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« La science n'atteint jamais son but parce que le but n'en finit pas de se
dérober et qu'en vérite, il n'y a pas de but: la science est une tache infinie. Sa

grandeur est de se présenter comme un réve toujours inassouvi. »

Jean d'Ormesson
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RESUME

Cette thése explore les propriétés antioxydantes de Mentha rotundifolia (L.) Huds., une
plante traditionnellement utilisée au Maroc. L'extrait aqueux de la plante s'est révélé riche en
composés tels que le Kaempferol glucuronide, tandis que I'huile essentielle est principalement
composée d'oxyde de piperitenone. L'extrait aqueux a présenté la meilleure activité
antioxydante. L'étude a egalement évalué I'activite anti-inflammatoire et analgésique de I'huile
essentielle et de I'hydrolat de M. rotundifolia, montrant une activité anti-inflammatoire
remarquable dans les deux cas. L'effet analgésique était comparable au paracétamol pour
certaines doses. De plus, une administration orale chronique de I'hydrolat a eu des effets
significatifs sur des animaux agés de 2 ans, tant sur le plan physique que biochimique. Enfin,
I'extrait aqueux a atténué le stress oxydatif et la neurotoxicité induits par le H20- via I'axe foie-
cerveau. En conclusion, Mentha rotundifolia présente un potentiel prometteur en tant que

stratégie de prévention ou de traitement des comorbidités liees au stress oxydatif.

Mots clés : Mentha rotundifolia (L.) Huds., stress oxydatif, activité antiiflammatoire,

neurotoxicité, douleur, kaempféerol glucuronide, oxyde de piperitenone
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ABSTRACT

This thesis explores the antioxidant properties of Mentha rotundifolia (L.) Huds, a plant
traditionally used in Morocco. The aqueous extract of the plant was found to be rich in
compounds such as Kaempferol glucuronide, while the essential oil is primarily composed of
piperitenone oxide. The aqueous extract exhibited the highest antioxidant activity. The study
also assessed the anti-inflammatory and analgesic activity of the essential oil and hydrosol of
M. rotundifolia, demonstrating remarkable anti-inflammatory activity in both cases. The
analgesic effect was comparable to paracetamol for certain doses. Furthermore, chronic oral
administration of the hydrosol had significant effects on 2-year-old animals, both physically
and biochemically. Finally, the aqueous extract attenuated oxidative stress and neurotoxicity
induced by H>0O> via the liver-brain axis. In conclusion, Mentha rotundifolia holds promising
potential as a strategy for the prevention or treatment of comorbidities related to oxidative

stress.

Keywords: Mentha rotundifolia (L.) Huds., oxidative stress, antiiflammatory activity,

neurotoxicity,pain, kaempferol glucuronide, piperitenone oxide
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INTRODUCTION GENERALE

La chaine respiratoire mitochondriale joue un réle clé dans la production d'énergie de la
cellule puisque 36 molécules d'adénosine diphosphate (ATP) a fort potentiel énergétique sont
générées suite a la réduction de I'oxygene (Antonucci et al., 2021). Cependant, dans des
conditions physiologiques, environ 0,4 a 4 % des électrons s'échappent, réagissent directement
avec l'oxygene dissous dans le cytoplasme et donnent naissance a des especes réactives de
l'oxygene (ERO) (Jezek and Hlavata, 2005). Il s'agit soit de radicaux libres comme l'anion

superoxyde (O27) ou le radical hydroxyle (OH’), soit des molécules comme le peroxyde

d'hydrogéne (H20) ou l'oxygene singulet (*O;) (Phaniendra et al., 2015). Devant s'adapter a
leur présence, l'organisme a développé des méthodes pour utiliser les ERO a son avantage.
Ainsi, ils sont impliques dans plusieurs processus physiologiques complexes tels que la
régulation de la croissance, I'apoptose et d'autres voies de signalisation, la régulation de la
pression sanguine, la fonction cognitive et la défense immunitaire (Aruoma, 1998). Les
organismes aérobies équilibrent les niveaux des ERO grace a leur systeme de défense
antioxydant sans les éliminer. En outre, dans certains cas, les antioxydants peuvent étre
incapables d'intercepter certaines ERO tels que (OHY) qui est tres réactif et peut réagir
rapidement et est donc pratiquement impossible a éliminer. Ainsi, lorsqu'une surcharge de
radicaux libres (RL) se produit a la suite d'un métabolisme cellulaire tres actif ou d'une
mauvaise hygiene de vie (pollution, tabagisme, radiations, médicaments), elle génére un état de
stress oxydatif, qui joue un rdle majeur dans lapparition de maladies chroniques et
dégenératives (Birben et al., 2012). Les antioxydants endogenes agissent a plusieurs niveaux
pour prévenir ou arréter le stress oxydatif. Les antioxydants de premiere ligne de défense
comprennent la catalase, le superoxyde dismutase et la glutathion peroxydase. lls agissent en
empéchant la formation de RL ou des ERO dans les cellules. Les antioxydants de deuxiéme
ligne de défense sont l'acide ascorbique, l'acide urique, le glutathion, I'alpha-tocophérol et
I'ubiquinol. 1ls neutralisent les RL en donnant des électrons et deviennent eux-mémes des
radicaux libres, mais avec des effets moins nocifs. Les antioxydants de troisieme ligne de
défense comprennent les systemes enzymatiques de réparation de I'ADN et les enzymes
protéolytiques (Aziz et al., 2019). Cependant, lorsque 1’équilibre oxydant/antioxydant est
contrebalancé, I'apport d'antioxydants exogeénes, tels que des extraits naturels de plantes, des
polyphénols, et des vitamines, est crucial pour minimiser les dommages causés par les EROs.
En effet, 1l a été démontré que le stress oxydatif participe a un large éventail de maladies,
notamment l'athérosclérose, la bronchopneumopathie chronique obstructive, les maladies

cardiovasculaires, le diabete type I, les troubles mentaux, la fibromyalgie, les maladies
1



neurodégénératives et le cancer, ce qui a révélé les multiples mécanismes par lesquels les
oxydants contribuent aux dommages cellulaires (Shankar and Mehendale, 2014). Cependant, la
mesure dans laquelle le stress oxydatif participe a la pathologie des maladies est trés variable.
Comprendre lesquelles des espéces réactives causent des dommages aux macromolécules
permet de justifier 'amélioration des approches thérapeutiques de la défense antioxydante.

Le genre Mentha fait partie de la famille des Lamiaceae et contient environ 42 espéces
avec une distribution subcosmopolite dans toutes les conditions agroclimatiques (Mimica-
Dukic and Bozin, 2008). Le genre est largement connu pour ses huiles essentielles qui sont
estimées & plus de 400 millions de dollars US (EI-Shemy, 2017). Différentes préparations
(teintures, décoctions et cataplasmes) du genre sont traditionnellement utilisées pour traiter
plusieurs affections, telles que la mauvaise haleine, les gingivites et les ondotales, les crampes
menstruelles, les infections respiratoires et gastro-intestinales, ainsi que comme agents sédatifs,

diurétiques, carminatifs et antispasmodiques (Tafrihi et al., 2021).

Mentha rotundifolia (L.) Huds. (M.rotundifolia) est une herbe hybride pérenne issue d'un
croisement entre M. suaveolens et M. longifolia (Denslow and Poindexter, 2009). La plante est
traditionnellement utilisée pour ses propriétés analgésique, antiseptique et anti-inflammatoire
contre les plaies et les infections (Ben Haj Yahia et al., 2019a). Elle a également fourni une
pléthore d'activités biologiques, parmi lesquelles des activités antioxydantes, antityrosinase,
anti-acétylcholinestérase et insecticides. Ces propriétés ont été attribuées a sa richesse en
plusieurs composés phénoliques avec l'acide Rosmarinique comme métabolite principal (Ben
Haj Yahia et al., 2019b).

Ainsi, ’objectif de ce travail est de valoriser I’effet antioxydant de I’huile essentielle,
I’hydrolat et I’extrait aqueux de M.rotundifolia dans la prévention ou le traitement de plusieurs
comorbidités liées au stress oxydatif a savoir le vieillissement, les douleurs neuropathiques,
I’inflammation, et la neurotoxicité. La plupart des travaux antérieurs sur les effets biologiques
de M.rotundifolia n’incluent que des tests in-vitro ou ne s’intéressent qu’a son huile essentielle.
Désormais, notre intérét est de valider ses propriétés pharmacologiques in-vivo avec des
modeéles animaux adaptés pour mieux comprendre sa pharmacocinétique, ses mécanismes

d’action et sa toxicité.

Ce manuscrit est divisé en deux parties principales ; la premiére est dédiée a la revue
bibliographique et la deuxieme a la partie expérimentale que nous avons choisi de structurer en
chapitres. La premiere partie a permis de situer le contexte général du travail en présentant 1’état
de connaissance actuelle sur le stress oxydatif et le role causal qu’il joue dans les comorbidités

auxquelles nous nous sommes intéressés. Elle inclue également les données botaniques et
2



phytochimique de M. rotundifolia, ainsi que ses propriétés pharmacologiques déja confirmées
par les études scientifiques précédentes. Quant a la partie expérimentale, elle est subdivisée en
quatre chapitres distincts. Le premier est 1’étude phytochimique ou la composition chimique de
I’huile essentielle, I’hydrolat et ’extrait aqueux, leur teneur en polyphénols et leur activités
antioxydantes in-vitro ont été étudiées. Le deuxiéme chapitre est 1’évaluation de I’activité
antiinflammatoire et analgésique de I’huile essentielle et de 1’hydrolat de M. rotundifolia. Le
troisieme chapitre est une étude de I’effet préventif potentiel de I’administration orale
chronique de I’hydrolat de M. rotundifolia contre les comorbidités liées au vieillissement. Et le
quatrieme chapitre est une étude qui met en évidence I’activité antioxydante et neuroprotectrice
de I’extrait aqueux de M. rotundifolia. A la fin, nous avons terminé par une conclusion générale

et les perspectives tirées de ce travail.



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE



l. ESPECES REACTIVES

1. Définition

Les espéces réactives ou oxydants, sont les termes communs pour les radicaux libres et

les espéces réactives de l'oxygéne (ERO) et de 1’azote (ERN). Ce sont des sous-produits des

processus cellulaires aérobies clés de la respiration, du métabolisme et de la chaine de transport

d'électrons mitochondriale (Devi et al., 2014). Elles sont éliminées en permanence par une série

de mécanismes antioxydants. Ces especes peuvent étre des radicaux libres ou des especes non

radicalaires (Tableau 1). Les radicaux libres sont les espéces qui contiennent au moins un

électron non apparié dans les coquilles autour du noyau atomique et qui sont capables d'une

existence indépendante. La grande réactivité de ces radicaux est due a la présence d'un électron

non apparié qui a tendance a le donner ou a obtenir un autre électron pour atteindre la stabilité

(Phaniendra et al., 2015). Les especes non radicalaires ne contiennent pas d'électrons non

appariés, mais peuvent facilement conduire a des réactions radicalaires dans les organismes

vivants (Cicek, 2022).

Tableau 1: Liste des ERO et ERN produits durant le métabolisme (Di Meo et al., 2016)

Symbole Demi-vie
-Espeéces réactives d’oxygéne:
Superoxyde o - 10%s
Hydroxyl oH' 100's
Radical Alkoxyle . 6
Radical peroxyle RO 10"s
Radicaux libres ROO’ 17s
-Espeéces réactives d’azote:
NO variable
-Espeéces réactives d’oxygéne:
Peroxyde d'hydrogéne H20, Stable
Oxygeéne singulet 10, 10°s
Ozone Os -
Peroxyde organique ROOH Stable
Acide hypochloreux HOCI Stable
Acide hypobromeux HOBr Stable
E;Fc)i?g:lsa?:er: -Espéces réactives d’azote: _ \
Peroxynitrite ONOO 10”s
Cation nitrosyle NO* variable
Anion nitroxyle NO variable
Trioxyde de diazote N20s; variable
Tétraoxyde de diazote N204 variable
Acide nitreux HNO: variable
Acide peroxynitreux ONOOH Assez stable
Chlorure de nitrile NO.CI variable
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2. Propriétés des especes réactives

2.1. Radical ionique superoxyde (O2")

Le radical anionique superoxyde est ’ERO la plus répandue formée par le processus
enzymatique, la réaction d'auto-oxydation, et les réactions non enzymatiques de transfert
d'électrons dans lesquelles un électron est transféré a lI'oxygéne moléculaire (Sailaja Rao et al.,
2011). 1l est principalement produit dans les mitochondries et sa réactivité avec les
biomolécules est faible. Les enzymes qui peuvent produire du superoxyde comprennent la

xanthine oxydase, la lipooxygénase, la cyclooxygénase et I'oxydase dépendante du NADPH

(Montezano and Touyz, 2012). Le superoxyde peut exister sous deux formes : O ou radical
hydroperoxyle (HO.) dans les conditions & faible pH. Ce dernier est le plus important et peut
facilement pénétrer dans la bicouche phospholipidique. Sous un Ph physiologique, la forme la
plus présente est le superoxyde. Il peut agir comme agent réducteur et réduire les complexes de
fer tels que le cytochrome-c et I’acide ferrique-éthyléne-diamine-tétra-acétique (Fe*-EDTA),
dans lequel Fe3* est réduit en Fe?* (Aruoma, 1998). Il peut également agir comme agent oxydant
et oxyder 1’acide ascorbique et le tocopherol.

O+ Fe?* ——»Fe®* +0,”

2.2.Radical hydroxyl (OH")

Le radical hydroxyle est un radical libre tres reactif. Il peut réagir fortement avec les
molécules organiques et inorganiques, y compris I’ ADN, les protéines, les lipides et les hydrates
de carbone, et causer de graves dommages aux cellules (Birben et al., 2012). 1l est formé dans
une réaction de Fenton, dans laquelle H,O> réagit avec des ions métalliques (Fe?* ou Cu*),
souvent lies en complexe avec différentes protéines telles que la ferritine (une protéine

intracellulaire qui stocke le fer) et la céruloplasmine (protéine plasmatique transportant le

cuivre) ou d’autres molécules (Lloyd et al., 1997). Dans des conditions de stress, un excés d’O2”
libére le fer libre de la ferritine qui participe a la réaction de Fenton (Eq. 1) pour former OH". Il
est également formé par la réaction entre le radical supe roxyde et H.O> dans une réaction

appelée réaction de Haber-Weiss (Eq. 2).

