dissulfure GSSG est au moins 10 fois plus faible). Le GSH joue son rôle d’antioxydant

en tant que substrat d’enzymes antioxydantes telles que les glutathion peroxydases (GPx), mais

également grâce à ses propriétés intrinsèques. En effet, le glutathion prévient l’oxydation des

groupements thiols par le biais de son pouvoir réducteur. Il peut également chélater les ions

cuivreux Cu+ et limiter ainsi leur participation à la réaction de Fenton. Il est directement

impliqué dans la réparation des atteintes oxydatives de l’ADN (Thérond et Denis, 2005).
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b. Systèmes antioxydants exogènes
Les vitamines : Parmi lesquelles la vitamine E, qui englobe une famille composée des

tocophérols et des tocotriénols (voir annexe 1), et dont la forme la plus active, l’α-tocophérol,

est le principal antioxydant liposoluble dans le plasma et les érythrocytes. Situé dans les

lipoprotéines et les membranes, l' α-tocophérol est capable de piéger l’oxygène singulet et de

réagir avec le radical hydroxyle pour former le radical tocophéryle. Parmi les vitamines il y a

également la vitamine C (voir annexe 1). Fréquemment présente sous forme d’ascorbate, elle

est considérée comme l’antioxydant le plus important des fluides extracellulaires. C’est un

piégeur très efficace de l’ensemble des ERO. Elle réagit particulièrement avec les peroxyles

aqueux en formant le radical ascorbyle ce qui protège les lipoprotéines et les membranes de la

peroxydation lipidique (Valko et al., 2006).

Les caroténoïdes : Ce sont des pigments issus des plantes et des microrganismes, et sont

regroupés en deux grandes familles : les carotènes et les xantophylles. L’activité antioxydante

de ceux-ci est liée à leur longue chaîne qui leur permet de réagir avec les radicaux ROO•, HO•,

O2•-, R• par simple addition électrophile et transfert d’électron. Ils permettent, en particulier, de

neutraliser l’oxygène singulet (Valko et al., 2006) (voir annexe 2).

Les composés phénoliques en particulier les flavonoïdes, sont des métabolites secondaires des

plantes. Leur capacité antioxydante réside dans leur faculté à « terminer » les chaines

radicalaires par des mécanismes de transfert d’électrons et de protons, et à chélater les ions des

métaux de transition capables de catalyser la peroxydation lipidique (voir chapitre suivant)

(Leopoldini et al., 2011) (voir annexe 3).
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Partie bibliographique : Chapitre III. Les polyphénols
Les polyphénols sont des métabolites secondaires synthétisés par les plantes. Ils sont

présents dans les vacuoles des tissus végétaux et contribuent à la qualité organoleptique

(couleur, astringence, arôme, amertume) et nutritionnelles des aliments qui en contiennent. De

plus, ils participent aux réactions de défense face à différents stress biotiques ou abiotiques au

niveau des végétaux ce qui leur confère, en tant qu'aliment, un rôle protecteur contre certaines

pathologies du fait de leur effet "scavenger" puissant des radicaux libres.

1. Classification chimique
Ils se caractérisent par la présence de groupements phénoliques (présence d’une ou de

plusieurs fonctions hydroxyles sur un cycle benzénique) dans leur structure. Les plantes

consommées par l’homme fournissent plus de 8000 composés phénoliques classés en

différentes familles selon la nature de leur squelette carboné (Tomas-Barberan et Clifford,

2000) (Tableau 1).

Tableau I. Principales classes des composés phénoliques

Squelette carboné Classe Exemple Structure de base ou exemple

C6 Phénols simples Cathécol

C6-C1 Acides
hydroxybenzoïques

Acide gallique,
salicylique

C6-C3
Acides
hydroxycinnamique
Coumarines

Acide caféique, férulique

Ombelliférone

C6-C4 Naphtoquinones Juglone, plumbagine

C6-C2-C6 Stilbènes Resveratrol

C6-C3-C6 Flavonoïdes
Quercétine
Kaempférol

C6-C3-C3-C6 Lignanes Secoisolariciresinol

(C6-C3-C6)n Tanins condensés Cyanidol
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1.1. Les acides phénoliques
On distingue deux classes d’acides phénoliques : les dérivés de l’acide benzoïque ou

acides hydroxybenzoïques et les dérivés de l’acide cinnamique ou acides hydroxycinnamiques.

1.1.1. Acides hydroxybenzoïques
Présents dans peu de végétaux de l’alimentation courante, ils sont peu étudiés. Dérivés

de l’acide benzoïque, leur diversité structurale est due aux hydroxylations et/ou méthoxylations

du noyau aromatique en diverses positions (2, 3 et 4) donnant ainsi les acides 4-

hydroxybenzoïque, 3- hydroxybenzoïque, protocatéchique, vanillique, gallique, syringique,

salicylique et gentisique (Tomas-Barberan et Clifford, 2000) (figure 10).

Figure 10. Structure des acides hydroxybenzoïques

1.1.2. Acides hydroxycinnamiques
Très répandus dans le règne végétal, le composé le plus courant est l’acide caféique. Les

acides férulique, sinapique et 4-coumarique sont également répandus dans les aliments (Tomas-

Barberan et Clifford, 2000). Les acides hydroxycinnamiques sont rarement présents sous forme

libre et sont retrouvés essentiellement sous une forme conjuguée. Il s’agit de dérivés glycosylés

ou d’esters avec les acides quinique, tartrique ou shikimique (Macheix et al, 2006) (figure 11).

Figure 11. Structure des acides hydroxycinnamiques

1.2. Les flavonoïdes
Les flavonoïdes sont les polyphénols les plus abondants de notre alimentation et plus de

4000 composés ont pu être identifiés. Ils sont particulièrement présents dans l’épiderme des

feuilles ainsi que dans la peau des fruits. Il existe dans chaque sous-classe de nombreux
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composés selon les substitutions des cycles aromatiques (figure 12). La plupart des flavonoïdes

sont glycosylés, ce qui augmente leur solubilité dans l’eau.

Figure 12. Les différents types de flavonoïdes à partir du squelette flavane

1.2.1. Les 4-oxoflavonoïdes
a. Les flavones : moins répandues dans les fruits et légumes que les flavonols, les flavones sont

principalement présentes sous forme de glycosides de lutéoline et d’apigénine.

b. Les flavonols : ce sont les flavonoïdes les plus répandus dans le règne végétal à l’exception

des algues et des champignons. Les composés principaux sont le kaempférol, la quercétine,

l’isorhamnétine et la myricétine.

c. Les flavanones : Les principaux aglycones sont la naringénine dans le pamplemousse,

l’hespéridine dans l’orange et l’ériodictyol dans le citron. La position 7 est le siège de la

glycosylation (El Gharras, 2009).

d. Les isoflavones : Les produits dérivés du soja sont la principale source d’isoflavones dans

l’alimentation, qui peuvent être glycosylés ou non. On les rencontre aussi dans les

légumineuses.
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1.2.2. Les chalcones
Les chalcones sont peu présentes dans l’alimentation en raison de leur transformation en

flavanones en milieu acide, principalement au cours des étapes d’extraction (Tomas-Barberan

et Clifford, 2000).

1.2.3. Les flavanols
Les flavanols existent sous forme de monomères également appelés catéchines ainsi

que sous forme de polymères, les proanthocyanidines. La catéchine et l’épicatéchine sont

les flavanols principaux présents dans de nombreux fruits, tandis que gallocatéchine,

épigallocatéchine et épigallocatéchine gallate sont plus spécialement présents dans le thé (El

Gharras, 2009).

1.2.4. Les anthocyanes
Les anthocyanes constituent le groupe de pigments solubles dans l’eau le plus

important. Ils sont dissous dans les vacuoles des cellules épidermiques des fleurs et des fruits

auxquels ils donnent des couleurs rose, rouge, bleue et violete (El Gharras, 2009).

1.3. Tanins
Ils sont classifiés en tanins hydrolysables : les gallotanins (acide gallique et glucose), les

ellagitanins (acide hexahydroxydiphénique) et en tanins condensés (non hydrolysables) plus

répandus dans le règne végétal. ils peuvent être des dimères, des oligomères et des polymères

de catéchine (Tarascou et al., 2011).

2. Propriétés biologiques et intérêts thérapeutiques
Des effets protecteurs de la consommation d’aliments riches en polyphénols vis-à vis de

différentes pathologies (cancers, ostéoporose, maladies cardiovasculaires, diabète…) ont été

mis en évidence tant d’un point de vue épidémiologique qu’expérimental.

2.1. Propriété antioxydante des polyphénols
Les altérations oxydatives de molécules telles que les lipides, les protéines ou l’ADN

sont impliquées dans de nombreuses pathologies comme les cancers, les maladies

cardiovasculaires, la maladie d’Alzheimer, les phénomènes inflammatoires, le diabète. Un

antioxydant biologique se définit comme « une substance qui, lorsqu'elle est  présente à faible

concentration par rapport à celle du substrat oxydable, retarde ou inhibe significativement

l’oxydation de ce substrat ».
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Les antioxydants sont classés selon leur mode d’action : éliminateurs de radicaux libres,

chélateurs d’ions métalliques, piégeurs d’oxygène dans des systèmes fermés. Les polyphénols

sont considérés comme éliminateurs de radicaux libres. C’est leur structure chimique

aromatique qui permet une délocalisation électronique importante, donc une stabilisation de

leurs formes radicalaires (Shahidi et Naczk, 2003).

Activité antioxydante des flavonoïdes

Pokorny et al., (2001) montrent que l’activité antioxydante des flavonoïdes dépend en

général de plusieurs critères:

- La structure ortho-dihydroxyle sur le cycle B (figure 13,a),

- La présence de la double liaison C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo (figure

13,b),

- Le groupe 3-OH en combinaison avec la double liaison C2-C3 (figure 13,c),

- Du nombre et de la position des groupes hydroxylés.

- La présence de glycolisation ou de méthylation.

Figure 13. Relation de l’activité antioxydante avec la structure des flavonoïdes

(Pokorny et al., 2001).

Les flavonoïdes peuvent agir de différentes façons dans le processus de régulation du

stress oxydant (Pietta, 2000 ; Cotelle, 2001) :

Capture ou piégeage directe des ERO
Ils ont la capacité de piéger les radicaux libres tels que l’anion superoxyde et les

radicaux : hydroxyle, alkoxyle, peroxyle par le transfert d’hydrogène et le radical flavonoïde

phenoxyl  (FI-O.) qui en résulte peut réagir avec un autre radical libre pour former une structure

quinone stable (Procházková et al., 2011) (figure 14).
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Figure 14. Piégeage  des ROS (R.) par les flavonoïdes (FI-OH) pour former un radical flavonoïde phenoxyl (FI-O.), qui à son
tour réagit avec un autre ROS pour donner une structure quinone stable

(Pietta, 2000).

Chélation des ions métalliques :
Les flavonoïdes ont la capacité de former des complexes stables avec les ions

métalliques (figure 15) et sont alors capables d’inhiber la réaction de Fenton et ainsi empêcher

la production des ERO. C’est grâce à leurs structures chimiques qu’ils sont de bons chélateurs

d’ions métalliques et les sites essentiels pour la chélation sont (Engelmann, 2005):

- Un noyau catéchole sur le cycle B,

- Les groupes 3-hydroxyle et 4-oxo du cycle C,

- Les groupes 4-oxo et 5-hydroxyle entre les cycles A et C.

Figure 15. Les sites du flavonoïde proposés pour la chélation des ions métalliques (Mn+): (a) un noyau catéchol sur le cycle
B, (b) les groupes 3-hydroxyle et 4-oxo du cycle C, et (c) les groupes 4-oxo et 5-hydroxyle entre les cycles A et C

(Pietta, 2000).

Inhibition des enzymes
La xanthine oxydase catalyse la conversion de l’hypoxanthine en xanthine et la xanthine

en acide urique. Cette réaction (figure 16) est considérée comme une source biologique des
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ERO. Elle s’accompagne de la génération de l’anion superoxyde et du peroxyde d’hydrogène à

partir du dioxygène.

Figure 16. Processus enzymatique catalysé par la xanthine oxydase

(cotelle, 2001).

Les flavonoïdes interviennent par le piégeage du radical issu du processus enzymatique

ou par l’inhibition de l’enzyme.

Inhibition de la peroxydation lipidique
Les flavonoïdes interviennent dans le mécanisme d’inhibition de la peroxydation

lipidique par :

- Piégeage directe des radicaux alkoxyles et peroxyles ou interruption du processus de

propagation et arrêt de l’oxydation en chaine.

- Régénération de l’α tocophérols pendant la réduction du radical α tocophéryl.

Activité antioxydante des acides phénoliques
De la même manière, l’activité antioxydante des acides phénoliques dépend de leur

degré d’hydroxylation. De plus, il a été montré que les acides hydroxycinnamiques étaient plus

antioxydants que les acides benzoïques correspondants (Shahidi et Naczk, 2003).
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2.2. Polyphénols et inflammation
Les propriétés antioxydantes des polyphénols ont longtemps été considérées comme

étant le principal phénomène expliquant leurs effets protecteurs. Cependant, de nombreuses

études ont pu montrer que les polyphénols et leurs métabolites agissaient également comme des

modulateurs des voies de signalisation de l’inflammation (Santangelo et al., 2007 ; Guo et al.,

2009).

Des études menées in vitro ont montré que des flavonoïdes comme la lutéoline ou

l’apigénine inhibaient la production de cytokines telles que l’IL-4, l’IL-5 et l’IL-13. que la

quercétine inhibait la production de TNF-α par les macrophages et que le kaempférol inhibait

l’expression et la sécretion du TNF-α, de l’IL-1β ou de l’IL-6 dans les mastocytes (Gonzalez-

Gallego et al., 2010).

2.3. Polyphénols et activité antiasthmatique
Plusieurs études ont reporté une association entre l’asthme et une nutrition riche en

antioxydants (vitamine E, vitamine C, caroténoïdes, sélénium, polyphénols) (Allan et

Devereux, 2011)

En effet, des études pré-cliniques in vitro ont montré les effets bénéfiques de la

quercétine dans l’asthme, en inhibant notamment l’obstruction bronchique et l’hyperréactivité

bronchique (Lambert et al., 2005). Par contre, d’autres flavonols comme la quercitrine et

l’hypéroside se sont révélés inactifs (Chaabi, 2008)

D’autre part, plusieurs études in vivo ont aussi montré l’effet anti-asthmatique des

polyphénols sur des modèles d’asthmes murins (Kandharea et al., 2013 ; Kim et al., 2010).

Chez l’adulte, la consommation de pommes a été associée avec une probabilité de réduire les

symptômes de l'asthme (Shaheen et al., 2001). Chez les enfants, une consommation

quotidienne de jus concentré de bananes et de pommes est associée à une réduction de la

respiration sifflante (Okoko et al., 2007), ainsi que la consommation de kiwis et d’agrumes.

D’autre part, l’alimentation méditerranéenne, riche en polyphénols, a été associée à une

réduction du risque d'asthme et de la respiration sifflante chez les enfants (De Batlle et al.,

2008).
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Partie expérimentale : Matériel et méthodes

But et objectifs
Le but de cette recherche est de confirmer l’utilisation de certaines plantes locales à

visée antiasthmatique soulageant l'inflammation bronchique. Pour ce faire, deux plantes

endémiques, très répandues et traditionnellement utilisés contre les symptômes asthmatiques

ont été choisies : Borago officinalis et Urtica dioica. Nous avons donc tenté de prouver si

l’utilisation traditionnelle des extraits (aqueux/infusion) de ces deux plantes contre l’asthme

pouvait être justifiée expérimentalement.

Dans un premier temps, un des objectifs de cette thèse a été d’identifier les principaux

composés phytochimiques, tout en mettant en exergue le pouvoir antioxydant de chacune des

deux plantes comparativement à un extrait hydro-alcoolique et ce par :

- Dosages colorimétriques des polyphénols.

- Etude de l’activité antioxydante.

- Identification des composés (principalement des polyphénols) par LC MS/MS.

Ensuite, un second objectif a été d’étudier l’effet des extraits aqueux de ces deux plantes

sur des rats sensibilisés via un protocole d'asthme expérimental schématisé ci-dessous (figure

17), en mesurant leurs impacts sur :

- La peroxydation lipidique à travers le dosage du MDA au niveau du sang (érythrocytes)

et des organes clés (foie et poumon).

- Les différents systèmes antioxydants (GSH, GPx, SOD, CAT) et ce au niveau des

mêmes compartiments précédemment cités.

- Quelques marqueurs de l’asthme et de l’inflammation (dosage des leucocytes, de

l’interleukine-4).

- L’architecture tissulaire pulmonaire.
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Figure 17. Schéma récapitulatif du protocole expérimental
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1. Etude de la composition chimique & des propriétés anti-
oxydantes des plantes choisies

1.1. Monographies des deux plantes étudiées

1.1.1. La bourrache Borago officinalis L.
La bourrache, borage en anglais et المخزني أو لسان الثور الحمحم أبو العرق en arabe, est une plante

de la famille des Borraginacées, répandue dans tout le bassin méditerranéen (Beloued, 1998).

Son nom vient de l’arabe رشابو (père de la sueur), qui fait référence à ses propriétés

sudorifiques. En latin, burra signifie « étoffe à poils longs » et se rapporte à l’aspect velu de la

plante. Son nom botanique borago vient du latin cor ago qui signifie « je stimule le cœur »

(Dufresne et al., 2010).

Il s'agit d'une plante annuelle de 20 à 70 cm de hauteur, entièrement couverte de poils

raides et piquants, ayant une tige épaisse, creuse, arrondie et striée longitudinalement (Figure

18). Les larges feuilles alternes portent de longs poils hérissés sur toute leur surface, ce qui est

propre à la famille des borraginacées. Les parties vertes de la plante dégagent une forte odeur

de concombre. Elle produit en abondance de petites fleurs en forme d’étoiles passant du violet

au bleu ciel, puis au rose lorsqu’elles commencent à décliner. Celles-ci sont comestibles, mais

doivent être détachées du calice velu à cinq sépales et des akènes regroupés en quatre graines

au centre de la fleur. Le fruit est formé d’akènes verruqueux. La floraison s’étale généralement

de Mars à Mai. Les graines brunes noirâtres dépourvues d’albumen parviennent à maturité de

façon graduelle. Les fleurs sont auto-stériles et la pollinisation doit être assurée par les insectes.

Cette plante commune, endémique, est très répandue en lisière de foret, sur les bords

des chemins et dans les décombres. Elle peut même se trouver dans de nombreux jardins et

jusqu’à 1500m d'altitude. Il s'agit d'une plante à comportement héliophile, mais appartenant à

une espèce qui supporte un demi-ombrage. Elle « aime » les sols assez riches en bases au pH

proche de la neutralité et ayant de bonnes réserves en eau (Beloued, 1998 ; Dufresne et al.,

2010).

A notre connaissance, seule l'étude de Giri et al. (2012) a rapporté qu’une dose 2g/kg

d’extrait éthanolique de BO pouvait causer des effets secondaires et une mortalité chez des

souris.
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Figure 18. Borago officinalis, bourrache, borage, المخزنيالحمحم de la famille des Borraginacées

(Milcent, 2011)

1.1.2. L’ortie Urtica dioica L.
L’ortie ou nettle en anglais et القراص أو الحریقة en arabe est une plante de la famille des

Urticacées, originaire des régions tempérées de l’Eurasie. Le terme Urtica vient de « urere »

qui signifie bruler en latin, ce qui fait référence aux poils brulants et irritants portés par la

plante. Quant au mot Dioica, il signifie « dioïque » et qualifie une espèce de plante dont les

fleurs mâles et femelles sont portées par deux pieds (plantes) différent(e)s.

Il s'agit d'une plante herbacée vivace, mesurant de 0,6 à 1,2 m de haut à tiges robustes

dressées, à feuilles opposées, ovoïdes et acuminées, recouvertes de poils urticants et hérissés

(Figure 19). La pointe de ces poils durs et coniques se brise lors d’un contact et injecte des

substances urticantes contenues dans un massif cellulaire situé à la base. Sur la face inférieure

des feuilles, les nervures sont très proéminentes. Le bord de la feuille est pourvu de dents

aiguës. La floraison peut aller de Mars jusqu’à Mai. Les fleurs unisexuées (parfois bisexuées),

verdâtres, forment de longues grappes dressées, rameuses et disposées à l’aisselle des feuilles.

Le fruit est un akène (Wichtl et Anton, 2003).

Urtica dioica L. est l'espèce la plus grande et la plus répandue. D'un vert sombre, elle

est très commune, et est présente dans presque toutes les régions du monde: de l'Europe et
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l'Afrique du Nord à l'Asie, ainsi que l'Amérique du Nord et du Sud et en Afrique du Sud. Elle

est aujourd’hui naturalisée sur tous les continents où il y a des zones tempérées. Très répandue

dans le Tell Algérien, elle peut être présente jusqu'à 2400 mètres d'altitude.

L’ortie «aime» les sols frais et légers, l'ensoleillement lui semble indifférent puisqu'on

la trouve aussi bien en plein soleil à l'abri d'une façade qu'au fond d'un vallon ombragé. Elle

supporte tous les sols, surtout ceux contenant des matières organiques fraîches; elle fait partie

des plantes nitrophiles.

La recherche dans les bases de données médicales et toxicologiques n'a révélé aucun

effet indésirable grave lorsque les doses orales usuelles recommandées sont respectées.

Plusieurs publications ont reporté que les contre-indications étaient inconnues et que les effets

secondaires, pour la plupart des désordres gastro-intestinaux, étaient rares (Kavalali, 2003). La

DL50 d’un extrait aqueux d’ortie a été déterminée à 3,5 g/kg (Bnouham et al., 2003).

Figure 19. L’ortie, Urica dioica, nettle, القراص de la famille des Urticacées

(Milcent, 2011).
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1.2. Cueillette du matériel végétal
La cueillette de Borago officinalis et Urtica dioica a été effectuée en Avril 2012 puis

une seconde fois en avril 2013 dans la ville d’Annaba et plus précisément à Sidi Aissa (figure

20). Cette zone semi-urbaine, située au nord de l'agglomération d'Annaba (Latitude:

36 55030.8400N / Longitude: 7 44,052,5600E) est faiblement urbanisée et à très faible trafic.

L'identification des deux plantes a été faite par le Pr Azedinne CHEFROUR, botaniste à

la faculté de médecine et de pharmacie d'Annaba.

Après les avoir cueillies, selon les bonnes pratiques de récoltes relatives aux plantes

médicinales, les feuilles ont été prises au hasard puis séchées une quinzaine de jours à l’air libre

et à l’ombre avant d’être finement broyées en poudre dans un broyeur électrique (SEB).

Figure 20. Lieux de récoltes des deux plantes
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1.3. Extractions
Les méthodes d’extractions utilisées ont été adaptées à partir des données de Beloued,

(1998) et Qujeq et al., (2011) pour l’extraction à l’eau, et à partir des travaux de Gilani et al.

(2007) et Riehemann et al., (1999) pour l’extraction hydro-alcoolique (éthanol/eau). Le schéma

général d'extraction est illustré dans la figure suivante (figure 21).

Figure 21. Schéma général d'extraction

a. Extraction à l’eau
Soixante (60) grammes du broyat de chaque plante sont mis à macérer dans 1L d’eau

bouillante pendant 20min. Ensuite, ces extraits aqueux sont filtrés et sont conservés dans le

frigo pour des utilisations ultérieures (figure 21).

b. Extraction hydro-alcoolique
Les extraits organiques de la bourrache et de l’ortie ont été obtenus par le mélange

éthanol/eau 80/20 (v /v) par macération à froid durant 24h. Il s'en suit une filtration et une

évaporation sous vide à 60°C pour l’éthanol (figure 21).

c. Calculs des rendements d'extraction:
Les rendements d’extraction sont calculés selon la formule : R (%) = 100 Mext/Méch

où:

R est le rendement en %;

Mext est la masse de l’extrait en mg (après l'évaporation du solvant)

et Méch est la masse sèche de la plante en mg.
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1.4. Dosages colorimétriques des composés phénoliques

1.4.1. Dosage des phénols totaux
La concentration en phénols totaux des extraits, a été déterminée en utilisant le réactif

Folin-Ciocalteau (Bouaziz et sayadi, 2005). Le réactif est constitué par un mélange d’acide

phosphotungstique (H3PW12O40). Il est réduit, lors de l’oxydation des phénols, en un mélange

d’oxydes bleus de tungstène et de molybdène. La coloration produite possède un maximum

d'absorption compris entre 725 et 750 nm.

Protocole expérimental
Cinquante (50) μl de l’extrait sont ajoutés à 250 μl du réactif Folin-Ciocalteau et 500 μl

de carbonate de sodium (Na2CO3) (20%). Après agitation, au vortex, le volume est ajusté à 5

ml avec de l’eau distillée. Le mélange est alors incubé pendant 30 minutes à température

ambiante, puis la densité optique (DO) est mesurée à λ=727 nm à l’aide d’un

spectrophotomètre (PG instruments T60 UV-visible), utilisé pour tous les dosages. L’eau

distillée est utilisée comme blanc pour ajuster le zéro. Le contenu en phénols totaux a été

déterminé à partir de l’équation de la courbe d'étalonnage de l’acide gallique (Y=0,0117x)

(figure 22). Les phénols totaux sont exprimés en mg par gramme d’extrait en équivalent d'acide

gallique (voire annexe 3).

Figure 22. Courbe de variation de la densité optique (DO) à λ=727 nm en fonction de la concentration d’acide gallique (AG)
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1.4.2. Dosage des ortho-diphénols
Les ortho-diphénols ont été déterminés selon la méthode décrite par Ollivier et al.,

(2004) où les ortho-diphénols forment des complexes colorés avec les ions molybdates.

