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Introduction

Nous savons désormais que, depuis 1’antiquité et sur tous les continents, les plantes
ont toujours tenu une place prépondérante dans I’art de guérir. Selon les cultures et les
époques, elles ont été exploitées sous différentes formes, de diverses maniéres et pour les
usages les plus variés (Moro Buronzo, 2008). La recherche de principes actifs extraits des
plantes est d’une importance capitale, car elle a permis la mise au point de médicaments
essentiels, le nom de ces principes actifs rappelle d’ailleurs leur origine végétale (Catier et
Roux, 2007).

Les substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples mis a profit dans
I’industrie en alimentation et en cosmétologie. Parmi ces composés, on retrouve les
polyphénols et les huiles essentielles qui sont parmi les groupes les plus répondus dans le
regne végétal. Plus de 8000 structures distinctes de polyphénols ont été identifies et divisés
en plusieurs catégories (les acides phénols,les flavonoides, les tannins,...etc). Aussi les huiles
essentielles considérés comme des métabolites secondaires importants pour la défense de la
plante, possedent souvent des propriétés anti-microbiennes et sont aussi utilisées a des fins
médicales ou en esthétiques pour parfumer, conserver les aliments,...etc (Moro-Buronzo,
2008 ; Hyldgaard et al, 2012). De nombreux travaux suggerent que les polyphénols
participent a la prévention des maladies cardio-vasculaires. Ils seraient impliqués dans la
prévention des cancers, également les flavonoides pourraient exercer une multitude
d’activités biologiques notamment des propriétés anti-oxydantes, vasculo-protectrices, anti-
hépatotoxiques, anti-inflammatoires et méme anti-tumorales significatives (Winther, 2003 ;
Ghedira, 2005 ; Edeas, 2007).

Le dysfonctionnement des systemes de régulation de I'oxygéne et de ses métabolites est a
I'origine des phénomenes de stress oxydant (Gardeés-Albert et al., 2003). La recherche de ces
deux derniéres décennies a montré que de nombreuses pathologies humaines sont causées ou
favorisées par le stress oxydant (Berger, 2006). En effet, les espéces réactive de 1’oxygene
(ERO) semblent jouer un rdle non négligeable dans la cancérogenése, puisque ces especes
peuvent étre responsables de mutations dans I'ADN, ce qui constitue un facteur de risque dans
I'initiation et le développement du cancer (Gardés-Albert et al., 2003). La reconnaissance

des composés phénoliques et des huiles essentielles comme des antioxydants naturels est
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maintenant bien acquise, un trés grand nombre de données expérimentales plaide aujourd’hui
en faveur de leur implication dans la prévention des diverses pathologies associées au stress
oxydant telles que les cancers, les maladies cardiovasculaires ou maladies inflammatoires.

Les plantes de la famille des Euphorbiacées et des Apiacées font 1’objet de nombreuses
études phytochimiques en raison de leur utilisation en médecine traditionnelle pour le
traitement de nombreuses maladies, la recherche sur les oxyradicaux et sur les antioxydants
reste donc parfaitement d'actualité car de nombreux mécanismes bioradicalaires restent encore
a préciser, dans ce contexte trois espéces endemique du genre Euphorbia et une du genre
Smyrnium sont choisies sur la base de leur utilisation en médecine traditionnelle et leurs
richesses en métabolites secondaires afin de permettre la validation et 1’amélioration des
remédes traditionnels et dans le but de valoriser le patrimoine forestier Algérien et d’¢laborer
de nouveau produit a haute valeur ajoutée.

L'objectif de notre travail vise a démontrer la richesse de ces plantes en principes actifs
(Huiles essentielles, polyphénols) et a déterminer leurs propriétés biologiques ( anti-oxydante
et anti-tumorale) pour cela nous nous sommes intéressés a 1’étude des composés phénoliques
de certaines especes du genre Euphorbia ( E.cornuta Pers, E.helioscopia L., E.dendroide L.),

et les huiles essentielles du genre Smyrnium ( S. olusatrum L.) de la famille des apiaceées.

Notre travail englobe deux aspects, dont le premier est d’ordre phytochimique consacré
principalement a ’extraction, la quantification et ’identification des composes phénoliques
par HPLC-TOF-MS de trois espéces du genre Euphorbia et par GC-MS les huiles
essentielles du genre Smyrnium. Le second aspect est consacré a 1’étude des activités
biologiques en évaluant ’effet antioxydant des extraits par le test DPPH et le pouvoir
réducteur et I’inhibition de la peroxydation lipidique suivie de I’étude de D’effet des
polyphénols du genre Euphorbia et les huiles essentielles du genre Smyrnium sur la
prolifération cellulaire de deux lignée cellulaire en utilisant le test de prolifération BrdU

ELISA assay sur la lignée C6 et le test xCELLigence sur la lignée HeLa .
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Chapitre I Les métabolites secondaires

I. Les principaux métabolites secondaires du genre Euphorbia et Smyrnium :
I.1.Les composés phénoliques :
1.1.1.Définition :

Les composés phénoliques forment un trés vaste ensemble de substances, plusieurs
milliers de composés ont été caractérisés jusqu’a aujourd’hui chez les végétaux, bien qu’étant
trés diversifiés, ils ont tous en commun la présence d’au moins un noyau benzénique portant
une ou plusieurs fonction hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester,
hétéroside. Ces composés contiennent exclusivement du carbone de I’oxygéne et de
I’hydrogene, Plus de 8000 structures phénoliques sont actuellement connues, allant de
molécules phénoliques simples de bas poids moléculaire tels les acides phénoliques a des
composés hautement polymérisés comme les tannins. (Bruneton, 1999 ; Bennick, 2002 ;
Martin et Andriantsitohaina, 2002 ; Hennebelle et al., 2004 ; Macheix et al., 2005).

OH

Figure 1 : Structure d’un phénol (Bruneton, 1993).

1.1.2.Biosynthése et classification :

Les composés phénoliques des végétaux sont issus de deux grandes voies

d’aromagenese :

1-La voie du Shikimate (Figure 2) qui conduit des oses aux acides aminés aromatiques
(phenylalanine, tyrosine) puis par désamination de ces derniers aux acides aromatiques et a
leur trés nombreux dérives : acides benzoiques, lignanes et lignine, coumarine ...etc. (Martin
et Andriantsitohaina, 2002 ; Bruneton, 2009).
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Figure 2: Biosynthése des composés phénoliques : voie du Shikimate (Bruneton, 1999).
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2-La voie de I’acétate (Figure 3) : qui conduit a des poly-i3 coesters de longueur variable, les
polyaceétates qui engendrent par cyclisation des composés souvent polycycliques : chromone,

isocoumarine, xanthone, quinone...etc (Martin et Andriantsitohaina, 2002)

De plus, la diversité structurale des composés polyphénoliques, due a cette double origine
bio-synthétique est encore accrue par la possibilité simultanée du shikimate et de 1’acétate a
1’élaboration de composés d’origine mixte : les flavonoides (Bruneton, 1999 ; Guignard,
2000 ; Martin et Andriantsitohaina, 2002).
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Figure 3 : représentation de la voie de I’acétate (Hoffmanne, 2003).
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Les composés phénoliques peuvent étre regroupés en de nombreuses classes (Tableau
1) qui se différencient d’abord par la complexité de squelette de base ( allant d’un simple C6
a des formes tres polymérisées), par le degrés de modifications de ce squelette (degré
d’oxydation, d’hydroxylation, de méthylation...) et enfin par les liaisons possible de ces
molécules de bases avec d’autres molécules ( glucides, lipides, protéines, autres métabolites
secondaires...) (Macheix et al., 2005 ; Crozier et al.,2006).

Tableau | : les principales classes de composés phénoliques (Ribéreau-Gayon, 1968 ;
Macheix et al., 2005 ; Crozier et al., 2006).

Squelette carboné | Classe Exemple
Cs Phénols simples Catéchol
Cs-C1 Acide hydroxybenzoiques P-Hydroxybenzoique
Ce-Cs Acide hydroxycinnamiques | Acide caféique, férulique
Ce-Cs Coumarines Scopolétine, esculétine
Ce-C4 Naphtoguinones Juglone
Cs-C1-Cs Xanthones Mangiférine
Cs-C2-Cs Stilbenes Resvératrol
Cs-C3-Cs Flavonoides
e Flavonols Kaempférol, quercétine
e Anthocyanes o o
Cyanidine, pélargonidine
e Flavanols
e Flavanones Catechine, épicatéchine
e Isoflavonoides S
Naringénine
(Ce-Cs)2 Lignanes Daidzéine
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(C6-Ca)n Lignines Pinorésinol

(C15)n Tannins

1.2. Les flavonoides :

1.2 .1. Définition :

Constituent un large groupe de polyphénols, plus de 6000 composés naturels ont été
décrit et le chiffre n’arréte pas d’augmenter (Fraga, 2010), ce sont des pigments responsables
des coloration jaune, rouge et orange de différents organes végétaux, presque toujours
hydrosolubles, les flavonoides peuvent se présenter sous forme d’aglycones ou génines
(entités dépourvues de reste osidique) ou d’hétérosides (portant un ou plusieurs résidus
osidique) (Ghedira, 2005 ; Portet et al., 2008 ). Les oses sont généralement le glucose, le

rhamnose, parfois le galactose (Roux et Catier , 2007).

Comme meétabolites secondaires les flavonoides sont impliqués dans divers processus
tels que la protection UV, la pigmentation ainsi que la résistance aux maladies (Crozier et al.,
2006).

1.2.2. Structure chimique et classification :

Les flavonoides ont une origine biosynthétique commune et par conséquent possédent
tous un méme squelette de base a 15 atomes de carbones (Figure 4), leur structure chimique
en Cg-C3-Cp est constituée de deux unités aromatiques (cycle A et cycle B) reliées entre elle
par une chaine tricarbonée qui forme 1’hétérocycle (cycle C) (Cushnie et Lamb, 2005 ;
Lhuilier, 2007 ; Pereira et al., 2009 ; Miziti, 2009 ; Fraga, 2010).

Les principales classes des flavonoides sont les flavones, flavonols, flavan-3-ols,
isoflavones, flavanones et anthocyanidines (Crozier et al, 2006 ; Fraga, 2010) (Figure 05).
D’autres classes peuvent exister mais en faible quantités tels que les flavan-3,4-diols,
dihydroflavonols, chalcones, coumarines, dihydrochalcones et les aurones (Crozier et al.,
2006).
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Anthocyanidin Flavan-3-ol

Flavanone

Figure 5 : Structure des principales classes des flavonoides (Crozier et al., 2006).

1.2.3. Les propriétés pharmacologiques et biologiques des polyphénols

-Les polyphénols sont des pigments responsables de la coloration des fleurs représentant des

signaux visuels qui attirent les animaux pollinisateurs (Bahorun, 1997).
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-Les polyphénols sont des antioxydants naturels qui suscitent de plus en plus d’intérét dans le
traitement des maladies inflammatoires, cardiovasculaires et neurodégenératives (Dimitrios,
2006; Rahman et al., 2006 ; Aquilano et al., 2008 ;Martin et appel, 2010 ).

-En tant qu’antioxydants, les flavonoides sont capables d’inhiber la carcinogenése. Ils
inhibent en plus I’angiogeneése, la prolifération cellulaire et affectent le potentiel invasif et

métastatique des cellules tumorales (Harborne et Williams, 2000 ; Ghedira, 2005)

-1l a été reconnu que les flavonoides possédaient des activités anti-inflammatoires,
antiallergique, hépatoprotectrice, antithrombotique, antivirale et anticarcinogene. Pour cela,
les polyphénols doivent étre absorbés a travers la barriere intestinale et parvenir au niveau des

tissus cibles ou” ils peuvent exercer des effets protecteurs (Edeas, 2007).

Action sur les cellules du _
systéme immunitaire Anti-tumoraux

Anti-oxydant

NF-xB

Détoxifiant <« POLYPHENOLS<_———> Anti-inflammatoire
iNOS

Anti-agrégant
Vasodilatateur Anti-thrombotique

/—\A
eNOSs NO

Anti-angiogénique Anti-apoptotique

Figure 6 : Effets biologiques des polyphénols (Martin et Andriantsitohaina, 2002)

eNOS : NO synthase endothéliale ; iNOS : NO synthase inductible ; NF-xB : facteur nucléaire -xB.
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1.3. Les huiles essentielles :
1.3.1. Définition :

Les huiles essentielles appelées aussi essences sont des mélanges complexe de
substances odorantes et volatiles (Bakkali et al.,2008 ; Hilan et al., 2011 ), obtenu & partir
d’une matiére premiére végétale botaniquement définie, soit par entrainement a la vapeur
d’eau, soit par distillation séche, soit par un procédé mécanique sans chauffage , une huile
essentielle est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procédé physique
n’entrainant pas de changement significatif de sa composition (Roux et Catier, 2007 ;
Bruneton , 2009 ) .

Connus pour leur fragrance et propriétés médicinales diverses les huiles essentielles
comptent parmi les plus importants principes actifs des plantes, utilisés comme
antimicrobiens, analgésiques, sédatifs, anti-inflammatoires, antispasmodiques...etc Elle
différent des huiles fixes (huile d’olives,...) et des graisses végétales par leur caractére
volatil ainsi que leur composition chimique, outre leur emploi en pharmacie et en médecine
(aromathérapie) leur utilisation en parfumerie et dans [’alimentation est trés importante

(Iserin, 2001 ; Bakkali et al.,2008 ; Hyldgaard et al., 2012 ;Rostagno et Prado,2013).

1.3.2. Etat naturel : répartition, localisation :

Les huiles essentielles existent quasiment que chez les végétaux supérieurs, il y aurait
selon Lawrence, 17 500 espéce aromatique et certaine familles en sont particulierement riche
Ex: Apiaceae, Asteraceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Rutaceae, Zingiberacea,

Piperaceae, ...etc (Bruneton, 2009).

Elles peuvent se rencontrées dans tous les organes végétaux : fleurs(bergamotier),les
feuilles (citronnelle, eucalyptus...), dans des écorces (cannelier),des racines (vétiver),des
rhizomes (gingembre, curcuma), des fruits (anis) et des graines ( muscade) et sont stockées
soit dans des cellules sécrétrices isolées soit dans des organes sécréteurs : poches, canaux,
poils (Roux et Catier, 2007 ; Bakkali et al., 2008 ; Bruneton, 2009 ; Marija et al., 2013).
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Quantitativement, les teneurs en huiles essentielle sont plutdt faibles, assez souvent
inférieures a 10 ml /kg. Des teneurs fortes comme celle du bouton floral de giroflier (150 ml

/kg) sont exceptionnelles (Bruneton, 2009).
1.3.3. Propriétés physiques :

Malgré leurs différences de composition, les huiles essentielles possedent en commun un

certain nombre de propriété physique :

-Elles sont généralement liquides a la température ambiante.

-Elles sont volatiles et entrainables a la vapeur d’eau

-Elles sont généralement incolores ou jaune pale lorsqu’elles viennent d’étre préparéees
-Leur densité est genéralement inférieure a 1(a celle de I’eau)

-Elles sont peu solubles dans I’eau mais lui communique leur odeur

- Elles sont solubles dans la plupart des solvants organiques et dans les huiles fixes

-Elles sont sensibles a 1’oxydation et donc de conservation limitée (Roux et Catier, 2007 ;
Bruneton ,2009 ; Marija et al., 2013 ; Rostagno et Prado, 2013).

De ces propriétés découlent les principales précautions a prendre pour les conserver,
dans des flacons de petite taille, bien bouchés, colorés ou en aluminium et si possible a basse
température ( Couderec, 2001 ; Burt ,2004 ; Roux et Catier ,2007 ).

1.3.4. Composition chimiques des huiles essentielles :

Elle est complexe on trouve généralement de nombreux constituants dans une huile

essentielle appartenant principalement a deux grands groupes chimiques :
1.3.4.1. Les terpénoides :

Dans le cas des huiles essentielles on rencontre les terpénes les plus volatils : les mono-

et sesquiterpénes :
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1.3.4.1.1. Les monoterpeénes :

IIs sont les plus simple constituants des terpénes dont la majorité est contenus dans les
huiles essentielles (90 %), comportent deux unités isopréne (C5H8), selon le mode de
couplage « téte-queue » les carbures peuvent étre acycliques (myrcene, ocimenes),
monocyclique (o- et y-terpinene, p-cymene) ou bicycliques (pinénes, camphene, sabinéne) et

porteurs de groupement fonctionnel variés :

e Alcool : exemple : menthol, géraniol, bornéol...

e Cétones : camphre,thuyones, menthone, tagétone

e Esters : acétate d’isobornyle, acétate de menthyles

e Phenol : thymol, carvacrol (Roux et Catier, 2007 ; Bakkali et al., 2008 ; Hyldgaard
etal, 2012 ; Marija et al., 2013)

1.3.4.1.2. Les sesquiterpenes :

Les variations structurales dans cette série sont de méme nature que les monoterpenes,
carbures, alcools et cétones sont les plus fréquents, I’allongement de la chaine (FPP) accroit le
nombre des cyclisations possibles d’ou la trés grandes variété des structures connues (plus
d’une centaine de squelettes différents ont été décrits) ( Bakkali et al.,2008 ; Bruneton,
2009)

On trouvera ci-dessous quelques exemples de sesquiterpenes caractéristiques des huiles

essentielles :

e Carbures mono- ou polycycliques : f-bisabolene, f-caryophyllene,longifoléne
e Alcools : farnésol, carotol, p-santalol, cedrol, bisabol
e Cétone : p-vétivone, nootkatone, germacrone,tumerones

e Esters : acétate de cédryle

1.3.4.2. Les composés aromatiques dérivés du phénylpropane :

Les dérivés du phénylpropane (Cs-C3) sont moins répandus que les précédents, ce sont
souvent des allyl- et propénylphénols quelque fois aussi des aldéhydes tels 1’anéthol,
I’eugénol. On peut aussi rencontrer des composés en Cs-C; comme la vanilline est assez

fréguente parmi les composés aromatiques (Roux et Catier, 2007 ; Hyldgaard et al., 2012).
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1.3.4.3. Les composés d’origines diverses :

Lors de la préparation des huiles essentielles certains composes aliphatique, de faible

masse moléculaire sont entrainés lors de 1’hydrodistillation (carbures, acides, alcools,

aldéhyde, esters, ...) (Couderec, 2001).

Monoterpénes
Hydrocarbures
Limonéne a -pinéne Tricycléne
Odeur fraiche Odeur de pin Présent dans beaucoup
d’huiles essentielles
Alcools
HO |
Nérol Endo-fenchol

Odeur agréable de rose

Aldéhydes et cétones

£

/é\

Citronellal Pipéritone Cis-Thujone
Odeur fraiche de citronnelle Odeur de menthe poivrée
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Esters, éthers et phénols

S K

Acétate de Bornyle 1,8-cinéole Carvacrol
Odeur typique de Odeur de thymol présent
I’Eucalyptus globulus dans certains origans

Sesquiterpenes

Hydrocarbures

~l- PN

Germacrene B o -Humuléne

Alcools

HO"'?,-'/,:

HO —

Cis-Cis-Farnésol Cédranol

Figure 7 : Structure de quelques terpénes (Bruneton, 1999).
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1.3.5. Procédés d’extraction des huiles essentielles :

Les quantités d’essences sécrétées par les plantes sont extrémement variables et les
procédes chimiques utilisés pour leur obtention sont aussi tres variables et interviennent de

facon déterminante dans le rendement en huile et dans la composition de cette derniere.

Plusieurs méthodes d’extraction ont été mises au point telles que 1’hydrodistillation,
I’entrainement a la vapeur d’eau, I’hydrodiffusion....etc, cependant les composés volatiles
sont connus comme étant thermo-sensibles et vulnérables aux réactions chimiques. La perte
de certains composes insaturées par effet thermique ou par hydrolyse, ainsi que la présence de
résidus de solvants organiques plus ou moins toxiques peuvent étre engendrés par ces

techniques d’extraction (Lardry et Haberkorn, 2007).

Les recherches ont permis la mise au point de nouvelles techniques d’extraction comme
celle assistée par micro-onde des huiles essentielles et des ardbmes. D’un point de vu
qualitatif et quantitatif des extraits ces techniques d’extraction par micro-ondes se révélent
trés avantageuses et permettent 1’obtention de produits & forte valeur ajoutée (Chemat,
2007).

1.3.5.1. L’hydrodistillation :

Il s’agit de la méthode la plus simple et de ce fait la plus anciennement utilisée, le
principe correspond & une distillation hétérogéne, le procédé consiste a immerger la matiére
premiére végétale dans un bain d’eau, I’ensemble est ensuite porté a ébullition généralement a
pression atmosphérique, la chaleur permet I’éclatement des cellules végétales et la libération
des molécules odorantes qui y sont contenues, ces molécules aromatiques forment avec la
vapeur d’eau un mélange azéotropique, les vapeurs sont condensés dans un réfrigérant et les

huiles essentielles se séparent de I’eau par différence de densité

Les eaux aromatiques ainsi prélevées son ensuite recyclées dans 1’hydrodistillateur afin de

maintenir le rapport plant/eau a son niveau initiale.

La durée d’une hydro-distillation peu considérablement varier, pouvant atteindre plusieurs
heures selon le matériel utilisé et la matiere végétales a traiter, la durée de la distillation influe
non seulement sur le rendement mais également sur la composition de 1’extrait (Kone, 2001
Lucchesi, 2005 ; Bruneton, 2009 ; El-Haib, 2011).
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1.3.5.2. Entrainement a la vapeur d’eau :

L’entrainement a la vapeur d’eau est I’une des méthodes officielles pour I’obtention des
huiles essentielles (Figure 8), a la différence de I’hydro distillation , cette technique ne met
pas en contact direct I’cau et la matiére végétale a traiter, la vapeur d’eau fournie par une
chaudiére traverse la matiére végétale située au dessus d’une grille, durant le passage de la
vapeur a travers le matériel, les cellules éclatent et libere de I’huile essentielle qui est

vaporisée sous 1’action de la chaleur pour former un mélange << eau + huile essentielle >>

Le mélange est ensuite véhiculer vers le condenseur et I’essencier avant d’étre séparé en

une phase aqueuse et une phase organique : I’huile essentielle

L’absence de contact direct entre I’eau et la matiere végétale, puis entre I’eau et les
molécules aromatiques évite certains phénomenes d’hydrolyse ou de dégradation pouvant

nuire a la qualité de I’huile ( Lucchesi, 2005 ; Roux et Catier,2007 ; El-Haib, 2011).

1.3.5.3. ’hydrodiffusion :

L’hydrodiffusion est une variante de 1’entrainement a la vapeur d’eau (Figure 8).Cette
technique relativement récente et particuliére. Elle exploite ainsi ’action osmotique de la
vapeur d’eau, elle consiste a faire passer de haut vers le bas et a pression réduite, la vapeur
d’eau au travers de la matiere végétale, ainsi le flux de vapeur traversant la biomasse
végétale est descendant contrairement aux techniques classiques de distillation dont le flux de

vapeur est ascendant

L’avantage de cette technique est traduit par 1’amélioration qualitative et quantitative de

I’huile récoltée, 1’économie de temps, de vapeur et d’énergie (Bruneton, 2009)
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Figure 8 : Entrainement a la vapeur d’eau ascendante et descendante (Lucchesi, 2005)

1.3.5.4. L’expression a froid :

L’expression a froid est réservée a 1’extraction des composés volatils dans les
péricarpes des hespéridés ou encore des écorces d’agrumes (citron, pamplemousse,
bergamote, orange douce, orange amére, mandarine) qui renferment une quantité important
d’huile essentielles, qui ont une trés grande importance pour I’industrie des parfums et des
cosmétiques, son principe consiste & rompre mécaniquement les poches a essences, 1’huile
essentielle est séparée par décantation ou centrifugation, d’autres machine rompent les poches
par dépressions et recueille directement 1’huile essentielle ce qui évite les dégradations liées a

’action d’eau (Bruneton, 2009).

