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Résumé

Lepidium sativum est utilise comme source de nourriture et de médicaments et est efficace
contre diverses maladies telles que I'hypertension artérielle, I'arthrite, I'népatotoxicité, les
infections, le diabéte, le cancer, la bronchite, etc. Le but de cette étude est d'évaluer I'activité
anti-inflammatoire, ainsi que l'activité antioxydante de I'extrait éthanolique de L. sativum. Un
échantillon de sang (10 ml) a été prélevé d'une personne en bonne santé qui ne prend aucun
type de drogue ou de médicament et qui n'a aucune maladie, et I'effet de I'extrait éthanolique
de la plante de cresson alénois sur l'activité anti-inflammatoire dans sang a été exploré par des
méthodes spectrophotométriques. La ou ce dernier a montré une activité inhibitrice de
I'inflammation de la membrane érythrocytaire. L'activité anti-inflammatoire de la dénaturation
protéique de l'extrait de graines de cresson a également été étudiée. Le résultat obtenu montre
gu'il a une grande capacité a empécher la dénaturation des protéines de 70,25 %. L'activité
antioxydant du DPPH a été étudiée par une technique de réduction des radicaux libres, les

résultats obtenus ont montré que 1’extrait peut agir comme déradicalant

Mots-clés : Activité antioxydant du DPPH, activité anti-inflammatoire, Lepidium sativum.



Abstract
Lepidium sativum is used as a source of food and medicine and is effective against various
diseases such as high blood pressure, arthritis, hepatotoxicity, infections, diabetes, cancer,
bronchitis, etc. The aim of this study is to evaluate the anti-inflammatory activity, as well as
the antioxidant activity of the ethanolic extract of L. sativum. A blood sample (10 ml) was taken
from the body of a healthy person who does not take any type of drug or medicine and has no
disease, the effect of the ethanolic extract of the garden cress plant on the anti-inflammatory
activity in blood, by spectrophotometric methods. Where the latter showed inhibitory activity
against inflammation of the erythrocyte membrane, and that is in the presence of Diclofenac
solution. The anti-inflammatory activity of protein denaturation of watercress seed extract on
egg whites has also been studied. The result is that it has a great ability to prevent protein
denaturation by 70.25%. The antioxidant activity of DPPH was studied by a technique of
reduction of free radicals, the results obtained showed that the extract can act as a deradicalant.

Key words: Antioxidant activity of DPPH, anti-inflammatory activity, Lepidium sativum.
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Introduction

Depuis l'antiquité, et certainement bien avant, I’homme utilise les plantes pour se nourrir et

pour traiter diverses maladies.

L’histoire des plantes aromatiques et médicinales est associée a 1’évolution des civilisations.
Dans toutes les régions du monde, I’histoire des peuples montre que ces plantes ont toujours
occupé une place importante en médecine, dans la composition des parfums et dans les
préparations culinaires. La Chine, berceau de la phytothérapie, 1’Inde, le Moyen Orient,
constituent les civilisations phares chez lesquelles les plantes aromatiques et médicinales ont

occupé une place de premier choix .

Selon I'OMS, "une plante médicinale est une plante qui contient, dans un ou plusieurs de ses
organes, des substances qui peuvent étre utilisées a des fins thérapeutiques, ou qui sont des
précurseurs de la chimio-pharmaceutique hémi-synthése". Cette définition permet de distinguer
entre les plantes médicinales déja connues dont les propriétés thérapeutiques ou comme un
précurseur de certaines molécules ont été scientifiquement établis, et d'autres plantes utilisées

en médecine traditionnelle

Selon I’organisation mondiale de la santé (OMS), 80% de la population a recours aux remedes
traditionnels qui reposent sur les especes sauvage 35% des médicaments prescrits par les
médecins en Europe sont d’origine naturelle, et plus de 40% des médicaments en vente libre
sont a base de plantes médicinales. De maniere générale la consommation des plantes
médicinales a doublé en Europe, pendant la derniére décennie . Aussi I’ Algérie est connue par
sa richesse en plantes aromatique et médicinales, au regard de sa superficie et de sa diversité

bioclimatique.

Le genre Lepidium est constitué d'environ 175 especes, largement distribuées a travers le
monde, sur tous les continents. C'est I'un des genres les plus représentés de la famille des
Brassicacées. Peu d’informations sont connues sur la période d'apparition de ce genre. Il semble
que celui-ci soit originaire du bassin méditerranéen, ou la plupart des especes diploides ont été
trouvées. Lepidium est la transcription du grec lepidion qui signifie petite coquille. Ce sont des
plantes annuelles, vivaces ou sous-ligneuse, a fleurs petites, blanches, rose ou violacées,
caractérisées par la silicule déhiscente, a loge renfermant une ou rarement deux graines
(Docteur Pierrick Hordé,2013).
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L'inflammation est un élément clé¢ d’immunité inné (Dooley et al., 2018). C’est une réponse
immuno-vasculaire protectrice impliquant les cellules immunitaires, vaisseaux sanguins et
médiateurs moléculaires. Elle peut étre activée par des causes externes, telles que les infections
microbiennes ou par des causes internes, par exemple, I'athérosclérose ou ischémie (Kohler et
al., 2016) . Au site de contact avec les éléments pathogénes, la réaction inflammatoire se
manifeste par une rougeur (un érythéme), un gonflement (un cedéme), une sensation de chaleur
et une douleur pulsative (Anne-Claire, 2018). L'étendue de la réponse inflammatoire dépendent
du type et de l'intensité de l'irritant. La puissance de l'irritant et le moment de son impact sur
les tissus déterminent le type d'état inflammatoire, aigue ou chronique. L'inflammation peut étre
bénéfique en tant que réponse immunitaire aigue et transitoire a des conditions nocives telles
que des Iésions tissulaires ou un agent pathogéne envahissant (Sochocka et al., 2017). Le but
principal d'une réaction inflammatoire est de maintenir I'homéostasie, c'est-a-dire d'éliminer la
cause initiale de lésion cellulaire, les nécroses et les dommages cellules et pour initier la

réparation des tissus.

Le concept d'antioxydant biologique se référe a toute substance qui, lorsqu'elle est présente a
de faibles concentrations par rapport a celle d'un substrat oxydable, elle retarde ou empéche
I'oxydation de ce substrat de maniere significative . Les antioxydants sont des molécules qui
peuvent donner des électrons et / ou des atomes d’hydrogene aux oxydants, ainsi arréter les
réactions en chaine et par ce fait ils vont réduire le stress oxydatif et leur parameétres de
dommages cellulaires. lls sont classés en antioxydants endogénes qui peuvent étre
enzymatiques et non enzymatiques et en antioxydants exogeénes. Les antioxydants aident a
empécher la production excessive des «especes réactives d'oxygeéne et d’azote» (effet préventif)
ou les neutraliser avant qu'ils ne puissent endommager les cellules. Les antioxydants agissent
par plusieurs mécanismes, ils peuvent agir comme des piégeurs des ERO, chélateurs de métaux
de transition, inhibiteurs des enzymes productrices des ERO ou cofacteurs des enzymes
antioxydants (Gupta, 2015)

Notre travail est structuré en deux parties. La premiere partie est consacrée a une synthese
bibliographique mettant I’accent sur trois chapitres. Le premier chapitre aborde les études
botaniques d’espece végétale étudiée Lepidium sativum tandis que le deuxieme chapitre,
s’intéresse aux activités anti —inflammatoires, le toisiéme chapitre s’intéresse a I’activité anti-
oxydante . La partie expérimentale est subdivisée en deux chapitres, le premier présente le

matériel et les méthodes utilisés pour la réalisation de ce travail, a savoir :
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» La méthode utilisée pour I’extraction .