Protocole expérimental
Deux 02 ml de l'extrait de chaque plante sont ajoutés à 0,5 ml d’une solution de

molybdate de sodium déhydraté à 5%. Le mélange est agité vigoureusement et après 15

minutes, l'absorbance des solutions phénoliques est mesurée à 370 nm.

Le contenu en ortho-diphénols a été déterminé à partir de l’équation de la courbe

d'étalonnage de l’acide caféique (y = 0,0057x, R2 = 0,9927) (figure 23). Les ortho-diphénols

sont exprimés en mg par g d’extrait sec en équivalent d'acide caféique (annexe 3).

Figure 23. Courbe de variation de la densité optique (DO) à λ=370 nm en fonction de la concentration de l'acide caféique
(AC)
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1.4.3. Dosage des flavonoïdes totaux
La quantification des flavonoïdes a été effectuée par une méthode adaptée par Zhishen

et al., (1999) avec le trichlorure d'aluminium et la soude. Le trichlorure d'aluminium forme un

complexe jaune avec les flavonoïdes et la soude forme un complexe de couleur rose qui

absorbe dans le visible à 510 nm.

Protocole expérimental

A 1ml de l’échantillon dilué dans le méthanol (500 g/l), on ajoute 4 ml d’eau distillée.

Au temps zéro, 300 μl de Nitrate de Sodium (NaNO2) (50%) sont ajoutés dans un tube à essai

puis après cinq minutes, on ajoute 300 μl de  trichlorure d’aluminium(AlCl3) (10%). A la

sixième minute, on ajoute 2 ml de soude (NaOH) (1M) au milieu réactionnel puis ce dernier a

été ajusté jusqu'à 10 ml.  La densité optique (DO) est mesurée à λ=510 nm et le blanc constitué

d’eau distillée. La concentration est calculée à partir de l’équation de la courbe étalon de la

quercétine  (y=0,0089x, R2=0,9973) (figure 24 ; annexe 3).

Figure 24. Courbe de variation de la densité optique (DO) à λ=510 nm en fonction de la concentration de la quercétine (QE)
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d’eau distillée. La concentration est calculée à partir de l’équation de la courbe étalon de la

quercétine  (y=0,0089x, R2=0,9973) (figure 24 ; annexe 3).

Figure 24. Courbe de variation de la densité optique (DO) à λ=510 nm en fonction de la concentration de la quercétine (QE)
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1.4.3. Dosage des flavonoïdes totaux
La quantification des flavonoïdes a été effectuée par une méthode adaptée par Zhishen

et al., (1999) avec le trichlorure d'aluminium et la soude. Le trichlorure d'aluminium forme un

complexe jaune avec les flavonoïdes et la soude forme un complexe de couleur rose qui

absorbe dans le visible à 510 nm.

Protocole expérimental

A 1ml de l’échantillon dilué dans le méthanol (500 g/l), on ajoute 4 ml d’eau distillée.

Au temps zéro, 300 μl de Nitrate de Sodium (NaNO2) (50%) sont ajoutés dans un tube à essai

puis après cinq minutes, on ajoute 300 μl de  trichlorure d’aluminium(AlCl3) (10%). A la

sixième minute, on ajoute 2 ml de soude (NaOH) (1M) au milieu réactionnel puis ce dernier a

été ajusté jusqu'à 10 ml.  La densité optique (DO) est mesurée à λ=510 nm et le blanc constitué

d’eau distillée. La concentration est calculée à partir de l’équation de la courbe étalon de la

quercétine  (y=0,0089x, R2=0,9973) (figure 24 ; annexe 3).

Figure 24. Courbe de variation de la densité optique (DO) à λ=510 nm en fonction de la concentration de la quercétine (QE)
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1.4.4. Dosage des flavanols
La quantification des flavanols a été effectuée par la méthode de Yermakov et al.,

(1987). Ces substances, lorsqu'elles sont additionnées d'un ion métallique, sont caractérisées

par la formation d'un complexe flavanol-Métal et donc l'apparition d'un spectre d'absorption

nouveau à 440 nm. L’intensité finale de la bande d’absorption du complexe à 440 nm croît en

fonction de la concentration de l’espèce métallique et a une tendance nette à la saturation.

Protocole expérimental

Un (1) ml d'AlCl3 (20%) a été ajouté à 1 ml de l’extrait diluée suivi par 3 ml d’acétate

de sodium (50 mg/ml). L’absorbance est lue après 2,5 heures à λ=440nm. Le dosage des

flavonols a été calculé à partir de l’équation de la courbe d'étalonnage de la rutine (y=0,085x,

R2=1) (figure 25). Les Flavanols sont exprimés en mg par g d’extrait sec en équivalent rutine

(annexe 3).

Figure 25. Courbe d’étalonnage de la rutine (R) pour le dosage des flavanols totaux
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1.4.5. Dosage des tanins
Les tanins condensés sont déterminés par la méthode à la vanilline en milieu acide

(Price et al., 1978). Cette méthode est basée sur la capacité de la vanilline à réagir avec les

unités des tanins condensés en présence d’acide pour produire un complexe coloré (rouge)

mesuré à 500 nm. La réactivité de la vanilline avec les tanins n’implique que la première unité

du polymère.

Protocole expérimental
Cinquante (50) μl de l’extrait brut est ajouté à 3 ml de la solution vanilline/méthanol

(4%) puis mélangé à l’aide d’un vortex. Ensuite, 1,5 ml de l’acide chlorhydrique concentré

(Hcl) est additionné. Le mélange obtenu est laissé à réagir à température ambiante pendant   15

min. L’absorbance est ensuite mesurée à 500 nm.

Les tanins sont exprimés en mg par g d’extrait sec en équivalent de catéchine     (figure

26 ; annexe 3).

Figure 26. Courbe d’étalonnage de la catéchine (CA) pour le dosage des tanins
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1.4.6. Dosage des anthocyanes

Les anthocyanes subissent des transformations structurelles réversibles avec le

changement de pH, manifestées par des spectres d’absorption différents. La forme colorée

prédomine à pH 1,0 et la forme incolore à pH 4,5. La méthode du différentiel de pH est basée

sur cette réaction, et permet une mesure rapide et précise des anthocyanes totales, même en

présence de pigments polymérisés dégradés et d’autres composés interférents (Lee et al., 2005).

Protocole expérimental

Pour le dosage de nos échantillons, on prépare deux solutions, l’une à pH = 1 à l’aide

d'un tampon de chlorure de potassium (0,03 M) et la seconde à un pH =  4,5 en utilisant un

tampon d’acétate de sodium (0,4 M). Les solutions ont été ajustées jusqu’à un litre d’eau.

Quatre (04) ml de chaque solution tampon est mélangé avec 1ml de chaque échantillon.

Les solutions sont incubées pendant 30min à l’obscurité puis l’absorbance est lue à 520nm et

700nm par rapport à l’eau distillée, utilisé comme blanc.

La concentration des anthocyanes (mg/l) a été calculée selon la formule suivante et

exprimée en équivalent de Cyanidin-3-Glucoside (Annexe 3):

A x MM x FD x 1000

ɛ x d

A est l’absorbance = (Aʎ520 - A ʎ700) pH=1 - (Aʎ520 - A ʎ700) pH=4,5

MM est le poids moléculaire (g/mol) = 449,2 g/mol pour le cyanidin 3-glucoside

FD est le facteur de dilution (FD=100)

ɛ est le coefficient d’extinction (L/mol/cm) = 26900 pour le cyanidin 3-glucoside

d=1cm (épaisseur de la cuve).
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1.5. Etude de l’activité antioxydante in vitro
L’activité antioxydante des extraits a été étudiée par trois méthodes différentes en se

référant à l’activité de deux antioxydants : l’acide ascorbique (ou vitamine C) et le Butylated

HydroxyToluene (BHT) (Annexe 1 et 4).

1.5.1. Etude de l’activité antioxydante : Méthode DPPH
Le test utilisé pour mesurer le pouvoir anti-radicalaire d’un échantillon est celui décrit

par Bouaziz et Sayadi (2005). Ce test a l’avantage d’éviter l’oxydation du substrat sur lequel

nous voulons tester l’efficacité d’un antioxydant en choisissant de réduire un radical stable.

C’est le cas du 2,2 diphényl-1picrylhydrazyl (DPPH). Dans ce test le substrat d’oxydation est

un radical stable qui, en réagissant avec une molécule antioxydante se transforme en sa forme

réduite, le DPPH-H (figure 27), avec la perte de son absorbance caractéristique à 517 nm.

Figure 27. Réaction de piégeage du radical DPPH par le phénol

(Congo, 2012).

On calcule ainsi, la quantité d’antioxydant nécessaire pour faire disparaitre 50% du

DPPH. Ce dernier possède une coloration violette et absorbe à 517 nm. Quand il réagit avec un

antioxydant ou un autre radical, son absorbance et sa couleur typique disparaissent. Le

phénomène peut être suivi par spectrophotométrie visible.

Protocole expérimental

Deux (02) ml de la solution méthanolique de l’échantillon à tester à différentes

concentrations (10, 20, 30 50, 100, 200 et 500 μg/ml) sont mélangés à 5 ml d’une solution

méthanolique de DPPH (60 mg/l). Après agitation, les solutions sont mises à l’obscurité

pendant 30 mn. Puis, les densités optiques sont mesurées à 520 nm contre l’éthanol (blanc).

Pour chaque concentration en extrait, le pourcentage d’absorption est calculé :
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DODPPH - DOéchantillon

%DO = x100
DODPPH

Détermination de l’IC50

L’IC50 représente la quantité de substance d’antioxydant nécessaire pour réduire 50% de

la quantité de DPPH
.

initialement présente. Elle est exprimée en μg/ml d’extrait végétal.

L’IC50 (%) est obtenue par l’équation de la droite moyenne du pourcentage de DPPH résiduel

en fonction de la concentration en antioxydant. La plus forte activité anti-radicalaire correspond

à la fraction qui possède l’IC50 la plus faible.

La courbe % DO échantillon = f (C échantillon) est tracée et la projection du point

correspondant à 50 % de la DO échantillon sur l’axe des abscisses permet de calculer l'IC50 en

μg/ml d’extrait.

1.5.2. Etude de l’activité antioxydante par la méthode NBT

Ce test consiste à détecter l’oxydation par réaction avec l’anion superoxyde. Ainsi, la

riboflavine agit comme transporteur d’électrons et participe comme cofacteur aux réactions

d’oxydoréduction en présence de l’oxygène moléculaire. Les flavines réduites sont des

groupements donneurs d’électrons à l’oxygène moléculaire qui se transforme en radical

superoxyde. La molécule de nitroblue tetrazolium NBT réagit avec l’anion superoxyde pour

donner le NBT oxydé (tétrazoinyl) qui se transforme en formazan de couleur pourpre et

insoluble dans l’eau (Yagi et al., 2002), selon les réactions suivantes :

Riboflavine + hv + O2 riboflavine + O2
-

O2
- + NBT bleu  de formazan + O2

Protocole expérimental

Cent (100) µl de la solution à analyser et des témoins positifs ont été mis en présence de

tampon phosphate de potassium, d’EDTA, de NBT et de riboflavine puis exposés pendant

10min à une lumière intense. L’absorbance a été mesuré contre un blanc (zéro au

spectrophotomètre) qui renferme tous les composants de l’essai à l’exception du NBT.
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L’activité antioxydante a été déterminée par la diminution de la coloration détectée par

spectrophotométrie à 560 nm.

Le pourcentage d’inhibition de la formation du radical O2
- a été déterminé selon la

formule suivante :

DO essai
PI (%) = (1- ) x 100

DO 100%

PI : pourcentage d’inhibition.

DO essai : DO en présence de l’extrait ou témoin.

DO témoin : DO en présence de l’extrait ou témoin.

1.5.3. Etude de l’activité antioxydante totale
Les activités antioxydantes totales, de nos extraits ainsi que des témoins positifs, sont

déterminées par la méthode utilisant le phosphomolybdène, décrite par Prieto et al., (1999).

Cette technique est basée sur la réduction ou le transfert d’électrons (e-), par l’extrait

antioxydant, du molybdène Mo (VI) présent sous la forme d’ions molybdate MoO4
2- en

molybdène Mo (V) sous la forme MoO2
+, avec formation du complexe phosphate/Mo (V),    de

couleur verdâtre à pH acide.

Protocole expérimental
Cent (100) µl de chaque échantillon sont mélangés à 1ml de la solution de

réaction composée par le H2SO4 (0,6 M), le tampon phosphate (28 mM) et le MoNH4 (4 mM).

Les tubes sont ensuite incubés durant 90 mn à 95°C. Après incubation et refroidissement des

échantillons à température ambiante, l’absorbance est déterminée à 695 nm contre un blanc.

L’activité antioxydante totale est exprimée en acide ascorbique équivalent/mg d’extrait et en

BHT équivalent/mg d’extrait.

1.6. Séparation et purification par chromatographie liquide à Haute
performance couplée à la spectrométrie de masse (LC-MS/MS)

La spectrophotométrie de masse (en anglais, mass spectrometry ou MS) a pour but

d'exciter des molécules chargées (ions) afin d'accroitre leur énergie interne et ainsi de les faire

fragmenter. Ces ions stables sont séparés en phase gazeuse et détectés puis identifiés par

mesure de leur masse et caractérisation de leur structure chimique. La figure 28 montre un

schéma récapitulatif du principe de son fonctionnement.
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Figure 28. Schéma du principe de fonctionnement de la ms/ms

Protocole expérimental
Les analyses LC-MS/MS sont réalisées à l’aide d’un système Agilent 1100 LC constitué

par une pompe binaire, un dégazeur, une colonne de chauffage et un injecteur automatique.

La colonne est couplée avec un spectromètre de masse de type Agilent MSD Ion Trap XCT

équipé d’une source ESI. Une colonne de type Zrbax 300 A° Exend-18 (2,1 * 150 mm) est

utilisée pour la chromatographie.

Les paramètres suivants sont utilisés pour les expériences de MS:

- le voltage capillaire est réglé à 3,5 KV,

- la température est de 350°C,

- la pression du nébuliseur est de 40 psi,

- le débit du gaz est de 10 L/min.

- Le temps maximal d’accumulation est de 50ms,

- la vitesse de balayage est de 26,000 m/z s-1

- et le temps de fragmentation est de 30 ms.

Le gradient d'élution retenu est formé de deux mélanges :

Solvant A: composé de 0,1% d'acide formique dans l’eau.

Solvant B: composé de 0,1% d'acide formique dans l’acétonitrile.

La colonne est parcourue pendant une minute par 95% d’un solvant A  et 5% d’un

solvant B suivie d’un gradient durant 11 min de 5% à 100% du solvant B, puis 100% du

solvant B pendant 4min, et finalement, l’élution est terminée avec un gradient linéaire passant

de 100% à 5% du solvant B durant 2 min. Le débit est de 200 μl/min et le volume d’injection

est de 5 μl.
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2. Etude des activités biologiques in vivo

2.1. Animaux et conditions d’élevage
Nous avons utilisé 42 rats blancs mâles de la souche Wistar, provenant de l’institut

pasteur d’Algérie. Les expériences effectuées sur ces animaux ont été réalisées conformément

aux directives d'éthique des expérimentations animales (déclaration de Bâle, 2010).

Ces rongeurs, d'un poids vif moyen de 140 g, ont été soumis à une période d’adaptation

d’un mois environ, aux conditions de l’animalerie, à une température de 25°C ± 2° et une

photopériode naturelle. Ils sont élevés dans des cages en polyéthylène qui sont tapissées d’une

litière constituée de copeaux de bois. Les cages ont été nettoyées et la litière changée un jour

sur deux jusqu’à la fin de l’expérimentation. Ces animaux ont été nourris avec un concentré

énergétiquement équilibré provenant de l’ONAB de Bejaïa et dont la composition est détaillée

dans l'Annexe 5.

2.2. Protocole expérimental

2.2.1. Formation des lots et traitements des rats
Les rats ont été divisés équitablement en 6 lots de 7 rats chacun (Figure 29). Ils ont été

sensibilisés à l’ovalbumine et/ou traités avec les deux plantes conformément à l'étude de

Beloued (1998), voir l'annexe 6, pour plus de détails concernant le calcul de la dose.

En bref, les six lots sont constitués de :

Le lot 1 : rats témoins (T), subissant le même traitement que les autres lots mais recevant

uniquement de l'eau physiologique.

Le lot 2 : rats sensibilisés à l'ovalbumine (OVA), développant un asthme expérimental.

Le lot 3 : rats traités par voie orale avec 1,37 g d’extrait de bourrache/Kg/jour (BO).

Le lot 4 : rats sensibilisés à l’OVA et traités avec l’extrait de bourrache à 1,37g d’extrait

de bourrache/Kg/jour (O/BO)

Le lot 5 : rats traités par voie orale avec 1,5 g d’extrait d’ortie/Kg/jour (UD)

Le lot 6 : rats sensibilisés à l’OVA et traités avec l’extrait d’ortie à 1,5g d’extrait

d’ortie/Kg/jour (O/UD).
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Figure 29. Compartimentation des rats en six lots traités différemment

2.2.2. Sensibilisation à l'ovalbumine
Les lots OVA, O/BO et O/UD ont été sensibilisés à l’ovalbumine (grade II, Réf. A5253-

250G, Sigma Aldrich), selon une méthode provoquant une inflammation aigue avec un

phénotype d’asthme allergique, validée dans la littérature (Moura et al., 2005 ; Yang et al.,

2011).

Dans ce modèle, la sensibilisation est effectuée à l’aide de petites quantités

d’ovalbumine (10 mg/ml) combinées à un adjuvant d’hydroxyde d’aluminium (Al(OH3))

(Alun, Sigma Aldrich) dissout à raison de 1mg/ml dans une solution saline à 0,9%. La

sensibilisation a lieu par voie intra-péritonéale, au premier jour (J0) et répétée 13 jours plus tard

(J13) selon le protocole schématisé dans la figure 30.

J0 J13 J21 J22 J23 J24

Sacrifice
Figure 30. Protocole de sensibilisation

2.2.3. Provocation des animaux par aérosol

La réaction anaphylactique a été induite par une réexposition au même allergène par

inhalation intra-nasale d’ovalbumine diluée dans une solution saline à 0,9% et ce à une

concentration de 5 mg/ml (Moura et al., 2005). Ainsi, comme le montre la figure 31, aux jours

21, 22 et 23, les animaux des 3 lots (OVA, O/BO, O/UD) ont été placés dans une chambre en

Rats mâles Wistar
n= 42

Administration
d’eau (n=14)

Traitement avec
l’extrait BO (n=14)

Traitement avec
l’extrait UD (n=14)

Lot T
(n=7)

Lot OVA
(n=7)

Lot BO
(n=7)

LotO/BO
(n=7)

LotO/UD
(n=7)

Lot UD
(n=7)

Période d’adaptation

Exposition
à l’OVA

Exposition
à l’OVA

Exposition
à l’OVA

D
éb

ut
 d

u
tr

ai
te

m
en

t
(1

5j
ou

r)

Pr
ov

oc
at

io
n 

de
l’a

st
hm

e 
ex

pé
ri

m
en

ta
l

(2
4j

ou
r)



50

plexiglas qui dispose d’une ouverture permettant le libre passage du nébulisât via un nébuliseur

à compression (OMRON, NE-C29-E) fonctionnant à un débit de 0,4 ml/min pendant une durée

de 30 minutes.

Figure 31. Schéma montrant la provocation des rats par l’aérosol

2.3. Sacrifice et prélèvements:

2.3.1. Prélèvement sanguin :
Après 39 jours de traitement les rats appartenant aux 6 groupes sont sacrifiés (par

décapitation). Le sang de chaque rat est immédiatement recueilli dans deux types de tubes

polyéthylènes étiquetés (tube avec anticoagulant EDTA et tube sec). Le tube sans anticoagulant

est alors centrifugé à 5000 tours/min pendant 15 minutes. Les échantillons obtenus ont été

stockés au congélateur à -20°C jusqu’à l’analyse. Alors que les tubes à EDTA sont

immédiatement transportés dans une glacière au laboratoire d’analyse (Laboratoire d’Analyse

Médicale du Dr. Kaci , Annaba) pour déterminer la formule de numération sanguine (FNS).

2.3.2. Prélèvement du liquide broncho-alvéolaire
Immédiatement après récupération du sang, le lavage broncho-alvéolaire (LBA) est

effectuée. La technique utilisée consiste à ouvrir la cage thoracique des animaux et y insérer un

cathéter dans la trachée. Des seringues remplies de solution saline à 0,9% sont reliées au

cathéter. La solution saline est ensuite injectée dans le poumon, puis réaspirée dans la seringue

(Dorion, 2005).

Au bout de 3 lavages de 2 ml chacun, le liquide du LBA recueilli, est centrifugé à 1500

tr/min pendant 10 minutes. Le culot cellulaire a été vortexé et re-suspendu dans 500µl de

solution saline et destiné au comptage leucocytaire. Le surnageant pour sa part a servi pour le

dosage de l’interleukine-4.
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2.3.3. Prélèvement des organes :
Les animaux sacrifiés ont été éventrés pour le prélèvement de certains organes :

• Le foie de chaque rat a été pesé puis stocké au congélateur pour le dosage des paramètres du

stress oxydant.

• Les poumons ont été stockés selon deux méthodes: la moitié au congélateur pour le dosage

des paramètres du stress oxydant, et l’autre moitié fixée dans du formaldéhyde à 10% afin de

réaliser des coupes histologiques.

2.4. Dosage des protéines :
La concentration de protéines est déterminée selon la méthode de Bradford (1976) qui

utilise le bleu de Coomassie comme réactif. Ce dernier réagit avec les groupements amines (–

NH2) des protéines pour former un complexe de couleur bleu. (L’apparition de la couleur bleue

reflète le degré d’ionisation du milieu acide et l’intensité correspond à la concentration des

protéines).

Pour cela, 0,1 ml d’homogénat ou du standard (BSA) est mélangé à 5 ml du bleu de

Coomassie. Après 5 minutes d’incubation, la lecture des densités optiques contre le blanc

s’effectue à 595 nm.

La concentration des protéines est déterminée par comparaison à une gamme étalon

d’albumine sérique bovine (1 mg/ml) préalablement réalisée dans les mêmes conditions (figure

32).

Figure 32. La gamme d’étalonnage du BSA (mg/ml)

2.5. Numération des leucocytes au niveau du liquide du LBA
La suspension cellulaire issue du liquide du LBA est étalée sur des lames de microscope

et séchée à l’air libre. Ces lames sont colorées avec le GIEMSA. Après coloration, un examen
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au microscope optique (Optica) est effectué pour le comptage des cellules. Le nombre

d’éosinophiles et de lymphocytes seront exprimés en pourcentage par rapport aux leucocytes

totaux.

2.6. Dosage ELISA de l'interleukine-4
Le dosage de l’interleukine-4 (IL-4) dans le sérum et le liquide du LBA des rats est

réalisé grâce au kit Invitrogen Rat Interleukin-4 (Rt IL-4) qui utilise la méthode ELISA

sandwich (REF : KRC0041 ; Lot : 1260054A1).

La première étape de la technique ELISA est déjà effectuée lors de l’achat du Kit. Elle

est nommée "coating", durant laquelle, l’anticorps de capture spécifique à l’IL-4 de rat avait été

fixé au fond des cupules (figure 33).

Lors de l'étape suivante, l’échantillon (contenant éventuellement l’antigène IL-4 à

doser) ou le standard (contenant l’IL-4 à des doses connues) sont déposés dans les puits. Un

second anticorps couplé à la biotine est alors ajouté. Durant la première incubation, il y a

formation du sandwich car la molécule d'IL-4 se fixe d'une part sur l’anticorps immobilisé aux

parois des puits et d'autre part sur l’anticorps biotinylé.

Après l'étape du lavage, l’enzyme, la peroxydase liée à la streptavidine, est ajoutée

permettant de transformer dans la dernière étape le substrat Tetramethylbenzidine (TMB) en

produit coloré en bleu.

L’ajout de la solution d’arrêt provoque le virage de la couleur au jaune. L’intensité de la

couleur est directement proportionnelle à la concentration de l’IL-4 qui est déterminée par

comparaison à la gamme-étalon du standard.

Figure 33. Principe de la technique ELISA Sandwich
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Protocole expérimental :
Les puits de la microplaque sont d’abord répartis entre les contrôles, les standards, les

échantillons de sérum et du liquide du LBA.  Le protocole expérimental a été résumé dans le
tableau 2.

Tableau II. Protocole expérimental du Test ELISA

Déposer dans chaque
puits

Contrôles
50µl

Standards
50µl

Echantillons
Sérum
100µl

LBA
50µl

Tampon 50 µl 50 µl - 50 µl
anti-IL-4 biotinylée - 50 µl 50 µl 50 µl

Incubation 2h
Aspirer et Laver avec la solution de lavage (4 fois)

Streptavidin-HRP - 100 µl 100 µl 100 µl
Incubation 30 min

Aspirer et Laver avec la solution de lavage (4 fois)
Chromogène TMB 50 µl 50 µl 50 µl 50 µl

Incubation 30 min à l’obscurité
Solution d’arrêt 100 µl 100 µl 100 µl 100 µl

Lecture à l’aide d’un lecteur de plaque à 450nm

2.7. Etude histologique
Elle a été réalisée à l’hôpital Ibn Rochd d’Annaba au Service d’anatomie pathologique.

La technique utilisée est celle décrite par Hould (1984). Elle comporte les étapes suivantes :

a. Fixation
La fixation des fragments de poumon est faite dans le Bouin alcoolique. Ils sont mis

dans des cassettes spéciales à parois retournées afin de permettre le passage des liquides.

b. Enrobage et obtention des blocs
La réalisation de coupes fines et régulières nécessite l'inclusion des échantillons dans

un bloc de paraffine, comme suit :

- Déshydratation : Tout d'abords, les échantillons sont déshydratés dans un appareil qui

permet leur passage automatique et progressif dans des bains d’alcools : 1 bain d’éthanol 70%

durant 24h, deux bains d’éthanol à 95% (4 à 5h chacun) et deux bains d’éthanol absolu (4 à 5h

chacun).

