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

extraits de plantes médicinales : Borago officinalis et Urtica dioica traditionnellement utilisés contre
I’asthme et I’inflammation et ce dans |le cadre d'un asthme induit expérimental ement.

Dans un premier temps, des rats méles adultes de la souche Wistar ont été sensibilisés avec
I’ovalbumine (OVA) et parallelement traités a 1’extrait le plus proche de I’utilisation traditionnelle
c’est-a-dire par les extraits aqueux des deux plantes.

Afin de mesurer I’intensité de I’inflammation bronchique, les taux en cellules inflammatoires
et en interleukine 4 (IL-4) dans le sérum et le liquide du lavage broncho-alvéolaire ont éé mesurés,
ainsi, qu’une étude histopathologique sur des coupes pulmonaires est effectuée. D’autre part, les
parameétres 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 mémes tissus.

La sensibilisation par I’OVA provoque une peroxydation lipidique intense aussi bien dans les
poumons gu'au niveau du foie et des érythrocytes. Tout comme I’activité des systémes antioxydants
enzymatiques, GPx, SOD et CAT, et non enzymatique, GSH, ont été réduit. Toutefois, I'administration
des extraits agueux 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 é&é montré
que I’extrait aqueux de bourrache est plus efficace que 1’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'a I’inverse,
I’extrait aqueux de ’ortie a été plus efficace dans la réduction de 1’inflammation alergique, provoquée
par POVA en réduisant significativement ’infiltration et le recrutement de cellules inflammatoires
dansle tissu pulmonaire.

Par la suite, les extraits aqueux et des extraits éhanoliques des deux plantes ont été éudiés
pour leur profil phénolique et leur capacité antioxydante in vitro. Il s’avére que le pouvoir antioxydant
est corrdé a la teneur en composés phénoliques. Le rééquilibre de la balance entre oxydant-
antioxydant lors de I’administration des plantes, qui permet entre autre d’atténuer les symptomes de
I’asthme est probablement attribué a 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.
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Abstract

The aim of the present work is to study the anti-asthmatic and anti-oxidant effects of two
medicina 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 histopathol ogy
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 anadyzed in the lungs, liver, and erythrocytes. The lipid peroxidation

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

The OV A 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 agueous extracts of the two plants significantly reduced
MDA levels and has had a beneficia 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 cellsin the lung tissue.

Then, the agueous extracts and ethanol extracts of both plants were studied for their phenalic
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 aleviating the symptoms of asthma is probably due to the antioxidant and anti-

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

K ey words: asthma, Borago officinalis, Urtica dioica, ovalbumin, oxidative stress, polyphenals.
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Introduction

L’asthme est une maladie inflammatoire complexe qui constitue un important probleme
de santé publique. En effet, il s'agit de I’'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, ou
[’urbanisation continuelle et 1’occidentalisation du mode de vie contribueraient a
['augmentation de la prévalence de cette maladie, on enregistre un million et demi de personnes
asthmatiques avec 1000 déces par an (Engquéte Nationale Santé -TAHINA-, 2007).

Au cours de la pathol ogie asthmatique, I’exposition allergénique figure en téte parmi les
facteurs environnementaux les plus importants dans la génése et I’expression de la maladie
(Louis et al., 2012). En effet, lorsgu'un alergene pénétre par la surface des muqueuses des
bronches, il est pris en charge par le systéme immunitaire qui produit des anticorps de type IgE.
Ces derniers sensibilisent les mastocytes de fagon a ce que lors d'une exposition ultérieure au
méme allergene, ce dernier est immeédiatement reconnu par ces IgE et il Sen suit une libération
en cascade de médiateurs préformés. Ces substances provoguent une broncho-constriction, la
sécrétion de mucus et le rétrécissement du diamétre de la bronchiole entravant ainsi la
respiration chez les individus asthmatiques (Wu et al., 2014). Au cours de la génése de
I'asthme, il a été prouvé gqu'un déséquilibre prononcé entre les éléments antioxydants et
oxydants en faveur de ces derniers contribueraient a aggraver la physiopathologie de |'asthme
par le stress oxydant (Koshy et al., 2014).

Durant plusieurs décennies, le traitement de I’asthme a été considérablement amélioré,
surtout gréce a la disponibilité de plusieurs classes de médicaments ayant des mécanismes
d’action différents (Chu et Drazen, 2005). Parmi lesquels ceux a base de plantes médicinales
douées de propriétés antioxydantes. C'est ainsi que la phytothérapie sest développée dans les
pays industrialisés, ou 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 a des compléments aimentaires a base de plantes (Chaabi,
2008).

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

ressources économiques ainsi que I'accroissement des difficultés d'accés aux soins primaires.



C'est dors que beaucoup de patients asthmatiques se sont tournés vers les traitements

traditionnels a base de plantes médicinales locales.
Quand elle n’est pas un choix, la phytothérapie est donc une nécessité.

Notre objectif a ét¢ donc d’essayer de valider scientifiquement les usages traditionnels
antiasthmatiques de deux plantes endémiques: la bourache Borago officinalis (une plante
commune, endémique, tres répandue en lisiere de foret, sur les bords des chemins et dans les
décombres) et I'ortie Urtica dioica (une plante herbacée vivace de la famille des Urticacées,
trés commune, et tres répandue).

Pour cela, nous avons étudié 1’effet des extraits se rapprochant le plus de l'usage
traditionnel, a savoir les extraits aqueux en utilisant un modéle 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 hous proposons dans une premiere partie théorique de cette présente étude
de dével opper les points suivants :

» La maadie asthmatique: une définition, quelques données épidémiologiqueset les
facteurs impliqués dans 1’expression et le développement de la maladie.

» La Réaction inflammatoire asthmatique, les acteurs cellulairesimpliqués et les
meédiateurs de I'inflammation asthmatique.

> Le stress oxydatif : les systémes de défenses enzymatiques et non enzymatiques, les
dégéts et les biomarqueurs du stress oxydant.

» Les composés phénoliques d’origines végétales : les différentes classes de phénols, les
propriétés biologiques et intéréts thérapeutiques.

Dans la partie expérimental e, nous nous proposons d'évaluer :

» L’activité antioxydante et la quantité en polyphénols des extraits de Borago officinalis
et dUrtica dioica.

» Lacomposition qualitative des extraits des deux plantes par LC MS/MS.

» Les effets cytotoxiques de 1’ovalbumine et son implication dans 1'induction d’un stress
oxydant chez des rats Wistar sensibilisés au cours d’un protocole d’asthme expérimental
par I’injection intra-péritonéale de 1’allergéne puis son inhalation.

> Les effets du traitement de ces rats sensibilisés a 1’ovalbumine par les extraits de la
bourrache et de I’ortie, d’une part, sur I’inflammation bronchique et d’autre part sur le

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

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), I'asthme (du grec asthmainein,
signifiant « étre 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 probléme de santé publique des plus importants dans le monde. Sa chronicité, engendrant la
prescription de médicaments a vie, a donné lieu a I'émergence d'une médecine paralléle basée

sur des remedes naturels.

1.1. Epidémiologie
Le Global Asthma report et I’OMS estiment que 1’asthme a atteint environ 334 millions

de personnes dans le monde en 2012, et que sa fréquence augmente régulierement 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 décés dus a l'asthme surviennent dans
les pays en développement et pres de 8 % de la population souffrirait d'asthme dans la région
de laméditerranée orientale (The Global Asthma Report, 2014).

En Algérie, la prévalence de 1’asthme est de 3,45% selon une étude menée par Nafti et
al., (2009). L’asthme entraine 1000 déces par an et vient en troisieme position aprés
I’hypertension artérielle et le diabéte sucré avec une prévalence de 9% et une morbidité de

3,75% (Enquéte Nationa e Santé -TAHINA-, 2007).

1.2. Facteurs étiologiques de I'asthme
L’asthme est un syndrome multifactoriel. Chaque facteur étiologique de 1’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 I’asthme. Il s'agit de

I'aptitude anormale d'un individu a synthétiser des immunoglobulines E (IgE) spécifiques
dirigées contre les alergénes environnementaux. L'atopie est ainsi la premiére cause de
I'asthme, puisqu'elle en est responsable dans environ 80% des cas. En effet, plus de 100 géenes
ont été associés a I’asthme (Ober et Hoffjan, 2006). En 2009, 43 genes ont été confirmés grace

a des études génétiques d’association. La plupart de ces geénes sont des genes impliqués dans



I’inflammation tels que les interleukines-4, -10 et -13 (IL-4, IL-10 et IL-13), ’interféron (IFN)
et le Tumour Necrosis Factor (TNF) (Weiss et al., 2009).

1.2.2. Les facteurs déclenchants

Bien que I’atopie semble étre le paramétre le plus fortement corrélé a son
développement, 'asthme demeure une pathologie d’origine multifactorielle. Il peut ainsi étre
cause par divers facteurs (figure 1), tels que:
- Les poussieres 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 trés allergisants
mais également le lapin, lasouris, lerat, le cheval et le chien.
- Les moisissures provenant de champignons présents a ’intérieur des maisons, dans les
conduits d’aération et de climatisation ainsi qu’autour des conduites d’eau.
- Il existe égaement toute une série d’aliments qui sont tres allergisants pouvant étre
responsables de crises d’asthme, tels que : I’ceuf, le lait de vache, le poisson, les crustacés, les
mollusques, les carottes crues, le céleri et les cacahuetes.
- Parmi les allergenes présents dans 1’air extérieur, les pollens sont trés souvent en cause dans
les dlergies respiratoires.
- La pollution atmosphérique joue également un réle 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 agriennes par des virus ou des bactéries constituent également un
facteur important.
- Les dlergenes, dits professionnels, présents sur le lieu de travail peuvent entrainer
I’apparition de 1’asthme, comme la farine de blé pour les boulangers, les poussieres de bois
pour les ébénistes... etc.
- Enfin, I’exer cice physique, réalisé dans un milieu ou I’air est froid et sec, peut étre un facteur

provoquant 1’asthme d’effort (Butcher, 2006).
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Figure 1. Les différents types de facteurs déclenchant présents dans I’environnement

1.3. Sensibilisation allergénique
L’inhalation de I’allergéne par des sujets asthmatiques atopiques provoque une

broncho-constriction sous forme d’une réponse biphasique :

- La réponse aigue a ’allergeéne, qui se développe 10 minutes aprés I’inhalation de 1’allergene
atteint un pic environ 30 minutes apres la provocation et disparait généralement dansles1 a3
heures qui suivent.

- Quant a la réponse tardive a 1’allergéne, elle constitue une seconde période de broncho-
constriction qui commence environ 4 a 6 heures apres 1’exposition a 1’allergéne et peut durer
jusqu’a 12 heures ou plus.

Ce sont les IgE qui interviennent dans la physiopathologie de 1’asthme en tant que
support de la réaction d’hypersensibilit¢ immédiate. Comme dans toutes les réponses
d’hypersensibilité, il existe deux phases immunologiques. Une premiere phase de
sensibilisation / immunisation conduit a la synthése des IgE spécifiques. Elle est cliniquement
muette. La deuxieme phase, dite «effectrice», est cliniquement symptomatique, liée a
I’activation immédiate par 1’allergéne des cellules (principalement mastocytes) porteuses des
IgE aleur surface (Figure 2).



Au premier contact avec I’allergene (le contact sensibilisant), les cellules
dendritiques, présentatrices d’antigéne, captent 1’allergéne, migrent dans les ganglions
lymphatiques et le présentent a la sous-population des lymphocytes Th2. Ces derniers activés
liberent I’IL-4 et ’IL-13 qui stimulent la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes
produisant des IgE spécifiques.

Au deuxieme et aux suivants contacts avec I’allergene (les contacts declanchants de
la symptomatologie), la fixation de 1’allergéne sur I’IgE de la surface du mastocyte et la
formation du complex alergéne-IgE déterminent la dégranulation mastocytaire conduisant  a
-la phase immédiate- la libération de médiateurs préformés stockés dans les granules
secrétoires (histamine principalement, chimiokines et cytokines...) et a la néosynthése de
meédiateurs lipidiques et protéiques (les médiateurs lipidiques sont dérivés des phospholipides
de la membrane des granulations qui contenaient les meédiateurs préformés, représentés
essentiellement par des prostaglandines variées et les leucotrienes aors que les médiateurs
protéiques sont principal ement des cytokines).

La sécrétion a court terme de médiateurs chimiotactiques par les mastocytes, les
macrophages alvéolaires et peut-étre les cellules épithéliales pourrait aussi étre impliquée dans
le développement de la réaction tardive a I’allergéne qui est caractérisée par un afflux de

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

Les €osinophiles sont trés importants car ils résultent de la libération d’une multitude de
meédiateurs pro-inflammatoires qui causent la contraction du muscle lisse, 1’hyperréactivité
bronchique, I’hypersécrétion de mucus, la vasodilatation et I’augmentation de 1’écoulement
vasculaire avec la production d’un cedéme. IIs sont tous caractéristiques des pathophysiologies

observées durant laréponse retardée (Strek et Leff, 1997 ; Hoarau et al., 2011).
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Figure 2. La pathogenése de I'asthme bronchique (Modifié d’aprés Girodet et Tunon de Lara, 2007)
1.4. Inflammation et remodelage bronchique

Au niveau bronchique, 1’asthme est caractérisé par une inflammation de type Th2 avec
une augmentation du nombre d’éosinophiles dans les parois bronchiques, 1’inflammation
bronchique est quasi constante. L’cedéme (composante vasculaire) intéresse I’ensemble des
voies aériennes ; il peut se congtituer et disparaitre rapidement ; il pourrait étre responsable des
variations rapides du calibre bronchique (Wegmann, 2009) (Figure 3).

L e concept de remodel age bronchique désigne les changements qui surviennent dans les

tissus respiratoires du sujet asthmatique, provoquant une obstruction bronchique caractérisée
essentiellement par les é éments suivants::
L e muscle lisse bronchique entourant I’ensemble des voies aériennes est hypertrophié chez le
sujet asthmatique, ce qui entraine une obstruction bronchique (mécanique). En effet, des études
ont prouvé I’existence d’une hyperplasie dans les grandes voies respiratoires et une
hypertrophie tout au long de I’arbre bronchique et en particulier dans les voies périphériques
des asthmatiques, mais |es mécanismes étiol ogiques restent inconnus.
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L es glandes a mucus sont hypertrophiées et participent a 1’augmentation de 1’épaisseur de la
paroi bronchique en |'obstruant physiquement. De plus, les cellules productrices de mucus
favorisent la formation d'un bouchon muqueux et une diminution du débit d’air par
I’hypersécrétion de mucus (Kim et al., 1997).

La métaplasie des cellules épithéliales en cellules caliciformes contribue a I’hypersécrétion
du mucus.

Malgré d'importants efforts de recherche, les mécanismes qui causent |e remodelage des
voies respiratoires restent incertains. Cela est di probablement aux difficultés d’obtenir un
ensemble de données a long terme. En outre, la différenciation entre les cytokines, des
chimiokines et les cellules inflammatoires responsables de réponses aigué ou chronique est
difficile. Néanmoins, il semble que plusieurs médiateurs inflammatoires sont visiblement en
relation avec les processus de remodelage (Minshall et al., 1997).

Anatomy of an Asthma Attack
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Figure 3. Représentation d’une bronche saine (a) et d’'une bronche d'un sujet asthmatique (b)

(Encyclopédie Britannica, 2001).



1.5. Marqueurs de l'inflammation bronchique

1.5.1 Médiateurs de la réponse immunitaire

Il s’agit principalement des médiateurs suivants :

- Histamine : il sagit 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 entraine aussi une extravasation
vasculaire également dépendante des récepteurs H1, et par conséquent, un cedéme muqueux qui
participe al’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 |'asthme et
déterminer probablement sa sévérité. Les cytokines dérivant du Th2 incluant I’IL-5, qui est
nécessaire pour la différenciation et la survie des €osinophiles ; I’IL-4 favorise la migration des
€osinophiles 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 derniére associée avec 1’IL-13 sont importantes pour la production d'IgE.

De plus, I’'[L-13 qui peut étre secrétée par les lymphocytes T, les mastocytes, les
basophiles et les cellules épithéliales des voies respiratoires semble également jouer un role
dans la réparation des cellules épithéliales ainsi que la métaplasie des cellules caliciformes.
L’IL-1B et le facteur-o de nécrose de tumeur (TNF-a)) 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 popul ations leucocytaires requises vers le tissu enflammé. Elles sont sécrétées
par de nombreuses cellules sentinelles apres stimulation par des signaux de dangers.

- Les médiateurs lipidiques de I’inflammation : Lorsque qu’une cellule (phagocyte ou
mastocyte) détecte un signal de danger, la phospholipase A2 est activée (via la stimulation par
le TNFa). Cette enzyme transforme les acides gras de la membrane plasmique de la cellule
en leucotrienes, prostaglandines et PAF. Ces composés sont chimiotactiques pour les
neutrophiles et les macrophages, et induisent aussi 1’augmentation de la dilatation des
vaisseaux et leur perméabilité, facilitant I’arrivée (Diapédése) des leucocytes sur le site de

I’inflammation.



- Les protéines de la phase aiglies : Elles sont produites par |es hépatocytes (cellules du foie)
au moment de la phase aigiie de I’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 pathogenes par les macrophages. La CRP
est produite rapidement en réponse a 1’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’hydrogene (H2O,) dans les exhalations condensées, 1’oxyde
nitrique (NO) dans I’air exhalé ou encore la 8-iso prostaglandine Fa2 (8-isoPGF2a) 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 phénomenes de phagocytose de I'allergene induisent une augmentation de
la consommation d’oxygene par ces cellules qui générent, par réduction de 1’oxygene, des
anions superoxyde (O5), lesquels se transforment en H,O, soit spontanément soit sous 1’action
catalytique de la superoxyde dismutase (SOD) (Leemans et al., 2009). Le H,0O, traverse
aisement les membranes biologiques, pour se retrouver dans les fluides corporels, notamment le
liquide épithélial tapissant la surface des voies aériennes (Figure 4).

Ains au niveau de ces membranes se produit une augmentation de la peroxydation de
I'acide arachidonique générant les isoprostanes tel que le 8-isoPGF2a qui sont des isoméres des
prostaglandines générant un stress oxydant pulmonaire.

Par ailleurs, le monoxyde d’azote ou I'oxyde nitrique (NO) est un radical libre produit
par oxydation de ’arginine sous ’action d’une famille d’enzymes, les NO synthases ou NOS
(Favier, 2003). Parmi ces derniéres, certaines sont inductibles et générent, au cours de
I’inflammation, des quantités importantes de NO dont les propriétés inflammatoires sont : la
vasodilatation, I'eedéme et I'érythéme. En fait, le NO réagit avec 1’anion superoxyde (O2) pour
former le peroxynitrite (ONOQO") (Sackesen et al., 2008) (voire chapitre suivant).

D’autre part, I’ampleur du stress oxydatif peut étre aussi exprimée par le dosage des
antioxydants endogenes, enzymatiques (tels que la SOD, GPx, CAT..) et non enzymatiques (tel
gue le glutathion) (voire le second chapitre), ces derniers luttent afin de diminuer ’excés de

ROS généré,
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Figure 4. Role des radicaux libres oxygénés et des espéces réactives de I'azote dans la physiopathologie de I'asthme

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

Le stress oxydatif, d0 & l'excés 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 systemes antioxydants.

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

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

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

1.1. Les espeéces réactives de I'oxygene
Le métabolisme de 1’oxygéne génére, intentionnellement ou pas, des espéces chimiques

hautement réactives appelées « especes réactives de I’oxygene (ERO) », parmi lesquelles on

trouve des radicaux libres (Oz¢-, OHe, RO>¢) et des especes non radicalaires (H,O,, ROzH).

Les especes oxygénées réactives radicalaires

a. Le radical superoxyde, O,

L’anion superoxyde est une ERO primaire, formée par l'acquisition d’un électron par
I’oxygéne moléculaire. Radical ayant la réactivité la plus faible parmi les radicaux libres du
stress oxydant, il est généré a partir de différentes sources dans les conditions physiologiques et
physiopathol ogiques (Gardes-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’hydrogéne :

20," +2H" — O + H0O;,

Bien que le radical superoxyde ne soit pas considéré comme particulierement réactif,
son principal danger vient de sa réaction de neutralisation productrice de peroxyde d’hydrogene
ou d’acide hypochloreux nettement plus puissants.

La mitochondrie est la source principale d’anion superoxyde dans les cellules en
conditions physiologiques. Les peroxysomes ains que le cytochrome P450 constituent
également des sources endogénes d’O,". Il existe également des sources exogénes d’anion
superoxyde comme la fumée de cigarette ou les radiations ionisantes particulierement

impliquées dans les pathol ogies pulmonaires (Lambert et Brand, 2009).
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b. Le radical hydroxyle, HOe

Comme indiqué précédemment, le radical hydroxyle est formé a partir du peroxyde
d’hydrogene au cours de la réaction de Fenton ou a partir de 1’anion superoxyde dans la
réaction d’Haber-Weliss :

H,0,+ O," — O, + 'OH + HOe

HOe est considéré comme I’ERO la plus réactive. Le radical hydroxyle est produit
durant I’inflammation en grande quantité lors des interactions entre 1’anion superoxyde et
I’acide hypochloreux, entre ’acide hypochloreux et les ions ferreux (Fe?*) ou le peroxyde
d’hydrogéne et le monoxyde d’azote. Cette espece chimique particulierement réactive joue un
réle 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 I’addition de 1’oxygéne
sur les radicaux centrés sur le carbone (Re). Les radicaux Re sont issus de ’action des radicaux
hydroxyles sur les substrats biologiques (par arrachement d’atome d’hydrogeéne ou addition sur
les doubles liaisons).
Re + O, — RO,

Sa réactivité se situe entre 1’anion radical superoxyde et le radical hydroxyle.

d. Le radical secondaire alkoxyles ROe
[l est produit suite a la décomposition de I’hydroperoxyde RO2H, issu de 1’oxydation de

substrat RH, par des cations métalliques.

Les especes oxygénées non radicalaires

a. loxygene singulet ‘0,,
Il s’agit de la forme diamagnétiquel9 de ’oxygene. Il est produit en présence de
rayonnement UV ou par les leucocytes. Bien qu’il ne soit pas un radical, il joue un role dans le

vieillissement cutané et certaines maladies liées a I’age (Hennebelle, 2006).

b. Le peroxyde d’hydrogéne, H,0,
Bien que le peroxyde d’hydrogeéne ne puisse étre considéré comme un radical au sens
propre, cette molécule dérivée de I’oxygene joue un rdle central dans le phénoméne du stress

oxydant. Tout systéme produisant le radical superoxyde générera par voie de consegquence du
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peroxyde d’hydrogéne. Ce dernier est généralement considéré comme une ERO relativement
fable mais hautement réactive, en particulier dans sa capacité a réagir avec les ions
partiellement réduits Fe** et Cu* formant le radical hydroxyl dans la réaction de Fenton
(Wardman et Candeias, 1996) :

H,0, + F&*" — *OH + Fe’* + OH

c. L’acide hypochloreux, HOCI

Comme le peroxyde d’hydrogene, I’acide hypochloreux ne rentre pas dans la définition
stricte du radical. Cependant, au cours de I’inflammation, la métabolisation du peroxyde
d’hydrogéne en acide hypochloreux par I’enzyme MPO (myéloperoxydase : enzyme hémique
présentant une activité de chloration) est élevée. Cet acide est un agent chlorant et un oxydant
fort.

H.,0,+ ClI" + H" — HOCI + H,0O
L’acide hypochloreux est considéré comme 100 a 1000 fois plus toxique que le radical

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

1.2. Les espéces réactives de l'azote
Par analogie avec les especes réactives de 1’oxygene, les métabolites dérivés de 1’azote

sont nommes especes réactives de 1’azote.

a. Le monoxyde d’azote, e NO

Le monoxyde d’azote est produit de mani¢re endogene lors du métabolisme de
I’arginine par les « nitric oxide synthases » (NOS) dans des conditions physiologiques et
physiopathologiques. L’isoforme inductible iNOS de I’enzyme peut étre 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’excede pas quelques secondes, il n’est donc pas particulierement délétere pour les structures
cellulaires. Magré son role protecteur vis-avis du stress oxydant en limitant la
lipoperoxydation et ses effets anti-inflammatoires, il est paradoxalement impliqué dans de
nombreuses pathologies telles que le diabete, le cancer et les |ésions neuronales dégénératives.
De plus, le *NO peut interagir rapidement avec 1’anion superoxyde et produire du peroxynitrite
beaucoup plus réactif et délétére que ses précurseurs (Blanc et al., 2005).

*NO + O, — 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 premicre résulte d’imperfections de la chaine respiratoire mitochondriale qui produit par
réduction monoél ectronique des ERO.
- La deuxieme 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 1’oxygéne selon la réaction :

NAD(P)H + 2 O,— NAD(P)" + H" + 2 O,”

L es cytochromes P450, accepteurs terminaux d'électrons du complexe (IV) de la chaine

de transport des électrons, situés dans la membrane mitochondriale, catal ysent laréaction :
O,+4€ +4H" - 2H,0
Cette chaine de transport laisse fuir une certaine proportion d'éectrons, environ 2 %, qui vont
réduire partiellement |'oxygene pour aboutir alaformation du radical superoxyde:
O,+1€ - 0y

Compte tenu de I’intense activité de la chaine respiratoire dans les organismes agrobies,
cette fuite d’électrons semble devancer les activités de la NAD(P)H. De plus, dans les
mitochondries, 1’oxydation de coenzymes, telles que les flavoprotéines réduites, s’accompagne
d’une perte de protons et d’électrons qui, par ’intermédiaire de la chaine de transport, sont
ensuite transférés a 1’0, (Delattre et al., 2005).

D’autres sources peuvent également jouer un role dans la production de radicaux
comme la xanthine oxydase qui réduit 1’oxygéne moléculaire en ion superoxyde, les
peroxysomes qui possédent plusieurs enzymes sources de peroxyde d’hydrogene et les lipo-
oxygénases, enzymes de la voie de 1’acide arachidonique qui permettent notamment la synthese
des prostaglandines, oxydent les acides gras pour donner des hydro-peroxydes d’acide gras
insaturés. Les principaux sites de production d’espéces réactives de 1’oxygéne et de 1’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).
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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

I’accumulation de radicaux libres dans I’organisme.

L’oxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO2) présents dans notre environnement
(tabagisme, radiations ionisantes, champs éectriques, polluants industriels...), ainsi qu’une
alimentation « chimiquée » (raffinée, riche en graisses saturées et en sucre...), sont autant
d’¢léments favorisant la genése de radicaux libres. Les rayonnements UV sont capables

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

3. Mécanismes d’action des especes réactives oxygénées et le

stress oxydant ou oxydatif
Les EOR et ERN sont connues pour jouer un double role dans les systémes biol ogiques,

puisqu’elles peuvent étre alafois nocives mais aussi bénéfiques, voire indispensables pour les
organismes vivants:
- Bénéfiques, lorsqu’elles sont impliquées dans des réles 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 systémes de
défense : c’est le stress oxydatif (figure 6).

Les ERO et ERN induisent des atteintes oxydatives sur des composés cellulaires et
extracellulaires en général proches de leur site de production du fait de leur demi-vie
relativement courte (Valko et al., 2006).
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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 phénomene. Les acides gras polyinsaturés ains que les
phospholipides membranaires sont les cibles privilégiées des attaques oxydatives. Les
membranes sont plus particuliérement visées par le radical hydroxyle capable d'arracher un
atome d'hydrogéne sur les carbones situés entre deux doubles liaisons pour former un radical
diéne conjugué, oxydé en radical peroxyle. Cette réaction de peroxydation lipidique forme une
réaction en chaine, car le radical peroxyle formé se transforme en peroxyde au contact d'un
autre acide gras qui forme un nouveau radical diene conjugué. Ce processus génere des
hydroperoxydes qui peuvent continuer a soxyder et a se fragmenter en aldéhydes et en alcanes
(éthane, éthylene, pentane). Le radical peroxyle peut, quant a lui, libérer différents aldéhydes
toxiques dont I'hydroxynonénal ou le malondialdéhyde (MDA). Ce dernier, dont la structure est
représentée dans lafigure 7, est le produit le plus étudié de la dégradation des LPO en raison de
son caractére mutagene et athérogene (Thérond et Bonnefont-Roussel ot, 2005).
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Figure 7. Structure chimique du MDA

(Cadet et al., 1998).