1.3.5.5. Extraction assistée par micro-onde :

C’est une technique récente développée dans le but d’extraire des produits naturels, 1es
travaux sur I’extraction assistée par micro-ondes ne cessent de croitre et les nouvelles

techniques de fleurir. Elle regroupe différents procédés parmi lesquels :

-L’extraction par solvant assistée par micro-ondes ou << MAE: microwave assisted

extraction>>
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-L’hydrodistillation assistée par micro-onde << VMHD: vaccum microwave

hydrodistillation >>

Le rayonnement micro-onde permet de chauffer sélectivement 1’eau présente
naturellement dans le matériel végetal (Figure 9), ce chauffage, en vaporisant I’eau contenue
dans les glandes oléiféres (cas de la menthe par exemple), crée a I’intérieur de ces dernieres
une pression qui brise les parois végétales et libére ainsi le contenu en huile. Cette huile peut
étre recueillie dans un solvant ou entrainé avec la vapeur d’eau contenue dans le végétal vers

un systeme de récupération. Ce dernier fonctionne généralement sous vide

Cette technique offre plusieurs avantages comme un temps d’extraction plus courts, une
réduction de la quantité du solvant, une tres bonne reproductibilité avec de bon rendement
(Benjilali et al., 2004 ; Jain et al., 2009 ; li et al., 2013)

Figure 9 : Appareillage de systétme de I’hydrodistillation sous micro ondes

1.3.5.6. Extraction par du CO, supercritique :

La technique est fondée sur la solubilité des constituants dans le dioxyde de carbone
a I’état super-critique. Gréce a cette propriété, le dioxyde de carbone permet 1’extraction dans
le domaine liquide (supercritique) et la séparation dans le domaine gazeux, le dioxyde de
carbone refroidi et comprimé a une pression inférieure a la pression critique passe a 1’état

liquide, il est ensuite comprimé puis chauffé a une pression et température choisies en
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fonction du type d’extrait que I’on veut réalisé << huile essentielle >> ou << oléorésines >>,
le fluide traverse alors la cuve d’extraction ou il dissout I’extrait contenu dans le matériel
végétal. Le CO; supercritique chargé en solution est ensuite détendu au dessus de la pression
critique, perdant ainsi ces propriétés de solvant. Le fluide entre ensuite dans le séparateur ou
le CO, passe a 1’état gazeux, permettant ainsi aux solutés de précipiter (condenser) et d’étre

récupérés. Le CO; peut étre alors recyclé ou éliminé.

Dans cette technique les risques de dégradation thermique sont éliminés (37 °C), les
extraits ne sont pas hydrolyses, oxydés ou estérifiés et le CO, est un gaz inerte, non toxique et

inflammable.

L’avantage de cette méthode est la possibilité d’éliminer et de recycler le solvant par

simple compression détente. De plus les températures d’extraction sont basses dans le cas de

dioxyde de carbone et non agressives pour les constituants les plus fragiles. Cette technique

est utilisable pour les essences difficilement distillables mais elle présent 1’inconvénient
d’exiger un équipement relativement cher et techniquement plus élaboré, donc faisant appel a

une maitrise d’ceuvre plus grande (Benjilali et al., 2004 ; El-Haib, 2007).

1.3. 6. Principales propriétés pharmacologiques des huiles essentielles :

-Les huiles essentielles présentent des propriétés cicatrisantes reconnues depuis 1’antiquité, en
effet elles ont le pouvoir de régenerer les tissus abimés et de favoriser la cicatrisation des
blessures (Moro Buronzo, 2008)

-Certaines drogues a huiles essentielles (menthe, verveine) sont réputées efficaces pour
diminuer les spasmes gastro-intestinaux, 1’amélioration de certaines insomnies et troubles

psychosomatiques divers est également notée (Couderc, 2001).

-De nombreuses crémes, pommades a base d’huiles essentielles sont destinées a soulager
entorses, courbatures ou claguages musculaires, en effet, par voie externe, certaines huiles
essentielles (ex : oléorésine dans la Térébenthine) augmentent la microcirculation, induisent

une sensation de chaleur et dans certains cas une légere anesthésie locale (Couderc, 2001).
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-Certaines etudes ont reportées que les huiles essentielles peuvent étre employés dans la
prévention de certains cancer et maladies cardiovasculaires telle que 1’athérosclérose par la
réduction de la concentration plasmatique en cholestérol et triglycéride et réduisent les risques
de thromboses en inhibant 1’agrégation plaquettaire et la formation des thromboxanes
(Rostagno et Prado, 2013)

1.3.7. Emplois :
Actuellement les huiles essentielles trouvent des emplois dans trois secteurs principaux :
» En pharmacie :

Certaines huiles essentielles ont un intérét médicamenteux (en particulier dans le
domaine des antiseptiques externes) mais qui majoritairement, sont surtout destinées a

I’aromatisation des formes médicamenteuses destinées a la voie orale ( Bruneton, 2009)
» En parfumerie :

C’est la principal débouché des huiles essentielles, la cosmétologie et le secteur des
produits d’hygiene sont aussi consommateurs, méme si le colt élevé des produits naturels
conduit a privilégiés parfois les produits synthétiques. Elles sont intégrées dans des
analgésiques pour la peau, les produits solaires ainsi que de nombreux produits d’ambiance

(Couderc, 2001 ; Cavallaro, 2014).

On les retrouve aussi dans les préparations pour bain (bain << calmants >> ou <<
relaxants >> .Intégrées aux huiles de massage, leur teneur ne doit pas depasser 3a4 %. Il y a

alors possibilité d’absorption percutanée. ( Rostagno et prado,2013)

Le menthol, par exemple, trouve une utilisation variée dans des produits tels que les
dentifrices, mousse nettoyantes, aliments, cigarettes et des préparations pharmaceutiques
orales. L’huile de menthe poivrée est la troisieme saveur mondiale, derriére les saveurs vanille

et citron (Couderc, 2001).
» Dans les industries agro-alimentaires :

Certaines drogues sont utilisées en nature (épices et aromates), d’autres sous formes

d’huiles essentielles ou de résinoides dispersés, encapsulés ou complexés. On note leur
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intégration dans : les boissons non alcooliques, les confiseries, les produits laitiers ou carnés,
les sauces, les soupes, les boulangeries ainsi que la nutrition animale (Rostagno et prado,
2013).

> Dans diverses industries :

Ce sont surtout des industries chimiques qui utilisent des isolats (substances pures
isolées des huiles essentielles) comme matiére premiére pour la synthese de principes actifs

médicamenteux, de vitamines, de substance odorantes, etc... (Couderc, 2001).
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Chapitre 1 Apercu bibliographique sur le genre Euphorbia et Smyrnium

1.2. Apercu bibliographique sur le genre Euphorbia et Smyrnium:
1.2.1 .Description botanique du genre Euphorbia :

Les Euphorbiacées constituent une des plus larges familles de plante a fleurs (
pahlevani, 2007) de plus de 7500 espéces réparties en 283 genres présents dans toutes les
flores du globe (Ali et al., 2013).

La majorité des travaux chimiques effectués a partir de produits extraits de ces plantes
s’expliquent par leur intérét commercial, I’activité physiologique que présente la plupart des
especes (Ricinus, Croton, Hura, Mercuralis, Euphorbia ,etc), et les terpénes que beaucoup

accumulent ( Ponsinet et Ourisson, 1965).

Le genre Euphorbia est le plus répondu de la famille des euphorbiacées et comprends
2000 especes caractérisées par la production d’un latex laiteux (Chaabi, 2008 ; Liang et al.,
2009 ; Zhang et al., 2012)

Le latex est une émulsion aqueuse trouvé dans les vacuoles de cellule sécrétrice appelé
laticifére, contenant principalement des sels minéraux, des protéines, des acides aminés, des
lipides, des résines, des terpenes et du caoutchouc ( Ponsinet et Ourisson, 1965 ; Fonseca et
al., 2010)

Outres ces constituants majeurs le latex contient des substances responsables de sa
toxicité et de ces autres propriétés pharmacologiques (protéases, glucosides, alcaloides... etc)
et des enzymes et cofacteurs qui en font un milieu physiologiquement actif, le distinguant

ainsi d’une simple substance de déchet ( Ponsinet et Ourisson, 1965).

Les especes du genre Euphorbia possédent des feuilles simples, rarement stipulées.
Fleurs unisexuées, groupées en inflorescence complexe (cyathes), disposées en ombelles
feuillées. Cyathe constitué par une fleur femelle centrale et 5 cymes exigués de fleurs males,
réduites en général a une étamine, le tout enveloppé dans un involucre cupuliforme a 4-5
lobes présentant dans les sinus une glande charnue de forme variable. Carpelles 3, soudés en
ovaire supére a 3 loges uniovulées. Style bifide. Capsule tricoque, tres généralement
déhiscente (Quezel et Santa, 1963).
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La détermination de certaines especes algériennes d'Euphorbes est trés délicate et
nécessite I'examen de la capsule et des graines a un assez fort ~ grossissement. Les caracteres
distinctifs entre quelques espéces sont dailleurs souvent faibles et peu fideles (Quezel et
Santa, 1963).

1.2.1. 1. Répartition géographique :

Le genre Euphorbia trés complexe et varié, est le plus large dans le monde, tres riche
en especes, comprend environ 2000 espéces d’annuelles, de bisannuelles, de vivaces
persistantes, semi-persistants ou herbacées, de sous arbrisseau, d’arbustes et d’arbres caducs
ou persistants, mais aussi de plantes succulentes.

Poussant dans des endroits trés variés, les euphorbes présentent une grande diversité de
taille, plantes réparties partout dans le monde a I’exception des hautes montagnes et des
régions polaires, ces derniéres sont répandues dans les régions tempérées, subtropicales et
tropicales (Mioulana, 2004 ; Pahlevani, 2007).

1.2.1.2. Classification botanique :
Reégne : plantae
Sous-regne : Tracheobiontae
Embranchement : Spermatophytes (plantes a graines)
Sous -embranchement : Angiospermes (Magnoliophyta : plantes a fleur)
Classe : Dicotylédones (Magnoliopsida)
Sous —classe : Rosidea
Ordre : Euphorbiales
Famille : Euphorbiaceae
Genre : Euphorbia L.

Espeéce : E. dendroides L. ; E.helioscopia L. ; E.cornuta Pers
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1.2.1.3. Utilisation traditionnelle et intérét therapeutique :

Dans la medecine traditionnelle, les Euphorbiacées sont utilisés dans de nombreuses
régions du monde dans le traitement de nombreuses affections telles que les maladies gastro-
intestinales. Certaines de leurs especes possedent également des propriétés cicatrisantes,
antibactériennes, antifongiques, anti-inflammatoires, antihelminthiques, hémostatiques, anti-
virales, hépatoprotectives, purgatifs et contraceptifs (Liang et al., 2009 ; Uzair et al., 2009 ;
Fonseca et al., 2010 ; Kemassi et al., 2010 ).

En pharmacopée, le genre Euphobia présente une importance particuliere. Plusieurs
especes présentes des propriétés thérapeutiques exceptionnelles. Les tiges, les racines et les
fleurs sont employées contre la bronchite, la jaunisse, I'asthme et en homéopathie ( Uzair et
al., 2009)

1.2.1.4. La toxicité :

Un grand nombre d’Euphorbiacées sont toxiques pour I'nomme: urticantes, irritantes des
mugqueuses, inductrices de tumeurs et engendre des allergies cutanées causées généralement

par leurs composés lactoniques ou quinoniques. (Uzair et al., 2009 ; Kemassi et al., 2010).

Des esters de phorbol (diterpéne) retrouvés chez les Euphorbiacées, sont responsables de
dermites bulbeuses séveres sur la peau, de lésions labiales et d’cedémes pharyngés par
ingestion.

Des cas de toxicité oculaire suite a un contacte directe des yeux avec le latex ont été
reporté par la littérature d’ophtalmologie depuis 1940 allant d’une kératoconjonctivite a la
cécite (Shlamovitz et al., 2009).

L'homme a trés tot, exploité la toxicité des Euphorbiacées, il les a incorporé dans des
poisons de fleche en Afrique, aux Caraibes, aussi bien en Malaisie, il utilisait ainsi la toxicité

intrinseque des latex et leur pouvoir adhésif (Bruneton, 1993).

Le latex desséché figurait a la pharmacopée francaise 1949 sous le nom de « gomme
résine d'euphorbe », employée dans la pommade vésicante vétérinaire. lls s'écoulent par
incisions, opération dangereuse pour les yeux et les muqueuses des manipulateurs, étant

donné ses propriétés vésicantes (Paris et Moyse, 1971).
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1.2.1.5. Bilan bibliographique sur le genre Euphorbia :

1.2.1.5.1. Activités pharmacologiques :

Le genre Euphorbia a fait I’objet de nombreux travaux scientifiques mettant en évidence

Apercu bibliographique sur le genre Euphorbia et Smyrnium

des activites variées : antioxydantes, anti-inflammatoires ...etc (Tableau II)

Tableau Il : Activités biologiques du genre Euphorbia :

Nom de I’espéce Activites Références
E . altotibetica Zhang et al., 2012
E.pekinensis Liang et al., 2009
E.hirta Perumal et al., 2012
E.umbellata Luz et al., 2015
E.umbellata Kanunfre et al., 2017

Cytotoxique

E.umbellata Luz et al., 2016
E.umbellata Kanunfre et al., 2017
E.royleana Ashraf et al., 2015
E.hirta Tameégnon Dougnon et al.,

2017

E.prostrata

E.acaulis

E. royleana

E. heyneana

E. peplus

Anti-inflammatoire

Singla et Pathak, 1989

Singh et al, 1984

Bani et al., 2000

Battu et al., 2011

Alietal., 2013
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E.hirta

E. aegyptiaca

Al-Snafi., 2017

Abo-dola et Lutfi, 2016

E.hirta

Anti-anaphylactique

Youssouf et al., 2007

E. nicaeensis

Cytostatique

Cateni et al., 2003

E.semiperfoliata

E .dendroides

E. characias

E. macroclada

E. rigida

E. acanthothamnos
E. milii
E.heyneana

E. helioscopia

E. royleana

E. grandialata

Anti-oxydante

Bruni et al., 2004

Barla et al., 2007

Dewir et al., 2006
Battu et al., 2011

Uzair et al., 2009

Ashraf et al., 2015

Ismail et al., 2017

E.hirta Mythili., 2017

E. tirucalli Almeida da Trindade et al.,
2014

E.maculata Luyen et al., 2014

E. resinifera Benmehdi et al., 2013

E. characias Pintus et al., 2016

E.peplis Cateni et al., 2010

E. jolkini Kuo et al., 2006

E. stenoclada

Antiproliférative

Chaabi et al., 2007
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E. tirucalli Caxito et al., 2013
E. peplis Cateni et al., 2003
E. hirta Perumal et al., 2012
E.fusiformis Natarajan et al., 2005
E. granulata Bousselessela et al., 2013
E.hirta Tiilope et al., 2012
E. hirta Srilakhmi et al., 2012
E.thymifolia Ganpati et al., 2011
Ali et al., 2013
E.peplus
E.royleana Ashraf et al., 2015
E hirta El-Mahmood, 2009
Anti-microbienne
E.helioscopia Uzair et al., 2009
E.paralias Besbes Hlila et al., 2017
E. retusa Emad., 2014
et
E. terracina
E. hirta Gupta et al., 2018
E.hirta Vaidya., 2017
E.hirta Mythili., 2017
E.tirucalli Almeida da Trindade et al.,
2014
E.hirta Auwal et al., 2016
E.hirta

Tameégnon Dougnon et al.,
2017
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E. antiquorum

Sake et al., 2013

E. resinifera Benmehdi et al., 20
E. hirta

Singh et Kumar., 2016
E. fusiformis Anusuya et al., 2012
E. fusiformis Anusuya et al., 2010
E. nerrifolia Hepatoprotective Sharmaet al., 2011
E.hirta Mythili., 2017

E. Prostrata

Alamgeer et al., 2017

E. tirucalli

Anti-arthrite

Bani et al., 2007

E. royleana

Immunosuppressive

Bani et al., 2005

E. prostrata

Antiparasitaire

Zahir et Rahuman, 2012

E. antisyphilitica

Ascacio-Valdés et al., 2013

E. characias Giordani et al., 2001
E.helioscopia Uzair et al., 2009
Antifongique
E. hirta Vaidya., 2017
E. Sanguinea Morah et Okoi., 2016
E. resinifera Benmehdi et al., 2013
E.kansui Insecticide Dang et al., 2010
E. hirta Johnson et al., 1999
Diurétique
E.hirta Al-Snafi., 2017
E.hirta Anti-plasmodiale Tonaet al., 2004
E. tirucalli Linetal., 2012
Anti-cancéreuse
E. jolkini Kuo et al., 2006
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E. fischeriana

E. microciadia

Jian et al., 2018

Shekofteh et al., 2017

E. helioscopia

E. tithymaloidus

Anthelminthique

Lone et al., 2012

Kumar et al., 2015

E.hirta Fibrinolytique Patel et al., 2012
E. thymifolia Kane et al., 2009
Laxative
E. splendens o Amorim et Vasconcellos,
Molluscicide

2003

E. heterophylla

E . dracunculoides

Anti-nociceptive

Vamsidhar et al., 2000

Khattak et al., 2017

E.hirta Venkatachalam et al., 2018
E.neriifolia Yan et al., 2018

E. characias Anti-HIV Pintus et al., 2016

E. Kansui

Wang et al., 2017

E. helioscopia

phytotoxicité

Madany et Saleh ., 2015

E. peplus anti-leishmanienne Amin et al., 2017

E.paralias Safwat et al., 2018
Anti-mycobactérienne

E .hirta Anti-plasmodiale Ajayi et al., 2017

E. thymifolia Parmar et al., 2018

E. grandialata

Anti-asthmatique

Ismail et al., 2015

E.hirta

Cardioprotéctive

Reyad et al., 2017

E.maculata

Anti-ostéoporose

Luyen et al., 2014
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1.2.1.5.2. Etudes phytochimiques :

Le genre Euphorbia renferme diverses familles de composés chimiques tels que les

alcaloides, les flavonoides, les composés cyanogéniques, les saponines

et les terpenes.

Differentes classes du métabolisme secondaire ont été identifiées dans ce genre. Les résultats

sont regroupés dans le Tableau IlI.

Tableau 111 : Etudes phytochimiques antérieures du genre Euphorbia

Classe
phytochimique

Nom de ’espéce

Constituants identifiés

Références

E . altotibetic

cholest-5-en-2f3,4p-diol
cholest-5-en-1,4p-diol
cholest-5-en-1a, 3, 4a —triol

(22E)-ergosta-7,9,22-trien-
3pB-ol B-D-glucoside

5a-methoxy-(22E)-ergosta-
7,9,22-trien-3B-ol B-D-

Zhang et al., 2012

stéroides glucoside
6p- methoxy-(22E)-ergosta-
7,9,22-trien-3B-ol B-D-
glucoside
E. grandialata Ismail et al., 2017
lanosta-8, 24-dien-3-ol
E.tirucalli -Acide ferulique Almeida da
Trindade et al .,
Acide 2014
phénoliques E. lunulata -acide gallique Kitanaka et al,
2005
Flavonoides E. dracunculoides | -Kaempferol  3-0-B-methyl | Zaghloul., 1993
glycosides glucouronide

33



Chapitre 1

Apercu bibliographique sur le genre Euphorbia et Smyrnium

E.esula

E.ebracteolata

E.paralias

E. lunulata

E. neriifolia

E.hirta

- Kaempferol 3-0-B-glucosyl
(1-4) B-methyl glucouronide

- Kaempferol-3-0-p-3-
glucuronique acid

-quercetin-3-0-p-
glucuronique acid

-Quercetin 3-0-6"-(3-
hydroxyl-3-methylglutaryl)-
-D-glucopyranoside

-Quercetin 3-O-glucoside

- quercetine
digalloyl)-b
galactopyranoside
- quercetine 3-O-(2_-galloyl)-
b -D-galactopyranoside

- hyperine

- quercetine

3-0-(2_3 -
-D-

- 2-(3,4-dihydroxy-5-
methoxyphenyl)-
3,5-dihydroxy-6,7-
dimethoxychromen-4-one

- kaempferol,
- quercitol
- quercitrine

Halaweish et al.,
2003

Liu et al., 2004
Safwat et al,
2018

Kitanaka et al.,
2005

Sharma et
Janmeda ., 2014

Adedapo et al.,
2005
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E. guyoniana

- kaempferol

-kaempferol 3-O-glucoside
-kaempferol 3-rutinoside
-quercetin

- quercetin 3-O-glucoside
- rutin

Boudiar et al,
2010

triterpenoides

E. kansuensis

E. fischeriana

E.Embellata

E.grandialata

E. kansui

1,2,3, 20-tetrahydroxyurs-12-
en-28-oic acid

1,3, 19, 20-tetrahydroxyurs-
12-en-28-oic acid

1, 3,19-trihydroxyurs-12-en-
28-oic acid

23(Z)-cycloart-23-en-3p, 25-
diol

cycloart-22-ene-34, 25-diol
ebracteolatain A

2, 4-dihydroxy-6-methoxy-3-
formyl-1-

-Euphol, Sitosterol,
lanposterol, Lupeol,
Cycloartenol, Friedelin-3p-ol
Friedelin

-A'-neogammacer-5-en-3-ol
- a-amyrin

-eupha-8,24-diene-3 ,11 -

Zhang et al., 2012

Wang et al., 2012

Kanunfre et al.,
2017

Ismail et al., 2017

Zhang et al., 2017
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diol-

7-one

- tirucalla-8,24-diene-3_,11 -
diol-7-one

Diterpenes E.pekinensis 5a-hydroxy-1pH,2aH-casba- | Liang et al., 2009
3Z,7E,11E-triene-18-al

E orolifera Xuetal., 2012
P Euphorbialoid A-J

Euphorbialoid J:
20-O-isobutyryl-3p-O-
nicotinoyl-5a,7f,10,15p-
tetra-O-acetyl-14a-O-
benzoyl-10,18-
dihydromyrsinol.

Euphorbialoid G
3B-O-propionyl-
50,10pB,14B-tri-O-acetyl-8-
O-nicotinoylcyclomyrsinol,

Euphorbialoid H
3B-O-propionyl-50,108,15p-
tri-O-acetyl-83-O-benzoyl-
14p-
Onicotinoylcyclomyrsinol

Appendino et al.,
Ent-2-Hydroxy-atis-1,16(17)- | 2011
dien-3,14-dione

E.characias

8a ,14-Dihydro-7-oxo-
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jolkinolideE

3p,15 &
,16-Triacetoxypimara-8(14)-
ene

3p,15¢ ,16-Triacetoxypimara-
8(14)-en-2-one

E.peplus -2a, 5a, 78, 8a, 9a, 14p- Zhi-Qin et al.,
hexaacetoxy-3/4-benzoyloxy- | 2010
15-hydroxyjatropha-
6(17), 11E-diene

5a, 8a, 98, 108,
14a-pentaacetoxy-34-
benzoyloxy-15-
hydroxypepluane

20,50, 8a, 14/-tetraacetoxy-
3p-benzoyloxy-7p-
isobutyroyloxy-
9a-nico-inoyloxy-15p-
hydroxyjatropha-6(17), 11E-
diene

euphopeplin A

E.nivulia Ravikanth et al.,
3,12-diacetyl-8-benzoylingol | 2002

3,12-diacetyl-7-benzoyl-8-
nicotinylingol

E. esula

Wang et al., 2010
13, 16-dibenzoyloxy-20-
deoxyingeno-3-benzoate

ingenol-3, 20-dibenzoate
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jatrophane
diterpenoid

E.kansui

E. salisifolia

E. dendroides

E. esula

E. sapinii

E.neriifolia

16-benzoyloxy-
20-deoxyingenol 5-benzoate

3-0-(2,3-dimethylbutanoyl)-
13-O-dodecanoylingenol (3-
1)

3-0-(2'E,4'Z-decadienoyl)-
ingenol
(3-2)

Euphosalicin

J-L (1-3), 130-OH
terracinolide F

abeodendroidin F

epiabeodendroidin F

17-benzoyloxy-
3-0-(2,3-dimethylbutanoyl)-
20-deoxyingenol.

17-benzoyloxy-3-0-(2,3-
dimethylbutanoyl)-
13-(2,3-
dimethylbutanoyloxy)-20-
deoxyingenol

lanost-24-en-20-0l-3-
tetradecanoate

euphorbol-7-one

Dang et al., 2010

Hohmann et al.,
2001

Corea et al., 2003

Lu et al., 2008

Tsopmo et
Kamnaing , 2011

Yan etal., 2018

38




Chapitre 1

Apercu bibliographique sur le genre Euphorbia et Smyrnium

ent-kaurane

diterpene

ent-abietane
dierpernoids

ent-abietane

tigliane

daphnane

ingenane

ent-atisane

E.helioscopia

Euphorbia
stracheyi

E. ebracteolata

E. fischeriana

euphorantins S-T
euphorneroids A-D

helioscopianoids A—Q

-ent-Kaurane-164,17,19-
triol-3-one

- ent-Kaurane-
30,16p,17-triol

- ent-16S,17-dihydroxy-
kaurane-3-one

- ent-3S,16S,17-
trihydroxykaurane-2-
one

-ent-abietane dierpernoids (1-
12)
- ebracteolata D ( new
compounds)

- jolkinolide B
- jolkinolide A
- 17-hydroxyjolkinolide B
- 17-acetoxyjolkinolide B

-prostratin

- 13-O-acetylphorbol
- 12-deoxyphorbol
13-palmitate

- langduin A

- ingenol-6,7-epoxy-
3-tetradecanoate

- ingenol-3-myristinate
- ingenol 3-palmitate

Yuetal., 2018

Liu et al., 2017

Ma et al., 2018

Jian et al., 2018
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- ent-1B,3B,168,
17-tetrahydroxyatiane

- ent-1B,30,16p,
17-tetrahydroxyatisane

ent-kaurane

- ent-kaurane-3-0x0-16p,
17-acetonide

Alcaloides E. guyoniana -1,5-diphenyl-3-styryl-2- Boudiar et al,
pyrazoline 2010

1.2.2. Généralité sur la famille des Apiacées :

1.2.2.1.Description des Apiacées :

La famille des Apiacées, appelées anciennement Ombelliféres (Umbelliferae), est une
famille de plantes dicotylédones, comptent environ 3000 espéeces et 300 genre, Elle prend son
nom du genre Apium, dont A.graveolens c’est une famille trés homogenes facile a reconnaitre
grace a son inflorescence en ombelles simple ou composées (Filliat, 2012; Abadollahi,
2013 ; Ayachi, 2014 ; Znati et al., 2016 )

1.2.2.2. Distribution géographique de la famille des apiacées en Algérie et a travers le
monde :

On les trouvent dans les régions tempérées froides et méme méditerranéennes, elle sont
plus rare dans les régions tropicales (Filliat, 2012 ; Abadollahi, 2013), les genres se
répartissent entre les divers continents avec une prédominance pour le continent Asiatique
(265), Amérique (197), Europe (139), Afrique (126), Australie (36) ( Ayachi, 2014).