- Eclaircissement : Ensuite, l’éthanol est remplacé par un solvant miscible à la paraffine. Il

s’agit du Toluène qui élimine l’éthanol et clarifie les tissus (deux bains de 45 minutes chacun).
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- Inclusion : En fin, les tissus sont maintenus et imbibés dans des bains de paraffine liquide

(portée à 56/58°C). Finalement, le tissu imprégné est enrobé par inclusion dans un bloc de

paraffine fondue. Ce dernier se solidifie grâce à un dispositif réfrigéré permettant sa

microtomie.

c. Confection de coupes
La réalisation des coupes minces de quelques microns (5μm en moyenne) est possible

grâce à un microtome (Leica RM2235). Ces dernières sont étalées sur des lames porte - objet,

déplissées et fixées par l’utilisation d’une eau gélatineuse chauffée.

d. Coloration
La technique à l’hématoxyline - Eosine (Hématéine - Eosine) a été utilisée en suivant

les étapes suivantes :

- Le déparaffinage et l’hydratation des lames sont effectués par l’eau du robinet, suivie

par un rinçage à l’eau distillée.

- L'immersion dans un bain d’Hématoxyline de Harris (15 minutes) qui colore en bleu

violacée les structures basophiles (noyaux).

- La différenciation les coupes dans l’alcool acide (1 à 2 plongées) ; déposer ensuite les

lames dans un bain d’eau du robinet et vérifier la différenciation au microscope.

- Le bleuissement dans un bain d’eau ammoniacale.

- L'immerger dans un bain d’Eosine (15 secondes à 2 minutes) qui colore en rose les

structures acidophiles (cytoplasme). Tous ces bains sont séparés par des lavages à l’eau

du robinet.

Les préparations ont ensuite été séchées puis observées au microscope optique (Optica)

et photographiées à l’aide d’un appareil photo (Sumsung).

2.8. Exploration des paramètres du stress oxydant

2.8.1.  Dosage du malondialdéhyde
La détection du malondialdéhyde (MDA) issue de la dégradation des acides gras

polyinsaturés à 3 ou 4 doubles liaisons peroxydées, par une réaction colorimétrique à l’acide

thiobarbiturique (TBA), constitue une méthode très sensible pour déterminer une

lipopéroxydation in vitro. Ce dosage est réalisé selon la méthode d’Esterbauer et al., (1992).

Le principe de ce dosage est basé sur la condensation du MDA en milieu acide et à

chaud avec l’acide thiobarbiturique, pour former un pigment (rose). Ce chromogène peut être

donc mesuré par spectrophotométrie d’absorption à 530 nm (Figure 34).
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Figure 34. Réaction du dialdéhyde malonique avec l’acide thiobarbiturique

Protocole expérimental :

375 μl de l'homogénat (surnageant) sont prélevés et additionnés de 150 μl de la solution

tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7,4) à laquelle sont ajoutés 375 μl de la solution

TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%). Après agitation, le mélange est centrifugé à 1000 tours/min

pendant 10 min. 400 μl du surnageant sont alors prélevés et additionnés de 80 μl du HCl 0,6 M

ainsi que de 320 μl de la solution Tris-TBA (Tris 26 mM, TBA 120mM). Le mélange est

incubé au bain marie à une température de 80°C pendant 10 minutes.

La densité optique a été enregistrée à λ = 530 nm. L’absorbance est directement

proportionnelle à la quantité de MDA formé, donnant ainsi une évaluation précise des lipides

peroxydés. La concentration du MDA est ainsi calculée selon la loi de Beer-Lambert (DO =

E.C.L) :

DO.106

C (nmol/mg protéine) =
ε . L . χ . Fd

C : Concentration en nmoles/mg de protéines.

DO : Densité optique lue à 530 nm.

E : Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1,56 105 M-1 cm-1.

L : Longueur du trajet optique = 0,779 cm.

X : Concentration de l’extrait en protéines (mg/ml).

Fd : Facteur de dilution : Fd = 0,2083.

2.8.2. Dosage du glutathion:
Le dosage du glutathion est réalisé selon la méthode de Weekbeker et Cory (1988). Le

principe de ce dosage repose sur la mesure de l’absorbance optique de l’acide 2-nitro-5-

mercapturique qui résulte de la réduction de l’acide 5,5 dithio-bis-2-nitrobenzoïque (DTNB)
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par les groupements (-SH) du glutathion. Pour cela, on réalise une déprotéinisation afin de

garder uniquement les groupements (-SH) spécifique du glutathion.

Protocole expérimental :

0,8 ml de l'homogénat sont prélevés et additionnés de 0,2 ml de la solution d’acide

salicylique (0,25%). Après agitation, le mélange est incubé pendant 15 minutes dans un bain de

glace, puis centrifugé à 1000 tours/min pendant 5 min.

Ensuite, 0,5 ml du surnageant sont prélevés et additionnés d'un (01) ml du tampon Tris,

pH 9,6. Puis, 0,025 ml de l’acide 5,5- dithio-bis-2-nitrobenzoïque (DTNB) à 0,01 M sont

ajoutés au mélange précédent. Les densités optiques sont lues à 412 nm contre le blanc réactif

et ce après une incubation de 5 min à une température ambiante.

La concentration du glutathion est obtenue par la formule suivante :

DO . 1 . 1,525
C (nmol/mg protéine) =

13100 . 0,8 . 0,5 . mg protéines

DO : Densité optique.

1 : Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0,8ml homogénat + 0,2 ml de

l’acide salicylique).

1,525 : Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du surnageant

(0,5 ml surnageant+1 ml Tris + 0,025 ml DTNB).

13100 : Coefficient d’absorbance du groupement –SH à 412 nm.

0,8 : Volume de l’homogénat.

0,5 : Volume du surnageant.

2.8.3. Dosage de l’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GPx) :
L’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GPx) a été mesurée par la méthode de

Flohe et Gunzler (1984). Cette méthode est basée sur la réduction du peroxyde d’hydrogène

(H2O2) en présence de glutathion réduit (GSH). Ce dernier est transformé en glutathion

dissulfide (GSSG) sous l’influence de la GPx selon la réaction suivante :

H2O2+ 2GSH→ GSSG+ 2H2O
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Protocole expérimental :
0,2 ml de l'homogénat (surnageant) sont prélevés et additionnés de 0,4 ml de GSH (0,1

mM). Puis, 0,2 ml de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4) y sont

ajoutés. Le mélange réactionnel est incubé au bain marie à 25°C, pendant 5 min. Ensuite, 0,2

ml de H2O2 (1,3 mM) y sont ajoutés pour initier la réaction.

Après une incubation de 10 minutes, 1 ml de TCA (1%) sont rajoutés pour arrêter la réaction.

Le mélange est en fin mis dans de la glace pendant 30 minutes et centrifugé durant 10 minutes

à 3000 tours /minutes. 0,48 ml du surnageant sont alors prélevés et additionnés de 2,2 ml de

la solution tampon TBS à laquelle on rajoute 0,32 ml de DTNB (1 mM). Le mélange est agité

et après 5 minutes les densités optiques sont lues à 412 nm.

La détermination de l’activité enzymatique de la GPx se fait à l’aide de la formule

suivante :

[(DOéchantillon x DOétalon) x 0,04 /DOétalon] x 5
GPx (µmol GSH/mg protéine) =

Concentration de protéines en mg

DO échantillon : Densité optique de l’échantillon.

DO étalon : Densité optique de l’étalon.

0,04 : Concentration de substrat (GSH).

2.8.4. Dosage de l’activité de la superoxyde dismutase (SOD) :
La méthode de dosage de l’activité SOD (tableau 3) par le test NBT est une méthode de

photoréduction de complexe riboflavine/méthionine qui génère des anions superoxydes.

L’oxydation du NBT par l’anion superoxyde O2
- est utilisée comme base de détection de la

présence de SOD. Dans un milieu aérobie, le mélange riboflavine, méthionine et NBT donne

une coloration bleuâtre. La présence de SOD inhibe l’oxydation du NBT (Beyer et Fridovich,

1987).

Protocole expérimental
Pour le milieu réactionnel, le protocole expérimental suivant a été suivi :
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Tableau III. Composition du milieu réactionnel pour le dosage de la SOD

Prélever dans
les cuvettes

Cuve de référence
(zéro du

spectrophotomètre)

Cuve illuminée Concentration
du milieu

réactionnel
Totale (B) Echantillon (E)

EDTA-Met 1000µl 1000µl 1000µl EDTA (0,1mM)
Met (13mM)

Tampon
phosphate

892,2µl 892,2µl 892,2µl

Echantillon Xµl ____ Xµl ___
Tampon

phosphate
1000-Xµl 1000µl 1000µl 50mM

NBT 85,2µl 85,2µl 85,2µl 75µM
Riboflavine 22,6µl 22,6µl 22,6µl 2µM

Calcul de l’activité SOD
L’activité SOD = % d’inhibition / mg de protéine

(DOB -DOE) 20
Y = ([ x 100] x ) x Facteur de dilution

DOB Concentration protéine
mg/ml

Une unité SOD correspond à la quantité de protéines qui induit 50% d’inhibition.
Y                            1mg de protéine
50                           50/Y mg de protéine
Y c’est le pourcentage d’inhibition / mg de protéine
50/Y mg de protéine                         correspond à une unité SOD

1 x 1
1mg de protéine                            correspond à :                  = Y/50 Unité SOD/mg de protéine

50/Y

Activité spécifique SOD = Y/50 unité SOD / mg de protéine

2.8.5. Dosage de l’activité catalase (CAT)
Les catalases sont présentes dans un grand nombre de tissus. Ce sont des enzymes

tétramériques, chaque unité portant une molécule d’hème et une molécule de NADPH. Ces

enzymes interviennent dans la défense de la cellule contre le stress oxydant en éliminant les

espèces réactives et en accélérant la réaction spontanée de l’hydrolyse du peroxyde

d’hydrogène (H2O2) toxique pour la cellule en eau et en oxygène (Aebi, 1984).

La réaction se fait en deux étapes :

Catalase
La réaction bilan est : 2H2O2 2H2O + O2
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L’activité catalase CAT est mesurée à 240 nm à l’aide d’un spectrophotomètre

UV/visible par la variation de la densité optique consécutive à la dismutation du peroxyde

d’hydrogène (H2O2) en faisant réagir dans 780µl de tampon phosphate (100mM) pendant       1

min à un pH de 7,4, 200µl de H2O2 (500mM) sur 20µl de surnageant, à une température

d’incubation de 25°C.

Protocole expérimental
Le tableau 4 ci-dessous représente les concentrations et les quantités des réactifs

nécessaires au dosage de l’activité catalase :

Tableau IV. Composition du milieu réactionnel pour le dosage de la CAT

Essai (µl) Blanc (µl)

Tampon phosphate (100mM ; pH 7,5) 780 800

H2O2 500mM 200 200

Surnageant (1 à 1,5 mg protéine/ml) 20 0

On note que :

- Le zéro de l’appareil est réalisé par le tampon phosphate.

- La quantité du surnageant doit être déterminée en fonction de la quantité de protéines

qui doit être comprise entre 1 et 1,5 mg/ml, soit une quantité de 10 à 20µl de surnageant

dilué.

- L’activité décroît rapidement, il est important de mettre toujours le même temps entre le

pipetage et le moment où on place la cuve au spectrophotomètre.

- La lecture de l’absorption se fait après 15 secondes de délai et durant 60 secondes de

mesure.

Calcul de l’activité CAT : L’activité de la catalase peut être calculée selon l’équation

suivante :

ΔDO x d
Activité CAT (µmol de H2O2/min/mg de protéine) =

ɛ x 0,02 x [ ] protéines
Où:

d : la dilution de l’échantillon au début.

ɛ : le coefficient d’extinction de H2O2 = 0,043 mM-1 cm-1 = 0,043 µmole cm-1 ml-1

[ ] protéines : la concentration en protéines du surnageant (mg/ml)

ΔDO : la variation de la densité optique qui est égale à (AI - AF) x 4 / 3 par minute, où :

AI c’est l’absorbance initiale (à 15 secondes) et AF c’est l’absorbance finale (à 1 minute).
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3. Traitement statistique des résultats :
Les résultats sont donnés sous forme de moyennes ± l’erreur standard. Ces calculs ont

été effectués à l’aide des logiciels MINITAB (Version17) et Microsoft Excel (2007) d’analyse

et de traitement statistique des données.

L’évaluation statistique a été effectuée en utilisant le test t de Student. Selon le seuil de

signification (p), les différences, comparativement au témoin, sont considérées comme :

 Significatives, lorsque p ≤ 0,05.

 Hautement significatives, lorsque p ≤ 0,01.

 Très hautement significatives, lorsque p ≤ 0,001.

La corrélation est effectuée avec le coefficient de corrélation Pearson, variant entre +1

et -1, où un coefficient égale à +1 montre une corrélation positive parfaite et un coefficient

égale à -1 montre une corrélation négative parfaite.
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Partie expérimentale : Résultats & discussion

1. La composition chimique & les propriétés antioxydantes des
plantes choisies

1.1. Résultats des extractions
Nous avons utilisé du broyat de chaque plante en macération soit avec l'eau bouillante

ou bien l'éthanol/eau (80:20). Ces macérations ont permis l'extraction des phyto-composés les

plus divers selon le principe "like dissolves like". Ainsi, chaque solvant utilisé a permis de

dissoudre les composés de polarité similaire.

Sachant que des périodes d’extraction plus longues auraient endommagées les

composés phénoliques, nous avons opté pour des temps de macérations de 20 minutes pour

l'extrait aqueux et 24h pour l'extrait éthanolique. Ceci a permis d'obtenir un maximum de

composés phénoliques en un temps qui nous a semblé le plus propice au meilleur rendement.

En effet, le rendement des différentes extractions est donné dans le tableau 5. On

remarque que le rendement d'extraction des extraits de BO et UD varie entre 4,83% et 45%

selon le type d’extraction utilisée. En effet, les extraits aqueux présentent les meilleurs

rendements d’extraction avec des valeurs de 40% à 45%. Les pouvoirs d’extraction des extraits

à l’éthanol ont les plus faibles rendements d’extractions avec un rendement de 7,26% pour

l’extrait éthanolique d’ortie et de 4,83% pour la bourrache.

Tableau V. Rendements des extractions différentielles obtenues pour les deux plantes

Plante Solvant
d’extraction

Etat de l’extrait Rendement
(%)

Borago officinalis Ethanol 80% Pâte marron foncé 4,83 ± 0, 40

Eau Liquide visqueux  marron 45 ± 0, 21

Urtica dioica Ethanol 80% Résine verte 7,26 ± 0,71

Eau Liquide visqueux marron 40 ± 0, 22
Les valeurs données représentent la moyenne de trois mesures ± SE

1.2. Dosage des composés phénoliques
Les dosages des polyphénols, des ortho-diphénols, des flavonoïdes, des flavanols, des

tanins et des anthocyanes totaux sont effectués aussi bien pour les extraits éthanoliques que

pour les extraits aqueux de la bourrache et de l’ortie.
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1.2.1. Dosage des phénols totaux
Les contenus en phénols totaux des différents extraits de Borago officinalis et d'Urtica

dioica ont été déterminés par la méthode de Folin-Ciocalteu. Les concentrations obtenues en

phénols totaux exprimés en mg d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait de plante

sont présentées dans la figure 35. La concentration en polyphénols dans les deux plantes est de

deux fois supérieure dans les extraits éthanoliques par rapport aux extraits aqueux. L’extrait

éthanol/eau 80/20 (v/v) de Borago officinalis enregistre la plus grande concentration en

polyphénols (94,09 ± 1,72) suivi de l’extrait à l’éthanol d’ortie (85,11 ± 0,35), de l’extrait

aqueux de bourrache (35,48 ± 2,70) et enfin l’extrait aqueux d’ortie (30,79 ± 0,96).

Figure 35. Variations des concentrations de polyphénols totaux dans les extraits de Borago officinalis (BO) et Urtica Dioica
(UD)

1.2.2. Dosage des ortho-diphénols
Les concentrations en ortho-diphénols calculées à partir de la courbe d’étalonnage de

l’acide caféique sont résumées dans la figure 36. De même que pour les polyphénols, les

concentrations en ortho-diphénols sont bien supérieures dans les extraits éthanoliques ; où

31,08 ± 0,73mg d’AC/g d’extrait est enregistré pour l’extrait de BO et de 23,37± 0,873mg

d’AC/g d’extrait pour celui d’UD ; par rapport aux extraits aqueux ; où nous enregistrons des

valeurs de 4,97 ± 0,34 et de 3,11 ± 0,30 mg d’AC/g d’extrait pour les extrait de bourrache et

d’ortie, respectivement.
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Figure 36. Variations des concentrations des ortho-phénols totaux dans les extraits de Borago officinalis (BO) et Urtica
Dioica (UD)

1.2.3. Dosage des flavonoïdes totaux
Les résultats obtenus suite au dosage des flavonoïdes sont présentés dans la figure 37 et

exprimés en mg d’équivalent quercitrine par g d’extrait. Les concentrations en flavonoïdes des

extraits éthanoliques des deux plantes (27,65 ± 3,93 pour la bourrache et 39,96 ± 2,56 pour

l’ortie) sont supérieures à celles des extraits aqueux (15,79 ± 2,95 pour la bourrache et 22,58 ±

1,02 pour l’ortie).

Figure 37. Variations des concentrations de flavonoïdes totaux dans les extraits de Borago officinalis (BO) et Urtica Dioica
(UD)

1.2.4. Dosage des flavanols totaux
Suite au dosage des flavanols, décrit précédemment, nous avons obtenus les résultats

résumés dans la figure 38. L’extrait éthanol/eau de BO enregistre la plus grande concentration

en flavanols (11,39 ± 1,56mg de R/g d’extrait) suivi de l’extrait à l’éthanol d’ortie (10,88 ±

1,35 mg de R/g d’extrait), de l’extrait aqueux de bourrache (9,01 ± 0,18 mg de R/g d’extrait) et

enfin l’extrait aqueux d’ortie (6,30 ± 1,59 mg de R/g d’extrait).
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Figure 38. Variations des concentrations de flavanols totaux dans les extraits de Borago officinalis (BO) et Urtica Dioica
(UD)

1.2.5. Dosage des tanins totaux
Les concentrations en tanins sont exprimées en mg en équivalent catéchine par g

d’extrait et sont résumées dans la figure 39. Les extraits éthanoliques enregistrent une quantité

supérieure de tanins par rapport aux extraits aqueux. La plus grande quantité est enregistrée

dans l’extrait à l’éthanol de la bourache avec une valeur de 6,67 ± 0,69 et la plus petite dans

l’extrait aqueux d’ortie avec une valeur 1,05 ± 0, 34. L’extrait éthanolique d’ortie et aqueux de

bourrache montrent des taux de 6,29 ± 1,03 et de 3,14 ± 0,60, respectivement.

Figure 39. Variations des concentrations de tanins totaux dans les extraits de Borago officinalis (BO) et Urtica Dioica (UD)

1.2.6. Dosage des anthocyanes
Les concentrations en anthocyanes sont exprimées en mg équivalent de Cyanidin-3-

Glucoside par g d’extrait et sont résumées dans la figure 40. Le classement décroissant en

concentration d’anthocyanes est comme suit : l’extrait éthanolique d’ortie (1,72 ± 1,22) >

l’extrait éthanolique de bourrache (0,27 ± 0,09) > l’extrait aqueux d’ortie (0,17 ± 0,03) >

l’extrait aqueux de bourrache (0,09 ± 0,01).
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Figure 40. Variations des concentrations d’anthocyanes totaux dans les extraits de Borago officinalis (BO) et Urtica Dioica
(UD)
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1.3. Activité antioxydante
La mise en évidence du pouvoir antioxydant des différents extraits des deux plantes a

été réalisée par trois méthodes chimiques différentes : le piégeage du radical libre DPPH, la

méthode NBT et la détermination de la capacité antioxydante totale.

Les résultats de cette investigation sont d’abord exprimés séparément pour chacune des

trois méthodes utilisées. Par la suite, les différentes corrélations sont données succinctement

entre chaque méthode et la concentration des extraits en polyphénols.

1.3.1. Méthode DPPH
L’inhibition du DPPH radicalaire a été évaluée pour l’extrait d’éthanol et l’extrait aqueux

des deux plantes ainsi que pour les deux témoins positifs : BHT et Vitamine C. Les résultats

sont présentés dans le Tableau 6.

L’activité antioxydante DPPH des extraits indique leurs capacités à céder des atomes

d’hydrogène. Ainsi, une valeur faible d’IC50 indique une activité antioxydante forte. Le

pourcentage d’inhibition (% I) pour chaque échantillon a été calculé. Les essais ont été réalisés

en triplicata et les résultats sont exprimés en valeur d’IC50± SE (Ecart standard).

La concentration de l’échantillon nécessaire pour inhiber 50% du DPPH radicalaire a

été calculée par régression linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction des différentes

concentrations d’échantillons préparés.

Tableau VI. Activités antioxydantes des extraits de plantes, mesurées par la méthode DPPH et exprimées en IC50

IC50 de l’extrait (µg/ml)

Extrait à l’éthanol Extrait aqueux

Borago officinalis 92,85 ± 3,07 150,37 ± 0,99

Urtica dioica 95,21 ± 1,71 152,34 ± 0,37

BHT 22,5 ± 0,62

Vit C 3,14 ± 0,36

Les valeurs données représentent la moyenne de trois mesures ± SE

La comparaison des IC50 par rapport aux deux témoins positifs montre que l’extrait

éthanolique de Borago officinalis possède la plus forte activité antioxydante 92,85 ± 3,07µl/ml,

suivi par l’extrait éthanolique d’Urtica dioica 95,21 ± 1,71 µl/ml ensuite l’extrait aqueux de

Borago officinalis 150,37 ± 0,99 µl/ml.
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En fin, la plus faible activité est enregistrée pour l’extrait aqueux d’Urtica dioica 152,34

± 0,37µl/ml.

1.3.2. Méthode NBT
Dans un second essai, l’activité antioxydante a été déterminée à partir de l’inhibition de

l’oxydation du NBT et ceci en inhibant la formation des anions superoxyde O2
- . .

Tableau VII. Activités antioxydantes des extraits de plantes mesurées par la méthode NBT

IC50 de l’extrait (µg/ml)

Extrait à l’éthanol Extrait aqueux

Borago officinalis 175,73 ± 0,60 346,25 ± 3,52

Urtica dioica 272,23 ± 2,54 353,15 ± 0,70

BHT 289,27 ± 6,23

Vit C 167,47 ± 1,40

Les valeurs données représentent la moyenne de trois mesures ± SE

D’après les résultats présentés dans le tableau 7, il apparait que l’extrait éthanolique de

Borago officinalis possède la plus grande activité antioxydante avec un IC50 de175,73 µl/ml et

est plus efficace contre les anions superoxyde que le BHT (289,27 µl/ml). Ensuite, vient en

seconde position l’extrait éthanolique d’Urtica dioica (272,23 µl/ml).

La plus faible activité est enregistrée par les extraits aqueux des deux plantes, avec des

IC50 de 346,25µl/ml et 353,15µl/ml pour l’extrait de bourrache et d’ortie, respectivement.

On constate, ici, que contrairement aux résultats du test DPPH, l'extrait aqueux d’Urtica

dioica est moins actif contre les anions superoxyde que l’extrait aqueux de bourrache.
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1.3.3. Activité antioxydante totale
La courbe DO à 695nm= f (C échantillon) est tracée. La projection du point correspondant à

une DO égale à un (01) sur l’axe des abscisses, permet de calculer l’activité de chaque

échantillon en l'exprimant par μg/ml d’extrait. Les résultats sont le rapport entre les témoins

positifs et les extraits des deux plantes. Ils sont exprimés en µg témoin positif (BHT ou Vit C)

par µg d’extrait suite au calcul du rapport suivant : x étalon (µg/ml) / x extrait (µg/ml). Les

résultats obtenus sont résumés dans le tableau 8.

Tableau VIII. Activité antioxydante totale des quatre extraits de plantes

BHT  (µg BHT/µg d’extrait) Vit C (µg vit C/µg d’extrait)
Extrait à
l’éthanol

Extrait aqueux Extrait à
l’éthanol

Extrait aqueux

Borago officinalis 1,374 ± 0,21 0,887 ± 0,04 0,912 ± 0,02 0,589 ± 0,03

Urtica dioica 0,911 ± 0,01 0,876 ± 0,03 0,605 ±0,02 0,582 ± 0,04

Les valeurs données représentent la moyenne de trois mesures ± SE

Nous constatons que seule l’activité de l’extrait éthanolique de Borago officinalis est

supérieure à celle du BHT avec un rapport de 1,37 ± 0,21. Alors que les autres extraits

possèdent de faibles activités par rapport aux deux témoins positifs mais qui demeurent

néanmoins intéressantes.

Nous remarquons, comme c’était le cas pour les tests précédents que les extraits

éthanoliques ont une plus forte activité antioxydante par rapport aux extraits aqueux.

1.4. Etude des corrélations
Dans le but de confirmer l’efficacité des méthodes de dosage et des activités mesurées,

la figure 41 montrent les courbes de corrélation entre chaque méthode de mesure de l’activité

antioxydante et les concentrations en phénols totaux des extraits.