Fe*+ H,0, —> Fe®* + OH +OH (1)

Oz"+ H0; —» O+ OH +OH"(2)



2.3. Pyroxyde d’hydrogéne (H207)

Le peroxyde d'hydrogéne se forme in vivo dans une réaction de dismutation catalysée par
I'enzyme superoxyde dismutase (SOD) (Eq. 3). Ce n'est pas un radical libre mais il peut causer
des dommages a la cellule a une concentration relativement faible (10 uM) comme il peut
facilement pénétrer les membranes biologiques. H202 n'a pas d'effet direct sur I'ADN mais
peut endommager I'ADN en produisant un radical hydroxyle (OH-) en présence d'ions de

métaux de transition (Valko et al., 2016).

Cu, Zn, Mn, SOD

02+0" ———»  H20:+0; (3)

2.4. Radical péroxyle (ROO¢)

Il est dérive de I'oxygéne dans les systemes vivants. La forme la plus simple du radical
peroxyle est le radical perhydroxyle (HOO-) qui est formé par la protonation du superoxyde.
Environ 0,3 % de 1'02¢- total dans le cytosol d'une cellule typique est sous la forme protonée.
Il déclenche la peroxydation des acides gras et peut également favoriser le développement de
tumeurs (Valko et al., 2007).

2.5. Oxygeéne singulet (*O2)

Il s'agit d'un état électroniquement tres excité et métastable de I'oxygéne moléculaire. 11
s'agit d'un agent oxydant trés puissant qui peut causer des dommages a I'ADN et aux tissus
(Kuncewicz et al.,, 2019). L’oxygéne singulet est produit in-vivo par lactivation des
neutrophiles (Eq. 4) et des éosinophiles. Il est également formé par certaines des réactions
enzymatiques catalysées par des enzymes telles que les lipoxygénases, les dioxygénases et la

lactoperoxydase (Tarr and Valenzeno, 2003).

HOCI+H,0; — 10,+H,0+ClI (4)

2.6.0zone (O3)
L'ozone est un oxydant puissant qui peut étre produit in vivo par la voie d'oxydation de
I'eau catalysée par les anticorps et qui joue un role important dans I'inflammation. 1l peut former
des radicaux libres et d'autres intermédiaires réactifs en oxydant les molécules biologiques
(Lerner and Eschenmoser, 2003). Il peut provoquer la peroxydation des lipides et oxyder
différents groupes fonctionnels présents dans les protéines et les acides nucléiques (Pryor et al.,
2002). 1l peut également provoquer des aberrations chromosomiques qui peuvent étre dues a

une attaque directe par I'Os ou par les radicaux libres qu'il génére (Halliwell and Aruoma, 1991).



2.7. Acide hypochloreux (HOCI)

C'est un oxydant majeur produit par les neutrophiles activés au site de l'inflammation a
partir de peroxyde d'hydrogéne et de chlorure dans une réaction catalysée par l'enzyme
myéloperoxydase (Eq.5) (Kettle and Winterbourn, 1997). Le HOCI est une espece fortement
réactive impliquée dans les réactions d'oxydation et de chloration. Il peut oxyder les thiols et
d'autres molécules biologiques, notamment I'ascorbate, I'urate, les nucléotides de pyridine et le
tryptophane (Winterbourn and Kettle, 2000). Le HOCI chlore plusieurs composés tels que les
amines, les résidus tyrosyl, le cholestérol et les lipides insaturés ce qui en résulte la formation
des chloramines, des produits chlorés cycliques, et des chlorhydrines (Andrés et al., 2022).

H,O0,+CL- ———» HOCL+OH" (5)

2.8. Monoxyde d'azote (NOv)

Il s'agit d'une molécule produite dans les tissus par différentes synthases d'oxyde nitrique
(NOS) qui convertissent la L-arginine en L-citrulline (Eq.6). Dans cette réaction, I'un des
atomes d'azote guanido terminaux subit une oxydation et produit du NO* (Boucher et al., 1999).
Trois types d'isoformes de NOS existent, notamment la NOS neuronale (nNNOS), la NOS
endotheliale (eNOS) et la NOS inductible (iNOS). 1l est a la fois soluble dans I'eau et dans les
lipides et se diffuse donc facilement atravers le cytoplasme et la membrane plasmique (Rauhala
et al., 2005). Le NO" est un important second messager intracellulaire qui stimule la guanylate
cyclase et les protéines kinases et contribue a la relaxation des muscles lisses dans les vaisseaux
sanguins. Il peut également agir comme un important régulateur redox cellulaire et réguler

I'activité enzymatique en nitrosylant les protéines (Murad, 2011)

NOS
L-Arginine+ O+ NADPH —_—> L-Citrulline + NO" + NADP" (Eq.6)

2.9. Peroxynitrite (OONQ) et autres especes réactives de l'azote
Le peroxynitrite (OONO-) est formeé par la réaction entre Oz et NO. 1l est tres toxique et
peut réagir directement avec le CO pour former d'autres nitroso peroxo carboxylate
(ONOOCOy) ou de l'acide peroxynitreux (ONOOH) trés réactifs. Les ONOOH subissent
ensuite une homolyse pour former a la fois OH™ et NO> ou se réarrangent pour former NOs.
OONO peut oxyder les lipides, les résidus de méthionine et de tyrosine dans les protéines et
I'ADN pour former de la nitroguanine (Tvrda and Benko, 2020). Les résidus de nitrotyrosine

sont considérés comme des marqueurs de dommages cellulaires induits par le peroxynitrite. Le

NO réagit avec O et I'eau pour former des ions nitrate et nitrite. L'oxydation du NO" par un
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électron donne le cation nitrosonium (NO2™) tandis que la réduction par un électron donne

I'anion nitroxyle (NO"). Ces deux ions peuvent réagir avec NO et former N>O et OH'. NO" peut
réagir avec une variété de radicaux tels que H202 et HOCI pour former N203, NO2 et NOs’
(Mcllvin and Altabet, 2005).

3. Sources des espéces réactives

3.1. Sources endogénes

Les radicaux libres endogénes sont générés par l'activation des cellules immunitaires,

I'inflammation, le stress mental, I'exercice excessif, I'ischémie, l'infection, le cancer, et le
vieillissement. La formation des ERO et de ERN peut se produire dans les cellules de deux
maniéres : par des réactions enzymatiques et non enzymatiques (Pham-Huy et al., 2008). Les
réactions enzymatiques générant des radicaux libres incluent celles impliquées dans la chaine
respiratoire, la phagocytose, la synthése des prostaglandines et le systeme du cytochrome P450.
Les processus non-enzymatiques impliquent les réactions de l'oxygene avec des composés
organiques, ainsi que ceux initiés par les radiations ionisantes. Le processus non enzymatique
peut également se produire pendant la phosphorylation oxydative dans les mitochondries (Chen
et al., 2012).

3.1.1. Au niveau de la mitochondrie
Le transfert d'électrons du complexe I ou Il au coenzyme Q ou a l'ubiquinone (Q) entraine

la formation de la forme réduite du coenzyme Q (QH>). La forme reéduite QH2 régenere le
coenzyme Q via un anion semiquinone intermédiaire instable ‘Q™ dans le cycle Q (Zorov et al.,

2014). Le Q formé transfere immédiatement des électrons a I'oxygéne moléculaire, ce qui
conduit a la formation du radical superoxyde (Figure 1). La génération de superoxyde n'est pas
enzymatique et, par conséquent, plus le taux métabolique est élevé, plus la production des ERO
est importante (Andrukhiv et al., 2006). Les autres composants mitochondriaux qui contribuent
a la formation des ERO sont la monoamino oxydase, l'aketoglutarae déshydrogénase, le

glycérol phosphate déshydrogénase et la p66shc (Antonucci et al., 2021).



+
H IMS (inter Membrane Space)

FET
QH
Z IMM (inner
Mitochondrial Membrane)
Q H,0
RET -
0," rix
= Complex IV at
~No- ®x ~ Complex IlI
NADH 2 /\4 0,
NAD Succinate Fumarate
Complex | Complex Il

Figure 1: Production des ERO au niveau de la mitochondrie : Sites possibles de production des ERO
(fleches rouges) dans la chaine respiratoire. FET transport direct d'électrons (avec NADH), RET
transport inverse d'électrons (avec succinate) (Mazat et al., 2020)

3.1.2. Au niveau des peroxysomes

Dans les peroxysomes, la voie respiratoire implique le transfert d'électrons de divers
métabolites vers I'oxygeéne, ce qui conduit a la formation de H20., mais elle n'est pas couplée a
la phosphorylation oxydative pour produire de I'ATP ; au contraire, I'énergie libre est diffusée
sous forme de chaleur (Sandalio et al., 2013). Les autres radicaux libres produits dans les
peroxysomes comprennent H>O,, O., OH" et NO™ La 3-oxydation des acides gras est le principal
processus métabolique produisant H.O> dans les peroxysomes (Figure 2). 1l a été démontré que
les différentes enzymes peroxysomales, telles que les acyl CoA oxydases, la D-aminoacide
oxydase, la L-a-hydroxy oxydase, l'urate oxydase, la xanthine oxydase, la D-aspartate oxydase,
produisent différents ERO (Antonenkov et al., 2010).

‘ Metabolites J

PO matrix l

MnSOD
4— ‘OH 4— H.0: € cuznsop

T * I ONXO'

hydroperoxidesJ Catalase L}hydroxides

GPx 1

H,O + 0,

Figure 2: Production des ERO au niveau des peroxysomes (Schrader and Fahimi, 2004)
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3.1.3. Au niveau du réticulum endoplasmique

A lintérieur du réticulum endoplasmique (RE), les ERO sont produits a partir de
processus catalytiques par l'oxydoréductase Erol et par au moins un membre de la famille des
NADPH oxydases (NOX) (Yoboue et al., 2018)(Figure 3). Erol utilise le pouvoir oxydant de
I'oxygéne moléculaire pour initier des relais redox qui conduisent finalement a la génération de
liaisons disulfure dans les protéines nouvellement synthétisées et repliées, identifiant ainsi le
repliement oxydatif des protéines comme une source cellulaire majeure des ERO (Sevier and
Kaiser, 2002). Les partenaires importants de ce relais sont les membres de la famille des
protéines disulfure isomérases (PDI), des assistants de repliement avec des domaines
semblables a la thiorédoxine (Trx) qui catalysent la formation ou l'isomérisation de liaisons
disulfure inter- et intra-moléculaires dans les protéines du RE. La PDI réduite conserve des
fonctions catalytiques en tant qu'isomérase, mais aussi en tant qu'enzyme necessaire pour
éliminer les protéines mal repliées du RE via son pouvoir réducteur, potentiellement en

collaboration avec une autre oxydoreductase du RE (Maattanen et al., 2010).

ER lumen }

Figure 3: Production des ERO au niveau du réticulum endoplasmique (Yoboue et al., 2018)

3.2. Sources exogenes
Les ERO/ERN exogenes proviennent de la pollution de l'air et de I'eau, de la fumée de
cigarette, de l'alcool, des métaux lourds ou de transition (Cd, Hg, Pb, Fe, As), de certains
médicaments (cyclosporine, tacrolimus, gentamycine, bléomycine), des solvants industriels, de
la cuisine (viande fumée, huile usagée, graisse), ou des radiations (Phaniendra et al., 2015).
Aprés avoir pénétré dans l'organisme par différentes voies, ces composés exogenes sont

décomposés ou métabolisés en radicaux libres.
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4. Roles biologiques des especes réactives
4.1. Dans les voies de signalisation cellulaires
Les ERO jouent un role important dans la promotion et l'inhibition des processus
cellulaires, qui contrdlent la concentration des hormones, I'équilibre chimique et I'activation des
enzymes. Leur régulation est donc cruciale pour le bon fonctionnement des fonctions
physiologiques. Toute modification dans leur concentration a un impact significatif sur I'état
physiologique de nombreux systemes biologiques. L'expression accrue de certaines protéines
cytoprotectrices, telles que les protéines de choc thermique, peut réduire la formation des ERO.
Elles sont également responsables des réponses cellulaires aux facteurs de stress. Par exemple,
les ERO peuvent induire l'activation du facteur nucléaire kappa-lightchain-enhancer des
cellules B activées (NF-jB), un complexe protéique responsable du contrdle de la transcription
de I'ADN. En outre, les ERO peuvent influencer les changements dans la fonction
mitochondriale, I'expression de certaines protéines de stress et l'activité des antioxydants. La
concentration des ERO est réduite par les antioxydants, ce qui peut entrainer des cascades
biologiques qui influencent le métabolisme, la régulation vasculaire et I'absorption du glucose
(L. Zuo et al., 2015).

4.2. Dans le muscle squelettique

Au cours d'une activité contractile intense des muscles squelettiques, les mitochondries
des myotubes générent des flux élevés des ERO: cela fait du muscle squelettique un tissu ou
les ROS revétent une importance particuliére. En fonction de leur nature hormeétique, les ERO
peuvent déclencher dans les muscles différents voies de signalisation conduisant a des réponses
divergentes, de I'adaptation a la mort cellulaire. La prédominance d'une réponse "positive” ou
"negative” dépend de nombreuses variables telles que le site de production des ERO, la
persistance de leur flux ou le statut antioxydant des cellules cibles (Barbieri and Sestili, 2012).
Les ERO activent des molécules de signalisation clés spécifiques telles que PGC-1a, AMPK et
MAPK, qui contrélent les mécanismes cellulaires d'adaptation musculaire (métabolisme
oxydatif, biogenese mitochondriale et fonctionnalité mitochondriale) ainsi que les enzymes
antioxydantes qui fonctionnent comme des régulateurs des niveaux intracellulaires des ERO
(Adhihetty et al., 2003). Une légere accumulation de ces derniers inhibe également les
pyrophosphatases et favorise I'état de phosphorylation de nombreuses protéines impliquées
dans les réponses de signalisation du muscle. De plus, de faibles niveaux des ERO jouent un
réle important dans l'induction de la régulation a la hausse de facteurs de croissance tels que
I'IGF-1, qui a des effets bénéfiques sur I'équilibre protéique musculaire, soutient le métabolisme

oxydatif et contribue au développement d'un phénotype résistant aux oxydants, prévenant ainsi
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les dommages oxydatifs et les maladies chroniques (Damiano et al., 2019). Ainsi, de faibles
niveaux des ERO provoquent des effets positifs sur les réponses physiologiques des muscles.