* L’étude de I’activité anti inflammatoire in vitro .
1.Méthode stabilisation des membrane HRBC .
2.Test de I’inhibition de 1’albumine .

.L’étude de I’ Activité Anti-oxydante

1. Mesure du pouvoir antioxydant par le test au 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH).

Le second est réservé a la présentation et a la discussion de I’ensemble des résultats obtenus.

Le manuscrit est achevé par une conclusion générale qui résumera I’ensemble de ces résultats.
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Chapitre 1 : Lepidium sativum

I. 1.Définition générale

Lepidium sativum est une plante médicinale connue sous le nom cresson alénois ;appartenant a
la famille des cruciferes . Ces especes étaient auparavant cultivées dans I ancienne Gréce et
Italie . L. sativum était aussi une plante comestible pour les anciennes perses et egyptiens (
Yahla et al .,2021).

Lepidium sativum Linn. (L. sativum) : est une précieuse plante a des feuilles comestibles, un
proche parent du genre Brassica (moutarde, colza et chou), représentants de la famille
Brassicaceae (anciennement Cruciferae). Il a un goQt caractéristique, chaud (piquant), et un
arébme proche du poivre noir. Ses précieuses propriéteés nutritionnelles ne sont conservées que
pendant une courte période dans la phase des jeunes pousses . Dans certaines régions, L.
sativum est connu sous le nom, de cresson de jardin (Garden Cress), cresson de poivre de jardin,
herbe poivrée, poivre de mouton ou poivre de I’homme pauvre (Prajapati et al., 2014). 1l est
également connu dans les pays arabes sous le nom, de Rashad (Al-Yahyaet al., 1994), ELRshad
(Abuelgasim et al.,, 2008) ou Hab-Rchad (Chatoui et al., 2016) et comme Asaliyo ou

Chandrasoor dans les langues locales en Inde (Prajapati et al., 2014).

C’ est une plante annuelle et herbacée qui pousse de 15 a 45 cm de hauteur. Les longues
grappes de L. sativum ont de petites fleurs blanches, avec des gousses larges ou ovales,

émarginees a | apex et ailées (diwaker et al. ,2010).
1.2. Description de la plante L. sativum

C’est une plante herbacée, dressée, de couleur plus ou moins glauque. Sa tige est glabre,
finement striée, profusément ramifiée et pousse jusqu’a 50-80 cm d’hauteur (Wadhwa et al.,

2012).
1.2.1 .Les feuilles de L. sativum

Sont alternes, irrégulierement pinnées, d’environ 12 cm de long et 9 cm de large, avec des
pétioles jusqu'a 4 cm de long; des folioles (5 - 11), en forme ovale ou pinnatisect, les lobes
ultimes généralement irrégulierement dentés, faiblement poilus au-dessus, glabres en dessous,

feuillets de feuilles supérieures devenant peu a peu linéaires.
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Les feuilles supérieures sont généralement simples et linéaires, parfois lobées ou avec dents.
Les feuilles basales ont de longs pétioles et une lyreate Pinnatipartite; Les feuilles culinaires
sont lancéolées (Prajapati et al., 2014).

1.2.2. Les fleurs

Sont bisexuelles, réguliéres et tétrameres: Pédicelle 1.5 - 4.5 mm de long, ascendant; 4 Sépales

ovales, 1 -2 mm de long ; 4 Pétales spatulés a griffe courte (Fig.4), jusqu'a 3 mm de long, blanc
ou rose pale; 6 Etamines, anthéres habituellement violacées; Ovaires supérieurs, aplatis, aigus
marginés, style jusqu'a 0,5 mm de long, stigma capitate (Prajapati et al., 2014). Le fruit est
une silique aplatie, ronde ou ovale, de 4-6 mm x 3-5,5 mm, de couleur vert pale a jaunatre, de
marges en forme d'ailes, déhiscent par 2 valves, habituellement avec 2-semées ou graines
(Prajapati et al., 2014).

1.2.3. Les graines de L. sativum

Sont petites, ovales, pointues et triangulaires a une extrémite lisse, d'environ 3-4 mm de long,
1-2 mm de large, de couleur brun rougeéatre (Fig.4). Un sillon présent sur les deux surfaces
s'étendant jusqu'a deux tiers vers le bas et une légere aile comme extension présente sur les
deux bords de la graine. En trempant dans l'eau la graine se gonfle et se recouvre d’un manteau

transparent, incolore, mucilage avec goGt mucilagineux (Prajapati et al., 2014).
1.2.4. Les fruits

Sont sur pedicelle subérigé a ascendant apprimé sur le rachis et 5 a 6,4 mm de taille. Il est ovale
ou largement elliptique, émarginé, applement largement ailé avec une encoche apicale de 0,2 a
0,8 mm de profondeur (Shah et al., 2021)

Figure02: Les feuilles du cresson alénois .

Figure 01 : Les graines de cresson alénois.
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1.3.0rigine et répartition géographique du L. sativum

L'origine exacte de L. sativum est inconnue, mais on pense qu’il provient principalement de la
région montagneuse de I'Ethiopie et de I'Erythrée, tandis que le sud-ouest de I'Asie et I'Europe
occidentale sont considérées comme des centres secondaires d'origine. La culture de Lepidium
sativum était déja connue de l'antiquité en Gréce et en ltalie et peut-étre aussi en Egypte. 1l a
été consommé en Perse avant méme que le pain ait été connu. Actuellement, L. sativum ou le
cresson est cultivé dans le monde entier, y compris la plupart des pays africains, I’Amérique du
Nord et certaines parties de I'Europe. En Inde, il est cultivé presque tout au long couvrant
différentes zones agro-climatiques (Prasad et al., 2012). L. sativum peut étre cultivé a toutes
les altitudes, tout au long de I'année, mais la meilleure récolte est obtenue en hiver. Il a besoin
de ressources agricoles minimales, il pousse bien dans les régions semi-arides et ne nécessite
pas beaucoup d'engrais, ses graines peuvent étre récoltées en 70-90 jours pour donner 800 —
1000.

I.4.Normanclature

1.4.1. Nom scientifique : Lepidium sativum linn

1.4.2. Nom commun : passerage, cressonnette, nasitort, cresson des prés, cardamine,

cresson de fontaine, cresson d’eau, cresson officinal.

1.4.3. L’ordre des Brassicales

Les brassicales rassemble prés de 4500 espéces en 17 familles dont certaines sont mono
spécifiques ; elles ont acquis des carpelles « ouverts » ; les brassicacées, plantes herbacées
surtout des régions tempérées y sont largement dominantes. Il y a aussi les capparacées,
résédacées, caricacées et tropéolacées (Dupont et Guignard, 2012).