Tous les phénols dosés montrent une corrélation supérieure au test DPPH suivi par le

test NBT et ensuite l’activité antioxydante totale. Les plus fortes corrélations sont enregistrées

entre les tests de mesure de l’activité antioxydante et la quantité en polyphénols totaux, suivis

par les ortho-diphénols, les tanins, les flavanols, les flavonoïdes et enfin les anthocyanes.
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R : coefficient de Pearson ; * : p ≤ 0,05 ; ** p ≤ 0,01

Figure 41. Corrélation entre la quantité en phénols des extraits et le test DPPH (A), le test NBT (B) et l’activité antioxydante
totale (C)

R² = 0,9864

R² = 0,9537

R² = 0,6701

R² = 0,7443
R² = 0,8823

R² = 0,3876

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

0 20 40 60 80 100

T
es

t 
D

P
P

H
 I

C
50

(µ
g/

m
l)

Teneurs (mg/g d'extrait)

A

Polyphénols

Ortho-diphénols

Flavonoïdes

Flavanols

Tanins

Anthocyanes

R² = 0,8584

R² = 0,9304

R² = 0,2327

R² = 0,6815

R² = 0,7557
R² = 0,0401

0

50

100

150

200

250

300

350

400

0 20 40 60 80 100

T
es

t 
N

B
T

 I
C

50
(µ

g/
m

l)

Teneurs (mg/g d'extrait)

B

Polyphénols

Ortho-diphénols

Flavonoïdes

Flavanols

Tanins

Anthocyanes

R² = 0,5293

R² = 0,646

R² = 0,0228

R² = 0,4173
R² = 0,4412

R² = 0,0281

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

0 20 40 60 80 100

A
ct

iv
it

é 
an

ti
ox

yd
an

te
 t

ot
al

e
à 

D
O

=1
 (

µ
g/

m
l)

Teneurs (mg/g d'extrait)

C

Polyphénols

Ortho-diphénols

Flavonoïdes

Flavanols

Tanins

Anthocyanes



70

 Discussion

L’intérêt croissant de la recherche pour les antioxydants naturels afin de remplacer les

produits de synthèse, aux effets secondaires néfastes, a conduit à la valorisation d’un grand

nombre de ressources végétales facilement accessibles, peu couteuses, mais d'un intérêt certain.

Ainsi, notre choix a porté sur Borago officinalis et Urtica dioica, du fait qu'elles sont des

plantes médicinales locales et dont les utilisations traditionnelles dans plusieurs pathologies

sont largement documentées.

D’après l’origine arabe du nom de la bourrache, la propriété la plus flagrante de la

bourrache est de provoquer les sueurs, activant ainsi l’évacuation des toxines. Mais aussi, elle

est dotée de propriétés : adoucissante, dépurative, diurétique et laxative. Traditionnellement, en

Algérie, on reconnait aux fleurs et aux feuilles des propriétés émollientes. En usage externe, les

feuilles fraiches écrasées calment la douleur, les abcès, les tumeurs inflammatoires, les

brulures, et leur décoction en cataplasme très chaud calme celle de la goutte (Beloued, 1998).

En effet, un certain nombre de ces propriétés attribuées à la bourrache sont confirmées par des

recherches scientifiques. Par exemple, son action contre les troubles gastro-intestinaux,

cardiaques et respiratoires (Gilani et al., 2007) ainsi que sur l’eczéma et l’arthrite (Belch et

Hill, 2000 ; Henz et al., 1999) a été scientifiquement prouvée. D’autre part, des études ont

démontré une activité anti-oxydante dans des extraits de feuilles et de graines de bourrache

(Conforti et al., 2008 ; Mhamdi et al., 2010a ; Mhamdi et al., 2010b). Il a été rapporté que son

huile, particulièrement riche en acide γ-linolénique, abaisse les taux de cholestérol sérique, des

phospholipides et des triglycérides et abaisse la pression artérielle chez des rats hyper tendus

(Engler et Engler, 1998). Son huile serait également dotée de propriétés immuno-modulatrice

(Harbige et al., 2000), cytotoxique et antioxydante (Bandoniene et Murkovic, 2002; Lin et al.,

2002).

Quant à l'ortie, selon les traditions Algériennes, l’infusion de ses feuilles est préconisée

contre le rhumatisme, la goutte et l’asthme (Beloued, 1998). Quant aux racines, elles ont

révélées leurs actions antifongique (Brochaert et al., 1989), antivirale (Balzarini et al., 1992) et

sur le système cardiovasculaire (Testai et al., 2002). Très étudiée, de nombreuses utilisations

traditionnelles de l’ortie ont été confirmées scientifiquement. De plus la composition chimique

de divers extraits d’ortie a été élucidée par plusieurs études : pour l’extrait aqueux d’ortie par

exemple, Güler (2013) a détecté la présence de l’acide caféique, l’acide gallique, la quercétine,

la scopolétine, les caroténoïdes, le secoisolariciresinol et des anthocyanidines (annexes 2, 3 et

de 7 à 9).
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Par ailleurs, des études cliniques, ont montré l'efficacité des feuilles d’ortie, en usage

externe, sur les douleurs articulaires (Randall et al., 2000) ainsi que leur utilisation interne dans

l’arthrite, les rhumatismes (Chrubasik et al., 1997) et la rhinite allergique (Mittman,1990).

Plusieurs autres recherches ont confirmé les propriétés anti-inflammatoire (Kavalali, 2003),

immunomodulatrice (Akbay, 2003) et analgésique (Tita, 1993) des parties aériennes de la

plante, ainsi que leurs activités sur le système nerveux central (Tahri et al., 2000).

D'après cette riche littérature concernant les deux plantes, nous supposons qu'elles

peuvent être utilisées comme sources potentielles de composés bioactifs, notamment à activité

antioxydante mais aussi à activité antiasthmatique. Ainsi avant de tester leurs effets sur un

modèle d'asthme expérimental, nous nous sommes attelé à mettre en évidence les différents

composés chimiques notamment phénoliques que peuvent contenir ces deux plantes ainsi qu'à

révéler leurs pouvoirs antioxydants respectifs via un certain nombre de dosages

spectrophotométriques.

C'est ainsi que les extraits éthanoliques des deux plantes ont révélé des teneurs plus

élevées en polyphénols totaux et une meilleure capacité antioxydante que les extraits aqueux,

probablement en raison de la polarité et la bonne solubilité des composés phénoliques dans

l'éthanol (Siddhuraju et Becker, 2003). En fait, l’éthanol (solvant moyennement polaire)

solubilise correctement des composés phénoliques moyennement polaires et peut entrainer

aussi des substances lipophiles résiduelles. L’addition de l’eau (solvant fortement polaire) au

système d’extraction fait améliorer le rendement en composés phénoliques glycosylés et des

phénols avec un degré de polymérisation plus élevé. Bonnaillie et al. (2012) ont rapporté que

les composés phénoliques ont tendance à être extraits plus avec le mélange éthanol-eau qu'avec

les solvants purs (Bonnaillie et al., 2012). De plus, la solubilité des polyphénols est étroitement

liée au degré de polymérisation en raison de l'augmentation de nombre de groupe hydroxyles –

OH (Savova et al., 2007). Par ailleurs, il est certain que le développement de procédés plus

économes en solvants pourra servir de perspectives pour optimiser au mieux l’extraction en vue

de l'utilisation à l’échelle industrielle des extraits de nos plantes.

La quantité totale de phénol dans l'extrait éthanolique de Borago officinalis (94,09 ±

1.72mg AG/g d’extrait) s’accorde avec celle trouvée par Conforti et al. (2008). Mais l'extrait

étudié présente une teneur plus élevée en flavonoïdes et une activité antioxydante plus faible

par rapport aux résultats déclarés pour la bourrache italienne par Conforti et al. (2008).

Alors que les concentrations en polyphénols de l’extrait éthanolique d’Urtica dioica

sont faibles par rapport à celles trouvées par Güder et Korkmaz (2012) évaluées à 132,0 mg/g
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d’extrait et plus ou moins faible pour l’extrait aqueux par rapport aux résultats de Kaledaite et

Bernatoniene (2011).

Par contre, nous pouvons observer que l’extrait à l’éthanol d’Urtica dioica possède la

concentration la plus élevée en flavonoïdes bien que nous avons constaté qu’il est moins riche

en phénols totaux que Borago officinalis, toutefois, cette concentration estimée à 39,96 mg

QE/g d’extrait est faible par rapport à celle trouvée dans les travaux de (Güder et Korkmaz,

2012). Alors que nos résultats pour l’extrait aqueux d’ortie s’accordent parfaitement avec ceux

de Güler (2013).

D’autre part, nos quatre extraits ont des concentrations assez faibles en tanins et en

anthocyanes, ces derniers se trouvent généralement dans les fruits et fleurs et leurs donnent

leurs pigmentation (voir la partie bibliographique chapitre III).

Ainsi, les différences dans les teneurs constatées par comparaison à ceux des autres

plantes de la même espèce c'est à dire Borago officinalis et Urtica dioica, sont probablement

dues à l'influence du climat car la synthèse des polyphénols, bien que sous la dépendance de

facteurs génétiques, elle est particulièrement sensible aux changements de conditions du milieu

notamment l'état hydrique, la période de maturation, la température et le rayonnement (Hossain

et Shah, 2011).

De cette richesse en polyphénols découle forcément une activité antioxydante que nous

avons tenté d'évaluer via trois méthodes (DPPH, NBT et activité antioxydante totale).

L’activité antioxydante DPPH de nos extraits indique leurs capacités à céder des atomes

d’hydrogènes. La comparaison des IC50 par rapport aux deux témoins positifs montre que

l’extrait éthanolique de Borago officinalis possède la plus forte activité antioxydante, suivi par

l’extrait éthanolique d’Urtica dioica ensuite l’extrait aqueux de Borago officinalis et enfin la

plus faible activité est enregistrée pour l’extrait aqueux d’Urtica dioica.

En outre, les résultats de l’activité antioxydante DPPH de l'extrait éthanolique des

feuilles de Borago officinalis ont montré une activité supérieure à celles rapportées par Mhamdi

et al. (2010a) pour l'extrait méthanolique des feuilles de la bourrache tunisienne.

Nos travaux montrent aussi que nos deux extraits d’Urtica dioica ont une activité

antioxydante contre le radical DPPH plus importante que celle des travaux effectués auparavant

sur la même plante (Güler, 2013 et Güder et Korkmaz, 2012).

L'extrait éthanolique des feuilles d’Urtica dioica a une activité supérieure à l’extrait

méthanolique dont l’IC50 a été estimée à 419 ± 10µg/ml par Dall’Acqua (2008). Quant aux tests

d’activité antioxydante totale et NBT, les résultats montrent que l’extrait de bourrache à

l’éthanol a une meilleure activité antioxydante que le BHT.
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Ainsi, les conditions environnementales et la répartition géographique différentielle,

pouvant modifier la constitution des plantes en composés phénoliques et leurs dérivés (acides

phénoliques, flavonoïdes... etc.), a aussi induit des différences dans leur pouvoir antioxydant

(Hossain et Shah, 2011). Par exemple, les activités antioxydantes des acides phénoliques et

leurs dérivés, tels que les esters, dépendent du nombre de groupes hydroxyle dans les molécules

(Soobrattee et al., 2005). En outre, il a été rapporté que l'activité antioxydante des flavonoïdes

est à peu près proportionnelle au nombre total de groupement -OH et est positivement

influencée par la présence d'un fragment o-dihydroxy dans le cycle B (Apak et al., 2008). Dans

certaines études, une forte corrélation a même été retrouvée (Velioglu et al., 1998).

Ainsi, étant donné que l'activité antioxydante des extraits de plantes est généralement liée

à leur teneur en composés phénoliques, nous en avons évalué la corrélation tout en comparant

les deux ressources végétales ensemble et aux données de la littérature.

Nos résultats ont montré une corrélation négative significative entre l'activité

antioxydante mesurée par le test DPPH et la teneur en polyphénols et en ortho-diphénols avec

un coefficient de corrélation de -0,99 (p ≤ 0,01) et -0,97 (p ≤ 0,05), respectivement. De même,

il existe une corrélation négative significative entre le test NBT et la teneur en polyphénols (-

0,92 ; p ≤ 0,05) et en ortho-diphénols (-0,96 ; p ≤ 0,05). Vu que l’extrait le plus riche en

phénols totaux est le plus actif contre les radicaux libres, ceci est en accord avec l'idée que les

composés phénoliques ont un rôle clé dans le piégeage des radicaux libres.

Nombre d'études s’accordent avec le fait qu’il y a une forte corrélation entre le taux de

polyphénols et l’activité antioxydante (Velioglu et al., 1998) comme c’est le cas pour les deux

premières méthodes (test DPPH et test NBT). Cependant, d’autres études affirment que

l’activité antioxydante dépend de façon qualitative et quantitative de la composition phénolique

de l’extrait (Shahidi et Marian, 2003) comme cela doit être le cas pour l’activité antioxydante

totale, la réduction du molybdate d’ammonium (VI) en Molybdate d’ammonium (V) par

l’extrait ne dépend pas que de la quantité de polyphénols présente dans ce dernier mais aussi de

leurs nature (acides phénoliques, flavonoïdes…etc.).

Il serait donc intéressant d’identifier les composés phénoliques présents dans nos

extraits pour pouvoir expliquer ces résultats, car Soobrattee et al. (2005) ont montré que

l’augmentation du pouvoir réducteur dépend du nombre de  groupements hydroxyles présents

dans les molécules et de leurs positions (para ou ortho).
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1.5. Résultats de l’analyse par LC MS/MS
En utilisant l'appareil LC MS/MS, il a été possible d'identifier une grande partie des

composés des extraits de plantes analysés. La bourrache (Borago officinalis) étant très peu

étudiée, nous avons choisi d’analyser ses deux extraits (aqueux et éthanolique). Par contre, pour

l’ortie (Urtica dioica), seul l’extrait le plus actif a été étudié, à savoir l'extrait d'éthanol.

Le tableau 9 résume les trente-cinq (35) composés identifiés au cours de notre présente

étude.

On note l'existence de plusieurs familles de molécules et leurs dérivés : telles que les

acides phénoliques, les flavonoïdes, les séco-iridoïdes, les coumarines, ainsi que les aldéhydes

phénoliques, les stérols, les mono-terpènes glucosides et même certains acides gras.

Toutes ces molécules ont été caractérisées d'une part grâce à l'étude de leur

fragmentation obtenue par ESI-MS/MS en modes positif et négatif, et d'autre part par

comparaison aux données de la littérature.

1.5.1. Résultats de l’analyse par LC MS/MS pour les extraits de Borago
officinalis

Les chromatogrammes des figures 42 et 43 représentent les profils des deux extraits de

la bourache (extrait aqueux et éthanolique, respectivement) en modes positif et négatif.

Au total, vingt-deux (22) pics ont été identifiés dans Borago officinalis. Pour chacun des

pics chromatographiques, les temps de rétention, les UV, la formule chimique, les masses et les

fragments en mode négatif ou positif sont mentionnés dans le tableau 10.

Onze seulement de ces constituants ont été identifiés dans l'extrait aqueux de la plante et

15 constituants sont contenus dans son extrait éthanolique.

Nous citons ci-dessous les démarches d'identification pour chacun des composés

retrouvés et ce pour les deux extraits de la bourache.
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Tableau IX. L'ensemble des composés identifiés dans les extraits de bourache et d'ortie

NB: les chiffres entre parenthèses représentent les numéros des pics des composés identifiés dans les extraits de Borago
officinalis (1 à 22) et d'Urtica dioica (1 à 13)*

F
am

ill
e Composés identifiés dans les extraits de Borago officinalis

Composés identifiés dans l'extrait
d'éthanol d'Urtica dioicaExtrait aqueux Extrait d'éthanol

A
ci

de
s 

ph
én

ol
iq

ue
s 

et

dé
ri

vé
s

Acide m-Geranyl-p
hydroxybenzoique (1)

Acide m-Geranyl-p
hydroxybenzoique (1)

Féruloyl malate (10)*

Acide p-hydroxyphényl lactique (4) Acide caféique (17) Acide caféique (7)*
Acide Dihydroférulique (8) Acide Sinapique hexoside (5) Acide dihydroférulique (4)*

Acide 3,4-Dimethoxycinnamique
(16)

Acide Lithospermique B (6) -

Coumaroyl hydroxyagmatine (20) Acide Caféoyl shikimate (2) -
Acide 4-Hydroxybenzoique

glucoside (22)
Acide 4-Hydroxybenzoique

glucoside (22)
-

F
la

vo
no

ïd
es

 e
t 

dé
ri

vé
s

Lutéoline 7,3',4'-triméthyle éther
(18)

Quercétine-3-O-glucoside (7) Isorhamnétine (2)*

Kaempférol 3,7,4'- triméthyle éther
(19)

Lutéoline 7-O-glucoside (10) Eriodictyol O-glucoside (5)*

- Quercétine-3-O-rhamnoside (11) Baicaline (6)*
- Catéchine-7-O-glucoside (12) Acide japonique (12)*

-
Apigénine 8-C-glucoside (Vitexine)

(14)
-

- Apigénin 6-C- glucoside
(isovitexine) (15)

-

Naringénine O-hexosides (21) Naringénine O-hexosides (21) -

Séco-iridoïdes
Oleuropéine (13) - -

Coumarine - - Ombelliférone (1)*

Aldéhyde
phénolique

Syringaldéhyde (3) Syringaldéhyde (3) -

Stérol - β-Sitostérol (9) -

Mono-terpène
glucoside

- - Pinène-ol-O-glucoside (8)*

Acyle gras
glucoside

- - Hexenyl primeveroside (3)*

Acides gras

- - Acide dodecanedioïque (9)*

- -
Acide dihydroxy-octadecatrienoïque

(11)*

- -
Acide 9-hydroxy-octadecatrienoïque

(13)*
Nombre total de

composés

identifiés/extrait

11 15 13
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Figure 42. Profils des chromatogrammes dans les modes positif et négatif de l’extrait aqueux de Borago officinalis obtenus
par LC MS/MS
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Figure 43. Profils des chromatogrammes dans les modes positif et négatif de l’extrait d’éthanol de Borago officinalis
obtenus par LC MS/MS

RT: 0.00 - 30.04

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Time (min)

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

70

75

80

85

90

95

100

Re
lati

ve 
Ab

und
anc

e
2.54

132.10
11.95

373.12

7.53
387.14

11.41
449.09

7.43
793.59

10.55
432.12

1.42
151.05

12.82
459.205.75

424.11

3.11
166.13

17.01
509.33

14.96
181.21 25.85

483.62
10.38

465.06
4.53

274.22 26.41
541.63

6.59
217.18

25.35
425.52

8.30
467.07

17.34
529.45 23.87

923.83
26.89

599.74
16.37

509.21
27.78

901.7821.80
540.73

20.49
301.2614.67

520.84 18.46
507.42

28.24
166.97

NL: 5.05E6
Base Peak F: ITMS +
c ESI Full ms
[125.00-2000.00]  MS
Urtica_sp_22992_Leaf
_posnegESI_FT

RT: 0.00 - 30.04

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Time (min)

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

70

75

80

85

90

95

100

Re
lati

ve 
Ab

un
da

nce

8.27
465.27

11.58
449.26

12.55
451.31

8.00
467.29

11.38
1078.39

10.52
827.09

7.37
465.25

1.78
215.13

5.78
451.293.96

395.15
10.25

717.15
13.83
451.31 26.54

951.64
2.86

335.19 23.90
967.65

15.16
429.29

19.12
561.35

16.98
553.35

8.82
247.051.39

273.07
5.39

181.15
28.10

311.31
25.76

1011.58
20.07

433.32
22.90

959.43
22.21

614.26

NL: 4.45E6
Base Peak F: ITMS - c
ESI Full ms
[125.00-2000.00]  MS
Urtica_sp_22992_Leaf
_posnegESI_FT

5

7
17

10

11

11

14

1
2

3

10

12

15

22

9

6

22

21

Mode négatif

Mode positif



78

Tableau X. Composés identifiés par LC MS/MS dans les extraits de Borago officinalis

N° Pic TR (min) UV (nm)
Formule
chimique

Extraits [M-H] -/ [M+H] + MS/ MS Tentative d’identification

1 1.33 256 C17H22O3 a,b 273 nd Acide m-Geranyl-p hydroxybenzoique
2 2.86 325 C16H16O8 a 335 317, 179, 161 Acide Caféoyl shikimate
3 5.39 362 C9H10O4 a,b 181 166,151 Syringaldéhyde
4 6.37/7.11 280, 340 C8H8O3 b 181/183 137, 113, 109 Acide p-hydroxyphényl lactique
5 7.53 222, 298 C17H21O10 a /387 225, 207 Acide Sinapique hexoside
6 10.25 254, 286, 308sh,

330
C36H30O16 a 717 537, 519, 493 Acide Lithospermique B

7 10.38 260, 355 C21H20O12 a /465 303, 257, 181 Quercétine-3-O-glucoside
(Isoquercétine)

8 10.54 280 C10H12O4 b /197 179, 153, 138 Acide Dihydroférulique
9 10.58 210 C29H50O a 413/ Nd β-Sitostérol

10 11.65/11.40 253, 268, 345 C21H19O11 a 447/449 285, 257, 243, 213,
199

Lutéoline 7-O-glucoside

11 12.25/11.41 256, 352 C21H19O11 a 447/449 301, 283,  257, 229,
179, 151

Quercétine-3-O-rhamnoside
(Quercétrine)

12 12.55 278 C21H24O11 a 451 289, 179, 165, 137 Catéchine-7-O-glucoside
13 11.79 254 C25H32O13 b 539 377, 307, 275 Oleuropéine
14 12.96 268, 337 C21H20O10 a 431 311, 269, 251, 207 Apigénine 8-C-glucoside (Vitexine)
15 13.03 270, 334 C21H20O10 a 431 311, 269, 207 Apigénin 6-C- glucoside (isovitexine)
16 13.67 278 C11H12O4 b 207 163, 131, 103 Acide 3,4-Dimethoxycinnamique
17 14.96 322 C9H8O4 a /181 163, 137 Acide Caféique
18 16.25 242, 270sh, 343 C18H16O6 b 327 285 Lutéoline 7,3',4'-triméthyle éther
19 16.26 266, 353 C18H16O6 b 327 285 Kaempférol 3,7,4'- triméthyle éther
20 19.83 280 C14H21N4O3 b 291 258, 216, 145 Coumaroyl hydroxyagmatine
21 20.07 283, 340 C21H22O10 a,b 433/435 271 Naringénine O-hexosides
22 20.48 256 C13H16O8 a,b /301 139 Acide 4-Hydroxybenzoique glucoside

(a): identifiés dans l’extrait à l’éthanol; (b) identifiés dans l’extrait aqueux ; sh: should; nd: non défini
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DEMARCHE D'IDENTIFICATION DES COMPOSES DE L'EXTRAIT AQUEUX DE

BOURACHE

Dans cette section, nous donnons les détails de l'identification de chacun des onze

composés de l'extrait aqueux de la bourache. Nous le rappelons, il s'agit des composés 1, 3, 4,

8, 13, 16, 18, 19, 20, 21 et 22 (tableau 10 ; figure 42).

L’identification du composé 1 élué à 1min33 et avec une absorption UV à 256nm

montre un pic à [M-H]- m/z 273 pouvant être identifié comme étant l’acide m-Geranyl-p

hydroxybenzoique (voir figure 44) (Ramos et Kato, 2009).

OH

CH3
OHO

CH3
CH3

Figure 44. Structure chimique du m-Geranyl-p hydroxybenzoique

A partir du tableau 10, nous pouvons observer que le spectre de masse en mode négatif

du composé numéro 3 a montré un pic de base [M-H]- m/z 181. Dans MS2, les fragments m/z

166 et 151 correspondent, respectivement, à la perte d’un CH3 et d’un C2H6 (probablement la

perte de deux méthyles à partir de deux substituts méthoxy : 30 uma) (figure 45). Ces données

ainsi que le spectre UV permettent de supposer que le composé 3 est le syringaldéhde, décrit

précédemment dans l’étude de Sanz et al. (2012).
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Figure 45. Spectre de masse [M-H]- en MS1 et MS2 du composé 3 à m/z 181

Le composé 4 avec un ion [M-H] - à m/z 181 a été identifié comme étant l'acide

lactique p-hydroxyphényle. Son spectre typique (voir figure 46) révèle la fragmentation à

m/z 137, en raison de la perte du groupement –CO2 comme décrit précédemment par Santos et

al. (2010).

Figure 46. Spectre de masse [M-H]- du composé 4 à m/z 181
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Le temps de rétention les spectres UV et de masses montrent que le composé 8 est

l’acide dihydroférulique (figure 47). En effet, l’ion produit à [M + H]+ m/z 197 et les

fragments (m/z 179, 153 et 138) sont caractéristiques à ce composé (Martínez-Huélamo et al.,

2015). Ils représentent la perte d’une molécule de H2O (-18uma), de CO2 (-44uma) et de

groupements CH3/CO2 (-59uma).

Figure 47. Spectre de masse [M + H]+  du  composé 8 à m/z  197

L'identification du composé numéro 13 comme l'oleuropéine a été réalisée par LC-

MS ainsi que par l'analyse des spectres UV. Le spectre de masse ESI-MS (figure 48) a montré

un ion pseudomoléculaire à m/z 539 et des fragments d'ion à m/z 377, provenant du clivage de

la liaison glycosyle (figure 49). En outre, l’ion à m/z 307 s’explique par la perte d'un fragment

C4H6O, tandis que le fragment à m/z 275 peut être estimé à partir des fragments réarrangés

(De la Torre-Carbot et al., 2005).
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Figure 48. Spectre de masse [M-H]- en MS1 et MS2 du composé 13 à m/z  539
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Figure 49. Schéma proposé pour la fragmentation du composé 13 (m/z 539)
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Dans le mode négatif, le composé 16 montre un ion [M-H]- à m/z 207 (figure 50). Il a

été identifié comme étant l’acide 3,4-dimethoxycinnamique. Les fragments détectés

confirment l’identification où le fragment m/z 163 est dû à la perte d’une molécule CO2

et m/z 103 à la perte d’une molécule CO2 et un double méthoxy (Redeuil et al., 2011).