Famille trés importante dans la flore Algérienne ou elle est représentée par 55 genres,

arbustes, plantes sous-frutescentes ou herbacées tres variable (Quezel et Santa, 1963)
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e

Figure 10 : Répartition géographique mondiale des Apiaceae ( Mokaddem-Daroui,
2011)

1.2.2.3. Composition chimique des Apiacées :

Cette famille riche en métabolites secondaires présente des intéréts économique et
médicinaux, comportant des coumarines, flavonoides, composés acétyléniques et des lactones
sesquiterpéniques ainsi qu’une grande richesse en huile essentielle dans la quasi-totalité de

ses organes anatomiques ( Ayachi, 2014)

1.2.2.4. Intérét biologique pour les Apiaceées :
Dans les ombelliféres se trouvent de nombreuses plantes utiles pour I’homme :
» Certaines espéces sont utilisees comme condiment :

le carvi ( Carum carvi), la coriandre ( Corandrum sativum), 1’anis ( pimpinella anisum), le

cumin ( Cuminum cyminum), I’angélique ( Angelica archangelica).
» Certaines espéces sont alimentaires :

la carotte (Daucus carotta), le celeri (Apium graveolens), le persil ( Petroselinum sativum), le

maceron ( Smyrnium olusatrum), le panais (Pastinaca sativa)
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» Certaines sont médicinales :

Ammi visnaga est un antispasmodique et dilatateur des coronaires, certaines espéces sont
utilisees pour leur gommes ou leurs résines: la férule ( Ferula asa-foetida), Dorema

ammoniacum...etc

En fin on utilise les essences de certaines espéces comme 1’anis vert, le persil, le cumin...etc (

Philliat, 2012)
» Certaines sont toxiques :

la grande cigue ( Conium maculatum) contient dans tout ses organes un cortége d’
alcaloides comme la conicine, la conidrine, coniine, méthylconiin e... etc, trés toxique, cette
plante est dangereuse, car trés commune et facile a confondre avec d’autres espéces. Une
autre espece tres vénéneuse est la Cigue vireuse ( Cicuta virosa) herb de macérage de
I’Europe jusqu’au Japon, est beaucoup plus rare, ses principes vénéneux sont une résine (

Cicutoxine) et des alcaloides ( cicutine...) ( Ayachi, 2014).

1.2.2.5. Présentation botanique et géographique du genre Smyrnium :

Plantes bisannuelles a racine mapiforme, a feuilles peu divisées, involucres nuls, styles
divariqués a peine plus long que le stylopode ( Quesel et Santa, 1963). Le genre smyrnium
regroupe 08 espéces de la famille des Apiaceae : S.olusatrum ; S.perfoliatum ; S.rotundifolium
Mille ; S.cordifolium; S.connatum; S.creticum; S.peregrinum et S. integerrimum (
Mokaddem-Daroui, 2011)

Smyrnium olusatrum possede des feuilles triséquées a pétiole engainant a sa base, les
inférieures 2-3 fois triséquées, fruits globuleux noiratres. Trouvés dans toute 1’ Algérie, lieux

frais, forets, haies (Quezel et Santa, 1963).

S.olusatrum L. est originaire des régions méditerranéennes : Afrique du Nord : Maroc,
Algérie, Tunisie ; Europe méridionale : Grece, ltalie, France, Portugal, Espace; Asie

occidentale : Turquie, Chypre, Palestine, Liban, Syrie (Maggi et al., 2014)
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Le nom latin Smyrnium vient du grec << Smyrna >> et le nom d’espéce << olusatrum >>

signifie 1égume noir (Maggi et al., 2012)

1.2.2.6.Classification du genre Smyrnium dans la systématique botanique :
Reégne : Plantea
Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiosperme
Classe : Dicotylédones
Ordre: Apiales
Famille : Apiaceae
Genre : Smyrnium L.

Espéce : Sm. Olusatrum L.

1.2.2.7.Composition chimique :

Les tiges, les feuilles, les fleurs et les racines de cette plante ont été étudiées pour leur
contenu en flavonoides, composés phénoliques et surtout les sesquiterpénes et les huiles

essentielles (contenant B-phellandrene, limonéne, a-pinéne) (Mokaddem-Daroui, 2011).

1.2.2.8.Travaux antérieures sur les huiles essentielles du genre Smyrnium :

Plusieurs études ont été réalisées sur le genre Smyrnium et ont révélé la présence de
plusieurs type de composes, les huiles essentielles de nombreuses especes du genre Smyrnium

ont egalement été etudiées avec en particulier le genre Smyrnium olusatrum ( Ayachi, 2014)
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Tableau IV : Travaux antérieures sur le genre Smyrnium

Nom de | Partie | Activités Composés isolés Références

I’espéce utilisées | étudiées

S. perfoliatum Partie -quercetin 3-B-D glucoside Ulubelen et
aérienne - kaempferol al., 1981

- 3-p-D-glucoside
- 3,4'-B-D-diglucoside
/
S. - kaempferol
rotundifolium - 3-p-D-galactoside
- kaempferol 3-methyl ether
7-B-D-glucoside
- kaempferol 3-diglycoside
- kaempferol
S. creticum - quercetine
- 3-B-D-galactoside
S.olusatrum fruits / - furanogermacrane Ulubelen et
- 1B, 10a, 4a, 5p-diepoxy- | al., 1983
7,8-furanogermacrane
(glechomafuran)
S. perfoliatum fruits germacrene D Molleken et
1B-acetoxyfuranoeudesm-3- | al., 1997
ene
/ 1 B-acetoxyfuranoeudesm-
4(15)-ene;
linderazulene.

S.olusatrum Fruits B-phellandrene Molleken et
Fleurs Furanodiene al., 1998
racines isofuranogermacrene

1-B-acetoxyfurano-4(15)-

/ eudesmene
Furano-eremophil-1-one
Furano-4(15)-eudesmene-1-
one

S.olusatrum fleurs Cytotoxique furanosesquiterpenoids : Quassinti et

Isofuranodiene,  curzerene, | al., 2014
germacrone

S.olusatrum fruits | Antiproliférative | Trois sesquiterpene lactones | EI-Gamal,

2001

S.olusatrum Racines | Antioxydante, | Furanosesquiterpenes Quassinti et
feuilles | Antimicrobienne | a-Pinene al ., 2013
fruits | Antiproliférative | Myrcene

d-3-Carene

b-Phellandrene
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b-Elemene

Curzerene

Isofuranodiene
Germacrone
Furanoeremophil-1-one
Glechomafuran
1b-Acetoxyfuranoeudesm-
4(15)-ene

S.olusatrum Partie Neurogénique | Isofuranodiene Mustafa et
aerienne Cytotoxique al., 2016
S. cordifolium | Racines | Antibactérienne | Curzerene Amiri et al,
Tiges curzerenone 2006
Feuilles
fruits
S.olusatrum Feuilles Antifongique | Furanodiene, Tsasi et al.,
et fleurs germacrone 2016
furanoeremophil-1-one
S.olusatrum fleurs acaricide sesquiterpenoids Benelli et al.,
isofuranodiene et | 2016
germacrone
S. olusatrum fleurs antiproliférative | Isofuranodiene Buccioni et
al.,2014
S.olusatrum Partie | hépatoprotective | Isofuranodiene Lietal., 2015
aerienne
S.olusatrum Racine | Anti-parasiatire | Isofuranodiene Petrelli et al.,
Feuilles 2017
Fleurs
fruits
S.olusatrum Feuilles Antioxidant furanosesquiterpenes Messaoud et
Fruits Inhibition de a- al., 2013
fleurs amylase
S.olusatrum fleurs Cytotoxique et | Isofuranodiene Mustafa et al,
neuritogene 2016
S.olusatrum fleurs | Anti-bactérienne | Curzerene (30.5%), Rosato et al.,
isofuranodiene (9.8%) 2018
furanoeremophil-1-one
(12.1%)
S.olusatrum Partie - quercetin 3-O-glucoside Bencheraiet
aerienne - isorhamnetin-3-O- etal., 2014
/ glucoside
- quercetin 3-(6"-
malonylglucoside)
- isorhamnetin 3-(6"-
malonylglucoside)
S.olusatrum Racine -Isofuranodiene Maggi et al.,
Fruits - furanoeremophil-1-one 2014
feuilles - 1-p-acetoxyfuranoeudesm-
fleurs / 4(15)-ene
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- Curzerene

- Germacrone

- chlorogenic acid
-isoquercitin (Quercetin-3-
O-glucoside)
-3-indoleacetic acid

S. perfoliatum Partie / -furanosesquiterpene Papa et al.,
aerienne -curzerene 2015
-isofuranodiene
S. cordifolium Partie hypnotique Liang et al.,
aerienne / 2014
S.olusatrum fleurs cytotoxique -isofurandodiene Cespi et al.,,
- germacrone 2016
S. olusatrum Feuilles Anti- -sabinene Daroui-
tiges microbienne - curzerene Mokaddem et
-methyl-1-benzyl-2- al., 2010
oxocyclooctane carboxylate
-a-pinene
-cryptone
-B-pinene
S.olusatrum Partie Anti-fongique | - B-phellandrene Marongiu et
aerienne - a-pinene al., 2012
S . olusatrum Racines Acide ascorbique Caprioli et
Feuilles Acide gras mono-insaturés al., 2014
Tiges Acide gras polyinsaturés
Fleurs
fruis
S. cordifolium Partie Trans pinane Sodeifian et
aérienne Phytol al., 2014
/ Alcool Linolenyl
Acide n-Hexadecanoic
S.olusatrum Racines Myrcene Bertoli et al.,
Tiges B-phellandrene 2014
feuilles / B-caryophyllene
furanodiene
curzerene
germacrene B
germacrone
S.olusatrum Tiges / - furanoeremophil-1-one Papaioannou
Feuilles - curzerene etal., 2010
fleurs - germacrone
- furanoeremophil-1-one
S.olusatrum fleurs Anti- - furanodiene Khoury et al.,
microbienne - furanoeremophil-1-one 2017
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o Le paradoxe de I’oxygéne :

Elément indispensable a notre survie, a notre développement, a notre capacité
d’adaptation, 1I’oxygéne est également a 1’origine de toxicité, d’acidité, d’altération, de

dégénérescence (Koechlin-ramonatxo, 2006).

L’oxygene en tant que récepteur final d’électrons dans 1’organisme se transforme en
molécule d’eau au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale avec production d’ATP
mais le processus de réduction de 1’oxygéne en eau n’est toutefois pas parfait car 2 a 3 % de
I’oxygene sont transformés en espeéces réactives de I’oxygene particulierement réactionnelles

(Shinde et al, 2012)

Les espéces oxygénées réactives (EOR) sont donc la conséquence inévitable de la
consommation de 1’0Xygéne moléculaire par 1’organisme, leur production est permanente et

physiologique (Koechlin-ramonatxo, 2006).

Dans une premiére étape, le radical libre anion superoxyde est formée qui conduit par la
suite a la production de d’autre EOR comme le peroxyde d’hydrogeéne, 1’oxygene singulet le

radical hydroxyle, I’acide hypochloreux, des dérivés nitrés.....etc

De part leur nature instable les EOR sont toxique et interagissent avec une série de
substrat biologique importants (lipides, protéines et ADN) aboutissant a des modifications
structurelles et fonctionnelles (Pincemail et al., 2002).

1.3. Les espéces réactives de I’oxygéne (EOR) :
1.3.1. Définition :

Les radicaux libres appelées également espéces réactive de 1’oxygéne (EOR) sont des
molécules ou des atomes qui possédent un ou plusieurs électrons non appariés sur leur
couche externe, ce sont des espéces chimiques capable d’existence indépendante (Castro et
Freeman, 2001 ; Scheibmeir et al., 2005; Berger, 2006 ; Mahantesh et al., 2012 ;
Sivanandham, 2011 ), ils apparaissent soit au cours da la rupture symétrique d’une liaison
covalente (fission homolytique) pendant laquelle chaque atome conserve son électron, soit au
cours d’une réaction redox avec perte ou gain d’électron a partir d’un composé non radical (

Haliwell et Gutteridge,1989 ; Koechlin-Ramonatxo,2006 ; Afonso et al., 2007), ce sont des
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especes chimiques instables et réactives et possedent un temps de demi-vie extrémement court
(10° - 10 ®s) (Oldham,1998).

Les plus importante EOR sont : I’ion superoxyde, le peroxyde d’hydrogéne, le radical

hydroxyle, I’hypochlorite et la peroxynitrite...etc

1.3.2. Les principaux radicaux libres (espéces activées de I’oxygéne) :
1.3.2.1. Les composés oxygenés radicalaires :
e Radicaux superoxyde (O;")

Les radicaux superoxydes O,~ sont des radicaux relativement peu réactifs par eux-
mémes, mais peuvent donner naissance a des composés plus réactifs, produit suite a un

transfert d’électron sur la molécule d’O, (Sevanandham, 2011).
e Radicaux hydroxyle ( OH)

Les radicaux hydroxyles sont des radicaux libres les plus réactifs capable de réagir avec
un tres grand nombre de cible moléculaires in vivo, ces radicaux ne diffuse pas et réagissent
sur le lieu méme de leur production, avec des constantes de vitesse tres élevées (de 1’ordre de
10° 4 10" mol™.L.S™), la réaction de Fenton est un exemple de réaction radicalaire catalysée
par les métaux de transition et conduisant & la formation de radicaux "OH ( Bonnefont-
Rousselot et al., 2003 ;sevanandham, 2011)

0, + Fe** —» 0O, + Fe”™  Reduction de Fe® par O,”

Fe?* +H,0, — Fe** + OH +OH’ réaction de Fenton

0," +H,Op ———35  'OH + OH +0, réaction de Haber-Weiss

e Monoxyde d’azote (NO) :

Le monoxyde d’azote (oxyde nitrique) est un radical libre ubiquitaire synthétisé a partir

de I’arginine grace a I’action d’enzymes appelées NO synthases au niveau des cellules
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endotheliales, les neutrophile, les macrophage, les fibroblastes, les thrombocytes et les
neurones, c¢’est un radical qui possede un temps de demi vie court, la réactivité du NO est
relié a la production de beaucoup d’espéces réactive d’azote (RNS) qui cause des dommages
pour I’ADN ( Bonnefont-Rousselot et al., 2003 ; Anamaria, 2008 ; Sivanandham, 2011 ;
Shivanna et al., 2013 ).

L-Arginine —— GTP
NO synthase —» NO > Guanylate cyclase
L-Citrulline «—— Ly GMP,

1.3.2.2. Les composes oxygénés non radicalaires :
e L’acide hypochloreux (HOcl) :

L’acide hypochloreux est un oxydant puissant capable de réagir avec de nombreuses
molécules biologiques notamment celles contenant des groupements thiol (-SH), il est généré
lors de la phagocytose par action de la myéloperoxydase, participant ainsi a la

bactéricidie (Bonnefont-Rousselot et al., 2003)

H,O, + CIT —— » HOCI + OH"

e Peroxyde d’hydrogene (H,0,) :

C’est un composé¢ relativement peu réactif en I’absence de métaux de transition, capable
de diffuser rapidement a travers les membranes cellulaires, il peu étre produit selon deux
grandes voies: I’action des oxydases (acide aminés oxydase, glycolate oxydase, urate

oxydase...) ou la dismutation du radical O, ( Howes, 2006 ; Sevanandham, 2011) :

20,7 +2H" » H0,+ 0,
e L’oxygéne singulet (*02) :

L’oxygene singulet n’est qu’une forme activee de I’oxygeéne, résultant d’une inversion de
spin d’un des électrons de I’orbital externe, c’est un oxydant puissant qui posséde un temps de

demi-vie court (Bonnefont-Rousselot et al., 2003 ; Sevanandham, 2011 ).
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e La peroxynitrite (ONOO) :

La peroxynitrite est un oxydant puissant, résultant de la réaction du radical ‘NO avec le
superoxyde, la peroxynitrite induit la nitration d’acides aminés aromatique et I’initiation de la
peroxydation lipidique ainsi que 1’oxydation des bases de I’ADN, et peut réagir avec les
métaux, les métalloprotéines (telle que la SOD) et les molécules biologiques nitrés
(Anamaria, 2008)

NO + O, — 5 ONOO

NO ONOO- —— ONOOH — NO4-

OH®°
HOzo 4 \ NOz'

AN

02 _, H,0, » OHO° :+ » H,O
ozo_{soo ozo_{
'
H,0, OH®——» RO;°—— ROOH
Cl #MF’O 02“{
HOCI RO°

Figure 11 : Formation en cascade des différentes espéces oxygénées réactives a partir
du radical superoxyde ( Koechlin-Ramonatxo, 2006)

1.3.3. Le réle physiologique des EOR : la double vie des EOR

Il serait erroné de ne voir les EOR que sous I’angle de leur toxicite, des études récente

montrent que les EOR sont aussi impliqués dans des processus physiologiques essentiels
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-En effet, les EOR de part leur réactivité participent a de nombreuses fonctions : phagocytose,
bactéricidie, signalisation cellulaire et la détoxification des xénobiotiques par le cytochrome
P450 (Devasagayam et al., 2004 ; Sevanandham, 2011).

-Au niveau musculaire, des travaux montrent que 1’exposition des fibres musculaires au H,O,
augmente toutes les caractéristiques de la contraction musculaire : pic de force, constante de

temps ....etc

-Les EOR participeraient également a I’amélioration du captage musculaire du glucose, et a la
reconstitution des stocks en glycogéne musculaire (Tessier et Marconnet, 1994 ;

Devasagayam et al., 2004 ; Koechlin-Ramonatxo, 2006).

A ces fonctions biologiques, la réactivité particuliere des EOR ajoute des propriétés
toxiques importantes et diversifiées, en effet toutes las macromolécules cellulaires sont des
cibles potentielles des EOR ainsi les bases nucléiques sont susceptibles d’étre oxydées
conduisant notamment a la formation de 8-oxo-guanine, a I’origine de mutation génique, c’est

sans doute ce qui explique la génotoxicité des radicaux libres (Barouki, 2006).

1.3.4. Les principales sources de production des EOR :

Les radicaux libres sont produits par un grand nombre de mécanismes tant endogene

qu’exogene :

-La mitochondrie est la source de production majeur d O, dans la cellule qui peut
s’intensifier lorsqu’interviennent des désordres mitochondriaux, génétique, inflammatoire ou
nutritionnels (Mahantesh et al., 2012 ; Shivanna et al., 2013 )

- L’inflammation est par ailleurs une source importante de radicaux oxygénés produit
directement par le complexe enzymatigue NADPH oxydase des cellules phagocytaires
activées, ce mécanisme lorsque il est contrélé est capital dans la lutte infectieuse car il permet
la phagocytose des bactéries et corps étrangers (Oldham, 1998 ; Sevanandham, 2011 ;
Mahantesh et al, 2012)

-Plusieurs autres systemes enzymatiques produisent les radicaux libres au cours de réaction
biochimiques (xanthine oxydase, Glycolate oxydase, monoamine oxydase, héme oxygénase,

cytochrome p450 ....), une autre espece radicalaire le monoxyde d’azote (NO) est produite
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par des systemes enzymatiques qui sont les différentes NO synthase (NOS) (Bonnefont-
Rousselot et al., 2003 ; Sivanandham, 2011).

-D’autres sources exogenes telles que les métaux de transition, les polluants, les pesticides, la
fumée de cigarette et les rayonnements sont par différents mécanismes des sources de
radicaux qu’il s’agisse des rayons ionisant X ou gamma ou des rayons ultraviolet capable de
produire des anions superoxydes, radical hydroxyle ou de 1’0xygene singulet (Oldham,
1998 ; Devasagayam et al., 2004 ; Sivanandham, 2011 ; Mahantesh et al.,2012 ; Shivanna
etal.,2013)

-L’auto-oxydation des composés tels que des neuromédiateurs(adrénaline, noradrénaline,
dopamine...) des thiols (cystéine), des coenzymes réduits (FMNH, , FADH,) peuvent
conduire a la formation du radical superoxyde, mais aussi la détoxification des (
xénobiotiques, médicaments...) par les systéemes des cytochromes P450 présents au niveau de
la membrane du réticulum endoplasmique (Gardeés-Albert et al.,, 2003 ; Bonnefont-
Rousselot et al., 2003).

Inflammation Facteurs environnementaux

Cytokines & Métaux .
Facteurs de croissance Fe, Cu, Zn Radiations

\ Pathogénes

Xénobiotiques

Récepteur

P-450 3
Monooxygénase ‘&

Phagocytes

<+— Meétabolisme

Lipooxygénase
Cyclooxyg,enase
=—

Mitochondrie ; ":"1'3'-:,:;._:_ :

Physiologie/Pathologie

Peroxysome

Membrane
cytoplasmique

Figure 12 : Origine extra- et intracellulaire des radicaux libres dérives de
I’oxygene (Afonso et al., 2007).
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1.3.5. Le stress oxydant :

Le stress oxydant est un déséquilibre profond entre antioxydants et prooxydants en
faveur de ces derniers (Pincemail et Defraigne, 2004 ; Sevanandham, 2011) cette situation

peut résulter :

-d’un disfonctionnement de la chaine mitochondriale (ischémie reperfusion, vieillissement),
d’une activation de systéme enzymatique (xanthine oxydase, NADPH oxydase, glucose

oxydase, monoamine oxydase)
-d’une libération de fer libre a partir des protéines chélatrice (ferritine)
-une oxydation de certaines molécules (glucose, hémoglobine, catécholamine,...)

-une alimentation pauvre en antioxydant contribuera également a ’apparition d’un stress
oxydant (Alliwell, 2001 ; Pincemail et al., 2002 ; Durant et al.,2003 ; Barouki,2006 ;
Lykkesfeldt et Svendsen, 2007 ).

1.3.6. Les défenses anti-oxydantes :

Un antioxydant est une substance qui inhibe ou retarde significativement 1’oxydation
d’un substrat alors qu’elle présente une concentration treés faible dans le milieu ou elle
intervient (Afonso et al, 2006 ; Berger, 2006 ; Ratnam et al., 2006 ; Anamaria, 2008 ;
Mahantesh et al.,2012 ; Shivanna et al.,2013 )

Les systémes de défenses anti-oxydants comportent :

-Les enzymes telles que la superoxyde dismutase, la catalase, la peroxydase capable
d’¢éliminer de fagon catalytique des radicaux libres (Ratnam et al., 2006 ; Shinde et al.,
2012).

- Des composés de basse masse moléculaire (glutathion, a-tocophérol, acide urique, acide
ascorbique, bilirubine) capable de piéger les radicaux libres dérivés de 1’oxygeéne et d’azote
(Shinde et al.,2012), des protéines (transferrine, ferritine, haptoglobuline,céruléoplasmine)
qui maintiennent les métaux de transition dans un état inactif (Bonnefont-Rousselot et al.,
2003 ; Mahantesh et al., 2012).

-certains oligo-élément comme le cuivre, le zinc et le sélénium qui sont indispensable pour

I’activité des enzymes antioxydantes (Pincemail et al., 2002) ainsi que certaines molécules
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exogene qui sont apportés par 1’alimentation (acide ascorbique, vitamine E, caroténoides) (
Shinde et al., 2012 ;Mahantesh et al., 2012).