1.4.4. La famille Brassicacée

Les brassicacées comprennent 3400 especes, réparties sur toute 1’étendue du globe, mais plus
abondantes dans I’hémisphere Nord. C’est une famille facile a définir et trés reconnaissable
par ces fleurs a pétales disposés en croix, d’ou le nom ancien de Cruciféres (du latin « crucem
ferre », porter une croix) (Dupont et Guignard, 2012). La famille Brassicacee composée
d'environ 300-420 genres dans l'ordre des Brassicales.

1.5. La classification botanique_de_Lepidium sativum

Est représentée sur le tableau
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Tableaux 01 : Classification de Lepidium sativum (Muséum national d’histoire naturelle,

2009)
Régne Plante
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Capparales
Famille Brassicaceae
Genre Lepidium
Espéce Capparales

1.6. composition chimique de la plante

Le cresson alénois cru est une excellente source de vitamines A ,K ,C ,B2 (riboflavine) ,B6
(pyridoxine), B9 ( folatre) , de minéraux (N, P, K ,Ca, Mg, Fe, B, Cu, Zn, Mn ). Certaines
parties de la graine, dont | endosperme et le son , contiennent des protéines et des acides gras

essentiels ,principalement sous forme d oméga -3 (acide linoléique) ( sat et al., 2013).

Les graines de L. sativum sont riches en protéines, fibres, lipides, oméga-3, fer, calcium,
phosphore, acides aminés essentiels et divers composés phytochimiques. Plusieurs produits des
graines de L. sativum sont utilisés soit comme boisson de santé, soit comme aliment intégré. Il
a été constaté que les graines de L. sativum augmentent la numération globulaire complete et
le taux d'hémoglobine, ainsi que le poids de la rate et le poids corporel total Radman et al .,
2022).

1.6.1.Propriétés chimiques

La graine de Lepidium sativum donne prés de 25% d’une huile brune jaunatre semisiccative a
odeur particuliere et déplaisante. L huile est riche en acides oléique, linoléique et urique, et
contient également des alcaloides imidazoles. Le tégument de la graine germée contient
beaucoup de mucilage, lequel présente une substance allélopathique, le 1épidimoide (Jansen,
2007). L’espéce comprend également des tanins, saponines, flavonoides (lutéoline, apigénine
et leurs glycosides, quercitine, naringénine, eriodictyol, cirsilinéol, salvigénine, cirsimaritine,
thymonine, thymusine, taxifoline, genkwanine, sakuranétine et vicénine-2), des acides
phénoliques (acide caféique, rosmarinique, labiatique et chlorogénique)
7
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|.7.La valeur nutritive du cresson

Tableaux 02 : La valeur nutritive du cresson (Fichier canadien sur les éléments nutritifs ,

2010).
Cresson de fontaire  Cresson alénois cru Cresson alénois
cru haché 1tasse (250ml)/55g  bouilli (1/2ml)/70g
,1tasse(250ml)/35g
Calories 4 17 16
Protéines 0.89 1.49 1.4g
Glucides 0.59 2.99 2.79
Lipides 0.0g 0.49 0.49
Fibres alimentaires 0.29 0.69 0.59

1.8.Utilisation médicale de la plante

Les parties de la plante qui sont utilisés sont les racines, les feuilles et les graines. Les graines
de L. sativum sont amer et trouver des applications dans un large éventail de fonctions
biologiques et des maladies telles que la lepre, les maladies de la peau et comme diurétique.
Les racines sont ameres et acres et ont été utilisées dans le traitement secondaire syphilis et
ténesme. Les feuilles sont antibactériennes et utiles dans traiter le scorbut et I'népatopathie
(Karazhiyan et al ., 2011).

Les feuilles de cette plante sont antiscorbutiques, légérement stimulantes, diurétiques et

utilisées pour traiter les maladies du foie .

Lepidium sativum a été étudié pour la potentiel plus élevé dans la biosynthése des mucilages .
La grande stabilite du mucilage des graines de cresson alénois au cours des processus
thermiques, et le rapport élevé de mannose au galactose et ce le rend adapté aux industries
alimentaires Le propriétés physico-chimiques du mucilage proviennent de L. sativum, en tant
que substance hydro colloide polysaccharidique naturelle, ont été récemment évaluées Jardin
mucilage de cresson ont diverses propriétés médicales telles que antimicrobiennes, effets
antiviraux et antibactériens applications, y compris pharmaceutiques, textiles, cosmétiques,

teinture de tissus et fabrication de papier, imprimerie ( Hadian etb al ., 2019).

Les graines de Lepidium sativum ont éeté utilisés dans la médecine traditionnelle pour le
traitement de la dysfonction hépatique , la jaunisse , les troubles gastro-intestinaux et de la rate

8
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maladies. En outre , il a été rapporté que ces graines ont également une activité anti oxydante
, diurétiques , antihypertenseurs et asthmatiques et anti- asthmatiques ( Yahla et al., 2021).
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Chapitre Il : L’inflammation.
Il .1. Généralités sur Inflammation
11.1.1. Définition

L’inflammation est I’ensemble des mécanismes de protection qui aide 1’organisme a se défendre
contre les diverses agressions telles que 1’infection par un organisme pathogéne, des brilures
ou pour reparer les tissus léses. Elle est considérée comme un processus dynamique et réversible
conduisant a sa résolution. L’inflammation se manifeste par quatre symptomes sont : la chaleur,
la douleur, la rougeur et la tuméfaction. Ces symptdmes sont liés aux effets des différents agents
inflammatoires présents sur le site de 1’agression (Fourrier, 2016 ; Noack, 2016; Dorsemans,
2018).

Le processus d'inflammation implique plusieurs événements et médiateurs qui sont des
substances chimiques présentes dans les tissus corporels, tels que les prostaglandines, les
leucotriénes, les prostacyclines, les lymphokines et les chimiokines comme l'interféron-ao. (IFN-
a), v, l'interleukine (IL) -1, IL-8, histamine, 5-hydroxytryptamine (5-HT) et facteur de nécrose
tissulaire-o. (TNF- o)) (Beg et al., 2011).

1.2 . Les symptdmes

Classiquement, les caractéristiques de I'inflammation sont la chaleur, la rougeur, la douleur et

I'enflure.
11.3. La réaction inflammatoire

En réponse a une blessure, une infection ou un stress, les tissus mettent on ceuvre toute une
batterie de signaux dont la finalité est réparation du dommage causé et le rétablissement de
I’homéostasie perturbée (Coussens , 2002 ; Calvano, 2005 ; Gurtner, 2008). L’ inflammation
a été sélectionnée au cours de 1’évaluation parce qu’elle est d’abord adaptative, la réaction
peut avoir de conséquences déléteres, surtout, lorsqu’elle passe a la chronicité dans un
environnement différent de celui pour lequel elle a été sélectionnée (Medzhitov, 2008). Il y a
d’abord a la fois activation et migration dirigées de différents types de leucocytes
(neutrophiles, éosinophiles et monocytes) depuis la lumiére veineuse vers les sites qui ont été
agressés, et activation des mastocytes et des plaquettes. Les neutrophiles sont les premiers
attires vers le site a réparer par un quadruple mécanisme incluant, ’activation de molécules

endothéliales permettant ’adhésion des cellules de la circulation, 1’activation par de s