Figure 50. Spectre de masse [M-H]- en MS1 du composé 16 à m/z  207

Selon les temps de rétention et l’absorption UV comparés à la littérature

(Kirmizibekmez et al., 2012) nous pouvons suggérer que les composés 18 et 19 avec un ion

[M-H]- m/z 327 peuvent être la lutéoline 7,3',4'-triméthyle éther ou kaempférol 3,7,4'-

triméthyle éther (figure 51), où le fragment caractéristique à la lutéoline et au kaempférol est

m/z 285 [M-CH3CO] (Vidari et al., 1971).

OH3CO

OH

OCH3

OCH3

O

OH3CO

OH

OCH3

OCH3

O

(a)                                                                   (b)

Figure 51. Structure chimique de la lutéoline 7,3',4'-triméthyle éther (a) et du kaempférol 3,7,4'- triméthyle éther (b)
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Le composé 20 a été identifié comme étant le coumaroyl hydroxyagmatine vu l’ion à

[M-H]- m/z 291 (figure 52) et le fragment m/z 145 caractéristique au fragment coumaroyl et

les fragments m/z 258, 216 à l’agmatine (Lee et al., 1997).

Figure 52. Spectre de masse [M-H]- du composé 20 à m/z 291

Le spectre de masse en mode négatif du composé numéro 21 a montré un pic de base

[M-H]- m/z 433 (figure 53), qui a été assigné d’une O-substitution et montre un ion à m/z 271

correspondant à la perte d’un hexoside [M-H-162]-. Ce qui suggère qu'il pourrait bien être la

naringénine O-hexoside. Ces résultats sont en accord avec les résultats de Falcone Ferreyra

et al., (2013).

Figure 53. Spectre de masse [M-H]- du composé 21 à m/z 433
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Le sucre conjugué à l’acide hydroxybenzoïque montre un ion [M+H]+ à m/z 301

correspondant à l’acide hydroxbenzoïque glucoside (composé 22). Son spectre MS/MS

(figure 54) révèle la perte du fragment hexose en produisant l’acide hydroxbenzoïque

à m/z 139. La fragmentation de ce composé a été décrite par plusieurs auteurs (Perestrelo et

al., 2012 ; Sanz et al., 2012).

Figure 54. Spectre de masse [M+H]+ du composé 22 à m/z 301
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DEMARCHE D'IDENTIFICATION DES COMPOSES DE L'EXTRAIT

ETHANOLIQUE DE BOURACHE

Dans cette section, nous donnons les détails de l'identification de chacun des quinze

composés de l'extrait éthanolique de la bourache. Nous le rappelons, il s'agit des composés 1,

2, 3, 5, 6, 7, 9, 10, 11, 12, 14, 15, 17, 21 et 22 (tableau 10 ; figure 43).

Il est à noter que les composés 1, 3, 21 et 22 ont été identifiés dans les deux extraits de

la bourache. De ce fait, nous ne répèterons pas leur identification, dans cette section, qui s'est

faite de la même manière.

Le composé 2, identifié comme étant l’acide caféoyl shikimate montre à [M-H]- un

ion m/z 335 et un fragment à m/z 317 correspondant à une perte d’une molécule H2O et le

fragment à m/z 179 comme pic de base dans le spectre MS2 ce qui suggère la présence de

l’acide caféique (figure 55). La présence de l’acide caféique est confirmée par le fragment m/z

161, correspondant à la perte d’une molécule d’H2O. La fragmentation de l’acide caféoyl

shikimate a été décrite par Gouveia et Castilho (2011).

Figure 55. Spectre de masse [M-H]- en MS1 et MS2 du composé 2 à m/z  335

Le composé 5: l’acide sinapique hexose est détecté par l’ion moléculaire

[M+H]+ m/z 387 et l’ion aglycone MS/MS m/z 225, représentant la perte de 162 uma. Quant à

l’ion m/z 207, comme pic de bas du spectre MS, il indique la présence d’un résidu sinapoyl

(Ferreres et al., 2006) (voir figure 56).
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Figure 56. Spectre de masse [M+H]+ en MS1 et MS2 de composé 5 à m/z 387

Le composé 6 avec l’ion [M–H]– à m/z 717 et avec une absorption UV à 254nm et un

complexe de trois absorptions maximales à 286, 308 and 330 nm est connu comme étant

l’acide lithospermique B. Comme nous pouvons le voir dans la figure 57, ceci est confirmé

par la présence de l’ion m/z 537 correspondant à l’acide lithospermique et son fragment

caractéristique m/z 493 indiquant la perte d’une molécule de CO2. Alors que le fragment

m/z 519 correspond à la perte d’une molécule de danshensu (m/z 198) caractéristique de

l’acide lithospermique B (Grevsen et al., 2009).

Figure 57. Spectre de masse [M–H]– en MS1 et MS2 du composé 6 à m/z 717
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Le composé 7 à m/z 465 élue à un temps de rétention égale à 10.38 min, présente un

pic de base observé en MS1. En MS2, le pic majoritaire est celui de l’ion à m/z 303 ce qui

suggère la présence de dérivés de quercétine (figure 58 et 59). En effet, l’ion à m/z 465

[M+H]+ produit l'ion à m/z 303 d’où la perte d’un glucose. L’ion produit par le mécanisme de

RDA attribue l’ion à m/z 181 ou bien m/z 257 par la perte de 46 uma (18 uma pour la perte de

H2O et 28 uma pour le CO). Ce mécanisme est confirmé par Silva et al. (2005) ce qui suggère

qu'il s'agit de la quercétine-3-O-glucoside (isoquercétine).

Figure 58. Spectre de masse [M+H]+ en MS1 et MS2 du composé 7 à m/z 465
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Figure 59. Schéma proposé pour la fragmentation du composé 7 à m/z 465
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En comparaison à la littérature, le composé 9 (figure 60), ayant un ion [M-H]-

à m/z 413 et un spectre UV d’absorption à 210nm, est de ce fait suspecté d’être le β-Sitostérol

(Chaturvedula et  Prakash, 2012 ; Conforti et al., 2008).

H3C

HO

H3C

CH3

CH3

CH3
H3C

Figure 60. Structure chimique du β-Sitostérol

Le spectre de masse en mode négatif du composé numéro 10 a montré un pic de base

[M-H]- m/z 447 et un ion aglycone à m/z 285. La perte de 162 unités de masse atomique

(uma) de l'ion intermédiaire est due à la perte de glucose. La ʎ max du spectre UV à 253, 268

et 345 nm suggère qu'il s'agit de la lutéoline 7-O-glucoside. De plus, la présence des

fragments à m/z 257, 243, 213 et 199 confirme cette identification (voir figure 61 et 62).

Figure 61. Spectre de masse [M-H]- en MS1 et MS2 du composé 10 à m/z 447
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Figure 62. Mécanisme proposé pour la fragmentation du composé 10 (m/z 447)

Le composé 11 avec un ion [M-H]- à m/z 447 correspond au pic de base dans

le spectre en mode négatif (figure 62). Dans MS2, le fragment d’ions à m/z 301 [MH-146]-

indique que c’est un rhamnoside avec une liaison O-glycosidique. Le spectre UV avec des

maxima à 256 et 352 nm pointe vers un flavanol de quercétine (Michel, 2011). D'autres pics

ont été observés dans le même spectre à m/z 283, 257, 229, 179 et 151. La perte d'une

molécule d'eau a donné un ion à m/z 283. La retro-cyclisation de l'ion m/z 301 a généré un ion
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à m/z 179, qui a perdu une molécule de monoxyde de carbone (CO) pour donner l'ion

à m/z 151. En outre, l’ion à m/z 301 perd 28 uma et génère un ion à m/z 257 (figure 63).

D’après ces données, on peut suggérer que ce composé est la quercétine 3-O-rhamnoside

(quercetrin).

Figure 63. Spectre de masse [M-H]- en MS1 et MS2 du composé 11 à m/z 447
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Figure 64. Mécanisme proposé pour la fragmentation du composé 11 (m/z 447)

Le composé numéro 12 a montré un ion [M-H]- m/z 451 et un ion aglycone à m/z 289

dans MS2 (figure 65). En outre, le spectre MS2 donne des fragments à m/z 179, 165 et 137.

D'après Chua et al. (2008), la catéchine (m/z 289) a été détectée dans le mode négatif et avec

un pic de faible intensité m/z 137 [MH-152]- résultant d'une retro-cyclisation de type Retro

Diels-Alder (RDA). La perte de 3, 4 dihydroxy-phényle et de catéchol génère des fragments à

m/z 165 et m/z 179, respectivement (figure 66). Ceci suggère que le composé 12 avec un

spectre d’UV maximum à 278 est le catéchine-7-O-glucoside.
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Figure 65. Spectre de masse [M-H]- en MS1 et MS2 du composé 12 à m/z 451
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Figure 66. Mécanisme proposé pour la fragmentation du composé 12 (m/z 451)
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Le spectre de masse du composé 14 montre un monopic MS1 dans le mode négatif à

m/z 431 (figure 67). Le spectre MS2 a également montré un pic à m/z 413, correspondant à la

perte d'une molécule d'eau (H2O) et une autre à m/z 862 correspondant à [2M-H]-. Le spectre

MS2 présente un pic à m/z 311 obtenu par la perte de 120 uma (C-glycoside) et un autre

correspondant à la perte d'un hexosyle (162 uma) à m / z 269 (figure 68). Le pic de l'ion

à m/z 269 a été fragmenté en un pic à m/z 251 (perte de 18 uma) et un autre à m/z 207 (perte

de 44 uma). Ces données ainsi que le spectre UV max permettent de supposer que le composé

14 est la vitexine (apigénine 8-C-glucoside).

Figure 67. Spectre de masse [M-H]- en MS1 et MS2 du composé 14 m/z 431
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Le composé numéro 15 a un spectre de masse identique à celui rapporté pour la

vitexine avec la présence d'un ion intense m/z 431 et plusieurs fragments (m/z 311, 269 et

207), ce qui suggère qu'il pourrait être identifié comme l’isovetexin (figure 69).
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Figure 69. Structures des différentes formes d’isomères de l’apigénine glucoside



97

Le composé numéro 17 enregistre la présence d'un ion intense [M + H]+ m/z 181 (figure 70) et

les fragments m/z 163 et 137 due à la perte de 18 uma [M + H-H2O]+ et 44 uma [M + H-

CO2]
+, ce qui suggère qu'il pourrait être l’acide caféique (figure 70).

Figure 70. Spectre de masse [M+H]+ du composé 17 à m/z 181

m/z 181

HO [M+H-CO2]+

m/z 163 m/z 137

OH

O

HO

[M+H-H2O]+

Figure 71. Schéma proposé pour la fragmentation du composé 17 (m/z 181)
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1.5.2. Résultats de l’analyse par LC MS/MS pour l’extrait éthanolique
d’Urtica dioica

Le chromatogramme de la figure 72 représente le profil de l'extrait éthanolique de

l'ortie en modes positif et négatif. Au total, treize (13) pics ont été décelés ce qui donne treize

(13) composés identifiés. Pour chacun des pics chromatographiques, les temps de rétention,

les UV, la formule chimique, les masses et les fragments en mode négatif ou positif sont

mentionnés dans le tableau 11. Nous citons ci-dessous les démarches d'identification pour

chacun des composés retrouvés dans cet extrait éthanolique de l'ortie.

Figure 72. Profils des chromatogrammes dans les modes positif et négatif de l’extrait d’éthanol d’Urtica dioica obtenus
par LC MS/MS.

RT: 0.00 - 29.99

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Time (min)

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

70

75

80

85

90

95

100

Re
lati

ve 
Ab

un
da

nce

16.17
327.35

16.28
327.34

26.47
981.504.70

325.20 9.60
531.32

21.11
721.30

7.37
565.20

17.59
309.31

26.79
886.4910.93

449.31
7.72

583.00
17.77
309.3112.35

187.19 19.03
309.376.15

323.271.38
273.07

20.26
293.36

1.76
215.12

8.83
423.24 27.18

886.41

25.45
1305.044.37

325.23 27.45
886.4712.53

405.24
23.64

997.33
13.54

343.33 27.56
886.41

3.89
315.20

2.81
161.10 21.61

559.27

NL: 4.19E5
Base Peak F: ITMS - c
ESI Full ms
[125.00-2000.00]  MS
Urtica_sp_22993_Leaf
_posnegESI_FT

RT: 0.00 - 29.99

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Time (min)

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

70

75

80

85

90

95

100

Re
lati

ve 
Ab

un
da

nce

20.50
578.83

3.11
166.08

6.48
217.134.62

205.13

1.35
151.02

5.10
174.20

2.17
132.13

26.23
621.47

24.48
593.66

23.10
680.7210.51

197.16
21.08

699.5119.00
333.29

17.80
333.26

26.71
635.51

16.19
346.13

9.78
347.27

11.39
447.30

7.86
296.23 14.94

181.15
12.07
491.27 28.23

166.95

NL: 1.11E7
Base Peak F: ITMS +
c ESI Full ms
[125.00-2000.00]  MS
Urtica_sp_22993_Leaf
_posnegESI_FT

1

2

3

4

5

6

6 7

8

9

10 11

12

13

Mode négatif

Mode positif



99

Tableau XI. Composés identifiés par LC MS/MS dans l’extrait d’éthanol d’Urtica dioica

N° Pic RT UV (nm) Formule chimique [M-H]-/[M+H]+ MS/ MS Tentative d'identification

1 2,81 320 C9H6O3 161 133, 117 Ombelliférone
2 3,89 254, 354 C16H12O7 315 225 Isorhamnétine
3 9,60 Nd C25H39O12 531 225, 369, 387 Hexenyl primeveroside
4 10,51 280 C10H12O4 /197 179, 153, 138, 137, 125,

121
Acide dihydroferulique

5 10,93 281 C21H23O11 449 405, 287, 269, 241, 225,
213, 197, 169, 151

Eriodictyol O-glucoside

6 11,39 276, 316 C21H18O11 445/447 - Baicaline
7 14,94 322 C9H8O4 /181 178, 134 Acide caféique
8 16,17 Nd C18H31O5 327 229 Pinène-ol-O-glucoside
9 16,41 Nd C12H19O4 227 165, 183 Acide dodecanedioïque

10 17,59 323 C14H13O8 309 - Féruloyl malate
11 17,77 Nd C18H29O4 309 - Acide dihydroxy-octadecatrienoïque
12 19,03 Nd C18H29O4 309 - Acide japonique
13 20,26 Nd C18H29O3 293 - Acide 9-hydroxy-octadecatrienoïque

nd: non défini ; RT : Temps de rétention
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DEMARCHE D'IDENTIFICATION DES COMPOSES DE L'EXTRAIT
ETHANOLIQUE D'Urtica dioica

Dans cette section, nous donnons les détails de l'identification de chacun des treize

composés de l'extrait éthanolique de l'ortie. Il s'agit des composés résumés dans le tableau

11 et la figure 72.

En fait, d’après le temps de rétention et l’ion [M − H]− à m/z 161, le composé 1 peut

être identifié comme étant l’ombéliférone (figure 73). De plus, la fragmentation confirme

l’identification, où les ions à m/z 133 et m/z 117 correspondent à la perte d’une molécule CO

(28 uma) et CO2 (44uma), respectivement. Cette identification est en agrément avec celle de

Wang et Feng (2009).

Figure 73. Spectre de masse MS2 [M-H]- du composé 1 à m/z 161

Le compose 2 a été identifié comme étant l’isorhamnétine et ceci est du à la présence

d’un pic de base à m/z 315 [M-H]- (figure 74). De plus, la présence du fragment

caractéristique m/z 300 confirme l’identification qui est en accord avec celle de Santos et al.,

(2011). Le fragment m/z 300 est du à la perte du radical •CH3 (Fabre et al., 2001) (figure 75).
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Figure 74. Spectre de masse [M-H]- du composé 2 à m/z 315
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Figure 75. Mécanisme proposé pour la fragmentation du composé 2 à m/z 315

En mode négatif, le composé 3 montre un ion à m/z 531 et des fragments à m/z 387,

225 et 207 (figure 76), ce qui permettra d’identifier ce composé comme étant Hexenyl-

primeveroside (Farag et al., 2013).
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Figure 76. Spectre de masse en MS1 et MS2 du composé 3 m/z 531

Le composé 5 avec un ion [M-H]- à m/z 449 correspond au pic de base dans le spectre

en mode négatif et le fragment m/z 405 à la perte d’une molécule CO2. Dans le spectre MS2,

le fragment d’ion à m/z 287 [MH-162]- indique que c’est un glucoside. D'autres pics ont été

observés dans le même spectre à m/z 269, 241, 225, 213, 197, 169 et 151 (figure 77 et 78).

D’après ces données, nous pouvons suggérer que ce composé est l’ériodictyol  O-glucoside.

Figure 77. Spectre de masse en MS1 et MS2 du composé 5 à m/z 449
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Le spectre UV du composé 6 montre une absorption maximum à 276 et 316 nm et le spectre

de masse un ion à m/z 445 dans le mode négatif et à m/z 447 dans le mode positif. Ce qui

suggère que c’est la baicaline (baicaléine 7-O-glucuronide) (figure 79) (Yang et al., 2011).

O

OH

O

O

HO

O

HO

HO

HO

HOOC

Figure 79. Structure de la baicaline

L’identification du composé 8 a été orientée vers le pinene-ol-O-glucoside vu l’ion de

base détecté à [M-H]- à m/z 327 et le fragment à m/z 229 (voire figure 80). Cette identification

est en accord avec les travaux de Farag et al. (2013).

Figure 80. Spectre de masse du composé 8 à  m/z 327

D’après la figure 81, le composé 9 avec un ion [M-H]- à m/z 227 et des fragments à

m/z 183 et m/z 165 (Farag et al., 2013) correspondant à la perte d’une molécule de CO2 et par

la suite d’une molécule d’H2O, peut être identifié comme étant l’acide dodecanoique.
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Figure 81. Spectre de masse MS2 du composé 9 à  m/z 227

Le temps de rétention, le spectre UV et l’ion [M-H]- détecté à m/z 309 permettent

d’identifier le composé 10 comme étant le féruloyl malate, et ceci est en accord avec les

résultats de Lake et al. (2009).

Deux autres pics avec un ion [M-H]- à m/z 309 peuvent être observés. L’absorption

UV n’a pas été définie mais d’après la littérature (Farag et al., 2013), nous pouvons suggérer

que les composés 11 et 12 correspondent à l’acide dihydroxy octadecatriénoique et l’acide

japonique, respectivement. De même, nous pouvons supposer que le composé 13 avec un ion

à m/z 293 est l’acide 9-hydroxy octadecatriénoique.

En fin, d’après l’absorption UV et les ions [M + H]+ détectés à m/z 197 et m/z 181, les

composés 4 et 7 ont été identifiés comme étant l’acide dihydroférulique et l’acide caféique

(dont les structures sont montrées dans l'annexe 3).
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Discussion

Le criblage phytochimique mené par LC MS/MS indique que les acides phénoliques et

les flavonoïdes ainsi que leurs dérivés respectifs représentent des familles majoritaires dans

les deux plantes étudiées.

Comme le montre le tableau 9, cette investigation a conduit à l'identification de onze

acides phénoliques et/ou leurs dérivés. Parmi lesquels six (acide m-geranyl-p

hydroxybenzoique, acide p-hydroxyphényl lactique, acide dihydroférulique, acide 3,4-

dimethoxycinnamique, coumaroyl hydroxyagmatine, acide 4-hydroxybenzoique glucoside)

ont été retrouvés au niveau de l'extrait aqueux de la bourache, six (acide m-geranyl-p

hydroxybenzoique, acide caféique, acide sinapique hexoside, acide lithospermique B, acide

caféoyl shikimate, acide 4-hydroxybenzoique glucoside) au niveau de l'extrait éthanolique de

la bourache et trois seulement (féruloyl malate, acide caféique, acide dihydroférulique) au

niveau de l'extrait éthanolique de l'ortie.

Parmi les acides phénoliques identifiés dans la bourrache, l'acide caféique, le p-

hydroxyphényle lactique et l'acide p-hydroxybenzoïque ont été signalés par Zadernowskia et

al. (2002) dans un extrait méthanolique des graines de cette plante. Par la suite, Mhamdi et al.

(2010a) ont identifié d'autres composés phénoliques dans l'extrait méthanolique des feuilles

de bourrache tunisienne. Ces auteurs ont montré la présence de l'acide férulique, l'acide

cinnamique, l'acide syringique, l'acide sinapique et l'acide coumarique. Ce qui est en accord

avec la présence de ces dérivés d'acides phénoliques dans nos extraits.

Nous avons également mis en évidence, treize flavonoïdes et/ou leurs dérivés. Parmi

lesquels, trois (lutéoline 7,3',4'-triméthyle éther, kaempférol 3,7,4'- triméthyle éther,

naringénine O-hexosides) se retrouvent au niveau de l'extrait aqueux de la bourache, sept (la

quercetrin, l'isoquercétine, la catéchine-7-O-glucoside, la naringénine O-hexoside, la lutéoline

7-O-glucoside, la vitexine et l'isovitexine) au niveau de l'extrait éthanolique de la bourache et

quatre (isorhamnétine, eriodictyol O-glucoside, baicaline, Acide japonique) au niveau de

l'extrait éthanolique de l'ortie.

Tous les flavonoïdes ainsi que l’acide lithospermique ont été identifiés pour la

première fois dans les feuilles de Borago officinalis, bien que déjà rapporté dans la famille des

Borraginacées (Wollenwebera et al., 2002 ; Yamamoto et al.,  2002).

Nos investigations ont aussi conduit à l'identification de trois acides gras (acide

dodecanedioïque, acide dihydroxy-octadecatrienoïque, acide 9-hydroxy-octadecatrienoïque),
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un mono-terpène glucoside (Pinène-ol-O-glucoside) et une coumarine (ombelliférone), tous

au niveau de l'extrait éthanolique de l'ortie. Tous ces composés identifiés dans l'extrait d'ortie

ont été préalablement rapportés par divers travaux (Farag et al., 2013 ; Orcic et al., 2014 ;

Proestos et al., 2006).

Un aldéhyde phénolique (syringaldéhyde) a été retrouvé au niveau de la bourache,

aussi bien dans son extrait aqueux que dans son extrait éthanolique. Ce dernier contient

également un stérol (β-Sitostérol). L'identification du β-sitostérol dans l'extrait éthanolique

est en conformité avec les résultats de Conforti et al. (2008).

Par ailleurs, nous avons mis en évidence un séco-iridoïde au niveau de l'extrait aqueux

de la bourache. Il s'agit de l'oleuropéine qui est connue pour sa présence dans des feuilles

d'olivier (Jemai et al., 2008). Nous la signalons donc pour la première fois dans la bourrache.

On note l'existence de dérivés osidiques d'avantage dans les extraits éthanoliques. A

cet effet, nous rappelons que dans le système d'extraction, l'addition de 20% d'eau a eu

comme effet d'améliorer l'extraction de ces molécules à forte teneur en groupement OH.

De plus, nous avions constaté dans la précédente partie qu'il y avait une différence

entre les deux extraits de la bourache en ce qui concerne la capacité antioxydante. Ce qui est

en parfait accord avec les résultats d'identification par LCMS. L'extrait éthanolique contenant

autant d'acides phénoliques mais bien plus de flavonoïdes a eu une répercussion sur la

capacité antioxydante qui se retrouve plus élevée dans l'extrait éthanolique par rapport à

l'extrait aqueux (tableaux 7,8 et 9).

Cette variabilité quantitative et qualitative en composés polyphénoliques est à l'origine

des capacités antioxydantes différentielles de nos extraits végétaux. En effet, dans nos

précédents résultats (dosages spectrophotomètriques), nous rapportons que l'extrait

éthanolique de la bourache possède une capacité antioxydante plus importante que l'extrait

éthanolique de l'ortie (pour le test DPPH, NBT et l’activité antioxydante totale). Ce qui est en

parfait accord avec l'identification par LC MS qui a révélé plus de composés bioactifs dans le

premier extrait par rapport au second : avec sept flavonoïdes dans l'extrait éthanolique de la

bourache versus quatre pour l'extrait éthanolique de l'ortie et de même six acides phénoliques

dans le premier extrait versus trois dans le second extrait.

Néanmoins, dans son ensemble cette activité antioxydante nous a semblé élevée dans

les extraits alcooliques par rapport aux extraits aqueux (tableaux 6, 7 et 9), en accord avec la

teneur en polyphénols qui est plus élevée pour les deux extraits éthanoliques (figure 35).
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En effet, plusieurs études ont affirmé qu’il existe une étroite relation entre la capacité

antioxydante et la structure des composés phénoliques (Heim et al., 2002 ; Apak et al., 2008 ;

Soobrattee et al., 2005).

Ainsi par exemple, la capacité antioxydante des acides phénoliques, des flavonoïdes et

leurs dérivés dépend du nombre de groupement hydroxy présents dans la molécule

(Soobrattee et al., 2005 ; Apak et al., 2008).

Tout comme la capacité à piéger des radicaux libres est due principalement à la forte

réactivité de ces groupements, et donc, la présence de glucosides et de O-méthylation diminue

la capacité antioxydante  (Heim et al., 2002).

Dans l'extrait éthanolique de bourrache, ayant la plus forte capacité antioxydante (voir

tableau 7), sept flavonoïdes ont été identifiés, parmi lesquels l’isoquercétine et l’isovitexin

remplissent les deux premiers critères (la structure ortho-dihydroxyle sur le cycle B et la

présence de la double liaison C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo), la lutéoline 7-O-

glucoside le premier, la quercetrin et la vitexine le deuxième et enfin la catéchine -7-O-

glucoside possède le groupe 3-OH en combinaison avec la double liaison C2-C3, qui est le

troisième critère (voir chapitre III).