Ainsi un unigue événement oxydatif peut altérer de nombreuses molécules lipidiques et
induire une accumulation d'hydroperoxydes dans les membranes ce qui réduira leur fluidité
ainsi que I’activité des protéines transmembranaires. La réaction en chaine de la peroxydation
lipidique peut étre prévenue par la vitamine E (a- tocophérol) intercalée dans la bicouche
lipidique des membranes qui joue le rdle de donneur d’hydrogéne. En effet, la vitamine E
transforme les radicaux peroxyles en hydroperoxydes et met fin a la réaction en chaine de
peroxydation des lipides. Cette derniére étape est alors désignée comme phase de terminaison
(Vako et al., 2006) (figure 8).
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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 atérations des fonctions des protéines.
L’oxydation induit également des modifications de conformation ainsi que des phénomeénes de

fragmentation. Ains 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 I’ensemble de la régulation cellulaire
(Vako et al., 2006).

c. Oxydation de ’ADN

Les ADN (nucléaire et mitochondrial) sont également des cibles des ERO. Les
altérations les plus communes sont 1’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 a 1’arrét de I’induction de la
transcription ou de la transduction des voies de signalisation, soit a des erreurs de réplication,
soit a une instabilité génomique et ’ensemble est associ¢ au phénoméne de carcinogenese.
Comme pour les autres composés, la majorité des altérations oxydatives de I’ADN sont induites
par le radical hydroxyle. Lorsgue le peroxyde d’hydrogéne échappe aux enzymes de régulation,
il gagne le noyau de la cellule et réagit avec les ions Fe** et Cu* associés & la chromatine

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

4. Protections cellulaires

La production excessive ou incontrdlée d’especes 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 controlée. Pour cela, les
cellules disposent de systémes de défenses antioxydantes classées en antioxydants

enzymatiques ou non-enzymatiques (figure 9).
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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

systémes 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’hydrogene et en oxygene 10000 fois plus rapidement que la dismutation spontanée
de I’anion superoxyde.

Ces enzymes sont largement distribuées dans 1’ensemble des organismes vivants. Selon
le cofacteur métallique présent dans le centre actif et le nombre de sous-unités constituant
I’enzyme, on distingue quatre isoformes : la SOD a cuivre et a zinc (SOD1), la SOD a
manganese (SOD2), la SOD a cuivre et a zinc extracellulaire (SOD3) et la SOD a nickel
récemment décrite. Le mécanisme catalytique des SOD est un mécanisme en « ping-pong »
impliquant une étape de réduction suivie d’une oxydation de 1’atome meétallique (M)
concomitantes a 1’oxydation puis a la réduction de radicaux superoxydes (Thérond et Denis,
2005 ; Vako et al., 2006):

M™D* 4+ 0" — Mn* + 0,
Mn* + O, + 2H" — M™V* + H,0,
20, > H0, + O,

b. La catalase (CAT):

Il sagit d'une enzyme héminique capable de transformer le peroxyde d’hydrogéne en
eau et en oxygene 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 & 1’état Fe®". La réaction se déroule en deux étapes :
dans un premier temps, une molécule de peroxyde d’hydrogéne oxyde I’atome de fer de
I’enzyme et forme un groupement oxyferryle avec un radical porphyrine nommé composé | ;
dans un second temps le composé I oxyde une seconde molécule de peroxyde d’hydrogene.
L’enzyme peut étre inactivée par le peroxyde d’hydrogeéne a des concentrations supérieures a
100 uM (Thérond et Denis, 2005; Vako et al., 2006).

Catalase-Fe* + H,0, — Composé | + H,0
Composé | + H,0, — Catalase-Fe*" + H,0 + O,
2H,0, - 2H,0 + O,
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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 méme rble catalytique que la catalase, a savoir la détoxification du peroxyde
d’hydrogene et des peroxydes lipidiques en couplant leur réduction a 1’oxydation d’un substrat
réducteur, le glutathion. Les différentes isoenzymes (5 isoformes, GPx1 a 4 et GPx6)
contiennent dans leurs sous-unités (une ou quatre selon 1’isoforme) un atome de sélénium sous

forme de sélénocysténe. Elles fonctionnent toutes selon un méme schéma catal ytique :

ROOH + GPx-Se- + H* — ROH + GPx-SeOH
GPx-SeOH + GSH — GPx-Se-SG + H,0
GPx-Se-SG + GSH — GPx-Se- + GSSG + H*
ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H,0

La GPx présente une meilleure affinité pour le peroxyde d’hydrogene 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. Systemes antioxydants endogeénes :

Ces systémes antioxydants incluent la bilirubine, 1’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 réle d’antioxydant
en tant que substrat d’enzymes antioxydantes telles que les glutathion peroxydases (GPx), mais
également gréce a ses propriétés intrinseques. En effet, le glutathion prévient 1’oxydation des
groupements thiols par le biais de son pouvoir réducteur. |l peut également chélater les ions
cuivreux Cu® et limiter ainsi leur participation a la réaction de Fenton. Il est directement

impliqué dans la réparation des atteintes oxydatives de I’ ADN (Thérond et Denis, 2005).
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b. Systemes antioxydants exogénes

Les vitamines : Parmi lesguelles la vitamine E, qui englobe une famille composée des
tocophérols et des tocotriénols (voir annexe 1), et dont la forme la plus active, 1’a-tocophérol,
est le principal antioxydant liposoluble dans le plasma et les érythrocytes. Situé dans les
lipoprotéines et les membranes, |I' a-tocophérol est capable de piéger I’oxygéne singulet et de
réagir avec le radical hydroxyle pour former le radical tocophéryle. Parmi les vitaminesil y a
également la vitamine C (voir annexe 1). Fréquemment présente sous forme d’ascorbate, €lle
est considérée comme I’antioxydant le plus important des fluides extracellulaires. C’est un
piégeur trés efficace de I’ensemble des ERO. Elle réagit particuliérement avec les peroxyles
agueux en formant le radical ascorbyle ce qui protége les lipoprotéines et |es membranes de la
peroxydation lipidique (Valko et al., 2006).

Les caroténoides : Ce sont des pigments issus des plantes et des microrganismes, et sont
regroupés en deux grandes familles : les caroténes et les xantophylles. L’activité antioxydante
de ceux-ci est liée a leur longue chaine qui leur permet de réagir avec les radicaux ROOe, HOe,
Oye-, Re par simple addition électrophile et transfert d’électron. Ils permettent, en particulier, de
neutraliser I’oxygene singulet (Valko et al., 2006) (voir annexe 2).

Les composés phénoliques en particulier les flavonoides, sont des métabolites secondaires des
plantes. Leur capacité antioxydante réside dans leur faculté & « terminer » les chaines
radicalaires par des mécanismes de transfert d’¢lectrons et de protons, et a 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 a la qualité organoleptique

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

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

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

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

1. Classification chimique
IIs 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

consommeées par 1’homme fournissent plus de 8000 composé€s phénoliques classés en

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

2000) (Tableau 1).

Tableau I. Principales classes des composés phénoliques

quelette carboné | Classe _ Exemple | Structure de base ou exemple |
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C6-C3 hydroxycinnamique \
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_5:".. .J"'\
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1.1. Les acides phénoliques
On distingue deux classes d’acides phénoliques : les dérivés de 1’acide benzoique ou

acides hydroxybenzoiques et les dérivés de 1’acide cinnamique ou acides hydroxycinnamiques.

1.1.1. Acides hydroxybenzoiques

Présents dans peu de végétaux de I’alimentation courante, ils sont peu étudiés. Dérivés
de I’acide benzoique, leur diversité structurale est due aux hydroxylations et/ou méthoxylations
du noyau aromatique en diverses positions (2, 3 et 4) donnant ains les acides 4-
hydroxybenzoique, 3- hydroxybenzoique, protocatéchique, vanillique, gallique, syringique,
salicyligue et gentisique (Tomas-Barberan et Clifford, 2000) (figure 10).

COOH Composes 2 3 4 5
Artde 3-hydseaybenzosque H H OH H
Acide 3-hydrexbenmoique H OH H H
=5 Aride proncaréchiqne H oH OH H

5 | , Acide mallique H OH 0OH OH
= ™~ Acide vanillique If OCIT o1l 11

4 Aride syringique H OCH3 OH OCES

Acide zahevhque OH H H H

Acude genlmnue OH H H OH

Figure 10. Structure des acides hydroxybenzoiques

1.1.2. Acides hydroxycinnamiques

Tres répandus dans le regne végétal, le composé le plus courant est 1’acide caféique. Les
acides férulique, sinapique et 4-coumarigue 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. 11 s’agit de dérivés glycosylés

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

{ amnposes i 4

53 ANcide connamagus H H H
'\ i X Acide 4-comar e II 01 II
T:H_?_ﬁ— ﬁ_"GOH Acide 3 comrarique OH H H
’ Acide catfiue OIL oIl I
Acide ferlique OH CCHS H
Aide molEulegue OCH3 OH H

Acide smapique MoHA OH OCH3

Figure 11. Structure des acides hydroxycinnamiques

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

4000 composes ont pu étre identifiés. 1ls sont particulierement présents dans 1’épiderme des

feuilles ainsi que dans la peau des fruits. Il existe dans chague sous-classe de nombreux
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composés selon les substitutions des cycles aromatiques (figure 12). La plupart des flavonoides
sont glycosylés, ce qui augmente leur solubilité dans I’cau.

s OH
oH |
= | HO. .y .0 - flavanons
HO = OH T | Ericdictyol
| | o Maringénine
T,
OH G
OH O

chalcons =

/e

OH O
flavone
7 Apigening
ol | LIJT.IE—DHII'IE
- g Bzicaleine
HO (e]
| OH
-~
e - flavane i g
OH O y
flavonol > oH
Kaempférol OH
Querc Etin!! anthocyanidine
Izorhamnetine
oH OH
HO HO | N O
| - % aH
5 7 OH O  flavane-34—dol
OH flavan-3-ol
catechine

Figure 12. Les différents types de flavonoides a partir du squelette flavane

1.2.1. Les 4-oxoflavonoides

a. Lesflavones : moins répandues dans les fruits et |égumes que les flavonols, les flavones sont
principalement présentes sous forme de glycosides de lutéoline et d’apigénine.

b. Lesflavonols: ce sont les flavonoides les plus répandus dans le régne végétal a I’exception
des algues et des champignons. Les composés principaux sont le kaempférol, la quercétine,
I’isorhamnétine et la myricétine.

c. Les flavanones: Les principaux aglycones sont la naringénine dans le pamplemousse,
I’hespéridine dans 1’orange et I’ériodictyol dans le citron. La position 7 est le siége de la
glycosylation (El Gharras, 2009).

d. Lesisoflavones: Les produits dérivés du soja sont la principale source d’isoflavones dans
I’alimentation, qui peuvent étre glycosylés ou non. On les rencontre auss dans les

|égumineuses.
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1.2.2. Les chalcones
Les chalcones sont peu présentes dans 1’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 monomeres également appelés catéchines ainsi
que sous forme de polymeres, les proanthocyanidines. La catéchine et 1’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 1’eau le plus
important. Ils sont dissous dans les vacuoles des cellules épidermiques des fleurs et des fruits

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

1.3. Tanins
IIs 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 regne végétal. ils peuvent étre des dimeéres, des oligomeres et des polymeéres
de catéchine (Tarascou et al., 2011).

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

différentes pathologies (cancers, ostéoporose, maladies cardiovasculaires, diabéte...) 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 I’ADN

sont impliquées dans de nombreuses pathologies comme les cancers, les maladies
cardiovasculaires, la maladie d’Alzheimer, les phénomenes inflammatoires, le diabete. Un
antioxydant biologique se définit comme « une substance qui, lorsqu'elle est présente a faible
concentration par rapport a celle du substrat oxydable, retarde ou inhibe significativement

I’oxydation de ce substrat ».
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L es antioxydants sont classés selon leur mode d’action : éliminateurs de radicaux libres,
chélateurs d’ions métalliques, piégeurs d’oxygeéne dans des systeémes fermés. Les polyphénols
sont considérés comme ¢liminateurs de radicaux libres. C’est leur structure chimique
aromatique qui permet une délocalisation éectronique importante, donc une stabilisation de
leurs formes radicalaires (Shahidi et Naczk, 2003).

Activité antioxydante des flavonoides

Pokorny et al., (2001) montrent que 1’activité antioxydante des flavonoides dépend en

général de plusieurs critéres:
- Lastructure ortho-dihydroxyle sur le cycle B (figure 13,a),
- La présence de la double liaison C,-C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo (figure

13,b),

- Legroupe 3-OH en combinaison avec ladouble liaison C,-Cs (figure 13,¢),
- Dunombre et de la position des groupes hydroxylés.
- Laprésence de glycolisation ou de méthylation.
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Figure 13. Relation de I'activité antioxydante avec la structure des flavonoides

(Pokorny et al., 2001).

Les flavonoides peuvent agir de différentes fagcons 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 I’anion superoxyde et les
radicaux : hydroxyle, alkoxyle, peroxyle par le transfert d’hydrogéne et le radical flavonoide
phenoxyl (FI-O) qui en résulte peut réagir avec un autre radical libre pour former une structure
quinone stable (Prochazkova et al., 2011) (figure 14).
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Figure 14. Piégeage des ROS (R.) par les flavonoides (FI-OH) pour former un radical flavonoide phenoxyl (FI-O.), qui a son
tour réagit avec un autre ROS pour donner une structure quinone stable

(Pietta, 2000).

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

meétalliques (figure 15) et sont alors capables d’inhiber la réaction de Fenton et ainsi empécher
la production des ERO. C’est grace a leurs structures chimiques qu’ils sont de bons chéateurs
d’ions métalliques et les sites essentiels pour la chélation sont (Engelmann, 2005):

- Unnoyau catéchole sur le cycle B,

- Lesgroupes 3-hydroxyle et 4-oxo du cycle C,

- Lesgroupes 4-oxo et 5-hydroxyle entrelescycles A et C.
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Figure 15. Les sites du flavonoide 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 I’hypoxanthine en xanthine et la xanthine

en acide urique. Cette réaction (figure 16) est considérée comme une source hiologique des
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ERO. Elle s’accompagne de la génération de 1’anion superoxyde et du peroxyde d’hydrogene a

partir du dioxygéne.
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Figure 16. Processus enzymatique catalysé par la xanthine oxydase

(cotelle, 2001).
Les flavonoides interviennent par le piégeage du radical issu du processus enzymatique

ou par I’inhibition de I’enzyme.

Inhibition de la peroxydation lipidique

Les flavonoides 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 arrét de I’oxydation en chaine.

- Régénération de I’a tocophérols pendant la réduction du radical o tocophéryl.

Activité antioxydante des acides phénoliques
De la méme manicere, I’activité antioxydante des acides phénoliques dépend de leur
degré d’hydroxylation. De plus, il a ét¢ montré que les acides hydroxycinnamiques étaient plus

antioxydants que | es acides benzoiques 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 phénoméne 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 I’inflammation (Santangelo et al., 2007 ; Guo et al.,
2009).

Des études menées in vitro ont montré que des flavonoides comme la lutéoline ou
I’apigénine inhibaient la production de cytokines telles que 1’'IL-4, I’IL-5 et I’IL-13. que la
guerceétine inhibait la production de TNF-o par 1es macrophages et que le kaempférol inhibait
I’expression et la sécretion du TNF-a, de I’'TL-1B ou de I’'TL-6 dans les mastocytes (Gonzal ez-
Gallego et al., 2010).

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

antioxydants (vitamine E, vitamine C, caroténoides, sélénium, polyphénols) (Allan et
Devereux, 2011)

En effet, des études pré-cliniques in vitro ont montré les effets bénéfiques de la
quercétine dans 1’asthme, en inhibant notamment 1’obstruction bronchique et I’hyperréactivité
bronchique (Lambert et al., 2005). Par contre, d’autres flavonols comme la quercitrine et

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

D’autre part, plusieurs éudes in vivo ont aussi montré 1’effet anti-asthmatique des

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

Chez I’adulte, la consommation de pommes a été associée avec une probabilité de réduire les
symptomes de l'asthme (Shaheen et al.,, 2001). Chez les enfants, une consommation
guotidienne de jus concentré de bananes et de pommes est associée a une réduction de la
respiration sifflante (Okoko et al., 2007), ainsi que la consommation de kiwis et d’agrumes.
D’autre part, 1’alimentation méditerranéenne, riche en polyphénols, a été associée a 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 I’utilisation de certaines plantes locales a

visée antiasthmatique soulageant I'inflammation bronchique. Pour ce faire, deux plantes
endémiques, trés répandues et traditionnellement utilisés contre les symptdomes asthmatiques
ont éé choisies: Borago officinalis et Urtica dioica. Nous avons donc tenté de prouver s
I’utilisation traditionnelle des extraits (aqueux/infusion) de ces deux plantes contre 1’asthme
pouvait étre justifiée expérimental ement.

Dans un premier temps, un des objectifs de cette these a été d’identifier 1es principaux
composeés phytochimiques, tout en mettant en exergue le pouvoir antioxydant de chacune des
deux plantes comparativement a un extrait hydro-alcoolique et ce par :

- Dosages colorimétriques des polyphénols.
- Etude de lactivité antioxydante.

- Identification des composeés (principal ement des polyphénols) par LC MS/MS.

Ensuite, un second objectif a été d’étudier 1’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 :

- Laperoxydation lipidique atravers le dosage du MDA au niveau du sang (érythrocytes)
et des organes clés (foie et poumon).

- Les différents systemes antioxydants (GSH, GPx, SOD, CAT) et ce au niveau des
mémes compartiments précédemment cités.

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

I’interleukine-4).

- L’architecture tissulaire pulmonaire.
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Les deux plantes sélectionnées :
Borago officinalis et
Urtica dioica
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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 en arabe, est une plante

de la famille des Borraginacées, répandue dans tout le bassin méditerranéen (Beloued, 1998).
Son nom vient de I’arabe (i, s (pére de la sueur), qui fait référence a ses propriétés
sudorifiques. En latin, burra signifie « étoffe a poils longs » et se rapporte a I’aspect velu de la
plante. Son nom botanique borago vient du latin cor ago qui signifie « je stimule le cceur »
(Dufresne et al., 2010).

Il sSagit d'une plante annuelle de 20 & 70 cm de hauteur, entiérement 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 a 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 a décliner. Celles-ci sont comestibles, mais
doivent étre détachées du calice velu a cing sépales et des akéenes regroupés en quatre graines
au centre de la fleur. Le fruit est formé d’akenes verruqueux. La floraison s’étale généralement
de Mars a Mai. Les graines brunes noiratres dépourvues d’albumen parviennent a maturité de
facon graduelle. Les fleurs sont auto-stériles et la pollinisation doit étre assurée par les insectes.

Cette plante commune, endémique, est trés répandue en lisiére de foret, sur les bords
des chemins et dans les décombres. Elle peut méme se trouver dans de nombreux jardins et
jusqu’a 1500m d'altitude. 11 s'agit d'une plante a comportement héliophile, mais appartenant a
une espéce 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 I'é&ude 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, de la famille des Borraginacées

(Milcent, 2011)

1.1.2. L’ortie Urtica dioica L.

L’ortie ou nettle en anglais et i »ll en arabe est une plante de la famille des
Urticacées, originaire des régions tempérées de I’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 « dioique » et qualifie une espéce de plante dont les
fleurs méles et femelles sont portées par deux pieds (plantes) différent(e)s.

Il sagit d'une plante herbacée vivace, mesurant de 0,6 a 1,2 m de haut a tiges robustes
dressées, a feuilles opposées, ovoides 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 ala base. Sur la face inférieure
des feuilles, les nervures sont trés proéminentes. Le bord de la feuille est pourvu de dents
aigués. La floraison peut aller de Mars jusqu’a Mai. Les fleurs unisexuées (parfois bisexuées),
verdatres, forment de longues grappes dressées, rameuses et disposées a 1’aisselle des feuilles.
Lefruit est un akéne (Wichtl et Anton, 2003).

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

est trés commune, et est présente dans presgue toutes les régions du monde: de I'Europe et
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I'Afrique du Nord al'Asie, ainsi que I'Amérique du Nord et du Sud et en Afrique du Sud. Elle
est aujourd’hui naturalisée sur tous les continents ou il y a des zones tempérées. Tres répandue
dansle Tel Algérien, elle peut étre présente jusgu'a 2400 meétres d'atitude.

L’ortie «aime» les sols frais et 1égers, l'ensoleillement lui semble indifférent puisqu'on
la trouve aussi bien en plein soleil & l'abri d'une fagade qu'au fond d'un vallon ombragé. Elle
supporte tous les sols, surtout ceux contenant des matiéres organiques fraiches; 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 (Kavaali, 2003). La
DLsp d’un extrait aqueux d’ortie a été déterminée a 3,5 g/kg (Bnouham et al., 2003).

Figure 19. L’ortie, Urica dioica, nettle, 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 a 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 atrésfaible trafic.
L'identification des deux plantes a été faite par e Pr Azedinne CHEFROUR, botaniste a
lafaculté de médecine et de pharmacie d'’Annaba.
Apres les avoir cueillies, selon les bonnes pratiques de récoltes relatives aux plantes
meédicinales, les feuilles ont été prises au hasard puis séchées une quinzaine de jours a I’air libre

et a ’ombre avant d’étre finement broyées en poudre dans un broyeur éectrique (SEB).
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Figure 20. Lieux de récoltes des deux plantes
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1.3. Extractions
Les méthodes d’extractions utilisées ont été adaptées a partir des données de Beloued,

(1998) et Qujeq et al., (2011) pour ’extraction a I’eau, et a partir des travaux de Gilani et al.
(2007) et Riehemann et al., (1999) pour I’extraction hydro-alcoolique (éthanol/eau). Le schéma

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

a. Extraction a I'’eau
Soixante (60) grammes du broyat de chaque plante sont mis a macérer dans 1L d’cau
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 I’ortic ont été obtenus par le mélange

éthanol/eau 80/20 (v /v) par macération a froid durant 24h. Il sen suit une filtration et une

évaporation sous vide a 60°C pour I’éthanol (figure 21).

c. Calculs des rendements d'extraction:

Les rendements d’extraction sont calculés selon la formule : R (%) = 100 Mew/M e
ou:

R est le rendement en %;

Mext st la masse de I’extrait en mg (apres |'évaporation du solvant)

et Mgp est |la masse seche 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 (H3PW12040). 11 est réduit, lors de 1’oxydation des phénols, en un mélange
d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. La coloration produite possede un maximum
d'absorption compris entre 725 et 750 nm.

Protocole expérimental

Cinquante (50) ul de I’extrait sont ajoutés a 250 pl du réactif Folin-Ciocalteau et 500 pl
de carbonate de sodium (NaCO3) (20%). Aprés agitation, au vortex, le volume est gusté a 5
ml avec de I’eau distillée. Le mélange est aors incubé pendant 30 minutes a température
ambiante, puis la densité optique (DO) est mesurée a A=727 nm a I’aide d’un
spectrophotométre (PG instruments T60 UV-visible), utilisé pour tous les dosages. L’eau
distillée est utilisee comme blanc pour gjuster le zéro. Le contenu en phénols totaux a été
déterminé a partir de 1’équation de la courbe d'étalonnage de 1’acide gallique (Y=0,0117x)
(figure 22). Les phénols totaux sont exprimés en mg par gramme d’extrait en équivalent d'acide
galique (voire annexe 3).
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Figure 22. Courbe de variation de la densité optique (DO) a A=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) ou les ortho-diphénols forment des complexes colorés avec lesions molybdates.

Protocole expérimental

Deux 02 ml de l'extrait de chaque plante sont ajoutés a 0,5 ml d’une solution de
molybdate de sodium déhydraté a 5%. Le mélange est agité vigoureusement et apres 15
minutes, |'absorbance des solutions phénoliques est mesurée a 370 nm.

Le contenu en ortho-diphénols a été déterminé a partir de 1’équation de la courbe
d'étalonnage de Pacide caféique (y = 0,0057x, R* = 0,9927) (figure 23). Les ortho-diphénols

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

O T T T T T 1
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Figure 23. Courbe de variation de la densité optique (DO) a A=370 nm en fonction de la concentration de I'acide caféique
(AC)
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1.4.3. Dosage des flavonoides totaux
La quantification des flavonoides 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 flavonoides et la soude forme un complexe de couleur rose qui

absorbe dans le visible 2510 nm.

Protocole expérimental

A 1ml de I’échantillon dilué dans le méthanol (500 g/1), on ajoute 4 ml d’eau distillée.
Au temps zéro, 300 pl de Nitrate de Sodium (NaNOy) (50%) sont gjoutés dans un tube &
puis apres cing minutes, on goute 300 ul de trichlorure d’aluminium(AICI3) (10%). A la
sixieme minute, on goute 2 ml de soude (NaOH) (1M) au milieu réactionnel puis ce dernier a
été guste jusqu'al0 ml. Ladensité optique (DO) est mesurée aA=510 nm et le blanc constitué
d’eau distillée. La concentration est calculée a partir de I’équation de la courbe étalon de la

quercétine (y=0,0089x, R*=0,9973) (figure 24 ; annexe 3).
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Figure 24. Courbe de variation de la densité optique (DO) a A=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 caractérisees
par la formation d'un complexe flavanol-Métal et donc I'apparition d'un spectre d'absorption
nouveau a 440 nm. L’intensité finale de la bande d’absorption du complexe a 440 nm croit en

fonction de la concentration de 1’espece métallique et a une tendance nette a la saturation.

Protocole expérimental

Un (1) ml d'AICI3 (20%) a été ajouté a 1 ml de I’extrait diluée suivi par 3 ml d’acétate
de sodium (50 mg/ml). L’absorbance est lue apres 2,5 heures a A=440nm. Le dosage des
flavonols a été calculé a partir de 1’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).

5. y = 0,085x
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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 a la vanilline en milieu acide

(Price et al., 1978). Cette méthode est basée sur la capacité de la vanilline a réagir avec les
unités des tanins condensés en présence d’acide pour produire un complexe coloré (rouge)
mesuré a 500 nm. La réactivité de la vanilline avec les tanins n’implique que la premiére unité

du polymere.

Protocole expérimental

Cinquante (50) pl de I’extrait brut est ajouté a 3 ml de la solution vanilline/méthanol
(4%) puis mélangé a 1’aide d’un vortex. Ensuite, 1,5 ml de I’acide chlorhydrique concentré
(Hcl) est additionné. Le mélange obtenu est laisse aréagir a température ambiante pendant 15
min. L’absorbance est ensuite mesurée a 500 nm.

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

26 ; annexe 3).

0,7 ~

y = 0,0051x
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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 apH 1,0 et la forme incolore a pH 4,5. La méthode du différentiel de pH est basée
sur cette réaction, et permet une mesure rapide et précise des anthocyanes totales, méme 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, I’'une a pH = 1 a I’aide
d'un tampon de chlorure de potassium (0,03 M) et la seconde a un pH = 4,5 en utilisant un
tampon d’acétate de sodium (0,4 M). Les solutions ont été ajustées jusqu’a un litre d’eau.

Quatre (04) ml de chaque solution tampon est mélangé avec 1ml de chague échantillon.
Les solutions sont incubées pendant 30min a ’obscurité puis I’absorbance est lue a 520nm et
700nm par rapport a 1’eau distillée, utilisé comme blanc.

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

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

AXMM x FD x 1000

€xd

A est ’absorbance = (Ags20 - A (700) pH=1 - (Ax520 - A £700) 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)

¢ 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 I'activité antioxydante in vitro
L’activité antioxydante des extraits a ét¢ étudiée par trois méthodes différentes en se

référant a 1’activité de deux antioxydants: 1’acide ascorbique (ou vitamine C) et le Butylated
HydroxyToluene (BHT) (Annexe 1 et 4).

1.5.1. Etude de I'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 I’avantage d’éviter 1’oxydation du substrat sur lequel
nous voulons tester 1’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 a 517 nm.
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DPPH (violet) DPFPHH (;aume)

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 posséde une coloration violette et absorbe 4517 nm. Quand il réagit avec un
antioxydant ou un autre radical, son absorbance et sa couleur typique disparaissent. Le

phénomene peut étre suivi par spectrophotométrie visible.