10
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cytokines leucocytaires de facteurs chémotactiles (les intégrines), I’immobilisation des
neutrophiles sur la surface endothéliale par les intégrines, enfin la migration des neutrophiles
a travers 1’endothélium. Les monocytes vont ensuite migrer sous ’influence d’une autre
catégorie de cytokines et se différencier en macrophages, lesquels deviennent la source
principale de facteurs de croissance et de cytokines. Les mastocytes deviendront source de
différent médiateur de I’inflammation, dont ’histamine, plusieurs cytokines et des protéases
liées auxprotéoglycans et a des médiateurs lipidiques. L’activation des plaquettes et la
formation de fibrine vont permettre la formation d’un caillot hémostatique (Swynghedauw,

2009).
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Figure 03: La réaction cellulaire de inflammation

11.3.4.Types de I'inflammation

Il existe deux types d’inflammations

P’inflammation aigué et ’inflammation chronique

I1.3.4.1. L’inflammation aigué

Est une réponse physiologique immédiate aide la défense de 1’organisme a garder son
homéostasie. Elle se met en place précocement a cause d'une activation des macrophages ou
bien des 1ésions tissulaires provoquées par I’infection, ainsi elle permet de neutraliser les agents
pathogeénes et favoriser les processus de réparation pour minimiser les dommages des tissus. La
réaction de phase aigué déclenche par la libération des médiateurs de 1’inflammation appelés

cytokines ( Fourrier, 2016).

11
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La réaction inflammatoire aigue est caractérisee par 4 signes typiques : tumor, dolor, calor,
color, signes cardinaux de Celsius, qui sont la tuméfaction (cedéme), la douleur, la chaleur et la
rougeur. Cette réaction peut s’accompagner d’atteintes fonctionnelles régionales selon la

gravité de 1’agression (BATTEUX et al, 2003).

I1.3.5. L’inflammation chronique

L’inflammation chronique correspond au développement de I’inflammation aigué, elle est
caractérisée par une durée prolongée (plusieurs semaines a plusieurs mois) et elle considérée
comme un processus productif lorsqu'elle entraine une destruction tissulaire et des tentatives de

réparation évoluant simultanément (Khaleghparast, 2015).

Les signes d’une inflammation chronique au début sont identiques a ceux d’une inflammation
aigue, mais les destructions tissulaires sont plus graves et ont des conséquences fonctionnelles
profondes. Cette inflammation chronique laisse des séquelles anatomiques et fonctionnelles. La
définition du caractére chronique d’une inflammation n’est pas toujours aisée : le meilleur
critere de chronicité est une durée supérieure a 6 semaines. Dans de nombreux cas
I’inflammation semble chronique d’emblée, comportant dés le départ des phénomeénes de
remodelage du tissu conjonctif, de destruction et de réparation. Le mécanisme de la chronicité
n’est pas toujours évident. Dans certains cas, elle tient a la persistance d’une substance
pathogeéne que 1’organisme est incapable d’éliminer : I’inflammation échoue dans sa finalité
premiére qui est le maintien de 1’intégrité du soi. Dans d’autres cas, on peut supposer qu’elle
est auto entretenue, les mécanismes intermédiaires continuant a opérer alors que la substance
pathogéne qui I’a déclenchée a ¢été €éliminée. L’inflammation chronique se caractérise par

I’existence de certains phénomenes spécifiques (BATTEUX et al, 2003).
Il .3.6. Les cause de I'inflammation

L'inflammation peut étre causée par des agressions physiques (comme le chaud, le froid, les
radiations ionisantes), chimiques (occasionnées par des composés acides ou basiques, des
toxines bactériennes). Elle peut étre la conséquence d'une infection (en rapport avec la présence
dans l'organisme d'organismes vivants pathogenes tels que bactéries, virus, parasites ou
champignons). Elle peut étre provoquée par une réaction immunitaire secondaire a la
réintroduction dans l'organisme d'un antigene (allergie) tel qu'un antibiotique. Elle est enfin
souvent la conséquence d'une nécrose tissulaire, elle-méme secondaire a de nombreuses causes,

par exemple une occlusion artérielle (Charles et al., 2003)
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11.4. Les anti-inflammatoires

La thérapeutique anti-inflammatoire est généralement menée par des molécules de synthese
du type anti-inflammatoire non stéroidien ou stéroidien (corticoides) (Cannon et al., 2012).

11.5.1. Anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AlS) ou les glucocorticoides constituent une vaste famille
de médicaments dérivés du cortisol. Ils représentent le traitement le plus efficace utilisé pour
les maladies inflammatoires chroniques tels que 1’asthme, 1’arthrite rhumatoide, les maladies
inflammatoires de ’intestin et les maladies auto-immunes. Comme pour les AINS, ['usage des
glucocorticoides est associé a de nombreux effets indésirables. Le risque d'apparition de ces
effets indésirables s’accroit avec le prolongement de la durée du traitement et I'augmentation
de la posologie (Kessel et al., 2014). Divers troubles peuvent étre observés. Ces troubles
peuvent étre aigués tels que I’hypertension artérielle, la dérégulation de la synthése naturelle de
glucocorticoides a la fin du traitement, 1’euphorie avec insomnie allant jusqu’a une psychose
aigué et I’apparition d’ulcéres gastro-duodénaux. Des troubles chroniques peuvent aussi se
manifester tels que 1’ostéoporose, les cataractes et la prise de poids (Ramamoorthy et
Cidlowski, 2016).

11.5.2. Anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) ont été utilisés avec succes pour le soulagement
de la douleur, la fievre et ’inflammation et ils sont toujours utilisés quotidiennement par des
millions de patients a travers le monde. Ce sont des médicaments a propriétés anti-
inflammatoires, antipyrétiques et analgésiques. Ils présentent une grande hétérogénéité
chimique mais ils ont en commun I’inhibition non sélective de I’enzyme cyclooxygénase.
Cependant, leur utilisation thérapeutique a long terme est souvent associée a des effets
indésirables tels que les ulceres gastro-intestinaux et 1’insuffisance rénale (Takeuchi 2012 ;
Cannon et al., 2012).

11.5.3. Anti-inflammatoires d’origine végétale

Les plantes anti-inflammatoires regroupent des espéces de diverses familles dont les principes
actifs présumés responsables de 1’activité anti-inflammatoire sont de nature chimique variee
(polyphénols, flavonoides, saponines, alcaloides ...). La plupart de ces métabolites agissent en
bloquant les voies de la cyclooxygénase et la lipoxygénase ainsi que par d'autres mécanismes.

Plusieurs études expérimentales ont rapporté les effets immunomodulateurs sur I'immunité
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humorale et cellulaire des composes phénoliques (Martin et Bolling, 2017 ; Thomas et al.,
2017), flavonoides (Kim et al., 2014 ; Moore et al., 2017), saponines (Thao et al., 2017 ;
Zhou et al., 2017 ; Wu et al., 2017), alcaloides (Li et al., 2017 ; Liu et al., 2017).
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Chapitre 111 :  Activité Anti-Oxydante

I11. 1. Oxydation

L’oxydation est le phénomeéne qui fait rouiller les métaux, qui fait flétrir les 1égumes et les
fruits, rancir les graisses. 1l modifie le godt et la couleur des aliments. Elle est initiée par la
lumiére, la chaleur, ou les traces de métaux lourds (Cu2+et Fe3+). Cette réaction est au départ
trés lente, puis s’accélére de facon exponentielle avec la formation de peroxyde ; c’est une
réaction en chaine de radicaux libres. Elle se déroule en trois étapes : initiation, propagation et
terminaison (Grait 2015).