1.3.6.1. Les principaux systéemes de défense enzymatique :
e Glutathion peroxydase(GPx) :

Enzymes antioxydantes constituent une des principales lignes de défense contre les
agressions produite par les EOR, c’est un groupe d’enzyme capable de détoxifier le peroxyde
d’hydrogene et d’autres hydroperoxydes (d’origine lipidique), en couplant la réduction de
I’hydroperoxyde avec ’oxydation d’un substrat réducteur, cinq isoformes existent dont la
localisation dans 1’organisme varie, leur activité enzymatique est directement proportionnelle
a I’apport en sélénium, les glutathions peroxydases assurent en synergie avec d’autres
molécules de nature enzymatique ( superoxyde dismutase, catalase) ou non (vitamine C, E,
caroténoides) 1’équilibre intra- et extra-cellulaire de la balance oxydant-antioxydant
(Halliwell, 2001 ; Bonnefont-Rousselot et al., 2003 ; Ducros et Favier, 2004 ; Anamaria,
2008 ; Bryan et al., 2012 ; Mahantesh et al., 2012).

e Thioredoxine réductase :

Sélenoprotéine dimérique récemment découverte elle est située dans le cytoplasme des
cellules humaine et catalyse la réduction NADPH dépendante de la thioredoxine , au nombre
de trois isoformes , elle joue un réle essentiel dans le processus antioxydant en réduisant les
ponts disulfures intramoléculaire des protéines et en catalysant la régénération de la forme
réduite des substances telles que la vitamine C et E (Bonnefont-Rousselot et al., 2003 ;
Ducros et Favier, 2004 ; Anamaria, 2008 )

e Lasuperoxyde dismutase (SOD) :

La SOD catalyse la dismutation de 1’O,” en dioxygéne et H,O,, trois isoformes
compartimentées de 1’enzyme SOD ont été caractérisées de fagon biochimique et moléculaire
la Cu-Zn-SOD ou SOD1 cytosolique de 32,000 Da ¢’est un homodimére codé par un gene
sur le chromosome 21 et la SOD 3 (EC-SOD) extracellulaire ¢’est une protéine tétramérique

de 135 KDa utilisant le cuivre et le zinc comme cofacteurs nécessaires a 1 activité
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enzymatique alors que la SOD2 (Mn-SOD) mitochondriale de 80,000 Da homotétramérique
codé par le géne SOD-2 situé sur le chromosome 6 et utilise le manganése comme cofacteur
(Afonso et al., 2007 ; Anamaria, 2008 ; Namaki et al., 2009 ; Mahantesh et al., 2012 ;
Poljsak et Milisav, 2013 )

e La catalase (CAT):

C’est une enzyme héminique capable de transformer le peroxyde d’hydrogéne en eau
et en oxygéne moléculaire, elle est essentiellement présente dans les peroxysomes et les
hématies, c’est une enzyme tetramérique formé de 04 sous unités identiques de 60 KDa
chaqu’une contient un groupe héminique et un NADPH dans son centre (Bonnefont-
Rousselot et al., 2003 ; Poljsak et Milisav, 2013).

1.3.6.2. Les principaux systemes de défense non enzymatique :

Il est également possible de classer les systémes antioxydants selon qu’il soit
hydrosoluble assurant une protection des milieux intra- et extra-cellulaires ou liposoluble

agissant alors au niveau des membranes ou des lipoprotéines circulantes.
1.3.6.2.1. Les antioxydants hydrosolubles :
e I’acide ascorbique :

Molécule exclusivement exogéne qui provient de 1’alimentation, de concentration
plasmatique qui varie entre 30 et 100 pM. C’est un composé réducteur qui agit en synergie
avec a-tocophérol en permettant sa régénération lui-méme, étant régénérer par une NADH
réductase, ’acide ascorbique inhibe la peroxydation des phospholipides des membranes
cellulaires et exerce un effet scavenger sur certain radicaux libres, mais en présence des
métaux de transition la vitamine C s’oxyde en radical ascorbyl qui possede des propriétés pro-

oxydantes (Vertuani et al., 2004 ;Anamaria, 2008)
e [ ’acide urique :

Produit par la xanthine oxydase participe aux défenses antioxydantes a un taux de 60 %
due a sa forte concentration et distribution, il interagit avec 10 a 15 % des radicaux
hydroxyles produit quotidiennement, et piege les radicaux peroxyles et I’oxygeéne singulet, a

des fortes concentrations il devient prooxydant (Anamaria, 2008)

56



Chapitre 1 Le stress oxydatif et Cancer

e Les polyphénols :

Parmi lesquels les flavonoides sont des piégeurs de radicaux libres et des chélateurs d’ions
métalliques, ce qui leur confere des propriétés anti-oxydantes plus au moins importantes

selon leur structure (Vertuani et al., 2004).
1.3.6.2.2. Les antioxydants liposolubles :
e LavitamineE:

La vitamine E ou a-tocopheérol est la molécule la plus active son action antioxydante
consiste en un piégeage des radicaux peroxyles RO, issus de la peroxydation lipidique grace
a la fonction hydroxyle du noyau chromanol et de I’ion superoxyde en produisant 1’ion
tocophéryl relativement stable, la vitamine E est régénéré par la vitamine C ou le glutathion
(Vertuani et al., 2004 ; Anamaria, 2008).

e Les caroténoides :

Sont des longues molécules a caractere lipophile, ces composes naturels possédent pour
la plupart dans leur structures chimiques de tres nombreuses doubles liaisons conjuguées, qui
sont responsables de leur activités anti-oxydante certains caroténoides comme le B-caroténe
(précurseur de la vitamine A) et les lycopéne, zéaxanthine et la lutéine amplifient la réponse
immunitaire chez I’homme et agissent de maniéere spécifique et tres efficace dans la
suppression des tumeurs cellulaires, les caroténoides peuvent aussi interagir avec des radicaux
lipidiques et inhiber ainsi la peroxydation lipidique(Pincemail et al.,1998 ; Anamaria,
2008).

e Les huiles essentielles :

Le role de ces essences comme antioxydants naturels suscite de plus en plus d’intérét pour
la prévention et le traitement du cancer, des maladies inflammatoires et cardiovasculaires ;
elles sont également utilisées comme additifs en industrie agroalimentaire, pharmaceutique et

cosmétique (Houbairi et al., 2015).

Le pouvoir antioxydant des huiles essentielles est développé comme substitut dans la
conservation alimentaire. Ce sont surtout les phénols qui sont responsables de cette activité
(Zhiri et Baudoux, 2005).
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Figure 13 : Régulation de la production d’espéces réactives de 1’oxygene (ERO) par les systémes
de défenses antioxydantes (Pincemail et al., 2002)

1.3.7.Les marqueurs biologiques du stress oxydant :

Puisque le stress oxydant est impliqué dans le vieillissement et dans de nombreuses
pathologies chez I’homme, on comprend tout 1’intérét qu’il y a de disposer de marqueurs
specifiques, sensibles, fiables et d’exécution analytique aisée (Bonnefont-Rousselot et al.,
2003)

La mesure directe du stress oxydant est complexe, les ERO ont une durée de vie
extrémement bréves de 1’ordre de la nanoseconde, cependant pour évaluer I’intensité du stress
oxydatif d’un tissu, il existe des méthodes directe peu nombreuses qui dosent directement les
radicaux libres et des methodes indirectes qui mesure les marqueurs du stress oxydant qui

résulte de I’effet des EOR sur différentes structures ( lipide, protéine, acide nucléique)

L’atteinte lipidique est quantifier habituellement par les isoprostanes, hydroperoxyde et
les aldéhydes, les carbonyles sont les produits résultant des altérations protéiques et parmi les

nombreux métabolites identifiés a partir de ['oxydation de I’ADN la 8-hydroxy-
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désoxyguanosine (8-OHdG) et le thymidine glycol sont révélés étre des marqueurs

intéressants (Giammarioli et al., 1999 ; Sivanandham, 2011).

1.3.8. Implication des espéces oxygénées activées dans le développement du cancer

Il a été montré de longue date que le stress oxydant est capable d’induire des
modifications au niveau du patrimoine génétique d’une cellule, et qu’il peut participer ainsi

aux différents processus d’initiation de la cancérogenese (Bothorel, 2011)

La cancérogenése est donc un processus complexe multi-séquentiel menant une cellule de
I’état sain a un état précancéreux et, finalement, a un stade précoce de cancer. Le
développement du cancer se divise en trois grandes étapes (initiation, promotion et

progression) dans lesquelles le stress oxydatif est impliqué (Pincemail et al., 1999)

L'oxygene actif peut étre impliqué dans la carcinogenése a travers deux mécanismes
possibles: I’induction de mutations génétiques induisant des lésions cellulaires et effets sur la
transduction du signal et facteurs de transcription. Quel mécanisme cela dépend de facteurs
tels que le type d'espéces d'oxygéne actif impliquées et I’intensité du stress (Noda et
Wakasugi, 2001)

En effet, lorsque les radicaux libres en excés, non maitrisés par des défenses antioxydantes
insuffisantes, créent des mutations et des cassures des brins d’ADN en oxydant certaines
bases, initiant ainsi la cancérogenese. Mais leurs effets mettent en jeu des mécanismes plus
complexes, en inhibant ou, au contraire, en stimulant 1’expression de genes impliqués dans la
régulation, la prolifération ou la différenciation cellulaire ou encore de I’apoptose, ou mort
cellulaire programmée, celle qui permet aux toutes premiéres cellules cancéreuses de

s’autodétruire (Gonzalez et al.,2002)
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o Le développement et la croissance d’un tissu ou d’un organe sont conditionnés par des
processus complexes permettant la régulation des différentes étapes de la vie d’une
cellule : la prolifération, la différenciation, la sénescence et la mort cellulaire
programmée. Tous ces phénomeénes sont aussi mis en jeu lors du renouvellement des
cellules dont la durée de vie est limitée. Au sein d’un tissu, 1’équilibre entre ces
processus est a 1’origine de I’homéostasie tissulaire. Les anomalies de cette
homéostasie, par augmentation de la prolifération et/ou diminution de la mort
cellulaire, sont a 1’origine de 1’accumulation des cellules aboutissant a la formation

d’une tumeur macroscopiquement visible (Bothorel., 2011).

I.4. Géneralité sur le Cancer
1.4.1.Définition clinique :
Un cancer apparait quand un tissu acquis les trois propriétés suivantes :

e Propriétés de croissance : la croissance n’atteint plus 1’équilibre. Le nombre de
cellules qui apparaissent est supérieur a celui des cellules qui disparaissent.

e Propriété d’invasion: le tissu envahit les tissus voisins en provoquant
éventuellement des déficiences dans le fonctionnement de ces tissus.

e Propriétés de faire des métastases : le tissu est capable de donner naissance a des

foyers secondaires ou métastases, celles-ci peuvent étre localisées loin du foyer initial
Biologiste ajoute une quatrieme propriété

% Propriété de transplantabilité : le tissu peut étre transplanté indéfiniment et donne
des cancers dans un organisme sans réaction immunitaire contre lui ( Hofnung, 1978 ;
Moreau , 2006 ; Delehedde, 2006 ; Touitou, 2007 ; Hallouét, 2010 ; Shekofteh et
al., 2017).

61



Chapitre 1 Le stress oxydatif et Cancer

1.4 .2. Situation actuelle :

Le cancer est une maladie en croissante évolution, il présente un véritable probléme de
santé publique et reste dans la plupart des cas incurable (Wack, 2005). Selon les estimations
de I’OMS plus de 20 millions de personnes de part le monde sont atteintes de cette maladie
dont 7,6 millions décédent chaque année, soit environ 13 % du total des déces (Hamdan,
2013 ; Clevers, 2011).

En Algérie, le cancer est devenu aussi 1’'une des causes essentielles des déces, environ
30 000 nouveau cas de cancer sont diagnostiqués chaque année, avec une augmentation de
plus de 50 % du nombre de cas depuis une décennie, les années a venir doivent étre
consacrées a une Vvéritable politique de développement des soins et de prévention du cancer

quel qu’en soit le type (Hamdan, 2013)

Les cancers qui, chaque année, entrainent le plus grand nombre de décés sont ceux du
poumon, du sein, de I’estomac, du foie et du colon, les types de cancer les plus fréquents ne

sont pas les mémes chez I’homme et chez la femme (Hamdan, 2013).
1.4.3.Les causes du cancer :

S’agissant de facteurs susceptibles de favoriser la survenue d’un cancer, le tabagisme (
30 %) et ’alimentation ( dont 1’alcool 35 % ) sont responsables de plus de 2/3 des cancers

mortels dans les pays industrialisés (Vignaud, 2008 ; Hallouét, 2010)

Parmi les causes les plus souvent attribuées au cancer, viennent ensuite des facteurs

environnementaux comme la pollution de I’aire et de 1’eau (4%) (Gilbert et al., 2006 ;

Hallouét, 2010)

Le vieillissement est un autres facteur fondamental dans 1’apparition du cancer, en effet,
I’incidence du cancer augmente de facon spectaculaire avec I’age, trés semblablement a
cause de I’accumulation des risques tout au long de la vie conjuguée au fait que les
mécanismes de réparation cellulaire perdent généralement de leur efficacité avec 1’age (

Hamdan, 2013)

Il existe également une prédisposition génétique au cancer. Certains cancers sont

héréditaires : 30 % des cas des rétinoblastomes (Touitou, 2007 ; Cohen et Jacquot, 2008).
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De nombreux autres facteurs sont également en cause, ils peuvent étre regroupés en trois

catégories : les carcinogénes chimiques, physiques et biologiques

1)

2)

Les carcinogénes chimiques :

Les agents alkylants: Ce sont des cancérogénes faibles mais de nombreux
médicaments appartiennent a cette classe ( chlorambucil, cyclophosphamide,...etc)
(Vignaud, 2008)

Les hydrocarbures polycycliques aromatiques : ils s’agit de puissants carcinogénes qui
nécessitent une activation métabolique, présents dans les produits de combustion du
tabac, des carburants fossiles ( pétrole, charbon) et les produits de dégradation de
graisses animales (Vignaud,2008)

Les amines aromatiques, qui se retrouvent dans les colorants, 1’industric de
caoutchouc, mais aussi la fumée de cigarette, les gaz d’échappement du diesel,...etc
(Moreau, 2006)

Les nitrosamines, nitrosamides et nitrosurées, contaminants universels de la
nourriture, des boissons, des cosmétiques ...ctc (Moreau, 2006)

Autres agents cancérogenes : I’amiante ( mésothéliome), le chrome et le nickel (cancer
du poumon), le chlorure de vinyle (angiosarcome hépatique) (Touitou, 2007 ;
vignaud, 2008).

Les cancérogénes physiques :
Les rayons ultraviolets :

Des études épidémiologiques montrent une relation entre une augmentation de

I’exposition a la lumiere solaire et I’augmentation des cancers cutanés (€épidermoides,

basocellulaire et mélanomes) (Touitou, 2007).

Les UVB (280 a 320 nm) sont les principaux responsables des cancers cutanés. Leur

pouvoir cancérogéne est attribué a la formation de dimers de pyrimidine dans I’ADN (Cohen

et Jacquot, 2008)

Les UVB peuvent provoquer des mutations des génes ras et P53 au niveau des séquences
dipyrimidines (Vignaud, 2008)

Les radiations ionisantes :
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Toutes les radiations sont cancérogenes y compris celle delivrées a visée thérapeutique,
les 1ésions dues aux radiations sont la conséquence d’une chaine de réactions biochimiques
entrainées par 1’absorption du photon. L’énergie du rayonnement est capable de rompre un
certain nombre de liaisons chimiques, elles provoquent une radiolyse de I’eau, qui entraine la

production de radicaux libres.

Les cancers les plus fréquents sont les leucémies, les cancers de la thyroide, les cancers
du sein, du poumon et des glandes salivaires.il y a en général une période de latence de 10 a
20 ans avant 1’apparition du cancer (Moreau, 2006 ; Vignaud, 2008).

3) Canceérogenes biologiques :

Comme les infections dues a certains virus, bactérie ou parasites (Hamdan, 2013), elles
sont une cause importante de cancer dans le monde, représentant environ 16% des cas, dix
agents infectieux ont été classés carcinogenes avérés du groupe I. Quatre de ces agent (
Helicobacter pylori, virus des hépatites B et C et certains papillomavirus humain ) sont

responsables de 95% des cas de cancers attribuables aux infections (Gisserot et al., 2014).
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CAUSES
FACTEURS EXTERNES EXEMPLES
- environnement - hthflgism? _
- modification du métabolisme - régime alimentaire
extra-cellulaire - carcinogénes ...

- alléles déja modifiés, hérités

- mutation sur génes NER, MMR
- mutation de proto-oncogénes en
oncogénes, mutation sur Rb, pS3

CELLULE

NORMALE

- divisions non limitées
- plus de différentiation
- plus d'apoptose

- sécrétions autocrines (hormones
de croissance, ...)

- insensibilité a la réponse immu-
nitaire

- stimulation de 'angiogenése

| AMPLIFICATION DU PHENOMENE

Figure 15 : Interactions entre les facteurs internes et externes dans le développement de

tumeur (Wack, 2005)

1.4.4. La cellule cancéreuse : Vision globale
La cellule cancéreuse posséde les caractéristiques phénotypiques suivantes :

a) La perte de I’inhibition de contact

b) Perte de la dépendance vis-a-vis de I’ancrage

c) Indépendance par rapport aux facteurs de croissance
d) Immortalité

e) Tumorégénécité (Vignaud, 2008)
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1.4.4 .1.Caractéres généraux de la cellule cancéreuse :
¢ Caracteres résiduels :

La cellule garde un certain degré de différentiation caractéristique du tissu original

(Baillet, 2003)
% Caracteres morphologiques acquis
-Anomalies du noyau : volumineux, multiples, nucléoles visibles, hyperploidie
-Anomalies de la taille des cellules : hétérogéenes
-Anomalies cytoplasmiques : augmentation du rapport cyto-nucléaire

-Anomalies de la membrane cytoplasmique : perte de I’inhibition de contact, modification de

I’adhésivité, modification des antigénes de surface (Baillet, 2003)
% Caractéres dynamiques acquis
-Taux élevé, autonome, anarchique et indéfini de mitoses
-Mort cellulaire par hypoxie
% Anomalies biochimiques :
-Moindre différenciation (diminution des activités de synthése, de sécrétion, d’excrétion)
-Synthése de substances en quantité et qualité anormales : immunoglobulines

-Trouble de I’induction enzymatique (Baillet, 2003)

1.4.5.Anomalie génétiques et cancer :

Le point de départ du processus de cancérisation est I’altération du matériel génétique

d’une cellule. Toutes les mutations ne sont pas susceptibles d’entrainer la formation d’un

cancer (Wack, 2005)
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1.4.5.1.La carcinogenese :

Est un processus a multi-étapes décrit tout les mécanismes et les facteurs impliqués dans
la transformation de la cellule. Plusieurs types d’inducteurs et de nombreuses étapes sont en
cause dans la cancérisation d’une cellule saine (Laurent-puig, 2003 ; Wack, 2005 ; Moreau
,2006)

o Les genes impliqués dans la carcinogenese :

Il existe trés schématiqguement deux types de genes qui régulent la prolifération
cellulaire ceux qui la stimulent (les proto-oncogénes) et ceux qui I’inhibent (les genes
suppresseurs de tumeurs). Ces deux voies sont également impliquées dans la prolifération

cellulaire incontrélée qui caractérise le cancer (Laurent-puig, 2003)
o Transformation de la cellule normale en cellule cancéreuse :

-il faut la combinaison d’au moins deux situations pour arriver a générer une cellule

cancéreuse

1- la premiere consistera a ’apparition d’un nombre suffisant d’anomalies chromosomiques
dans le noyau de la cellule pour la transformer en cellule cancéreuse. Ces anomalies

proviennent de génes mutés appelés <<oncogénes>>

2- les mécanismes normaux de régulation de la cellule et de 1’organisme soient perturbés il

faut donc que les genes suppresseurs de tumeur dont le plus connu est le P53 soient inhibés
Ainsi Pour que naisse la premiéere cellule cancéreuse, il faut a la fois :

- Les oncogénes soient activés par des substances cancérigenes
- Les génes suppresseurs de cancer soient inhibés empéchant leur action qui consiste a

réparer ou a détruire toutes cellules anormales

Ensuite, la cellule cancéreuse est capable de se diviser mais aussi de transmettre ces

aberrations chromosomiques a toute sa descendance (Bodin, 2007 ; Wack, 2005)
1.4.6. Les ERO et I’établissement du cancer (stade de développement tumoral) :

Nous savons aujourd’hui que les agents mutagénes peuvent étre d’origine endogene ou
exogene, les principaux agents endogenes sont les especes actives de 1’oxygene formées dans

la cellule lors de la combustion de 1’oxygéne, en effet les radicaux libres oxydatifs créent
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chaque jours environ 10 000 Iésions de PADN dans chacune des 6 x 10* cellules de

I’organisme (Tubiana, 2009)

Le développement du cancer se divise en trois grande étapes (initiation, promotion et
progression) dans lesquelles le stresse oxydatif est impliquée (Hamdan, 2013).

1-L’initiation : premiére étape vers la cellule cancéreuse

L’initiation est le résultat d’une exposition des cellules a un agent dit initiateur, qui est
responsable d’altération irréversible de I’ADN et sera transmise aux cellules filles (Moreau,
2006 ; Vignaud, 2008). En effet, I’oxygene est un agents tres dangereux car si environ 95%
de 1’0, est utilisé pour fabriquer du CO,, 5% forment des radicaux oxydatifs puissants
susceptible de 1éser toute les molécules présente dans une cellule, notamment ’ADN (

Hamdan, 2013)

L’initiation peut étre aussi causé par un phénomene épigénétique, notamment la
methylation (fixation d’un groupe méthyle sur une cytosine) qui peu rendre un gene
silencieux, I’initiation soit due a une mutation ou un effet épigénique elle confére a la cellule
la capacité de se multiplier de facon autonome qui peut rester trés longtemps non apparente
elle ne s’exprime que quand d’autres lésions sont apparues dans la cellule initiée au cour de la
seconde étape (Tubiana, 2009). Cependant I’initiation est insuffisante, a elle seul, pour
induire une tumeur, la tumeur ne se développera que si I’initiation est suivi de 1’exposition a

un agent promoteur (Moreau, 2006 ; Vignaud, 2008).
2- La promotion :

Les promoteurs peuvent induire des tumeurs a partir de cellule initiée, mais ne sont pas
des cancérogénes en eux méme, leur action serait réversible (Vignaud, 2008). La promotion
est un processus pouvant se prolonger pendant plusieurs décades au cours desquelles la cellule
initiée se transforme en cellule pré-néoplasique ce processus peut se produire spontanément
ou étre induit par un promoteur tumorale comme les lipides alimentaires, les hormones méme
une inflammation , 1’alcool, les corps étrangers (amiante),l’infection, les médicament et les
sels biliaires...etc (Hamdan, 2013 ) Ces promoteurs favorisent la survenus de mutations
additionnelles en induisant une prolifération cellulaire (Vignaud, 2008), ces facteurs vont
permettre le maintien du caractere immortel de la cellule lors de sa multiplication , les cellules
pré-néoplasiques ont une apparence externe modifiée perdent leur fonction originale et se

differencient en adoptant de nouvelles propriétes (Hamdan, 2013)
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3- la progression :

Au cours de la quelles les cellules pré-néoplasiques évoluent en cellules néoplasiques ou
cancéreuses, une fois formées, les tumeurs malignes constituées d’un nombre considérable de
cellule peuvent envahir les tissus avoisinants ou essaimer vers d’autres organes et former des

tumeurs secondaire appelées << métastases >> (Hamdan, 2013)
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Figure 16 : Schéma illustrant les événements cellulaires responsable du cancer (Vignaud,
2008)
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I. 4.7 Traitement anticancéreux actuels :

On distingue essentiellement quatre grands types de traitements contre le cancer : La

chirurgie, la chimiothérapie, la radiothérapie et I’hormonothérapie.

Tous ces traitements visent soit a détruire les cellules cancéreuses soit a freiner leur
développement et leur prolifération dans I’organisme. La chirurgie et la radiothérapie sont des
traitements dits locaux, la chimiothérapie et I’hormonothérapie des traitements dits généraux
(Buxeraud, 2008 ; Buxeraud et al., 2014 )

L’immunothérapie et la thérapie génique représentent deux autres nouvelles approches

anti-tumorales prometteuses (Buecher et blottiere, 2004)
% Principe de la chimiothérapie anti-tumorale

La chimiothérapie anticancéreuse vise a détruire les cellules en division, mais en
agissant sur leur différence de vitesse de croissance : elle touche aussi les cellules saines, d’
ou I’apparition des effets secondaires (Cohen et Jacquot, 2008 ; Alexandre et al, 2009 ;
Hallouét, 2010 ; Faure, 2010)

e Cible biologique :

La découverte des agents anti-cancéreux a le plus souvent été fortuite. C’est le cas
des premiers agents mis en évidence comme la moutarde azotées ou ’actinomycine D
(lors de la recherche sur les antibiotiques) a I’inverse d’autres médicaments ont fait
I’objet d’une recherche plus rationnelle tel que : Le 5-fluore-Uracil a été congu pour <<
piéger >> 1’une des enzymes clés de la synthése de I’ADN (la thymidylate synthétase)
(Baillet, 2003).

La classification des agents anticancéreux est basée sur leur mécanisme d’action sur le
cycle cellulaire et leur appartenance a des familles chimiques (Cohen et Jacquot, 2008 ;
Faure, 2010).

Les agents anticancéreux entrent dans la composition des médicaments altérant I’ADN
(Faure, 2010).

La plupart des agents anti-cancéreux inhibent des enzymes nécessaires a la synthese de
I’ADN, exergant leur activité maximal durant la phase S. C’est le cas des anti-métabolites,

mais également des anthracyclines (agents intercalants ), les poisons du fuseau bloquent la
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cellule en phase M, les agents alkylants ( moutardes a 1’azote comme le cyclophosphamide),
le cisplatine, la bléomycine (agents scindants) agissent durant I’ensemble des phases du cycle

(Touitou, 2007 ; Cohen et Jacquot, 2008 ; Faure, 2010 ; Buxeraud et al., 2014) .