4.3. Dans le systéeme immunitaire

Les ERO jouent de nombreux réles importants dans le systéme immunitaire et sont
intimement impliqués dans divers aspects de la réponse immunitaire, tels que la défense de
I'nGte, l'interaction et l'activation des cellules immunitaires, et la suppression immunitaire. Lors
de la rencontre avec un agent pathogene, notre systéme immunitaire a développé un certain
nombre de stratégies pour contenir et éliminer les agents pathogénes (Yang et al., 2013). Parmi
celles-ci, les ERO, principalement dérivés de la NADPH oxydase et des mitochondries, sont
une arme conservatrice utilisée par les cellules immunitaires (Schroder, 2019). On pensait
auparavant que la défense de I'n6te médiée par les ERO s'effectuait simplement par leur activité
microbicide directe. Cependant, des découvertes recentes ont montré que les ERO ne tuent pas
seulement les agents pathogénes par eux-mémes, mais mobilisent également d'autres stratégies
antimicrobiennes (Dryden, 2018). En outre, les ERO sont impliqués dans la détection de la

présence d'agents pathogenes, ainsi que dans la détection des lésions tissulaires.

4.4. Dans le systeme nerveux

La signalisation des ERO est un regulateur important de la différenciation et de la
polarisation neuronale, de la croissance des axones, de la formation et de la maturation des
synapses (Oswald et al., 2018). Les ERO peuvent agir comme des signaux pour la neurogenese
adulte dans les systéemes nerveux central et périphérique. Le H.O, endogéne régule la
signalisation de la croissance pour maintenir la prolifération des cellules progénitrices
hippocampiques adultes. En outre, La croissance des axones et des dendrites polarises est une
étape critique dans le développement des circuits cérébraux, et les ERO semblent étre des
régulateurs positifs de ce processus. La synthese de H>O> par les NOX peut donc induire la

formation et la maturation des axones et des dendrites (Biswas et al., 2022).

1. HOMEOSTASIE REDOX
1. Définition

Les ERO sont présents de maniére intracellulaire a des doses appropriées. Leurs
concentrations sont régulées par I'équilibre entre les taux de production et d'élimination par le
systéeme antioxydant. Ainsi, au repos, la balance entre antioxydants et pro-oxydants (balance
redox) doit étre équilibrée (Halliwell and Gutteridge, 2015). Comme il a été déja présenté, les
ERO participent a plusieurs fonctions physiologiques et contribuent a I’lhoméostasie globale de

I’organisme (Figure 4). En revanche, I'accumulation excessive des ERO, qui se manifeste par
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une perte de la capacité de signalisation et des dommages non spécifiques aux macromolécules
cellulaires qui contribue a différentes pathologies, est qualifiée de mauvais stress ou de détresse
(Milkovic et al., 2019). C'est pourquoi, au lieu de les éliminer, ’organisme posséde une

machinerie antioxydante comprenant des enzymes et des antioxydants non enzymatiques.

Niveau de base

Production
Balayage 3

-

ERO

Cytostatique Biologie Redox Cytotoxique
( Stress Oxydatif')

Mort cellulaire
physiologique
Prolifération
cellulaire
Défense contre
les pathogenes
Acclimataion

\ /
au stress

Transduction Différenciation Régulation
du signal et développement métabolique

Figure 4 : Homéostasie Redox (Mittler, 2017)

2. Les niveaux d’action des antioxydants

2.1. Premiere ligne de défense

Il s'agit d'antioxydants qui agissent pour supprimer ou prévenir la formation de radicaux
libres ou d'especes réactives dans les cellules. Ils neutralisent treés rapidement toute molécule
ayant le potentiel de se transformer en radical libre ou tout radical libre ayant la capacité
d'induire la production d'autres radicaux. Trois enzymes clés sont en téte de liste : la superoxyde
dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx). Ces enzymes dismutent
respectivement le radical superoxyde, décomposent les peroxydes d'hydrogene et les
hydroperoxydes en molécules inoffensives (H202/alcool et O). La classe comprend également
des protéines liant les ions métalliques comme la transferrine et la caeruloplasmine qui chélatent
ou sequestrent respectivement le fer et le cuivre, les empéchant ainsi de former des radicaux
libres (Pham-Huy et al., 2008).

2.2. Deuxiéme ligne de défense
Ce groupe dantioxydants est souvent appelé antioxydants piégeurs. lls piegent les
radicaux actifs pour inhiber les réactions d'initiation et de propagation de la chaine. lls
neutralisent ou éliminent les radicaux libres en leur donnant des électrons et, ce faisant,
deviennent eux-mémes des radicaux libres, mais avec des effets nocifs moindres. Ces
"nouveaux radicaux" sont facilement neutralisés et rendus totalement inoffensifs par d'autres
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antioxydants de ce groupe. La plupart des antioxydants, notamment l'acide ascorbique, I'acide
urique, le glutathion, qui sont hydrophiles, I'alpha-tocophérol (vitamine E) et l'ubiquinol qui
sont lipophiles, appartiennent a ce groupe (Aziz et al., 2019).
2.3. Troisieme ligne de défense

Cette catégorie d'antioxydants n'entre en jeu qu'apres que les dommages causés par les
radicaux libres se soient produits. Ce sont des novo-enzymes qui réparent les dommages causés
par les radicaux libres aux biomolécules et reconstituent la membrane cellulaire endommagée.
Ils constituent un groupe d'enzymes pour la réparation de I'ADN, des protéines et des lipides
endommageés. Elles effectuent également une sorte de "travail de nettoyage", en reconnaissant,
décomposant et éliminant les protéines, I'ADN et les lipides oxydés ou endommagés, afin
d'éviter leur accumulation qui peut étre toxique pour les tissus de l'organisme. Parmi les
exemples courants, citons les systemes d'enzymes de réparation de I'ADN (polymérases,
glycosylases et nucléases), les enzymes protéolytiques (protéases, protéases et peptidases) qui
sont situées a la fois dans le cytosol et dans les mitochondries des cellules de mammiferes
(Skata et al., 2016).

2.4. Quatrieme ligne de défense
L'action de ces "antioxydants” implique essentiellement un mécanisme d'adaptation dans
lequel ils utilisent les signaux nécessaires a la production et a la réaction des radicaux libres
pour empécher la formation ou la réaction de ces radicaux. Le signal genéré par le radical libre
formé induit la formation et le transport d'un antioxydant approprié au bon endroit (Ighodaro
and Akinloye, 2018) .

3. Lesclasses d’antioxydants

3.1. Antioxydants enzymatiques

La SOD, la CAT et la GPx sont des enzymes antioxydantes qui jouent un role
indispensable dans la capacité de protection antioxydante des systéemes biologiques contre
I'attaque des radicaux libres. Le radical superoxyde (*O) ou le radical oxygéne singlet (*0,)
généré dans les tissus par le métabolisme ou les réactions dans les cellules est converti
catalytiquement en peroxyde d'hydrogéne (H20:) et en oxygéne moléculaire (O) par la SOD.
Le H2O», lorsqu'il s'accumule, est toxique pour les tissus ou les cellules de I'organisme. De plus,
en présence de Fe,", il est converti en radical hydroxyle (*OH) délétére par la réaction de
Fenton. Afin de prévenir ce phénomene, la CAT qui est abondante dans les peroxysomes,
décompose H202 en eau et en oxygene moléculaire, réduisant ainsi les dommages induits par
les radicaux libres (Kovac et al., 2022). Cependant, la CAT étant absente des mitochondries, la

réduction de H2O> en eau et des peroxydes lipidiques en alcools correspondants est effectuée
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par la GPx (Figure 5). Cet effort de protection collectif est appelé défense antioxydante de
premiére ligne. Le réle et l'efficacité des antioxydants impliqués, sont donc indispensables dans
I'ensemble de la stratégie de défense des antioxydants, en particulier en ce qui concerne le
radical anionique superoxyde (*O2) qui est perpétuellement généré dans le métabolisme normal

du corps par plusieurs processus.
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Figure 5: Implication du systéme enzymatique antioxydant dans la défense contre les ROS (Kovac et
al., 2022)

3.2. Antioxydants endogénes non-enzymatiques
3.2.1. Gluthation
Le glutathion (y-glutamyl-cystéinyl-glycine; GSH) est un tripeptide et l'antioxydant
intracellulaire le plus abondant qui protege les cellules normales des Iésions oxydatives grace a
son réle de substrat des enzymes qui éliminent les ERO. Le glutathion est principalement
présent sous sa forme réduite (GSH) dans des conditions normales, seule une petite quantité
étant présente a l'état totalement oxydé (GSSG) (Arredondo et al., 2016). Le glutathion
fonctionne comme un antioxydant non enzymatique en piégeant les radicaux libres dans les
cellules et sert de cofacteur pour plusieurs enzymes, notamment la GPx, la glutathion réductase
(GR) et la glutathion transférase (GST) (Pizzorno, 2014).
3.2.2. Acide urique
L'acide urigue, en cas d'hyperuricémie, est un puissant piégeur de radicaux libres et sa

capacité a piéger les radicaux libres dans le plasma est estimée a environ 60 % (Ames et al.,
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1981). L'acide urique est un antioxydant physiologique et une prévention efficace de la
production d’ERO pendant l'action de la xanthine oxydase (XO) dans la réaction de catalyse de
la xanthine et de I'nypoxanthine (Skowyra, 2014). Une étude a illustré la capacité de l'urate a
piéger les radicaux oxygénés et a protéger la membrane érythrocytaire de I'oxydation lipidique,
caractérisée en outre par Ames et al. par l'effet de I'acide urique dans la protection des cellules
contre les oxydants, ce qui est lié a une variété de situations physiologiques (Ames et al., 1981).
Néanmoins, il est probable que I'augmentation du taux sérique d'acide urique soit une réponse

pour se protéger contre les effets néfastes des radicaux libres extrémes et du stress oxydatif.

3.2.3. Acide lipoique

L'acide lipoique est un antioxydant puissant, et il révele une grande capacité d'antioxydant
lorsqu'il est administré naturellement ou comme médicament synthétique. L'acide lipoique est
un acide gras a chaine courte, composé de soufre dans leur structure qui est connu pour sa
contribution dans la réaction qui catalyse l'oxydation décarboxylation des a-acides cétoniques,
par exemple le pyruvate et l'a-cétoglutarate, dans le cycle de I'acide citrique. L'acide lipoique
et sa forme réduite, lI'acide dihydrolipoique (DHLA), sont capables d'éteindre les radicaux libres
dans les domaines lipidique et aqueux. L'acide lipoique et l'acide dihydrolipoique ont des
propriétés  pharmacologiques  antioxydantes,  cardiovasculaires,  antivieillissement,
détoxifiantes, anti-inflammatoires, anticancéreuses et neuroprotectrices (Packer et al., 1995),
(Salehi et al., 2019).

3.2.4. Bilirubine

La bilirubine, produit final du catabolisme de I'héme chez les mammiferes, est
généralement considérée comme un déchet potentiellement cytotoxique et liposoluble qui doit
étre excrété. Cependant, a des concentrations micromolaires in vitro, la bilirubine élimine
efficacement les radicaux peroxyles générés chimiquement dans une solution homogene ou des
liposomes multilamellaires (Stocker et al., 1987). L'activité antioxydante de la bilirubine
augmente lorsque la concentration expérimentale d'oxygene est réduite de 20% (celle de l'air
normal) a 2% (concentration physiologiquement pertinente). De plus, sous 2% d'oxygéne, dans
les liposomes, la bilirubine supprime l'oxydation plus que l'a-tocophérol, qui est considéré
comme le meilleur antioxydant de la peroxydation lipidique. En plus, lorsque la bilirubine agit
comme un antioxydant, elle peut protéger contre des concentrations 10 000 fois plus élevées de
H20: (Doré et al., 1999).

3.2.5. Aliments antioxydants
L’organisme ne peut pas synthétiser tous les antioxydants dont il a besoin pour contrer

les radicaux libres. De ce fait, I’alimentation adéquate est un eélément clé dans la défense
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antioxydante. Les vitamines et les oligoéléments constituent les principaux antioxydants que

nous procure I’alimentation végetale.

3.2.6. Vitamine E

La vitamine E, un antioxydant majeur liposoluble, fonctionne comme le plus important
antioxydant lié a la membrane, neutralisant les radicaux libres et empéchant I'oxydation des
lipides au sein des membranes (Arredondo et al., 2016). La vitamine E est le piégeur de radicaux
libres dans la prévention des maladies chroniques (Herrera and Barbas, 2001). L'a-tocophérol
est la principale forme de vitamine E ayant des fonctions antioxydantes et immunitaires. L'a-
tocophérol s'est révélé étre un inhibiteur plus efficace de la peroxydation lipidique et des
réactions inflammatoires induites par les peroxynitrites (McCormick and Parker, 2004). Les
tocotriénols (forme rare de vitamine E constituée de quatre variantes plus ou moins méthylées)
in vitro ont une excellente activité antioxydante et il a été propose de retenir les ERO plus
efficacement que les tocophérols (Schaffer et al., 2005).

3.2.7. Vitamine C

Dans les fluides extracellulaires, la vitamine C, une vitamine hydrosoluble, est
I'antioxydant le plus important et peut protéger les biomembranes contre les lésions de
peroxydation lipidique en éliminant les radicaux peroxyles dans la phase aqueuse avant le debut
de la peroxydation. La vitamine C est un antioxydant efficace situé dans la phase aqueuse des
cellules ; elle perd simplement des électrons pour donner de la stabilité aux especes réactives
telles que les ERO (Arredondo et al., 2016). Outre ses fonctions biologiques de piégeage des
radicaux superoxyde et hydroxyle, la vitamine C joue également le rble de cofacteur

enzymatique (Pehlivan, 2017) .
3.2.8. Caroténoides

Les caroténoides sont des pigments naturels structurellement et fonctionnellement
différents que I'on trouve dans de nombreux fruits et Iégumes. Une combinaison de caroténoides
et de tocophérols antioxydants dans la phase lipidique des membranes biologigques peut assurer
une meilleure protection antioxydante que les tocophérols seuls. Les caractéristiques
antioxydantes des caroténoides comprennent I'élimination des radicaux simples d'oxygene et
de peroxyle, des radicaux de thiyle, de sulfonyle, de soufre et de NO- et la protection des lipides
contre l'attaque des radicaux superoxyde et hydroxyle (Rahman, 2007).