I11. 2. Définition de stress oxydant

Le stress oxydatif est défini par (Zbadi et al., 2018) comme étant le résultat d’un déséquilibre
de la balance de production d’ERO et les systemes antioxydants. C’est un phénomeéne
physiopathologique conduisant a un exces de radicaux oxygénés toxiques non maitrises par les
systemes de défense de I’organisme. Cet exces est un facteur clé favorisant I’apparition de
nombreuses pathologies chroniques tels que le cancer, des pathologies oculaires, des maladies
neuro-dégénératives (maladie d’Alzheimer, sclérose latérale), les maladies cardiaux-

vasculaires, diabete et vieillissement accéléré (Zbadi et al., 2018).

Le stress oxydant ou le stress oxydatif, est défini comme un déséquilibre entre la production
d'oxydants et les mécanismes de défense antioxydant au sein d'un méme organisme, ce qui
conduit a des dommages dans les biomolécules comme les lipides, les protéines et les acides
nucléiques (Niki, 2018; Tu et al., 2019). Ces dommages sont impliqués dans le développement
de nombreuses pathologies chroniques telles que le diabéte, le cancer, les maladies
inflammatoires, les maladies cardiovasculaires et les maladies neurodégénératives (Matschke
et al., 2019). En effet, tous les organismes vivants qui consomment de I'oxygéne produisent les
ERO qui jouent un réle important dans les fonctions physiologiques des organismes. Le stress
oxydatif devient anormal lorsque les cellules sont soit dépasseées par la quantité des radicaux
libres a éliminer, soit ne disposent pas de ressources antioxydantes (vitamines, oligoéléments,

enzymes) suffisantes pour les éliminer (Niki, 2018; Tu et al., 2019).
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Figure 04 : La balance d’équilibre entre les systémes pro et antioxydants .
I11.2.1. Les radicaux libres

Ce sont des entités chimiques possédant un électron non apparié (célibataire) sur la couche
périphérique du squelette moléculaire. Cet électron célibataire a pris naissance suite a un apport
d’énergie susceptible et suffisant (Halliwell et Gutteridge, 2015). 1l existe deux sources

différentes de ces radicaux libres (Phaniendra et al., 2015).
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Figure 05 : Neutralisation d'un radical libre par un antioxydant.
* Espéces réactives a I’oxygene

Les organismes aérobies puisent leur énergie en oxydant de la matiére organique via la chaine
respiratoire. L’oxygéne est indispensable comme substrat majeur, mais peut-étre également une
source d’agression pour ces organismes. Les ERO sont soit des radicaux libres comme ’anion
superoxyde (O2 e-), le radical hydroxyle (OHe ), le peroxyle ROO- et alkyle RO- ; soit des
molécules comme le peroxyde d’hydrogéne (H202) ou I’oxygene singulet (102) (Saffidine,
2015). L'anion superoxyde (O2 - ) est la forme primaire des ERO structuré par I'addition d'un

électron a I'oxygéne moléculaire (O2). Il peut ensuite étre converti en ERO secondaires tels-
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que le radical hydroxyle (OH), le radical peroxyle (ROOQO¢ ) ou le peroxyde d'hydrogene (H202),

ce dernier n’étant toutefois pas un radical libre puisqu'il ne contient pas d’électrons non pair.
* Espéces réactives a ’azote

Le monoxyde d'azote (NO- ) et le péroxynitrite (ONOO- ) sont deux espéces réactives bien
connues issues de I’azote. Le monoxyde d’azote est produit de maniére endogéne lors du
métabolisme de I’arginine par les nitrique oxyde synthases (NOS) dans des conditions
physiologiques et physiopathologiques. Il est caractérisé par une réactivité limitée et une
demivie de quelques secondes. Il n’est donc pas particulierement délétere pour les structures
cellulaires (Blanc et al., 2005).

111.2.2. Sources

111.2.2.1. Sources endogenes

Parmi les réactions enzymatiques, plusieurs sont considérées comme source principale les
especes réactives d’oxygéné (ROS) incluant : NADPH oxydase, lipoxygénase, xanthine
oxydase (enzyme dans le foie). La mitochondrie est un élément fondamental pour le
fonctionnement de la cellule, c’est au niveau de cet organite que s’effectue la respiration
cellulaire. La consommation de I’oxygene et les différentes réactions du transfert des électrons
(énergie) produisent en performance les especes réactives d’oxygene. Les ions métalliques
présents dans 1’organisme ex ; fer cuivre, peuvent coopérer avec des especes moins réactives

pour produire des radicaux hydroxyles (Poprac et al., 2017).

111.2.2.2 Sources exogenes

Les ROS sont également générées sous 1’effet de stress environnementaux comme la pollution,
la consommation d’alcool ou certains médicaments, 1’exposition prolongée au soleil, 1’effort
intense ainsi que le tabagisme. (Kalam et al., 2015). Dans les phénoménes de stress oxydant
prenant place dans les milieux biologiques, les radicaux libres qui interviennent, partagent pour
caractéristique celle d’avoir un électron célibataire sur un atome d’oxygene ou d’azote. Ceci
leur confere la dénomination d’especes réactives de I’oxygene (EOR ou ROS) ou de 1’azote

(EAR ou RNS) (Weidinger et Kozlov, 2015).
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111.2.3. Classes des espéces réactives

111.2.3.1.Espéces radicalaires

Un radical libre est une espece chimique (atome, molécule ou ion) qui porte sur sa couche
électronique périphérique un ou plusieurs électrons non appariés ce qui la rend chimiquement
tres réactive (Leverve, 2009). Ce déséquilibre n’est que transitoire et est comblé par
I’acceptation d’un autre électron ou par le transfert de cet électron libre sur une autre molécule
pour devenir plus stable, conduisant ainsi & une réaction en chaine qui va produire de nouveaux

radicaux libres car la molécule agressée devienne a son tour radicalaire (Afonso et al., 2007).

111.2.3.2. Especes non radicalaires

Ce sont des especes non radicalaires qui acceptent deux électrons pour donner des produits non
radicalaires (Tableau08 ). Ils peuvent étre convertis en radicaux libres par réaction avec un

métal de transition (Winterbourn, 2015).

Tableau 03 : Les deux classes des especes réactives (Rao et al., 2011).

Espéces radicalaires Espéeces non radicalaires

Nom Symbole Nom Symbole

Anion superoxyde 02" Acide hypochlorique | HOCI

Monoxyde d’azote NO Oxygene singulet 102

Radical alkoxyle RO Peroxyde H202
d’hydrogene

Radical hydroxyle OH Peroxyde organique ROOH

Radical peroxyle ROO Peroxynitrite ONOO™

111.2.6.Stress oxydatif et pathologies humaines

De nombreuses études, tant épidemiologiques que cliniques, indiquent que le stress oxydant est
potentiellement impliqué dans le développement de plus d’une centaine de différentes
pathologies humaines, allant de 1’athérosclérose au cancer tout en passant par les maladies
inflammatoires, cardiovasculaires, neuro dégénératives et le diabete . Le r6le du stress oxydant

a eté également évoqué méme dans des processus physiologiques tel que le vieillissement. De
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plus, la plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec 1’age car le
vieillissement diminue les défenses anti oxydantes et augmente la production mitochondriale
de radicaux avec une diminution de I’efficacité des systemes de réparations et de dégradations

des constituants oxydes (Poprac et al., 2017).