Protocole expérimental

Deux (02) ml de la solution méthanolique de I’échantillon a tester a différentes
concentrations (10, 20, 30 50, 100, 200 et 500 pg/ml) sont mélangés a 5 ml d’une solution
méthanolique de DPPH (60 mg/l). Aprés agitation, les solutions sont mises a 1’obscurité
pendant 30 mn. Puis, les densités optiques sont mesurées a 520 nm contre I’éthanol (blanc).

Pour chaque concentration en extrait, le pourcentage d’absorption est calculé :
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DOppprH - DOgchantilion
% DO = x100
DOppprH

Détermination de I'ICs,

L’1Csp représente la quantité de substance d’antioxydant nécessaire pour réduire 50% de
la quantité de DPPH" initialement présente. Elle est exprimée en pg/ml d’extrait végétal.

L’ICsp (%) est obtenue par 1’équation de la droite moyenne du pourcentage de DPPH résiduel
en fonction de la concentration en antioxydant. La plus forte activité anti-radicalaire correspond
alafraction qui posséde I’ICsq laplus faible.

La courbe % DO ghariion = f (C ahantilion) €St tracée et la projection du point
correspondant a 50 % de la DO ghaniilion sur 1’axe des abscisses permet de calculer 1'ICsp en

ug/ml d’extrait.

1.5.2. Etude de I'activité antioxydante par la méthode NBT

Ce test consiste a détecter I’oxydation par réaction avec ’anion superoxyde. Ainsi, la
riboflavine agit comme transporteur d’électrons et participe comme cofacteur aux réactions
d’oxydoréduction en présence de 1’oxygene moléculaire. Les flavines réduites sont des
groupements donneurs d’électrons a 1’oxygeéne moléculaire qui se transforme en radical
superoxyde. La molécule de nitroblue tetrazolium NBT réagit avec I’anion superoxyde pour
donner le NBT oxydé (tétrazoinyl) qui se transforme en formazan de couleur pourpre et
insoluble dans I’eau (Yagi et al., 2002), selon les réactions suivantes :

Riboflavine+ hv+ 0O, riboflavine + O,

O, + NBT — bleu deformazan + O,

Protocole expérimental

Cent (100) pl de lasolution a 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 a une lumiére intense. L’absorbance a été mesuré contre un blanc (zéro au

spectrophotomeétre) qui renferme tous les composants de 1’essai a 1’exception du NBT.

45



L’activité antioxydante a été déterminée par la diminution de la coloration détectée par
spectrophotométrie a 560 nm.

Le pourcentage d’inhibition de la formation du radical O, a été déterminé selon la
formule suivante :

DO
Pl (%)=(1-—— )x100
DO 100%

Pl : pourcentage d’inhibition.
DO essai : DO en présence de 1’extrait ou témoin.

DO témoin : DO en présence de 1’extrait ou témoin.

1.5.3. Etude de l'activité antioxydante totale

Les activités antioxydantes totales, de nos extraits ains que des témoins positifs, sont
déterminées par la méthode utilisant le phosphomolybdeéne, décrite par Prieto et al., (1999).
Cette technique est basée sur la réduction ou le transfert d’électrons (e’), par 1’extrait
antioxydant, du molybdéne Mo (VI) présent sous la forme d’ions molybdate MoO,* en
molybdéne Mo (V) sous laforme MoO,", avec formation du complexe phosphate/Mo (V), de

couleur verdatre a pH acide.

Protocole expérimental

Cent (100) pl de chague échantillon sont mélangés a 1ml de la solution de
réaction composée par le H,SO, (0,6 M), le tampon phosphate (28 mM) et le MoNH4 (4 mM).
Les tubes sont ensuite incubés durant 90 mn a 95°C. Aprés incubation et refroidissement des
¢chantillons a température ambiante, 1’absorbance est déterminée a 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 a Haute
performance couplée a 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 a I’aide d’un systéme Agilent 1100 LC constitué
par une pompe binaire, un dégazeur, une colonne de chauffage et un injecteur automatique.
La colonne est couplée avec un spectromeétre de masse de type Agilent MSD lon 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.

L es parametres suivants sont utilisés pour les expériences de M S:

- levoltage capillaire est réglé a3,5 KV,

- latempérature est de 350°C,

- lapression du nébuliseur est de 40 psi,

- le débit du gaz est de 10 L/min.

- Le temps maximal d’accumulation est de 50ms,
- lavitesse de balayage est de 26,000 m/z s*

- et le temps de fragmentation est de 30 ms.

Le gradient d'éution retenu est formé de deux mélanges :
Solvant A: composé de 0,1% d'acide formique dans 1’eau.
Solvant B: composeé de 0,1% d'acide formique dans 1’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% a 100% du solvant B, puis 100% du
solvant B pendant 4min, et finalement, 1’¢lution est terminée avec un gradient linéaire passant
de 100% a 5% du solvant B durant 2 min. Le débit est de 200 pl/min et le volume d’injection
estde 5 pl.
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2. Etude des activités biologiques in vivo

2.1. Animaux et conditions d’élevage
Nous avons utilis€¢ 42 rats blancs males de la souche Wistar, provenant de 1’institut

pasteur d’Algérie. Les expériences effectuées sur ces animaux ont été réalisees conformément
aux directives d'éthique des expérimentations animales (déclaration de Bale, 2010).

Ces rongeurs, d'un poids vif moyen de 140 g, ont été soumis a une période d’adaptation
d’un mois environ, aux conditions de I’animalerie, & une température de 25°C + 2° et une
photopériode naturelle. Ils sont élevés dans des cages en polyéthyléne qui sont tapissées d’une
litiere constituée de copeaux de bois. Les cages ont été nettoyées et |a litiére changée un jour
sur deux jusqu’a la fin de ’expérimentation. Ces animaux ont été nourris avec un concentré
énergétiquement équilibré provenant de ’ONAB de Bejaia et dont la composition est détaillée

dans|'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). lls ont été
sensibilisés a I’ovalbumine et/ou traités avec les deux plantes conformément a I'éude de
Beloued (1998), voir I'annexe 6, pour plus de détails concernant le calcul de la dose.

En bref, les six lots sont constitués de :
Lelot1: rats témoins (T), subissant le méme traitement que les autres lots mais recevant

uniquement de I'eau physiologique.

Lelot 2: rats sensibilisés al'ovalbumine (OVA), développant un asthme expérimental .

Lelot 3: rats traités par voie orale avec 1,37 g d’extrait de bourrache/Kg/jour (BO).

Lelot4: rats sensibilisés a ’OVA et traités avec 1’extrait de bourrache a 1,37g d’extrait
de bourrache/K g/jour (O/BO)

Lelot5: rats traités par voie orale avec 1,5 g d’extrait d’ortie/Kg/jour (UD)

Lelot6: rats sensibilisés a ’OVA et traités avec D’extrait d’ortie a 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 a I'ovalbumine
Les lots OVA, O/BO et O/UD ont ¢été sensibilisés a I’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 modéle, la sensibilisation est effectuée a 1’aide de petites quantités
d’ovalbumine (10 mg/ml) combinées a un adjuvant d’hydroxyde d’aluminium (AI(OH3))
(Alun, Sigma Aldrich) dissout a raison de 1mg/ml dans une solution saline a 0,9%. La
sensibilisation alieu par voie intra-péritonéale, au premier jour (J) et répétée 13 jours plus tard

(J13) selon le protocol e schématisé dans la figure 30.
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Figure 30. Protocole de sensibilisation

2.2.3. Provocation des animaux par aérosol

La réaction anaphylactique a été induite par une réexposition au méme allergéne par
inhalation intra-nasale d’ovalbumine diluée dans une solution saline a 0,9% et ce a 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
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plexiglas qui dispose d’une ouverture permettant le libre passage du nébulisat via un nébuliseur
a compression (OMRON, NE-C29-E) fonctionnant a un débit de 0,4 ml/min pendant une durée

de 30 minutes.

{Claan Alr}

CArrosed Inlet)
(Test Substance)

Figure 31. Schéma montrant la provocation des rats par I’aérosol

2.3. Sacrifice et prélevements:

2.3.1. Prélevement sanguin :
Apres 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
polyéthylenes étiquetés (tube avec anticoagulant EDTA et tube sec). Le tube sans anticoagulant
est aors centrifugé a 5000 tours/min pendant 15 minutes. Les échantillons obtenus ont été
stockés au congélateur a -20°C jusqu’a I’analyse. Alors que les tubes a EDTA sont
immédiatement transportés dans une glaciére au laboratoire d’analyse (Laboratoire d’Analyse

Meédicale du Dr. Kaci , Annaba) pour déterminer la formule de numération sanguine (FNS).

2.3.2. Prélevement du liquide broncho-alvéolaire

Immédiatement aprés récupération du sang, le lavage broncho-alvéolaire (LBA) est
effectuée. La technique utilisée consiste a ouvrir la cage thoracique des animaux et y insérer un
cathéter dans la trachée. Des seringues remplies de solution saline a 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 a 1500
tr/min pendant 10 minutes. Le culot cellulaire a été vortexé et re-suspendu dans 500ul de
solution saline et destiné au comptage leucocytaire. Le surnageant pour sa part a servi pour le

dosage de I’interleukine-4.
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2.3.3. Prélevement des organes :
Les animaux sacrifiés ont été éventrés pour le prélévement de certains organes :

« Le foie de chaque rat a été pesé puis stocké au congélateur pour le dosage des paramétres du
stress oxydant.

« Les poumons ont été stockés selon deux méthodes. la moitié au congélateur pour le dosage
des parameétres du stress oxydant, et ’autre moiti¢ fixée dans du formaldéhyde a 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 (—
NH,) des protéines pour former un complexe de couleur bleu. (L’apparition de la couleur bleue
refléte le degré d’ionisation du milieu acide et 1’intensité correspond a la concentration des

protéines).

Pour cela, 0,1 ml d’homogénat ou du standard (BSA) est mélangé a 5 ml du bleu de
Coomassie. Aprés 5 minutes d’incubation, la lecture des densités optiques contre le blanc
s’effectue a 595 nm.

La concentration des protéines est déterminée par comparaison a une gamme étalon
d’albumine sérique bovine (1 mg/ml) préalablement réalisée dans les mémes conditions (figure
32).

1,4 -
y =1,2957x
R?2=0,9819

1,2 A

L 4
0,8

0,6
0,4

0,2

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Figure 32. La gamme d’étalonnage du BSA (mg/ml)

2.5. Numération des leucocytes au niveau du liquide du LBA
Lasuspension cellulaire issue du liquide du LBA est étalée sur des lames de microscope

et séchée a I’air libre. Ces lames sont colorées avec le GIEMSA. Aprés 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 I’'interleukine-4 (IL-4) dans le sérum et le liquide du LBA des rats est

réaliseé grace au kit Invitrogen Rat Interleukin-4 (Rt IL-4) qui utilise la méthode ELISA
sandwich (REF : KRC0041 ; Lot : 1260054A1).

La premiére étape de la technique ELISA est déja effectuée lors de 1’achat du Kit. Elle
est nommeée "coating", durant laquelle, I’anticorps de capture spécifique a I’IL-4 derat avait été
fixé au fond des cupules (figure 33).

Lors de I'&ape suivante, I’échantillon (contenant éventuellement 1’antigéne IL-4 a
doser) ou le standard (contenant 1’IL-4 a des doses connues) sont déposés dans les puits. Un
second anticorps couplé a la biotine est alors gjouté. Durant la premiere incubation, il y a
formation du sandwich car la molécule d'IL-4 se fixe d'une part sur 1’anticorps immobilisé aux
parois des puits et d'autre part sur I’anticorps biotinylé.

Aprés 1'étape du lavage, ’enzyme, la peroxydase liée a la streptavidine, est gjoutée
permettant de transformer dans la derniére étape le substrat Tetramethylbenzidine (TMB) en
produit coloré en bleu.

L’ajout de la solution d’arrét provoque le virage de la couleur au jaune. L’intensité de la
couleur est directement proportionnelle & la concentration de I’IL-4 qui est déterminée par

comparaison a la gamme-étalon du standard.

el
* ?’i‘ Straptavidin-HRP
TMB Substrats ) Biotina
- LA
Avliaumyes TR
dc captors " Anticorps
& ,é?"’* PR ﬁ de dérecrion

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 controles, les standards, les
échantillons de sérum et du liquide du LBA. Le protocole expérimental a été résume dans le
tableau 2.

Tableau Il. Protocole expérimental du Test ELISA

Déposer dans chaque Controles Standards Echantillons

puits 50ul 50pl Sérum LBA

100ul 50pl

Tampon 50 ul 50 ul - 50 pl
anti-1L-4 biotinylée - 50 ul 50 ul 50 ul

Incubation 2h
Aspirer et Laver avec la solution de lavage (4 fois)
Streptavidin-HRP | - | 100 pl | 100 pl | 100l

Incubation 30 min

Aspirer et Laver avec lasolution de lavage (4 fois)

Chromogéne TMB | 50 pl | 50 pl | 50 pl | 50 pl
Incubation 30 min a I’obscurité
Solution d’arrét | 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100pl

Lecture a I’aide d’un lecteur de plaque & 450nm

2.7. Etude histologique
Elle a été réalisée a I’hopital Ibn Rochd d’Annaba au Service d’anatomie pathologique.

Latechnique 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 acoolique. Ils sont mis

dans des cassettes spéciaes a parois retournées afin de permettre |e passage des liquides.

b. Enrobage et obtention des blocs
Laréalisation de coupesfines et réguliéres nécessite I'inclusion des échantillons dans

un bloc de paraffine, comme suit :

- Déshydratation : Tout dabords, 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 a 95% (4 a 5h chacun) et deux bains d’éthanol absolu (4 a 5h
chacun).

- Eclaircissement : Ensuite, 1’éthanol est remplacé par un solvant miscible a la paraffine. Il

s’agit du Toluéne qui élimine 1’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 a 56/58°C). Finalement, le tissu imprégné est enrobé par inclusion dans un bloc de
paraffine fondue. Ce dernier se solidifie grace a un dispositif réfrigéré permettant sa

microtomie.

c. Confection de coupes
La réalisation des coupes minces de quelques microns (5um en moyenne) est possible

gréce a un microtome (Leica RM2235). Ces dernieres sont étalées sur des lames porte - objet,

déplissées et fixées par I’utilisation d’une eau gélatineuse chauffée.

d. Coloration
La technique a I’hématoxyline - Eosine (Hématéine - Eosine) a été utilisée en suivant
les étapes suivantes :

- Le déparaffinage et I’hydratation des lames sont effectués par 1’eau du robinet, suivie
par un ringage a 1’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 I’alcool acide (1 a 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 a 2 minutes) qui colore en rose les
structures acidophiles (cytoplasme). Tous ces bains sont séparés par des lavages a 1’eau
du robinet.

Les préparations ont ensuite été séchées puis observées au microscope optique (Optica)

et photographiées a I’aide d’un appareil photo (Sumsung).
2.8. Exploration des parametres du stress oxydant

2.8.1. Dosage du malondialdéhyde
La détection du malondialdéhyde (MDA) issue de la dégradation des acides gras

polyinsaturés a 3 ou 4 doubles liaisons peroxydées, par une réaction colorimétrique a 1’acide
thiobarbiturique (TBA), constitue une méthode tres 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 a
chaud avec I’acide thiobarbiturique, pour former un pigment (rose). Ce chromogene peut étre

donc mesuré par spectrophotométrie d’absorption a 530 nm (Figure 34).
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TBA MDA MDA-TDA:
Amae = 531 nm

Figure 34. Réaction du dialdéhyde malonique avec I’acide thiobarbiturique

Protocole expérimental :

375 ul de I'nomogénat (surnageant) sont prélevés et additionnés de 150 ul de la solution
tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7,4) a laguelle sont gjoutés 375 ul de la solution
TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%). Apres agitation, le mélange est centrifugé a 1000 tours/min
pendant 10 min. 400 pl du surnageant sont alors prélevés et additionnés de 80 ul du HC10,6 M
ains que de 320 pl de la solution Tris-TBA (Tris 26 mM, TBA 120mM). Le mélange est
incubé au bain marie a une température de 80°C pendant 10 minutes.

La densité optique a été enregistrée a A = 530 nm. L’absorbance est directement
proportionnelle a la quantité de MDA formée, donnant ainsi une évauation précise des lipides
peroxydés. La concentration du MDA est ainsi calculée selon la loi de Beer-Lambert (DO =
E.CL):

DO.10°
C (nmol/mg proténe) = ———
e.L.x.Fd

C : Concentration en nmoles/mg de protéines.

DO : Densité optique lue 2530 nm.

E : Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1,56 105 Mt em?,
L : Longueur du trgjet optique = 0,779 cm.

X : Concentration de I’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 I’absorbance optique de I’acide 2-nitro-5-

mercapturique qui résulte de la réduction de I’acide 5,5 dithio-bis-2-nitrobenzoique (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 I'homogénat sont prélevés et additionnés de 0,2 ml de la solution d’acide
salicylique (0,25%). Apres agitation, le mélange est incubé pendant 15 minutes dans un bain de
glace, puis centrifugé a 1000 tours/min pendant 5 min.

Ensuite, 0,5 ml du surnageant sont préleveés et additionnés d'un (01) ml du tampon Tris,
pH 9,6. Puis, 0,025 ml de I’acide 5,5- dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) a 0,01 M sont
ajoutés au mélange précédent. Les densités optiques sont lues a 412 nm contre le blanc réactif
et ce apres une incubation de 5 min a 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
I’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 a412 nm.

0,8 : Volume de ’homogénat.

0,5 : Volume du surnageant.

2.8.3. Dosage de I'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’hydrogéne

(H20,) en présence de glutathion réduit (GSH). Ce dernier est transformé en glutathion

dissulfide (GSSG) sous I’influence de la GPx selon la réaction suivante :

H202+ 2GSH— GSSG+ 2H,0
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Protocole expérimental :

0,2 ml de I'hnomogénat (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
gjoutés. Le mélange réactionnel est incubé au bain marie a 25°C, pendant 5 min. Ensuite, 0,2
ml de H,0, (1,3 mM) y sont gjoutés pour initier laréaction.
Apres une incubation de 10 minutes, 1 ml de TCA (1%) sont rajoutés pour arréter la réaction.
Le mélange est en fin mis dans de la glace pendant 30 minutes et centrifugeé durant 10 minutes
a 3000 tours /minutes. 0,48 ml du surnageant sont alors préleveés et additionnés de 2,2 ml de
la solution tampon TBS a laquelle on rgjoute 0,32 ml de DTNB (1 mM). Le mélange est agité
et apres 5 minutes les densités optiques sont lues a412 nm.

La détermination de 1’activité enzymatique de la GPx se fait a 1’aide de la formule

suivante :

[(Doéchantillon X Doétalon) X 0.04 /Doétalon] X5

GPx (umol GSH/mg proténe) =
Concentration de protéinesen mg

DO échantillon : Densité optique de 1’échantillon.
DO étalon : Densité optique de 1’étalon.
0,04 : Concentration de substrat (GSH).

2.8.4. Dosage de I'activité de la superoxyde dismutase (SOD) :
La méthode de dosage de I’activité SOD (tableau 3) par le test NBT est une méthode de

photoréduction de complexe riboflavine/méthionine qui génére des anions superoxydes.
L’oxydation du NBT par ’anion superoxyde O, est utiliste comme base de détection de la
présence de SOD. Dans un milieu aérobie, le mélange riboflavine, méthionine et NBT donne
une coloration bleuatre. La présence de SOD inhibe I’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 Ill. Composition du milieu réactionnel pour le dosage de la SOD

Prélever dans | Cuvederéférence Cuveilluminée Concentration
les cuvettes (z&rodu Totale (B) Echantillon (E) du milieu
spectrophotométre) réactionnel
EDTA-Met 1000pl 1000ul 1000ul EDTA (0,1mM)
Met (13mM)
Tampon 892,2ul 892,2ul 892,2ul
phosphate
Echantillon Xl Xl
Tampon 1000-Xpl 1000pl 1000pl 50mM
phosphate
NBT 85,2l 85,2ul 85,2ul 75uM
Riboflavine 22,6ul 22,6l 22,6ul 2uM
Calcul de I'activité SOD
L’activité SOD = % d’inhibition / mg de protéine
(DOg -DOkE) 20
Y=( ——— x100] x ) X Facteur dedilution
DOg Concentration proténe

mg/ml
Une unité SOD correspond a la quantité de prgtéines qui induit 50% d’inhibition.
Y —— > 1mgde protéine
50 ———» 50/Y mg de protéine
Y c’est le pourcentage d’inhibition / mg de protéine
50/Y mg de protéine ————» correspond a une unité SOD

1x1
1mg deprotéine n  —— correspond a:

50/Y
Activité spécifique SOD = Y/50 unité SOD / mg de protéine

2.8.5. Dosage de I'activité catalase (CAT)

= Y/50 Unité SOD/mg de protéine

Les catalases sont présentes dans un grand nombre de tissus. Ce sont des enzymes

tétramériques, chague unité portant une molécule d’héme et une molécule de NADPH. Ces

enzymes interviennent dans la défense de la cellule contre le stress oxydant en éiminant les

especes réactives et en accélérant la réaction spontanée de I’hydrolyse du peroxyde

d’hydrogéne (H2O,) toxique pour lacellule en eau et en oxygene (Aebi, 1984).
Laréaction sefait en deux étapes :

Catalase
Laréaction bilan est : 2H,0, ——» 2H,0 + O,
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L’activité catalase CAT est mesurée a 240 nm a l’aide d’un spectrophotométre

UV/visible par la variation de la densité optique consécutive a la dismutation du peroxyde

d’hydrogéne (H20;) en faisant réagir dans 780ul de tampon phosphate (100mM) pendant 1

min a un pH de 7,4, 200ul de H,O, (500mM) sur 20ul de surnageant, a une température
d’incubation de 25°C.

Protocole expérimental

L e tableau 4 ci-dessous représente les concentrations et |les quantités des réactifs

nécessaires au dosage de 1’activité catalase :

Tableau IV. Composition du milieu réactionnel pour le dosage de la CAT

Essai (ul) Blanc (ul)
Tampon phosphate (100mM ; pH 7,5) 780 800
H,0, 500mM 200 200
Surnageant (1 21,5 mg proténe/ml) 20 0

On note que:

Le zéro de I’appareil est réalisé par e tampon phosphate.

La quantité du surnageant doit étre déterminée en fonction de la quantité de proténes
qui doit étre comprise entre 1 et 1,5 mg/ml, soit une quantité de 10 a 20ul de surnageant
dilué.

L’activité décroit rapidement, il est important de mettre toujours le méme temps entre le
pipetage et le moment ou on place la cuve au spectrophotomeétre.

La lecture de 1’absorption se fait aprés 15 secondes de délai et durant 60 secondes de

mesure.

Calcul de Pactivité CAT : L’activité de la catalase peut étre calculée selon 1’équation

suivante:

ou:

ADO x d

Activité CAT (umol de H,O2/min/mg de protéine) =
€ x0,02x[] protéines

d : la dilution de I’échantillon au début.

¢ : le coefficient d’extinction de H,O,= 0,043 mM™* cm™ = 0,043 pmole cm™ mi™

[ ] protéines: laconcentration en proténes du surnageant (mg/ml)

ADO : lavariation de ladensité optique qui est égale a (A, - Ar) x 4/ 3 par minute, ou :

A c’est ’absorbance initiale (& 15 secondes) et Ar c’est I’absorbance finale (a 1 minute).
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3. Traitement statistique des résultats :
Les résultats sont donnés sous forme de moyennes * I’erreur standard. Ces calculs ont

été effectués a 1’aide des logiciels MINITAB (Versionl7) 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, lorsquep <0,01.
» Trés hautement significatives, lorsque p < 0,001.
La corrélation est effectuée avec le coefficient de corrélation Pearson, variant entre +1
et -1, ou un coefficient égale a +1 montre une corrélation positive parfaite et un coefficient

égale a-1 montre une corréation 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 chagque plante en macération soit avec |'eau bouillante

ou bien I'éthanol/eau (80:20). Ces macérations ont permis I'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
I'extrait aqueux et 24h pour I'extrait éthanolique. Ceci a permis d'obtenir un maximum de
composes 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
remargue gue 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% a 45%. Les pouvoirs d’extraction des extraits
a I’éthanol ont les plus faibles rendements d’extractions avec un rendement de 7,26% pour

I’extrait éthanolique d’ortie et de 4,83% pour la bourrache.

Tableau V. Rendements des extractions différentielles obtenues pour les deux plantes

Borago officinalis Ethanol 80% Péte marron foncé 4,83+0, 40
Eau Liquide visgqueux 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 flavonoides, 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 1’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 éhanoliques par rapport aux extraits agueux. L’extrait
éthanol/eau 80/20 (v/v) de Borago officinalis enregistre la plus grande concentration en
polyphénols (94,09 + 1,72) suivi de I’extrait a 1’éthanol d’ortie (85,11 * 0,35), de I’extrait
agueux de bourrache (35,48 + 2,70) et enfin I’extrait aqueux d’ortie (30,79 + 0,96).

120 +
% - 100 -
BT
%‘% 80 1
[e !
2o 60 -
T O
o <
% s 40 -
g g
&= 20 -

0 T T T
Extrait al'éthanol Extrait aqueux Extrait al'éthanol Extrait aqueux
BO BO ub ub

Figure 35. Variations des concentrations de polyphénols totaux dans les extraits de Borago officinalis (BO) et Urtica Dioica
(Ub)

1.2.2. Dosage des ortho-diphénols
Les concentrations en ortho-diphénols calculées a partir de la courbe d’étalonnage de

I’acide caféique sont résumées dans la figure 36. De méme que pour les polyphénols, les
concentrations en ortho-diphénols sont bien supérieures dans les extraits éhanoliques; ou
31,08 + 0,73mg d’AC/g d’extrait est enregistré pour 1’extrait de BO et de 23,37+ 0,873mg
d’AC/g d’extrait pour celui d’UD ; par rapport aux extraits agueux ; ou 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 flavonoides totaux

L es résultats obtenus suite au dosage des flavonoides sont présentés dans lafigure 37 et
exprimés en mg d’équivalent quercitrine par g d’extrait. Les concentrations en flavonoides des
extraits éthanoliques des deux plantes (27,65 + 3,93 pour la bourrache et 39,96 + 2,56 pour
I’ortie) sont supérieures a celles des extraits aqueux (15,79 £ 2,95 pour la bourrache et 22,58 +
1,02 pour I’ortie).

PR DNDDNWW a
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—

Extrait & Extrait aqueux Extrait & Extrait aqueux
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Figure 37. Variations des concentrations de flavonoides totaux dans les extraits de Borago officinalis (BO) et Urtica Dioica
(Ub)

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 I’extrait a 1’éthanol d’ortie (10,88 +
1,35 mg de R/g d’extrait), de 1’extrait aqueux de bourrache (9,01 + 0,18 mg de R/g d’extrait) et
enfin ’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
(Ub)

1.2.5. Dosage des tanins totaux

Les concentrations en tanins sont exprimées en mg en équivaent 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 I’extrait a 1’éthanol de la bourache avec une valeur de 6,67 + 0,69 et la plus petite dans
I’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.
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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 equivaent 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 : 1’extrait éthanolique d’ortie (1,72 £ 1,22) >
I’extrait éthanolique de bourrache (0,27 + 0,09) > I’extrait aqueux d’ortie (0,17 + 0,03) >
I’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 |a suite, les différentes corréations sont données succinctement

entre chaque méthode et 1a concentration des extraits en polyphénols.

1.3.1. Méthode DPPH

L’inhibition du DPPH radicalaire a ét¢ évaluée pour I’extrait d’éthanol et 1’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 a céder des atomes
d’hydrogéne. Ainsi, une valeur faible d’ICsy 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’ICsot SE (Ecart standard).

La concentration de 1’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 ICs,

Extrait a I’éthanol Extrait aqueux
Borago officinalis 92,85+ 3,07 150,37 + 0,99
Urtica dioica 9521+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 ICsp par rapport aux deux témoins positifs montre que ’extrait
éthanoligue de Borago officinalis possede |a plus forte activité antioxydante 92,85 + 3,07ul/ml,
suivi par I’extrait éthanolique d’Urtica dioica 95,21 + 1,71 pl/ml ensuite I’extrait aqueux de
Borago officinalis 150,37 £+ 0,99 pl/ml.
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En fin, la plus faible activité est enregistrée pour 1’extrait aqueux d’Urtica dioica 152,34
+ 0,37ul/ml.