3.2.9. Vitamine A

La vitamine A, une vitamine liposoluble, est importante pour la santé humaine et posséde

des caractéristiques de piégeage des radicaux libres qui l'aident a agir comme un antioxydant

physiologique dans la protection d'un certain nombre de maladies chroniques telles que les

18



maladies cardiovasculaires et le cancer. Les transrétinols, le composé parent, sont la forme
alimentaire la plus abondante de la vitamine A qui se trouve naturellement sous forme d'esters
d'acides gras comme le palmitate de rétinyle, tandis que le rétinal et I'acide rétinoique sont les
composants alimentaires naturels mineurs de la vitamine A (Arredondo et al., 2016). La
vitamine ‘A’ a d'abord été étiquetée comme un inhibiteur de 'effet de I'acide linoléique sur les
processus d'oxydation. Actuellement, la vitamine A et les caroténoides sont connus pour leurs
actions antioxydantes qui dépendent de leur capacité a interagir avec les radicaux et a empécher
la peroxydation des lipides cellulaires (Zadak et al., 2009).

3.2.10. Sélénium

Le selénium (Se) est un constituant essentiel d'un certain nombre d'enzymes, dont
certaines ont des fonctions antioxydantes. La carence de cet élément chez les animaux les rend
sensibles aux lésions causées par certains types de stress oxydatif (Burk, 2002). Le Se peut
exister sous de nombreuses formes chimiques différentes dans les matiéres biologiques, soit
sous forme de composeés organiques du Se, tels que la sélénométhionine et le diméthylséléniure,
soit sous forme de sélénites et de selénates inorganiques. Dans les aliments, le Se est
principalement présent sous forme de selénomethionine, qui est une source importante de Se
alimentaire chez I'nomme, et également sous une forme chimique qui est couramment utilisée
pour les suppléments de Se dans les essais cliniques. Les préoccupations relatives aux maladies
carentielles potentielles associées a un faible statut en Se ont conduit a I'établissement des
besoins journaliers recommandés en Se dans de nombreux pays. Cependant, les apports
excessifs en Se par le biais de la supplémentation et son utilisation abusive potentielle en tant
que thérapie de santé pourraient également présenter un risque d'effets indésirables sur la santé

si son utilisation n'est pas correctement réglementée (Tinggi, 2008).

3.2.11. Zinc

Le zinc est essentiel a de multiples fonctions cellulaires, il protége contre les rayons UV,
améliore la cicatrisation des plaies, contribue aux fonctions immunitaires et
neuropsychiatriques et diminue le risque relatif de cancer et de maladies cardiovasculaires.
Tous les tissus de I'organisme contiennent du zinc. Dans la peau, il est cing a six fois plus
concentré dans I'épiderme que dans le derme. Le zinc est nécessaire a la croissance, au
développement et au fonctionnement normal des mammiferes. 1l est un élément essentiel de
plus de 200 métalloenzymes, dont I'enzyme antioxydante, superoxyde dismutase. Il affecte sa
conformité, sa stabilité et son activité (Rostan et al., 2002). Le zinc topique, sous forme d'ions
zinc divalents, a été signalé comme assurant une photoprotection antioxydante de la peau. Deux
mécanismes antioxydants lui ont été proposés: les ions zinc peuvent remplacer les molécules

actives en termes d'oxydoréduction, telles que le fer et le cuivre, sur des sites critiques dans les
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membranes cellulaires et les protéines ; les ions zinc peuvent également induire la synthése de
la métallothionéine, des protéines riches en sulfhydryle qui protegent contre les radicaux libres
(Zago and Oteiza, 2001).

3.2.12. Polyphénols

Les polyphénols alimentaires constituent un groupe important de substances
phytochimiques naturelles qui comprennent principalement les acides phénoliques, les
flavonoides, les catéchines, les tanins, les lignanes, les stilbénes et les anthocyanidines. 1ls
possedent des propriétés antioxydantes, chimiopréventives et un large éventail de propriétés
pharmacologiques (Khan et al., 2021). Les polyphénols agissent comme des piégeurs efficaces
de radicaux libres et d'ERO (selon la théorie des piégeurs biochimiques) en raison de la présence
de caractéristiques structurelles aromatiques, de multiples groupes hydroxyle et d'un systeme
hautement conjugué (Salisbury and Bronas, 2015). lls ont la capacité de neutraliser les ERO ou
de supprimer les dommages cellulaires, donc préviennent 1’oxydation des biomolécules
(lipides, protéines, ADN) et aident a diminuer ainsi I'inflammation des tissus (Zhang and Tsao,
2016).

1. STRESS OXYDATIF ET SES COMORBIDITES
1. Définition du stress oxydatif

Le stress oxydatif a été défini comme une perturbation de I'équilibre entre la production
d'especes reéactives et les défenses antioxydantes, ce qui peut entrainer des Iésions tissulaires.
Les quantités des ERO sont déterminéees par I'équilibre entre la production et I'élimination, et
une modification de cet équilibre en faveur de I'accumulation (stress oxydatif) génere a son tour
des réponses adaptatives dans les systémes antioxydants maintenant I'noméostasie redox
(Shankar and Mehendale, 2014). Dans les conditions basales, il existe une faible concentration
des ERO ; cependant, lorsque ce niveau est dépassé, des voies de signalisation sensibles a I'état
redox sont activées. Cette modification de I'équilibre est régulée en générant des conditions
environnementales de stress oxydatif, impliquant les antioxydants qui sont des systemes fiables
pour restaurer I'état initial. Cependant, dans certaines conditions, la production des ERO
augmente de maniére plus forte et plus persistante et les réponses antioxydantes peuvent ne pas
étre suffisantes pour rétablir I'équilibre au niveau initial, générant un nouvel équilibre, ou les
concentrations des ERO sont plus élevées et le modéle d'expression génétique est modifié en
raison de la stimulation soutenue des voies de signalisation sensibles a I'état redox (Ortiz et al.,
2017). Des quantités excessives de radicaux libres sont impliquées dans la pathogenése de

nombreuses maladies.
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2. Cibles moléculaires des radicaux libres

Lorsqu'il y a un déséquilibre entre la production de radicaux libres (ERO/ERN) et les
défenses antioxydantes, un stress oxydatif et un stress nitrositif surviennent. Comme ces
radicaux libres sont trés réactifs, ils peuvent endommager les trois classes importantes de
molécules biologiques, notamment les acides nucléiques, les protéines et les lipides.

2.1. Acide désoxyribonucléique (ADN)

Les ERO/ERN peuvent endommager les acides nucléiques par oxydation. L'ADN
mitochondrial est plus vulnérable a l'attaque des ERO que I'ADN nucléaire, car il est situé a
proximité immédiate du lieu de leur production. Les ERO, et plus particuliérement le radical
OH", réagissent directement avec tous les composants de I'ADN, tels que les bases puriques et
pyrimidiques, le squelette du sucre désoxyribose et provoquent un certain nombre d'altérations,
notamment des cassures simples et doubles de I'ADN (Friedberg et al., 2005). Le radical OH"
absorbe des atomes d'’hydrogéne pour produire un certain nombre de purines modifiées ainsi
que des sous-produits de la base pyrimidine et des liaisons transversales ADN-protéines.
L'attaque de la pyrimidine par OH™ produit différents produits d'addition de la pyrimidine
comme la thymine glycol, [luracile glycol, la 5-hydroxydésoxy uridine, la 5-
hydroxydésoxycytidine, I'hnydantoine et autres (Liu et al., 2008). Les produits d'addition de
purine formés par l'attaque des radicaux hydroxyles comprennent la 8-hydroxydeoxy
guanosine, la 8-hydroxy deoxy adenosine, la 2,6-diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidine.
Les autres adduits des bases de I'ADN induits par les radicaux libres comprennent le 5-formyl
uracile, la cytosine glycol, la 5,6-dihydrothyronine, la 5-hydroxy-6-hydro-cytosine, le 5-
hydroxy-6-hydro uracile, l'uracile glycol et I'alloxane. Les principaux adduits induits par les
radicaux libres de la partie sucre de I'ADN sont l'acide glycolique, le 2-déoxytétrodialdose,
I'érythrose, la lactone de l'acide 2-déoxypentonique, le 2-déoxypentose-4-ulose (Phaniendra et
al., 2015). La 8-hydroxy déoxyguanosine est considérée comme le biomarqueur des dommages
oxydatifs de I'ADN et est impliquée dans la mutageneése, la carcinogenese et le vieillissement.
Dautre part, les ERN, et plus particulierement le peroxynitrite (OONO-) interagit avec la
guanine pour produire des lésions nitratives et oxydatives de I'ADN telles que la 8-nitroguanine
et la 8-oxodéoxyguanosine respectivement (Tvrda and Benko, 2020). La 8-nitroguanine formée
est instable et peut étre spontanément éliminée, entrainant la formation d'un site apurinique.
Inversement, I'adénine peut étre appariée avec la 8-nitroguanine pendant la synthese de I'ADN,
ce qui entraine une transversion G-T. En conséquence, la 8-nitroguanine est une lésion

mutagéne de I'ADN impliquée dans la carcinogenése (Hoki et al., 2007).
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2.2. Acide ribonucléique (ARN)

L'ARN est plus sujet aux dommages oxydatifs que I'ADN, en raison de sa nature
monocaténaire, de l'absence d'un mécanisme de réparation actif pour I'ARN oxydé, d'une
protection moindre par les protéines et de leur proximité des mitochondries ou des charges
d’ERO sont produites (Evans and Cooke, 2004). La 7,8-dihydro-8-oxoguanosine (8-0xoG) est
le produit de dégradation de I'ARN le plus étudié et ses niveaux sont éleves dans diverses
conditions pathologiques comme la maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson,

I'athérosclérose, I'némochromastose et les myopathies (Lopez-Grueso, 2019).

2.3. Lipides

Les lipides membranaires, en particulier les résidus d'acides gras polyinsaturés des
phospholipides, sont plus sensibles a lI'oxydation par les radicaux libres (Catala, 2009). La
peroxydation lipidique est tres importante in vivo en raison de son implication dans divers états
pathologiques. La peroxydation lipidique entraine la perte du fonctionnement de la membrane,
par exemple, une diminution de la fluidité, I'inactivation des enzymes et des récepteurs liés a la
membrane (Catala, 2007). La peroxydation lipidique est initiée lorsqu'un radical libre attaque
et extrait I'hydrogene d'un groupe méthyléne (CHz) dans un acide gras (LH), ce qui entraine la
formation d'un radical lipidique (L") centreé sur le carbone. Le radical lipidique peut réagir avec
I'oxygéne moléculaire pour former un radical peroxyle lipidique (LOQO"). Le radical peroxyle
lipidique résultant subit un réarrangement via une réaction de cyclisation pour former des
endoperoxydes, qui forment finalement du malondialdéhyde (MDA) et du 4-hydroxyl nonenal
(4-HNA), les produits finaux toxiques de la peroxydation lipidique qui endommagent I'ADN et
les protéines (Yin et al., 2011). Ces radicaux peroxydes lipidiques peuvent encore propager le
processus de peroxydation en arrachant des atomes d'hydrogene aux autres molécules
lipidigues. Les isoprostanes (substances de type prostaglandine produites dans l'organisme par
I'estérification de l'acide arachidonique) constituent le produit important de la peroxydation
lipidique de l'acide arachidonigue et sont considérés comme les responsables des dommages
lipidiques (Pratt et al., 2011).

2.4. Protéines
L'oxydation des protéines peut étre induite par des espéces radicalaires telles que O2™,
OH, peroxyle, alkoxyle, hydroperoxyle ainsi que par des espéces non radicalaires telles que
H202, O3, HOCI, oxygéne singulet, OONO" (Zhang et al., 2013). Les ERO oxydent différents
acides aminés présents dans les protéines, provoquant la formation de liaisons croisées protéine-

protéine, entrainant la dénaturation des protéines, la perte d'activité enzymatique, de la fonction
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des récepteurs et celle des protéines de transport. Les acides aminés contenant du soufre tels
que la méthionine et la cystéine sont plus sensibles a I'oxydation par les ERO et sont convertis
respectivement en disulfures et en sulfoxyde de méthionine (Hohn et al., 2014). Cependant,
dans les systemes biologiques, seules ces deux formes oxydées de protéines peuvent étre
reconverties en leur forme native par deux enzymes différentes, a savoir la disulfure réductase
et la méthionine sulfoxyde réductase (Drazic and Winter, 2014). Les dommages oxydatifs
induits par les ERO sur les résidus d'acides aminés tels que la lysine, la proline, la thréonine et
l'arginine produisent des dérivés carbonylés. La présence de groupes carbonyles dans les
protéines a été considérée comme le marqueur de l'oxydation des protéines. Les autres
marqueurs spécifiques de l'oxydation des protéines sont la O-tyrosine (un marqueur du radical
hydroxyle) et la 3-nitrotyrosine (un marqueur du ERN) (Akagawa, 2021). Une augmentation
des niveaux de carbonyles protéiques est observée dans un certain nombre de conditions
pathologiques telles que la maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson, la dystrophie
musculaire, la cataractogenese, l'arthrite rhumatoide, le diabete, la progeria, lI'athérosclérose, le
syndrome dystrous respiratoire, le syndrome de Werner et le vieillissement (Dalle-Donne et al.,
2003).

3. Physiopathologie du stress oxydatif
3.1. Vieillissement
Le vieillissement est la perte progressive de la fonction des tissus et des organes au fil du
temps. La théorie du vieillissement par les radicaux libres, appelée ensuite théorie du
vieillissement par le stress oxydatif, repose sur I'hypothése des dommages structurels selon
laquelle les pertes fonctionnelles associées a I'age sont dues a l'accumulation de dommages
oxydatifs causés aux macromolécules (lipides, ADN et protéines) par les ERO/ERN (Liguori
et al., 2018; Lin and Flint Beal, 2003). Le mécanisme exact du vieillissement induit par le stress
oxydatif n'est pas encore clair, mais il est probable que I'augmentation des niveaux des espéces
réactives conduise a la sénescence cellulaire, un mécanisme physiologique qui arréte la
prolifération cellulaire en réponse aux dommages qui se produisent pendant la réplication.
Plusieurs études supportent la théorie du vieillissement par les radicaux libres et ont démontré
que le processus du vieillissement s’accompagne de ’augmentation des dommages cellulaires
dus a I’oxydation, I’altération de I’homéostasie redox, et de la régulation aberrante des voies de

signalisation au redox (Kregel and Zhang, 2007).