En outre, une forte capacité antioxydante a été également rapportée pour les composés

6 (Damašius et al., 2014), 9 (Conforti et al., 2008) et 17 (Gülçin, 2006) identifiés dans cet

extrait.

Les trois flavonoïdes de l’extrait éthanolique d’ortie, l’ériodictyol O-glucoside, la

baicaline et l’isorhamnétine remplissent, respectivement, les critères : un, deux et trois. De

plus, les composés 1 et 7 identifiés dans cet extrait (tableau 11) sont aussi dotés de pouvoir

antioxydant selon plusieurs auteurs (Gülçin, 2006 ; Ramesh et Pugalendi, 2006).

Quant à l’extrait aqueux de bourrache, il contient des flavonoïdes O-méthylé (lutéoline

7, 3', 4'-triméthyléther, kaempférol 3,7,4'-triméthyléther). Heim et al. (2002) ont rapporté que

l’obstruction stérique du 3’-4’ catéchol par l’O-méthylation compromet significativement la

capacité antioxydante des flavonoïdes. D’autre part, plusieurs études affirment que

l’oleuropéine est un puissant antioxydant (Jemai et al., 2008).

Ainsi, il est possible de conclure que la capacité d'agir comme un donneur d'hydrogène

et un inhibiteur de l'oxydation est due à la synergie entre les antioxydants, ce qui rend la

capacité antioxydante dépendante, non seulement, de la concentration en polyphénols, mais

aussi de leur structure et leur interaction (effet synergique) (Hmid et al., 2013).

Par ailleurs, les polyphénols sont doués d'une multitude de propriétés suscitant depuis

une dizaine d'année un intérêt croissant dans le domaine de la santé. Une des raisons
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principales est la reconnaissance bien entendu de leurs propriétés antioxydantes mais aussi

leur implication probable dans la prévention de diverses pathologies associées au stress

oxydant.

Un très grand nombre de données expérimentales plaide aujourd'hui en faveur de leur

implication en tant qu'immuno-modulateur, anti-inflammatoire, antiallergique (voir annexe

10) notamment dans la prévention des maladies dégénératives telles que le cancer, les

maladies cardio-vasculaires ou l’ostéoporose (Rock, 2003).

C'est ainsi qu'au terme de cette identification par LCMS, révélant trente cinq

molécules bioactives et en vu de la prévalence de l'asthme, en tant que maladie anti-

inflammatoire, en Algérie et à Annaba plus particulièrement, nous avons jugé utile de tester,

dans une dernière partie de notre présent travail, les effets de nos deux extraits de plantes, in

vivo, dans un modèle d'asthme expérimental.
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2. Les activités biologiques des deux plantes

Après le screening phytochimique et la mise en évidence des propriétés antioxydantes

de nos différents extraits issus de Borago officinalis et Urtica dioica, nous avons testé leurs

effets dans un modèle d'asthme expérimental. Pour cela, nous le rappelons : des rats wistar ont

été sensibilisés avec un allergène (l'ovalbumine) et traités avec les extraits aqueux de nos deux

plantes. Nous avons, par la suite, mesuré un certain nombre de paramètres (physio-

hématologiques, histologiques et ceux du stress oxydant) puis nous avons réalisé des

comparaisons entre les lots sensibilisés et/ou traités et les lots témoins.

VARIATIONS DES PARAMETRES PHYSIO-HEMATOLOGIQUES &
HISTOLOGIQUES

2.1. Etude du poids corporel et du poids relatif des organes
Tout au long du protocole expérimental, les rats ont été pesés un jour sur deux. Ceci

nous a permis de calculer l'évolution du poids corporel dans les différents lots. De plus, le jour

du sacrifice, les poids des poumons et du foie ont été mesurés. Ceci nous a permis de calculer

le poids relatif de ces organes (poids de l'organe * 100 / poids de l'animal) et d'en évaluer la

variation entre les différents lots. Les résultats obtenus, concernant l’évolution du poids

corporel et du poids relatif des organes, sont montrés dans le tableau 12.

2.1.1. La croissance corporelle
Nos résultats montrent des gains de 2,88% et 2,04% chez les rats traités avec nos deux

plantes par rapport aux rats témoins et une diminution de 2,82% du poids corporel des rats du

lot sensibilisé à l’OVA par rapport au lot témoin (tableau 12). Par contre, le poids corporel

des rats appartenant aux lots O/BO et O/UD (c.-à-d. sensibilisés et traités avec les extraits de

plantes) augmente de 1,63% et 4,21%, respectivement, par rapport au lot sensibilisé à l'OVA.
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Tableau XII. Variations du poids corporel PC (g) et du poids relatif PR (g/100g de poids corporel) des organes (foie et poumons)

Paramètres (unité)
Lots expérimentaux

Témoin (T) OVA BO O/BO UD O/UD

Poids initial (g) 144,17 ± 2,77 145,57 ± 2,62 145,14 ± 2,07 144,57 ± 1,88 144,29 ± 1,86 144,71 ± 3,62

Poids final (g) 261,66 ± 4,41 254,28 ± 4,12 269,2 ± 1,99 258,42 ± 6,09 267 ± 4,69 265 ± 6,24

Gain de poids (g) +117,49 +108,71 +124,06 +113,85 +122,71 +120,29

PC par rapport au lot T (%) - -2,82 2,88 -1,25 2,04 1,27

PC par rapport au lot OVA (%) - - - 1,63 - 4,21

PR des poumons (g) 0, 74 ± 0,13 0,91 ± 0,13 0,72 ± 0,02 0,72 ± 0,06 0,76 ± 0,06 0,78 ± 0,04

PR des poumons par rapport au lot T (%) - 22,97 -2,70 -2,70 2,70 5,40

PR des poumons par rapport au lot OVA (%) - - - -20,87 - -14,28

PR du foie (g) 3,38 ± 0,13 3,91 ± 0,17 3,43 ± 0,16 3,84 ± 0,13 3,44 ± 0,24 3,83 ± 0,27

PR du foie par rapport au lot T (%) - 15,68 1,47 13,60 1,77 13,01

PR du foie par rapport au lot OVA (%) - - - -1,79 - -2,30
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2.1.2. Effet sur le poids relatif du foie et des poumons
D’après le tableau 12, il n’existe pas de variation significative au niveau des poids des

deux organes étudiés, à savoir le foie et les poumons. Mais, on note quant même une

augmentation de 22,97% et 15,68% des poids relatifs du foie et des poumons, respectivement,

chez les rats du lot OVA comparativement aux témoins.

Lors du traitement des rats sensibilisés à l’ovalbumine par la bourrache, nous

observons une diminution de 20,87% dans les poumons et de 1,79% dans le foie. De même

dans le lot O/UD, la diminution du poids est de 14,28% dans les poumons et de 2,30% dans le

foie.

Au niveau des lots de rats chez lesquels les plantes ont été administré (lot BO et lot

UD), on note de légères variations par rapport au lot témoin. Dans les poumons,

l’administration de la bourrache provoque la perte de 2,70% du poids et celle de l’ortie un

gain de la même valeur. Dans le foie, nous notons un gain de 1,47% lors de l’utilisation de la

bourrache et de 1,77% pour l’ortie.
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2.2. Etude des paramètres de la réponse inflammatoire
Afin d'évaluer les variations dans la réponse inflammatoire, nous présentons ci-après

les résultats de la numération cellulaire et du dosage de l'interleukine-4, tous deux effectués

aussi bien au niveau du sang qu'au niveau du liquide du lavage broncho-alvéolaire (LBA).

Ainsi que les résultats de l’étude histologique au niveau des poumons.

2.2.1. Taux des leucocytes dans le sang
Les résultats obtenus révèlent une augmentation hautement significative (p ≤ 0,01) de

la concentration sanguine en globules blancs (GB) chez les rats sensibilisés à l’OVA par

rapport aux rats témoins. Cette augmentation a atteint 60,70%. Par contre, nous observons une

diminution significative du taux des GB (p ≤ 0,05) de 33,50% et 32,75% chez les rats traités

avec la bourrache (O/BO) et l’ortie (O/UD), respectivement par rapport aux rats sensibilisés

(OVA) (tableau 13).

De même, le tableau 13 montre que le taux des lymphocytes chez le lot exposé à

l’ovalbumine augmente de façon hautement significative (p ≤ 0,01) par rapport au lot témoin.

Cette augmentation a atteint 63,65%. Par contre, ce taux diminue significativement

(p ≤ 0,05) chez les lots traités par les extraits de nos deux plantes (24,77% et 29,22%,

respectivement pour la bourache et l'ortie). Quant aux  lots BO et UD, ils ne montrent pas de

variation significative des taux des GB et de lymphocytes par rapport au lot témoin (tableau

13).

2.2.2. Numération des leucocytes dans le liquide du LBA
Le résultat des variations des taux en éosinophiles et en lymphocytes dans le liquide

du LBA est présenté dans le tableau 14. Ce tableau montre une augmentation hautement

significative (p ≤ 0,01) du taux des éosinophiles et des lymphocytes dans le liquide broncho-

alvéolaire chez le lot sensibilisé à l'ovalbumine. Ces augmentations ont atteint 499,46% et

177,34% respectivement par rapport au lot témoin. D’autre part, le traitement des rats

sensibilisés à l’ovalbumine avec l’extrait d’ortie diminue de façon significative les taux

d’éosinophiles (p ≤ 0,01) et de lymphocytes (p ≤ 0,05) (60% et 42,30%, respectivement) dans

le liquide du LBA des rats sensibilisés et traités par la plante. De même, l'extrait de bourache

diminue significativement (p ≤ 0,05) le taux des lymphocytes et des éosinophiles de 53,34%

et 30,75% par rapport au lot OVA.

Les lots traités avec les deux plantes (lot BO et UD) ne montrent pas de variation

significative par rapport au lot T.
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Tableau XIII. Variation des taux de globules blancs (GB) et de lymphocytes (Lc) dans le sang

L
es valeurs représentent la moyenne de trois mesures ± SE.* : Différence significative comparativement au témoin  (p ≤0,05) ; ** : Différence hautement significative comparativement au témoin (p ≤0,01) ; ***
: Différence très hautement significative comparativement au témoin (p ≤0,001) ; # : Différence significative comparativement au lot sensibilisé (p ≤0,05) ; ## : Différence hautement significative
comparativement au lot sensibilisé (p ≤0,01) ; ###: Différence très hautement significative comparativement au lot sensibilisé (p ≤0,001)

Variations
Lots expérimentaux

Témoin OVA BO O/BO UD O/UD

GB (x103/µl) 9,6 ± 0,59 15,42 ± 0,44** 10,22 ± 0,40 10,26 ± 0,90# 10,50 ± 0,32 10,37 ± 0,78#

GB par rapport au lot T (%) - 60,70 6,51 6,88 9,38 8,07

GB par rapport au lot OVA (%) - - - -33,50 - -32,75

Lc (x103/µl) 7,18 ± 0,53 11,75 ± 0,35** 7,32 ± 0,32 8,84 ± 0,49# 7,30 ± 0,39 8,31 ± 0,47#

Lc par rapport au lot T (%) - 63,65 1,95 23,11 1,67 15,83

Lc par rapport au lot OVA (%) - - - -24,77 - -29,22
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Tableau XIV. Numération des éosinophiles et des lymphocytes dans le liquide du LBA

Paramètres
Lots expérimentaux

Témoin OVA BO O/BO UD O/UD

Eosinophiles
%

5,56 ± 3,20 33,33 ± 2,22** 4,33 ± 1,92 15,77 ± 2,22# 4 ± 5,55 13,33 ± 2,22##

% par rapport à T - 499,46 -22,12 179,67 -28,05 139,74

% par rapport à OVA - - - -53,34 - -60,00

Lymphocytes
%

20,83 ± 5,55 57,77 ± 2,22** 25 ± 3,33 40 ± 2,22# 24,66 ± 3,33 33,33 ± 2,22#

% par rapport à T - 177,34 20,01 92,03 18,36 60,00

% par rapport à OVA - - - -30,75 - -42,30

Les valeurs représentent la moyenne de trois mesures ± SE.* : Différence significative comparativement au témoin  (p ≤0,05) ; ** : Différence hautement significative comparativement au témoin (p ≤0,01) ;
*** : Différence très hautement significative comparativement au témoin (p ≤0,001) ; # : Différence significative comparativement au lot sensibilisé (p ≤0,05) ; ## : Différence hautement significative
comparativement au lot sensibilisé (p ≤0,01) ; ###: Différence très hautement significative comparativement au lot sensibilisé (p ≤0,001)
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2.3. Dosage de l’interleukine-4
Les variations observées concernant le taux de l’interleukine-4 dans le sérum et le

liquide du lavage broncho-alvéolaire (LBA) chez les différents lots de rats sont montrées dans

la figure 82.

Nous pouvons observer une augmentation de la concentration de l’IL-4 dans le sérum

et le liquide du LBA des rats sensibilisés par rapport aux rats témoins (43,38% et 17,76%,

respectivement).

Le traitement par les plantes a fait diminuer ces taux chez les rats sensibilisés et traités

par les deux plantes (O/BO, O/UD) par rapport aux rats sensibilisés (OVA) de 10,42% et

12,05% au niveau du sang et des poumons pour l'extrait de bourache et de 12,63% et 14,36%

au niveau de ces deux compartiments pour l'extrait d'ortie, respectivement.

Figure 82 : Variation de la concentration de l’interleukine-4 (IL-4) dans le sérum et le liquide

du lavage broncho-alvéolaire (LBA) chez les six lots expérimentaux.
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Chez les lots BO et UD traités avec l’extrait aqueux de bourrache et d’ortie, le taux

d’IL-4 dans le sérum augmente de 4,04% et de 5,88%, respectivement. Dans le liquide du

LBA, le taux de l’IL-4 diminue de 1,27% pour la bourrache et de 3,33% pour l’ortie.

2.4. Etude histologique

L’infiltration des leucocytes dans le tissu pulmonaire est un marqueur du

développement de l’asthme. Dans ce présent modèle d’asthme expérimental, induit par

l’ovalbumine, nous recherchons l’effet de l’administration des extraits de BO et UD sur

l’histologie du poumon.

Après avoir effectué une coloration à l’hématoxyline-éosine, l’observation

microscopique des coupes réalisées sur les poumons des rats témoins montre une architecture

pulmonaire normale. Nous pouvons observer sur la figure 83-A que les sacs alvéolaires et la

paroi des bronchioles possèdent un épithélium normal. De même, les figures 83-E et 83-F

correspondant respectivement aux coupes histologiques des lots BO et UD montrent une

architecture pulmonaire normale similaire à celle du lot témoin.

Par contre, au niveau du lot OVA, chez lequel l’asthme expérimental a été provoqué,

une importante infiltration cellulaire peut être observée (figure 83-B). La plupart de ces

cellules inflammatoires sont composées de lymphocytes et d’éosinophiles, principalement

situées autour des petites bronches, des bronchioles et des vaisseaux sanguins. De plus, nous

pouvons observer des œdèmes, un épithélium épais avec quelques centres d’hémorragie et la

présence de mucus et de cellules inflammatoires dans la lumière des bronchioles (figure 83-

B).

Quant à l’observation microscopique des coupes histologiques des rats sensibilisés à

l’OVA et traités avec les plantes (la bourrache et l’ortie), elles montre des signes de correction

histologique avec une infiltration minime, diminution ou absence de mucus et de cellules

inflammatoires au niveau de la lumière des bronchioles et une diminution de l’épaisseur de

l’épithélium (figure 83-C et 83-D).
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(A) Poumon d’un rat témoin montrant la représentation normale du poumon (lot T); (B) poumon d’un rat sensibilisé avec de l’ovalbumine, montrant l’infiltration inflammatoire (flèche) qui se traduit par l’accumulation apparente des éosinophiles et
d’autres lymphocytes (lot OVA) ; (C) Poumon d’un rat sensibilisé à l’ovalbumine et traité avec l’extrait de BO (lot O/BO) ; (D) Poumon d’un rat sensibilisé à l’ovalbumine et traité avec l’extrait d'UD (lot O/UD) ; (E) Poumon d’un rat traité avec
l’extrait de BO (lot BO) ; (F) Poumon d’un rat traité avec l’extrait d'UD (lot UD). B : bronchiole ; E : œdème ; H : hémorragie ; L : lumière de la bronchiole ;

Figure 83: Coupes histologiques des poumons de rats des six lots expérimentaux (HE x10 et x100).
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 Discussion

Les troubles immuno-inflammatoires sont souvent associés à une perte du poids

corporel aussi bien chez des patients asthmatiques (Elwood et al., 1992) que chez des rats

sensibilisés à l’OVA (Elwood et al., 1991 ; Amit et al., 2013).

D'ailleurs, nous retrouvons parmi les résultats de notre expérimentation une

diminution de 2,82% du poids corporel chez les rats sensibilisés à l'ovalbumine par rapport au

lot témoin. Par contre, nos résultats montrent un regain du poids corporel des rats sensibilisés

à l’OVA et traités avec la bourrache (1,63%) et l’ortie (4,21%) par rapport bien sûr au lot

OVA, ce qui suggère que l’administration des plantes a un certain effet protecteur.

Par ailleurs, nous n'enregistrons aucune variation significative de la croissance

corporelle chez les rats sensibilisés à l’OVA et traités avec les deux plantes par rapport au lot

OVA. Nos résultats semblent ainsi être en accord avec les travaux de Mahajan et Mehta

(2011). De même pour les deux lots traités avec les plantes seulement (lot BO et lot UD),

aucune variation significative n’est enregistrée par rapport au lot témoin, néanmoins, un gain

de poids de 2,88g pour le lot traité à la bourrache et de 2,04g pour celui à l’ortie est enregistré.

Ce dernier résultat est en accord avec l’étude de Juma et al. (2015), qui on noté un gain de

poids de 1,27g lors du traitement avec un extrait aqueux d’ortie. A notre connaissance très peu

d’études ont testé des extraits de bourrache in vivo, et les changements du poids corporel

n’ont été notés dans aucune de ces études.

Quant aux effets sur le poids relatif des organes, aucune variation significative n’est

enregistrée entre les lots BO et UD (traités avec les plantes seulement) par rapport au lot

témoin. La plus grande variation peut être appréciée par l’augmentation des poids relatifs du

foie (15,68%) et des poumons (22,97%) chez les rats sensibilisés à l'ovalbumine par rapport

aux rats témoins. Le poids relatif des poumons a, par contre, diminué dans les lots traités par

les plantes, à savoir O/BO (-20,87%) et O/UD (-14,28%) par rapport au lot sensibilisé à

l'OVA. Ceci suggère aussi que l’utilisation des deux plantes diminue les lésions tissulaires au

niveau des poumons qui auraient été à l'origine de l’augmentation de leurs poids. En effet,

Mauser et al. (2013) ont suggéré que la provocation avec l'allergène (ovalbumine, entre autre)

induit une infiltration micro-vasculaire accrue et des œdèmes donc un gonflement de l'organe

enflammé.

Ce phénomène inflammatoire a ainsi pour conséquence la "diapédèse", c.-à-d. la

migration des cellules inflammatoires du compartiment vasculaire vers les poumons. Elle
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consiste en l'extravasation des cellules sanguines vers le compartiment enflammé (ici, ce

serait les poumons). En effet, il a été démontré dans maintes études que suite à l'inhalation

d'un allergène, la proportion relative de certaines cellules (principalement les leucocytes)

situées au niveau de la circulation sanguine ou des voies respiratoires était modifiée (Nadeau,

1994 ; Wardelaw et al., 1990).

Ainsi, la migration des cellules inflammatoires et en particulier les éosinophiles dans

les poumons, par chimiotactisme, et aboutissant à leur diapédèse, contribue principalement au

développement de l’inflammation des voies respiratoires (Yuk et al., 2007).

L’infiltration des éosinophiles est l’une des principales caractéristiques de

l’inflammation allergique, associée avec une hyperréactivité bronchique et ceci par la

libération de diverses protéines et des ERO. D'ailleurs, il a été prouvé que ce sont les

éosinophiles activés qui induisent les dommages épithéliaux caractéristiques chez les sujets

asthmatiques (Rama et al., 2014).

C'est ainsi que dans le lot OVA l’augmentation hautement significative (p ≤ 0,01) du

taux des éosinophiles dans le liquide du LBA par rapport au lot témoin, confirme la présence

d’un recrutement de ces derniers et leur extravasation vers les poumons. Ces résultats sont en

accord avec ceux de Yuk et al. (2007) et Lee et al. (2010b).

De même, dans notre présente étude, les rats exposés à l’ovalbumine (lot OVA)

montrent une augmentation hautement significative (p ≤ 0,01) du nombre de leucocytes

sanguins par rapport aux rats témoins (Tableau 13), confirmant la présence d’un état

inflammatoire comme il a été déjà décrit au cours des travaux de Xiang-hua et al. (2009).

D’autre part, des diminutions significatives (p ≤ 0,05) du taux sanguin de leucocytes

ont été observées entre les rats sensibilisés à l’OVA et traités avec les deux plantes et les rats

sensibilisés à l'OVA. De plus, le taux d’éosinophiles diminue significativement lors de

l’utilisation de la bourrache (p ≤ 0,05) et de l’ortie (p ≤ 0,01) dans les lots O/BO et O/UD,

respectivement, par rapport au lot OVA. Ce qui suggère que le traitement à la bourrache et

l’ortie permet de diminuer l'état inflammatoire en ramenant les taux de leucocytes vers leur

valeur normale et en diminuant le recrutement d’éosinophiles au niveau des poumons.

D’autre part, le traitement des rats avec la bourrache et l’ortie seulement (lot BO et

UD) ne montrent pas de changements significatifs par rapport au lot témoin et maintiennent

donc des taux normaux de leucocytes dans le sang et le liquide du LBA. Dans ce sens, bien

qu’à notre connaissance aucune étude n'a été consacré à l’effet de la bourrache spécifiquement
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sur les leucocytes, plusieurs études s’accordent avec la notre afin d’affirmer qu’un traitement

à l’ortie améliore les mécanismes de défenses de l’organisme (Juma et al., 2015 ; Meral et

Kanterm, 2004).

Parmi les leucocytes, les lymphocytes sont d'importants régulateurs de la réponse

immunitaire et leur rôle dans l'asthme concerne l'inflammation chronique sous-jacente à la

maladie. Des études ont déjà démontré qu'un transfert de lymphocytes d'un rat asthmatique

vers un rat normal induit chez ce dernier l'hyperréactivité bronchique similaire à celle

observée chez l'animal asthmatique (Umetsu et al., 2003). Ces résultats mettent en évidence

l'étendue du pouvoir modulateur que ces cellules ont sur le système immunitaire et sur

l'environnement pulmonaire (Spahr, 2007). De plus, plusieurs études sur le rat et le cochon

d’inde, chez lesquels l’asthme expérimental a été provoqué par exposition à l’ovalbumine,

montrent une augmentation du taux des lymphocytes (Pankaj et al., 2011 ; Xiang-hua et al.,

2009). D'ailleurs, C'est ce que nos résultats confirment avec une augmentation significative

(p ≤ 0,01) du taux des lymphocytes chez le lot OVA par rapport au lot témoin dans le sang et

le liquide du LBA.

Ainsi, chez les lots traités par les extraits de plantes, O/BO et O/UD, les taux de

lymphocytes diminuent (Tableau 13). En effet, nous pouvons observer une diminution

significative (p ≤ 0,05) du nombre de lymphocytes chez les rats exposés à l’OVA et traités à

l’ortie par rapport aux rats du lot OVA dans le sang et dans le liquide du LBA. De même,

le traitement avec la bourrache montre une diminution significative (p ≤ 0,05) de leur taux

dans le sang et le liquide du LBA. Ces diminutions s’expliquent par une diminution du

recrutement des lymphocytes affirmant encore une fois la diminution de l’inflammation

pulmonaire, plus marqué lors du traitement par l’ortie (Tableau 13 et 14).

En fait, dans l'inflammation asthmatique, les cellules infiltrées tels que les

éosinophiles et les lymphocytes ainsi que les macrophages et les mastocytes secrètent les

cytokines Th2 (Yuk et al., 2007), parmi lesquelles l'IL-5, l'IL-13 et l’IL-4. Cette dernière

revêt une importance particulière, puisqu’elle agit comme un facteur de croissance pour les

cellules Th2. Elle est le principal médiateur de la commutation de classe des

immunoglobulines (Ig) vers l'isotype E (IgE) par les lymphocytes B (Manis et al., 2002;

Murphy et Reiner, 2002) et induit l'expression du récepteur de faible affinité, FcεRII, pour

les IgE (Belleau et al., 2005).

De plus, l'IL-4 favorise la migration des éosinophiles vers le tissu pulmonaire et leurs

adhésions aux cellules endothéliales (Fukuda et al., 1996), ainsi que la production de mucus

(Temann et al., 1997).
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C’est ainsi que la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires est à l'origine de l'afflux

de cellules inflammatoires vers les poumons (voie d'entrée principale de l'allergène inhalé).

Parmi ces cellules, les éosinophiles, ont une place de choix dans les réponses allergiques au

niveau des voies respiratoires des asthmatiques. Ce qui induit la prolifération de fibroblaste, la

synthèse de collagène et la maturation des myofibroblastes, qui contribuent par conséquent au

dépôt de collagène et aux dommages alvéolaires (Kay et al., 2004). De plus, l’augmentation

des taux de cytokines inflammatoires (l’IL- 4 et l’IL-5) stimule la transformation

profibrotique du TGF-β, qui est exprimé dans diverses cellules pulmonaires comme les

macrophages alvéolaires, les fibroblastes et les cellules endothéliales en induisant

l'augmentation de l'accumulation de la matrice extracellulaire et de l'épaississement des septa

inter-alvéolaires (Halwani et al., 2011). Ces changements structurels et architecturaux au

niveau des bronches contribuent au phénomène connu sous le nom de remodelage des voies

respiratoires (Jacobsen et al., 2007 ; Ra et al., 2010). En effet, nous observons une importante

infiltration de cellules inflammatoires, un épithélium épais, des œdèmes, avec quelques

centres d’hémorragie et la présence de mucus et de cellules inflammatoires dans la lumière

des bronchioles au niveau des poumons des rats sensibilisés à l'OVA (lot OVA) (figure 83-B).