Les agents cycle-dépendant sont des molécules qui interagissent de facon covalente avec
I’ADN agissent dans le cycle cellulaire indépendamment de la phase. On y trouve les agents
alcoylants et les antibiotiques qui agissent sur I’ADN déja formé (Baillet, 2003)

Les médicaments phase dépendant agissent pendant une phase du cycle. Les cellules qui
ne sont pas dans la phase sensible survivent a I’administration de I’anticancéreux c’est le cas

des antimétabolites (Cohen et Jacquot, 2008)

e Mécanismes d’action :
L’ensemble des constituants cellulaires peuvent étre la cible des cytotoxiques :

-L’ADN est la principale cible, avec la création de ponts inter ou inta-brins sur la double

hélice

-Les protéines du cytoplasme, notamment la tubuline peuvent étre endommagées par les
cytotoxiques, ce qui est a ’origine de la perturbation de la structure de la cellule et des

échanges énergétiques intracellulaires

-les mitochondries, les protéines membranaires sont également des cibles de cytotoxiques
(Baillet, 2003 ; Hallouét, 2010)

1.4.8. Les modeéles cellulaires utilisés
o Définitions d’une lignée cellulaire :

Est un groupe de cellules stables qui proviennent de la méme cellule et qui ont une
capacité illimité de se diviser. La cellule utilisée est soit une cellule cancéreuse (exemple:

HeLa) ou la cellule est rendue cancéreuse par une mutation génétique (Wicky., 2014)
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1.4.8.1. La lignée Hela
1.4.8.1.1. Origine :

Henrietta Lacks, nom de code HelLa. Les cellules HeLa forment la premiére lignée
cellulaire immortelle d'origine humaine, utilisée en biologie cellulaire et en recherche
médicale. Ces cellules proviennent d'un préléevement de métastase effectué sur une patiente
Afro Américaine atteinte d'un cancer du col de l'utérus et décédée en 1951, Henrietta Lacks.
Ses cellules sont d'un usage extrémement courant dans les laboratoires de recherche de
biologie (Gilgenkrantz., 2011 ; Faussadier., 2017))

1.4.8.1.2.Caractéristique :

Ces cellules présentent la particularité de se diviser indéfiniment, elles sont immortelles,
Elles n'ont pas de systéeme de régulation, ce qui fait qu'elles ne peuvent que proliférer (dans
des conditions de culture en laboratoire). Les chercheurs de l'université de Washington
expliquent ce phénoméne inhabituel par le fait que le géne cancérigéne du virus ayant touché
Henrietta a rencontré un géne oncogene préexistant dans son organisme, et que l'association
de ces deux génes a « potentialisé leurs effets ». Dans I'organisme d'Henrietta se trouvait une
enzyme qui, quand elle est absente, empéche les cellules de se diviser (Lucey et al., 2009 ;
Faussadier., 2017)

Elle a un réle essentiel dans la mise au point par Jonas Salk du vaccin contre la
polyomyélite dans les années 1950, au décryptage des tumeurs et des virus, a la mesure des
effets de la bombe atomique, et a des avancées telles que la fécondation in vitro, le clonage ou
la thérapie génique ( Skloot., 2011 ; Jordan., 2013)

1.4.8.2. La lignée C6 :
1.4.8.2.1. Origine :

C’est une lignee cellulaire tumoral neural dérive de cellules gliales, les cellules C6
dérivent clonalement d’une tumeur de rat qui a été induite chimiquement par le méthyle
nitrosourée. nous avons injecté des cellules tumorales C6 directement dans le cerveau de
celui-ci Pour induire des tumeurs cérébrales chez le rat ( glioblastome du rat) , Les cellules C6
ont un comportement s'approchant de celui du glioblastome chez I'hnomme. C’est la tumeur la

plus agressive du systeme nerveux central. Ces tumeurs sont trés complexes de par leur
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hétérogéneite. La plupart du temps, elles sont localisées dans la matiére blanche. 30 % des
glioblastomes se développent dans les lobes temporaux ou frontaux (Lonjon et al., 2001 ;
Paschaki, 2005 ; Leh, 2011).

1.4.8.2.2. Caractéristique :

Ces cellules sont classées dans la catégorie des glioblastomes-astrocytomes d’aprés leur
aspect phénotypique proche de celui des fibroblastes, elles expriment également une protéine
que I’on trouve principalement dans les astrocytes, la protéine S100b (Paschaki., 2005).

Les mutations et surexpressions genétiques observées dans ces cellules se rapprochent de
celles des tumeurs humaines (Sibenaller et al., 2005). Un inconvénient de ces tumeurs
concerne la réponse immunitaire qu'elles engendrent (Barthand Kaur, 2009). Certains rats
peuvent donc guérir ou ne développeront pas de tumeur. Les tumeurs C6 se caractérisent par
un foyer nécrosé entouré de nécroses palissadiques (Barthand Kaur, 2009), ce qui leur

donne également des caractéristiques proches de celles du glioblastome humain (Leh, 2011).
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I1. Matériels et méthodes :
11.1. Matériels
11.1.1. Matériel Vegétal :

La partie aérienne de trois espéces d’euphorbiacées et I’espéce S.olustarum L. de la
famille des Apiacées ont servi comme matériel végétal pour notre étude. Nos échantillons ont
été récoltés dans trois régions différentes (Bejaia, El oued souf et Constantine) durant la
période de fructification et de floraison pour les Euphorbiacées et durant trois stades
végétatifs pour S.olusatrum L. (avant la floraison, pleine floraison, et a la fructification) dans
la région de Constantine en Décembre, Février et Mais 2015 L’identification est effectuée au
laboratoire de biomolécule végétales et amélioration des plantes a 1’université Larbi Ben
M’hidi d’Oum EI bouaghi.

Les plantes sont identifiées par le Dr Rebbas K. pour E. dendroides L. et le Dr
Halis Y. (E. cornuta Pers ) et par le Dr. Zellagui A. (S.olusatrum L. et E.helioscopia L.)

Figure 18- Photographie de Figure 19 : Photographie de E. dendroides
E.hélioscopia L. prise sur le terrain (Avril L. prise sur le terrain (Avril, 2013) & Cap
,2013) & Gouraya (Bejaia) Carbon (Bejaia).
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Figure 20 : Photographie de E. cornuta Figure 21 : Photographie de S.olusatrum L.
Pers. prise sur le terrain (juin, 2012) a El prise sur le terrain (Mars, 2015) a
Oued Souf

Constantine.

11.2. Méthodes
11.2.1. Préparation de la poudre végétale

Les échantillons d’Euphorbia et smyrnium sont séchés a I’ombre a I’abri de la

lumiére, ensuite réduit en poudre fine a 1’aide d’un broyeur électrique.

11.2.2. Extraction des composés phénoliques par macération a partir de trois espéces du
genre Euphorbia:

L’extraction des composés phénoliques de E. cornuta Pers., dendroides L. et
helioscopia L. est réalisée selon le protocole décrit par Wang et al, 2012 La Figure 21 résume

les différentes étapes de 1’extraction
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Figure 22 : Schéma du protocole d’extraction des différents extraits
Des trois espéces d’Euphorbiacées (Wang et al, 2012)
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11.2.3.Analyse des composés phénoliques par HPLC-TOF-MS :

Le contenu en composés phénolique des I'extraits a été déterminé a l'aide de Agilent
technologie 1260 Infinity. Systeme HPLC (Agilent Technologies, Santa Clara, Californie,
Etats-Unis) et 6210 Time of Flight (TOF) Détecteur LC / MS (Agilent Technologies, Santa
Clara, Californie, Etats-Unis) et ZORBAXSB-C18 (4,6100mm, 3,5 m) colonne (Agilent
Technologies, Santa Clara, Californie, Etats-Unis). Les phases mobiles A et B étaient ultra-
pures eau avec 0,1%, I'acide formique et I’acétonitrile, respectivement. Le débit de la colonne
était de 0,6 mL/ min. La température était de 35 ° C. Le volume d’injection était de 10 L. Le
taux de solvant était de O a 1 minute, 10% de B, 1 & 20 minutes.
50% de B, 20 a 23 min 80% de B, 23 a 25 min 10% de B et 25 & 30 min 10% de B. la
détermination des composés a été réalisée par comparaison des composés standard avec les
échantillons en termes de temps de rétention et valeurs m / z. Le mode d’ionisation de
I’instrument HPLC-TOF/MS était négatif et fonctionnant a une température d’azote de 325 C,
un débit d’azote de10,0 L/min, un nébuliseur de 40 Psi, tension capillaire de 4000 V et, enfin,
tension de fragmentation del75V. Pour l'analyse des extraits bruts secs (200 ppm) ont été
dissous dans du méthanol a la température ambiante. Les échantillons ont été filtrés a travers
un filtre en PTFE (0,45 m) par un injecteur pour éliminer les particules.

11.2.4. Extraction des huiles essentielles de Smyrnium olusatrum L.

150 g de la poudre de la partie aérienne de S.olusatrum L. récoltés durant trois phases de
croissances sont hydrodistillés durant 3 h, aprés calcule des rendements les huiles
essentielles de couleur et d’odeur agréable sont conservées a + 4°C jusqu’a leur analyse par
GC-MS.

11.2.5. Analyse des huiles essentielles par GC-MS :

Aprés I’extraction des 1’huiles essentielles de la partie aérienne de S .olusatrum L. par
hydrodistillation, la composition de I’huile essenticlle a été analysée par chromatographie en
phase gazeuse / spectrométrie de masse (GC / MS)
Des méthodes officielles ont été utilisées pour déterminer la partie volatile de la
chromatographie sur colonne par GC-MS sur un Perkin Elmer Clarus 500 équipé d'une
colonne capillaire BPX 20 (0,25 pym ID 30 m X 250 pm), rempli de 5% de
Phénylpolysilphénylene-siloxane, a une ionisation Tension de 70 eV. L'hélium est le gaz
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porteur (1 ml min-1). Les températures de I'injecteur et du détecteur ont été maintenues a 100
° C pendant 5 min, puis progressivement augmentées a 250 ° C a une vitesse de 5 ° C / min et
maintenues pendant 15 min. Des échantillons dilués (1/100, v / v, dans le n-pentane) de 1,0 pl
ont été injectés. Les hydrocarbures ont été identifiés en utilisant la formule moléculaire et les

fragmentations.

11.3. Taux d’extraction des composés phénoliques

L’extrait des composés phénoliques (ECP), est préalablement filtré dans une capsule
tarée (de masse M) ; aprés évaporation totale des solvants la capsule est pesée de nouveau (de
masse M’). La masse des composes phénoliques (MCP) est déterminée par la formule

suivante :

MCP=M’-M

Le pourcentage des composes phénoliques (PC) est calculé comme suit :

M ¢
P (= 100% « ——
PE’

PE’ : masse de la prise d’essai (g) pour les composés phénoliques.

11.4. Dosage des substances actives :

11.4.1. Dosage des composes phénoliques :
e Principe :
Le réactif de Folin Ciocalteu, mélange des acides phosphotungstique (H3P
W1204O) et phospho-molybdique (H3PM012040), est réduit en présence de polyphénols

en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. L’intensité¢ de la
coloration est proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans 1’échantillon
(Ribéreau- Gayon, 1968, Tanguy, 1971).
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e Mode opératoire :
La teneur en composés phénoliques est estimée selon la méthode de Singleton et

Rossi (1965) in Sousek et al. (1999) (Figure 22).

0,5 ml de Pextrait

2.5ml de réactif de Folin-ciocalteu (1/10)
2 ml de la solution E———

Na,COj3 (75g/1) . 5min

Lecture a 765 nm

Figure 23: Protocole de dosage des composés phénoliques (Sousek et al., 1999).

% Le blanc est préparé de la méme facon en remplacant I’extrait par le solvant.
%+ La concentration des composes phénoliques dans les différents extraits est déterminée
en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant I’acide gallique comme

standard, les résultats sont exprimés en pug EAG/mg d’extrait.

11.4.2.Dosage des flavonoides :

L’estimation quantitative des flavonoides (Figure 23) présents dans 1’extrait de notre

plante est réalisée selon la méthode colorimétrique de Simirgiotis et al, 2013.

e Principe
Le principe est basé sur la formation d’un complexe flavonoide-aluminium qui a un

maximum d’absorbance a 430 nm.
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e Mode opératoire :

1 ml de I’extrait

1 ml d’une solution éthanolique
de AICI;3 (2%)

Agitation +
Incubation/10m

Lecture a 430 nm

Figure 24 : Protocole de dosage des flavonoides (Simirgiotis et al, 2013).

% Le blanc est préparé de la méme fagon sauf que I’extrait est remplacé par le solvant.
% La concentration des flavonoides est déterminée en se référant a la courbe
d’étalonnage obtenue en utilisant la quercétine comme standard, les résultats sont

exprimés en ug EQ/mg d’extrait.

11.5. Détermination de I’activité antioxydant :

11.5.1. Activité scavenging du radical DPPH':

% Principe :

L’effet « scavenger » de nos extraits vis-a-vis du radical DPPH est mesuré selon la
méthode de Zellagui et al., 2012)* . C’est une méthode colorimétrique basée sur la capacité
des substances dites antioxydants a donner un électron au radical synthétigue DPPH. Cette
réduction ce traduit par le changement de la couleur violette de la solution éthanolique de
DPPH vers une coloration jaunatre (Molyneux, 2004).

La méthode DPPH considéré comme simple, rapide et une méthode convenable

indépendante de la polarit¢ de 1’échantillon pour I’évaluation de D’activité scavenger de
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beaucoup d’échantillon ( Koleva et al.,2001), Le DPPH est un des radicaux synthétiques les
plus utilisés pour eévalué les propriétés anti-radicalaires des composés bioactives,(Locatelli et
al., 2010),

e
S

Diphenylpicrylhydrazyl + Antioxydant-OH — Diphenylpicrylhydrazine + Antioxydant-O.

(Couleur violet) (Couleur jaune)

Figure 25 : Réduction du radical DPPH en présence d’un antioxydant

Le mode opératoire est résumé sur la figure 24 :

l‘ 20 pl de I’extrait \l

2 ml d’une solution éthanolique
De DPPH (10 * M)

Lecture a 517 nm
(en fonction du temps)/ 5mn

Figure 26 : Le protocole d’étude de I’activité scavenging du DPPH (Zellagui et al., 2012)?

e Le blanc est préparé de la méme fagon sauf que 1’extrait est remplacé par le solvant.

e Le pourcentage scavenging est calculé selon la formule suivante :
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% scavenging du radical DPPH = (Ap-Ae/ Ap) X 100
» Ay absorbance du blanc

» Ag: absorbance en présence de chaque concentration d’extrait.

11.5.2.Mesure du pouvoir réducteur :

% Principe :

Le pouvoir réducteur est déterminé par la méthode de Oyaisu et al. (1986) in
Amaroweiz et al. (2004). Ce test est basé sur la capacité de I’antioxydant présent dans
’extrait a réduire le fer ferrique Fe **" (FeCls) en fer ferreux Fe™*(FeCl,) en présence d’un
agent chromogeéne le ferricyanure de potassium KsFe(CN)g (Pin-Der-Duk, 1998) . L’intensité
du complexe de couleur bleu, avec un maximum d’absorbance a 700nm, est proportionnelle

a la concentration en antioxydant. Le mode opératoire est résume sur la Figure 25

1ml de I’extrait

1 ml du tampon phosphate (0.2M, pH 6.6)

1 ml de KsFe(CN)g 1%

50°C/20min 1 ml de TCA (10%)

Centrifugation a
3000a / 10 min

1.5 ml de H,O (distillé)

1.5 ml de surnageant

0.3 ml de FeCl3 (0.1%)

Lecture a 700 nm J

Figure 27 : Détermination du pouvoir réducteur (Oyaizu et al., 1986).
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e Le blanc est préparé de la méme facon sauf que 1’extrait est remplacé par le solvant.

11.5.3. Inhibition de la peroxydation lipidique de I’acide linoléique :

% Principe :

La peroxydation lipidique est une mesure des dommages des lipides membranaires causés
par ’attaque des especes oxygénées réactives, générent de nombreux produits de dégradation
le MDA 1’un de ces produit a été étudié largement comme indice de la peroxydation lipidique
et un marqueur du stress oxydatif ( Janero, 1990).

Cette méthode a été choisie pour la mesure de la peroxydation lipidique selon le protocole
de (Choi et al., 2002). L'inhibition de la peroxydation de I'acide linoléique dans un systéeme
d'oxydation catalysé par l'ascorbate de Fe. Les analyses d'anti-peroxydation des différents
extraits ont été réalisées a l'aide d'une méthode d'acide thiobarbiturique (TBA) basée sur

I'inhibition de la peroxydation de I'acide linoléique selon une méthode Iégerement modifiée

Le pourcentage d'inhibition de la peroxydation de I'acide linoléique a été défini comme

suit: dans I'équation suivante:

Activité d'inhibition de la peroxydation de I'acide linoléique :
(%) = [(Ao-Al) / A0] X 100

Ou

Ao : est la réaction d'absorbance de contrble (contenant tous les réactifs sauf I'échantillon)
Al : est I'absorbance de I'extrait d'échantillon ou standard.
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Le mode opératoire est résume sur la figure 27 :

| Echantillon 50-500ug/ml |

0,28 mg d’acide linoléique +
0,28 mg de tween 20 +
tampon phosphate (100 uM, pH 7,4)

500 ml tampon phosphate (100 pM,

pH 7,4)
150 pl d’acide ascorbique (10 pM)
Vortex et obtention de solution homogéne
Initiation de la
peroxidation lipidique
[ 0,1 ml FeSO4 (10 uM) }
37°C / 60min
Apreés refroidissement
1.5mlde TCA (10 %
dans HCL 0,5 %)
3 ml de TBA (1% dans NaoH 50 mM)
: . Bain mari 90°C / 60min
[ Allquote de 2 ml + 2ml Butanol ]<: | Aprés refroidissement

Centrifugation
10000/30 min

== [ sumageantJon———>> | Lecture 2 532 nm

Figure 28 : Mesure de I’inhibition de la peroxydation de I’acide linol¢ique (Choi
et al., 2002).
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11.6. Evaluation du potentiel anti-prolifératif :
L’activité anti-proliférative des extraits a été évalués sur les lignée cellulaires : la
lignée HelLa en utilisant le test xCELLigence et la lignée Cg (rat brain tumor) en utilisant le

test de prolifération BrdU ELISA assay.

= Culture cellulaire :

Les cellules ont été cultivées dans le milieu ( Dulbecco’s modified Eagle’S medium)
(BMEM, sigma), supplémentées avec : sérum de veau feetal 10 % (v /v) (sigma, Allemagne)

et une solution penStrep (sigma, Allemagne), incubées a 37 °C sous 5 % de CO,.

= Détermination de I’inhibition de croissance (Clsg et Clys) :

La détermination de I’activité anti-proliférative est réalisée en évaluant la concentration
de I’extrait inhibant 50 % de la croissance cellulaire (CI 5p) par rapport & un témoin cultivé
dans les mémes conditions en I’absence du composé étudié. Ce test simple et rapide permet
de réaliser une sélection rapide de molécules ou composés présentant une activité susceptible

de limiter ou stopper la croissance des cellules cancéreuse.

11.6.1. Traitement des cellules et test de prolifération cellulaire :
11.6.1.1. Test ELISA assay :

Ce test est effectué en microplaques a 96 puits (COSTAR, Corning, USA), les cellules
ont été déposées dans les plaques & une densité de 3 10* cellules par puits.

Les cellules en ensuite été incubées pendant une nuit avant d’appliquer le BrdU Cell
Proliferation ELISA assay reagent (Roche, Allemagne), selon les recommandations du
fournisseur.

La densité optique est mesurée a 450 nm sur le lecteur de microplague (Awareness,
chromate, USA) afin d’évaluer la croissance cellulaire.

Les reésultats ont été rapportés en tant que pourcentage d’inhibition de la prolifération
cellulaire ou la densité optique est mesurée a partir de cellule témoins traitées dont la

prolifération est considérée 100 %.

Le pourcentage d’inhibition de la prolifération cellulaire a été calculé comme suite :
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% d’inhibition = [1-Do cellules traitées/Do témoin] x 100

e [L’activité des échantillons a été évaluée sur des concentrations de 250, 100,50 pg/ml.

e Le 5-FU a éteé utilisé en tant que composé standard (contrdle positif).

e Les extraits ont été préparés dans le DMSO (diméthyle sulfoxyde) et dilué avec
DMEM ( la concentration finale du DMSO est inférieure a 0,1% dans tout les tests.

e Lesvaleurs ICs et IC75 ont été déterminées en utilisant ED 50 plus 1.0

e Les résultats de 1’étude in vitro sont des moyennes + SD de six mesures.

e Les différences entres les groupes ont été testés avec I’ANOVA, les valeurs de P qui
sont < 0,01 ont été considérées significatives et analysées par SPSS (version 11.5 pour
Windows 2000, SPSS Inc.

11.6.1.2. Test xCELLigence (RTCA):

Un instrument d'analyse cellulaire en temps réel (ONE) a été utilisé pour
analyser la capacité des extraits a induire la croissance cellulaire de la lignée cellulaire
HelLa. Un réseau de capteurs de cellules électroniques nouvellement développé, le
XCELLigence RTCA, a été utilisé avec une méthode littéraire récemment publiée aux
concentrations de 250, 100 et 50 pug /mL. Toutes les mesures ont été effectuées en

intervalles de 10 minutes et triplées. (Koldas et al., 2015).

11.7. Etude statistique

Une étude statistique a été réalisée pour la comparaison des résultats. Le calcul de la
moyenne et de I’écart type sont réalisés avec 1’Excel 2007, toutes les données représentent la

moyenne de trois essais.
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I11. 1. Extraction par solvants a polarité croissante :

La méthode d’extraction par épuisement successif a ’aide de solvants de polarité
croissante a été adoptée, qui repose sur la répartition sélective des composes phénoliques
contenus dans 1’extrait méthanolique retenu selon leur solubilité entre les phases organiques

utilisés : chloroforme, éthyle acétate, n-butanol et la phase aqueuse.

Sur le tableau V sont reportées les valeurs des rendements d’extraction en composés
phénoliques exprimées en pourcentage enregistrés au niveau des différents extraits obtenus

a partir de la partie aérienne des trois espéces du genre Euphorbia

Tous les rendements d’extractions sont exprimés en pourcentage de la masse d’extrait par

rapport a la masse de la poudre végétale initiale

1 -
0,8 -
0,6 1
0,4 -
0,2 A

-
0 T T 1
Chloroforme éthyle acétate n-butanol

Figure 29 : Le rendement d’extraction chez E .cornuta Pers

2,5

1,5 ~

Chloroforme éthyle acétate n-butanol

Figure 30 : Le rendement d’extraction chez E .dendroides L.
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1,4
1,2 A

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

Chloroforme éthyle acétate n-butanol

Figure 31 : Le rendement d’extraction chez E .helioscopia L.

Considérant la diversité et les propriétés structurales complexes des composés
phénoliques, il est difficile de mettre au point une methode d’extraction exhaustive pour

extraire tout les composés phénoliques d’une plante (Naczk et Shahidi, 2006)

Notons également que le taux d’extraction des polyphénols est influencé par le temps
d’extraction (Naczk et Shahidi, 2006), tel que le montre le tableau V (annexe), les meilleurs
rendements ont été obtenus avec 1’extrait n-butanol dans le cas des trois especes du genre
Euphorbia ( E.cornuta Pers. ; E.dendroides L. ; E.hélioscopia L.), cela s’explique par
I’épuisement des composés hydrosolubles par la phase aqueuse, le reste des composés sont
répartie entre la phase éthyle acétate et chloroforme

D’aprés ces résultats nous constatons que les rendements d’extractions de E.cornuta
Pers. pour I’extrait chloroforme et éthyle acétate ont été de 0,078 % et 0,1% respectivement
également pour E.hélioscopia L. le rendement le plus faible est enregistré avec 1’extrait
chloroformique avec un taux de 0,33 % suivi par 1’éthyle acétate (0,79 %) qui est deux fois
plus supérieure. La solubilité des polyphénols est aussi affectée par la polarité du solvant
utilisé (Naczk et Shahidi, 2006).

Tandis que chez E.dendroides L. I’extrait chlorofomique présente un rendement plus

élevé (0,65 %) par rapport a celui de I’extrait éthyle acétate (0,42 %), La solubilité des
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polyphénols est gouverné par leur nature chimique et varient des formes les plus simple au
forme hautement polymérisé (Naczk et Shahidi, 2006 ).
On remarque que le rendement de E.cornuta est largement faible par rapport a celui de

E.helioscopia et E.dendroides.