1.3.2. Méthode NBT
Dans un second essai, 1’activité antioxydante a été¢ déterminée a partir de 1’inhibition de

I’oxydation du NBT et ceci en inhibant la formation des anions superoxyde Oy ".

Tableau VII. Activités antioxydantes des extraits de plantes mesurées par la méthode NBT

Extrait a I’éthanol Extrait aqueux
Borago officinalis 175,73+ 0,60 346,25 + 3,52
Urtica dioica 272,23+ 254 353,15+ 0,70
BHT 289,27 + 6,23
Vit C 167,47 + 1,40

Les valeurs données représentent la moyenne de trois mesures + SE

D’apres les résultats présentés dans le tableau 7, il apparait que 1’extrait éthanolique de
Borago officinalis posséde |a plus grande activité antioxydante avec un ICsg del75,73 pl/ml et
est plus efficace contre les anions superoxyde que le BHT (289,27 ul/ml). Ensuite, vient en
seconde position ’extrait éthanolique d’Urtica dioica (272,23 pl/ml).

La plus faible activité est enregistrée par les extraits aqueux des deux plantes, avec des
ICs0 de 346,25ul/ml et 353,15ul/ml pour I’extrait de bourrache et d’ortie, respectivement.

On constate, ici, que contrairement aux résultats du test DPPH, 1'extrait aqueux d’Urtica

dioica est moins actif contre les anions superoxyde que 1’extrait aqueux de bourrache.
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1.3.3. Activité antioxydante totale
La courbe DO 3 ggsnm= T (C echaniilion) €St tracée. La projection du point correspondant a

une DO égale a un (01) sur I’axe des abscisses, permet de calculer I’activit¢ de chaque
échantillon en I'exprimant par pg/ml d’extrait. Les résultats sont le rapport entre les témoins
positifs et les extraits des deux plantes. Ils sont exprimés en g témoin positif (BHT ou Vit C)
par ug d’extrait suite au calcul du rapport suivant : X étalon (ug/ml) / x extrait (ug/ml). Les

résultats obtenus sont résumeés dans | e tableau 8.

Tableau VIII. Activité antioxydante totale des quatre extraits de plantes

Extrait a Extrait aqueux Extrait a Extrait aqueux
I’éthanol I’éthanol
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 I’activité de I’extrait éthanolique de Borago officinalis est
supérieure a celle du BHT avec un rapport de 1,37 + 0,21. Alors que les autres extraits
possedent 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 agqueux.

1.4. Etude des corrélations
Dans le but de confirmer ’efficacité des méthodes de dosage et des activités mesurées,

la figure 41 montrent les courbes de corrélation entre chaque méthode de mesure de ’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 I’activité antioxydante totale. Les plus fortes corrélations sont enregistrées
entre les tests de mesure de 1’activité antioxydante et la quantité en polyphénols totaux, suivis

par les ortho-diphénals, les tanins, les flavanols, les flavonoides et enfin les anthocyanes.

68



180
R?=0,3876 A
0 A R2=0,9864
E 140
= .
= 120 # Polyphénols
2 =
08 100 % Re=0,6701 ® Ortho-diphénols
E 80 A Flavonoides
o R?=0,7443 R2=0,9537
% 60 % Havanols
Z? 40 XTanins
|_
20 © Anthocyanes
0
0 20 40 60 80
Teneurs (mg/g d'extrait)
400 1 R?=0,6815 B
350
R?=0,8584
— 300 -b
£ 0. ARe=02327 ¢ + Polyphénols
= 200 B Ortho-diphénols
(.)8 ® XX ABR2=0,9304 A Flavonoides
|: 150 1 R2 Ré 84%]7-557 X Flavanols
m =
Z 100 1 ’ * Tanins
E 50 © Anthocyanes
0 T T T T )
0 20 40 60 80 100
Teneurs (mg/g d'extrait)
4000 -
o 3500 - C
g R?=0,5293 *
S 3000 -
[
'g % 2500 - R2=0,0228 # Polyphénols
- g .
g: 2000 ® XX AE R2=0646 lOrtho—d!.phenols
= (5' R2=0,4173 A Flavonoides
~§ Q 1500 R?=0,4412 X Flavanols
+— T ’ )
2 1000 Rz = 0,0281 X Tanins
g © Anthocyanes
500 4
0 T T T T )
0 20 40 60 80 100
Teneurs (mg/g d'extrait)

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 I'activité antioxydante

totale (C)
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%+ Discussion

L’intérét croissant de la recherche pour les antioxydants naturels afin de remplacer les
produits de synthese, aux effets secondaires néfastes, a conduit a la valorisation d’un grand
nombre de ressources végétal es facilement accessibles, peu couteuses, mais d'un intérét 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’aprés 1’origine arabe du nom de la bourrache, la propriété la plus flagrante de la
bourrache est de provoquer les sueurs, activant ainsi I’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 cament la douleur, les abcés, les tumeurs inflammatoires, les
brulures, et leur décoction en cataplasme trés chaud calme celle de la goutte (Beloued, 1998).
En effet, un certain nombre de ces propriétés attribuées a 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 1’eczéma et 1’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, particulierement riche en acide y-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 al'ortie, selon les traditions Algériennes, I’infusion de ses feuilles est préconisée
contre le rhumatisme, la goutte et 1’asthme (Beloued, 1998). Quant aux racines, elles ont
révélées leurs actions antifongique (Brochaert et al., 1989), antivirale (Balzarini et al., 1992) et
sur le systeme cardiovasculaire (Testa et al., 2002). Trés éudiée, de nombreuses utilisations
traditionnelles de I’ortie ont été confirmées scientifiquement. De plus la composition chimique
de divers extraits d’ortie a été élucidée par plusieurs études : pour I’extrait aqueux d’ortie par
exemple, Guler (2013) a détecté la présence de ’acide caféique, I’acide gallique, la quercétine,
la scopol étine, les caroténoides, |e secoisolariciresinol et des anthocyanidines (annexes 2, 3 et
de7a9).
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Par ailleurs, des études cliniques, ont montré I'efficacité des feuilles d’ortie, en usage
externe, sur les douleurs articulaires (Randall et al., 2000) ains que leur utilisation interne dans
’arthrite, les rhumatismes (Chrubasik et al., 1997) et la rhinite allergique (Mittman,1990).
Plusieurs autres recherches ont confirme les propriétés anti-inflammatoire (Kavaali, 2003),
immunomodulatrice (Akbay, 2003) et analgésique (Tita, 1993) des parties aériennes de la
plante, ainsi que leurs activités sur le systeme nerveux central (Tahri et al., 2000).

D'apres cette riche littérature concernant les deux plantes, nous supposons qu'elles
peuvent étre utilisées comme sources potentielles de composes bioactifs, notamment a activité
antioxydante mais aussi a activité antiasthmatique. Ains avant de tester leurs effets sur un
modele d'asthme expérimental, nous nous sommes attelé a mettre en évidence les différents
composeés chimiques notamment phénoliques que peuvent contenir ces deux plantes ainsi qu'a
révéler leurs pouvoirs antioxydants respectifs via un certain nombre de dosages
spectrophotométriques.

Cest @insi que les extraits éthanoliques des deux plantes ont révélé des teneurs plus
élevées en polyphénols totaux et une meilleure capacité antioxydante que les extraits agueux,
probablement en raison de la polarité et la bonne solubilité des composés phénoliques dans
I'éthanol (Siddhuraju et Becker, 2003). En fait, I’éthanol (solvant moyennement polaire)
solubilise correctement des composes phénoliques moyennement polaires et peut entrainer
aussi des substances lipophiles résiduelles. L’addition de 1’eau (solvant fortement polaire) au
systeme 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 a étre extraits plus avec le mélange éhanol -eau qu'avec
les solvants purs (Bonnaillie et al., 2012). De plus, la solubilité des polyphénols est étroitement
liée au degreé de polymeérisation en raison de |'augmentation de nombre de groupe hydroxyles —
OH (Savova et al., 2007). Par ailleurs, il est certain que le développement de procédeés plus
économes en solvants pourra servir de perspectives pour optimiser au mieux 1’extraction en vue
del'utilisation al’échelle industrielle des extraits de nos plantes.

La quantité totale de phénol dans I'extrait éthanolique de Borago officinalis (94,09 +
1.72mg AG/g d’extrait) s’accorde avec celle trouvée par Conforti et al. (2008). Mais I'extrait
étudié présente une teneur plus élevée en flavonoides 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 1’extrait éthanolique d’Urtica dioica

sont faibles par rapport a celles trouvées par Guder et Korkmaz (2012) évaluées a 132,0 mg/g
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d’extrait et plus ou moins faible pour I’extrait aqueux par rapport aux résultats de Kaledaite et
Bernatoniene (2011).

Par contre, nous pouvons observer que 1’extrait a 1’é¢thanol d’Urtica dioica possede la
concentration la plus élevée en flavonoides bien que nous avons constaté qu’il est moins riche
en phénols totaux que Borago officinalis, toutefois, cette concentration estimée a 39,96 mg
QE/g d’extrait est faible par rapport a celle trouvée dans les travaux de (Guder et Korkmaz,
2012). Alors que nos résultats pour 1’extrait aqueux d’ortie s’accordent parfaitement avec ceux
de Guler (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 I11).

Ainsi, les différences dans les teneurs constatées par comparaison a ceux des autres
plantes de la méme espéce c'est a dire Borago officinalis et Urtica dioica, sont probablement
dues a l'influence du climat car la synthése des polyphénols, bien que sous la dépendance de
facteurs genétiques, elle est particulierement sensible aux changements de conditions du milieu
notamment I'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 viatrois méthodes (DPPH, NBT et activité antioxydante totale).

L’activité antioxydante DPPH de nos extraits indique leurs capacités a céder des atomes
d’hydrogénes. La comparaison des ICsp par rapport aux deux témoins positifs montre que
I’extrait éthanolique de Borago officinalis possede la plus forte activité antioxydante, suivi par
I’extrait éthanolique d’Urtica dioica ensuite 1’extrait aqueux de Borago officinalis et enfin la
plus faible activité est enregistrée pour I’extrait aqueux d’Urtica dioica.

En outre, les résultats de D’activité antioxydante DPPH de l'extrait éthanolique des
feuilles de Borago officinalis ont montré une activité supérieure a celles rapportées par Mhamdi
et al. (2010a) pour I'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 laméme plante (Gliler, 2013 et Guder et Korkmaz, 2012).

L'extrait éthanolique des feuilles d’Urtica dioica a une activité supérieure a 1’extrait
méthanolique dont I’ICsp a été estimée a 419 + 10ug/ml par Dall’ Acqua (2008). Quant aux tests
d’activité¢ antioxydante totale et NBT, les résultats montrent que 1’extrait de bourrache a

I’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, flavonoides... 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 I'activité antioxydante des flavonoides
est a peu pres 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 éudes, une forte corréation a méme été retrouvée (Velioglu et al., 1998).

Ainsi, éant donné que I'activité antioxydante des extraits de plantes est généralement liée
a leur teneur en composés phénoliques, nous en avons évalué la corrélation tout en comparant
les deux ressources végétales ensemble et aux données de lalittérature.

Nos résultats ont montré une corrélation négative significative entre I'activité
antioxydante mesurée par le test DPPH et |a teneur en polyphénols et en ortho-diphénols avec
un coefficient de corréation de -0,99 (p < 0,01) et -0,97 (p < 0,05), respectivement. De méme,
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 I’extrait le plus riche en
phénols totaux est le plus actif contre les radicaux libres, ceci est en accord avec I'idée que les
composeés phénoliques ont un role clé dans e 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 I’activité antioxydante (Velioglu et al., 1998) comme c’est le cas pour les deux
premiéres méthodes (test DPPH et test NBT). Cependant, d’autres études affirment que
I’activité antioxydante dépend de fagon qualitative et quantitative de la composition phénolique
de I’extrait (Shahidi et Marian, 2003) comme cela doit étre le cas pour 1’activité antioxydante
totale, la réduction du molybdate d’ammonium (VI) en Molybdate d’ammonium (V) par
I’extrait ne dépend pas que de la quantité de polyphénols présente dans ce dernier mais aussi de
leurs nature (acides phénoliques, flavonoides...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
I’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 I’analyse par LC MS/MS
En utilisant I'appareil LC MS/MS, il a été possible didentifier une grande partie des

composés des extraits de plantes analysés. La bourrache (Borago officinalis) étant trés peu
¢tudiée, nous avons choisi d’analyser ses deux extraits (aqueux et éthanolique). Par contre, pour
I’ortie (Urtica dioica), seul I’extrait le plus actif a été étudié, a savoir I'extrait d'éhanol.

Le tableau 9 résume les trente-cing (35) composés identifiés au cours de notre présente
étude.

On note I'existence de plusieurs familles de molécules et leurs dérives : telles que les
acides phénoliques, les flavonoides, les séco-iridoides, les coumarines, ainsi que les aldénhydes
phénoliques, les stérols, les mono-terpénes glucosides et méme certains acides gras.

Toutes ces molécules ont été caractérisées d'une part gréace a I'étude de leur
fragmentation obtenue par ESI-MS/MS en modes positif et négatif, et dautre part par

comparaison aux données de lalittérature.

1.5.1. Résultats de I'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 agueux 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 I'extrait aqueux de la plante et
15 constituants sont contenus dans son extrait éthanolique.

Nous citons ci-dessous les démarches didentification pour chacun des composés

retrouves 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

Composésidentifiés dans les extraits de Borago officinalis

Extrait agueux

Extrait d'éthanol

Compossésidentifiés dans|'extrait
d'éthanol d'Urtica dioica

Acide m-Geranyl-p

Acide m-Geranyl-p

Féruloyl malate (10)*

hydroxybenzoique (1) hydroxybenzoique (1)
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

Acide Lithospermique B (6)

(16)
Coumaroy! hydroxyagmatine (20) Acide Caféoyl shikimate (2) -
Acide 4-Hydroxybenzoique Acide 4-Hydroxybenzoique )
glucoside (22) glucoside (22)
Lutéoline 7,3 ’?1;;' méthyle éther Quercétine-3-O-glucoside (7) | sorhamnétine (2)*
SezmziET 3'7&‘;;)‘” methyleether | | veoline 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)

Oleuropéine (13)

Ombelliférone (1)*

Syringaldéhyde (3)

Syringaldéhyde (3)

B-Sitostérol (9)

M ono-ter péne
glucoside

Pinéne-ol-O-glucoside (8)*

Hexenyl primeveroside (3)*

Acide dodecanedioique (9)*

Acide dihydroxy-octadecatrienoique
(11)*

Acide 9-hydroxy-octadecatrienoique
(13)*

‘- i

15

13

NB: les chiffres entre parenthéses représentent les numéros des pics des composés identifiés dans les extraits de Borago

officinalis (1 222) et d'Urtica dioica (1 & 13)*
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Figure 42. Profils des chromatogrammes dans les modes positif et négatif de I’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 I’extrait d’éthanol de Borago officinalis
obtenus par LC MS/MS
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Tableau X. Composés identifiés par LC MS/MS dans les extraits de Borago officinalis

Formule Extraits [M-H] /[M+H]" Tentative d’identification
N° Pic TR (min UV (nm chimique

1 1.33 256 Ci7H2,03 ab 273 nd Acide m-Geranyl-p hydroxybenzoique
3 5.39 362 CoH1004 ab 181 166,151 Syringaldéhyde
4 6.37/7.11 280, 340 CgHsOs b 181/183 137, 113, 109 Acide p-hydroxyphényl lactique
5 7.53 222, 298 C17H2:010 a 1387 225, 207 Acide Sinapique hexoside
6 10.25 254, 286, 308sh, CssH30016 a 717 537, 519, 493 Acide Lithospermique B
330
7 10.38 260, 355 CxH2012 a 1465 303, 257, 181 Quercétine-3-O-glucoside
(Isoquercétine)
8 10.54 280 Ci10H1204 b /197 179, 153, 138 Acide Dihydroférulique
9 10.58 210 CaoHs00 a 413/ Nd pB-Sitostérol
10 11.65/11.40 253, 268, 345 C21H19011 a 447/449 285, 257, 243, 213, Lutéoline 7-O-glucoside
199
11 12.25/11.41 256, 352 Co1H19011 a 447/449 301, 283, 257,229, Quercétine-3-O-rhamnoside
179, 151 (Quercétrine)
12 12.55 278 C1H24011 a 451 289, 179, 165, 137 Catéchine-7-O-glucoside
13 11.79 254 CsH3,015 b 539 377,307, 275 Oleuropéine
14 12.96 268, 337 CxH20010 a 431 311, 269, 251, 207 Apigénine 8-C-glucoside (Vitexine)
15 13.03 270, 334 C1H20010 a 431 311, 269, 207 Apigeénin 6-C- glucoside (isovitexine)
16 13.67 278 Ci11H1504 b 207 163, 131, 103 Acide 3,4-Dimethoxycinnamique
17 14.96 322 CyHgO4 a /181 163, 137 Acide Caféique
18 16.25 242, 270sh, 343 CisH1606 b 327 285 Lutéoline 7,3, 4'-triméthyle éther
19 16.26 266, 353 CigH1606 b 327 285 Kaempférol 3,7,4'- triméthyle éther
20 19.83 280 Cy4H51N4O5 b 291 258, 216, 145 Coumaroyl hydroxyagmatine
21 20.07 283, 340 C,1H»,049 a,b 433/435 271 Naringénine O-hexosides
22 20.48 256 Ci13H160s a,b /301 139 Acide 4-Hydroxybenzoique glucoside

(a): identifiés dans I’extrait a 1’éthanol; (b) identifiés dans I’extrait aqueux ; sh: should; nd: non défini
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DEMARCHE D'IDENTIFICATION DES COMPOSESDE L'EXTRAIT AQUEUX DE
BOURACHE

Dans cette section, nous donnons les détails de Il'identification de chacun des onze
composés de I'extrait aqueux de la bourache. Nous le rappelons, il sagit des composes 1, 3, 4,
8, 13, 16, 18, 19, 20, 21 et 22 (tableau 10 ; figure 42).

L’identification du composé 1 élué a 1min33 et avec une absorption UV a 256nm
montre un pic a [M-H]" m/z 273 pouvant étre identifié comme étant 1’acide m-Geranyl-p

hydroxybenzoique (voir figure 44) (Ramos et Kato, 2009).

CH

OH

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] nvz 181. Dans MS?, les fragments m/z
166 et 151 correspondent, respectivement, a la perte d’'un CH3z et d’un C;Hg (probablement la
perte de deux méthyles a 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 1’étude de Sanz et al. (2012).
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Figure 45. Spectre de masse [M-H]- en MS1 et MS2 du composé 3 a m/z 181

Le composé 4 avec un ion [M-H] ~ a m/z 181 a été identifié comme étant I'acide
lactique p-hydroxyphényle. Son spectre typique (voir figure 46) révele la fragmentation a
Mz 137, en raison de la perte du groupement —CO, comme décrit précédemment par Santos et
al. (2010).
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Figure 46. Spectre de masse [M-H]- du composé 4 a m/z 181
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Le temps de rétention les spectres UV et de masses montrent que le compose 8 est
I’acide dihydroférulique (figure 47). En effet, I’ion produit a [M + H]® nvz 197 et les
fragments (m/z 179, 153 et 138) sont caractéristiques a ce compose (Martinez-Huélamo et al.,
2015). Ils représentent la perte d’une molécule de H,O (-18uma), de CO, (-44uma) et de
groupements CH3/CO; (-59uma).

T
SPums _—i _:-,JI [I‘\'{ | I]]_
FsL0
e f_/}l . C
& - | % ///’
& 1 ¢ — —
s ¥ .}" M .-"r .
" " 3 Il
l_f v T 3_(': o
il K. r , w3
.IIII J # —
[ ! !
/ / |
i
| f i ¥
1. “ ,
i III|' / e
1
{
f f
x l
Td
- MRS
L 11 AN - 14 a4 b :xf:'h- ]
CFT) T T El EE T Ej T T 113 =1 T =33 B = ac"

Figure 47. Spectre de masse [M + H]+ du composé 8 a m/z 197

L'identification du composé numéro 13 comme I'oleuropéine a éé réalisée par LC-
MS ainsi que par |'analyse des spectres UV. Le spectre de masse ESI-MS (figure 48) a montré
un ion pseudomoléculaire a m/z 539 et des fragments d'ion a m/z 377, provenant du clivage de
laliaison glycosyle (figure 49). En outre, I’ion a m/z 307 s’explique par la perte d'un fragment
C4HeO, tandis que le fragment a m/z 275 peut étre estimé a partir des fragments réarrangés
(DelaTorre-Carbot et al., 2005).
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Figure 48. Spectre de masse [M-H]- en MS1 et MS2 du composé 13 a 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]™ a m/z 207 (figure 50). Il a
été identifié comme étant I’acide 3,4-dimethoxycinnamique. Les fragments détectés
confirment 1’identification ou le fragment myz 163 est d0 a la perte d’une molécule CO,
et Mz 103 a la perte d’une molécule CO; et un double méthoxy (Redeuil et al., 2011).
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Figure 50. Spectre de masse [M-H]- en MS1 du composé 16 a m/z 207

Selon les temps de rétention et 1’absorption UV comparés a la littérature
(Kirmizibekmez et al., 2012) nous pouvons suggérer que les composes 18 et 19 avec un ion
[M-H]" m/z 327 peuvent étre la lutéoline 7,3',4'-triméthyle éther ou kaempférol 3,7,4'-
triméthyle éher (figure 51), ou le fragment caractéristique alalutéoline et au kaempférol est
m/z 285 [M-CH3CO] (Vidari et al., 1971).

OCHs
OCHs
H3CO. I o O
OH o
(@ (b)

Figure 51. Structure chimique de la lutéoline 7,3',4'-triméthyle éther (a) et du kaempférol 3,7,4'- triméthyle éther (b)

83



Le composé 20 a été identifié comme étant le coumar oyl hydr oxyagmatine vu I’ion a
[M-H]" nmvVz 291 (figure 52) et le fragment m/z 145 caractéristique au fragment coumaroy! et
les fragments m/z 258, 216 a I’agmatine (Lee et al., 1997).

Figure 52. Spectre de masse [M-H]- du composé 20 a m/z 291

L e spectre de masse en mode négatif du composé numeéro 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 am/z 271
correspondant a la perte d’un hexoside [M-H-162]". Ce qui suggére qu'il pourrait bien étre la
naringénine O-hexoside. Ces résultats sont en accord avec les résultats de Falcone Ferreyra
et al., (2013).
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Figure 53. Spectre de masse [M-H]- du composé 21 a m/z 433
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Le sucre conjugué a I’acide hydroxybenzoique montre un ion [M+H]" a mvz 301
correspondant a I’acide hydroxbenzoique glucoside (composé 22). Son spectre MS/MS
(figure 54) révele la perte du fragment hexose en produisant 1’acide hydroxbenzoique

am/z 139. La fragmentation de ce composeé a été décrite par plusieurs auteurs (Perestrelo et
al., 2012 ; Sanz et al., 2012).
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Figure 54. Spectre de masse [M+H]+ du composé 22 a 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 I'identification de chacun des quinze
composés de I'extrait éthanolique de la bourache. Nous le rappelons, il sagit des composes 1,
2,3,5,6,7,9, 10, 11, 12, 14, 15, 17, 21 et 22 (tableau 10 ; figure 43).

Il est & noter que les composes 1, 3, 21 et 22 ont éteé identifiés dans les deux extraits de
la bourache. De ce fait, nous ne répeterons pas leur identification, dans cette section, qui sest

faite de la méme maniére.

Le composé 2, identifié comme étant 1’acide caféoyl shikimate montre & [M-H]™ un
ion m/z 335 et un fragment a n/z 317 correspondant a une perte d’une molécule H,O et le
fragment & nvz 179 comme pic de base dans le spectre MS? ce qui suggére la présence de
I’acide caféique (figure 55). La présence de 1’acide caféique est confirmée par le fragment m/z
161, correspondant a la perte d’une molécule d’H»O. La fragmentation de I’acide caféoyl

shikimate a été decrite par Gouveia et Castilho (2011).

333
.; [hi—ﬂ]_ i . rh{_ - g
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Figure 55. Spectre de masse [M-H]- en MS* et MS® du composé 2 am/z 335

Le composé 5: I’acide sinapique hexose est détecté par 1’ion moléculaire
[M+H]" mVz 387 et I’ion aglycone MS/MS nvz 225, représentant |a perte de 162 uma. Quant a
I’ion MYz 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 Mms' et MS? de composé 5 am/z 387

Le compose 6 avec 1’ion [M-H]  an/z 717 et avec une absorption UV a 254nm et un
complexe de trois absorptions maximales a 286, 308 and 330 nm est connu comme étant
I’acide lithospermique B. Comme nous pouvons le voir dans la figure 57, ceci est confirmé
par la présence de 1’ion mVz 537 correspondant a 1’acide lithospermique et son fragment
caractéristique m/z 493 indiquant la perte d’une molécule de CO,. Alors que le fragment
m/z 519 correspond a la perte d’une molécule de danshensu (m/z 198) caractéristique de
I’acide lithospermique B (Grevsen et al., 2009).
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Figure 57. Spectre de masse [M-H]- en Ms* et MS* du composé 6 am/z 717
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Le composé 7 a m/z 465 éue a un temps de rétention égale a 10.38 min, présente un
pic de base observé en MS'. En MS?, le pic majoritaire est celui de I’ion & m/z 303 ce qui
suggére la présence de dérivés de quercétine (figure 58 et 59). En effet, 1’ion a m/z 465
[M+H]" produit I'ion amvz 303 d’ou la perte d’un glucose. L’ion produit par le mécanisme de
RDA attribue I’ion a m/z 181 ou bien m/z 257 par |a perte de 46 uma (18 uma pour |la perte de
H,O et 28 uma pour le CO). Ce mécanisme est confirmé par Silvaet al. (2005) ce qui suggere

quil sagit de la quer cétine-3-O-glucoside (isoquerceétine).
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Figure 59. Schéma proposé pour la fragmentation du composé 7 a m/z 465
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En comparaison a la littérature, le composé 9 (figure 60), ayant un ion [M-H]
am/z 413 et un spectre UV d’absorption a 210nm, est de ce fait suspecté d’étre le B-Sitostérol
(Chaturvedula et Prakash, 2012 ; Conforti et al., 2008).

Figure 60. Structure chimique du B-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 a m/z 285. La perte de 162 unités de masse atomique
(uma) de I'ion intermédiaire est due ala perte de glucose. La £ max du spectre UV a 253, 268
et 345 nm suggére quil sagit de la lutéoline 7-O-glucoside. De plus, la présence des
fragments am/z 257, 243, 213 et 199 confirme cette identification (voir figure 61 et 62).
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Figure 61. Spectre de masse [M-H]- en MS* et MS” du composé 10 a 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]" a m/z 447 correspond au pic de base dans
le spectre en mode négatif (figure 62). Dans MS2, le fragment d’ions a m/z 301 [MH-146]
indique que c’est un rhamnoside avec une liaison O-glycosidique. Le spectre UV avec des
maxima a 256 et 352 nm pointe vers un flavanol de quercétine (Michel, 2011). D'autres pics
ont été observés dans le méme spectre a m/z 283, 257, 229, 179 et 151. La perte d'une
molécule d'eau a donné un ion a m/z 283. Laretro-cyclisation de I'ion m/z 301 a généré un ion

90




a m/z 179, qui a perdu une molécule de monoxyde de carbone (CO) pour donner I'ion
am/z 151. En outre, I’ion a m/z 301 perd 28 uma et génere un ion a m/z 257 (figure 63).