Alors que notre étude suggère l'effet anti-inflammatoire et anti-asthmatique de nos deux

plantes, puisque le traitement avec la bourrache (lot O/BO) et l’ortie (lot O/UD) nous permet

de constater une nette diminution de l'afflux des cellules inflammatoires vers les poumons et

la diminution de tout signe d’inflammation et d’obstruction bronchique (figure 83 : C et D).

De même les lots BO et UD ne montrent pas de différences par rapport au lot témoin.

De plus, d’après la figure 82, la sensibilisation à l'ovalbumine a donc induit une

augmentation de l'interleukine-4, cytokine pro-inflammatoire (Th2) (19,89 pg/ml dans le

sérum et 56,84 pg/ml dans le liquide du LBA). Par contre, le traitement des rats sensibilisés

par les extraits de bourrache et d’ortie diminue la concentration de l’IL-4 de 10,42% et

12,05% dans le sérum et de 12,63 % et 14,36 % dans le liquide du LBA, respectivement.

D’autre part, les lots traités avec les plantes (lot BO et UD) seulement ne montrent pas

de différences notables par rapport au lot témoin. En effet, quelques travaux ont noté que

l’huile de bourrache affecte la production de l’IL-4 in vitro (Harbige et al., 1997)

et que l’extrait de feuilles d’Urtica dioica inhibe la production pro-inflammatoire du facteur

de transcription NF-κB (Riehemann et al., 1999).
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La réduction de la concentration d’IL-4 peut être associée à un rétablissement de la

balance entre les cytokines Th1 et les cytokines Th2. Ceci a été suggéré par plusieurs études

effectuées sur les molécules bioactives des plantes. Nous citons à titre d'exemple l'étude de

Pankaj et al., (2011) dans laquelle les auteurs ont expliqué que la chrysine, un flavonoïde de

type flavone, diminue l’infiltration des cellules inflammatoires dans un modèle d’asthme

murin en rétablissant la balance Th1/Th2. D’autre part, Kandasamy et al., (2012) supposent

que l’activité antiasthmatique des flavonoïdes est probablement due à l’inhibition du facteur

NF-Kβ. En tous cas, plusieurs autres études comme celles de Jung et al. (2010), Allan et

Devereux (2011) et Kandasamy et al. (2012) ont tous rapporté l’effet bénéfique des composés

phénoliques sur les symptômes asthmatiques.

Or, dans notre présente étude, notamment dans l'étude in vitro, nous avions bel et bien

rapporté que nos extraits de plantes étaient non seulement riches en composés phénoliques

mais qu'ils avaient un potentiel antioxydant et même anti-inflammatoire particulièrement

important.

De plus, les composés identifiés dans l’extrait aqueux d’ortie (Güler, 2013) possèdent

un effet anti-inflammatoire (la quercétine, l’acide caféique, l’acide gallique, des caroténoïdes

et de la scopolétine) et un effet antiallergique (l’acide gallique, la scopolétine et la

quercétine). Une étude a prouvé que la quercétine régulait la balance Th1/Th2 dans un modèle

d’asthme murin (Park et al., 2009). De même quelques composés identifiés dans l’extrait

aqueux de bourrache, ont été étudiés pour leur pouvoir anti-inflammatoire (l’acide p-

hydroxyphényl lactique, la lutéoline, le Kaempférol triméthyle éther), vasodilatateur (le

kaempférol,  l’oleuropéine), vasorelaxant (la lutéoline), immunomodulateur et antiallergique

(le kaempférol) (voir annexe 10).

En fin, il parait clair que les extraits aqueux des plantes utilisés sont parvenus à rétablir

l'état inflammatoire grâce aux propriétés des molécules bioactives qu'ils contiennent. De plus,

nous avons observé aux chapitres précédents que ces derniers possèdent un important pouvoir

antioxydant in vitro d’où la nécessité d’étudier leurs effets sur le stress oxydatif généré par

l’inhalation de l’allergène, et qui participe à son tour a exacerbé l’inflammation bronchique.
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VARIATIONS DES PARAMETRES DU STRESS OXYDANT

La grande surface, la vascularisation et l'environnement riche en oxygène des

poumons les rendent très sujets aux perturbations dues au stress oxydatif. Par conséquent, la

présence des antioxydants au niveau pulmonaire est cruciale afin d’assurer la protection

contre les dommages tissulaires (Zuo et al., 2013). Aussi, dans le but de lutter contre les effets

indésirables des ERO, diverses stratégies d’antioxydants endogènes sont développées par

l'organisme, intégrant à la fois des mécanismes enzymatiques et non enzymatiques. Parmi ces

derniers, nous avions dosé le MDA, le GSH, le GPx, la SOD et la CAT dans les poumons

mais aussi dans les érythrocytes et le foie des rats témoins et des rats traités.

2.5.  La peroxydation lipidique (dosage du malondialdéhyde)
D’après les résultats obtenus (figure 84), nous pouvons constater une augmentation

significative (p ≤ 0,05) du taux de MDA dans le foie (50%), dans les poumons (67,99%) et au

niveau des érythrocytes (58,12%) chez les rats sensibilisés à l’OVA par rapport aux rats

témoins. Tandis que les rats traités par les deux plantes ne montrent aucune différence

significative du taux de MDA par rapport aux rats témoins aussi bien au niveau du foie, qu'au

niveau des poumons et des érythrocytes (pour la bourrache : -10,99%, -26,63% et -30,17%

respectivement et pour l’ortie : -3,01%, -24,12% et -29,91%).

En ce qui concerne les rats sensibilisés avec l’OVA et traités par les deux plantes, la

diminution du taux de MDA, par rapport aux rats sensibilisés avec l’OVA, est significative

(p ≤ 0,05) dans les poumons, avec une diminution de 50,28% lors du traitement avec la

bourrache et de 48,58% lors du traitement avec l’ortie.

2.6. Le glutathion réduit
Nous pouvons observer, d’après la figure 85, une diminution du taux de GSH chez le

lot OVA par rapport au lot témoin dans le foie (-16,31%) et significativement (p ≤ 0,05) dans

les poumons (-46,92%) et les érythrocytes (-15,03%). Par contre, nous enregistrons des

augmentations de la GSH dans les lots sensibilisés et traités par la bourache et l'ortie au

niveau du foie de l'ordre de 16,15 % et 3,96%, au niveau des poumons de l'ordre de 80,81% et

27,78% et au niveau des érythrocytes de l'ordre de 16,53% et 12,30%, respectivement. Mais

seule l'augmentation au niveau des poumons des rats sensibilisés et traités par la bourache est

significative (p ≤ 0,05). On note également que les taux de GSH ne varient pas

significativement chez les rats des lots traités (BO et UD) par rapport aux témoins (ces
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variations sont respectivement de : -0,74% et -0,58% dans le foie ; +2,95% et -0,54% dans les

poumons et +14,05% et +18,63% dans les érythrocytes).

Figure 84: Variations du malondialdéhyde (n mol/mg de protéines) dans les érythrocytes et

les organes (Foie et poumons) chez les rats témoins et traités.

* : Différence significative comparativement au témoin  (p ≤0,05) ;
# : Différence significative comparativement au lot OVA sensibilisé (p ≤0,05)
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Figure 85: Variation de la GSH (n mol/mg de protéines) dans les érythrocytes et les organes

(Foie et poumon) chez les rats témoins et traités.

* : Différence significative comparativement au témoin  (p ≤0,05) ;
# : Différence significative comparativement au lot OVA sensibilisé (p ≤0,05).
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2.7. La glutathion peroxydase
D’après la figure 86, on constate qu’il existe, entre le lot témoin et le lot sensibilisé

(OVA), une diminution significative (p ≤ 0,05) de l’activité enzymatique de la GPx au niveau

des poumons et des érythrocytes (une diminution de 62,96% et 50%, respectivement).

Le traitement des rats sensibilisés avec les extraits de bourache et d'ortie induit une

augmentation de la concentration de la GPx dans les poumons par rapport au lot sensibilisé

(150% et 10%, respectivement pour les deux plantes). Cette augmentation est significative

pour l'extrait de bourache (p ≤ 0,05).

Alors que le traitement des rats avec les extraits de plantes seulement ne montre pas de

variation significative par rapport au lot témoin. Le traitement avec la bourrache ne change

pas le taux de la GPx dans le foie, mais induit une augmentation de 7,41% dans les poumons

et de 30% dans les érythrocytes.

Quant au traitement avec l’ortie, il induit une augmentation du  taux de GSH de 4%

dans le foie, de 3,70% dans les poumons et de 16,67% dans les érythrocytes.

2.8. La superoxyde dismutase
Les résultats du dosage de la superoxyde dismutase au niveau des érythrocytes et des

organes (foie et poumons) sont illustrés dans la figure 87.

Le traitement des rats par l’ovalbumine entraîne une diminution significative

(P ≤ 0,05) du taux de la SOD chez les rats sensibilisés par l’OVA en comparaison avec le

groupe témoin et ce au niveau des poumons (-59,20%). On note aussi des diminutions de

40,68% et 13,99% dans le foie et les érythrocytes, respectivement.

Des augmentations dans la SOD ont été enregistrés chez les rats sensibilisés et traités

par les extraits de plantes (lots O/BO et O/UD) de l'ordre de 21,90% et 0,47% (foie), 109,76%

et 39,02% (poumons), 13,67% et 14,03% (érythrocytes), respectivement. L'augmentation est

significative (p ≤ 0,05) au niveau des poumons chez les rats traités avec la bourrache.

Aucune variation significative n’est enregistrée chez les lots traités avec la bourrache

et l’ortie par rapport au lot T. Les variations sont, respectivement, pour les lots BO et UD

comme suit : 2,82%, -7,34% (foie) ; 1,99%, -5,47% (poumons) et 14,24%, 11,46%

(érythrocytes).
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Figure 86: Variation de la GPx (µmol GSH/mg de protéines) dans les érythrocytes et les

organes (Foie et poumons) chez les rats témoins et traités.

* : Différence significative comparativement au témoin  (p ≤0,05) ;
#: Différence significative comparativement au lot sensibilisé (p ≤0,05).
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Figure 87: Variation de la SOD (unité SOD/mg de protéines) dans les érythrocytes et les

organes (Foie et poumons) chez les rats témoins et traités.

* : Différence significative comparativement au témoin  (p ≤0,05) ;
# : Différence significative comparativement au lot sensibilisé (p ≤0,05).
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2.9. La catalase
Les résultats de la figure 88 ne montrent aucune différence significative entre les lots

expérimentaux. Néanmoins, les variations les plus importantes sont caractérisées, comme

pour les autres paramètres du stress oxydant, par une diminution chez le lot OVA par rapport

au lot témoin, dans le foie (23,77%), les poumons (41,01%) et les érythrocytes (38,22%).

Mais aussi, par l’augmentation du taux de la catalase chez les lots sensibilisés et traités avec

les plantes par rapport au lot sensibilisé à l’ovalbumine (OVA) et ce au niveau du foie, des

poumons et des érythrocytes de l'ordre de 17,76%, 10,80% et 34,25% pour la bourache, et de

l'ordre de 27,33%, 10,87% et 31,28% pour l'ortie, respectivement.
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Figure 88: Variation de la CAT (µmol de H2O2/min/mg de protéine) dans les érythrocytes et

les organes (Foie et poumons) chez les rats témoins et traités.
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2.10. Etude de la corrélation entre les paramètres étudiés:
Dans cette partie, nous avons jugé utile de rechercher le lien entre les différents

paramètres évalués au cours de notre travail expérimental en calculant les coefficients de

corrélations correspondants. Nous rappelons également que lorsque la relation est positive,

les deux paramètres varient dans le même sens, c'est-à-dire si l'on observe que les valeurs

fortes de l'un correspondent généralement aux valeurs fortes de l'autre et vice versa. Par

contre, une relation est négative si les deux paramètres varient en sens inverse, c'est-à-dire si

l'on observe que les valeurs fortes de l'un correspondent généralement aux valeurs faibles de

l'autre et vice versa.

Corrélations entre les paramètres in vivo
Ainsi, le tableau 15 résume les corrélations entre les marqueurs de l’inflammation

bronchique (à savoir le taux de leucocytes et de lymphocytes dans le sang, le taux

d’éosinophiles et de lymphocytes dans le LBA et le taux d’IL-4 dans les deux compartiments)

en lien avec les marqueurs du stress oxydatif (taux de MDA, de GSH et des activités

enzymatiques GPx,  SOD et CAT) évalués dans les poumons lors du traitement à la bourrache

et à l’ortie.

D’après le tableau 15, il existe des corrélations entre l'ensemble de nos paramètres.

Cette corrélation peut être faible (exemple entre IL-4 dans le LBA et la CAT lors du

traitement par l’ortie) ou moyenne (exemple entre la CAT et le taux d’IL-4 et d’éosinophiles

dans le LBA lors du traitement par la bourrache) à très forte (exemple entre SOD et IL-4 dans

le LBA lors du traitement à la bourrache).

De plus, lors du traitement à la bourrache nous notons des corrélations

significatives entre le taux de GB et le MDA, le GSH, la GPx et la SOD ; le taux de

lymphocytes et le MDA, la GPx et la SOD ; le taux d’IL-4 et le MDA, explorés dans le sang.

Quant aux dosages effectués dans le LBA, les corrélations significatives sont retrouvées entre

le taux d’éosinophiles et le MDA, le GSH et la SOD ; le taux de lymphocytes et le MDA et la

SOD ; le taux d’IL-4 et le GSH, la GPx et la SOD.

Alors que, lors du traitement à l’ortie, nous notons des corrélations significatives entre

le taux de GB et le GSH et la SOD ; le taux de lymphocytes et de SOD ; le taux d’IL-4 et la

SOD, dans le sang. Pour le dosage dans le LBA, il existe une corrélation significative entre le

taux de GSH et l’IL-4 et le taux de lymphocytes et aussi entre ce dernier et la SOD.
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Corrélations entre les paramètres in vivo versus in vitro
D’après le tableau 16, il existe une corrélation entre la teneur en phénols et le stress

oxydatif au niveau des poumons (à savoir une corrélation hautement significative pour le

GSH, la GPx et la SOD). Par contre, seul le taux de polyphénols a donné une corrélation

significative avec la peroxydation lipidique (MDA).

Quant aux corrélations entre les teneurs en polyphénols et les paramètres de

l’inflammation bronchique, on note une prédominance des corrélations hautement

significatives au niveau du liquide du LBA (notamment pour le taux des éosinophiles, celui

des lymphocytes et l’IL-4).

Par ailleurs, l’activité antioxydante (évaluée par trois tests : DPPH, NBT et l’activité

antioxydante totale) semble être corrélée aux paramètres de l’inflammation bronchique aussi

bien au niveau du sang (corrélation hautement significative pour les taux de Lc et de l’IL-4)

qu’au niveau du LBA (corrélation hautement significative pour les taux d’éosinophiles, Lc et

IL-4).

De plus, cette même activité antioxydante est corrélée à l’ensemble des paramètres du

stress oxydatif étudiés, elle est même hautement significative avec l’activité du GSH et de la

GPx.



139

Tableau XV. Corrélations entre les marqueurs de l’inflammation bronchique et ceux du stress oxydatif

Marqueurs du stress
oxydatif

Marqueurs
De l’inflamma-
tion bronchique

Coefficient de corrélation Pearson (R)

MDA GSH GPx SOD CAT

BO UD BO UD BO UD BO UD BO UD

Sang Taux de leucocytes 0,97* 0,77 -0,97* -0,94* -0,98** -0,82 -0,98** -0,95* -0,71 -0,68

Taux de

lymphocytes

0,97* 0,83 -0,93 -0,91 -0,97* -0,88 -0,94* -0,97** -0,79 -0,76

Taux d'IL-4 0,97* 0,86 -0,83 -0,86 -0,84 -0,92 -0,90 -0,96* -0,87 -0,77

LBA Taux

d’éosinophiles
0,95* 0,61 -0,94* -0,93 -0,91 -0,70 -0,98** -0,86 -0,65 -0,50

Taux de

lymphocytes

0,99** 0,77 -0,89 -0,97* -0,91 -0,79 -0,94* -0,97* -0,84 -0,71

Taux d'IL-4 0,93 0,47 -0,99** -0,95* -0,97* -0,56 -0,99** -0,80 -0,57 -0,38

* : p ≤ 0,05 ; ** p ≤ 0,01
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Tableau XVI. Corrélations entre les teneurs en composés phénoliques, l’activité antioxydante et les paramètres de l’inflammation bronchique et ceux du stress oxydatif

Teneur en phénols et activité
antioxydante in vitro

Paramètres de l’inflammation bronchique Paramètres du stress oxydatif
Dans le sang Dans le liquide du LBA

Taux de
GB

Taux de
lymphocytes

Taux d’IL-4 Taux des
lymphocytes

Taux des
éosinophiles

Taux d’IL-
4

Taux du
MDA

Taux du
GSH

Activité de
la GPx

Activité
de la
SOD

Activité
de la
CAT

Taux des
Polyphénols

BO -0,972 -0,835 -0,913 -0,729 -0,913 -0,962 -0,998* 0,979 0,768 0,903 0,936
UD -0,995 -0,893 -0,998* -0,964 -0,998* -0,996* -0,984 0,955 1** 0,927 0,824

Taux des ortho-
diphénols

BO -0,877 -0,949 -0,987 -0,881 -0,987 -1** -0,981 0,891 0,907 0,983 0,995
UD -0,985 -0,924 -1** -0,942 -1** -1** -0,968 0,975 0,997* 0,952 0,864

Taux des
flavonoïdes

BO -0,547 -0,985 -0,945 -1** -0,945 -0,888 -0,772 0,575 0,998 0,953 0,923
UD -0,841 -1** -0,919 -0,739 -0,919 -0,927 -0,796 0,985 0,892 0,996* 0,992

Taux des
flavanols

BO -1** -0,691 -0,799 -0,558 -0,799 -0,877 -0,958 1** 0,605 0,784 0,834
UD -0,937 -0,978 -0,982 -0,866 -0,982 -0,986 -0,907 0,999* 0,968 0,992 0,941

Taux des tanins BO -0,758 -0,994 -0,999* -0,961 -0,999* -0,981 -0,918 0,780 0,975 1** 0,994
UD -0,997* -0,882 -0,996* -0,971 -0,996* -0,994 -0,988 0,948 1** 0,917 0,810

Taux des
Anthocyanes

BO -0,997* -0,733 -0,833 -0,606 -0,833 -0,904 -0,974 0,999* 0,651 0,819 0,865
UD -0,864 -0,999* -0,935 -0,768 -0,935 -0,943 -0,822 0,992 0,911 0,999* 0,985

Test DPPH BO 0,673 1** 1** 0,987 0,985 0,950 0,863 -0,699 -0,995 -0,989 0,973
UD 0,983 0,875 0,928 0,938 1** 1** 0,965 -0,977 -0,997* -0,956 -0,869

Test NBT BO 0,999* 0,695 0,716 0,586 0,819 0,893 0,968 -1** -0,632 -0,805 -0,853
UD 0,997* 0,817 0,882 0,971 0,996* 0,994 0,988 -0,948 -1** -0,917 -0,810

Activité
antioxydante

total

BO -0,695 -0,999* -1** -0,982 -0,990 -0,959 -0,878 0,719 0,991 0,993 0,979
UD -0,986 -0,655 -0,743 -1** -0,945 -0,938 -0,996* 0,843 0,964 0,795 0,645

* : p ≤ 0,05 ; ** p ≤ 0,01
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 Discussion

L’asthme est une maladie inflammatoire pulmonaire chronique, caractérisée par un

afflux et l’activation de cellules inflammatoires tels que les macrophages alvéolaires, les

neutrophiles, les éosinophiles, les lymphocytes et les mastocytes. On retrouve la notion de

stress oxydant dans ces réactions d’hypersensibilité de type I où l’inflammation des voies

aériennes est provoquée par la production d’ERO produites et sécrétées par les cellules

inflammatoires (Dworski, 2000). Cette production est d'ailleurs corrélée à la sévérité de la

maladie (Meharzi et al., 2014). Ces ERO peuvent être directement responsables des lésions

pulmonaires et de la contraction des muscles bronchiques.

Ainsi, le déséquilibre entre les systèmes de défense et de production des radicaux

libres entraîne des lésions au niveau des cellules de l’organisme et de ce fait plusieurs

traitements visant à diminuer ce phénomène de stress oxydatif ont été envisagés, notamment à

base d'extraits végétaux utilisés dans les pathologies du système respiratoire (Tiwari et al.,

2014 ; Lee et al., 2010a ; Lee et al., 2010b ; You et al., 2014). Cependant, à notre

connaissance aucune étude n’a évalué le pourvoir antioxydant in vivo de Borago officinalis

mais quelques études ont affirmé que la supplémentation en Urtica dioica a permis de

promouvoir les systèmes de défenses antioxydants et de diminuer la peroxydation lipidique

(Kanter et al., 2003 ; Ozen et Korkmaz, 2003 ; Yener et al., 2008).

Nous avons donc choisi ces deux plantes médicinales locales pour mettre en évidence,

pour la première fois, leurs effets anti-oxydants et anti-inflammatoires dans le cas de la

pathologie asthmatique et ce par la mesure de certains marqueurs.

En fait, comme tout allergène, la pénétration de l'ovalbumine chez les rats wistar

sensibilisés, crée un pontage en se liant à deux IgE sensibilisant les cellules mastocytaires

et/ou les basophiles tout en provoquant la dégranulation de ces dernières. La dégranulation

aboutie à la libération de médiateurs de l'inflammation (via l'acide arachidonique) tels que la

phospholipase A2, COX-2, les prostaglandines et le NO qui contribuent à leur tour à

l'établissement d'un état de stress oxydant au sein de l'environnement inflammatoire

bronchique. En effet, l’ovalbumine, constituant ici l'agression étrangère, a un impact directe

sur les activités des enzymes anti-oxydantes ce qui s’accompagne donc d’une augmentation

de la quantité des radicaux libres qui à leur tour peuvent initier la peroxydation lipidique

(Bulani et al., 2011).
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D'ailleurs, parmi les conséquences du déséquilibre antioxydant/pro-oxydant, on note

les atteintes de l'intégrité de la membrane cellulaire par l'induction de la peroxydation

lipidique survenant suite à l’oxydation des acides gras polyinsaturés des membranes

cellulaires et produisant des radicaux peroxydes tels que les hydroperoxydes lipidiques et

ensuite des aldéhydes tels que le malondialdéhyde (MDA) (You et al., 2014).

Ainsi, l'analyse de l'impact des radicaux libres sur les membranes biologiques est

effectuée par un test qui permet de déterminer le degré de peroxydation lipidique par une

simple mesure spectrophotométrique du malondialdéhyde (MDA). Ce paramètre constitue

donc un indicateur précoce d’une agression étrangère et est souvent utilisé comme

biomarqueur du stress oxydatif (Giguère et al., 2003).

C'est d'ailleurs ce que nous démontrons via nos résultats. Une augmentation du taux de

MDA a en effet été observée dans les érythrocytes et les organes étudiés (foie et poumons)

témoignant ainsi de la survenue des dommages au niveau des membranes cellulaires

des différents tissus en cause. Ce résultat est en accord avec les résultats des différentes études

chez des patients asthmatiques chez qui a été mis en évidence une augmentation

de la peroxydation lipidique après traitement par divers allergènes tels que l'ovalbumine,

le LPS, les acariens…etc. (Tiwari et al., 2014 ; You et al., 2014).

Cette élévation du MDA, comme nous l'avons expliqué plus haut est due à

l’augmentation du nombre des cellules inflammatoires activées dans les alvéoles pulmonaires

qui libèrent de grandes quantités d’anions superoxydes et de peroxydes d’hydrogène. De plus,

la présence du MDA dans le tissu pulmonaire pourrait accroitre la chimiotaxie des leucocytes

et activer la libération d'histamine, perpétuant ainsi l'inflammation (You et al., 2014).

En fait, dans notre présente étude les lots BO et UD, chez lesquels seuls les extraits

de plantes ont été administrés, ne montrent aucune variation significative par rapport au lot

témoin. Les deux extraits maintiennent les systèmes de défenses antioxydant et n’influent pas

sur la peroxydation lipidique. Par contre, le traitement des rats sensibilisés à l’ovalbumine

avec la bourrache et l’ortie dans les lots O/BO et O/UD, respectivement, a permis de diminuer

le taux du MDA par rapport au lot OVA et ainsi diminuer la peroxydation lipidique dans le

foie, les érythrocytes et significativement dans les poumons (p ≤ 0,05). Ce qui peut être dû

aux effets protecteurs des molécules antioxydantes (annexe 10) contenues dans les deux

plantes contre les dommages causés par les radicaux libres au niveau des membranes

cellulaires des érythrocytes, des poumons et du foie lors de la sensibilisation avec l’OVA.
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D’autres études ont pu aussi démontrer que le traitement avec certaines plantes

médicinales et des antioxydants permet d’atténuer la peroxydation lipidique dans des cas

d’asthme expérimental (Tiwari et al., 2014 ; You et al., 2014).

Lorsqu'un état de stress s'installe dans un organisme, ce dernier met en jeu plusieurs

systèmes de défense et de lutte tel que le système du glutathion. Ainsi, le GSH est un

antioxydant clé qui protège les poumons des altérations dues aux radicaux libres. Étant donné

qu'une grande partie du stress oxydatif pulmonaire se produit sur la surface extracellulaire de

l'épithélium du poumon, où justement le glutathion est très abondant notamment dans le

liquide du revêtement épithélial des voies respiratoires (Kirkham et Rahman, 2006), il joue un

rôle principal dans la protection extracellulaire des poumons. Par ailleurs la plupart du

glutathion dans la circulation se trouve dans le globule rouge afin de préserver son rôle dans

la physiologie de l'oxygène. Le seul autre organe qui a des taux élevés de GSH est le foie

(Kirkham et Rahman, 2006).