On remarque que ces résultats rapprochent de ceux déja rapportés dans la littérature avec
des solvants de méme densité ou avec l'utilisation d'autres méthodes d'extraction

Nos résultat reste inférieur a celui obtenu par (Qaisar et al., 2012) qui enregistre un taux
de 35,55% au niveau de I’extrait chloroforme chez E.helioscopia et que le screening
phytochimique révele que cet extrait est riche en tanins et en terpenoides ce qui explique la

teneur faible en polyphenols dans 1’extrait chloroformique de notre plante ( E.helioscopia)

Par contre, ces résultats restent comparable a ceux obtenus par (Vamsidhar et al., 2000)
chez E.heterophylla avec une valeur de 1,4 % pour I’extrait chloroforme et 0,3 % pour
I’extrait éthyle acétate cette différence est due a la méthode d’extraction (extraction par
soxhlet)

Les résultats trouvé par Barla et al., 2007 sur deux espéces du genre Euphorbia sur
I’extrait (¢ther de pétrole, acétone, éthanol) qui est de (2,14 ; 3,54 ; 11,14) respectivement

chez E. macroclada et de (4,86 ; 7,12 ; 9,90) chez E.acanthathamnos respectivemnt

111.2.Dosage des composes phénoliques :
111.2.1. Dosage des polyphénols totaux :

La concentration en polyphénols des différents extraits des especes du genre
Euphorbia a été déterminé a partir d’une courbe d’étalonnage en utilisant 1’acide gallique
comme référence ( figure 31).

La teneur en composés phénoliques totaux des différents extraits sont reportés dans le
tableau V, le taux est exprimé en <<ug>> d’équivalent d’acide gallique par << g>> d’extrait
sec, chaque essai a été repété trois fois et chaque valeur rapportée dans le tableau est une
moyenne.

L’analyse de ces résultats indique qu’il ya une différence dans la teneur en polyphénol
entre les trois espéces étudiées et entre les extraits de chaque espéce, chez Euphorbia cornuta

Pers. c’est I’extrait éthyle acétate qui est plus riche en phénols totaux avec une valeur de
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433,32+20,56 ( trois fois plus riche) suivi de 1’extrait n-butanol et chloroforme qui présentent
des valeurs presque similaire de 144,77+14,85 et 139,96+13,20 respectivement

Egalement chez Euphorbia dendroides L. c’est I’extrait éthyle acétate qui est le plus
riche en polyphenols avec une teneur de 929,15+20,1 suivi par I’extrait n-butanol (164,
25+16,40) et de I’extrait chloroformique (108,62+19,33)

Tandis que chez Euphorbia helioscopia L. la quantité de composés phénoliques varie
d’une maniére croissante de I’extrait n-butanol (156,21+4,55) a I’extrait éthyle acétate (149,
9143,16) et enfin I’extrait chloroformique (104,48+3,26).

En analysant ces résultats, nous remarquons que 1’ensemble des extraits éthyle acétate
sont riche en polyphenols et les extraits chloroformiques sont relativement pauvres en
polyphenols .

La quantification des composes phénoliques dans la matiére végétale est influencee par
leur nature chimique, la méthode d’extraction, la taille des particules de 1’échantillon, temps

et condition de stockage ainsi que la méthode d’analyse utilisé (Naczk et Shahidi, 2006)

Les composeés phénoliques sont généralement solubles dans les solvants organiques
polaires et les solutions aqueuses et peu solubles dans les solvants organiques apolaires
(Bruneton, 1999 ; Macheix et al., 2005).

Il y a une possibilité d’interaction des polyphénols avec d’autres composés de la plante
tels que les carbohydrates et les protéines, ces interactions peuvent conduire a la formation de

complexe qui peuvent étre insoluble (Naczk et Shahidi, 2006).

Ce résultat est largement supérieur a celui trouvé par Ganga Rao battu et al, (2011)
chez les E. heyneana (extrait ethanolique) qui a trouvé une valeur de 54,21+2,11 mg EAG/g

d’extrait.

Ce résultat reste comparable a ceux trouvés par Loh et al,( 2009) chez E. hirta avec une
valeur de 268 mg GAE/g d’extrait au niveau de I’extrait aqueux alors que I’extrait

methanolique contient un taux de 93 mg GAE/g d’extrait.

On peut remarquer, d'aprés les résultats des phénols totaux des différents types d'extraits
trouve par Barla et al, (2007) que la teneur en polyphenols totaux chez E.acanthothamnos est
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de 6,26 +2,21 ( extrait éther de pétrole), 92,12+1,03 ( extrait acétone), et de 176,01+1,11
(extrait éthanol) que les extraits polaires sont marqués par les teneurs les plus élevées en

phénols totaux tandis que les extraits apolaire en particulier en sont les plus faibles.

Nous constatons également que le taux des composés phénoligues totaux varie en fonction
de la partie utilisé, les résultats apportés par Arra Basma et al, (2011) chez E. hirta est de
206,17+1,95 mg EAG/g d’extrait chez les feuilles suivi par les fleures, racines et tiges avec
des taux de (117,08+3,10), (83,15+1,19), (65,7+1,72) mg EAG/g d’extrait.

0,9 -
0,8 -
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

y =0,0201x
R?2=0,9893

Absorbance a 750 nm

0 10 20 30 40
Concentraction pg/ml

Figure 32: Courbe d’étalonnage pour le dosage des polyphénols
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Tableau V: Teneur en composés phénoliques totaux des extraits obtenus a partir de trois

especes d’euphorbiacée

Composés phénoliques totaux
Chloroforme Ethyle acétate n-butanol
E. cornuta.Pers |144,77+14,85 433,32+20,56 139,96+13,24
E.dendroides.L |108,62+19,33 929,51+20,1 164,25+16,40
156,21+4,55
E.hélioscopia.L |102,48+3,26 149,91+3,16

111.2.2. Dosage des flavonoides totaux:

Les flavonoides sont un groupe de composés naturels les plus répondu et diversifiés et
sont vraisemblablement les composés phénoliques les plus importants (Agrawal, 1989).

Les flavonoides sont un groupe de composés naturel connue pour ces propriétés
pharmacologiques variés comme antioxydant, anti-inflammatoire et diurétique ( Havsteen et
al., 2002)

La teneur en flavonoides de nos échantillons est déterminée a partir de la courbe
d’étalonnage établie avec la quercétine comme référence. (Figure 32). Le taux est exprimé
en <<ug>> d’équivalent de quercétine par « g » d’extrait. Les teneurs en flavonoides totaux
sont donnés dans le tableau V1.

Nous remarquons que ¢
hez les trois especes du genre Euphorbia c’est I’extrait éthyle acétate qui présente la teneur la
plus élevée en flavonoide, et les taux les plus faibles sont observés dans I’extrait apolaire
chloroformique chez les trois espéces.

On remargue également que les extraits qui sont les plus riches en composés phénoliques
sont les plus riches en flavonoides chez E.cornuta Pers. et E.dendroides L. tandis que ce n’est
pas le cas chez E.helioscopia L. ou I’extrait n-butanol a exhibé autant de flavonoide.

De cette présente analyse on déduit que les extraits de la partie aérienne des trois especes

du genre euphorbia sont plutdt riches en flavonoide polaire.
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On constate egalement que tous les extraits présentent une valeur faible en flavonoide par
rapports au taux de composes phénoliques totaux, donc nos extraits doivent contenir d’autres

classes de composés phénoliques.

Les résultats menés par Barla et ces collaborateurs, 2007 chez E. acanthothotamnos que
le taux en flavonoide est de 04,66+0,36 mg EQ/g d’extrait dans I’extrait éther de pétrole, et
de 15,15+0,77 mg EQ/g d’extrait dans 1’extrait acétone, et de 33,72+3,07 mg EQ/g d’extrait
(extrait éthanol).

Alors que les résultats apportés par Arra Basma et al, 2011 chez E. hirta qui est de ( 37,
97+0,003) mg CEQ /g d’extrait chez les feuilles suivi par les fleures, la racine et la tige avec
des valeurs de 35,200+0,002 mg CEQ/g , 24,350,006 mg CEQ/g et de 24,120+0,004 mg
CEQ/g d’extrait respectivement

y =0,0604x
R?=0,9983

Absorbance a 430 nm

0 T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14
Concentration ug/ml

Figure 33 : Courbe d’étalonnage pour le dosage des flavonoides
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Tableau VI : Teneur en flavonoides totaux des extraits obtenues a partir de trois especes du

genre Euphorbia

Flavonoides totaux
Chloroforme Ethyle acétate n-butanol
E. cornuta Pers. |14,52+1,73 43,07+8,32 25,15+2,10
E.dendroides L. |12,16+0,2 26,04£0,3 7.83+0,12
E.helioscopia L. |16,91+0,70 25,01 +0,76 22,08+0,81

111.2.3. Identification par HPLC des composés phénoliques obtenus :

La chromatographie liquide haute performance (HPLC) est un moyen trés flexible et
simple qui permet d’isoler et d’identifier les composés d’un mélange.

L’identification et la quantification des composés phénoliques présent dans les extraits
se fait pas comparaison du temps de rétention des spectres de masse obtenus a partir des
standards.

Les composés identifiés dans les différents extraits ainsi que leur temps de rétention et
leur pourcentage relatif dans les extraits sont présentés aux tableaux VI, VIII, IX.

Les profils chromatographiques des différents extraits analysés par HPLC sont
présentés en annexe 02.

L’objectif principal est d’identifier les composés responsables de I’activité sélective

des extraits, et tous les composés sont identifiés suite & la disponibilité des étalons.
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Tableau VII : Composition quantitative en composés phénoliques des extraits de E.Cornuta

Pers.
Extraits (concentration mg
Les composés Tr | Masse | Formule phenol/Kg de poudre)
Chloroforme |EtOAc |n-butanol
Acide gallique 2,820 | 170,12 | C7HgOs - 1,06 -
Acide gentisique 4,322 | 154,12 | C;HgO4 - 2,24 1,014
Acide chlorogénique | 6,101 | 354,12 | C16H1509 - 0,14 3,817

Acide 6,833 | 138,12 | C;HO3 - 5,14 -
4-hydroxybenzoique

Acide protocatéchique | 6,935 | 154,12 | C;HgO,4 - 0,17 -

Acide vanillique 7,725 | 168,14 | CgHgO4 0,2 1,7 -

Acide caféique 7,609 | 180,16 | CyHsO4 - 0,64 -

4- 9,141 1122,121| C;H¢O; 0,13 - -

hydroxybenzaldehide

Rutine 9,444 | 610,52 | Co7H30016 - - 0,526
Acide P-coumarique | 9,913 | 164,16 | CgHgO3 - 1,25 -

Acide chicorique 10,622 - 0,02 0,386
Acide férulique 10,695| 194,18 | C10H1004 0,25 1,41 -
Apigénine-7-O- 12,257(270,236| Cq5H105 - 0,07 -

glucoside

Acide rosmarinique |11,878 - 0,13 -
Acide Salicylique | 13,284]138,121| C;HgO3 0,02 1,16 -
Quercetine 15,430 302,235 | C15H1007 - 0,21 -
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Naringénine 17,0421272,257| C15H120s5 0,02 - -

D’apres les profils HPLC des trois extraits obtenus aprés épuisement de la partie
aerienne chez les trois espéces du genre Euphorbia, on remarque la présence de flavonoides et

d’acides phénoliques dans tous les extraits.

Les données correspondantes a 1’évaluation quantitative des composés phénoliques
identifiés dans la partie aérienne de E.cornuta Pers. sont représentés dans le tableau V111

Partons de ces résultats, nous constatons que 1’extrait CHCI3 contient 06 composes, et
I’extrait éthyle acétate contient 15 composés alors que I’extrait butanolique comporte 05
composé uniquement.

Tout les composés identifiés dans les différents extraits ont été détectés en faible
quantité, la rutine a été détecté uniquement dans 1’extrait n-butanol (0,526 mg/kg de poudre)
et la naringénine dans 1’extrait chloroforme (0,02 mg/kg de poudre) alors que la majorité des
composés sont trouvés dans I’extrait EtOAc ( Apegénine (0,07 mg/kgde poudre) ; Quercéti
ne ( 0,21mg/ kg de poudre) ; Acide p-coumarique (1,25 mg/kg de poudre) ; ’acide caféique
(0,64 mg/kg de poudre) ; I’acide 4-hydroxybenzoique ( 5,14 mg/kg de poudre) ; acide gallique
(1,06 mg/kg de poudre ) ; acide protocatéchique (0,17 mg/kg de poudre )

Nos résultats sont inférieure a ceux trouvés par Trindode et al., 2014 qui ont trouvés
suite a une analyse par HPLC-Uv-Vis une quantité plus élevé d’acide férulique dans I’extrait
méthanolique et acétonique chez E. tirucalli qui est de 0.59 + 0.028 g/ 100 g d’échantillon et
0.40 + 0.014 g/100 g d’échantillon respectivement par rapports a nos extraits chloroforme et éthyle
acétate ou la teneur est faible (Tableau VI1)

Caxito et al., 2017 ont reporté la présence dans la partie aérienne chez la méme espéce

E.tirucalli de la quercetine apres analyse par (HPLC-UV-DAD)

Tableau VIII : Composés déterminés par HPLC-TOF/MS a partir des extraits (chloroforme,

éthyle acétate, n-butanol) de E.dendroides L.

Extraits (concentration mg phenol/Kg

Composés Tr Masse |Formule |de poudre)
Chloroforme | EtOAc n-butanol
61,51 614,12 481,94

Acide gallique 2,831 [170,12 |CsHsOs

Acide gentisique [4,358 |154,12 | C7HgO4 2,37 33,61 1,25
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Acide 60,1 642,01 4505,78
chlorogénique 5,984 |354,12 | Cy6H1509
Acide 12,72 - 9,35
4- 5,531 |138,12 |C;HgOs
hydroxybenzoique
Acide 1,37 7,74 3,08
protocatechique 6,959 115412 1C7HeO
2,72 10,88 4,05
Acide vanillique |7,796 |168,14 |CgHgO4
Acide caféique 7,623 |180,16 | CoHgOu 7,84 67.79 2,51
Rutine 9,081 |610,52 |Cy7H30016 0,03
Acide 9,917 | 164,16 | CgHgOs 1,34 11,64
P-coumarique 10,07
Acide chicorique |10,982| 474,371 | C2H15012 0,16 1,02 3,22
Acide férulique |11,082| 194,18 | C1oH1004 1,2 8,81 6,84
Hespéridine 12,284 |610,5606 | C2gH34015 0,46 - 1,49
Acide salicylique 13,284 | 138,121 | C;HgO3 6,91 - 9,70
Resvératrol 14,682 | 228,243 | C14H1,03 - - 42,31
Acide cinnamique | 15,779 | 148,1586 | CgHgO> 1,7 - 10,70

L’analyse par HPLC des extraits obtenue a partir de la partie aérienne de E. dendroides

L. montrent que dans I’extrait chloroforme, éthyle acétate et n-butanol c’est I’acide gallique (

61,51 mg/kg de poudre; 614,12 mg/kg de poudre et 481,94 mg/kg de poudre )

respectivement

équivalentes dans I’extrait chloroformique et éthyle acétate (tableau V1II)

et ’acide chlorogénique qui sont majoritaires avec des valeurs presque

On constate également que [’extrait chloroformique contient 13 composés alors que

I’extrait éthyle acétate contient 10 composé tandis que dans 1’extrait n-butanol on trouve 14
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composé¢ et du point de vu quantitatif 1’extrait éthyle acétate est meilleures, on remarque que
la rutine a été détecté uniquement dans 1’extrait éthyle acétate et en faible quantité ( 0,03
mg/kg de poudre végétale ) alors que I’hespéridine est détecté dans 1’extrait chloroforme (

0,46 mg/kg de poudre ) et I’extrait n-butanol (1,49 mg/kg de poudre ) en faible quantité

Nos résultats sont similaire a ceux trouve par Pidro-Jabrucka et al., 2011 ou I’acide
chlorogénique constitue le composé majoritaire dans I’extrait méthanolique de la tige de

E.hirta suite a ’analyse par HPLC avec une quantité de 73,78 mg/100 g de matiére seéche

Egalement Pintus et al., 2016 suite a 1’analyse par HPLC-DAD de I’extrait éthanolique
des feuilles de E. characias ont confirmé la présence de I’acide gallique, la catéchine et 1’acide

éllagique

Rozimamat et al., 2018 ont identifier pour la premiere fois le kaempferol (11,71 mg) et
la quercetine (32,40 mg ) chez E. alatavica ( partie aérienne)

Singh et Kumar., 2016 ont également confirmé la présence de la quercetine et du
kaempferol dans I’extrait éthyle acétate des tiges de E.hirta

Tableau IX : Composés déterminés par HPLC-TOF/MS a partir des extraits (chloroforme,

éthyle acétate, n-butanol) de E.helioscopia L.

Extraits (concentration mg
Les composes Tr Masse | Formule phenol/Kg de poudre)
Chloroforme | EtOAc  |n-butanol

Acide gallique 2,824 170,12 | CsHgOs - 2,56 -
Acide gentisique ~ |4.357 15412 | CiH¢Os - 595 1 2329
Acide
A-hydroxybenzoique 6,532 138,12 |CsHsO3 - 3,06 -
Acide chlorogénique [6,134 354,12 | CiH1509 - - 0,2
Acide
protocatéchique 6,952 [154,12 |C7HgO4 - 0,72 -
Acide vanillique ~ |7,553 168,14 | CsHsOs - 4,18 0.25
4-
hydroxibenzaldehyde 9,144 1122121 | GH:O; i 3,06 ]
Rutine 9,407 [610,52 |Cy7H30016 - - 0,46
Acide férulique 10,324 1194,18 | C19H1004 0,07 - 0,11
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Hespéridine 11,156 | 610,5606 | CogH34015 - 0,82 -
Acide salicylique 13,283 | 138,121 | C;HsO3 1,46 - -
Acide sinnamique 15,608 | 148,1586 | CoHsO; 1,46 3 -

Les résultats des analyses quantitatives et qualitatives par HPLC des différents extraits
de E. helioscopia sont donné dans le tableau 1X, I’analyse de ces résultats montrent que chez
E.helioscopia L. c’est I’extrait EtOAC qui est plus riche avec 08 composé qui ont été détectés
en faible quantité et le plus abondant étant 1’acide 4-hydroxuybenzoique (3,06 mg/kg de
poudre), 05 composé en tété détecté dans I’extrait n-butanol et 03 composé dans 1’extrait
chloroforme ( acide ferulique 0,07 mg/kg ) , I’acide salicylique et cinnamique en quantité
égale de 1,46 mg/kg de poudre.

En effet Loh et al ., 2009 avaient également signalé et confirme la présence de la rutine
dans DI’extrait méthanolique de E.hirta par contre la quercétine est détecté dans 1’extrait
méthanolique apres hydrolyse acide a 2 % de I’extrait sec, mais sa teneur est négligeable dans
I’extrait aqueux.

Noori et al., 2009 ont confirmé La composition qualitative des flavonoides dans I'extrait
alcoolique de E. helioscopia a indiqué 15 substances a caractére flavonoidique, par
Chromatographie bidimensionnel (2-DPC). L’hydrolyse acide de I'extrait alcoolique d' E.
Helioscopia par VVolobueva (1970) a donné la quercétine et le kaempférol.

Ghanadian et al,.2012 ont isolé pour la premier fois quatre flavonoide la quercetin 3-O-
S-D-rutinoside (Q3Rut), la myricetin 3-O-4-D-galactopyranoside (M3Gal), la quercetin 3-O-
S-D-galactopyranoside (Q3Gal) et la quercetin 3-O--D-glucopyranoside (Q3Glc) a partir de

la partie aérienne de Euphorbia microsciadia.
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Figure 34 : Structure des molécules isolées des trois especes du genre Euphorbia
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111.3. Etude de P’activité antioxydants :
111.3.1. Effet scavenger du radical DPPH :

Nous avons donc évalué le pouvoir antioxydant de nos extraits qui se sont montrés riche
en polyphénols, pour ce faire nous avons utilisé trois méthodes au DPPH et le pouvoir

réducteur ainsi que le test d’inhibition de la peroxydation lipidique.

Le résultat est différent selon le test utilisé. Cela pourrait s’expliquer par la sensibilité
propre a chaque test.

L’essai DPPH est appliqué pour déterminer 1’activité antioxydante des aliments, du vin
,des extraits de plantes et des composants pure (Awika et al.,2003 ; Vanden et al.,2000 ; Yu
et al.,2002)

Notre étude avait pour but d’évaluer le potentiel anti-radicalaire in vitro de la partie
aérienne de trois espéces du genre Euphorbia ( E.Cornuta Pers. ; E.dendroides L.;
E.helioscopia L.)

Les figures (34 a 43) illustrent respectivement les pourcentages « scavenging » du
radical DPPH des standards et des extraits a différentes concentrations en fonction du temps
chez les trois espeéces d’Euphorbiacées. Une relation proportionnelle est observée entre la
concentration en antioxydants (extraits et standards) et le pourcentage d’inhibition du radical

DPPH (Kumaran et al., 2006)
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Figure 35 : Effet scavenger contre le radical DPPH des standards
testés a différente concentration
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Figure 36 : Effet scavenger contre le radical DPPH de I’extrait chloroforme de E.
cornuta Pers. en fonction du temps
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Figure 37 : Effet scavenger contre le radical DPPH de I’extrait éthyle acétate
de E . cornuta Pers. en fonction du temps
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Figure 38 : Effet scavenger contre le radical DPPH de I’extrait n-butanol de E .
cornuta Pers. en fonction du temps
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Les extraits (chloroforme, éthyle acétate, n-butanol) de la partie aérienne de E.cornuta
Pers. ont exhibé un puissant effet scavenger contre le radical DPPH a la concentration de 1M
( Figure 35,36,37) , on remarque que l’extrait éthyle acétate exerce la plus grande activité
anti-radicalaire avec un pourcentage d’inhibition de 85,35 % a 1 M par rapport aux deux autre
extraits CHCI 3 et n-butanol qui présentent une activité anti-radicalaire similaire avec un taux
de 79,72% et 78,99 % respectivement.

Ces résultats s’expliquent par la richesse de 1’extrait éthyle acétate en phénols totaux par
rapport a I’extrait chloroforme et n-butanol, chose qui a été confirmé par HPLC-TOF-MS, 15
composés ont été détecté dans cet extrait ou I’acide 4-hydroxy-benzoique est le composé
majoritaire (5,14 mg/kg de poudre) (Tableau VII) qui est peut étre a l’origine de 1’effet
scavenger ou des effets synergique peuvent avoir lieu entrainant ainsi une augmentation de

I’activité antioxydante total de I’extrait éthyle acétate.

L’effet anti-radicalaire de nos extraits reste inférieure a celui exercé par les standards utilisé

(figure 34) I’ordre d’efficacité a 1 M peut étre résumé comme suite :

Acide ascorbique (76,93%) >Acide gallique (70,54 %) = quercétine (70,54%) > éthyle
acetate (85,35) > chloroforme (79,72) > n-butanol (78,99).

La réaction des phénols avec le radical DPPH différent d’un composé a un autre, trois type
de réaction rapide, intermédiaire et lente ont été distinguées pour la réaction entre le radical
DPPH et phénols (Campos et Lissi, 1999 ; Sanchez-Moreno, 2002)

Le mécanisme de réaction entre antioxydant et DPPH dépend de la conformation
structurelle de 1’antioxydant, certains composés réagissent trés rapidement avec le DPPH
pour réduire un certains nombre de molécules de DPPH égale au nombre de groupes
hydroxyles (Bondent et al., 1997)

L’activité antioxydante des composés phénoliques est principalement due a leur
propriété redox ce qui leur permet d’agir comme agent réducteur, des donneurs d’hydrogénes,
des piégeurs de 1’oxygene singulet, ils peuvent également avoir un potentiel chélateur de

métaux ( Rice-Evans et al.,1995) .

Trindade et al., 2014 ont attribué 1’excellente capacité antioxidante des extraits obtenus
a partir de E. tirucalli a sa forte richesse en acide férulique identifié par HPLC-UV
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Figure 39 : Effet scavenger contre le radical DPPH de I’extrait chloroforme de

E. dendroides L. en fonction du temps
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Figure 40 : Effet scavenger contre le radical DPPH de I’extrait éthyle acétate

de E . dendroides L. en fonction du temps
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Figure 41 : Effet scavenger contre le radical DPPH de I’extrait n-butanol de

E .dendroides L. en fonction du temps
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Comparativement aux standards, qui expriment le potentiel anti-radicalaire important
(figure 34), Les résultats des figures (38, 39, 40 41, 42, 43) nous montrent que l'effet anti-
radicalaire des extraits du chloroforme d’éthyle acétate et n-butanol de la partie aérienne de
E . dendroides L. et E.helioscopia L. a différentes concentrations et en fonction du temps,
diminuent jusqu’a atteindre les taux les plus bas a 1/100 0000 M. D'aprés ces résultats, on
conclut que les Extraits d’éthyle acétate possedent un potentiel anti-radicalaire hautement
appréciable contre le radical DPPH qui est de 85,19 % a 1M chez E. dendroides L. (figure
39) alors que chez E.helioscopia L. c’est I’extrait n-butanol qui est le plus actif avec un
pourcentage d’inhibition du radical DPPH de 85,91 % a 1M chez (figure 42) par contre les
extraits du chloroforme n'ont exhibé qu’une modeste activité anti-radicalaire (66,89 % a 1 M
chez E.dendroides L. (figure 38) et de 55,87 % a 1 M chez E.heliscopia L. (figure 41). Au
terme de cette analyse l'activité anti-radicalaire des extraits organiques contre le radical DPPH

des especes étudiées serait étroitement liée a leurs teneurs en phénols totaux.