D’aprés ces données, on peut suggérer que ce composé est la quercétine 3-O-rhamnoside

(quercetrin).
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Figure 63. Spectre de masse [M-H]- en Ms' et MS? du composé 11 a 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 a nm/z 289
dans MS2 (figure 65). En outre, le spectre MS2 donne des fragments a m/z 179, 165 et 137.
D'apres 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 génére des fragments a

m/z 165 et m/z 179, respectivement (figure 66). Ceci suggere gque le composé 12 avec un

spectre d’UV maximum a 278 est le catéchine-7-O-glucoside.
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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 a
m/z 431 (figure 67). Le spectre MS2 a également montré un pic a m/z 413, correspondant a la
perte d'une molécule d'eau (H20) et une autre a m/z 862 correspondant a [2M-H]". Le spectre
MS2 présente un pic a m/z 311 obtenu par la perte de 120 uma (C-glycoside) et un autre
correspondant a la perte d'un hexosyle (162 uma) a m / z 269 (figure 68). Le pic de I'ion
am/z 269 a été fragmenté en un pic a m/z 251 (perte de 18 uma) et un autre a nvVz 207 (perte

de 44 uma). Ces données ainsi que le spectre UV max permettent de supposer que le composé

14 est lavitexine (apigénine 8-C-glucoside).

+41 -
"3 [M-IT] 3 |M-HJ "“
MS 4 s’
- J u-
;’
|II|'
I|'
f g _
|| P ..: _.--l"- | 1 i 113
l S M | m
261
Ued e AT WA =L P TP SRR e

Figure 67. Spectre de masse [M-H]- en Mms’ et MS? du composé 14 m/z 431
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Figure 68. Mécanisme proposé pour la fragmentation du composé 14 (m/z 431)
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Le composé numéro 15 a un spectre de masse identique a 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 suggere qu'il pourrait étre identifié comme 1’isovetexin (figure 69).

OH O
Apigenin

o (0]
HO
HO OH
OH

Apigenin 7-O-glucoside

OH O

Figure 69. Structures des différentes formes d’isoméres de I’apigénine glucoside
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L e composé numéro 17 enregistre la présence d'un ion intense [M + H]* mvz 181 (figure 70) et
les fragments nvz 163 et 137 due a la perte de 18 uma [M + H-H,O]" et 44 uma [M + H-

CO,]", ce qui suggére qu'il pourrait ére I’acide caféique (figure 70).
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Figure 70. Spectre de masse [M+H]+ du composé 17 a m/z 181
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Figure 71. Schéma proposé pour la fragmentation du composé 17 (m/z 181)
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1.5.2. Résultats de I'analyse par LC MS/MS pour I'extrait éthanolique
d’Urtica dioica

Le chromatogramme de la figure 72 représente le profil de I'extrait éhanolique de
I'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 didentification pour

chacun des composés retrouvés dans cet extrait éthanolique del'ortie.

RT: 0.00 - 29.99 8
1

Mode négatif

9.60
531.32

7.37
565.2

Relative Abundance

77777

vvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv

20.50
578.83

Mode positif

H
0w
9

1
os

Relative Abundance
o

1.3
11111

132.13

Figure 72. Profils des chromatogrammes dans les modes positif et négatif de I’extrait d’éthanol d’Urtica dioica obtenus
par LC MS/MS.
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Tableau XI. Composés identifiés par LC MS/MS dans I'extrait d’éthanol d’Urtica dioica

1 2,81 CoHeO3 133, 117 Ombelliféone
2 3,89 254, 354 Ci6H1207 315 225 |sorhamnétine
3 9,60 Nd CosH39012 531 225, 369, 387 Hexenyl primeveroside
4 10,51 280 CioH1204 /197 179, 153, 138, 137,125,  Acide dihydroferulique
121
5 10,93 281 CxH23011 449 405, 287, 269, 241, 225,  FEriodictyol O-glucoside
213, 197, 169, 151
6 11,39 276, 316 Co1H15801; 445/447 - Baicaline
7 14,94 322 CoHgO4 /181 178, 134 Acide caféque
8 16,17 Nd Ci8H30s 327 229 Pinéne-ol-O-glucoside
9 16,41 Nd Ci2H1904 227 165, 183 Acide dodecanedioique
10 17,59 323 Ci14H130g 309 - Féruloyl malate
11 17,77 Nd Ci8H2904 309 - Acide dihydroxy-octadecatrienoique
12 19,03 Nd Ci8H2904 309 - Acide japonique
13 20,26 Nd Ci18H2003 293 - Acide 9-hydroxy-octadecatrienoique

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 I'identification de chacun des treize
composeés de I'extrait éthanolique de I'ortie. Il sagit des composés résumés dans e tableau
11 et lafigure 72.

En fait, d’aprés le temps de rétention et 1’ion [M — H] & m/z 161, le composeé 1 peut
étre identifié comme étant 1’ombéliférone (figure 73). De plus, la fragmentation confirme
I’identification, ou les ions a m/z 133 et m/z 117 correspondent a la perte d’une molécule CO
(28 uma) et CO, (44uma), respectivement. Cette identification est en agrément avec celle de
Wang et Feng (2009).
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Figure 73. Spectre de masse ms’ [M-H]- du composé 1 a m/z 161

Le compose 2 a été identifié comme étant 1’isorhamnétine et ceci est du ala présence
d’un pic de base a m/z 315 [M-H]" (figure 74). De plus, la présence du fragment
caractéristique m/z 300 confirme 1’identification qui est en accord avec celle de Santos et al.,
(2011). Lefragment nvVz 300 est du ala perte du radical *CH3 (Fabre et al., 2001) (figure 75).
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Figure 75. Mécanisme proposé pour la fragmentation du composé 2 a m/z 315

En mode négatif, le composé 3 montre un ion a m/z 531 et des fragments a 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 MS* et MS® du composé 3 m/z 531

Le composé 5 avec un ion [M-H]™ a m/z 449 correspond au pic de base dans |e spectre

en mode négatif et le fragment MYz 405 a la perte d’une molécule CO,. Dans le spectre MS?,

le fragment d’ion a m/z 287 [MH-162]" indique que c¢’est un glucoside. D'autres pics ont été
observeés dans le méme spectre a nvVz 269, 241, 225, 213, 197, 169 et 151 (figure 77 et 78).

D’aprés ces données, nous pouvons suggérer que ce composé est I’ériodictyol O-glucoside.
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Figure 77. Spectre de masse en Ms* et MS? du composé 5 a m/z 449
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Figure 78. Mécanisme proposé pour la fragmentation du composé 5 a m/z 449
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Le spectre UV du composé 6 montre une absorption maximum a 276 et 316 nm et le spectre

de masse un ion & m/z 445 dans le mode néegatif et & m/z 447 dans le mode positif. Ce qui

suggére que c’est la baicaline (baicaléine 7-O-glucuronide) (figure 79) (Yang et al., 2011).

HOOC
HO [e]
O
HO

OH (0]

Figure 79. Structure de la baicaline

L’identification du composé 8 a éte orientée vers le pinene-ol-O-glucoside vu I’ion de
base détecté a[M-H]  am/z 327 et le fragment a m/z 229 (voire figure 80). Cette identification

est en accord avec lestravaux de Farag et al. (2013).
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Figure 80. Spectre de masse du composé 8 a m/z 327

D’aprés la figure 81, le compose 9 avec un ion [M-H]™ & m/z 227 et des fragments a
m/z 183 et m/z 165 (Farag et al., 2013) correspondant a la perte d’une molécule de CO» et par

la suite d’une molécule d’H»0, peut étre identifié comme étant 1’acide dodecanoique.
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Figure 81. Spectre de masse MS® du composé 9a m/z 227

Le temps de rétention, le spectre UV et I’ion [M-H] détecté a 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]" & m/z 309 peuvent étre observés. L absorption
UV n’a pas été définie mais d’aprés la littérature (Farag et al., 2013), nous pouvons suggérer
gue les composes 11 et 12 correspondent a 1’acide dihydroxy octadecatriénoique et I’acide
japonique, respectivement. De méme, nous pouvons supposer que le composé 13 avec un ion
am/z 293 est I’acide 9-hydroxy octadecatriénoique.

En fin, d’aprés I’absorption UV et les ions [M + H]" détectés anm/z 197 et m/z 181, les
composés 4 et 7 ont été identifiés comme étant I’acide dihydroférulique et I’acide caféique
(dont les structures sont montrées dans |'annexe 3).
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Discussion

L e criblage phytochimique mené par LC MS/MS indique que les acides phénoliques et
les flavonoides ainsi que leurs dérivés respectifs représentent des familles majoritaires dans
les deux plantes étudiées.

Comme le montre le tableau 9, cette investigation a conduit a 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 I'extrait agueux 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 |'extrait éthanolique de
la bourache et trois seulement (féruloyl malate, acide caféique, acide dihydroférulique) au
niveau de |'extrait éthanolique de l'ortie.

Parmi les acides phénoliques identifiés dans la bourrache, |'acide caféique, le p-
hydroxyphényle lactique et |'acide p-hydroxybenzoique 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 composes phénoliques dans I'extrait méthanolique des feuilles
de bourrache tunisienne. Ces auteurs ont montré la présence de I'acide férulique, I'acide
cinnamique, I'acide syringique, I'acide sinapique et I'acide coumarique. Ce qui est en accord
avec la présence de ces dérivés d'acides phénoligues dans nos extraits.

Nous avons également mis en évidence, treize flavonoides et/ou leurs dérives. Parmi
lesquels, trois (lutéoline 7,3.4'-triméthyle éther, kaempférol 3,7,4- triméthyle éther,
naringénine O-hexosides) se retrouvent au niveau de I'extrait agueux de la bourache, sept (la
guercetrin, |'isoquercéting, la catéchine-7-O-glucoside, la naringénine O-hexoside, la lutéoline
7-O-glucoside, la vitexine et I'isovitexine) au niveau de |'extrait éhanolique de la bourache et
guatre (isorhamnétine, eriodictyol O-glucoside, baicaline, Acide japonique) au niveau de
I'extrait éthanolique de l'ortie.

Tous les flavonoides ainsi que I’acide lithospermique ont été identifiés pour la
premiere fois dans | es feuilles de Borago officinalis, bien que dgarapporté dans la famille des

Borraginacées (Wollenwebera et al., 2002 ; Yamamoto et al., 2002).

Nos investigations ont aussi conduit a l'identification de trois acides gras (acide
dodecanedioique, acide dihydroxy-octadecatrienoique, acide 9-hydroxy-octadecatrienoique),
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un mono-ter pene glucoside (Pinene-ol-O-glucoside) et une coumarine (ombelliférone), tous
au niveau de l'extrait éthanolique de I'ortie. Tous ces composés identifiés dans I'extrait d'ortie
ont été préalablement rapportés par divers travaux (Farag et al., 2013 ; Orcic et al., 2014 ;
Proestos et al., 2006).

Un aldéhyde phénalique (syringaldéhyde) a été retrouve au niveau de la bourache,
auss bien dans son extrait agueux que dans son extrait éthanolique. Ce dernier contient
également un stérol (B-Sitostérol). L'identification du B-sitostérol dans I'extrait éthanolique
est en conformité avec les résultats de Conforti et al. (2008).

Par ailleurs, nous avons mis en évidence un séco-iridoide au niveau de I'extrait aqueux
de la bourache. Il sagit de I'oleuropéine qui est connue pour sa présence dans des feuilles
d'olivier (Jemai et al., 2008). Nous la signalons donc pour la premiére fois dans la bourrache.

On note I'existence de dérivés osidiques d'avantage dans les extraits éthanoliques. A
cet effet, nous rappelons que dans le systeme dextraction, |'addition de 20% d'eau a eu
comme effet d'améiorer |'extraction de ces molécules a 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 éhanolique contenant
autant d'acides phénoliques mais bien plus de flavonoides a eu une répercussion sur la
capacité antioxydante qui se retrouve plus élevée dans I'extrait éthanolique par rapport a
I'extrait agueux (tableaux 7,8 et 9).

Cette variabilité quantitative et qualitative en composes polyphénoliques est al'origine
des capacités antioxydantes différentielles de nos extraits végétaux. En effet, dans nos
précédents résultats (dosages spectrophotométriques), nous rapportons que |l'extrait
éthanoligue de la bourache possede une capacité antioxydante plus importante que I'extrait
¢thanolique de 1'ortie (pour le test DPPH, NBT et 1’activité antioxydante totale). Ce qui est en
parfait accord avec l'identification par LC MS qui arévélé plus de composeés bioactifs dans le
premier extrait par rapport au second : avec sept flavonoides dans I'extrait éthanolique de la
bourache versus quatre pour I'extrait éthanolique de I'ortie et de méme 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 éhanoliques (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).

Ains par exemple, la capacité antioxydante des acides phénoliques, des flavonoides 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 a piéger des radicaux libres est due principalement a 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 I'extrait éhanolique de bourrache, ayant la plus forte capacité antioxydante (voir
tableau 7), sept flavonoides ont été identifiés, parmi lesquels I’isoquercétine et I’isovitexin
remplissent les deux premiers criteres (la structure ortho-dihydroxyle sur le cycle B et la
présence de la double liaison C,-C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo), la lutéoline 7-O-
glucoside le premier, la quercetrin et la vitexine le deuxieme et enfin la catéchine -7-O-
glucoside possede le groupe 3-OH en combinaison avec la double liaison C,-Cs, qui est le
troisiéme critere (voir chapitre I11).

En outre, une forte capacité antioxydante a été également rapportée pour |es composes
6 (Damasius et al., 2014), 9 (Conforti et al., 2008) et 17 (Gul¢in, 2006) identifiés dans cet
extrait.

Les trois flavonoides de 1’extrait éthanolique d’ortie, 1’ériodictyol O-glucoside, la
baicaline et 1’isorhamnétine remplissent, respectivement, les critéres : 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 (Gtlgin, 2006 ; Ramesh et Puga endi, 2006).

Quant a ’extrait aqueux de bourrache, il contient des flavonoides O-méthylé (lutéoline
7, 3, 4-triméthyléther, kaempférol 3,7,4'-triméthyléther). Heim et al. (2002) ont rapporté que
I’obstruction stérique du 3°-4’ catéchol par 1’0O-méthylation compromet significativement la
capacité antioxydante des flavonoides. D’autre part, plusieurs études affirment que
I’oleuropéine est un puissant antioxydant (Jemai et al., 2008).

Aing, il est possible de conclure que la capacité d'agir comme un donneur d’hydrogene
et un inhibiteur de I'oxydation est due a la synergie entre les antioxydants, ce qui rend la
capacité antioxydante dépendante, non seulement, de la concentration en polyphénols, mais
auss deleur 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 intérét 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 tres grand nombre de données expérimentales plaide aujourd'hui en faveur de leur
implication en tant quimmuno-modulateur, anti-inflammatoire, antialergique (voir annexe
10) notamment dans la prévention des maladies dégénératives telles que le cancer, les
mal adies cardio-vasculaires ou 1’ostéoporose (Rock, 2003).

Cest ains quau terme de cette identification par LCMS, révélant trente cing
molécules bioactives et en vu de la prévalence de I'asthme, en tant que maladie anti-
inflammatoire, en Algérie et a Annaba plus particulierement, nous avons jugé utile de tester,
dans une derniére partie de notre présent travail, les effets de nos deux extraits de plantes, in
vivo, dans un modél e d'asthme expérimental.
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2. Les activités biologiques des deux plantes

Apres le screening phytochimique et 1a mise en évidence des propriétés antioxydantes
de nos différents extraits issus de Borago officinalis et Urtica dioica, nous avons testé leurs
effets dans un modéle d'asthme expérimental. Pour cela, nous le rappelons : des rats wistar ont
été sensibilisés avec un allergene (I'ovalbumine) et traités avec les extraits aqueux de nos deux
plantes. Nous avons, par la suite, mesuré un certain nombre de parameétres (physio-
hématologiques, histologiques et ceux du stress oxydant) puis nous avons réaisé des

comparaisons entre les |ots sensibiliseés et/ou traités et |es 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 I'évolution du poids corporel dans les différentslots. 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 I'organe * 100 / poids de I'animal) et d'en évauer la
variation entre les différents lots. Les résultats obtenus, concernant 1’évolution du poids

corporel et du poidsrelatif 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 |es rats traités avec nos deux
plantes par rapport aux rats témoins et une diminution de 2,82% du poids corporel des rats du
lot sensibilis¢ a ’OVA par rapport au lot t¢émoin (tableau 12). Par contre, le poids corporel
des rats appartenant aux lots O/BO et O/UD (c.-a-d. sensibilisés et traités avec les extraits de

plantes) augmente de 1,63% et 4,21%, respectivement, par rapport au lot sensibilise al'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)

L ots expérimentaux

Parametres (unité)

Témoin (T)

O/UD

Poidsinitial (g) 14417+277 14557+262 14514+207 14457+188 14429+186 144,71+ 362
Poidsfinal (g) 261,66+ 4,41  25428+4,12  2692+1,99 25842+609  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 - 421
PR des poumons (g) 0,74+0,13 0,91 +0,13 072+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+0,17 343+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’apres le tableau 12, il n’existe pas de variation significative au niveau des poids des
deux organes étudiés, a savoir le foie et les poumons. Mais, on note quant méme une
augmentation de 22,97% et 15,68% des poids relatifs du foie et des poumons, respectivement,
chez lesrats du lot OVA comparativement aux témoins.

Lors du traitement des rats sensibilisés a I’ovalbumine par la bourrache, nous
observons une diminution de 20,87% dans les poumons et de 1,79% dans le foie. De méme
danslelot O/UD, ladiminution du poids est de 14,28% dans les poumons et de 2,30% dansle
foie.

Au niveau des lots de rats chez lesquels les plantes ont été administré (ot BO et lot
UD), on note de légéres variations par rapport au lot témoin. Dans les poumons,
I’administration de la bourrache provoque la perte de 2,70% du poids et celle de I’ortie un
gain de laméme valeur. Dans le foie, nous notons un gain de 1,47% lors de I’utilisation de la

bourrache et de 1,77% pour ’ortie.
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2.2. Etude des parametres de la réponse inflammatoire
Afin d'évaluer les variations dans la réponse inflammatoire, nous présentons ci-apres

les résultats de la numération cellulaire et du dosage de I'interleukine-4, tous deux effectués
aussi bien au niveau du sang qu'au niveau du liquide du lavage broncho-avéolaire (LBA).

Ainsi que les résultats de 1’é¢tude histologique au niveau des poumons.

2.2.1. Taux des leucocytes dans le sang

Les résultats obtenus révelent une augmentation hautement significative (p < 0,01) de
la concentration sanguine en globules blancs (GB) chez les rats sensibilisés a ’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 I’ortie (O/UD), respectivement par rapport aux rats sensibilisés
(OVA) (tableau 13).

De méme, le tableau 13 montre que le taux des lymphocytes chez le lot expose a
I’ovalbumine augmente de fagon 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 I'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 €osinophiles et des lymphocytes dans e liquide broncho-
alvéolaire chez le lot sensibilisé a I'ovalbumine. Ces augmentations ont atteint 499,46% et
177,34% respectivement par rapport au lot témoin. D’autre part, le traitement des rats
sensibilisés a I’ovalbumine avec I’extrait d’ortie diminue de fagon 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 méme, |'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 ots expérimentaux

Variations

O/UD
GB (X103/u|) 9,6 £ 0,59 1542 + 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 (x10%/ul) 718+053 11,75+035*  7,32+0,32 8,84 + 0,49 7,30 + 0,39 8,31+ 0,47«
Lcpar rapportaulot T (%) - 63,65 1,95 2311 1,67 15,83
Lcpar rapport au lot OVA (%) - - - 24,77 - -29,22

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 trés hautement significative comparativement au témoin (p <0,001); # : Différence significative comparativement au lot sensbilisé (p <0,05) ; ## : Différence hautement significative
comparativement au lot sensibilisé (p <0,01) ; ###: Différence trés hautement significative comparativement au lot sensibilisé (p <0,001)
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Tableau XIV. Numération des éosinophiles et des lymphocytes dans le liquide du LBA

' Témoin OVA BO 0/BO uD O/UD
Eos ”(f’/ophi les 5,56 + 3,20 33,33+ 2,22¢* 4,33+1,92 15,77 + 2,224 4+555 13,33 + 2,224

% par rapport aT - 499,46 2,12 179,67 28,05 139,74

% par rapport a OVA - - - -53,34 - -60,00
Lymp(yrlocyt% 20,83 + 5,55 57,77 + 2,22** 25+ 333 40 + 2,224 2466+333  3333+22%

% par rapport aT - 177,34 20,01 92,03 18,36 60,00

% par rapport a 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 tres 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 trés 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 I’interleukine-4 dans le sérum et le

liquide du lavage broncho-alvéolaire (LBA) chez les différents |ots de rats sont montrées dans
lafigure 82.

Nous pouvons observer une augmentation de la concentration de 1’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 afait 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 |'extrait de bourache et de 12,63% et 14,36%

au niveau de ces deux compartiments pour |'extrait d'ortie, respectivement.
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Figure 82 : Variation de la concentration de I’interleukine-4 (IL-4) dansle sérum et le liquide

du lavage broncho-avéolaire (LBA) chez les six ots expérimentaux.
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Chez les lots BO et UD traités avec 1’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 I’'IL-4 diminue de 1,27% pour la bourrache et de 3,33% pour I’ortie.

2.4. Etude histologique

L’infiltration des leucocytes dans le tissu pulmonaire est un marqueur du
développement de I’asthme. Dans ce présent modele d’asthme expérimental, induit par
I’ovalbumine, nous recherchons I’effet de I’administration des extraits de BO et UD sur

I’histologie du poumon.

Aprés avoir effectué une coloration a 1’hématoxyline-éosine, |’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 possedent un épithélium normal. De méme, les figures 83-E et 83-F
correspondant respectivement aux coupes histologiques des lots BO et UD montrent une

architecture pulmonaire normale similaire a celle du lot témoin.

Par contre, au niveau du lot OVA, chez lequel I’asthme expérimental a été provoqué,
une importante infiltration cellulaire peut étre observée (figure 83-B). La plupart de ces
cellules inflammatoires sont composées de lymphocytes et d’¢osinophiles, principaement
situées autour des petites bronches, des bronchioles et des vaisseaux sanguins. De plus, nous
pouvons observer des cedémes, un épithélium épais avec quelques centres d’hémorragie et la
présence de mucus et de cellules inflammatoires dans la lumiere des bronchioles (figure 83-
B).

Quant a I’observation microscopique des coupes histologiques des rats sensibilisés a
I’OVA et traités avec les plantes (la bourrache et I’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 lumiére des bronchioles et une diminution de 1’épaisseur de
I’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 I’ovalbumine, montrant I’infiltration inflammatoire (fléche) qui se traduit par I’accumulation apparente des éosinophiles et
d’autres lymphocytes (lot OVA) ; (C) Poumon d’un rat sensibilisé & I’ovalbumine et traité avec 1’extrait de BO (lot O/BO) ; (D) Poumon d’un rat sensibilisé¢ & I’ovalbumine et traité avec I'extrait d'UD (lot O/UD) ; (E) Poumon d’un rat traité avec
Pextrait de BO (lot BO) ; (F) Poumon d’un rat traité avec I’extrait d'UD (lot UD). B : bronchiole; E : eedéme ; H : hémorragie; L : lumiére de labronchiole ;

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 a une perte du poids
corporel aussi bien chez des patients asthmatiques (Elwood et al., 1992) que chez des rats
sensibilisés a ’OVA (Elwood et al., 1991 ; Amit et al., 2013).

Dalleurs, nous retrouvons parmi les résultats de notre expérimentation une
diminution de 2,82% du poids corporel chez les rats sensibilisés al'ovabumine par rapport au
lot témoin. Par contre, nos résultats montrent un regain du poids corporel des rats sensibilisés
a ’OVA et traités avec la bourrache (1,63%) et 1’ortie (4,21%) par rapport bien sir au lot
OVA, ce qui suggere que 1’administration des plantes a un certain effet protecteur.

Par ailleurs, nous n'enregistrons aucune variation significative de la croissance
corporelle chez les rats sensibilisés a ’OVA et traités avec les deux plantes par rapport au lot
OVA. Nos résultats semblent ainsi étre en accord avec les travaux de Mahgjan et Mehta
(2011). De méme pour les deux lots traités avec les plantes seulement (ot 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 a la bourrache et de 2,04g pour celui a I’ortie est enregistré.
Ce dernier résultat est en accord avec 1’é¢tude de Juma et al. (2015), qui on noté un gain de
poids de 1,279 lors du traitement avec un extrait aqueux d’ortie. A notre connaissance trés 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 étre appreciée par I’augmentation des poids relatifs du
foie (15,68%) et des poumons (22,97%) chez les rats sensibilisés a I'ovalbumine par rapport
aux rats témoins. Le poids relatif des poumons a, par contre, diminué dans les lots traités par
les plantes, a savoir O/BO (-20,87%) et O/UD (-14,28%) par rapport au lot sensibilisé a
I'OVA. Ceci suggere aussi que I’utilisation des deux plantes diminue les 1ésions tissulaires au
niveau des poumons qui auraient été a l'origine de I’augmentation de leurs poids. En effet,
Mauser et al. (2013) ont suggéré que la provocation avec |'allergéne (ova bumine, entre autre)
induit une infiltration micro-vasculaire accrue et des cedémes donc un gonflement de l'organe
enflamme.

Ce phénomene inflammatoire a ains pour consegquence la "diapédése”, c.-ad. la

migration des cellules inflammatoires du compartiment vasculaire vers les poumons. Elle
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consiste en I'extravasation des cellules sanguines vers le compartiment enflammeé (ici, ce
serait les poumons). En effet, il a été démontré dans maintes études que suite a l'inhalation
d'un allergene, 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 a leur diapédése, contribue principalement au

développement de I’inflammation des voies respiratoires (Yuk et al., 2007).

L’infiltration des ¢€osinophiles est ['une des principales caractéristiques de
I’inflammation allergique, associée avec une hyperréactivité bronchique et ceci par la
libération de diverses protéines et des ERO. Dailleurs, il a été prouvé que ce sont les
éosinophiles activés qui induisent les dommages épithéliaux caractéristiques chez les sujets
asthmatiques (Ramaet al., 2014).

C'est ainsi que dans le lot OVA I"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. (2010Db).

De méme, dans notre présente éude, les rats exposés a ’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 déja décrit au cours des travaux de Xiang-huaet al. (2009).

D’autre part, des diminutions significatives (p < 0,05) du taux sanguin de leucocytes
ont été observées entre les rats sensibilisés a 'OV A et traités avec les deux plantes et les rats
sensibilisés a I'OVA. De plus, le taux d’éosinophiles diminue significativement lors de
I’utilisation de la bourrache (p < 0,05) et de I’ortie (p < 0,01) dans les lots O/BO et O/UD,
respectivement, par rapport au lot OVA. Ce qui suggere gue le traitement a la bourrache et
I’ortie permet de diminuer |'éat 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 ’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’a notre connaissance aucune étude n'a été consacré a 1’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
a ’ortie améliore les mécanismes de défenses de I’organisme (Juma et al., 2015 ; Meral et
Kanterm, 2004).

Parmi les leucocytes, les lymphocytes sont d'importants régulateurs de la réponse
immunitaire et leur réle dans |'asthme concerne I'inflammation chronique sous-jacente a la
maladie. Des études ont d§a démontré gu'un transfert de lymphocytes d'un rat asthmatique
vers un rat normal induit chez ce dernier I'hyperréactivité bronchique similaire a celle
observée chez I'animal asthmatique (Umetsu et al., 2003). Ces résultats mettent en évidence
I'étendue du pouvoir modulateur que ces cellules ont sur le systéme immunitaire et sur
['environnement pulmonaire (Spahr, 2007). De plus, plusieurs études sur le rat et le cochon
d’inde, chez lesquels 1’asthme expérimental a été provoqué par exposition a 1’ovalbumine,
montrent une augmentation du taux des lymphocytes (Pankg et al., 2011 ; Xiang-hua €t 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
leliquide 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 a ’OVA et traités a
I’ortie par rapport aux rats du lot OVA dans le sang et dans le liquide du LBA. De méme,
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 1’inflammation
pulmonaire, plus marqué lors du traitement par 1’ortie (Tableau 13 et 14).

En fait, dans l'inflammation asthmatique, les cellules infiltrées tels que les
eosinophiles et les lymphocytes ainsi que les macrophages et les mastocytes secretent les
cytokines Th2 (Yuk et al., 2007), parmi lesquelles I'IL-5, I'IL-13 et I’IL-4. Cette derniéere
revét une importance particuliere, puisqu’elle agit comme un facteur de croissance pour les
cellules Th2. Elle est le principa 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 I'expression du récepteur de faible affinité, FceRIl, pour
lesIgE (Belleau et al., 2005).