3.2. Inflammation chronique
Le syndrome de réponse inflammatoire systémique (SRIS) est un trouble causé par une

réponse inflammatoire exagérée de I'organisme entier a des agents pathogénes infectieux ou a
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des atteintes non infectieuses (Margraf et al., 2020) . Le SRIS implique la libération d'oxydants
et de cytokines inflammatoires conduisant a un dysfonctionnement réversible ou irréversible
des organes cibles, voire & la mort. Le sepsis est un SRIS causé par une infection, qui partage
des caractéristiques communes d'inflammation et de stress oxydatif avec les SRIS causés par
des atteintes non infectieuses, et qui est plus fréqguemment étudié. 1l a été signalé que les taux
plasmatiques de F2-isoprostanes, hydroxy-2-nonenal, et 8-deoxyguanosine (8-OHdG)
augmentent de maniere significative chez les patients atteints de sepsis grave (Zotova et al.,
2020). Chez les patients présentant un syndrome de détresse respiratoire aigué provenant d'un
SIRS, le niveau de 8-iso-PGF2a est augmenté dans le condensat de I'haleine expirée, tout
comme la nitrotyrosine dans le liquide du lavage bronchoalvéolaire (Sasannejad et al., 2019) .
Les oxydants dans le sepsis proviennent de plusieurs sources en fonction des tissus et/ou des
cellules, et incluent I'oxyde nitrique synthase (iNOS), les monoxydes d’azote (NOXs), la
xanthine oxydase et les mitochondries dysfonctionnelles. En outre, les niveaux d'antioxydants

tels que la vitamine C, la vitamine E et le GSH sont réduits dans les cas de sepsis.

3.3. Diabete sucré Type Il

Les patients atteints de diabéte sucré de type 2 présentent des signes importants de stress
oxydatif qui entrainent des complications microvasculaires et macrovasculaires. Les marqueurs
du stress oxydatif, notamment le rapport OXLDL/LDL, le 8-OHdG, le 8-iso-PGF2a, les
carbonyles protéiques et la conjugaison du GSH a I'némoglobine, sont considérablement élevés
dans le plasma des patients atteints de diabéte de type 2, tout comme les taux urinaires de 8-
OHdG et de 8-iso-PGF2a (Vodosek Hojs et al., 2020) . L'augmentation des oxydants dans le
diabete sucré de type 2 provient des mitochondries dysfonctionnelles et de NOX1 activés par

les anomalies diabétiques d'hyperglycémie et de dyslipidémie (Forman and Zhang, 2021) .

3.4. Maladies neurodégénératives
Les dommages causés par le stress oxydatif peuvent s'accumuler avec I'age et contribuer
a la progression des maladies neurodégénératives telles que la maladie d'Alzheimer, la maladie
de Parkinson et la sclérose latérale amyotrophique. Les ERO peuvent également provoquer une
inflammation et une apoptose cellulaire, ce qui peut altérer la fonction neuronale et entrainer la
perte de neurones, ce qui est considéré comme étant un facteur important dans le développement
de ces maladies.
3.4.1. Maladie d’Alzheimer
La maladie d'Alzheimer se caractérise par l'accumulation progressive de plaques
extracellulaires d'amyloide-f et d'enchevétrements neurofibrillaires a l'intérieur des neurones.

Plusieurs facteurs de risque (age, génétique, sexe, traumatisme et pollution atmosphérique) ont
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été identifiés, mais la cause exacte reste floue. Cependant, de nombreuses études ont démontré
une augmentation du stress oxydatif dans le cerveau des patients atteints de la maladie
d'Alzheimer, notamment des taux accrus de F2-isoprostane-a dans le liquide céphalo-rachidien
et les pdles frontal et temporal, d'acroléine dans I'amygdale et I'hippocampe, et de HNE dans le
liquide ventriculaire, I'hippocampe, et le cortex (Zuo et al., 2022). Des niveaux accrus
d'oxydation de I'ADN nucléaire et mitochondrial ont également été constatés dans les lobes
frontal, pariétal et temporal du cerveau des patients atteints de la maladie d'Alzheimer par
rapport aux sujets témoins appariés selon I'age. En outre, I'oxydation des protéines dans
I'hnippocampe et les carbonyles protéiques dans le cortex cérébral étaient significativement
élevés dans le cerveau des patients atteints de la maladie d'Alzheimer. 11 a été affirmé que I'A
(1-42), la microglie activée, l'accumulation de fer et les mitochondries dysfonctionnelles
contribuent a une production accrue d’oxydants (\Wang et al., 2005).

3.4.2. Maladie de Parkinson
Le stress oxydatif peut induire la maladie de Parkinson en plusieurs mecanismes moléculaires
impligquant les dommages aux neurones dopaminergiques par les radicaux libres ce qui aboutit
a leur degénérescence et leur mort (Chenet al., 2012), la réduction de la production de dopamine
en affectant les enzymes impliqués dans sa synthese ou en altérant les mecanismes de son
transport (Juarez Olguin et al., 2015), I’accumulation de protéines anormales, telles que 1’a-
synucléine, qui peuvent former des agrégats toxiques endommageant les neurones (Deas et al.,
2016), I'induction d’une neuroinflammation qui contribue a 1’évolution de la maladie, et
finalement, 1’induction des modifications post-traductionnelles des protéines, telles que des
phosphorylations ou des nitrations, qui peuvent altérer leur fonction normale et entrainer leur

accumulation anormale (Yamakura and Kawasaki, 2010).

3.4.3. Sclérose latérale amyotrophique

La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est une maladie neurodégénérative qui affecte
les neurones moteurs. La pathogenése de la sclérose latérale amyotrophique est mal comprise.
Chez un ou deux pour cent des patients, on sait que des mutations du géne SOD1 sont a l'origine
de la maladie. Portant, le mécanisme de la mort cellulaire reste flou. La plupart des recherches
s'accordent sur le fait que les dommages causés par les especes réactives de l'oxygéne sont
impliqués dans ce processus, mais on ne sait pas si ces dernieres jouent un réle primordial ou
sont un épiphénomeéne (Robberecht, 2000) . Des preuves de stress oxydatif sont trouvées non
seulement dans la sclérose latérale amyotrophique familiale liée a la SOD1 mutante, mais aussi
dans la sclérose latérale amyotrophique sporadique. Une production excessive d'espéces
réactives associée a une défense antioxydante inefficace représente une caractéristique

pathologique importante dans la SLA. Des preuves substantielles indiquent que le stress
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oxydatif est impliqué dans la perte de neurones moteurs et dans le dysfonctionnement
mitochondrial, contribuant de maniére décisive a la neurodégénérescence dans la SLA (Cunha-
Oliveira et al., 2020) .

3.5. Neuropathie chronique

La neuropathie est la conséquence de la chronicité de plusieurs maladies liées au stress
oxydatif et nitrositif comme le diabéte, le cancer et les maladies auto-immunes (Carrasco et al.,
2018). Lorsque le corps est submergé par des especes réactives, il en résulte un
dysfonctionnement mitochondrial qui a été montré impliqué dans la démyélinisation des fibres
nerveuses, la perturbation de la conductivité nerveuse et l'inflammation (Khuankaew et al.,
2021) De plus, le stress oxydatif peut réduire la capacité antioxydante de l'organisme, ce qui
peut accroitre la production des ERO et accentuer les dommages causés aux nerfs. Cette
combinaison de dommages peut entrainer une perte fonctionnalité des nerfs, une douleur et une
sensibilité accrues, ainsi qu'une perte de sensibilité et une faiblesse musculaire, ce qui peuvent
étre des symptdmes de la neuropathie périphérique (Hammi and Yeung, 2022).

3.6. Cancers

Les oxydants sont impliques dans diverses phases de la tumorigenese, notamment la
transformation des cellules normales en cellules tumorales, la croissance, la prolifération,
I'invasion, l'angiogenese et les meétastases des cellules tumorales, en modifiant de maniere
aberrante les voies de transduction de la signalisation qui endommagent I'ADN et exacerbent
I'inflammation (Prasad et al., 2017), A l'inverse, le stress oxydatif peut également déclencher
I'apoptose et la ferroptose, et réduire les possibilités de transformation, empéchant ainsi la
tumorigenese (Chiang et al., 2021). En outre, le stress oxydatif est le principal mécanisme
d'action des radiations et de nombreux médicaments chimiothérapeutiques. Par conséquent, le
stress oxydatif est impliqué dans presque toutes les phases du cancer. Les cellules cancéreuses
produisent plus d'oxydants que les cellules normales, et les cellules cancéreuses sont donc
exposées a un stress oxydatif accru. L'augmentation des oxydants dans les cellules cancéreuses
provient principalement des mitochondries, de NOX4 et de la 5-lipoxygénase (Sahoo et al.,
2022) . L'augmentation des marqueurs oxydatifs a été observée dans divers types de cancer. Par
exemple, il a été démontré que les patients atteints d'un cancer du poumon non a petites cellules
exhalent plus de H20: que les individus témoins (Ho et al., 2007). En outre, des niveaux accrus
de 8-OHdG ont été détectés dans les tissus du cancer du sein par rapport aux tissus normaux
appariés, et le 8-OHdG était significativement élevé dans les cancers de la prostate et du

poumon (Weiss et al., 2005) .
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3.7. Troubles psychiques

Lorsque la production de métabolites dérivés de I'oxygene I'emporte sur les systemes de
défense du cerveau, des dommages oxydatifs peuvent survenir au niveau des acides nucléiques,
des protéines et des lipides de la membrane neuronale, qui sont riches en acides gras hautement
polyinsaturés. En présence d'un stress oxydatif, la constitution riche en lipides du cerveau
favorise la peroxydation lipidique qui entraine une diminution de la fluidité membranaire et des
dommages aux protéines membranaires, ce qui désactive les récepteurs, les enzymes et les
canaux ioniques. En conséquence, le stress oxydatif peut altérer la neurotransmission, la
fonction neuronale et I'activité cérébrale globale. Le stress oxydatif a été associé a plusieurs
maladies neuropsychiatriques, comme I’anxiété, la schizophrénie et le trouble dépressif majeur.
Ila été constaté que, dans le cerveau, l'expression des génes impliqués dans le métabolisme
antioxydant, a savoir la glutathion réductase 1 et la glyoxalase 1, est fortement corrélée aux
phénotypes liés a l'anxiété. En outre, l'activité de ces enzymes est plus élevée chez les souris
anxieuses (Bouayed et al., 2009). D’un autre c6té, Il a été démontré que les taux d'antioxydants
totaux et de glutathion étaient plus faibles dans le plasma des patients atteints de schizophrénie.
Des niveaux accrus d'ERO ont été trouves dans la péeriphérie des patients schizophrenes, en
conjonction avec des niveaux reduits de SOD et de GPx. Les études post-mortem font
également état de niveaux réduits de glutathion dans le cerveau des patients schizophrénes, en
particulier dans le cortex préfrontal et le caudate nucleus, avec une expression protéique
anormale dans le cortex cingulaire antérieur, résultat d'un stress oxydatif accru (Murray et al.,
2021). Finalement, 1l est bien établi que les patients souffrant de dépression présentent des taux
plasmatiques plus élevés de cytokines pro-inflammatoires et de la protéine C-réactive.
Certaines études ont révélé que l'augmentation des niveaux de marqueurs inflammatoires
combinée au stress oxydatif est une caractéristique omniprésente de dépression. De plus, la
réduction de la réponse au traitement antidépresseur était liée a des niveaux de base plus élevés
des principaux marqueurs du stress oxydatif, tels que les F2-isoprostanes et 8- OHdG (Bhatt et
al., 2020).

3.8. Maladies hépatiques
L’inflammation du foie produit les ERO en excés qui attaquent les cellules hotes, ce qui
entraine des dommages cellulaires. La peroxydation de I'ADN joue un rdle important dans la
pathogenese des mutations du foie. L'activité des SOD et de la GPx dans la cirrhose chronique
du foie et I'népatite est significativement plus faible que le contréle, ce qui est négativement
corrélé avec le niveau d'alanine aminotransférase (ALAT) sérique (Zhang et al., 2017) . 1l été
démontré que la SOD sérique diminuait de maniere significative chez les patients de maladies

hépatiques. En outre, la concentration de malondialdéhyde (MDA) et d'acide ascorbique était
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significativement supérieure aux valeurs normales chez les individus atteints d’hépatites B
chronique. Le niveau d'ALAT est positivement lié¢ au MDA, il peut donc étre utilisé comme un
indicateur important des dommages au foie (Al-Kanaan et al., 2019). Chez cette méme catégorie
de patients, une forte expression de 8-OHdG a été constatée, notamment dans la zone de nécrose
hépatique et d'infiltration inflammatoire autour de la veine porte (Ghamry et al., 2022). La
quantité de 8-OHdG dans les lésions pathologiques du foie est liée aux dommages oxydatifs,
qui provoquent des mutations de I'ADN et induisent le cancer du foie (Yugawa et al., 2020).
Chez les patients atteints de cirrhose du foie, une activité antioxydante dans le sérum a été
supeérieure a celle des personnes non porteuses de I'antigéne de surface de I'hépatite B (HBsAQ),
tandis que l'activité antioxydante des témoins normaux était significativement inférieure
(Duygu et al., 2012) . Le facteur de nécrose tumorale (TNF)-a et le facteur de croissance
transformant (TGF)-b sont considérablement augmentés chez les patients atteints d'hépatite
virale, et les dommages oxydatifs sont étroitement lies aux dommages pathologiques de la
fibrose hépatique (Alshanwani et al., 2022) . Dans I'hépatite C chronique, le stress oxydatif est
accru et les mécanismes de défense antioxydants sont insuffisants. Les taux sériques des
produits de l'oxydation des protéines, tels que le MDA, NO, et les activités de la
myéloperoxydase (MPO), de l'arylestérase (AE) et de la paraoxonase-1 (PON1), sont plus
élevés chez les patients atteints d'hépatite C chronique que chez les individus sains, ce qui
indique que ces molécules pourraient étre des outils utiles comme biomarqueurs. Plusieurs
études ont suggére que les marqueurs du stress oxydatif augmentent chez les patients atteints
d'hépatite alcoolique, comme le CYP2E, dont le nombre de plis a augmenté, ce qui entraine une
fuite excessive d'électrons et la libération d’ERO, provoquant un stress oxydatif et des réponses

immunitaires (Elufioye and Habtemariam, 2019).