En effet ’activité de I’extrait éthyle acétate de E.dendroides L. est due a sa richesse en
acide gallique (614,12 mg/kg de poudre) et chlorogénique (642,01mg/kg de poudre) (Tableau
VIII) qui sont les composes majoritaires alors que 1’extrait n-butanol de E.helioscopia L. c’est

I’acide gentisique qui est le composé majoritaire (23,29 mg/kg de poudre) (Tableau 1X)

Nos résultats reste supérieure a ceux mené par Barla et al, 2004 sur I’espéce
E.dendroides récolté en Italie qui a enregistré un pourcentage d’inhibition du radical DPPH
de 8,35 % a 100 pg /ml et 19,75 % a 500 pg. alors que les résultats apporté par Arra Basma
et al, 2011 sur I’extrait méthanolique de E .hirta sur I’extrait des feuilles exercent une activité
anti-radicalaire importante ( 72,96 +0,78) % a un 1 mg/ml suivi par les fleurs, les racine et les
tiges avec un effet scavenger de (52,45+0,66) %, ( 48,59+0,97) % et ( 44,42+0,94) %
respectivement par contre le standard la BHT posséde une activité anti-radicalaire importante
qui est de ( 75,13+0,75) % a 1 mg /ml.

Rozimamat et al., 2018 ont isolé deux flavonoide par HPLC semi-préparative le
kaempferol, et la quercétine a partir de la partie aérienne de Euphorbia alatavica qui ont

exercé le meilleur effet scavenger contre le radical DPPH
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Figure 42 : Effet scavenger contre le radical DPPH de I’extrait chloroforme de
E . helioscopia L. en fonction du temps
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Figure 43 : Effet scavenger contre le radical DPPH de I’extrait n-butanol de

E . helioscopia L. en fonction du temps

100 -
c
S 80 -
S ——1M
< 60 -
= " —8—1/10M
T -
a8 1/100M
%v
= 20 1 VR 5 —34=1/1000M
[&] m.g D 0 0
3 0 ' ' ' | —%=1/10000M
g 0 100 200 300 400

Concentrations pg:ml

Figure 44 : Effet scavenger contre le radical DPPH de I’extrait éthyle acétate
de E .helioscopia L. en fonction du temps
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111.3.2. Mesure du pouvoir réducteur :

Les mémes extraits ont été soumis a d’autres tests d’activité biologique disponible au
laboratoire, dans ce test, la couleur jaune de la solution d’essaie change en différente nuances

de vert et bleu en fonction de la capacité réductrice de chaque compose ( Barros et al.,2007)

Des ¢études antérieures ont indique que la capacité de réduction d’un composé peut servir

d’indicateur important de son potentiel antioxydant (Jeong et al., 2004)
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Figure 45: Pouvoir réducteur des standards testés a différente concentration.
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Figure 46 : Pouvoir réducteur des extraits testés a différentes concentrations de
I’espéce Euphorbia cornuta Pers.

Les résultats du pouvoir réducteur des extraits de E.cornuta Pers. présentent un profil

comparable a celui de I’effet anti-radicalaire. La figure 45 montre que I’extrait éthyle acétate
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de la partie aérienne de E.cornuta Pers. présente la meilleure activité reductrice qui reste
inférieure a celle des standards (figure 44) mais supérieure a celle des autres extraits
chloroforme et n-butanol.

Ces résultats indiquent que le pouvoir réducteur augmente avec 1’augmentation de la
concentration de 1’extrait et du standard.

Cet effet réducteur de I’extrait éthyle acétate est due a sa forte teneur en substance active
il est plus riche en polyphénols totaux (433,32+20,56) (tableau V) et en flavonoides (15
composé identifiés par HPLC-TOF-MS) (tableau V1) par rapports a I’extraits chloroforme et
n-butanol qui présentent des valeurs presque équivalente en polyphénols avec des valeurs de
(144,77+14,85) et (139,96+13,20) respectivement.
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Figure 47 : Pouvoir réducteur des extraits a différentes concentrations de E.dendroides L.

Aucune donnée n’as été publié sur la capacité réductrice des composé phénoliques de E.
dendroides L., les extraits (chloroforme, éthyle acétate, n-butanol) de E .dendroides L. ont
montré un effet réducteur potentiel on remarque également que 1’activité est dose dépendante
et moindre que celle des standards (figure 46)

La quercétine est plus actif que I’acide ascorbique et I’acide gallique avec une
absorbance de 2,96, 2,54 et 1,88 respectivement a 100 pg/ml (figure 44).

L’extrait éthyle acétate a une concentration de 1000 pg/ml exerce la meilleure activité
réductrice avec une absorbance de 4 suivi I’extrait n-butanol avec une absorbance de 2,24
puis de I’extrait chloroformique avec une absorbance de 1,52 1’efficacité de I’extrait éthyle
acetate étant due au potentiel réducteur élevé des composes phénolique present dans cet

extrait
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Aussi ’effet réducteur est proportionnel a la teneur en polyphénol (tableau V), ce qui
suggére leur implication dans cet effet, chose confirmé par 1’analyse par HPLC-TOF-MS
(tableau VII1).
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Figure 48 : Pouvoir réducteur des extraits testés a différente concentrations de E.helioscopia L.

D’apres les résultats obtenus chez E.helioscopia L. (figure 47), nous constatons que
I’extrait n-butanol exprime une activité réductrice assez importante avec une absorbance de
1,396 a 1000 pg/ml suivi par ’extrait éthyle acétate qui a une activité aussi intéressante avec
une absorbance relativement proche qui est de 1,313 a 1000 pg/ml alors que 1’extrait
chloroformique enregistre une faible activité avec une absorbance de 0,558 a 1000 pg/ml.

Comparativement aux standards, [’ordre d’efficacité des extraits et des standards a 100
pg/ml est le suivant :

Quercetine > acide ascorbique > acide gallique > n-butanol > éthyle acétate>
chloroforme.

Ces valeurs confirme la relation entre la teneur en composé phénolique et I’activité anti-
oxydante, en effet ’extrait n-butanol est plus riche en composés phénolique (156,21+4,55)
(tableau V) ou I’acide gentisique est le composé majoritaire (23,29 mg/kg de poudre) suivi
par I’extrait éthyle acétate (149,91+3 ,16) ou 08 compose sont identifié par HPLC-TOF-MS
(tableau IX) en faible quantité donc I’activité est due probablement a 1’effet synergique, puis
par I’extrait chloroformique (102, 48+3,25) ou 03 compose seulement sont identifies par
HPLC-TOF-MS

Donc ces résultats se justifieraient par la teneur variable et la diversité de molécules

contenues d’un extrait a 1’autre.

114



Chapitre 111 Résultats et discussions

Nos résultats sont similaires a ceux rapportés par (Arra Basma et al, 2011) sur les
feuilles de E.hirta qui atteint une capacité réductrice avec une absorbance de 1,6 a 700 nm a 1
mg /ml et qui reste inférieur a celui du standard 1’acide ascorbique qui est de 2,01 a 1 mg/ml.

I1 a été rapporté que I’activité antioxydante de nombreux composé d’origine végétale est
proportionnelle a la teneur en composes phénolique (Rive-Evans et al., 1997)

On remarque que I’activité est dose dépendante est moindre que celle du standard

111.3.3.Test d’inhibition de la peroxydation de I’acide linoléique :

L’inhibition de la peroxydation lipidique par un agent externe est souvent utilisée pour

évaluer la capacité antioxydante.

L’activité antioxydante a été évaluée en utilisant I’effet inhibiteur des extraits de la partie
aerienne de trois espéces du genre euphorbia sur I’acide linoléique, le composé de référence

utilisé est la BHT.
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Figure 49 : Pourcentage d’inhibition de la peroxydation de 1’acide linoléique des
extraits de E.cornuta Pers.

Chez E.cornuta Pers. on remarque que le pourcentage d’inhibition de la peroxydation
est meilleur au niveau de I’extrait éthyle acétate avec un pourcentage d’inhibition de 97,36 %

a une concentration de 500 pg/ml qui est supérieure a celle du standard la BHT avec un
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pourcentage d’inhibition de 86,65 % a la méme concentration ( figure 48) , cet effet est peut
étre due aux composés phénoliques qu’il contient ( 15 composé détecté par HPLC-TOF-MS)
(tableau VII), en effet le taux de composés phénoliques déterminer précédemment dans cet
extrait a atteint (433,32+20,56) mg GAE/g d’extrait (tableau V), tandis que 1’extrait
chloroforme et n-butanol présente un effet inhibiteur presque équivalent qui est de 85,64 % et
84,80% respectivement et qui est presque similaire & celui exercer par la molécule de
référence a la méme concentration, I’analyse par HPLC-TOF-MS confirme les résultats

obtenus
L’ordre d’efficacité est le suivant : éthyle acétate> BHT>chloroforme>n-butanol.

On remarque chez E.cornuta Pers. que Les résultats du pouvoir réducteur et 1’effet
anti-radicalaire de ’extrait chloroforme, éthyle acétate et n-butanol présentent un profil
comparable aux études sur I’inhibition de la peroxydation lipidique.

L’activité antioxydante des flavonoides dépend fortement du nombre et de la position de

groupement hydroxyle dans la molécule (Sharma et Janmeda., 2014).

100 -
c
S
® 80 -
5 v\‘i -
S¥ 60 -
a Tg' —o—E.d.A
(1} 4
g ;fz’ 40 i =#i—E.d.B
Q.
&= 20 - BHT
£
._E 0 'V T T T T T 1
= 0 100 200 300 400 500 600
Concentrations pg/ml

Figure 50 : Inhibition de la peroxydation de 1’acide linoléique des extraits de
E.dendroides L . a différentes concentrations

L’extrait chloroforme chez E .dendroides L. et E.helioscopia L. se sont révélés inactif
et enregistre une valeur négative a une concentration de 500 pug/ml qui est de (- 140,24) et (-
28,38) respectivement, alors que 1’extrait éthyle acétate et n-butanol enregistrent des valeurs
positives deux hypothéses pourraient étre émises pour expliquer leur inactivité : soit que cet

extrait contiendrait peu ou pas de composés phénoliques du fait du caractére peu polaire du
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chloroforme, soit que les polyphénols présent ne correspondraient pas a ceux possédant des

propriétés antioxydante sur 1’acide linoléique.

Chez E.dendroides L. I’extrait éthyle acétate présente un pourcentage d’inhibition plus
important (73,11%) par rapport a celui de n-butanol qui est de 37,12 % (figure 49) cette
activité est corrélé avec la teneur en polyphénols totaux qui est supérieur dans 1’extrait éthyle
acétate (929,51+20,1) par rapport a I’extrait n-butanol ( 164,25+£16,40) (tableau V) et
I’analyse par HPLC-TOF-MS (tableau VIII) révele la présence de composes en quantité
importante dans 1’extrait éthyle acétate (I’acide gallique : 614,12 mg/kg de poudre ; ’acide
gentisique : 33,61 mg/kg de poudre) par rapport a I’extrait n-butanol ( I’acide gallique :
481,94 mg/kg de poudre; I’acide gentisique: 1,25 mg/kg de poudre) , alors que chez
E.helioscopia L. I’extrait n-butanol est plus efficace que celui de 1’éthyle acétate ( 30,66 %)
avec un pourcentage d’inhibition de 44,38 % ( figure 50) I’analyse par HPLC-TOF-MS
montre la différence de composition entre les extraits ou I’acide gentisique est le composé
majoritaire avec un taux de 23,29 mg/kg de poudre dans I’extrait n-butanol et contre une

teneur de 5,95 mg/kg de poudre dans I’extrait éthyle acétate (tableau 1X)

L’activité de nos extraits (éthyle acétate et n-butanol) reste inférieure a celle exercée par

le standard BHT a la méme concentration.

Cette inhibition de la peroxydation lipidique suit le méme ordre que celui des teneurs en
composé phénolique et en flavonoides chez E.dendroides L. et E. helioscopia L.

En générale, les extraits éthyle acétate (EtOAc) sont les plus actifs que les extraits
chloroforme et n-butanol donc ce sont les extraits les plus polaires qui ont le potentiel

antioxydant le plus marqueé.

Les composés phénoliques et flavonoides semble avoir un rdle important dans la
stabilisation de 1’oxydation des lipides et étre associé avec 1’activité antioxydante (Duh et al.,

1999 ; Zheng et Shetty, 1999 ; Yanishlieva-Maslarova,2001)

L’utilisation de trois tests antioxydants différents nous a permis d’avoir une meilleure

lecture de I’activité antioxydante de nos extraits.
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Figure 51 : Pourcentage d’inhibition de la peroxydation lipidique a différentes
concentrations des extraits de E.helioscopia L.

I11.4. L activité anti-proliférative des extraits :

Le cancer est une cause majeure de décés dans le monde, Dans les pays industrialisés,
il constitue la deuxiéme cause de mortalité apres les maladies cardiovasculaires (OMS, 2006).
Selon des projections de 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), d’ici 2020 le nombre
de déces di au cancer va connaitre une augmentation considérable dans les pays en
développement, aussi bien en Asie, en Afrique qu’en Amérique Latine et ce, principalement
en raison du vieillissement constant de la population humaine et de I’augmentation de la

pollution (Rastogi et al., 2004).

Notre étude a pour but d’évaluer le potentiel anti-tumoral in vitro des extraits de la partie
aérienne de trois especes du genre Euphorbia. Les extraits ont été préparé de facon successive
avec des solvants de polarité croissante (chloroforme, éthyle acétate, n-butanol), 1’inhibition
de la croissance cellulaire de ces extraits a ensuite été évaluées in vitro sur deux lignée
cellulaires cancéreuses différente : la lignée HeLa (cellule cancéreuse humaine de 1’utérus) et
la lignée C6 (cellule cancéreuse de cerveau chez le rat)

La méthode utilisée pour 1’évaluation de I’activité antiproliférative est présenté dans le

chapitre 11, alors que les résultats sont présentés aux figures (51 a 62).

Sur la lignée cellulaire C6 I’activité est évaluée selon la méthode BrdU ELISA assay a
trois concentration différente (250 pg/ml, 100 pug/ml, 50 pg/ml) et le composé de référence
utilise est le 5- fluroracil.
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Alors que sur la lignée HeLa c’est la méthode XCELLigence RTCA (Analyse Cellulaire
en Temps Réelle) qui est adopté. Cet instrument utilise basé sur une mesure d’impédance
permettant d’obtenir des informations qualitatives et semi-quantitatives sur 1’état biologique
des cellules pour faire une analyse dynamique, en temps reel (mesures sur plusieurs jours,
24h/24) et sans marquage, non invasive des événements cellulaires comprenant le
changement du nombre de cellules, I'adhésion cellulaire, la viabilité, la morphologie et la
motilité cellulaire (Ke et al., 2011; Moodley et al ., 2011; Solly et al., 2004).

De trés nombreuses études sur les propriétés cytotoxiques et anti-tumorales d’extraits

végétaux ont montré des résultats variables en fonction des lignées cellulaires utilisés.

L’activité anti-proliférative des extraits de E.cornuta Pers. ( E.c.C, E.c.A, E.c.B) etle
5-FU a été déterminés contre les cellules C6 (Figure 51,52,53 ,54 ), Les valeurs de L’ICs et

L’IC7s des extraits sont reportées dans le tableau X.

L’activité anti-proliférative de 1’ensemble des extraits augmentent en fonction de

I’augmentation de la dose contre les cellules C6 (figure 51).

E.c.C montre un effet anti-prolifératif supérieure au 5-FU contre les cellules C6 a 250
pg/ml (figure 51), toutefois I’extrait E.c.A enregistre une bonne activité anti-proliférative
comparé avec le standard a une concentration de 250 pg/ml alors que 1’extrait n-butanol a

montré une activité plus faible.

La capacité d’inhibition a 250 pg/ml contre les cellules C6 est : E.c.C> 5-FU> E.c.A>
E.c.B.

Sur la lignée cellulaire HeLa L’activité antiproliférative la plus élevée a été observée
toujours avec I’extrait chloroforme qui est actif avec un effet anti-proliferatif observée
uniquement a 250 pg/ml (figure 53) alors que la cytotoxicité est faible a 100 pg/ml et 50
ug/ml tandis que I’extrait éthyle acétate (figure 52) et n-butanol (figure 54) ne montrent

aucun effet inhibiteur de la prolifération des cellules cancéreuses aux concentrations testées.

Quelques composés phénoliques (les acides phénoliques, les flavonoides, les quinones,
les coumarines) ont prouvé une activité antioxydante efficace et ont également eu des activités
anti-cancéreuses, anti-carcinogéniqueset anti-mutagénique ( Ho et al., 1994 ; Owen et
al.,2000 ; Yang et al.,2001 ; Tapiero et al.,2002).
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Les composés phénoliques peuvent empécher la carcinogenése en affectant les
événements moléculaires dans le déclenchement, la promotion et les étapes de progression
(Yang et al., 2001)

Ce résultat peut étre explique par la composition révelé par 1’analyse par HPLC-TOF-
MS des extraits de E.cornuta parmi les composés identifiés et quantifiés seulement dans
I’extrait chloroforme on trouve [I’acide vanillique ,I’acide 4-hydroxybenzaldéhyde et la

naringénine qui sont a 1’origine 1’activité anti-proliférative

Ghanadian et al., 2012 ont isolé quatre flavonoide a partir de la partie aérienne de E.
microsciadia  parmi lesquelles la  quercetin 3-O-p-D-galactopyranoside (Q3Gal) and
myricetin 3-O-$-D-galactopyranoside (M3Gal) ont exercé [I’effet anti-proliferatif des
lymphocytes le plus important et ont conclu que les flavonoides avec un groupe hydroxyle en
position 3’ et 4’ dans le cycle -8 (Q3Gal) sont plus actif que ceux en position 3°-4’- et 5’-0H
substitution (M3Gal).

Des résultats similaires ont été rapportés par plusieurs auteurs dont les travaux de
Shekofteh et al., 2017 qui ont travaillé sur I’effet anti-cancéreux de 1’extrait hexane de trois
especes du genre Euphorbia ils ont observé que I’extrait E. microciadia a 50 pg/ml induit
I’apoptose des cellules cancéreuses de la lignée Hela (carcinome du col de I’hutérus) a 68%
alors que I’extrait de E. heteradenia induit ’apoptose des cellules K562 (leucémie myéloide)
a 99 % a 100 pg/ml, aussi I’extrait de E. osyridea induit I’apoptose des cellules Fen
(carcinome de la vessie) a 86%, la différence d’activité est expliqué par la présence de
composés qui exercent différents modes d’actions ou c¢’est la concentration des composés

présent dans ces extraits qui peuvent affecté les résultats obtenus
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Figure 52: L’activité anti-proliférative des extraits Euphorbia cornuta contre les
cellules C6 ; chague substance est testé deux fois en triple contre la lignée
cellulaire ; les donnés montrent la moyenne de deux expeérience individuelle
(P<0.01).

Tableau X. Valeurs d’ICs et 1C75 des extraits de E. cornuta pers contre les cellules C6.

E.c.C EcA E.c.B

1Cso * 139.45 107.74
ICss 127.59 198.25 178.60
*<50 pg/mL
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Figure 53: Activité antiproliférative conte la lignée HeLa de I’extrait E.c.A
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Figure 54 : Activité antiproliférative conte la lignée HeLa de I’extrait E.c.C
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Figure 55 : Activité antiproliférative conte la lignée HelLa de 1’extrait E.c.B

L’activié anti-proliférative de E.d.C, E.d.A, E.d.B et le 5-FU a été déterminé contre

les cellules CB6, les valeurs de IC50 et I’IC75 sont reportés dans le tableau XI.

L’activité anti-proliférative contre les cellules C6 augment avec 1’augmentation de la
dose pour tous les extraits (figure 55), les meilleurs résultats sont obtenus avec 1’extrait
chloroformique avec une IC50 de 113,97 pg/ml suivi par ’extrait éthyle acétate avec une IC
50 de 119,49 pg/ml, E.d.C et E.d.A montrent une activité anti-proliférative supérieure au
standard 5-FU a la concentration 250 pug/ml, toutefois 1’extrait n-butanol révéle une activite

anti-proliférative modéré comparer avec le standard
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La capacité d’inhibition a 250 pg/ml contre les cellules C6 est : E.d.C~ E.d.A> 5-FU>
E.d.B.

Et sur la lignée cellulaire HeLa tous les extraits chloroforme, éthyle acétate et n-butanol
(figure 56, 57, 58) respectivement possedent une cytotoxicité a la plus forte concentration
(250 pg/ml) néanmoins cette cytotoxicité est faible a 100 pg/ml et 50 pg/ml

On remarque d’apres nos résultats que 1’effet des extraits est différent en fonction de la
lignée cellulaire, sur la lignée C6 1’extrait n-butanol posséde la plus faible activité qui peut
étre expliqué par une teneur en flavonoides totaux inférieure (7,83+0,12) (tableauVI1) a celle
obtenue dans I’extrait chloroforme et éthyle acétate (12,16+0,2 ; 26,04+0,3) respectivement
alors que sur la lignée HeLa les extraits possedent une activité similaire 1’analyse par HPLC-
TOF-MS a révélée un profil chromatographique proches et renferment majoritairement des
acides phénoliques dont I’acide gallique et 1’acide chlorogénique sont les composés les plus
majoritaires dans tout les extraits (tableau VI11).

against C6 cell E250 pg/mL ®100 pg/mL ©E50 pg/mL
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Figure 56: L’activité anti-proliférative des extraits Euphorbia dendroides .L contre les
cellules C6 ; chaque substance est testé deux fois en triple contre la lignée cellulaire ; les
donnés montrent la moyenne de deux expérience individuelle (P<0.01).
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Tableau XI: Valeurs d’IC50 et 1C+5 des extraits d’E.dendroid.L contre les cellules C6

EdC EdA EdB

IC
IC

50

75

113.97 119.49 151.18
179.96 185.74 200.62
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Figure 57 : Activité antiproliférative contre la lignée HeLa E.d.C
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Figure 58 : Activité antiproliférative contre la lignée HeLa E.d.A
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Figure 59 : Activité antiproliférative contre la lignée HeLa E.d.B

Chez E.helioscopia L. , I’activié anti-proliférative de E.h.C, E.h.A, E.h.B et le 5-FU a été
déterminé contre les cellules C6 , les valeurs de IC50 et I’'IC75 sont reportés dans le tableau

XIlI.

L’activité anti-proliférative contre les cellules C6 augmentent avec I’augmentation de la
dose pour tous les extraits, D’extrait éthyle acétate est le plus actif avec un effet anti-
prolifératif intéressant (figure 59) suivi par I’extrait chloroforme avec une IC50 < 50ug/ml,
E.h.A et E.h.C montrent une activité anti-proliférative supérieure au standard 5-FU a la

concentration 250 pg/ml.

La capacité d’inhibition a 250 pg/ml contre les cellules C6 est : E.h.A> E.h.C> 5-FU>
E.h.B.

Sur la lignée cellulaire HelLa toujours les deux extraits chlorofome et éthyle acétate
(figure 62 et 60) présentent une meilleure activité mais uniquement a forte concentration (250
pg/ml) ces résultats sont confirmé par I’analyse par HPLC-TOF-MS qui révéle la présence de
08 composé dans 1’extrait éthyle acétate ce qui explique sa forte activité ou 1’acide gentisique
est le composé majoritaire et 03 compose ont été identifié dans 1’extrait chloroforme (tableau
I1X)

Toutefois 1’extrait n-butanol (figure 61) présente une trés faible activité comparé avec le

standard sur les lignees cellulaires C6 et HeLa pour toutes les concentrations testées.
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L’étude de I’activité antiprolifératives nous a clairement montré que 1’extrait n-butanol
en avait pratiquement aucune activite sur la prolifération cellulaire globale des lignée
cellulaires étudiées bien que contenant des flavonoides et des polyphénols ceci pourrait
s’expliquer par: la glycosilation des flavonoides bloquerait leur entrée dans les cellules
cancéreuses d’ou inactivit¢ de I’extrait. En effet les flavonoides sont généralement
cytotoxiques mais cette efficacité dépend d ‘ une part de leur glycosilation éventuelle et
d’autre part de leur degré de méthoxylation (Kouamé et al., 2009) donc la structure des
flavonoides présent dans ’extrait n-butanol chez les trois especes du genre Euphorbia ne

correspondrait vraisemblablement pas a celle des flavonoides a activité cytotoxiques.

Ces résultats corroborent ceux obtenus par d’autres auteurs. Wang et al.,, 2012, a
obtenus les mémes résultats avec les extraits ( chloroforme , éthyle acétate, n-butanol) avec le
méme procédé d’extraction chez E.helioscopia L. sur 05 lignée de cellules cancéreuses
humaines SMMC-7721, BEL-7402,HepG2, lignées cellulaires du carcinome gastrique
SGC-7901 et la lignée cellulaire du cancer colorectal SW480)

lls ont trouvé que E.h.B ( extrait n-butanol de E.helioscopia) exerce aucun effect
inhibiteur sur toutes les lignée cellulaires étudiées mais E.h.A ( I’extrait éthyle acétate ) et
E.h.C ( extrait chloroforme) sont beaucoup plus actives : Aprés traitement avec une
concentration de 150 and 200 pg/mL en utilisant les cellules SMMC-7721 pour 72 h, EAE
(extrait d’éthyle acétate ) a inhibé la croissance cellulaire a 77.47 et 80.91%,
respectivement, par contre CE (I’extrait chloroformique ) inhibe la croissance cellulaire a
40.91 et 51.76% respectivement.