Tableau 04: Les principales affections liées a la production des radicaux libres et des EOR.

Pathologie | Références
Maladies inflammatoires (Quetal., 2019)
Diabete (Oguntibeju, 2019)
Cancer (Nichols et al., 2017)
Les maladies cardiovasculaires (Incalza et al., 2017) Alzheimer,
Parkinson (Van Raamsdonk et al., 2017)
Acrthrite rhumatoide (Pradhan et al., 2019)
Allergie et Maladies auto-immunes (Colucci et al., 2015)
Vieillissement (Liguori et al., 2018)
Athérosclérose (Bryk et al., 2017)
111.3.Antioxydant

Un antioxydant est une molécule naturelle ou synthétique qui inhibent ou retardent 1I’oxydation
d'autres molécules en intervenant a différents stades du processus d’oxydation ( Maurent ,
2017). C’est une molécule suffisamment stable pour donner un électron a un radical libre
déchainé et le neutraliser, réduisant ainsi sa capacité d'endommager (Nime , 2015). Il peut agir
de différentes facons : piéger les composes qui initient la réaction radicalaire, piéger les ions
métalliques tel que Fe2+, neutraliser I’anion Super oxyde pour éviter la formation de peroxydes,
terminer la réaction de propagation dans la reaction radicalaire mise en place ou réduire la

concentration en O2 .

*Un bon antioxydant doit respecter quelques criteres : (KESSOUM, 2014)
- Agir spécifiquement sur les radicaux libres.

- Chélater les métaux de transition.
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- Interagir en synergie avec d’autres antioxydants pour se régénérer.
- Agir aux faibles concentrations physiologiques.

*Les antioxydants peuvent étre classés selon leur localisation cellulaire, leur mode d’action
et leur origine (Laraba, 2016).

111.3.1.Mode d’action

Les antioxydants peuvent agir en (Pisoschi et Pop, 2015) :
* Réduisant ou en dismutant les ERO® .

* Piégeant les ERO pour former un composé stable® .

* Séquestrant les métaux de transition libres® .

* Générant du glutathion (GSH)® .
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Chapitre | : Matériel et méthode
I.1.0bjectif

Le but de ce travail est d’explorer 1’effet anti- inflammatoire et anti-oxydant de I’extrait des
graines de Lepidium sativum . Notre travail a été réalisé au sein du laboratoire des biochimie de
I’universit¢ Abdelhamid ibn Badis de Mostaganem , facultés des science de la nature et de la
vie.

|.2.Matériels

1.2.1.Appareillage

Verrerie : erlenmeyer, entonnoir , bécher ,verre de montre ; pipette pasteur , flacons et

tube a essais.

Autres matériel : agitateur magnétique spatule , portoir , pince , micro pipette (smart) 100
a 1000ul ,Micro pipette unique (10 a50ul) , papier filtre Wattman n ° 1, tube de sang EDTA

Appareil utilisé : balance , étuve universelle spectrometre UV visible double faisceaux (
jenway 7305 UV/VIS), Autoclave Evaporateur rotatif (HAN SHIN SH -3001), réfrigérateur
, bain- mari , ph métre (WTW ph 330) . Centrifugeuse ( Rotofix 32 A)

Meédicament anti-inflammatoire : Diclofénac

1.2.2. Matiere végétale

Le matériel végétal utilisé dans nos expériences correspond a des graines de Lepidium sativum.
Les graines ont été achetées en mai 2022 de la région de wilaya de Mostaganem, situées a

I’ouest d Algérie .
1.3.Méthode
1.3.1. Extraction des graines

*Mondassions

Cette étape permet d éliminer les impuretés contenues dans les | échantillons afin de

garder seulement les graines .
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*Broyage

Le broyage des graines se fait a1 aide d’un moulin a café jusqu’ a 1 obtention d une poudre

et le temps de broyage est le méme pour pour tout le quantité utilisé 3 minutes.

1.3.2. Protocole

Une prise de 100 g de poudre de graines de Lepidium sativum a été mise a macérer dans 1000
mL d’éthanol dans un récipient en verre fermé et a éte recouverte d'une feuille d'aluminium et
maintenue dans un agitateur a mouvement alternatif pendant 24 heures pour une agitation
continue & 150 tr / min pour un mélange complet et également une élucidation complete des
matiéres actives a dissoudre dans le solvant respectif. Ensuite, I'extrait a été filtré en utilisant
un tissu de mousseline suivi de papier filtre Wattman n ° 1 et finalement filtré 3 fois et en
utilisant une pompe a vide et a pression (AP-9925 Auto Science). Le solvant de I'extrait a été
éliminé en utilisant I'évaporateur sous vide rotatif (HAHN SHIN SH-3001) avec la température

du bain-marie de 45C°. Finalement, I’extrait obtenu a été conservé a 4°C jusqu’a utilisation.

Figure 06 : solution Lepidium sativum + Ethanol. (Origine . , 2022).

Evaporation

Cette étape est tres importante car I’ huile de graines de L. sativum est extraite et séparée de
la solution par le processus d évaporation au moyen du dispositif rotavapeur , ou le processus
d évaporation a lieu en trois heures et demie, a une température de 45 C°.
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1.3.3. Rendement de I’ extraction :

Le rendement de I’extraction a été calculé par I’équation suivante :

Poids du ballon vide : pl

Poids du ballon avec | extrait : p2

Poids de la matiére végétale de départ: p3
Roule de rendement

RDT (%) : (pl-p2)/p3 *100

v

1000 ml éthanol 100g Lepidium sativum

Macération pendant 24heures a 1’obscurité

|

Filtration

\ 4
Evaporation par évaporateur rotatif a 45

CO

A

Extrait éthanoique

/\

Evaluation de ’activité anti- inflammatoire | Evaluation de I’activité anti-oxydante

Figure 07 : Protocole de préparation de l’extrait éthanolique
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I.4.Exploration de ’activité anti inflammatoire in vitro
1.4.1.Méthode stabilisation des membrane HRBC

*Préparation des cellules des globules rouges

Le sang a été prélevé sur un étre humain en bonne santé qui n’a pas pris d anti-inflammatoires
. Le sang recueilli a été mélangé avec un volume égal de stele également de solution D alsever
( 2% dextrose ;0.8% Citrate de sodium ; 0.05% Acide citrique et 0.42% chlorure de
sodium) .Lamexure aété centrifugée a3000 tr/min pendant 10 min et les concentrés de

cellules ont été utilisés directement .