Récemment les travaux de Migdal (2010) ont mis en évidence une signalisation

calcique induite par les allergènes, qui, bien qu’elle ne semble par directement impliquée dans

le processus d’activation, est sous le contrôle de l’induction d’ERO. Cette production d'ERO

(cytoplasmique et mitochondriale) est associée à une chute du potentiel membranaire

mitochondriale et une déplétion en glutathion (GSH) intracellulaire. De plus, ce dernier (au

niveau des cellules présentatrices d'antigène) influence la voix de réponse des cytokines Th1

et Th2, et plus précisément, une réduction du GSH inhibe la production des cytokines

associées à la réponse Th1 et/ou favorise la production des cytokines associées à la réponse

Th2 (Oh et al., 2010).

D’ailleurs, d'après la figure 85, une diminution significative du taux de GSH entre le

lot OVA et T est enregistrée qu’au niveau des poumons. Ce qui est en accord avec les

résultats de You et al., (2014). D'ailleurs, Al-Afaleg et al., (2011) ont aussi noté une

diminution des taux de GSH chez des patients asthmatiques.

En plus du fait qu’il y a une augmentation des ERO, selon plusieurs auteurs, la

conjugaison du GSH aux peptides antigéniques pourrait être la voie majeure de leur

élimination. On suppose donc que le glutathion a été utilisé pour l'élimination et la

détoxification de l'allergène administré, ce qui a engendré une baisse des taux de ce dernier

(Misso et al., 2005).
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Par contre, lors du traitement des rats sensibilisés à l'OVA avec les deux plantes, une

augmentation du taux de GSH est observée. Cette augmentation est significative dans les

poumons lors du traitement avec la bourrache (p ≤ 0,05).

On retrouve dans la littérature, maintes études qui ont abordé le traitement des rats

sensibilisés à l'OVA par des antioxydants naturels ou autres, parmi lesquelles une étude

phytothérapeutique réalisée grâce à l’extrait de Tinospora cordifolia (Tiwari et al., 2014) et

une autre (You et al., 2014) qui a abordé l’administration de la vitamine C chez des souris

exposés à l’ovalbumine. Toutes ont permis de démontrer que des taux élevés de glutathion ont

été relevés chez les souris traitées par rapport à celles exposées seulement à l’ovalbumine.

Nous pouvons ainsi déduire que dans notre étude la présence d’antioxydants dans les extraits

des deux plantes (particulièrement dans la bourrache) a permis de maintenir des taux élevés

de GSH.

On sait que ce dernier protège également la membrane cellulaire de la peroxydation

des lipides par l'intermédiaire du GPx (Lee et al., 2010a). En effet, la GPx est une séléno-

enzyme antioxydante clé qui règle le niveau des ERO par sa capacité de réduire non

seulement le peroxyde d’hydrogène en eau, mais aussi les hydroperoxydes résultants de

l’oxydation des acides gras insaturés. De cette façon, cette enzyme parviendrait à protéger les

cellules contre les dégâts générés par les agents étrangers comme l’ovalbumine (Bano et al.,

2012). Ayant besoin entre autre du glutathion pour fonctionner correctement, la diminution

significative (p ≤ 0,05) du taux de cette enzyme dans les poumons et les érythrocytes

enregistrée dans la présente étude serait principalement due à une surproduction de peroxyde

d’hydrogène et donc à l’épuisement entre autre du GSH.

Plusieurs études ont  montré une diminution de la GPx dans le sérum et les

érythrocytes des asthmatiques (Al-Afaleg et al., 2011 ; Misso et al., 1996 ; Mak et al., 2004 ;

Sackesen et al., 2008). Effectivement, en cas d’asthme la GPx est essentielle à l’élimination

du H2O2 et des produits de l’oxydation lipidique, qui sont continuellement générés lors de

l’infiltration des leucocytes dans les poumons (Mak et al., 2004). Misso et al., (1996) ont

même soutenu que l’activité réduite de cette enzyme dans le sang peut refléter des

mécanismes associés à la gravité de la pathogenèse de l'asthme. De plus, comme l'ont jadis

signalé d'autres études (Pacheco et al., 1994 : Al-Afaleg et al., 2011), nous  confirmons dans

notre présente étude aussi que la diminution de l’activité de la GPx est bel et bien corrélée à la

diminution de la GSH et l’augmentation de la peroxydation lipidique.

Ainsi, le traitement avec les plantes permet d’enregistrer une augmentation dans

l’activité de la GPx. Cette augmentation n’est significative (p ≤ 0,05) que lors du traitement
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des rats sensibilisés avec l’extrait de BO. Ceci est en accord avec les précédents résultats où

nous avons observé une augmentation significative du taux GSH chez le lot traité avec la

bourrache pouvant ainsi expliquer l’augmentation de l’activité de la GPx.

Il existe plusieurs autres antioxydants enzymatiques qui sont utilisés par l’organisme

afin de lutter contre les ERO. Nous en avons aussi mesuré la variation au cours de notre

protocole expérimental. Il s'agit plus précisément de la CAT et la SOD. On rappelle que cette

dernière fonctionne comme première ligne de défense contre le stress oxydant et convertie les

radicaux superoxydes en peroxydes d’hydrogène. Cette fonction n'est efficace que si son

activité est suivie par les actions de la CAT et la GPx, car le peroxyde d’hydrogène produit

par la SOD est subséquemment nettoyé par ces dernières (Devaki et al., 2011).

Chez les mammifères, il existe trois SOD qui sont : la SOD cytosolique (SOD1), la

SOD mitochondriale (SOD2), et la SOD extracellulaire (SOD3). Cette dernière (dite aussi

EC-SOD) est fortement exprimée dans les poumons. Elle est essentiellement associée à la

matrice du tissu conjonctif autour des vaisseaux sanguins des poumons, mais se retrouve

également à proximité des voies respiratoires et des cellules musculaires lisses vasculaires.

Son importante expression autour des voies respiratoires et du muscle lisse suggère qu'elle

pourrait jouer un rôle dans les maladies des voies aériennes tel que l'asthme. Bien que sa

relation avec l'asthme n'a pas été spécifiquement confirmé, la superoxyde dismutase

extracellulaire (EC-SOD) est fortement suspectée d'avoir une fonction importante dans le

mécanisme de l'asthme (Kirkham et Rahman, 2010). D’ailleurs une étude a prouvé que

l'administration de l’EC-SOD mimétique fait diminuer l’inflammation dans un modèle animal

d’asthme (Chang et Crapo, 2002).

Quant à l’augmentation des ERO, elle provoque des modifications biologiques

significatives au niveau des protéines et affecte la fonction de la SOD et contribue à la perte

de son activité en favorisant le dégagement du Zn de son emplacement actif (Johnson, 2011).

C'est d'ailleurs ce que nous observons lors de notre expérimentation. Le taux de la SOD

diminue significativement (p ≤ 0,05) chez les rats exposés à l’ovalbumine (lot OVA) par

rapport au taux de la SOD chez les rats témoins dans les poumons. Ce qui est en accord avec

l’étude de Benetti et al., (2012) effectuée sur des souris exposées comme nos rats

à l’ovalbumine. Dans une autre étude, Mak et al., (2004) ont aussi observé une diminution de

la SOD dans les poumons des asthmatiques et aucune variation significative dans les

érythrocytes. Deux autres études ont affirmé que la diminution de l’activité de la SOD est

associée à une obstruction du flux d’air, une hyperréactivité et un remodelage bronchique

(Comhair et al., 2005a ; Comhair et al., 2005b).
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Par contre, le traitement des rats sensibilisés à l’ovalbumine avec la bourrache,

augmente significativement (p ≤ 0,05) l’activité antioxydante de la SOD au niveau

pulmonaire. De même, le traitement avec l'ortie provoque une augmentation de l'activité de

cette enzyme dans ce même compartiment de l'ordre de 39,02%.

Comhair et al., (2005a) ainsi que Zuo et al., (2013) suggèrent que l’augmentation de

l’activité de la SOD est directement associée à une diminution du stress oxydatif, et peut ainsi

diminuer les symptômes de l’asthme tels que l’inflammation et l’obstruction des voies

respiratoires.

En ce qui concerne la catalase, une diminution de son activité chez les rats sensibilisés

comparée à ceux non-sensibilisés peut être observée dans nos résultats, indiquant une légère

perte de son pouvoir antioxydant. Ce qui est en accord avec le résultat de Tiwari et al., (2014)

sur un modèle d’asthme murin. On observe également une augmentation de l’activité de la

catalase chez les deux lots de rats exposés à l’ovalbumine et traités par les deux plantes

(O/BO et O/UD) par rapport aux rats du lot OVA, tout comme l'ont rapporté Tiwari et al.,

(2014) suite au traitement avec Tinospora cordifolia.

Cependant, comme ces variations n'ont pas atteint le degré de signification entre les

différents lots expérimentaux, ceci peut être dû, comme l'ont signalé Nadeem et al., (2003)

ainsi que Mak et al., (2004), au fait que le peroxyde d’hydrogène, formé après dismutation du

O2 par la SOD, ait été éliminé par des taux normaux de catalase et des taux élevés de

glutathion, vu que ce dernier représente le principal défenseur contre la toxicité du H2O2.

D’ailleurs, aucune corrélation significative n’est enregistrée entre les variations des taux de la

catalase et des taux des marqueurs de l’inflammation bronchique (tableau 15).

Par ailleurs, ces derniers se corrèlent positivement avec le MDA et négativement avec

le reste des marqueurs du stress étudiés (GSH, GPx, SOD et CAT), c’est à dire que

l’augmentation des paramètres de l’inflammation bronchique s’accompagne de

l’augmentation du MDA, marqueur de la peroxydation lipidique, et de la diminution du GSH

et des enzymes antioxydantes (GPx, SOD, CAT). En effet, lorsque l’inflammation bronchique

s’intensifie et par conséquent le recrutement des cellules inflammatoire augmente, il

s’accompagne par l’augmentation du taux des ERO, provoquant un état de stress oxydatif. Ce

qui explique une peroxydation lipidique élevée et la diminution d’antioxydants tels que le

GSH, GPx, SOD et la CAT.

Au niveau des sites de l’inflammation, les cellules inflammatoires telles que les

éosinophiles sont capables de générer les ERO qui contribuent aux altérations tissulaires et
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aux réactions inflammatoires. De plus, les cellules épithéliales pulmonaires sont connues pour

produire des ERO en réponse à différents stimuli environnementaux. Ces ERO oxydent les

phospholipides membranaires induisant des altérations de ses fonctions comme le transport et

la perte de sa fluidité (Lee et al., 2010a).

Ainsi, la régulation du taux des ERO durant l’inflammation permettrait de contribuer

au traitement des maladies inflammatoire pulmonaires. Nos résultats ont permis de constater

une diminution significative du recrutement des cellules inflammatoires lors de l’utilisation

des extraits de bourrache et d’ortie (lot O/BO et O/UD) par rapport au lot OVA, chez lequel

l'augmentation est significative.

Dans notre présente étude, les lots de rats O/BO et O/UD chez lesquels l’asthme

expérimental a été provoqué puis traité par des extraits aqueux de bourrache et d’ortie,

respectivement, a permis de constater une nette amélioration de l’état de stress oxydatif. En

effet, ceci a été apprécié par la diminution de la peroxydation lipidique et l’augmentation des

systèmes de défense antioxydant, qui sont plus importante lors de l’utilisation d’extrait de

bourrache, de même la corrélation entre les paramètres de stress oxydatif et de l’inflammation

bronchique est plus significative lors de l’utilisation de cet extrait (tableau 15).

Ces différents effets constatés entre les extraits des deux plantes peuvent être

expliqués par les différences en teneurs de phénols dans nos extraits, chez lesquels nous

avions démontré que l’extrait de bourrache a une quantité supérieure en phénols par rapport à

celui de l’ortie, ce qui lui a conféré un pouvoir antioxydant plus élevé. D’ailleurs, d’après le

tableau 16, nous pouvons noter qu’il existe une corrélation entre les teneurs en

phénols/pouvoir antioxydant de nos extraits et leurs effets sur l’inflammation bronchique et le

stress oxydatif. Où une teneur élevé en phénols et un fort pouvoir antioxydant sont associés à

une diminution de l’inflammation bronchique et celle de l’état de stress oxydatif.

En fin, ces résultats suggèrent aussi que les extraits de Borago officinalis et Urtica dioica

préviennent l’inflammation bronchique médiée par les ERO dans un modèle d’asthme

allergique et induit par l’OVA et que l’effet protectif de l’extrait de bourrache est relié

principalement a sa capacité de réduire le stress oxydatif généré. Ceci est en accord avec des

études effectuées sur d’autres plantes et/ou d'autres molécules antioxydantes dans un modèle

d’asthme murin (Lee et al., 2010a ; Lee et al., 2010b ; Yang et al., 2011) suggérant qu’il

existe un lien étroit entre le stress oxydatif et l’asthme et que les mécanismes redox du stress

oxydatif dans l’asthme allergique jouent un rôle clé dans la pathogenèse de cette maladie

(Jiang et al., 2014) et peuvent être une des voies thérapeutiques prometteuse.
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Conclusion

Au terme de notre présente étude, il ressort que l'analyse phytochimique sur les

extraits des deux plantes que nous avons choisies, à savoir Borago officinalis et Urtica dioica

a permis l'identification de nombreux composés (une trentaine). Parmi lesquels, certains l'ont

été pour la première fois dans la bourrache. En effet, tous les flavonoïdes ainsi que l’acide

lithospermique ont été identifiés pour la première fois dans les feuilles de Borago officinalis,

bien que déjà rapporté dans la famille des Borraginacées. Quant à l'oleuropéine, elle a été

rapportée dans notre présente étude pour la première fois dans la famille des borraginacées.

Retenons également que les deux plantes sont très riches en polyphénols, lesquels ont

des activités antioxydantes qui contribuent de manière très efficace à la prévention de

nombreuses maladies. C'est ainsi que nous avons confirmé ce potentiel thérapeutique dans la

pathogenèse du processus inflammatoire asthmatique via un modèle d'asthme expérimental

murin. En effet, nous avons étudié, en plus des marqueurs de l’inflammation pulmonaire,

quelques autres paramètres contribuant à souligner le rôle du stress oxydatif dans la

pathogénèse de l'asthme.

Dans ce contexte, nous avons appréhendé l’inflammation allergique via le dosage de

certains marqueurs spécifiques, tels que le MDA, la GSH, la GPx, la SOD et la CAT. Les

résultats obtenus suggèrent que le déséquilibre de la balance entre les radicaux libres et les

systèmes antioxydants, en faveur des premiers, est l’une des causes principales de

l’installation et l’exacerbation de l’asthme allergique. De plus, l’étude histologique démontre

clairement une infiltration inflammatoire pulmonaire qui, reflète l’effet cytotoxique local de

l’ovalbumine sur les poumons. Ces altérations structurales affectant les fonctions de cet

organe augmenteraient par conséquent la gravité de la maladie.

D'autre part, le traitement des rats sensibilisés à l’ovalbumine avec les deux plantes:

Borago officinalis et Urtica dioica traditionnellement utilisés contre l’asthme et

l’inflammation s’est avéré efficace pour soulager l’inflammation pulmonaire et ce à travers la

diminution du taux de cellules inflammatoires et l’infiltration de ces dernières au niveau

pulmonaire. Cet effet est significatif pour l’ortie et de façon plus modéré pour la bourrache.

Ainsi, l’administration des extraits de feuilles de ces deux plantes aide à lutter contre

les effets néfastes du stress oxydatif en diminuant la peroxydation lipidique d’une part, et

d’autre part, en gardant les taux des systèmes de défenses antioxydants enzymatiques (GPx,
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SOD, CAT) et non enzymatiques (GSH) proche de la normale. Cette situation permet de

rééquilibrer la balance oxydant-antioxydant et ce grâce à la composition chimique de ces

extraits, en particulier l’extrait de bourrache, riche en composés antioxydants.

Cette étude, au final, nous aura permis d'une part de justifier les indications

thérapeutiques des deux plantes locales dans l'inflammation bronchique asthmatique. D'autre

part, on pourrait envisager la valorisation du potentiel thérapeutique Algérien aux vertus

multiples en considérant d’autres plantes médicinales, au vu du savoir-faire acquis permettant

de réaliser un screening des plantes médicinales locales et en les testant dans un modèle

expérimental d'asthme puisque nous sommes les seules à le faire à ce jour en Algérie et que

beaucoup de plantes, telles que la bourache et l'ortie, n'ont jamais été testées dans un tel

modèle.

Nos résultats ouvrent également d'autres perspectives pour compléter notre travail dont

certaines sont présentées ci-dessous :

En ce qui concerne les extraits éthanoliques de nos deux plantes, une étude

supplémentaire serait nécessaire pour en évaluer directement l'effet soit dans un même modèle

d'hyperréactivité bronchique chez les rats Wistar, soit sur des cellules épithéliales bronchiques

humaines en culture. A ce titre, nous venons justement de mettre en place au niveau de notre

département et plus exactement au sein du Laboratoire de biochimie et de toxicologie

environnementale, une salle de culture cellulaire qui sera destinée très prochainement à l'étude

des effets bénéfiques des extraits de plantes médicinales sur des cellules endothéliales

humaines soumises à des situations de stress oxydatif.

Ensuite, Du point de vue méthodologique, nous pourrions élargir notre étude en

appréhendant le stress oxydant et l'inflammation via des marqueurs moléculaires. En effet, les

ROS peuvent induire une réponse inflammatoire en médiant/activant des kinases sensibles au

stress, lesquelles activent des facteurs de transcription nucléaires sensibles au redox tels que

nuclear transcription factor Kβ (NFKβ). Ces facteurs de transcription, essentiels pour

l’expression de gènes inductibles associés avec les réponses inflammatoires et immunitaires,

peuvent facilement être étudiés par la technique du western blot.
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Annexe 3: Quelques structures de composés phénoliques.
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OH
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C(CH3)3(H3C)3C

Annexe 4 : Structure du BHT.

Annexe 5 : Composition de l’alimentation pour 1 kilogramme d’aliment de l’ONAB (Office

Nationale des Aliments de Bétails) de Bejaia.

Matière alimentaire Quantité en g/kg d'aliment Pourcentage (%)

Mais 620 62

Soja 260 26

Phosphate 16 1.6

Calcaire 9 0.9

Cellulose 10 1.0

Minéraux 10 1.0

Vitamines 10 1.0

Annexe 6: Détermination de la dose d’extraits administrés aux rats.

Le but du travail a été de tester l’extrait utilisé traditionnellement selon Beloued

(1998) ; la préparation de la tisane de bourrache et d’ortie est de 60g dans 1Litre d’eau en

utilisant la méthode décrite dans le chapitre matériels et méthodes. La dose a été déterminée

en calculant la moyenne de tisane bue par rapport à la moyenne du poids des rats par jour et

exprimé en g tisane/Kg PC rats/jr.

O OHO

OH3C

Annexe 7 : Structure de la scopolétine.
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Annexe 9 : Structure des anthocyanidines.

Annexe 10 : Quelques activités biologiques connues des composés identifiés.

N° des tab. et des
composés

Nom du composé Activité biologique Références bibliographiques

Acides phénoliques (incluant les dérivés)
Tableau 10 : 17
Tableau 11 : 7

Acide caféique Antioxydant Gülçin, 2006
Anti-inflammatoire Grunberger et al., 1988
Immunomodulateur Grunberger et al., 1988

Tableau 10 : 4 l’acide p-
hydroxyphényl lactique

Anti-inflammatoire Liu et al., 2014

Tableau 11: 10 Acide férulique Anti-inflammatoire Graf, 1992

Tableau 10 : 6 Acide lithospermique Antioxydant Damase et al., 2014
Ext. aqueux d’UD
(Güler, 2013)

Acide gallique Antioxydant Yen et al., 2002
Locatelli et al., 2014

Anti-inflammatoire Kroes et al., 1992
Locatelli et al., 2014

Antiallergique Kim et al., 2006
Coumarines

Tableau 11 : 1 Ombélliférone Antioxydant Ramesh et Pugalendi, 2006
Antiallergique Vasconcelos et al., 2009

Ext. aqueux d’UD
(Güler, 2013)

Scopolétine Antioxydant Malik et al., 2011
Antiallergique Cheng et al., 2012
Anti-inflammatoire Ding et al., 2008

Flavanol (incluant glucosides et dérivés)
Tableau 10 : 12 Catéchine antioxydant Higdon et Frei, 2003

Inhibition of LDL Oxidation Andrikopolous et al., 2003
Prevention of Plasma Oxidation Lotito et Fraga, 1998

Flavone (incluant glucosides et dérivés)
Tableau 11 :
14, 15

Apigénine Antioxydant Begum et Prasad, 2012
Anti-inflammatoire Narayana et al., 2001
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Tableau 10: 10 Lutéoline Antioxidant Francisco and Resurreccion, 2008
Vasorelaxant Narayana et al., 2001
Anti-inflammatoire Narayana et al., 2001

Tableau 11 : 6 Baicaléine Antioxydant Peng-fei et al., 2013

Flavonol (incluant glucosides et dérivés)
Tableau 10 : 7, 11 Quercétine Antioxydant Francisco et Resurreccion, 2008

Vasodilatateur Pérez-Vizcaíno et al., 2002
Anti-inflammatoire Kobuchi et al., 1999
Antiallergique Narayana et al., 2001

Tableau 10 : 19 kaempférol Antioxydant Francisco and Resurreccion, 2008
Vasodilatateur Pérez-Vizcaíno et al., 2002
Anti-inflammatoire Narayana et al., 2001
Antialergique Narayana et al., 2001

Tableau 11: 2 Isohamnétine Antioxidant Yokozawa et al., 2002
Vasodilatateur Pérez-Vizcaíno et al., 2002
Anti-inflammatoire Ahmed et al., 2005

Flavanone (incluant glucosides et dérivés)
Tableau 10 : 21 Narangénine Antioxidant Francisco and Resurreccion, 2008

Vasorelaxant Narayana et al., 2001

Tableau 11 : 5 Eriodictyol Antioxydant Areiasa et al., 2001
Vasodialtateur Ramón Sánchez de Rojas et al., 1999

Anthocyanidines
Ext. aqueux d’UD
(Güler, 2013)

Antioxydant Yue and Xu, 2008

Séco-iridoïdes
Tableau 10 : 13 Oleuropéines Antioxydant Jemai et al., 2008

Vasodilatateur Visioli et al., 1998

Lignanes
Ext. aqueux d’UD
(Güler, 2013)

Secoisolariciresinol Antioxydant Prasad et al., 2000

Caroténoïdes
Ext. aqueux d’UD
(Güler, 2013)

Antioxydant Stahl et Sies, 2003
Anti-inflammatoire Ciccone et al., 2013

Stérol
Tableau 10 : 9 Sitostérol Antioxydant Conforti et al., 2008

Annexe 11 : Liste des réactifs chimiques spécifiques utilisés.

Réactifs Nom complet (code) Firme
Acide ortho-phosphorique 85% ------- Sigma Aldrich

BHT Hydroxy toluéne butylé Sigma Aldrich

Bleu de Coomassie ------- MERCK

BSA Bovine Serum Albumine lyophilized Fluka

DTNB Acide 5-5’-dithiobis-2-nitro benzoique Sigma Aldrich

GSH Glutathion Sigma Aldrich

Methionine L-Méthionine Biochem. Chemopharma

NBT Nitro Blue Tetrazolium Sigma Aldrich

Riboflavine ------- Biochem. Chemopharma

TBA Acide thiobarbiturique Sigma Aldrich

TCA Acide trichloracétique Sigma Aldrich
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Annexe 12 : solution utilisées pour le dosage des paramètres du stress oxydant et l’étude

histologique.

SOLUTIONS COMPOSITIONS QUANTITES

Solution de lavage
(pH=7,4)

- KH2PO4.
- NaCl.

- Eau distillée.

- 1,36 g.
- 9 g.

1 litre.

Solution de BRADFORD
- Bleu de Coomassie (G-250).

- Ethanol 95%.
- Acide ortho-phosphorique.

- Eau distillée.

- 100 mg.
- 50 ml.
100 ml.
1 litre.

Tampon phosphate
(pH=7,4)

- Tris 50 mM.
- NaCl 150 mM.

- 6,057 g.
- 8,775 g.

TCA-BHT
- TCA.
- BHT.

- Eau distillée.

- 20 g.
- 1 g.
- 100 ml.

Tris-TBA
- Tris.
- TBA.

- Eau distillée.

- 0,315 g.
- 1, 729.
- 100 ml.

Tampon TBS
(pH=7,4)

- NaCl 150 mM.
- Tris 50 mM.
- Eau distillée.

- 4,387 g.
- 3,028 g.
- 500 ml.

GSH - GSH.
- Eau distillée.

- 0,491 g.
- 16 ml.

DTNB - DTNB.
- Eau distillée.

- 5,151 g.
- 13 ml.

TCA - TCA.
- Eau distillée.

- 0,4 g.
- 40 ml.

H2O2

(30V)
- H2O2.

- Eau distillée.
- 130 µl.
- 1litre.

Bouin alcoolique
(100ml)

- Solution d’acide picrique 1% dans
l’éthanol à 95%.

- Formol.
- Acide acétique.
- Eau distillée.

- 45 ml.

- 26 ml.
- 07 ml.
- 22 ml.

Alcool acide
(Coloration)

- Alcool éthylique à 70%.
- HCl.

- 100 ml.
- 50 ml.

Eau ammoniacale
(Coloration)

- Ammoniaque.
- Eau distillée.

- 2 ml.
- 100 ml.
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