De plus, I'lL-4 favorise la migration des €osinophiles 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 a l'origine de I'afflux
de cdlules inflammatoires vers les poumons (voie d'entrée principale de I'allergene inhal é).
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, l1a
synthése de collagene et la maturation des myofibroblastes, qui contribuent par conséquent au
dépbt de collagene et aux dommages alvéolaires (Kay et al., 2004). De plus, I’augmentation
des taux de cytokines inflammatoires (I’IL- 4 et I’'IL-5) stimule la transformation
profibrotique du TGF-B, qui est exprimé dans diverses cellules pulmonaires comme les
macrophages alvéolaires, les fibroblastes et les cellules endothéliales en induisant
['augmentation de I'accumulation de la matrice extracellulaire et de |'épaississement des septa
inter-alvéolaires (Halwani et al., 2011). Ces changements structurels et architecturaux au
niveau des bronches contribuent au phénomene connu sous le nom de remodelage des voies
respiratoires (Jacobsen et al., 2007 ; Raet al., 2010). En effet, nous observons une importante
infiltration de cellules inflammatoires, un épithélium épais, des cedémes, avec quelques
centres d’hémorragie et la présence de mucus et de cellules inflammatoires dans la lumiére
des bronchioles au niveau des poumons des rats sensibilisés al'OVA (lot OVA) (figure 83-B).
Alors gue notre éude suggere l'effet anti-inflammatoire et anti-asthmatique de nos deux
plantes, puisque le traitement avec la bourrache (lot O/BO) et I’ortie (lot O/UD) nous permet
de constater une nette diminution de I'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 méme leslots BO et UD ne montrent pas de différences par rapport au lot témoin.

De plus, d’aprés la figure 82, la sensibilisation & I'ovalbumine a donc induit une
augmentation de l'interleukine-4, cytokine pro-inflammatoire (Th2) (19,89 pg/ml dans le
serum 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 I’'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
I’huile de bourrache affecte la production de I’IL-4 in vitro (Harbige et al., 1997)
et que I’extrait de feuilles d’Urtica dioica inhibe la production pro-inflammatoire du facteur
de transcription NF-xB (Riehemann et al., 1999).
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La réduction de la concentration d’IL-4 peut étre associée a un rétablissement de la
balance entre les cytokines Thl et les cytokines Th2. Ceci a été suggéré par plusieurs études
effectuées sur les molécules bioactives des plantes. Nous citons a titre d'exemple I'éude de
Pankg] et al., (2011) dans laguelle les auteurs ont expliqué que la chrysine, un flavonoide de
type flavone, diminue I’infiltration des cellules inflammatoires dans un mode¢le d’asthme
murin en rétablissant la balance Th1/Th2. D’autre part, Kandasamy et al., (2012) supposent
que D’activité antiasthmatique des flavonoides est probablement due a I’inhibition du facteur
NF-KB. En tous cas, plusieurs autres éudes comme celles de Jung et al. (2010), Allan et
Devereux (2011) et Kandasamy et al. (2012) ont tous rapporté 1’effet bénéfique des composés

phénoliques sur les symptdémes asthmatiques.

Or, dans notre présente étude, notamment dans |'étude in vitro, nous avions bel et bien
rapporté que nos extraits de plantes étaient non seulement riches en composés phénoliques
mais quils avaient un potentiel antioxydant et méme anti-inflammatoire particulierement
important.

De plus, les composés identifiés dans ’extrait aqueux d’ortie (Guler, 2013) possedent
un effet anti-inflammatoire (la quercétine, I’acide caféique, 1’acide gallique, des caroténoides
et de la scopolétine) et un effet antiallergique (I’acide gallique, la scopolétine et la
guerceétine). Une étude a prouvé que la quercétine régulait la balance Th1/Th2 dans un modele
d’asthme murin (Park et al., 2009). De méme quelques composés identifiés dans I’extrait
aqueux de bourrache, ont éé éudiés pour leur pouvoir anti-inflammatoire (I’acide p-
hydroxyphényl lactique, la lutéoline, le Kaempférol triméthyle éher), vasodilatateur (le
kaempférol, 1’oleuropéine), vasorelaxant (la lutéoline), immunomodulateur et antiallergique
(le kaempféral) (voir annexe 10).

En fin, il parait clair que les extraits aqueux des plantes utilisés sont parvenus a rétablir
I'état inflammatoire gréce aux propriétés des molécules bioactives qu'ils contiennent. De plus,
nous avons observeé aux chapitres précédents que ces derniers possedent un important pouvoir
antioxydant in vitro d’ou la nécessité d’étudier leurs effets sur le stress oxydatif généré par

I’inhalation de I’allergeéne, et qui participe a son tour a exacerbé 1’inflammation bronchique.

128



VARIATIONS DES PARAMETRES DU STRESS OXYDANT

La grande surface, la vascularisation et |'environnement riche en oxygéne des
poumons les rendent trés 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 endogenes sont développées par
I'organisme, intégrant ala 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’apres 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 a I’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 1’ortie : -3,01%, -24,12% et -29,91%).

En ce qui concerne les rats sensibilisés avec ’OVA et traités par les deux plantes, la
diminution du taux de MDA, par rapport aux rats sensibilisés avec ’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 ’ortie.

2.6. Le glutathion réduit
Nous pouvons observer, d’apres 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 I'ortie au
niveau du foie de |'ordre de 16,15 % et 3,96%, au niveau des poumons de |'ordre de 80,81% et
27,78% et au niveau des érythrocytes de I'ordre de 16,53% et 12,30%, respectivement. Mais
seule I'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).
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Figure 84: Variations du malondia déhyde (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 OV A sensibilisé (p <0,05)
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Figure 85: Variation dela GSH (n mol/mg de protéines) dans les érythrocytes et |es organes
(Foie et poumon) chez les rats témoins et traités.

* : Différence significative comparativement au témoin (p <0,05) ;
# : Différence significative comparativement au lot OV A sensibilisé (p <0,05).
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2.7.La glutathion peroxydase
D’apres la figure 86, on constate qu’il existe, entre le lot témoin et le lot sensibilisé

(OVA), une diminution significative (p < 0,05) de I’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 I'extrait de bourache (p < 0,05).

Alors que le traitement des rats avec | es 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 |’ortie, il induit une augmentation du taux de GSH de 4%

danslefoie, 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 1’ovalbumine entraine une diminution significative
(P < 0,05) du taux de la SOD chez les rats sensibilisés par ’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 sensibilises et traités
par les extraits de plantes (lots O/BO et O/UD) de I'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 Portie 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 dela GPx (umol 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 dela SOD (unité SOD/mg de protéines) dans |es 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).

134



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 paramétres 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 I’augmentation du taux de la catalase chez les lots sensibilisés et traités avec
les plantes par rapport au lot sensibilisé a I’ovalbumine (OVA) et ce au niveau du foie, des
poumons et des érythrocytes de I'ordre de 17,76%, 10,80% et 34,25% pour la bourache, et de
I'ordre de 27,33%, 10,87% et 31,28% pour |'ortie, respectivement.
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Figure 88: Variation delaCAT (umol de H,O./min/mg de protéine) dans | es érythrocytes et
les organes (Foie et poumons) chez les rats témoins et traités.

136



2.10. Etude de la corrélation entre les parametres étudiés:
Dans cette partie, nous avons jugé utile de rechercher le lien entre les différents

paramétres évalués au cours de notre travail expérimental en calculant les coefficients de
corrélations correspondants. Nous rappelons également que lorsgque la relation est positive,
les deux parameétres varient dans le méme sens, c'est-a-dire si I'on observe que les valeurs
fortes de I'un correspondent généralement aux valeurs fortes de l'autre et vice versa. Par
contre, une relation est négative si les deux parametres varient en sensinverse, c'est-a-dire s
I'on observe que les valeurs fortes de I'un correspondent généralement aux valeurs faibles de

|'autre et vice versa.

Corrélations entre les parametres in vivo
Aing, le tableau 15 résume les corréations entre les marqueurs de I’inflammation

bronchique (a savoir le taux de leucocytes et de lymphocytes dans le sang, le taux
d’€osinophiles 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 a la bourrache
et a ’ortie.

D’apres le tableau 15, il existe des corrélations entre l'ensemble de nos parametres.
Cette corrélation peut étre faible (exemple entre IL-4 dans le LBA et la CAT lors du
traitement par I’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) atrés forte (exemple entre SOD et IL-4 dans
le LBA lors du traitement ala bourrache).

De plus, lors du traitement a la bourrache nous notons des corréations
significativesentrele taux de GB et le MDA, le GSH, la GPx et la SOD ; le taux de
lymphocytes et le MDA, laGPx et 1a 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 a I’ortie, nous notons des corrélations significatives entre
le taux de GB et le GSH et 1a 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 corréation significative entre le

taux de GSH et I’IL-4 et le taux de lymphocytes et aussi entre ce dernier et la SOD.
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Corrélations entre les parametres in vivo versus in vitro

D’apres le tableau 16, il existe une corrélation entre la teneur en phénols et le stress
oxydatif au niveau des poumons (a 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 corrdlations entre les teneurs en polyphénols et les paramétres de
I’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 I’'IL-4).

Par ailleurs, I’activité antioxydante (évaluée par trois tests : DPPH, NBT et I’activité
antioxydante totale) semble étre corrélée aux parameétres de I’inflammation bronchique aussi
bien au niveau du sang (corrélation hautement significative pour les taux de Lc et de I’[L-4)
qu’au niveau du LBA (corrélation hautement significative pour les taux d’éosinophiles, Lc et
IL-4).

De plus, cette méme activité antioxydante est corrélée a I’ensemble des paramétres du
stress oxydatif étudiés, elle est méme hautement significative avec 1’activité du GSH et de la
GPx.
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Tableau XV. Corrélations entre les marqueurs de I'inflammation bronchique et ceux du stress oxydatif

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 0,97* 0,83 -0,93 -0,91 -0,97* -0,88 -0,94* -0,97** -0,79 -0,76
lymphocytes

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 0,95* 0,61 -0,94* -0,93 -0,91 -0,70 -0,98** -0,86 -0,65 -0,50
d’éosinophiles

Taux de 0,99** 0,77 -0,89 -0,97* -0,91 -0,79 -0,94* -0,97* -0,84 -0,71
lymphocytes

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

139




Tableau XVI. Corrélations entre les teneurs en composés phénoliques, I’activité antioxydante et les parameétres de I'inflammation bronchique et ceux du stress oxydatif

| Teneur en phénolset activité Par ametres de I’inflammation bronchique Parameétres du stress oxydatif

antioxydantein vitro

Danslesang DansleliqguideduLBA  FR
Taux de Taux de Taux d’IL-4 Taux des Tauxdes  Taux d’lL- Taux du Tauxdu Activitéde Activité  Activité
GB lymphocytes lymphocytes  éosinophiles 4 MDA GSH la GPx dela dela
_ SOD CAT
Taux des BO -0,972 -0,835 -0,913 -0,729 -0,913 -0,962  -0,998* 0,979 0,768 0,903 0,936

Polyphenols UD  -0995  -0,893  -0,998*  -0964  -0,998* -0,996* -0,984 0955  1** 0927 0,824
Taxdesotho  BO  -0877  -0949  -0987  -0,881  -0,987  -1**  -0981 0891 00907 0983 0,995

diphenols UD  -0985  -0924 EEE 20,942 1R 1** 0968 0975 0997 0952 0,864
Taux des BO  -0547 -0985  -0,945 1% 0945 0888 -0,772 0575 0998 0953 0923
UuD  -0841 1% 0919 -0739  -0919 -0927 -0,796 0985 0892 0996* 0,992
Taux des BO 1% 0691  -0799  -0558  -0799 -0,877 -0958  1** 0605 0,784 0,834
ub  -0937 -0978  -0982  -0,866  -0982 -098 -0,907 00999 0968 0992 0,941

Taux destanins BO -0,758 -0,994 -0,999* -0,961 -0,999* -0,981 -0918 0,780 0,975 1** 0,994
ub -0,997* -0,882 -0,996* -0,971 -0,996* -0,994 -0,988 0,948 1** 0917 0,810

Agt?]“ogaf&s BO -0,997* -0,733 -0,833 -0,606 -0,833 -0,904 -0,974 0,999* 0,651 0,819 0,865
ub -0,864 -0,999* -0,935 -0,768 -0,935 -0,943 -0,822 0,992 0911 0,999 0,985

I___-_I
ub

| 0,875 0,928 0,938 1% 1% 0965 -0977 -0,997* -0,956 -0,869
Test NBT BO 0999 0,695 0,716 0586 0819 0893 0968  -1** 0632 -0805 -0,853

UD 0997 0817 0,882 0971  099* 099 0988 -0948 -1** 0917 -0,810

Activité BO  -0,695  -0,999* _1*+ 0982 -0990 -0959 -0878 0,719 0,991 0,993 0,979
antiodante T gn 0986 -0,655 0,743 1** 0945 0938 -0996* 0843 094 0795 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 1’activation de cellules inflammatoires tels que les macrophages avéolaires, les
neutrophiles, les éosinophiles, les lymphocytes et les mastocytes. On retrouve la notion de
stress oxydant dans ces réactions d’hypersensibilité de type I ou I’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 a la sevérité de la
maladie (Meharzi et al., 2014). Ces ERO peuvent étre directement responsables des |ésions
pulmonaires et de la contraction des muscles bronchiques.

Aingi, le déséquilibre entre les systémes de défense et de production des radicaux
libres entraine des lésions au niveau des cellules de I’organisme et de ce fait plusieurs
traitements visant a diminuer ce phénomene de stress oxydatif ont été envisagés, notamment a
base d'extraits vegétaux utilisés dans les pathologies du systéme respiratoire (Tiwari et al.,
2014 ; Lee et al., 2010a; Lee et al., 2010b; You et al., 2014). Cependant, a 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 systemes 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 premiére fois, leurs effets anti-oxydants et anti-inflammatoires dans le cas de la
pathol ogie asthmatique et ce par la mesure de certains marqueurs.

En fait, comme tout alergéne, la pénétration de I'ovabumine chez les rats wistar
sensibilisés, crée un pontage en se liant a deux IgE sensibilisant les cellules mastocytaires
et/ou les basophiles tout en provoquant la dégranulation de ces dernieres. La dégranulation
aboutie a 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 a leur tour a
I'établissement d'un état de stress oxydant au sein de I'environnement inflammatoire
bronchique. En effet, 1’ovalbumine, constituant ici I'agression étrangere, 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 a 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 a I’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).

Aing, l'analyse de I'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 parametre constitue
donc un indicateur précoce d’une agression étrangére et est souvent utilise comme
biomarqueur du stress oxydatif (Giguere 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 éé mis en évidence une augmentation
de la peroxydation lipidique aprés traitement par divers alergenes tels que I'ovalbumine,
le LPS, les acariens...etc. (Tiwari et al., 2014 ; You et al., 2014).

Cette éévation du MDA, comme nous l'avons expliqué plus haut est due a
I’augmentation du nombre des cellules inflammatoires activées dans les alvéoles pulmonaires
qui libérent de grandes quantités d’anions superoxydes et de peroxydes d’hydrogéne. De plus,
la présence du MDA dans le tissu pulmonaire pourrait accroitre la chimiotaxie des leucocytes
et activer lalibération d'histamine, perpétuant ainsi I'inflammation (Y ou 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 systémes de défenses antioxydant et n’influent pas
sur la peroxydation lipidique. Par contre, le traitement des rats sensibilisés a 1’ovalbumine
avec la bourrache et I’ortie dans les lots O/BO et O/UD, respectivement, a permis de diminuer
le taux du MDA par rapport au lot OVA et ains diminuer la peroxydation lipidique dans le
foie, les érythrocytes et significativement dans les poumons (p < 0,05). Ce qui peut étre di
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 I’OVA.
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D’autres études ont pu aussi démontrer que le traitement avec certaines plantes
meédicinales et des antioxydants permet d’atténuer la peroxydation lipidique dans des cas
d’asthme expérimental (Tiwari et al., 2014 ; You et al., 2014).

Lorsgu'un état de stress sinstalle dans un organisme, ce dernier met en jeu plusieurs
systemes de défense et de lutte tel que le systéme du glutathion. Ainsi, le GSH est un
antioxydant clé qui protége les poumons des altérations dues aux radicaux libres. Etant donné
gu'une grande partie du stress oxydatif pulmonaire se produit sur la surface extracellulaire de
I'épithélium du poumon, ou justement le glutathion est trés abondant notamment dans le
liquide du revétement épithélial des voies respiratoires (Kirkham et Rahman, 2006), il joue un
réle 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 réle dans
la physiologie de I'oxygene. 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 allergenes, qui, bien qu’elle ne semble par directement impliquée dans
le processus d’activation, est sous le contrdle de I’induction d’ERO. Cette production d'ERO
(cytoplasmique et mitochondriale) est associée a une chute du potentiel membranaire
mitochondriale et une déplétion en glutathion (GSH) intracellulaire. De plus, ce dernier (au
niveau des cellules présentatrices d'antigéne) influence la voix de réponse des cytokines Thl
et Th2, et plus précisement, une réduction du GSH inhibe la production des cytokines
associées a la réponse Thl et/ou favorise la production des cytokines associées a la réponse
Th2 (Oh et al., 2010).

Drailleurs, d'aprés 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). Dailleurs, Al-Afaleg et al., (2011) ont auss 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 étre la voie majeure de leur
élimination. On suppose donc que le glutathion a été utilisé pour I'dimination et la
détoxification de I'allergene 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 sensibilises a 'OV A 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 aborde le traitement des rats
sensibilisés a 'OVA par des antioxydants naturels ou autres, parmi lesquelles une éude
phytothérapeutique réalisée grace a l’extrait de Tinospora cordifolia (Tiwari et al., 2014) et
une autre (You et al., 2014) qui a abordé I’administration de la vitamine C chez des souris
exposés a 1I’ovalbumine. Toutes ont permis de démontrer que des taux élevés de glutathion ont
été relevés chez les souris traitées par rapport a celles exposées seulement a 1’ovalbumine.
Nous pouvons ainsi déduire que dans notre étude la présence d’antioxydants dans les extraits
des deux plantes (particuliérement dans la bourrache) a permis de maintenir des taux élevés
de GSH.

On sait que ce dernier protege également la membrane cellulaire de la peroxydation
des lipides par l'intermédiaire du GPx (Lee et al., 2010d). En effet, la GPx est une séléno-
enzyme antioxydante clé qui régle le niveau des ERO par sa capacité de réduire non
seulement le peroxyde d’hydrogéne en eau, mais aussi les hydroperoxydes résultants de
I’oxydation des acides gras insaturés. De cette facon, cette enzyme parviendrait a protéger les
cellules contre les dégats générés par les agents étrangers comme 1’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 a une surproduction de peroxyde
d’hydrogéne et donc al’épuisement entre autre du GSH.

Plusieurs études ont montré une diminution de la GPx dans le sérum et les
erythrocytes des asthmatiques (Al-Afaeg et al., 2011 ; Misso et al., 1996 ; Mak et al., 2004 ;
Sackesen et al., 2008). Effectivement, en cas d’asthme la GPx est essentielle a 1’élimination
du H,0; et des produits de 1’oxydation lipidique, qui sont continuellement générés lors de
I’infiltration des leucocytes dans les poumons (Mak et al., 2004). Misso et al., (1996) ont
méme soutenu que I’activité réduite de cette enzyme dans le sang peut refléter des
meécanismes associés a la gravité de la pathogenese de I'asthme. De plus, comme |'ont jadis
signalé d'autres études (Pacheco et al., 1994 : Al-Afaleg et al., 2011), nous confirmons dans
notre présente éude aussi que la diminution de ’activité de la GPx est bel et bien corrélée ala
diminution de la GSH et I’augmentation de la peroxydation lipidique.

Aingl, le traitement avec les plantes permet d’enregistrer une augmentation dans

I’activité de la GPx. Cette augmentation n’est significative (p < 0,05) que lors du traitement
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des rats sensibilisés avec 1’extrait de BO. Ceci est en accord avec les précédents résultats ou
nous avons observé une augmentation significative du taux GSH chez le lot traité avec la
bourrache pouvant ainsi expliquer 1’augmentation de I’activité de la GPx.

Il existe plusieurs autres antioxydants enzymatiques qui sont utilisés par 1’organisme
afin de lutter contre les ERO. Nous en avons aussi mesuré la variation au cours de notre
protocole expérimentd. 1l sagit plus précisément de la CAT et la SOD. On rappelle que cette
derniére fonctionne comme premiére ligne de défense contre e stress oxydant et convertie les
radicaux superoxydes en peroxydes d’hydrogene. Cette fonction n'est efficace que si son
activité est suivie par les actions de la CAT et la GPx, car le peroxyde d’hydrogéne produit
par la SOD est subséquemment nettoyé par ces dernieres (Devaki et al., 2011).

Chez les mammiféres, il existe trois SOD qui sont : la SOD cytosolique (SOD1), la
SOD mitochondriale (SOD2), et la SOD extracellulaire (SOD3). Cette derniere (dite aussi
EC-SOD) est fortement exprimée dans les poumons. Elle est essentiellement associée a la
matrice du tissu conjonctif autour des vaisseaux sanguins des poumons, mais se retrouve
également a proximité des voies respiratoires et des cellules musculaires lisses vasculaires.
Son importante expression autour des voies respiratoires et du muscle lisse suggere qu'elle
pourrait jouer un réle dans les maladies des voies aériennes tel que I'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
meécanisme de I'asthme (Kirkham et Rahman, 2010). D’ailleurs une étude a prouvé que
['administration de I’EC-SOD mimeétique fait diminuer I’inflammation dans un modeéle animal
d’asthme (Chang et Crapo, 2002).

Quant & I’augmentation des ERO, elle provoque des modifications biologiques
significatives au niveau des protéines et affecte la fonction de la SOD et contribue a 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 expé&imentation. Le taux de la SOD
diminue significativement (p < 0,05) chez les rats exposés a 1’ovalbumine (lot OVA) par
rapport au taux de la SOD chez les rats témoins dans les poumons. Ce qui est en accord avec
I’étude de Benetti et al., (2012) effectuée sur des souris exposees comme nos rats
a I’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 1’activité¢ de la SOD est
associée a 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 a 1’ovalbumine avec la bourrache,
augmente significativement (p < 0,05) Il’activit¢ antioxydante de la SOD au niveau
pulmonaire. De méme, le traitement avec I'ortie provoque une augmentation de I'activité de
cette enzyme dans ce méme compartiment de |'ordre de 39,02%.

Comhair et al., (2005a) ainsi que Zuo et al., (2013) suggerent que 1’augmentation de
I’activité de la SOD est directement associée a une diminution du stress oxydatif, et peut aing
diminuer les symptdmes de 1’asthme tels que I’inflammation et I’obstruction des voies
respiratoires.

En ce qui concerne la catalase, une diminution de son activité chez les rats sensibilisés
comparée a ceux non-sensibilisés peut étre observée dans nos résultats, indiquant une légere
perte de son pouvoir antioxydant. Ce qui est en accord avec le résultat de Tiwari et al., (2014)
sur un modéle d’asthme murin. On observe également une augmentation de 1’activité de la
catalase chez les deux lots de rats exposés a I’ovalbumine et traités par les deux plantes
(O/BO et O/UD) par rapport aux rats du lot OVA, tout comme I'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 étre di, comme I'ont signalé Nadeem et al., (2003)
ainsi que Mak et al., (2004), au fait que le peroxyde d’hydrogéne, formé aprés dismutation du
O, par la SOD, ait éé diminé par des taux normaux de catalase et des taux élevés de
glutathion, vu que ce dernier représente le principal défenseur contre la toxicité du H,O,.
Drailleurs, aucune corrélation significative n’est enregistrée entre les variations des taux de la

catalase et des taux des marqueurs de I’inflammation bronchique (tableau 15).

Par ailleurs, ces derniers se correlent positivement avec le MDA et négativement avec
le reste des marqueurs du stress étudiés (GSH, GPx, SOD et CAT), c’est a dire que
I’augmentation des parametres de D’inflammation bronchique s’accompagne de
I’augmentation du MDA, marqueur de la peroxydation lipidique, et de la diminution du GSH
et des enzymes antioxydantes (GPx, SOD, CAT). En effet, lorsque I’inflammation bronchique
s’intensifie et par conséquent le recrutement des cellules inflammatoire augmente, il
s’accompagne par I’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 laCAT.

Au niveau des sites de I’inflammation, les cellules inflammatoires telles que les

€osinophiles 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 a différents stimuli environnementaux. Ces ERO oxydent les
phospholipides membranaires induisant des altérations de ses fonctions comme le transport et
laperte de safluidité (Leeet al., 2010a).

Aingl, larégulation du taux des ERO durant I’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 1’utilisation
des extraits de bourrache et d’ortie (lot O/BO et O/UD) par rapport au lot OVA, chez lequel
['augmentation est significative.

Dans notre présente étude, les lots de rats O/BO et O/UD chez lesquels ’asthme
expérimental a é&é provogqué puis traité par des extraits aqueux de bourrache et d’ortie,
respectivement, a permis de constater une nette amélioration de 1’état de stress oxydatif. En
effet, ceci a été apprécié par la diminution de la peroxydation lipidique et I’augmentation des
systemes de défense antioxydant, qui sont plus importante lors de 1’utilisation d’extrait de
bourrache, de méme la corrélation entre les paramétres de stress oxydatif et de I’inflammation
bronchique est plus significative lors de 1’utilisation de cet extrait (tableau 15).

Ces différents effets constatés entre les extraits des deux plantes peuvent étre
expliqués par les différences en teneurs de phénols dans nos extraits, chez lesquels nous
avions démontré que I’extrait de bourrache a une quantité supérieure en phénols par rapport a
celui de I’ortie, ce qui lui a conféré un pouvoir antioxydant plus ¢levé. D’ailleurs, d’apres 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 I’inflammation bronchique et le
stress oxydatif. Ou une teneur élevé en phénols et un fort pouvoir antioxydant sont associés a
une diminution de I’inflammation bronchique et celle de 1’état de stress oxydatif.

En fin, ces résultats suggerent aussi que les extraits de Borago officinalis et Urtica dioica
préviennent I’inflammation bronchique médiée par les ERO dans un mod¢le d’asthme
allergique et induit par ’OVA et que I’effet protectif de I’extrait de bourrache est relié
principalement a sa capacite de réduire le stress oxydatif genéré. Ceci est en accord avec des
¢tudes effectuées sur d’autres plantes et/ou d'autres molécules antioxydantes dans un mod¢le
d’asthme murin (Lee et al., 2010a; Leeet al., 2010b ; Yang et al., 2011) suggérant qu’il
existe un lien étroit entre le stress oxydatif et I’asthme et que les mécanismes redox du stress
oxydatif dans 1’asthme allergique jouent un role clé dans la pathogenése de cette maladie

(Jiang et al., 2014) et peuvent étre une des voies thérapeuti ques prometteuse.

147



Conclusion

Au terme de notre présente étude, il ressort que l'analyse phytochimique sur les
extraits des deux plantes que nous avons choisies, a savoir Borago officinalis et Urtica dioica
a permis l'identification de nombreux composés (une trentaine). Parmi lesquels, certains I'ont
été pour la premiére fois dans la bourrache. En effet, tous les flavonoides ainsi que 1’acide
lithospermique ont été identifiés pour la premiere fois dans les feuilles de Borago officinalis,
bien que déja rapporté dans la famille des Borraginacées. Quant a |'oleuropéine, elle a été
rapportée dans notre présente étude pour la premiére fois dans la famille des borraginacées.

Retenons également que les deux plantes sont trés riches en polyphénols, lesquels ont
des activités antioxydantes qui contribuent de maniere tres efficace a la prévention de
nombreuses maladies. C'est ainsi que nous avons confirmeé ce potentiel thérapeutique dans la
pathogenése du processus inflammatoire asthmatique via un modéle d'asthme expérimental
murin. En effet, nous avons étudié, en plus des marqueurs de I’inflammation pulmonaire,
guelques autres parametres contribuant a souligner le role du stress oxydatif dans la
pathogénése de I'asthme.

Dans ce contexte, nous avons appréhendé I’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 suggerent que le désequilibre de la balance entre les radicaux libres et les
systémes antioxydants, en faveur des premiers, est 1'une des causes principales de
I’installation et I’exacerbation de 1’asthme allergique. De plus, I’é¢tude histologique démontre
clairement une infiltration inflammatoire pulmonaire qui, refléte I’effet cytotoxique local de
I’ovalbumine sur les poumons. Ces altérations structurales affectant les fonctions de cet

organe augmenteraient par conséquent la gravité de lamaladie.