*Hémolyse induite par la chaleur

Le principe en jeu ici est la stabilisation de la lyse de la membrane HRBC induite par une
hypotonicité. Le mélange d’essai contenait I’extrait (50, 100, 250, 500, 1000, 2000
ug/ml)/diclofénac - médicament standard a base de sodium (50, 100, 250, 500, 1000, 2000
pg/ml), 1 ml de tampon phosphaté (0,15 M, pH 7,4), 2 ml d’hyposaline (0,36 %), 0,5 ml de
HRBC, ont été incubés a 37 °C pendant 30 min et centrifugés pendant 20 min a 3 000 tr/min.
La teneur en hémoglobine de la suspension a été estimée a 560 nm a I’aide d’un
spectrophotometre (Yoganandam et al., 2010).

Le pourcentage d’hémolyse produit en présence d’eau distillée a été mesuré a 100 %.

Figure 08 : préparation de activité de membranaire de HRBC ( Origine , 2022).
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Figure 09: Les différentes phases de préparation de membrane de HRBC

1.4.2.Test de I’inhibition de I’albumine

L’activité anti-inflammatoire in vitro a été effectuée selon la méthode d’inhibition de la

dénaturation des proteine . Lan méthode consiste a préparé trois solutions.

La solution d’échantillon : (0.5ml) composée de 0.45 ml de la solution aqueuse de sérum
bovine albumine (SBA) 5 % et 0.05ml de I’ extrait bde Lepisium sativum .
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La solution standard : (0.5ml) composée de 0.45ml de la solution aqueuse de BSA 5% et

0.05m de solution de standars déclofénac sodium avec une consentration de 100mg .

La solution témone : (0.5ml) compos »e de 0.45 ml de la solution aqueuse de BSA 5% et 0.05

ml d’ eau distillé .

Toutes I’activité solution ont été ajustéees a une PH de 6.3 , par une solution D4HCL (IN)
.Les échantillons ont été incub éz a 3 C° pendant 20min , ensuite la temérature était augumentée
pour garder les échantillons a 57° cep ndant 3 in , apres refroidissement des tubes , 2.5
ml de | solution tampon phosph te saline (PBS ) a ( Ph =6.3) ont été ajoutés aux solution
prépar »es . ’absorbance a été lue par le spectrophottométre a 660 nm . Le pourcentage de la

dénaturation des proéines a éé calculé comme suit :

% d’ inhibition = 100- ( D.O de echantillon — D.O du témoin / D.O du témoin ) * 100

1.5. Activité Anti-oxydante

1.5 .1. Mesure du pouvoir antioxydant par le test au 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH)

1.5.1.1. Principe

C’est une méthode largement utilisée dans 1’étude de 1’activité anti-oxydante. La réduction du
radical libre DPPH® (2,2'-diphenyle-1-picryl hydrazyl) par un antioxydant peut étre suivie par
spectrométrie UV- Visible, en mesurant la diminution de I'absorbance a 517 nm provoquée par
les antioxydants (Molyneyx, 2004). En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH. (2.2
Diphenyl 1 picryl hydrazyl) de couleur violette se réduit en 2.2 Diphenyl 1 picryl hydrazine de

couleur jaune (Figure 8) (Maataoui et al., 2006).
DPPH. + (AH)n — DPPH-H +(A. )n ;

Ou (AH)n représente un composé capable de céder un hydrogene au radical DPPH (violet) pour
le transformer en Diphényle picryl hydrazine (jaune). Ceci permet de suivre la cinétique de

décoloration a 517 nm.
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Le test antioxydant a éeté realiseé avec la méthode au DPPH (Sanchez et al., 1998). 50uL de
I’EELS a différentes concentrations (de 0,0125 & 5mg/ml) ont été ajoutés a 1,95 mL de la
solution méthanolique du DPPH (0,0125¢/1). Parallélement, un contr6le négatif a été préparé
en mélangeant 50pL de methanol avec 1,95 mL de la solution méthanolique de DPPH. La
lecture de 1’absorbance a été faite contre un blanc préparé pour chaque concentration a 515 nm
aprés 30 min d’incubation a 1’obscurité et a température ambiante. Le contrdle positif a été
représenté par une solution d’un antioxydant standard ; ’acide ascorbique dont 1’absorbance a
été mesuré dans les mémes conditions que les échantillons et pour chaque concentration le test

a été répété 3 fois. Les résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition

(19%). 1%= [(Abs contrble — Abs test)/ Abs contréle] x 100

Deux autres parametres ont été introduits pour mieux caractériser le pouvoir antiradicalaire ; la
concentration effective a 50% (EC50) et le pouvoir anti-radicalaire (APR = 1/EC50) (Prakash
etal., 2007). La valeur EC50 (aussi appelée IC 50) qui a été déterminée pour I’extrait, est définie
comme étant la concentration du substrat qui cause la perte de 50% de l'activité de DPPH
(couleur). Ou encore, c’est la concentration de I'échantillon exigé pour donner une diminution
de 50% de I'absorbance de la solution contréle constituée de méthanol et DPPH. Les valeurs
IC50 moyennes ont été calculées par les régressions linéaires des trois essais séparés ou
I'abscisse est représentée par la concentration des composeés testés et I'ordonnée par l'activité

antioxydant en pourcentage
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CHAPITRE 11 : RESULTATS ET DISCUSSION

11.1. Rendement d’extraction

*La préparation de I’ extrait a partir des graines de Lepidium sativum broyées a été effectuée
par 1’éthanol . Cette extraction a permis d’obtenir un extrait brut : ’extrait Ethanolique de
Lepidium sativum (EELS).

Apres extraction et récupération de ’extrait , le rendement , la couleur et ’aspect physique
sont déterminés représentes ,Le calcul des rendements par rapport au poids de broyat (100 g)

de lepidium sativium ,
*La description de 1’extrait est représentée dans le tableau 14 .

Tableau 05 : Caractéristiques de 1’extrait étanolique de Lepidium sativum.

Extrait EELS
Aspect Pateux
Couleur Jaune foncé
Rendement 13.2%

De nombreux travaux ont été effectués sur le cresson alénois provenant du Maroc, 1’ Arabie
Saoudite, la Turquie et 1I’Inde. Les résultats affichent des rendements tres variables Ils sont
respectivement de 34.2%, 18%, 5%, 0.78% (Chatoui et al., 2016 ; Ozlem et al., 2010 ;
Wafeka, 2010 et Chundawat et al., 2017).

11.2. Activité anti —inflammatoire

11.2.1. De la stabilisation membranaire HRBC

Les résultats relatifs a la stabilisation membranaire des HRBC sont représentés dans le (figure
35).
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Figure 10 :Activité anti-inflammatoire de I’EELS et du Diclofénac.

Nos résultats montrent que La méthode de la stabilisation des membranes des GRH a été
choisie pour I'évaluation de 1’activité anti-inflammatoire de 1’’extrait de Lepidium sativum L. in
vitro car la membrane érythrocytaire est analogue a la membrane lysosomiale et sa stabilisation
implique que I’EELS peut ainsi stabiliser les. membranes lysosomiales. La stabilisation de la
membrane lysosomiale est importante dans la limitation de la réponse inflammatoire en
empéchant la libération de constituants lysosomiques des neutrophiles activés tels que les
protéases qui provoquent une inflammation des tissus et d'autres dommages lors de la libération
extracellulaire (Shendkar et al., 2014).

L'hémolyse induite par I'nypotonicité peut découler de la lyse des cellules en raison de la perte
de pression osmotique du liquide intracellulaire et des composants électrolytiques. L'extrait

peut inhiber les processus (Suresh et al., 2014).