3.9. Fibromyalgie

La fibromyalgie (FM) est une condition chronique caractérisée par des douleurs
musculaires et articulaires diffuses, de la fatigue et des troubles du sommeil. La persistance de
la douleur, I'altération des fonctions cognitives et I'impact négatif sur I'état psychologique ont
un effet néfaste sur la qualité de vie des patients (Assavarittirong et al., 2022) . Cependant, a ce
jour, le traitement et les mécanismes de cette maladie restent a établir. Le stress oxydatif
pourrait jouer un réle essentiel dans la pathophysiologie de la FM. Des niveaux accrus de
facteurs pro-oxydatifs tels que le NO, la peroxydation lipidique et la mitophagie peuvent
provoguer une sensibilisation a la douleur dans la fibromyalgie (\VVaamonde-Garcia and Lopez-
Armada, 2019) . Les processus prooxydatifs chez les patients atteints de FM sont associés a des
variantes génétiques spécifiques, qui participent a l'équilibre oxydatif. Par exemple, le
fonctionnement réduit de la SOD, de la CAT et de la NADPH oxydase est corrélé avec la
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douleur et la sévérité de la fatigue (Goswami et al., 2009) . De plus, on observe chez les sujets
atteints de FM, une concentration élevée de NO qui est considéré comme est un
neurotransmetteur crucial impliqué dans la voie de la douleur spinale (Meeus and Nijs, 2007).
Ainsi, I'approche de I'estimation des marqueurs anti- et pro-oxydatifs peut aider a gérer cette
maladie plus efficacement. Des études récentes montrent 1’efficacité de nouveaux aspects du
traitement antioxydant chez les patients atteints de fibromyalgie, notamment I'oxygénothérapie
hyperbare, les exercices d'aérobic et les modifications diététiques (Assavarittirong et al., 2022).

IV. PLACE DE LA PHYTOTHERAPIE DANS LA PRISE EN CHARGE DES
MALADIESLIEES AU STRESS OXYDATIF

1. Généralités

L'organisation mondiale de la sante (OMS) définit la phytothérapie comme "l'utilisation
de plantes, de leurs parties (feuilles, tiges, fleurs, racines, écorces, fruits, graines) et de leurs
principes actifs pour la prévention, le diagnostic et le traitement des maladies” (OMS, 1998).
Cette définition inclut l'utilisation de plantes médicinales sous forme de médicaments a base de
plantes, ainsi que l'utilisation de plantes entiéres ou de préparations a base de plantes a des fins
thérapeutiques. La phytothérapie est souvent considérée comme une approche plus naturelle
pour traiter les maladies, ce qui peut étre attrayant pour les personnes qui souhaitent éviter les
médicaments synthétiques et les effets secondaires associés. De plus, de nombreuses plantes
médicinales sont relativement peu colteuses et peuvent étre cultivées a domicile, ce qui peut
rendre la phytothérapie plus accessible que d'autres formes de traitement médical (Builders,
2019). Etant donné qu’une plante médicinale peut avoir plusieurs activités biologiques a la fois,
la phytothérapie est donc considérée comme une approche plus holistique pour traiter les
maladies, en prenant en compte les aspects physiques, émotionnels et spirituels de la santé (Li
and Zhang, 2013). Ces derniéres années, les scientifiques se sont de plus en plus intéressés aux
activités biologiques des métabolites secondaires et leur utilisation pour la prévention ou le
traitement de plusieurs pathologies (Figure 6, A). Plusieurs études scientifiques s’accordent
aujourd’hui sur I’efficacité des plantes médicinales et leurs métabolites dans la prise en charge
des maladies liées au stress oxydatif, notamment le diabéte, I’inflammation, les maladies

neurodégénératives, les maladies hépatiques et les maladies cardiovasculaires (Figure 6, B).
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A: Le nombre de publications indexées ‘Scopus’ par année portant sur
I’étude des propriétés pharmacologiques des plantes médicinales et de leurs
métabolites. L’intérét scientifique pour les substances naturelles & base de
plantes est en augmentation continue depuis 1995.

B: Les réseaux de cooccurrences en terme de mots clés (VOSviewer) a
partir des publications indexées ‘Scopus’ de la derniére décennie. La taille
des bulles est relative & la fréquence d’occurrence d'un mot clé. L'activité
antioxydante, anti-inflammatoire et antidiabétique sont les plus étudiées.
Cependant, la carte montre clairement que toutes les activités biologiques
conférées aux plantes médicinales sont liées a I’activité antioxydante.
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Figure 6 : Analyse bibliométrique des données relatives aux publications scientifiques sur les effets
pharmacologiques des plantes médicinales.Elles ont ont été acquises dans la base de données en ligne
Scopus en février 2023, a I'aide de la requéte suivante ‘’Medicinal plants’> AND “’Diseases’’. 1351
documents ont été sélectionnés puis analysés en fonction d’année de publication (A). Ensuite, la
recherche a été limitée aux publications de la derniere décennie (PUBYEAR >2013 AND PUBYEAR
<2023) et les données brutes ont été exportées sous format Excel. Afin de les rendre visuellement
exploitables, la fonctionnalité de regroupement de cooccurrences de mots-clés du logiciel VOSviewer
1.6.19 (van Eck and Waltman, 2010) a été utilisée (B).

2. Plantes médicinales au Maroc

Le Maroc est un pays doté d'une biodiversité tres riche, avec un grand nombre
d'écosystémes différents et des habitats naturels variés, allant des zones cotieres aux montagnes,
en passant par les déserts et les plaines (Blondel et al., 2010) . Cette diversité se traduit par une
grande richesse en termes de flore et de faune. La flore du Maroc est particulierement
remarquable, avec plus de 4 000 espéces végétales différentes, dont certaines sont endémiques
au pays, dont l'arganier, qui est un arbre trés important pour I'économie locale et la préservation
de l'environnement, le tamaris de plomb, le cédre de I'Atlas et le sapin de Thuya (Mouhajir,
2002). En matiére de plantes médicinales, il est estimé que plus de 1 000 espéces végétales
différentes présentes dans le pays sont utilisées a des fins thérapeutiques, aromatiques ou
cosmétiques. Cela représente environ un quart de la flore marocaine (Labiad et al., 2020).
Certaines de ces plantes sont largement répandues a travers le bassin méditerranéen. Le savoir
traditionnel associé a l'utilisation des plantes médicinales est trés répandu au Maroc, et de

nombreuses communautés locales ont développé des connaissances spécialisées dans leur
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utilisation pour soigner diverses affections (Elachouri, 2018). Cela a conduit a I'émergence d'un
secteur économique important basé sur la production et la commercialisation de plantes
medicinales qui sont souvent utilisées sous forme de tisanes, d'huiles essentielles, de baumes
ou de cremes, et sont recherchées pour leurs propriétés curatives, tonifiantes, apaisantes ou
régénératrices (EI Mansouri et al., 2011). Le gouvernement marocain a créé en 2003 la
Pharmacopée Marocaine, un recueil officiel des plantes médicinales utilisées dans le pays, qui
recense plus de 300 especes. Elle est I'une des plus riches et des plus diversifiées du monde, en
grande partie en raison de la variété des climats et des écosystemes du Maroc (Bnouham, 2010).

3. Meétabolites secondaires et leurs propriétés pharmacologiques

Les plantes sont capables de produire une grande variété de composés chimiques appelés
métabolites secondaires, qui ne sont pas directement impliqués dans la croissance ou la
reproduction de la plante, mais peuvent avoir une grande variété de fonctions biologiques, telles
que la défense contre les herbivores et les pathogenes, l'attraction des pollinisateurs, la
protection contre les radiations UV et la régulation du développement de la plante (\Vining,
2003) . Les métabolites secondaires sont souvent des molécules complexes avec une structure
chimique diversifiee, et forment plusieurs classes dont : les composés phénoliques, les
alcaloides, les coumarines, les saponines, les anthocyanes et les terpénes. 1l a été démontré que
certaines plantes produisent des alcaloides amers, toxiques ou répulsifs qui dissuadent les
herbivores et les pathogenes de consommer ou d'endommager la plante (Matsuura and Fett-
Neto, 2015) . Les composes phénoliques et les terpénes peuvent agir comme des insecticides
naturels, tuant les insectes qui mangent les feuilles ou les racines de la plante. En plus, Les
fleurs de nombreuses plantes produisent des composes aromatiques pour attirer les
pollinisateurs, tels que les abeilles et les papillons, ou les prédateurs naturels pour lutter contre
les herbivores et les pathogénes. Par exemple, certaines plantes produisent des composes qui
attirent les guépes parasitoides pour lutter contre les chenilles (Daayf and Lattanzio, 2009) . Les
phenylpropanoids et ’acide cinnamique ont été démontré capable d’ absorber les rayons UV,
protégeant ainsi la plante contre les dommages (Takshak and Agrawal, 2019) . Enfin, les
métabolites secondaires peuvent également réguler la croissance et le développement des
plantes via les phytohormones et les cytokinines qui stimulent la croissance cellulaire et la
division et I'acide abscissique qui inhibe la croissance et favorise la dormance des bourgeons
(Xu et al., 2018).

3.1. Les composés phénoliques
Les composés phénoliques constituent une classe principale de métabolites secondaires

dans les plantes et sont divisés en acides phénoliques et en polyphénols. Ces composés sont
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combinés a des mono- et polysaccharides, liés a un ou plusieurs groupes phénoliques, ou
peuvent se présenter sous forme de dérivés, tels que les esters ou les esters méthyliques. Parmi
les différentes classes de composés phénoliques, les acides phénoliques, les flavonoides et les
tanins sont considérés comme les principaux composés phénoliques alimentaires (Minatel et
al., 2017).

3.1.1. Phénols simples

Les phenols simples, également connus sous le nom de monophénols, sont une classe de
composés organiques caractérisés par un seul groupe fonctionnel hydroxyle (-OH) attaché a un
anneau aromatique. L'anneau aromatique dans les phénols simples peut contenir un ou plusieurs
substituants, tels que des groupes méthyle, éthyle ou méthoxy (Burton et al., 1985). Des
exemples de phénols simples comprennent des composés tels que le phénol (également connu
sous le nom d'acide carbolique), les crésols et les xylenols. Ces composés se trouvent
couramment dans une variété de sources naturelles, notamment les plantes, les champignons et
les micro-organismes. Chez les plantes, L'acide gallique est largement répandu et c’est le
composé parent des gallotannins (Builders, 2019). C'est un acide trihydroxybenzoique avec la
formule moléculaire CsH2(OH)3COOH. Le composé posséde un anneau aromatique avec trois
groupes fonctionnels hydroxyle (-OH) qui y sont attachés (figure 7). L'acide gallique est bien
connu pour ses propriétés astringentes mais a démontré de nombreuses autres activités in vitro,
notamment des actions antibactériennes, antivirales, antifongiques, anti-inflammatoires,
antitumorales, antianaphylactiques, antimutagénes, cholérétiques et bronchodilatatrices. Il

inhibe également la dégradation de I'insuline et favorise la relaxation des muscles lisses.
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Figure 7: Exemple de phénol simple (acide gallique)
3.1.2. Flavonoides
Les flavonoides constituent le plus grand groupe de phénols naturels. On connait
aujourd'hui plus de 2000 de ces composés, dont pres de 500 sont présents a I'état libre. Le
squelette structurel des flavonoides comprend un cycle chromane portant un cycle aromatique

en position 2, 3ou 4 (Corcoran et al., 2012). Les flavonoides peuvent étre divisés en plusieurs
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classes selon le degré d'oxydation de I'anneau central (anneau C) (figure 8). Les plus courantes
sont les anthocyanines, les flavones et les flavonols. Les flavones et leurs proches parents sont
souvent de couleur jaune (latin flavus, jaune). lls sont largement répandus dans la nature mais
sont plus fréquents chez les plantes supérieures et dans les jeunes tissus, ou ils sont présents
dans la seve cellulaire (Samanta et al., 2011) . lls sont abondants dans les Polygonaceae,
Rutaceae, Leguminosae, Umbelliferae et Compositae. Des recherches récentes ont démontré
I'action médicinale de plantes riches en flavonoides tels que Glycyrrhiza glabra (racine de
réglisse), Chamaemelum nobile (camomille romaine) et Ginkgo biloba (gingko) (Builders,
2019) . Un certain nombre de plantes contenant des flavonoides ont été incluses dans la
Pharmacopée britannique, dont Betula pendula (feuille de bouleau), Calendula officinalis
(fleur), Sambucus nigra (fleur de sureau), Equisetum ramosissimum (préle), Tilia cordata (fleur
de tilleul), Leonurus cardiaca (agripaume) et Passiflora edulis (passiflore) (Kandar, 2021) . Le
groupe est connu pour ses effets anti-inflammatoires et antiallergiques, pour ses proprietes
antithrombotiques et vasoprotectrices, pour I'inhibition de la promotion des tumeurs et comme

protecteur de la muqueuse gastrique (Builders, 2019) .
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Figure 8: Structure de base des flavonoides

3.1.3. Tannins

Les tanins sont un groupe diversifié de composés polyphénoliques présents naturellement
et largement distribués dans le regne vegétal. Ils sont caractérisés par leur capacité a lier et
précipiter les protéines, ce qui les rend importants dans de nombreux processus biologiques.
Chimiquement, les tanins sont de grandes molécules dont le poids moléculaire varie de 500 a
3000 daltons, et ils sont généralement composés d'un noyau de flavan-3-ols ou de flavan-3,4-
diols souvent estérifiés avec de l'acide gallique ou ellagique (figure 9) (Skene, 1996). lls se
trouvent couramment dans diverses parties des plantes, telles que les feuilles, les tiges, les
racines et les fruits, et sont particulierement abondants dans les tissus ligneux tels que I'écorce

et le bois (Builders, 2019). En plus de leurs fonctions biologiques dans les plantes, les tanins
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ont une large gamme d'applications dans diverses industries, notamment la production de cuir,
de colorants et d'adhésifs, ainsi que dans l'industrie alimentaire et des boissons pour leurs
propriétés d'astringence et de saveur. Pharmacologiquement, les tanins ont été démontrés avoir
une variété d'effets bénéfiques, notamment des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et
antimicrobiennes. lls ont également été étudiés pour leur potentiel dans la prévention et le
traitement de diverses maladies, telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires et le diabéte
(Pizzi, 2021). Les médicaments contenant des tanins agissent comme antidiarrhéiques et ont été
employés comme antidotes dans les cas d'empoisonnement par des métaux lourds et des
alcaloides (Poppenga, 2002). Il a été démontré que I'épigallocatéchine-3-gallate, le principe
actif du thé, est antiangiogénique chez la souris (Bai et al., 2017). Un essai randomisé, en double
aveugle, contr6lé par placebo, qui a été réalisé sur 153 femmes agées a montré que le jus de
Vaccinium oxycoccos (canneberge) est efficace comme antiseptique urinaire (Nowack and
Schmitt, 2008) . Cependant, certains types de tanins peuvent également avoir des effets négatifs
sur la santé humaine s'ils sont consommes en grandes quantités, tels que Il'interférence avec la

digestion et I'absorption des protéines (Iwuozor, 2019).