D'autre part, le traitement des rats sensibilisés a 1’ovalbumine avec les deux plantes:
Borago officinalis et Urtica dioica traditionnellement utilisés contre 1’asthme et
I’inflammation s’est avéré efficace pour soulager I’inflammation pulmonaire €t ce atraversla
diminution du taux de cellules inflammatoires et I’infiltration de ces dernieres au niveau
pulmonaire. Cet effet est significatif pour I’ortie et de facon plus modéré pour la bourrache.

Ainsi, I’administration des extraits de feuilles de ces deux plantes aide a 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 systémes 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 grace a la composition chimique de ces

extraits, en particulier I’extrait de bourrache, riche en composés antioxydants.

Cette étude, au final, nous aura permis dune part de justifier les indications
thérapeutiques des deux plantes locales dans I'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 modele
expérimental d'asthme puisque nous sommes les seules a le faire a ce jour en Algérie et que
beaucoup de plantes, telles que la bourache et l'ortie, n'ont jamais éé testées dans un tel

modele.

Nos résultats ouvrent également d'autres perspectives pour compléter notre travail dont

certaines sont présentées ci-dessous :

En ce qui concerne les extraits éthanoligues de nos deux plantes, une étude
supplémentaire serait nécessaire pour en évaluer directement |'effet soit dans un méme modéle
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 trés prochainement a l'étude
des effets bénéfiques des extraits de plantes médicinales sur des cellules endothédliales

humaines soumises a des situations de stress oxydatif.

Ensuite, Du point de vue méthodologique, nous pourrions éargir notre étude en
appréhendant e stress oxydant et I'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 Kg (NFKp). Ces facteurs de transcription, essentiels pour
I’expression de genes inductibles associés avec les réponses inflammatoires et immunitaires,

peuvent facilement étre étudiés par la technique du western blot.
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Annexe 2 : Exemple de structure de carotenes : (a) B-caroténe (b) xanthophylle.
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Annexe 3. Quelques structures de composeés phénoliques.
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Annexe 4 : Structure du BHT.

Annexe5: Composition de I’alimentation pour 1 kilogramme d’aliment de I’ONAB (Office
National e des Aliments de Bétails) de Bejaia.

‘ Matiére alimentaire Quantitéen g/kg d'aliment Pour centage (%) ‘
620 62

Mais
Soja 260 26
Phosphate 16 16
Calcaire 9 0.9
Cellulose 10 1.0
Minéraux 10 1.0
Vitamines 10 1.0

Annexe 6: Dé&ermination dela dose d’extraits administrés aux rats.

Le but du travail a été de tester 1’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 a la moyenne du poids des rats par jour et
exprimé en g tisane/Kg PC rats/jr.

HO O O

Annexe 7 : Structure de la scopol étine.
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Annexe 9 : Structure des anthocyanidines.

Annexe 10: Quelques activités biologiques connues des composés identifiés.

N° destab. et des Nom du composé Activité biologique Références bibliographiques
COMpPOSES

Acides phénoliques (incluant les dérivés)
Tableau 10: 17 Acide caféique Antioxydant Gilgin, 2006
Tableau 11: 7 Anti-inflammatoire Grunberger et al., 1988
I mmunomodul ateur Grunberger et al., 1988
Tableau 10: 4 I’acide p- Anti-inflammatoire Liuetal., 2014
hydroxyphényl lactique
Tableau 11: 10 Acideférulique Anti-inflammatoire Graf, 1992
Tableau 10: 6 Acidelithosper mique Antioxydant Damase et al., 2014
Ext. aqueux d’UD | Acidegallique Antioxydant Yenet al., 2002
(GUler, 2013) Locatelli et a., 2014
Anti-inflammatoire Kroeset a., 1992
Locatelli et a., 2014
Antialergique Kimet a., 2006
Coumarines
Tableau 11: 1 Ombélliférone Antioxydant Ramesh et Pugalendi, 2006
Antialergique Vasconcelos et ., 2009
Ext. aqueux d’UD | Scopolétine Antioxydant Malik et a., 2011
(Gller, 2013) Antiallergique Cheng et a., 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 : Apigénine Antioxydant Begum et Prasad, 2012
14, 15 Anti-inflammatoire Narayana et a ., 2001
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Tableau 10: 10 Lutéoline Antioxidant Francisco and Resurreccion, 2008
V asorelaxant Narayanaet al., 2001
Anti-inflammatoire Narayanaet al., 2001

Tableau 11: 6 Baicaléine Antioxydant Peng-fei et a., 2013

Flavonol (incluant glucosides et dérivés)

Tableau 10: 7,11 Quercétine Antioxydant Francisco et Resurreccion, 2008
V asodilatateur Pérez-Vizcaino et a., 2002
Anti-inflammatoire Kobuchi et a., 1999
Antialergique Narayanaet al., 2001

Tableau 10: 19 kaempférol Antioxydant Francisco and Resurreccion, 2008
Vasodilatateur Pérez-Vizcaino et a., 2002
Anti-inflammatoire Narayanaet al., 2001
Antiaergique Narayanaet al., 2001

Tableau 11: 2 | sohamnétine Antioxidant Y okozawa et d., 2002
Vasodilatateur Pérez-Vizcaino et a., 2002
Anti-inflammatoire Ahmed et a., 2005

Flavanone (incluant glucosides et dérivés)

Tableau 10 : 21 Narangénine Antioxidant Francisco and Resurreccion, 2008
Vasorelaxant Narayanaet al., 2001

Tableau 11: 5 Eriodictyol Antioxydant Areiasaet al., 2001
Vasodialtateur Ramoén Sanchez de Rojas et al., 1999
Anthocyanidines

Ext. aqueux d’UD Antioxydant Y ue and Xu, 2008

(Guler, 2013)

Séco-iridoides

Tableau 10: 13 Oleuropéines Antioxydant Jemai et al., 2008

V asodilatateur Visioli et a., 1998
Lignanes
Ext. aqueux d’UD | Secoisolariciresinol Antioxydant Prasad et a., 2000
(Guler, 2013)
Caroténoides
Ext. aqueux d’UD Antioxydant Stahl et Sies, 2003
(Guler, 2013) Anti-inflammatoire Cicconeet al., 2013
Stérol
Tableau 10: 9 | Sitostérol | Antioxydant | Conforti etal., 2008

Nom complet (code) Firme

Annexe 11 : Liste des réactifs chimiques spécifiques utilisés.

Acide ortho-phosphorique 85%

BHT
Bleu de Coomassie
BSA
DTNB
GSH
M ethionine
NBT
Riboflavine
TBA
TCA

Bovine Serum Albumine lyophilized
Acide 5-5’-dithiobis-2-nitro benzoique

Glutathion
L-Méthionine
Nitro Blue Tetrazolium

Acide thiobarbiturique
Acide trichloracétique
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MERCK
Fluka
SigmaAldrich
SigmaAldrich
Biochem. Chemopharma
Sigma Aldrich
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Annexe 12 : solution utilisées pour le dosage des parameétres du stress oxydant et 1’étude

histologique.

‘ SOLUTIONS COMPOSITIONS QUANTITES ‘

Solution de lavage - NaCI. - 9 0.
(pH=7,4) - Eau digtill ée. 1 litre.
- Bleu de Coomassie (G-250). - 100 mg.
Solution de BRADFORD - Ethanol 95%. -50 ml.
- Acide ortho-phosphorique. 100 ml.
- Eau distillée. 1 litre.
Tampon phosphate - Tris 50 mM. - 6,057 g.
(pH=7,4) - NaCl 150 mM. -8,775g.
- TCA. -200.
TCA-BHT - BHT. -1g.
- Eau distillée. - 100 ml.
- Tris. -0,315¢.
TrisTBA - TBA. -1, 729.
- Eau digtillée. - 100 ml.
Tampon TBS - NaCl 150 mM. -4,387g.
(pH=7,4) - Tris50 mM. - 3,028 g.
- Eau distillée. - 500 ml.
GSH - GSH. -0,491g.
- Eau digtill ée. -16 ml.
DTNB - DTNB. -5,151¢g.
- Eau distillée. - 13 ml.
TCA -TCA. -049.
- Eau digtill ée. -40 ml.
H202 - Hzoz. -130 H'
(30V) - Eau distillée. - llitre.
Bouin alcoolique - Solution d’acide picrique 1% dans -45ml.
(100ml) I’éthanol a 95%.
- Formol. - 26 ml.
- Acide acétique. -07 ml.
- Eau digtill ée. -22ml.
Alcool acide - Alcool éthylique a 70%. - 100 ml.
(Coloration) - HCI. - 50 ml.
Eau ammoniacale - Ammoniague. -2ml.
(Coloration) - Eau distill ée. - 100 ml.
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(09 + 1. 72 mg gallic ood g dry exraci ). Using LC-M5MS5 analysiv. i wan posable 1o identify
phenolic scigs, favonnids, serol and for the first tme oleeropein wes wentifed m the agueons
gxtmct ol the plonl The obtainsd reults hive demonstrated that phenolic compounds e the
mitjir contributor 1o the antoxkdant somiry of plnic
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1. Introdoctian

Recently. ihe bislogicn] and medico] sceences are mvaded by o
new concept callsd “oxntatve stress™ i owhich the odll ennnoi
comirel the cxcessive presence of reactive Davpen species
(ROSE ROS such as soperoaide amions {0 ), hyvdrowyd radical
(O amill mitric oacde | NO§ are produced by hiological comi-
bastion m the respiration procgss.

Cuarrendly. it is weil known that alihough oxidative siress is
Aol a disease in bseli. 1 & polenially invebved in many disenses
s 1 ingpar or sssncinled with compliations during ther evo-
lotiom as in cancer. curdiovasculor disenses, 'nrﬁm:m‘nlmy lung
dmenses. immune dyslunclions and pewrodegenerative disor-
ders. ROS can alsy couse a change in the orponoleptic proper-
ties of foods by the oxidative dEErn.:Elllm i their constituen
Ipidy | Y oamagiscl el ol . 2k,

Hence, ithe balance botween anpoxidation and oxkduisn is
befipver to be o critical concepd Tor maintaining a healthy bio-
logical wsiom (Tiwari. 28] ), 5o, to preveni or redoce the oxi-
datrve siress, solfcent wmounis of ondoxsdoms oeed 16 be
consmmed or added o foods

The antionidanis con be ol synthetsc or ol ongin, Fact,
synibetic astiowdoms. such as botylsted  hydmoxy  anisole
(BHAY butylated - bydroxy tolwene (BHT) aod teri-boiyl
hydroguinone {TAHJL, are wadely used in the food madustry.
Although, they sre effective and less expensive than natirmnl
antiovidony. some oxic effecis have been repocied (Chin
et g, JWHE ). Thos, resewrch (or @ safer apd effective natural
antiowidond is in progress. Among these natoral aniioodans,
phonolic ontioxidanis can be montionesd. Actually. vanoums
methasds have been wsed 1o evalunte the antioodnom properties
o phenolic compounds i vitrn { Anioknach e el 2007), These
compounds are proved 1o be more potent antoxidanis thun
¥itaming E and C and carotennids. Besides, they we reporial
o quench the oxyeen-derived und substrute-derived free radi-
citls by donnting 5 hydrogen atom or an electron o the [ree
riiclical {'Wettnsinghe and Ghohidi. 1%9%). Phenolic comporiands
are present i@ wide range of vwegeiabls ond plants, plaving an
imporiant mle in defeme mechommms | Anc o sl S35

Borage | Bwage officiafis L) 5 & berbuccous plani of the
Bomginoceae fnmily motive to Moerth Afnon and widely spread
im muny Medierranenn countnies. In Algeria, this pland s osal
not anky for preparing bevernges and salads bat also for differ-
oot medicinal porposes. Over tve last years, in spite of beng
the subject ol increasing agriculmral intevest thanks io ks high
conient of y- linclenic acid n seed { V lamati @ sl 2000), 1o the
best of our knowledpe, few nesearch studies have been devotad
1o the investization of iis anioxufant actvity, For exomple,
Conlortl v ol (2008] have demonstroied ithe strong anbioxi-
dam avtivity of borage leaves extract. Crther ressarch works
hove reporied tha ihe eihanolic extract of deflaited speds pos
smin phenolic acids. antioidom and free rodical scavenging

activities {Miamefi @ ol 2000a). However. the information
peraiming to the sctive componenis of borage leaves s very
mame. I is worhy o mention that the presence of fatty nods
[Cirinne el al. XA, phenolic’ acids {Mblumdi et ul . J01TR],
rralizklines allaloids (Ei-Shady anad Wink, 2004), pnd ster-
ols | Condori et ol 200E) wos previeusly. notced.

In Folk medicatson, the mosi of medicinn] plants are used by
malking their sgoesus exirmots as row matenals b 1 is mpor-
i 1o nesie thnl same biomass s more benefoory i extrocied
in ethanol rather than waler. Therefore. the Alperian borape
was prefiminarly characierisss by comparing the agueows
extract and the shanol cxtract through their chemival compo-
sitirns by using coborimetre methesds and mass
Furthermoge, the antioxidant activity of both extracts of hnr-
ape was carned ol mg three methods: 2.2- diphenyl-pic-
ryfiirazyl  rudicabscwvenping  wsssy (DPPH st 1ot
antiokidnnt sctivity by phesphomolybdenum method, and
wavenping of superovide radical (NBT st

1, Mlwterials nml methods

2.0, Planty mukirindy

Fresh endire kaves d'ﬂump ayfferimaliy | B0 were oodlected in
Morch 2017 from his mtoral habidal uf the Easi fonk of
Momnt Edowgh {facmg the Meditermanean Seal m Sidi Aissa
This semi-orban areg, koated 10 the sorb of the conurbabon
of Anniha {Latiude: 36" 55 HLES N Loneiude 7 4452 565
Eil v wemkly nrbamized and with very low tmflic. Harvesting
wias cormied out sccording (o posd Barvesting prvciices. {or
maedicinal planmis establizhed by OMS (2007

2.2 Chemicrls

Ammoninm molyhdate, gallic acid and vanillin sere obiained
from Ripchem. Chemopharma |Cosne Sor Lodre. France): All
ather chemizal prodocts wsed im ithis study were purchased
fnom Sigma Chemical Co (51 Lowis, Francel.

24 Extrariinn jprocedien

The leaves were washed thorpughly wnder {ap witer, siv-dried
ard powdered using ekactric ghnder io ohtam a powder.

240 Agueom et

Ten grams of BO lenves powder were boiled with 200 mL of
distilled water for 20 min with un oocsonal stirming, The
decoction preparntion was then Gliered through a mushn cloth
followed by Altration with fller paper. The st wis evapo-
rated to one-fifih of its original volume ond kept @ 4 °C until
[TER TN
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2.3 2 Erhanol exiract

Diried and powder muteriale were exiracted with 84s EiOH
{1210, w'v) for 24 b, and concentmied under reduced prossumo
ol o temperatore of 60 °C n 3 moiary evmporlor,

24 Determimuiion of the ol phesrds

The determuinotion of the iotal phenolic componnds wis per-
formed by meams of the Folin-Ciocaltean reagent and the
method described by Charpoar ot al. (2000 i The join] phenobic
contenl was expressed os mlliprones of gallic ool (CA) egquoive
akent per grum of extracy. The iotal phenolics were carned oo
by usime standard gall neid corve with keaxt square regressinn
iy = B e B = 099 The optical dersity was measared at
i = T65 mm and coried ol wing a specirophojometer (Shi-
imeben L1W-1800 M. Japan).

5. Tl {Toavamvariely contiemey

The iotal Anvenosds were mensured by o colonmetrnc asay
adopted by Bemueme = 0l | 2010} Coe mL aliquot of oppropri-
ately dilited wmple or stndard solution of guercitin was added
to a 10 mL vohmeinic flask contmining 4 mL dookle disdlinte
witter [ddH-Oh Ab zevo imme, B3 mL 5% NaNO, was addemd
to the flask Afer 5min 0.2mL 0% AN wos added. AL
fimin, 2mL of | M NalH was added w the mixtore. Inmodi-
ately, the resction fask wies diloted with the addiion of 24 mL
of ddHy b and tharonghly mized. The absorbance of the mixturo

pink color- wos determined st 310 mm compared 1 oomms)
wirter, The iotal flavonmd conlents are exprossesd as me querciiin
{00} equivalents’g of exiract (¥ = 0008, B = 0.997)

2 Tt Fevomaody covien

The contend of favonols was determined by the method of
Yermakos gt ol (19871 A standard corse of nutm wos per-
formed by mizmg 2 ml of different concentmom of meiha-
pobe sHlotions of rictin with 2mL of A (20 mg'ml] ami
fimL of sodiom scetaie |5 meg/mL). The absorbanoe was mea-
sral afler 1.5 hat 440 nm. The some procedore wiss followed
for 2mL of plint extrocts (35 mgmlL). The toml favonols
wire expresed as dry estract me's ratin equivilents (RE For
mutin, the curve obsorbance againsl ocondemniratEsn was
described by the egontion {p = WSy, & = 1)

27 Tinaal tnarimes comiten)

The totn] tennins conient in the plant extmcts were determined
accomling the method of Bomsdr @ al (2000 Syl of the
exiract was added o 3 ml vonidlin/ 'methionod (4% ). Alter sbir-
mnmg. 1.5 ml. concentruied HOL was added. The absorbance
ws road ol 500 nm ofter 13 min The totl timmin conlents
nre exprossed oy ma calechin eqoivalent [(Cifg of dry extract
(= 0005y, B = 09KH).

28 Tl gt varvims cowrend
The ol anthocyanms wre water-soluble pigments. The toral

anthacyaning were extimaoled by o pH dilferentiml method
{(Lee ot sl 2005E The alworbame was messured im

specirophotometer i 520 nm and ai 700 nmi in buffers ai pH
I and 4.5, usmg a molar estinction coelfoent of cyenidin-1-
phucoside of I9, 6,

The resulis of the equation wer'e expressed os milliprama of
cynidin3-phevside equivakenis per g of extrac after the cal-

culation of the following foermula:
A= MM & OF = |0
oo
whene . i the obsorbunce coboulnted by the way: (Apaos
= inilpt < ¢ = (o = dislpd = 400 MW B molecnlor mas

of cynidin-Aglueoside: F = the diloion fictor; © & the
eximction coellicient; o i the thickness of 0 curve

LW LO-MS S amardieoy

LC-UWV-MEMS analyes were performed as described by Kite
el al (H¥ET) on o Thermo Sciendific Sysiem consisting of an
Acvels UFHPLE unit with o photodinde armay. detector ani
an LT Orbitrap X1 muss spectromener filled with an electro-
spray source.  The [ollowing  parameters were  amplomeed
throughou all MS experimenis; fior elecirospray iomiztion with
positive fon polarity the capillary volinge wos set io 1.5 EY, the
drying iempershere o 35850, the nebulorer pressure to 40 psi,
and the drying pes ow to 10 min . The maximum socumu-
lataon lme was 50 ms, the scan mﬂdm]ﬁ.ﬂﬂ-w"l'r
(alirs sean maode) angd the fmpmendion e was 3 s,

Chromatogrphy was performed on 5 pl sample mjections
onfoa 150 % Ymm il 3 pm, Lune C 18 §2) cohmn (Thenom-
enex . A 300 pl min finear mohile phase gradient of methans,
witler aostoniirile + 196 formic acid was wsed, chammng from
R0 10 o 90ik L0 over 2HEmin, followed by on Bocratic phase
for 5 main amd then 3 cobimn wash phose and equilibrum of
columm for 3 min before the nexi injectien.

The ESl ssmuree of the mss speciromeier was opemted in
hoth positive and mepadive modes under the reeommiendied man-
nfacturers conditions v the mohile phase parameters: The orbi-
irnp mass anabyses was set 1o scan in e apge of o 200- 3000
al WK respduisens moone polanty while the lincar mn-trap
nnalyser performed MSn analyses on the mow nhondant sens
in boih polarities oung an en-scliton window of + 2wk
and retative collisson energy of 35%%. For the nocurato mass anal-
s of produoct jons generated by M52 in the jon tp. the ions
were scanned by the orbitrap at 7000 resolutions. Megative mode
ES1 wan milirer] since the phenolic compounds in goestion ionize
betier in this miode. The scidification of the LC mohile phass
alllows the best sepomation as the hydroxy] proups on compoonds
e kept i their acidic form, thereby increasing their retention
on the cobomm und decreasing prak broadening.

2, Dterveingtion f antieailfand aefiviiy

20 L DFPH radionl roevengamy axoay

The [HPH i1, I-dipheoyl-2-peryibydrazy]) madiol-savenging
effect wos evahmted following the procedune described m o
previows stody | Booors e ol X0K) In soocinct terms, the ali-
quats (3mLl of vanom concentrutions of the compound
tested were udded fo 5 mL of a2 0{8% methonol salption of
CHPPH. Afier 30 min of incubation ol room emperatore, the
abserhonce wos read against a blunk at 517 nme The inlobition
of free radical DI'PH en perceniags TP was cakoulnted i
the follrwing wiy:
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I = N dpknk — d ol Ahini] = 1K), where IF & ihe
inhibition peroeniape. Ajkes 8 the alsorbance of the coniml
roacton jcomaming all resgents excepi the besa extracil. and
Awempic I3 the absorbance of the fest compoond. The resuls
are expressed as W 11'|.En.nmmﬂ:fnrrlimid:ntnmﬂnr_f
i0 decrease the initial conceniration of DPFPH by 509G The
Twer 1C. valoes indicaie @ higher antivudomi sctivity. The
synibetic antiaddaists buiylated hydroxytaliens (AHTY amd
ascorhic ool were used 5s positiee controk.

2012 Seorvemging of muperoride radicel | VBT texr )
The savenzing activity toword the superoxide mdical (05 )
win menssred m lerms of mhibibon of O, peoerabon. The
nitroblue totrazohiom (MBT) reacts with the supertixide anion
to pve (he oxidissd NBT (tetrasslyl) which becomes fnnma-
zin, water imolrble nnd pucple [Vam et ol 2007

The reaction maxtwre consisted of 10 pl of sampies. phos
phade buafler, riboflavin, EDTA and MET. The ahsorhance was
read at 580 mm after ilemination wnder UY amp for 1 min
upninst blank The hlonk contnisod alf the components except
MHT. The percentage of inhibition was caloulnied using ihe
following Formuola: [P% = [1 — (£ 00mpde £ 1000 §] o 1040,
‘Where [ is the inhihition peroentage. O samiple is the absor-
hunce of the test compound ansd G4 107 is the obserbance
of the comirol reaction. The tested compound concentration,
which provided 50% inhibition {(ICs. expresed in peml),
wis caloinied from the praph plotted inhibition perceniape
upminst the extrucl conceniratEn.

2003 Townl wmtia xedomt avivvity by phesphoarol el
el

The tonl antiowidant capocity was based on the reduction of
ammarmiom molybdmie (1Y) 10 ammondiom mokbybdate (V) by
the aummple and the subsequent formation of preen phos
phnle M i compounds with 0 muumum shsorpton of
ES mm {Precio ol |99,

00 mL of exch sample {10 mg'mL] was ol with ihe
rengent solution (06 M suliuric acid, 28mM sodinm phos
phuaie onet 4 mM ammonim maolvhdaie m [HhmL). The lubes
were incubated m hl.iﬁugmhﬂ: hath ot 95 "C for 90 man, Then
the selution was coolad 1 room lemperainre and ahsorbanoe
wis rfead @t 695 om with spectropholometer aminst blank.
The totl antioxidam sctivity resalis were the rabio boriween
the positive conitel and the extracis under simdy: The results
pre expressed in pp posttive comtrol (HHT o Vin Cf/'pp extimct.
ifter the caloubateen of the foltowmg relation: © pexitive controf
ipgmLYy exirect (pe'mLL

201 Serivhivad avsil ewin

Theee rephcates of cuch sample were nsed for statisticn] amal-
vais. Dhaia were expressed as mean 4 stundand emror (3B In
all experimenis, dula were subjected to correlation coefficient
in Excel 2007

X, Results

F1 Exraciy pieldy amad polpplhemdic candenny

The agueows and sthanolic extmcts from Barage officimadic
leaves yielded npprozimnbely 45% ond 4.83% respectively.

The resubis for the gquantiteise detérmimation af the togml
phenols, davonoids, flavonols, tunndns wod anihpcyamne con-
tenis ol the agoeons and ethanobic extracts of Beraga officimmi
Ezaves are showed im Table |, The Statistic amlysis of phemolic
comicnl revendmd o high significont  difference (P 0001)
berween the sguoous (3548 + 2T mg GAE g DE) and etha-
nokic exiract (W08 + .72 mg GAE g DEL

The total Movoooid copteni m the ethanobic cxeract
(¥TA5 = U3 my QFE g DE) was higher thon that i the ngue-
ous extroct (279 + 295 mg QE/g DE). I vaned significanily
i = 005} from one another. Moreover, no sigmificant dilfer-
enees (I = 05T were fommal in the ol favonols, epresent-
meg 1139 = |56 mg rutin’g DE for the ethanelic extroo and
NilEE £ i 1% me'p DE Tor the agueous exirac.

Tanmins and anthocyanis were nko estimabed (o eximos.
According o Table 1. the womins and anthocyanine are pres
ent m fow ameonds in boih extracta. In foct, while the variation
of the tunmims ameumi was significand (F = LO5) between both
oatrocin. that of anthocyanms amoont was of oo signficance
(" > 05

A2 Temtattre sdenrifivosion of S chemionl componady by LC
M5 M iy

Lising the LC M5 /MS apparatus, i was possible to adeniify the
majerity of the compoonds of the anoheed plant. Al the
dedected maolecules wore chaoracierizad by studying their frcg-
merniation obiaimed by ESL-MSMS m positive and negniive
made, a5 well o5 by ming the lberntnre datn xnd optiomally
by injection stundends under the same chromatogmphic comdi-
tivns. The identities. relention limes. DY characterstics, ond
ofservod mokeoular and fragmented ions for mdividoal com-
ponents are presented 1o Takle 2

Tabile | Polyphenabs. flsonoids. favmals, tammies and anthocyaming conient in the ethunal and squeous extracts ol Barga

ﬂl—ﬂ:.

Sumples Total polyphetcls Flrronouds Flrvanels Tanmm Anhocyanins
img GAE g DE) meQEgDEl  (mpREDE)  (mgpCeDE  (mgC- )Gz DE

Baragn afficinali

Ethunal CTE LTS R F65 £ 39] B 155 AT & B 01T & BE

itrad :

“Waier ILH ES i . (e P T08% 08 L4 0sd Lo = 0ol

Extrac

Values sre menn = SE of thee eplcates for och exmtion . -
The sinilstical Sfferences ﬁ_iﬂwﬂﬂnﬂ:ﬂ_mﬂElﬂmhﬂﬁ_HWI In’lﬂjﬂi’hl!..‘ﬂh:tl i
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Tabde 2 ﬁnlxilmﬂ-niid.ht]-l-rmd'qu- officuifis neng LT M5MS

Mo peak BT fmin) UV {nm) Formuls  Extrac [M-H] M+ H|" MEMS Tentaine klentification

I 13 % CoH=Dy ok 273 175,123 me-Germm: plvilronyhenioc s
3 280 1 CuHiglls b - 37, 179, 161 Cadléoyl shikimate acii

1 i b GHulls 2k 1N 164153, 1M Syringaldchyde

4 6ATTAL 260, 0 GHd: 3 (8118 127, 113, 109 1=Hydroxyphenyl lactic acid

i 7.5 17, 48 CoHeOiy 2 i o kAl . 1 Sinapic acid bewrside

# W25 154 086 M CuMulie s 712 537, 519, 491 Litbaspermiic acid §

1 TETRE L Cublall; 2 465 -mm.m {)mercetin. 300 ghacode {loguerceing
¥ s 0 Celplly b 197 179153, 13% Dehydraferube add

L 14158 20 Culln0 = 4y Nl [Siiomcrol

1] 16571100 753, 38, W5 CyHply) s T 165, 257, 20 308, 199 Limeiin T-0glucosicde

1] 1280141 2% 353 CxHpllyy 2 457449 J0I. 263, 25T, §79, 151 Qrervetin. .0 thammoside (Quercetin)
2. |8 CuHaly 3 48] 9179, 165, 137 Catechin: 70 ghacomde.