D’aprés Wang et al., 2012 le composé active majoritaire responsable de 1’activité anti-

tumoral apres analyse par HPLC dans I’extrait éthyle acétate est la quercétine.
Les résultats rapporté par yang et al., 2008 suite a 1’étude de 1’activité anti-tumoral contre

la lignée LA795 chez E.helioscopia L. suite a I’analyse par HPLC dix composés ont été isolés

dont I’acide gallique est le composé majoritaire qui exerce le plus fort pouvoir anti-tumorale.
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Figure 60: L’activité anti-proliférative des extraits Euphorbia helioscopia L. contre les
cellules C6 ; chague substance est testé deux fois en triple contre la lignée cellulaire ; les
donnés montrent la moyenne de deux expérience individuelle (P<0.01).

Tableau XI1: Valeurs d’IC50 et IC75 des extraits de E.helioscopia.L contre les cellules C6.

Eh.C EhA EhB

1Cso * * 171.98
ICss 97.35 107.74 214.05
*<50 pg/mL
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Figure 61 : Activité anti-proliférative sur la lignée HelLa de I’extrait E.h.A
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Figure 63 : Activité anti-proliférative sur la lignée HelLa de I’extrait E.h.C
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I11.5. Les huiles essentielles de S. olusatrume L. :

111.5.1. Le rendement des trois huiles essentielles de S.olusatrum L. durants les trois

stades végétatif de la plante :

Nous avons entrepris une étude pour évaluer la variation de la composition chimique de
I’huile essentielle en fonction du cycle végétatif : nous avons suivi la composition chimique
de I’huile essentielle en fonction de I’évolution végétative de la plante du repos hivernal de la
plante jusqu’a la floraison : Stade végetatif ( fin Décembre), stade de floraison ( mi-Février) et

stade pleine floraison ( début Mars).

La variation du rendement en huile essentielle des parties aériennes de S.olusatrum L.

avec les trois stades de croissance est présentée dans le tableau 2 (annexe).

Un changement important dans le rendement en huile essentielle était observé au cours
des différents stades de croissance. Pendant le début du cycle végétatif, le rendement en huile
essentielle était de 0,069% au début du stade de floraison, le rendement a augmenté et atteint
0,071% au stade de la pleine floraison il a considérablement augmenté pour atteindre 0,170%
(figure 63).

La variation du rendement en huile essentielle peut étre attribuée a de nombreux
facteurs, tels que le facteur génétique, le stade de développement, la méthode d’extraction et

les conditions pédoclimatiques

Il semble que le rendement en huile essentielle au cours de la croissance de la plante est
particulierement sensible aux conditions environnementales (la lumiere, la disponibilité des

nutriments et la longueur du jour) .

Nos résultats sont inférieurs a ceux trouvé par Marongiu et al.,, 2012 concernant
S.olusatrum L. récoltée en Portugal et en Italie a enregistré un rendement de 0,4% pour les
ombelles fleurie et de 0,5 a 0,6% pour les ombelles mdres extraite par hydrodistillation alors
que Le rendement d'extraction au CO2 supercritique (SFE) etait de 1,4% et de 1,4-2,2%,

respectivement

Nos résultats restent inférieurs également a ceux obtenus par Daroui-Mokaddem et al.,
2010 sur I’espéce S.olusatrum L. récolté en Algérie qui a obtenue un rendement de 1,2% suite

a ’hydrodistillation des feuilles et des tiges
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Figure 64 : Représentation du pourcentage des rendements des huiles de

S.olusatrum L. durant les phases de croissance.

111.5.2. Composition chimique des trois huiles essentielles de S. olusatrum L. durant les
trois stades végétatifs de la plante :

Les huiles essentielles obtenues par hydrodistillation des différentes parties aérienne de
S. olusatrum L. durant les trois stades végétatifs (avant la floraison, pleine floraison, et a la
fin de la floraison) ont été analysées par GC-MS et nous a permis I’identification de 23

COMpOSES.

Les trois huiles essentielles et leur composition chimiques sont présentées dans le

tableau XV les composés obtenus sont listés selon leur ordre d’élution dans la colonne.

L’identification des composés est réalisée en comparant leur spectre de masse (SM) et

leur indice de rétention avec ceux de la banque des donnés.

La composition chimique de I’huile essentielle de S. olusatrum L. varie en fonction de
son stade de développement.

Au début du cycle végétatif, 14 composés ont été séparés et identifiés représentant 73,76
% de la composition totale de I’huile, le composé majoritaire était Isogermafurene ( 24,43%),
certains composés sont apparus uniguement durant cette premiére phase est disparaissent
parmi lesquelles : y-Muurolene (3.10 %), Eremophilene (3.96 %), B-lonone (2.31%),
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Aromadendrene oxide (3.56%), Palmito-y-lactone (3.62%), Isoaromadendrene epoxide (
2.61%), Hexahydrofarnesyl acetone (2.76%), Spiro[4.5]decan-7-one, 1,8-dimethyl-8,9-epoxy-
4-isopropyl- (0.80%) ( tableau XII1)

En ce qui concerne le début de stade de floraison la composition de I’huile essentielle est
différente d’un point de vue qualitatif a celle observée dans le stade végétatif, avec une
apparitions de nouveau produit parmi lesquelles : Beta-elemene (3.64 %), Phytol (6.59%) et
les composés communs possédent des taux variable par contre I’ Isogermafurene reste le
produits majoritaires avec un taux de 67,18%, d’autre part, 1’huile produite au stade de la
pleine floraison était caractérisée par : Myrcene (0.73%), Sabinene (1.33%), beta-Cubebene
(3.61%), 2-Furanpropanoic acid, tetrahydro-a-(1-naphthalenylmethyl)-5-oxo- ( 1.02%), 2-
(2,5-Dimethoxyphenyl)cyclohex-2-enone (2.26%), Deoxynivalenol (0.99%).

On constate que uniguement trois composés sont commun entre les trois phase de

croissance avec des taux différent (Caryophyllene, gamma-Elemene, Isogermafurene).

Ces huiles sont différentes par la quantité relative de leur composant majoritaire, nous
avons constaté que L’Isogermafurene était toujours le principale composé (24,43 %, 67,18 %,
79,04 %).

D’aprés nos résultats, il semble que la composition chimique de I’huile essentielle de
S.olusatrum L. varie de maniere significative avec les stades physiologiques de la plante. Tout
au long de la vie végétative S.olusatrum L. produit trois type d’huile essentielle qui différent

en fonction du pourcentage et de leur classes de composés.

En effet, ces huiles essentielles ont été récoltée durant des phases de croissances
différente, la divergence observé au niveau de la composition chimique des huiles essentielles
peut étre la résultante d’une différence des niveaux de biosynthese des enzymes intervenant
dans la formation des mono terpenes, I’implication des facteurs héréditaires dans le processus

n’est pas a exclure ( Mokaddem-Daroui ,2011)

La composition chimique de I’huile essentielle de S. olusatrum L. varie au sein de la
méme espéce, la variation de la composition chimique des huiles essentielles peut étre due a
de nombreux facteurs, tels que les facteurs génétiques, les stades phénologiques, les

conditions environnementales et les conditions climatiques.
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En comparant nos données avec la littérature, nous notons la variabilité de la
composition des huiles de S.olusatrum L., en fonction de l'origine des plantes

La composition des huiles essentielles de S.olusatrum L. récolté en Angleterre est décrit

par Molleken et al., (1998a) qui a rapporté la présence de B-phellandrene (20.4%), limonene

(11.8%) et furanosesquiterpenoids (49.0%) comme composés majoritaires de la racine

Alors que la plante qui croit dans Urbino (Marche, Italy) étudié par Bertoli et al,. (2004),
a rapporté que les constituant principaux : la B-phellandrene(34.4%), 1’isofuranodiene
(16.9%), curzerene (12.1%) pour les racine , et 1’ isofuranodiene (19.3%), curzerene et

myrcene (14.4%) pour les feuilles.

Daroui-Mokaddem et al. (2010) a analysé 1’huile obtenue a partir des feuilles récolté
en Algérie a détecté: sabinene (27.1%), curzerene (13.7%) et  methyl-1-benzyl-2-
oxocyclooctane (12.3%) sont les composes les plus abondants.

Les huiles essentielles obtenues a partir des fleurs et fruits de S.olusatrum qui croit en
portugale et en Italie (Sardinia) sont étudiés par Marongiu et al. (2011), ont rapporté que la
B-phellandrene (67.3% ombelle fleurie ; 42,7 % ombelle en fructification) comme étant le
composé majoritaire de la population Portuguese et a-pinene (31.9% ombelle fleurie ; 1,2 %
ombelle en fructification ) et 1p-acetoxyfurano-4(15)-eudesmene (8.3% ombelle fleurie ;
17,6% ombelle en fructification) comme étant les composés volatiles les plus abondant dans
la population lItalienne, en plus des composé commun entre les deux plantes tels que
curzerene (5,2 —7,6%; 8,1 —11%), germacrene B (4,1- 6,0 % ; 3,1 — 4 ,5%) and p-elemene
(2,3-2,2%;1,0-2,0%).

Les huiles essentilles des différentes partie de S.olusatrum L. suite a ’analyse par GC-
MS Maggi et al., 2012 ont confirmé la présence des furanosesquiterpenoides (54.1-76.2%)

avec I’isofuranodiene (19,5 45,8%) comme principale constituent.
Ces résultats renforcent les données précédentes apporté par la littératures sur la

variabilité des huiles en fonction des origine de la plante et durant 1’ontogénese (Baldovini et

al., 2001; Bertoli et al.,2004; Molleken et al., 1998).

132



Chapitre 111 Résultats et discussions

Tableau XII1: Composition des I’huiles essentielles de S. olusatrum L.

Pic Composés Tr Sl Sl SHi
1 Myrcene 14.356 - - 0.73
2 Sabinene 15.925 - - 1.33
1 y-Muurolene 28.073 3.10 - -
2 Eremophilene 28.406 3.96 - -

1 Beta-elemene 28.426 - 3.64 4.04
3

3 Caryophyllene 29.510 2.67 5.42 1.45
2

4

4 gamma-Elemene 29.709 2.16 3.61 5.53
3

5

5 -lonone 31.296 2.31 - -
6 beta-Cubebene 31.500 - - 3.61
6 Isogermafurene 31.757 24.43 67.18 79.04
4

7

5 Caryophyllene oxide 34.587 11.76 4.43

7 34.592

8 Aromadendrene oxide 35.275 3.56 - -

9 Palmito-y-lactone 35.477 3.62 - -

6 Phytol 35.989 - 6.59 -

10 Isoaromadendrene epoxide | 36.473 2.61 - -

11 Hexahydrofarnesyl acetone | 40.963 2.76 - -
8 2-Furanpropanoic acid, 41.603 - - 1.02

tetrahydro-a-(1-
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naphthalenylmethyl)-5-oxo-

7 3,7,11,15-Tetramethyl-2- | 41.881 4.99 2.16
15 hexadecen-1-ol
16 Eudesma-5,11(13)-dien- | 42.657 5.03 3.59
8 8,12-olide
9 2-(2,5- 42.799 - - 2.26
Dimethoxyphenyl)cyclohex-
2-enone
17 Spiro[4.5]decan-7-one, 1,8- | 42.925 0.80 - -
dimethyl-8,9-epoxy-4-
isopropyl-
10 Deoxynivalenol 43.964 - - 0.99

111.5.3. Activités antiprolifératives de S. olusatrum L. :

Seules quelques études ont été réalisées sur 1’activité biologique des huiles essentielles de

I’espece de S.olusatrum L.

Cependant 1’huile essenticlle des ombelles en floraison et des ombelles mures de
S.olusatrum L. dominées par Isogermafurene (67,18 %, 79,04%) présente une activité modéré
(figure 64 et 66) en comparaison avec la premiere phase de croissance qui exerce une
meilleure activité antiproliférative sur la lignée HeLa (figure 65) cela peut étre expliqué par la
richesse de cet extrait en deux composés majoritaires qui sont I’isogemafuréne (24,43%) et le

caryophyllene oxide (11 ,76%) nous avons donc un effet synergique.

par contre sur la lignée C6 la phase SlI est actif uniqguement a 250 pg/ml (figure 67) cela
s’explique par le nombre de composé détecté par GC-MS qui est de 08 composé alors que la
plante en phase de pleine floraison ( SHI) I’huile essentielle enregistre une grande activité a
toutes les concentrations 50,100 et 250 pg/ml (ICsq inférieure a 50ug/ml) car la quantité de
I’isogermafuren le composé majoritaire est élevée ( 79,04%) aussi le nombre de composé

détectée par GC-MS est supérieur a la phase S1I (10 composeés )

Mustafa et al., 2016 ont utilisé la lignée (PC-12) qui dérive du phéochromocytome

chez le rat (tumeur rare des glandes surrénales) pour évalué I’activité cytotoxique par le test
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MTT de I’isofuranodiéne (composé majoritaire de S. olusatrum L.) a différente concentration
(12,5 et 25 pg/ml) ainsi que la prolifération et la différenciation des cellules (PC-12) avec le
test XCELLigence (TRCA) une analyse des cellules en temps réelle a été réalisé,
I’isofuranodiéne exerce une différentiation et une prolifération significative aux
concentrations étudiées alors que le test MTT montre un effet anti-prolifératif moins

important a faible concentration

Buccioni et al., 2014 ont également évalué I’activité anti-cancéreuse de I’isofuranodiéne
isolé par cristallisation des huiles essentielles des fleurs de S .olusatrum L. par le test MTS [3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl-2-(4-sulfenyl)-2H-tetrazolium ] ,essai
de la viabilité cellulaire en utilisant la lignee cellulaire de rein humain HEK-293 (Human
Embryonic Kidney) et deux lignées cellulaires tumorales mammaires MDA-MB 231 et BT
474 ou I’isofuranodiéne exerce une bonne activité anti-proliférative avec des ICso de 59 uM
et 55uM respectivement alors que sur la lignée HEK-293 on remarque une activité modéré

avec une ICsy de 130uM ou la mort cellulaire est induite par un mécanisme apoptotique

Quassinti et al., 2014 a travaillé sur 1’activité antiprolifératif de la lignée cellulaire
tumorale HCT116 (human colon carcinoma cells) par le test MTT (3-(4,5-dimethylthiozol-2-
yl) 2-5 diphenyl-tetrazolium bromide) qui mesure la viabilité cellulaire de I’huile essentielle
des fleurs de S.olusatrum L. récolté en lItalie, I’analyse par GC-MS a revelé que
I’isofuranodiéne est le composé majoritaire (48%) suivi par le Germacrone (12,7 %) et d’autre
furanosesquitérpenoides en faible quantité , I’isofuranodiéne exerce une bonne activité anti-
proliférative sur la lignée HCT116 avec une ICs quie est de 21.6 = 0.82 pg/ml, la littérature a
rapporté que l’isofuranodiéne et le germacrone induit I’arrét du cycle cellulaire en phase
G2/M et I’apoptose dans les cellules cancéreuses du sein et de foie (Zhong et al.,2011 ; Liu et
al.,2013)
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Figure 68: L’activité anti-proliférative des extraits S.olusatrum L. contre les cellules C6 ;
chaque substance est testé deux fois en triple contre la lignée cellulaire ; les donnés
montrent la moyenne de deux expérience individuelle (P<0.01).

Tableau X1V : Valeurs d’IC50 et IC+5 des huiles essentielles contre les cellules C6

S i Sl
1Cs 164.85 *
ICs5 210.83 *
*<50ug/ml
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Conclusion

Notre étude s’ inscrit dans le cadre d’une contribution a la valorisation des ressources
naturelles, les résultats de nos recherche bibliographique et de nos étude expérimentales nous
ont permis de mieux connaitre certains effets thérapeutiques de trois especes du genre
Euphorbia ( E.cornuta Pers. ; E.dendroides L. ; E.helioscopia L.)

La présente étude a permis de mettre en évidence par des tests validés 1’activité
antiproliférative et antioxydante des différents extraits bruts obtenus aprés une extraction
par des solvants de polarité croissante.

Les résultats montrent que les différents solvants utilisés pour I’extraction possedent
différente capacité pour 1’extraction des phénols a partir de la poudre végétale, Nous avons
constaté que la majeure partie des composés phénoliques de I’extrait brut de la partie
aérienne des trois espéce du genre Euphorbia a tendance a se retrouver dans 1’extrait n-
butanol dont le taux d’extraction atteint une moyenne de 2,12 % chez E.dendroides L. et
1,33% chez E.helioscopia L. et 0,95 % chez E.cornuta Pers.

L'activité antioxydante de chaque extrait dépendait de la nature et la puissance des leurs
composés phénoliques. L'extrait éthyle acétate de E.cornuta Pers. et E.dendroides L. était
plus concentré que les autres extraits en composés phénoliques ce qui expliquait son effet
antioxydant plus efficace, il enregistre le meilleur effet scavenger contre le radical DPPH
avec un taux de 85,35 % chez E.cornuta Pers. et 85,19 % chez E.dendroides L. Les résultats
du pouvoir réducteur et I’inhibition de la peroxydation lipidique présentent un profil
comparable a celui de I’effet anti-radicalaire.

Alors que chez E.helioscopia L. ¢’est I’extrait n-butanol qui est plus riche en composés
phénolique et enregistre une meilleure activité réductrice qui est de 1,396 a 1000 pg/ml et un
grand effet inhibiteur sur la peroxydation lipidique qui est de 44,38 % a 500 pg/ml et inhibe
le radical DPPH & 85,91 a 1M

I est clair que le role des EOA n’est qu’un maillon de la chaine pouvant expliquer la
genese du cancer, I’étude de I’activité anti-proliférative de I’ensemble des extraits augmente
en fonction de 1’augmentation de la dose contre les cellules C6 et qui est supérieure au
standard 5-FU, chez E.cornuta Pers. et E.dendroides L. c’est I’extrait chloroforme qui actif
avec une IC50 inférieur a 50 pg/ml chez E.cornuta Pers et de 113,97 pg/ml chez
E.dendroides L. par contre chez E.helioscopia L. contre C6 c’est 1’extrait éthyle acétate qui

est le plus actif avec un effet anti-prolifératif intéressant.
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Sur la ligneée cellulaire HeLa, L’activité antiproliférative la plus élevée a été observée
toujours avec I’extrait chloroforme qui possédent une cytotoxicité a la plus forte
concentration (250 pg/ml) chez E.dendroides L. et E.cornuta Pers.et E.helioscopia L., on
remarque que I’extrait n-butanol présente une tres faible activité comparer avec le standard
sur les lignée cellulaire C6 et HeLa pour toutes les concentrations testées chez les trois

espéces bien gue contenant des flavonoides et des polyphénols.

La comparaison des compositions chimiques des huiles essentielles de S.olusatrum L.

obtenues a partir des trois stades de developpement, montre des différences significatives

Chez S.olusatrum L. la variation de la composition chimique de I’huile essentielle en
fonction du cycle végétatif on constate que trois composés sont communs entre les trois
phases de croissance avec des taux différent (Caryophyllene, gamma-Elemene,
Isogermafurene), le composé majoritaire étant L’ sogermafurene avec un taux de 24,43 %
Au début du cycle végétatif, et de 67,18% aux stade de floraison et enfin 79,04 %.

C’est I’huile en la phase de croissance (SI) qui exerce une meilleure activité
antiproliférative sur la lignée HelLa alors que sur la lignée C6 c’est la SIII qui est la plus
active

D’aprés nos résultats, on conclut que nos différents extraits de la partie aérienne des trois
especes possédent un potentiel antioxydant appréciable et une activité antiproliférative
significative.

Les activités biologiques des différents extraits nous ont permis de confirmer certaines
indications thérapeutiques des espéces du genre Euphorbia.

Ces extrais pourraient contenir des composés d’intérét pour la découverte de nouvelle
molécules bioactives, il serait intéressant d’évaluer le spectre sur d’autres lignée de cellules
cancereuses.

Cette étude pourrait eventuellement étre complétée par un fractionnement bio-guidé de
nos extraits, cela va consister a fractionner 1’extrait brut et a purifier les fractions les plus
actives une analyse approfondie par RMN et Vérifier leur potentiel anticancéreux et a

déterminer la structure chimique du composé responsable de 1’effet cytotoxique.
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Annexes

Annexe 1. Les rendements d’extraction

Tableau 1 : Le rendement d’extraction en pourcentage des différents extraits de trois

especes du genre Euphorbia

Rendement selon les solvants d’extraction (%)

. Ethyle
Les especes Chloroforme| n-butanol
acétate
E.cornuta Pers. |0,078 0,1 0,95
E.dendroides L. | 0,65 0,42 2,12
E.helioscopia L. | 0,33 0,79 1,33

Tableau 2: Le rendement des huiles essentielles de S .olusatrum L.

Les stades vegétatifs

Le rendement en %

Sl 0,069
Sl 0,071
Shi 0,170
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Annexe 2. Les chromatogrammes des différents extraits analysés par HPLC-Tof-MS
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Figure 4 : chromatogramme de 1’extrait E.h.B
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Figure 8 : chromatogramme de I’extrait E.c.A
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Figure 9 : Chromatogramme de I’extrait E.c.C
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Figure 10 : Chromatogramme de I’huile essentielle S1
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Figure 11 : Chromatogramme de 1’huile essentielle S2
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Figure 12: Chromatogramme de I’huile essentielle S3
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Abstract:

This work is about the extraction of phenolic compounds from the aerial part of E.cornuta,
E.dendroides and E.helioscopia and the essential oils of S.olusatrum during three growth
phases harvested in Algeria. Successive exhaustion was carried out using solvents of
increasing polarity followed by the study of the antioxidant and antiproliferative activity on
two cancer cell lines (Hela, C6) of E.cornuta, E.dendroides and E. helioscopia was
performed.

The ethyl acetate extract proved more effective against the DPPH radical also show a
significant reducing capacity in E.cornuta and E. dendroides and inhibits lipid peroxidation
with a percentage of 97.36%, 37.12% to 500 ug / ml respectively, whereas in E.helioscopia it
is the n-butanol extract that is the most active However, this activity is significantly lower
than that of the standards used, the highest antiproliferative activity was observed with the
chloroform extract in E.cornuta and E.dendroide against the C6 line and in E.helioscopia it is
the ethyl acetate extract which is the most active and on the HeLa cell line all the extracts
have a better activity only at high concentration (250 mcg / ml). In S.olusatrum GC-MS
analysis revealed that isogermafurene is the major compound during the three vegetative
stages with different levels 24.43%, 67.18%, 79.04% respectively, the Sl exerts a better
antiproliferative activity on the HelLa line whereas the plant in full flowering phase (SIII)
records a high activity on the line C6.

Key words: Polyphenols, DPPH, Euphorbiaceae, Smyrnium, antiproliferative activity,

antioxidant



Résumé :

Ce présent travail porte sur 1’extraction des composés phénoliques de la partie aérienne de
E .cornuta, E.dendroides et E.helioscopia et les huiles essentielles de S.olusatrum durant
trois phases de croissance, récoltées en Algérie. Une extraction par épuisement successif a été
réalisée a 1’aide de solvants de polarité croissante suivi de 1’étude de I’activité antioxydante
et antiproliférative sur deux lignées de cellules cancéreuses (Hela ,C6) de E .cornuta,
E.dendroides et E.helioscopia a été réalisée. L extrait éthyle acétate s’est révélée plus efficace
contre le radical DPPH montrent aussi une capacité réductrice importante chez E.cornuta et
E. dendroides et inhibe la peroxydation lipidique avec un pourcentage de 97,36 %, 37,12 % a
500 pg/ml respectivement, alors que chez E.helioscopia c’est 1’extrait n-butanol qui est le
plus actif Toutefois, cette activité est nettement inférieure a celle des standards utilisés,
L’activité antiproliférative la plus élevée a été observée avec 1’extrait chloroforme chez
E.cornuta et dendroide contre la lignée C6 et chez E.helioscopia c’est 1’extrait éthyle acétate
qui le plus actif et Sur la lignée cellulaire HeLa I’ensemble des extraits présentent une
meilleure activité uniquement a forte concentration (250 pg/ml). Chez S.olusatrum [I’analyse
par GC-MS révele que c’est I’Isogermafurene qui est le composé majoritaire durant les trois
stades végétatifs avec des taux différents 24,43 %, 67,18 %, 79,04 % respectivement, la SI
exerce une meilleure activité antiproliférative sur la lignée HeLa alors gque la plante en phase
de pleine floraison ( SII) enregistre une grande activité sur la lignée C6.

Mots clés: Polyphénols, DPPH, Euphorbiacées, Smyrnium, activité antiproliférative,

antioxydant.