La figure 20 représente I’activité anti-inflammatoire in vitro de notre I’ extrait végétal qui repose
sur I’inhibition d’hémolyse des globules rouges humains (GRH) en comparaison avec la
solution standard Diclofénac de sodium. Les résultats obtenus montrent que le pourcentage de
I’effet hémolytique du I’extrait augmente proportionnellement avec 1’augmentation des
concentrations du ’extrait et elles sont significativement supérieurs (p>0.05) a ceux obtenus

par le Diclofénac.
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Les résultats similaires qui ont été obtenus par Gershfeld et Murayama (1988); Kumar et al.
(2011);Vidhya et al. (2016) confirment nos résultats.

I1.2.2. Test de dénaturation des protéines

La figure 36 montre les résultats de 1’activité anti-inflammatoire in vitro de notre L’extrait de
Lepidium sativum. Ce test consiste a évaluer les pourcentages d’inhibition de la dénaturation de

sérum albumine bovin (BSA).

Nos résultat montrent que le pourcentage d’inhibition de la dénaturation des protéines
obtenu par notre extrait était efficace avec une inhibition égale a 70.25%. Les résultats obtenus
pour cet extrait sont meilleurs a obtenus pour le diclofenac, un médicament anti-inflammatoire
utilis¢ comme standard qui a affiché un pourcentage d’inhibition de 47% a la méme

concentration.

La dénaturation des protéines est parmi les causes de I’inflammation (Barros et al., 2008)
(Bagad et al., 2011). La production d’auto-antigénes dans les maladies inflammatoires peut
étre due a la dénaturation des protéines in vivo. Le mécanisme possible de la dénaturation
consiste a I’altération des liaisons électrostatique, hydrogéne, hydrophobe et disulfure qui

maintien la structure tridimensionnelle des protéines (Barros et al., 2008 ).

D’apres les résultats, on constate que le L’extarit a base d’extrait éthanolique de
lepidum sativum est capable de contrdler la production d’auto-antigéne par I’inhibition de la

dénaturation des protéines.

L’activité inhibitrice de la dénaturation de BSA est peut étre attribuée a la présence de
différents composé€s bioactifs tels que les flavonoides dans ’EELS trouvés lors des criblages
phytochimiques. De nombreuses études ont évalué ’effet inhibiteur de différents extraits de
plantes sur I’activité anti-inflammatoire in vitro par la méthode de la dénaturation des protéines
(Sangeetha et al., 2011 ; Barros et al., 2008).
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Figure 11 :pourcentages d’inhibition de la dénaturation de L’extrait et Diclofénac.
I1.3. Etude de P’activité antioxydant DPPH

L’activité antioxydant de I’extrait éthanolique de Lepidium sativum et de I’antioxydant
standard (acide ascorbique) vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée a 1’aide d’un
spectrophotometre en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de
la couleur violette (DPPH) a la couleur jaune (DPPH-H) mesurable a 515nm. Cette capacité de
réduction est déterminée par une diminution de 1’absorbance induite par des substances anti-

radicalaire.

Les resultats relatifs a la stabilisation de radicale de DPPH dans le figure montrent que le
pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec 1’augmentation de la concentration.
Le taux d’inhibition du DPPH enregistré en présence de 1’extrait de la plante Lepidium sativium
est inférieur a celle de 1’acide ascorbique. On remarque que plus la concentration de 1’extrait
de lepidium satibium est élevée , plus le pourcentage d’absorbance de DPPH est élevé
augmente . Pour mieux caractériser le pouvoir antioxydant, nous avons introduit le parametre
IC50.
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Figure 12 : % d’inhibition du radicale libre en fonction des concentrations de 1’extrait.

D’apres ces résultats, on remarque que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente
avec 1’augmentation de la concentration. Le taux d’inhibition du DPPH enregistré en présence
de I’extrait de la plante est inférieur a celle de 1’acide ascorbique. Pour mieux caractériser le
pouvoir antioxydant, nous avons introduit le parameétre 1C50.

Evaluation de I’'IC50 :

L’IC50 est inversement lié a la capacité antioxydante d'un composeé, car il exprime la quantité
d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50%. Plus la valeur
d’IC50 est basse, plus l'activité antioxydant d'un composé est ¢levé (Pokorny et al, 2001). La
concentration de 1’échantillon nécessaire pour inhiber 50% du DPPH radicalaire, a été calculée
par régression linéaire des pourcentages d’inhibition calculés en fonction de différentes

concentrations d’extraits préparés.

Les valeurs des IC50 trouvées pour les deux extraits testés sont représentées dans le
tableau suivant :

Tableau 06 : Les valeurs des IC50 des extraits testés.

L’échantillon IC 50
Acide ascorbique 35 %
Lepidium sativum 63%
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Les résultats présentés dans le tableau ci-dessus de I’activité anti-radicalaire de 1’extrait des
graines de Lepidium sativum, montrent que 1’extrait testé possede une acticité anti-radicalaire
avec un IC50% de I’ordre de 61 pg/ml. En comparaison avec 1’antioxydant standard (I’acide
ascorbique) qui démontre un IC50%=35pg/ml, nous constatons que notre extrait est moins actif
par rapport au standard. Les graines de Lepidium sativum ont fait I’objet de nombreux travaux
dont les résultats sont variables. Les travaux d’Yadav et al. (2011) ; et Rizwan et al, (2015)
présentent des valeurs respectives d’IC50% a raison de 18,46pg/ml, 0,429mg/ml et 62ug/ml.
Cette variabilité est due aux impacts des facteurs environnementaux sur la composition

chimique de I’extrait ainsi que sur leurs activités biologiques.
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Conclusion

L’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a suscité un grand intérét dans la
recherche biomédicale, une telle thérapie prévient 1’apparition des effets secondaires observés
lors de I’utilisation des médicaments de synthése chimique. Le présent travail vise a 1'évaluation
des effets antioxydant et anti-inflammatoire in vitro de l'extrait éthanolique de Lepidium
sativum (EELS).

L'activité antioxydant a été explorée par la méthode de réduction du radical libre 1,1-diphenyl2-
picryl-hydrasyl (DPPH) , cible un mécanisme d’action des antioxydants. L.’extrait éthanolique

testé jouie d’un potentiel anti radicalaire appréciable avec un IC50 de 61 pg/ml

L’activité anti-inflammatoire (in vitro) d’EELS a été effectuée par la méthode d’inhibition de
la dénaturation des protéines. Les résultats obtenus montrent que le pourcentage d’inhibition de
la dénaturation I’EELS était efficace avec une inhibition égale a (70,25%). Les résultats obtenus

pour cet extrait sont comparables a ceux obtenus pour le diclofénac.

L’activité anti-inflammatoire (in vitro) d’EELS a été effectuée par la méthode de stabilisation
de membranaire HRBC, les résultats obtenus montrent que I’EELS était efficace avec une
inhibition égale a 90 %. Les résultats obtenus pour cet extrait sont comparables a ceux obtenus
pour le diclofenac ( 67 %.).

Enfin, L'ensemble des résultats obtenus au cours de notre investigation, constitue une premiére

étape dans la recherche des substances de source naturelle biologiquement active.
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