B w1 Cublclyy b W 377. 307, 17 Dleurnpein ,

14 28 3631 CuMalie s 431 31, 30, 3 Apigenim &C-glucoside {Viseun)
I3 nm e Cubally 2 43 11,260, 200207 Apasenin 6L-gluconide {isvibesing
6 1187 CoHly b 7 I, 13, 104 3, 4 Dimethas yeinnamic acid

1T 14af oz Cablaly ] LT 178,154 Cuflinic acid

I8 1635 42 TMhh M3 CuMile B 37 %3 Lustetlin 734 trimethy| efber
] 1626 060153 CuHpll b an e 1| H‘.mqfnﬂ]-?.l‘-h:lnﬂtrlih
m 198y 0 Enlimmh 21 273, 24, WS Nﬂ w
N0 ML f:.Hnn.. FLERTLS i)

ki ] H14H % CuH O, =b Jal i ATivdrosybenzaic acid glucoside

ia) dentified in agueoms oract; (b) identified in etbanole exeract; sh: should: mt oot defined.

As regards the agpeous extract, || constiuems were demti-
fied { Tabl 1. Fwe:ampk.cumpuuu.d.jwilhu]'h‘i—H]' it
mi/z 1B] was identifiedd us a p-hydroxyphenyd loctic acid. Tis
spectrem revealed the typaal fmpmentamnas of its conssiueils
groaps, with fragmientotions at myz 137 and (09, doe 10 the loss
of OO and -O0 groops. respectively, as previousy desenibod
(Santes of ol 110§ The dentibication of compound - 313 as
leuropan was performed by LC-MS as well oz by the analysis
of UV specirs. The mas specirum ESI-MS showed a pseudo.
mobeeular ion alm) = 53 of the frngmenis tumed with the magpe
ol the fmgmentnison oo ot iz 377, emanging from the cleay-
age of the ghyoesyl Iink. Beides, the ion at oz 307 s evplained
by the boss of a C;H O frngment (Caruso e gl 20040 ), while the
fragmend at 'z 273 con be estimated from the rearranged frag-
menis (D n TormCarhor el 208055 (Fr 15

Im the ethanol evima of Borugn officinaits, 15 compoumads
were defecied (Table 1) For example, the mas spectrmm im
ihe megative mode of compoumd JF showed 3 hawe peak
[M-H] mz 847 and an aglycone jon at vz K5 The low
il 162 amm from the intermedinie ion is due i the lss of glo-
oo The i of the UY spectrum ab 253, 268, 345 nm sug-
pests that is huteelin T-Oupfucoside. The compomnd ]| gives
jiom [M—H]" m'z 447 comesponding (o the base peak in the
peglive moge spocirum. In MS, (he fragment joo myz 300
[M—H-148] brought about the mdicaiion of & chamnoside
and its O-plycondic lmkage The UY spectrum pave hirth in
maxoma i 256 ond 332 nm pointing to a quercetin-type fnvn-
mal (Nchel, 200 1L Ciber pu.k.l werd observed in the same
spectrum @t mz I8 257 179 and 151, The loss of a water
molecule gave anjon at miz 283 The retrocyclization of ion
iz Ml generdsl am ion &l ez 179, which fost o mokecnls
of carten momaxide (OCK) (o mve i oot on s 151, In odditson,
ez 30 losst 2% mu and an ion correspomding 1o m;z 257 was
penerated. This suggesis thai it could be 5 quercetm 3.0
rhumnowide (guercetin (Fi 1),

A megative ion mass specirom of componnd 12 showed
[M=H]" wp=z 45| and an aghycone ion at o= I89 in M5
[Fig. 1. Besides, the M5 spectrom exhibiiad frgments. ot
iz |7, 165 dnd 137, Aoocading ko (Chos @ el HGOR) cate-
chim {prz 280 wis delccied in the negative mode and o peak
wiith bow intensity miz 137 [WM—H-152] resulied from o retro-
cychzanon; type Retro Dhiels-Alder (RDAL The s of 34
dihyibmxy-phenyl and calechol penerated fropmenis ol miz
165 and m'z §79, respectively | iz, S This sugpesis that com-
pound 12 wilkh 278 maxima UV specirum & catechim-T-C1-
hucoside

The muss specirum shows i monopic MS' [M-H] at mz
A3] in meptive masde. The ME spocirum alsy showed a lower
micmsity peak a1 m'z 412, corresponding (o the boss ol 2 waler
mobeule (HA) and another at m'z 862 comesponding (o
[EM—H] . The M5" specirum had a peak at iz 311 obinined
by tlse loss ol 130 emuo |C-ghooside) and another comespond-
ing o the loss of 2 hexosy! {162 wmua) ai arz 269, The ion peak
miz 268 was froomented mio a pek =i ez 351 (loss ol
1% o) ansl anothier &1 @z 26T (kess ol 44 amu ). These sug-
pestions along with the mayma LY spectrum show that omm-
pound 14 is vitewn (apigenin 3-Coplucoside).

The elecicd compound 13 puve n mass spectrum adendecal to
thai reponied for vitexin with the presence of an imlenso oo m;
=431 and severnl fropments {(mz 311, 269 omal 207, sugpesting
that 0 could be identified as isovileim

Egually, the compounds in Tubie 2 were identified by com-
paring HIFLC retention times, LTV specira ond mass specin
with 1he duin obigined from standard in-house Bhrunes,

31 imboviokun actory

To sveen the anbiondomt properties of ihe samples, several
chemical and hochemical sssayvs were perfomed: savenomg
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Fipore | {n) Chromatogram of oo at )z 53% in the negative ion mode fll MS specim and ME2 spectra. (b Chromatogranm of woo at m)

£ 447 |n ibe megntive lon mode full M5 specirs and M52 specira, job Chromalogram of ion at o/ 851 in the negstive ion minde full M5

specira and M5 specira.

pctivity pn DPPH rodicals, woial antioxsdant scovity and scav-
cnging of superoxde rmdical |MBT tesip

The anfinxidant sctivities of the invesiigaied plani extracts
were compared with two antioxidant, BHA and asoorbic acid,
which were used ox reference stiondards.

.31 Frev radical scoveeplog oty

The DPPFH antiosadany sciivity of the exiraces indicates their
uhility to dispose of hydrogen atoms. The free radicul scaveng-
ing potency of the snmples & presented (o Tabis L As dlles
trnteil. the ethanclic extroct of Senpr offfcimdtis wis foond o
exhibit the highest mdicil scovenpng (9285 = 307 pgml).
Thee 10w of BHT and pscorbic pcid was 215 = @162 pp'mL
ami 3,14 & 36 ppml, respectively. The DPFPH radical sciv-
emging aciivity of the jested samples was in the onler: asoorbic
acid > BHT > ethanelic eximct > oguevus sxirci.

The Statimic resols henve mevenled & high  significont
diference (P58 of the DPMPH antiozidast ooty

beiween ethanole and oquesus exiructs. Therefore, there is o
high difTerence | P < 001 between the sinndands ond the eib-
anolic extract and 3 very high difference { F < L0 | between
the siandards and the agoeeis extmoo

F3.2 Scavenging of aiperonde ool (W8T e )

The antioxidant sctivity was also determined by the inhihition
of the nxidoten of NHET, i, by inhibiting the formation of
superoxide amon CF . The scovengmg of superonide mdical
estimated by MHT test of the extracts is shown i Table 3
The ethonolic extroc! has shown higher antioxilant sctivity
(17573 £ Oslhpp'ml ) thon BHT (18927 + 6,27 pomli
amd agueous extroct (G625 = 353 p!,"ml'.l. bt dovwes than
that of sscorbic acid (16747 & 140 pgiml),

Sutistically, & high significant fifference (<0400 of the
antinxidont sctvity between the eibunolic md agueoos
extraciy is delecied. Moreover, the mniiowadative capacity of
BHT reveak no significont differences (7 2 0.0%) with thai
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Figuwre ' Proposed scheme for fngmenintion of [M-H] " of compomnd 12

Take 3  Scronping copociy of Serape sfficmeio eutmos

Samples DEPPH 1C s {jpz mal NET IC s ipgmlj Tokal anisoxidant oy
BHT {mg BHT /mg extrac) Vil © {mgz v £/me extmeid
Borepn mficmmia
Ethaned evimct P1ES 22407 17573 & 00 1374 1335
Water svimc | N37 &AW 3625 4 551 Q18T .15
HHT 23408 92T 4 623
YITC 11421038 T A7 & L&D

Yahes ame mean = SE of three replicuies for each estimaizon:
Pnly the stadisticd differerees between the ethomolic omd aquerss cximets are shown m table 25 sgmficme (') ar high sigmafizni ™

ol ethannlic extructs, Howover, it shows o high sonrficant d&if- F38. Tondal st wrokomd ancdfrity

ference (P% 4N} with that of agueows exiracts. Besides, Tahie 1 shows that the toml antioxidant sctivity of ethanolic
ascorhic soid shows 2 very high difference (P £ 0001} in both extract of HBormpe officinadie is higher than BHT with a mtio
CRIraCes.

al 1.37. Whike ithe ngoess estract has o lower aciivity

H-rth-ﬂrmmp-ﬂ:&--iummﬂm
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compared with bwo posdtive comrols. the magnitode ol valoe
for the socoossive extrocts shows o simidlar trend im NET Lest
und ioial anboxidont sctivity,

4. Discussinm

The incressme micrest i the search for nooural abiermoives for
synthetic antioyidants hos led to the nntiocklam cvoluaiion of
a mumber of plani sources, In ibe present study, Baraga offic-
rurlly extracts are ol 25 a pobendind soorce of Wooctive com-
poumds. To achieve this parpose, the chemucal compostion
amd antiomidant sctivity of the agossus and ethanobe extracis
ol borape were mvesligniod.

The dain presenied in this study demonsiraie ihat the
exirocts of Birago officealiv possess antioxidomi and free md-
ical scavenging notivitics. This sopeess that the investigaled
leaf extracts of borage coold sho evert protective eflects
im vivir apmansi oxilative and free mdical mjures ocournng in
didlereni pmholopiol conditiome

The antioxidant sctivity of plant extracs s usuzlly lmkeal
o their phepolic comient. For thal season seversd research
stmfies have evahmted the relanomhips between the antioni-
dant aciivity of plant products and their phenolie condent. In
some sodics. @ correlation botween them was  found
iWeliospin =i al, I'MEL In this smody, the fndings batre shiown
u refationsbip between the antionidant acivity and total phe-
nolic content. This agrees well with the idea that the phendalic
compaumds lsove o key role i (ree mdical savenging amd/or
radlocing sysiemm. MNevertheless, ihese resulis muost be inter-
prelel with cantion as the method ised For estimatine the toial
phenalic content has weak sdactivity becanse the Folin-Cin-
culten reagend rences positively with different antioxidomi com-
pounds (phenolic and noe phenolic spbstances) §(ue e al
ik

The ethanelic extroct has been shown (o hove Begher (ol
pafyphenolic contents and antiowvidan @pacity than aguenos
extruct, probably doe o the palomy amd gpoed selubifity for
pheonolic components in ethanol (Seldhurajn snd Becker.
217 The amount of tmal phenol in the ethanolic extrac
(409 = 1.72 mg GAE g DE) was in accordance with the fimd-
rmes of Lonfom e al, (20651 Bl the stodied extrmct exinbibed
higher fluvomoils content and kwer oniinzidang schvity com-
pared to the results reponed for lalion Bomge by Confori
et ul 1 308L Furthermore, the results of DI'PH apbiovidont
uctivity of sthanobe leafl extraci have chown higher sctivity
than those reported by M bamdi et ol 2000 for the methono-
tic leaf estract of Tunistan borage Swch differences could be
duoe io the environmentsl conditions and geepraphical disri-
buteon, which can modily the constituents of the plont
{Hesxatn amd Shale 500 | . Moreover, the antinaidand activities
of the plani extracts conld be due 1o the different quakitniive
umd quantitaiive compostions of their phesolic constriwenis,
from phenoiic sods to favonoics an ther denvatives. Conse-
quenily, o chemicnl annbysis for the determinatton of the
extracl compounsds is mecessary. This, LO-MS was i)
o separale oned evalunde the chemical constituents i borage
lenven extracts and 0 ssess their antoxidamt activity. As
shiwn in Tahle 2. the phytochemical investigation of borape
lerves hias led 1o the mlentification of 9 flavonoids, 7 phenaslic
ucid derivates, three phenolic sods, ¢ secordosid, o p-llmlu:
aldetiyde and a slernl.

Among the phenolic odds identified. caffeic scid. p-
hydroxyphensd loctie acid and phydrovybenmsic ocid were
reporied  in methanobc  sceds  extraci of  bomge by
fudlermivankia vl al (20070 In Mot the phenalic compounds
were alresdy lentified m methanolic leaf evimo of borpe
by Mhumals et al (200G who have shown the presence of
forulic ocil, cmmmmic acid. synngic scid. smapec ood snd oow-
miric acid, which is in agreemen] with the presence of this phe-
nofic acid derfvaies in our extracts. The identification of -
Sibosterol in ethomadic extract is in sccordnnee with the findings
by Ulaniorin ef ol § 2406 ). Therefone, the nleuropein, known for
ils presence in olive kesves (Jsmai ool 208), was reporied in
the agueows exitact of borape for the first ime. Hesides, oll
flavonoids and Mhospermic acd were aeniifed Tor the firs
tme i Hovipe officier’s mothe present stody, though dleendy
reporied in Bomegmacene [nmily (Wolenwebera e al . 2002
Yamumoto of al. I002)L

The differences in the antiocxicdant capacity of the extructs
could be attntmied to the qualiaiive varability m compoands
heiween them For insinnce, the antioxkbant activibies of phe-
nokic acids and their derivatives, soch os esters, depend on
the mumber of hydroxy growps in the molecules {Soobraies
e ul I In additon, i has been reporied that the aniiox-
et potency of flavonaids s roaghly propaortional fo the omal
number of ~0OH gronps and i postively affectod by the pres-
ence i an o-dihvdroxy moiety i the Brmg (Apak o 6l
2{uigj. In this regard. the pressnce of 7 flavonoids {guencetin,
moquerceiin, calechin-T-{kpluceside, nanneenin O-hexoside,
fwieolin T-hghicoside, vitesin umd isovitesin) was reponed
for the ethanole extract and three Bavonoids (hoeolin
13 A mmethyl ether. kacmpleml 37,4 trimethy] ether and
maringenin O-hesosade’ For the agueoss extracy. This partialis
eaphuins the high antioxidanl cupacity of the @thonolic extracl.

Muoreover, o sirong anteilant capacity is also reported for
the compoands & (Damaihis el ol 204 B (Condorid et al.
20000} and 17 {inlym. 20060) identified in the ethonobic extroct
and compoand 13 (femmi et wl - H0H) present i the agueoos
exlrmsl

1t s pemerally pxsamed that the shility fo ac as 0 hydrogen
donor and the inhibition of oxidobion wre dog 1o the synergism
betwoen the anuoxidanis in the ssmples, which mokes the anti-
oudant capacity depondant oot only oo the concentration of
phenols, I alsn pn their strociue amd the interaction
between them [Homiel e ol 2005), Thus 1t s possible o dedoce
thit the nnixilani power of the sguesus exiroct is lower than
the ethanolic exiract due to ks low content of phenols com-
pared to cthanoi extroct.

=, Conchmsion

Im the present sindy, the high phenolic conteni and aniioxidann
potential of Alperion Boragpe officirafic have been demon-
wirnded. The obtamed resulis have shown thai the ethanelic
exiract of bierape waks highly aclive agamal repctive oxypon spe-
cigs. In addition, ike L M5 MS analysis of lenl extracts of
Sornga officmilis showod the presence of |0 Ravenoids and n
scoiridmd (olouropem). which are Bolsted For the first time
im borage. The anticxidunt sciiviicy of the eximels owuld be
attribired fo thess componnds. Moreover, this ressarch work
has revenled that the Alperian borape mn be an inieresting
seurce o antoxidants, with o potential we i the food and’
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or pharmocootical indusinies. However, furiber resenrch aonld
b reguired.
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Etude compar ative des composes phénoliques, du pouvoir

antioxydant de deux extraits de feuilles d’Urtica dioica.

Zemmouri, H.; Boumendjel, A. ; Ammar, S.; Bouaziz, M. ; El Feki, A.; Messarah, M.
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ETUDE COMPARATIVE DES COMPOSES
PHENOLIQUES, DU POUVOIR ANTIOXYDANT DE
DEUX EXTRAITS DE FEVILLES D'URTICA DIDICA

mmaourl, L Boumandjel, A" ; Amimar, 5. Bouisls, 87 ; BIFeks
A Mearah, '

'L obaraiire de biackimie ef de tavicolgie
erpirorgetentale, Facilhd der sciences. Linevernité Hogjy
Mukhigr :

! Labarataive de biochimie ef de micrabinleis apligudes,
Fuculte des selences. Univernitd Badi Makivar ;

) L charataire d'dlectrochimie ef enviromement. Ecole des
Inpémieurs |

Luboraioire o en-phystolagie aminale. Lniversité e Sy |
E-miil remmourianene A08Evakon fr rel ;

+2i3TT4 143004

Muots-elés ¢« Uriica diolca, DPPH, polupbénols, activie
antiovydante.

L'otic ou Ortiea digice est ume des plentes
médicinales lzs plus déressamtes, vu ses diverses
propriétés toniques, dépuratives, ducitiques, anli-
inflammatoires. Par ce travad] nous avons vouli metre
en dvidence une autre de ses propriétds: be pouveir
antioydant por le test DPPH, résuliant de s richesss
en molécules actives tels les polyphénols. Ainsi nous
avons effectuer une analyss quanttatives des phénals,
fluvonoides, favanols, onbodiphénols, tning e
anthocyanes peésents dong denx exteaits de fenilles | un
entrait & 1'dthanol e un extrait squews.

Mous avons pu  constater gue Texrait

d'éthano] est bien plus riche en polyphenols : 85,11 &
0,35 myg d*éoulvibent acide gallique, orthodiphénols -
23,37= 0387 mp déquivalent d'acide caféigue,
Mavonodes: 309% + 236 mgg d'équivalent
quercétine, flavanols : 10,88 + 1,35 mp's, d'dquivalent
ruting, toning ; 6,20 & | 03mg/g d'équivalent catéchine
et en amlhocyanes 172 &£ |22 mply d'équivalent
Cyanidin-3-Glucoside que ['extrait squeux dont les
résultats des dostges somt respectivement: 30,79 &
006myg d"AGHE d'edrelt, 3,11 = 030mg d'AC g
d'extrait, 22,58 + 1,02 my de QEfp d'axtrail, 630 2
1,59 mg de rutine'y d'extrait, 1,05+ 0, 34 mg de CAfg
drextmait ot 0,17 4 0,03mg, de C-3-Gig d'exralt,
D plus les résulints du test antiradicalaire DFPH sont
oormélant aves fn contenance des exiait en phénals
vus que Pextrait 4 1"éthanol, le phus riche, posséde une
activitd antioxydamte supériere 4 'axtralt squews dont
les concentrations inhibitrics sont respectivement [Cep
= 0521 1 1,71pglml, 152, 3dg/ml et om companison
avee les résultnts obiznus pour les deuy éalons (BHT
ICsg= 22,5 2 0,62 pa/ml et vitamine C 10, =314 =
0,36 po/ml) connus pour avoir une trés fore activieds
antionidintes, nous pouvons estimer que nos deux
extriits  possédent une activité antiradicalalre trés
intéressante.
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Extraction del’huile essentielle de bourrache

(Borago officinalis).

Zemmouri, H. ; Boumendjel, A. ; Messarah M. et Aouadi S.
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CIPAM 2012 {
Faculty of scicnces. University Djilluli Linbes of Sidi Bel Abbes {Algeria), 8 -10™ May 2012,

Extraction de I’huile essentielle de Bourrache (Borago officinalis)

'H. Zemmouri, "*A. Boumendjel, **M. Messarah & 'S. Aouadi

'Labvratoire de Biochimie et de Microbiologie Appliquées. Faculté des Sciences, Université Badji Mokhtar d .4;1
Algdrie. cemmourihanene2006@ v ahoe. fr, amelibls@vahoo, fr

‘Laboratoire de Biochimie et de toxicol vgle envirennementale, Faoulté des Sciences, Université Badfi Makhtar d '

Algérie, mmessarahdsyahoo fr :

‘Laboratoire de Recherche en Ecophysiologie Animale, Faculte des Sciences, Universiié Badfi Mokhtar d ‘Annaba,

Résumé
La bourrache Borage officinalls de la famille des borraginacées est une plante annuelle, trés répandue dans
mediterranéen et ayant des propriétés aussi bien médicinales, culinaires que cosmétiques. Comme la plupart de
employées en phytothérapie, la période de la cueilletre est trés importante pour 'obtention du principe actif dons s& 4
forme.

Ainsi, les feuilles de bourrache ont ét¢ cueillies, dans la région d’Annaba a I'est Algérien, & deux périodes distincies,
(au mois de décembre) et au printemps (su mois d'avril), Les huiles essenticlles sont extraites par lc méme
d'hydrodistillation suivie des extrctions par les solvanis.
Aprés plusicurs essais, 1'éther de péirole a donné le meilleur résultat, Par ailleurs, "extraction de | huile rEseT
fewilles de bourrache a donné des teneurs intéressantes avec une moyenne de 3,49 %, De plus, le rendement as
Décembre est de 3,2 % alors qu’en Avril il est de 3.8 %. Ceci confirme que le rendement dépend de 1a saison de née
Mots-clels : Huiles cssentielles, Borage officinmalis, hydrodistillation, plantes médicinales, extraction par solvants

1 Introduction .
La bourrache Borage afficinalis est une plante herbacée annuelle & grandes fenilles basales et 4 fleurs bleues. Om
sud de I"Espagne et du Maroc, la bourrache s'est répandue dans tout le bassin méditerranden et clle cst nssez coms
les terrains vagues et les décombres des contrées a climat fempére, sa floraison intervient de Mars & Mai [1 ) i
Cette plante est utilisée aussi bien & des fins médicinales que culinaire comme la préparation de boissons et salsds
2002, la bourrache est considérée comme une importante source d’acides gras essentiels notamment ["acide
I"acide gamma linoléique d’ou I"intérét croissant que lui porte Pagriculture ces dernidres années [1]. d
La bourrache est céputée pour étre antispasmadique, antihypertensive, antipyrétique, aphrodisiagque, adoucissante
ct troite qussi I'asthme, la bronchite, les erampes, la diarrhée, les palpitations et les affections rénales. En usage &
fewilles fraiches écrasées calment fa douleur des abeés et des brulures [14]. i
Une étude & montré que 1'huile essentielle des fouilles et de fleurs de bourrache se compose principalement d sl
(E,E}Z4-decadicnal, d’autres composés sont présents tels que I"alcool dans ["huile essenticile de la feuille of des
maonoterpénes hydrocarbures dans celle de Ia fleur [5]. i
A nolre connaissance, peu d'éiudes ont été consacrées aux activités biologiques de 1'huile essentielle, par &
Pobiectif premier de cette ébauche de travail a été d'extraire [Mhuile essenticlle de fevilles de bourrache obien
algérien et de comparer les rendements de 1"huile extraite de plantule et celle extraite de la plante en saison de flors

2 Miéthodes
2.1 Matériel végétal : La cucillette de la bourrache a été effectuée en Avril et en Décembre 2011 dans la ville d"As
les bonnes pratiques de récoltes relatives aux plantes médicinales, Les feuilles ont ¢été prises au hasard puis =
quinzaine de jours 4 1air libre et 4 ["ombre avant utilisation,
2.2 Les étapes de 'extraction : L'extraction se fuit en trois ctapes : hydrodistillation, "extraction liguide-lige
séchuge de la phase organique suivie de filiration. i
2.2.1 Hydrodistillation : La distillation a été réalisée par ébullition de 5g de matéricl végétal broyd avec 100 ml &%
dans un ballon de 500 ml surmonté d'une colonne relide & un réfrigérant.

La premiére goutte de distillat est obtenue aux environs de 95°C et aprés 2 houres de temps pour les feyilles:
cueillics en Avril et 3h pour celles cueillies en Décembre, on récupére 100 ml de distillat.

2.2.2 Extraction liquide-liquide : En utilisant une ampoule & décanter, le distillat est extrait d’abord par 20
pétrole et ensuite par 20 ml de chloroforme. Chaque décantation est effectuée en triplicat.

De chaque décantation résulte une phase organique et une phase aqueuse. 1l en résulte deux phases organigue
d'éther de pétrole et 'extrait chloroformique, alors que la phase agueuse est réoupérée 4 chaque fois dans |°
subir les décantations suivantes,

2.2.3 Séchage de Ia phase organique et filtration : Le séchage des phases organigques s'effectue & I"nide
magnésium anhydre, ce demier capte les traces d”eau qui pourrait encore rester duns la phase orpanique ct enfin &
I"aide de pipettes Pasteur et de laine de verre permettra d'éliminer le sulfate de magnésium anhydre,
Une foig séchés les extraits sont places dans un dessiceateur pour 3 jours au minimum.

Résultats
Aprés cnviron 3 jours-au dessiccateur, seul 'extrait d'éther de pétrole permet la formation de cristaux, Lex
feuilles de bourrache par hydrodistillation suivie d’extractions par 1'éther de pétrole donne des résultats ass :
que la moyenne des rendements est de 3,49%. On remargue que I"importance du rendement dépend de la périod
Ainsi, le maximum est obtenu au mois d* Avril correspondint au stade de florsison de la bourrache dans la i

et il aneint 3,8 %. Alors qu’au mois de Décembre, le rendement est certes moins mais il est encore relativems '
vu quil aneint 3,2 %,
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journée de méthodologie en recherche clinique. « Maitrise de la clinimétrie
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Université Badji Mokhtar- Annaba, Algérie.

Dosage des polyphénols et étude de I’activité antioxydante

de Urtica dioica.

Zemmouri, H.; Messarah, A. ; Ammar, S.; El Feki, A. Bouaziz, M.
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Stage de for mation

Durant I’année universitaire 2012/2013

Au niveau du
laboratoire de physiologie animale, faculté des science —Sfax-
&

I’institut supérieur de biotechnologie —Sfax-

196
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Ministere de I"Enseignement Supéricur et
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Université de Sfax
Ak
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el

Institut Supérieur de Biotechnologic de Sfax

Sfax le 1270372013

ATTESTATION

Nous soussignons,
Abdelfatiah EL FEKI, Professeur en Physiologie Animale i la Faculté des Scicnees de
Sfux et Directeur de I'Unité de Recherche D3/UR8-06,
Mohamed BOUAZIE, Professeur de chimic des substanees noturelles a I'[SBS de Sfax,
attestons que Mademoiselle Hanéne ZAMMOURI doctorante de la Faculté des Sciences
de Annaba en Algérie et encadrée par le professcur Amel BOUMENDJEL., a effectué un
stage scientifique de deux mois dans nos laboratoives du 21/01/2013 aw 16/03/2013,
et ceci dans le eadre de notre projet Tuniso-Algérien 20012-2014,
Au cours de ce stage, Hanéne ZAMMOTURI
o A réalisé des extractions avec différents solvanis organiques sur des produits secs
e deux plantes emmenées avee elle de 'Algérie,
o A réalisé les dosages suivants sur ces extraits: polyphénols, orthophénols,
flavonoides, flavonols, tannins et anthocyanes,
s A appliqué sur ces extraits les tests in vifrp suivanis : test DPPH, test NBT, fest

antioxydant total,

197



o A réalisé sur ceriains extraits Jes CGMS |

s  Les LCMS sont en cours ef nous lui enverrons les résultats par la suite,

» A préparé un fascicule qui traife toutes les technigues apprises ef maffrisées par
elle an cours de ce stage, les résultats trouvis, les ealeuls, les corrélations, les
interprétations et les conclusions,

s  Mous lui avons corrigé ef signé ce Mscicule,

Cette attestation est déliveée i Vintéressée Hantne ZAMMOURI pour servir et faire

valoir ce que de droit.

Pr. Abdelfattah EL FEKI g2 [ %42,
; = o) :%=
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