Figure 9: exemples de tannins. (a) tannin hydrolysable, (b) tannin condensé

3.1.4. Coumarines
Les coumarines sont une classe de composes organiques naturels caractérisés par un
systeme de noyau benzénique et d'a-pyrone fusionnés (figure 10). Elles sont largement
répandues dans le régne végétal et se trouvent dans une variété de fruits, légumes et herbes.
Chimiquement, les coumarines ont un poids moléculaire allant d'environ 146 a 352 daltons et
sont généralement synthétisées par les voies shikimate ou phénylpropanoide (Sgrensen and
Maller, 2021). L'esculetin, I'umbelliférone et la scopoletine sont des coumarines communes

présentes dans les plantes a I'état libre et sous forme de glycosides (Builders, 2019). Les plantes
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riches en coumarines comprennent Atropa belladonna, Datura stramonium (Solanaceae),
Daphne mezereum (Thymeliaceae), Ruta graveolens (Umbelliferae) et certaines Rosaceae
(Goud, 2020). Les coumarines ont été largement étudiées pour leur potentiel thérapeutique,
comme dans le traitement du cancer, des maladies cardiovasculaires et des troubles
inflammatoires. Elles ont également été étudiées pour leur capacité a moduler diverses voies de
signalisation cellulaire, notamment la voie NF-xB, qui est impliquée dans les réponses
immunitaires et inflammatoires (Hang et al., 2022; Lichota et al., 2019). Malgré leurs avantages
thérapeutiques potentiels, certains types de coumarines peuvent également avoir des effets
toxiques sur la santé humaine s'ils sont consommeés en grande quantité. Par exemple, certaines
coumarines peuvent interférer avec l'activité des enzymes du cytochrome P450, qui sont
responsables de la métabolisation de nombreux medicaments et toxines dans le foie (Kimet al.,
2005). De plus, certaines coumarines ont été associées a une toxicité hépatique et peuvent

causer une photosensibilité chez les individus sensibles.
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Figure 10: Structure de base des coumarines.

3.1.5. Stilbénes

Les stilbenes sont un groupe de composés organiques naturels caractérises par une
structure centrale de trans-stilbene, composée de deux cycles phényles reliés par un pont
éthylene. lls se trouvent dans diverses plantes, en particulier dans les baies, les noix et les
raisins, et peuvent également étre synthétisés chimiquement (Bohara et al., 2022). Les stilbénes
ont montré des activités biologiques diverses, notamment des propriétés antioxydantes, anti-
inflammatoires et anticancéreuses. lls sont particulierement intéressants dans le domaine
médical, car certains stilbenes ont été trouvés avoir des applications thérapeutiques potentielles
dans la prévention et le traitement de diverses maladies, telles que le cancer, les maladies
cardiovasculaires et les troubles neurodégénératifs (Lancon et al., 2016). L'un des stilbénes les
plus connus est le resvératrol (figure 11), qui se trouve en concentrations élevées dans le vin
rouge et a fait I'objet de nombreuses études sur ses potentiels bienfaits pour la santé. D'autres

stilbenes importants comprennent le pterostilbéne, qui se trouve dans les myrtilles et les raisins
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et a montré des effets antioxydants et anti-inflammatoires puissants, ainsi que le
combretastatine A-4, qui est actuellement étudié comme agent anticancéreux potentiel (Zhao et
al., 2022). Malgré leurs applications thérapeutiques intéressantes, les stilbénes peuvent
également avoir des effets toxiques s'ils sont consommeés en grandes quantités. Par exemple,
une consommation excessive de resvératrol a été associée a divers effets indésirables,
notamment des troubles gastro-intestinaux et une interférence avec la coagulation sanguine

(Boccanegra et al., 2020).
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Figure 11: Exemple de stilbénes: Resvératrol

3.2. Alcaloides

Les alcaloides sont des composés organiques comportant au moins un atome d'azote dans
un noyau héterocyclique. Leur définition est problématique, car ils ne représentent pas un
groupe homogene de composés, que ce soit d'un point de vue chimique, biochimique ou
physiologique. Hormis le fait qu'ils sont tous des composés contenant de l'azote, aucune
définition générale ne correspond a tous les alcaloides (figure 12). Bien que les plantes
contenant des alcaloides soient utilisées par I'homme depuis au moins 3000 ans comme
médicaments, thés et potions, les composés responsables de l'activité n'ont été isolés et
caractérisés qu'au XlIXe siécle (Bribi, 2018). Les alcaloides présentent un large éventail
d'actions pharmacologiques, notamment [l'analgésie, l'anesthésie locale, la stimulation
cardiaque, la stimulation et la relaxation respiratoire, la vasoconstriction, la relaxation
musculaire et la toxicité, ainsi que des propriétés antinéoplasiques, hypertensives et
hypotensives (Kukula-Koch and Widelski, 2017).
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Figure 12: Exemples d'alcaloides: (a) Nicotine, (b) caféine, (c) codéine, (d) quinine

3.3. Saponines

Les saponines sont des composés qui possedent une partie aglycone polycyclique avec
soit un stéroide (saponines stéroidiennes) ou un triterpénoide (saponines triterpénoidiennes)
attaché a une unité d'hydrate de carbone (une chaine de monosaccharide ou d'oligosaccharide).
Ces unités de sucre sont composées de maniére variée de pentoses, d'hexoses ou d'acides
uroniques. Cette asymétrie hydrophobe-hydrophile signifie que ces composés ont la capacité
de réduire la tension superficielle et sont semblables a du savon (Singh et al., 2017) . Ils forment
de la mousse dans les solutions aqueuses et provoquent I'némolyse des érythrocytes du sang in
vitro (Chapman et al., 1997) . La partie aglycone de la molécule de saponine est appelée génine
ou sapogénine. Les saponines sont tres répandues parmi les plantes, puisqu'elles ont été
signalées dans plus de 500 plantes appartenant a au moins 90 familles différentes ; ces
substances ont été isolées dans toutes les parties des plantes : feuilles, tiges, racines, bulbes,
fleurs et fruits, bien gu'elles aient tendance a se concentrer dans les racines de nombreuses
especes telles que Digitalis purpurea (digitale), Dioscorea villosa (igname sauvage),
Eleutherococcus senticosus (ginseng sibérien), Gentiana lutea (gentiane), Glycyrrhiza spp.
(réglisse) et Panax ginseng (ginseng coréen) (Alamgir, 2017) . Les saponines ont démontré de
nombreuses propriétés pharmacologiques a savoir des propriétés antitumorales, piscicides,
molluscicides, spermicides, sédatives, expectorantes et analgésiques (Goud, 2020) . La
glycyrrhizine de glycyrrhizae radix (Fabaceae) est utile comme agent expectorant et antitussif.
Elle est également utilisée pour traiter I'népatite chronique et la cirrhose (Abo EI-Magd et al.,
2015). Certaines saponines ont des propriétés anti-inflammatoires comme les saponines de

Bupleurum falcatum (Apiaceae). Les racines de Phytolacca americana sont réputées posséder
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des propriétés anti-inflammatoires dans la médecine coréenne (Bailly, 2021) . Des propriétés
similaires ont été demontrées pour un certain nombre d'autres saponines, par exemple l'aescine
(figure 13), provenant du marron d'Inde (Aesculus hippocastanum), s'est avérée 600 fois plus

efficace que la rutine pour réduire I'eedéme des pattes de rat (Abascal and Yarnell, 2007).

OH
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Figure 13: Exemple de saponines : Aescine

3.4. Huiles essentielles

Les huiles essentielles (HE) sont des meélanges complexes de composés aromatiques
volatils de poids moléculaire relativement faible. Bien qu'elles puissent contenir jusqu'a 60
composants, elles se caractérisent par la présence de deux ou trois éléments majeurs a des
concentrations assez élevees (20-70%) par rapport aux autres composants présents a I'état de
traces (Sharmeen et al., 2021). Elles ont de nombreux et importants usages médicaux tels que
des remeédes antiseptiques, antimicrobiens, analgésiques, seédatifs, anti-inflammatoires,
spasmolytiques et anesthésiques locaux. Elles sont également utilisées comme parfums dans
I'embaumement et dans la conservation des aliments (Builders, 2019). Les terpénes constituent
les principaux éléments des HE, leur conférant les ardbmes et les propriétés pharmacologiques
qui les distinguent. Les terpenes constituent le groupe le plus important et le plus diversifié de
composés secondaires végetaux. lls sont tous dérivés chimigquement d'unités isoprenes a 5
carbones assemblées de différentes manieres (Cox-Georgian et al., 2019) (figure 14). Les
terpénes sont classés en fonction du nombre d'unités isoprénes dans la molécule ; un préfixe

dans le nom indique le nombre d'unités terpéniques comme suit.
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Figure 14: Terpénes commun du genre Mentha. (a) Menthol, (b) Menthone, (c) limonene, (d)
carvone, (e) pinéne, (f) 1,8 cineol

3.4.1. Hémiterpenes
Ils sont constitués d'une seule unité isopréne. L'isoprene lui-méme est considéré comme
le seul hémiterpéne (Soualeh and Soulimani, 2016), mais les dérivés contenant de I'oxygéne,
comme l'acide angélique isolé d'Angelica archangelica et l'acide isovalérique de Vaccinium

myrtillus, sont également des hémiterpénoides .

3.4.2. Monotrepénes

Ils sont constitués de deux unités isoprenes et ont la formule moléculaire C1oHsse. lls sont
des composants importants des huiles essentielles des plantes ou des huiles volatiles (Berger,
2007). Les monoterpénes ont tendance a étre présents dans les membres de certaines familles
de plantes, comme les Lamiaceae, Pinaceae, Rutaceae et Apiaceae, a partir desquelles de
nombreuses huiles essentielles sont produites. Certains de ces composés, comme le géraniol,
sont presque omniprésents et peuvent étre trouvés en petites quantités dans les sécrétions
volatiles de la plupart des plantes. Les monoterpenes sont ensuite classés en hydrocarbures
insaturés (par exemple, limonéne), alcools (par exemple, linalol), esters d'alcool (par exemple,
acetate de linalyle), aldehydes (par exemple, citronellal) et cétones (par exemple,
Carvone)(Builders, 2019). Les monoterpénes et autres terpénes volatils ont un certain nombre
d'utilisations médicinales tres répandues. Des composés tels que le camphre et le menthol sont
utilisés comme contre-irritants, analgésiques et agents anti-démangeaisons (Y osipovitch and
Fleischer, 2003).
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3.4.3. Sesquiterpenes

Ils sont constitués de trois unités isoprénes et ont la formule moléculaire C1sHoa. Sur la
base de leur origine biogenétique, il existe plus de 200 types structurels différents de
sesquiterpénes, et plusieurs milliers de ces composes sont connus (Builders, 2019) . Ces
composés peuvent étre commodément classés en trois groupes principaux selon leur structure :
acyclique (par exemple, le farnésol), monocyclique (par exemple, le bisabolol) et bicyclique
(par exemple, le caryophylléne). Un certain nombre de lactones sesquiterpéniques présentent
des activités antibactériennes, antifongiques et antiprotozoaires (Mateji¢ et al., 2010). Les
sesquiterpénes de Vernonia colorata inhibent Entamoeba histolytica a des concentrations
comparables a celles du métronidazole, un médicament antiamibien (Bremer Christensen et al.,
2015). L'héllénaline et une série de composés apparentés sont responsables des propriétés
cardiotoniques des fleurs d'Arnica montana. Le rhizome d'Atractylodis, issu d'Atractylodis
macrocephala, est utilisé cliniquement comme diurétique, analgésique et anti-inflammatoire
(Matejic et al., 2010). L'activite est liée a la présence de composés actifs dont I'eudesma-4(14)-
7(1 I)-dien-8-one et l'atractylenolide I.

3.4.4. Diterpenes

Ils sont composés de quatre unités isoprenes et ont la formule moléculaire CooHaso. Les
diterpénoides constituent les constituants actifs d'un certain nombre de plantes médicinales. La
vitamine K1, un composé antinémorragique, découvert pour la premiére fois dans des plantes
en 1929, est un diterpéne. La vitamine A, un diterpénoide, est désignée, avec les composés
apparentés, sous le nom de "caroténes™ (Builders, 2019). Les principes amers de Jateorhiza
palmata (racine de calumba) appartiennent aux furanoditerpénes. Teucrium chamaedrys
(germandrée des murs) et T. scorodonia (sauge des bois), de la famille des Labiatae, produisent
tous deux des diterpenes de type néoclérodane (Hanson, 2006). Ils sont utilisés en phytothérapie
comme diaphorétiques et antirhumatismaux. Comme tous les groupes de terpenes, les
diterpenes ont démontré une série de propriétés pharmacologiques, notamment des activités
analgésiques, antibactériennes, antifongiques, anti-inflammatoires, antinéoplasiques et
antiprotozoaires (Jiang et al., 2021). D'autres diterpénes, comme le taxol et le docétaxel, sont
des medicaments anticancéreux couramment utilisés dans le traitement du cancer du sein, du
poumon et de la prostate. Le taxol est également utilisé dans le traitement de certains cancers

du systeme lymphatique et du col de I'utérus (Ouameur et al., 2004).

3.4.5. Triterpénes
Les triterpénes sont une classe de composés organiques naturels dérivés du squalene et
caractérisés par une structure en pentacyclique de 30 atomes de carbone CszoHas. lls sont

largement distribués dans le régne végétal, étant présents dans de nombreuses plantes,
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champignons et algues, ainsi que dans certaines bactéries et animaux marins (Builders, 2019).
Les triterpénes constituent une partie importante des substances lipidiques de toutes les plantes
; plus de 4000 triterpénoides ont été isolés. Les triterpénes se présentent sous forme libre, sous
forme de glycosides ou sous d'autres formes combinées. Parmi les exemples de triterpénes
importants, on peut citer les stérols, tels que le cholestérol et I'ergostérol, ainsi que les acides
triterpéniques, tels que I'acide ursolique, l'acide oléanolique et I'acide glycyrrhizique (Mahato
et al., 1992) . Ces composés sont présents dans de nombreux aliments, plantes médicinales et
suppléments nutritionnels, et ont fait l'objet de nombreuses études pour leur potentiel
thérapeutique dans diverses maladies, telles que le cancer, les maladies cardiovasculaires, les
maladies inflammatoires et neurodégénératives. Les acides B-boswelliques (triterpéne de type
ursane) et les acides a-boswelliques (triterpene de type oléane) qui sont isolés de I'oléo-gomme-
résine de Boswellia carterii sont connus pour leurs activités anti-inflammatoires et anti-
rhumatismales (Dzubak et al., 2006).

4. DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES SUR MENTHA ROTUNDIFOLIA (L.) HUDS
1. Présentation de la famille des Lamiacées

La famille des Lamiacées, également appelée Labiées, est une famille de plantes a fleurs
largement distribuée dans le monde entier, comprenant environ 7000 espéces dans plus de 200
genres. Cette famille est caractérisee par des tiges souvent carrées ou angulaires, des feuilles
opposées ou verticillées, des fleurs zygomorphes (qui ne sont pas symétriques), généralement
groupees en inflorescences terminales, ainsi que par la présence d'huiles essentielles dans les
tissus des plantes (Li et al., 2016). Les Lamiacées sont connues pour leur utilisation culinaire,
aromatique et medicinale depuis I'Antiquité. Certaines espéces de cette famille, telles que la
menthe et le romarin, sont couramment utilisées pour aromatiser les aliments et les boissons,
tandis que d'autres, telles que la sauge et le thym, ont été traditionnellement utilisées pour leurs
propriétés medicinales (Khoury et al., 2016). Les composés phytochimiques présents dans les
Lamiacées comprennent des terpenes, des phénols, des flavonoides, des coumarines et des
acides phénoliques, qui leur conférent des propriétés médicinales diverses, telles que des
propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires, antimicrobiennes, analgésiques et antitumorales
(Builders, 2019). En raison de leur importance économique, écologique et culturelle, les
Lamiacées ont fait I'objet de nombreuses études botaniques, phytochimiques et
pharmacologiques. Les Lamiacées jouent un rdle économique important au Maroc, en
particulier en tant que source de plantes aromatiques et médicinales utilisées dans les industries

alimentaires, pharmaceutiques et cosmétiques. Les espéces de menthe et le thym sont I’une
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des plus importantes de la famille des Lamiacées au Maroc, ou elles sont cultivées
principalement pour la production d'huiles essentielles (Ghanmi et al., 2014) . Ces derniéres
sont utilisées dans l'industrie alimentaire pour parfumer les bonbons, les gommes a méacher, les
thés et les desserts. Elles sont également utilisées dans I'industrie cosmétique pour parfumer les
produits de soins personnels tels que les dentifrices, les shampoings et les savons ou dans
I’industrie pharmaceutique autant qu’agents antibactériens et antifongiques. La sauge est
également une plante importante de la famille des Lamiacées au Maroc, utilisée principalement
pour ses propriétés médicinales dans le traitement des troubles gastro-intestinaux et menstruels
(El-Gharbaoui et al., 2017). En outre, certaines especes de Lamiacées endémiques au Maroc
ont été étudiées pour leur potentiel pharmaceutique, notamment la Marrubium vulgare et la
Salvia verbenaca, qui ont montré des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et
antidiabétiques (Rattray and Van Wyk, 2021) .

2. Présentation du genre Mentha

Le genre Mentha appartient & la famille des Lamiacées et comprend environ 25 a 30
especes de plantes herbacées vivaces. Les Menthes sont largement réparties dans les régions
tempérées et subtropicales du monde, et se trouvent souvent dans les zones humides et les
prairies. Les plantes du genre Mentha sont caractérisées par des tiges carrées et des feuilles
opposées, souvent dentées, avec une surface supérieure lisse et une surface inférieure
Iégerement poilue. Les fleurs sont petites et groupées en épis terminaux, avec une corolle
bilabiée typique des Lamiacées (Tafrihi et al., 2021). Les Menthes sont célebres pour leur odeur
et leur golt mentholé, causés par la présence d'huiles essentielles dans les feuilles et les tiges.
Les composés aromatiques les plus communs dans les Menthes sont le menthol, la menthone,
le limonéne, le carvone et I'isomenthone. Ces composés sont également responsables de leurs
propriétés médicinales, telles que les propriétés antispasmodiques, analgésiques et anti-
inflammatoires (Hawryt et al., 2015). Les Menthes ont une longue histoire d'utilisation en
médecine traditionnelle pour traiter diverses affections telles que les troubles gastro-intestinaux,
les maux de téte et les douleurs musculaires. De plus, ils sont utilisés dans l'industrie
alimentaire et cosmétique pour leur aréme et leur effet rafraichissant (Tafrihi et al., 2021). Les
Menthes sont une plante importante pour I'industrie des huiles essentielles et de I'aromathérapie,
et de nombreuses études ont été menées pour évaluer leur activité biologique et leurs propriétés
pharmacologiques. En outre, les Menthes sont une plante modéle pour I'étude de I'évolution et

de la diversité dans la famille des Lamiacées.
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3. Classification botanique de Mentha rotundifolia (L.) Huds

Reégne : Plantae

Branche : Racheophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiacées

Genre : Mentha

Espece : Rotundifolia

Nom scientifique : Mentha rotundifolia (L.) Huds

4. Description botanique de Mentha rotundifolia (L.) Huds

Mentha rotundifolia (L.) Huds (M.rotundifolia) est une plante herbacée vivace
appartenant a la famille des Lamiacées. Beaucoup d’auteurs la définissent comme une herbe
hybride issue d'un croisement entre M. suaveolens et M. longifolia tandis que d’autres la
considérent comme le synonyme de M. suavolens (Denslow and Poindexter, 2009). Elle pousse
généralement en touffes et peut atteindre une hauteur de 30 a 60 cm. La tige est dressée, poilue
et souvent rougeatre. Les feuilles sont simples, opposées et ont une forme arrondie de 1,5 a 3
cm de diametre, d'ou son nom commun de menthe & feuilles rondes. Les feuilles sont vert fonce
et Iégerement velues sur les deux faces. Les bords de la feuille sont dentelés et les nervures sont
marquées en relief (figure 15, a). Les fleurs sont regroupées en épis terminaux de 4 a 8 cm de
long. Les fleurs individuelles ont une forme bilabiée avec des pétales soudés qui s'ouvrent en
deux lévres. Les fleurs sont roses a violettes et fleurissent de juillet a septembre (figure 15, b)
(Sutour et al., 2010). La plante est originaire d'Europe et d'Asie centrale, mais elle est
maintenant répandue dans le monde entier, notamment en Amérique et en Afrique du Nord et
en Australie (figure 16) (Seladji et al., 2014). Elle pousse dans une grande variété de conditions
de sol et de lumiere, mais elle préfere les sols riches en nutriments et bien draines et les zones

de plein soleil a mi-ombre.
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Figure 16: Distribution géographique de Mentha rotundifolia (L.) huds. Gbif.org (2023)

5. Usages traditionnels de Mentha rotundifolia (L.) Huds

Mentha rotundifolia est utilisée depuis longtemps dans la médecine traditionnelle pour
ses propriétés medicinales. En Europe, la plante est traditionnellement utilisée pour soulager
les douleurs menstruelles, les maux de téte et les problemes digestifs. Elle est également utilisée
en cuisine pour aromatiser les plats et les boissons, notamment le thé a la menthe (Tafrihi et al.,
2021). Dans la médecine traditionnelle chinoise, Mentha rotundifolia est utilisée pour traiter les

maux de téte, les vomissements, la fiévre et les douleurs abdominales. En Inde, la plante est
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utilisée pour traiter les troubles digestifs, les douleurs abdominales et les douleurs menstruelles
(Lietal., 2016).

Au Maroc, M. rotundifolia est utilisée dans la médecine traditionnelle pour traiter les
douleurs articulaires, les douleurs menstruelles, les problémes digestifs et la fievre. Elle est
également utilisee pour ses propriétés antiseptiques et anti-inflammatoires. Outre ses
utilisations médicinales, elle est utilisée en cosmétique pour ses propriétés rafraichissantes et
apaisantes (Derwich et al., 2010) . Ses huiles essentielles sont utilisées en parfumerie pour leurs
notes aromatiques fraiches et mentholées. La culture de la M. rotundifolia est également
importante sur le plan économique au Maroc. La plante est cultivée dans certaines régions du
pays pour la production d'huiles essentielles destinées pour I'exportation vers d'autres pays (El
Hassani, 2020).

6. Composition chimique de Mentha rotundifolia (L.) Huds

Mentha rotundifolia contient une grande variété de composés chimiques, notamment des
composes phenoliques, des flavonoides, des terpénes, des acides gras insaturés et des vitamines.
L’analyse de son profil phénolique par la chromatographie liquide couplée a la spectrométrie
de masse (LC-MSMS) a révélé sa teneur en acide rosmarinique, acide caféique, acide
chlorogénique, acide férulique, acide p-coumarique, acide vanillique, acide syringique, acide
ellagique, acide galique, acide gentisique et acide salicylique. L’identification de ses
flavonoides a montré qu’elle contient la lutéoline, la quercétine, le kaempférol, I’apigénine, la
myricétine, la naringine, et ’hespéridine (Ben Haj Yahia et al., 2019a). Concernant la fraction
aromatique de la plante, la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse (GC-MS) a montré que les composés les plus abondants étaient le limonene, le menthone,
le menthol, le pulegone, le 1,8-cinéole, le linalol, le carvone, I’isomenthone et 1’oxyde de
piperitenone (Riahi et al., 2013). La plante contient également d’autres éléments tels que des
acides gras insaturés (acide linoléique, acide linolénique, acide oléique), la vitamine C, et les
tocophérols (Park et al., 2019). La quantité et la proportion de ces composés varient selon les
parties de la plante (feuilles, tiges, fleurs, racines), le stade de développement, les conditions de

culture et de récolte, et la technique d’extraction.

7. Propriétés pharmacologiques de Mentha rotundifolia (L.) Huds
7.1. Activité antioxydante
L’activité antioxydante de M.rotundifolia a été évaluée dans plusieurs études
scientifiques. L’extrait éthanolique de M. rotundifolia a eu une forte activité antioxydante dans

le test 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH) avec une valeur 1Csg = 24,2 pg/ml (Fatiha et al.,
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2015). Une autre étude menee par (Seladji et al., 2014) a montré que I’extrait éthanolique de
M. rotundifolia avait une activité antioxydante similaire a celle de I'acide ascorbique (vitamine
C) et du butylhydroxyanisole (BHA) (1,05 mmol équivalent BHA/g extrait sec), deux
antioxydants bien connus . Il a méme été reporté que I’extrait hydro-méthanolique de M.
rotundifolia, & 600 mg/kg a mieux prévenu contre la peroxydation lipidique en comparaison
avec l’ibuprofene. Ces résultats sont attribués a la richesse de la plante en composés
phénoliques et flavonoides tels que I'acide rosmarinique, la lutéoline et la quercétine (Boussouf
et al., 2017).

7.2. Activite anti-inflammatoire

Dans plusieurs régions du monde, Mentha rotundifolia est utilisée pour ses propriétés
anti-inflammatoires et antipyrétiques. Il a été démontré que I'extrait méthanolique de M.
rotundifolia avait des propriétés anti-inflammatoires significatives contre I’inflammation
induite par I’acide acétique chez les souris (Fatiha et al., 2015). Dans un mod¢le d’cedéme des
pattes induit par la carraghénane, I’extrait hydro-méthanolique de M. rotundifolia, a une dose
de 600 mg/kg a montré une activité comparable a celle I’ibuproféne (Boussouf et al., 2017).
L’huile essentielle de M.rotundifolia, a une dose de 200 mg/kg avait également un effet anti-
inflammatoire remarquable contre I’inflammation aigue de l’oreille induite chez un mode¢le
murin (Bozovi¢ et al., 2015). Ces résultats pourraient étre attribués a ses terpénes, notamment
I’oxyde de piperitenone, le menthone et 1’eugenol, ainsi qu’a ses flavonoides dont I’acide

rosmarinique et le kaempferol.

7.3. Activite analgésigue et antinociceptive

L’utilisation traditionnelle de M. rotundifolia pour traiter les douleurs abdominales,
articulaires, menstruelles et les maux de téte, a motivé les chercheurs pour mener des études
qui confirment ses effets analgésiques et antinociceptifs. 1l a été démontré précédemment que
I'extrait hydro-méthanolique de M. rotundifolia a une dose de 600 mg/kg, avait un effet
supérieur a celui de l'aspirine sur les spasmes induits par l'acide acétique chez les souris
(Boussouf et al., 2017). L’extrait aqueux de M.rotundifolia a une dose de 250mg/kg s’est
montré efficace contre I’hyperalgésie induite par H.O. (Boualam et al., 2023) . L’huile
essentielle de de M. rotundifolia a également été testée pour son activité antidouleur,
démontrant ainsi son efficacité dans les tests de tail flick, Hot plate, et contre les spasmes causes

par I’acide acétique (Bozovic et al., 2015; Mogosan et al., 2017).

7.4. Activité neuroprotectrice
L’huile essentielle et I’extrait hydro-méthanolique de M. rotundifolia ont montré une

inhibition significative de I’acétylcholinestérase, une enzyme impliquée dans la dégradation de
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I'acétylcholine impliquée dans les fonctions cognitives (Fatiha et al., 2015). En plus, son huile
essentielle a également eu un effet positif sur la mémoire de travail comme elle a montré des
effets positifs sur la dépression et l'anxiété chez des souris soumises a un stress chronique
(Patrick et al., 2015). Mentha rotundifolia est riche en composés qui ont déja été étudiés pour
leur effet neuroprotecteur notamment le kaempferol, 1’acide rosmarinique, l'oxyde de
piperitenone et 1’acide quinique.
7.5. Activité hepatoprotectrice

Ila été démontré que le prétraitement de souris par 1’extrait hydro-méthanolique de M.
rotundifolia , a permis de restaurer les niveaux dégradés d’antioxydants hépatiques (CAT, SOD
et GSH) suite a I’inflammation induite par la carraghénane (Boussouf et al., 2017).
Additionnement, dans un modéle murin d’hépatotoxicité induite par H,O,, I’extrait aqueux de
M. rotundifolia a été capable de réguler les concentrations des biomarqueurs hépatiques a savoir
la bilirubine, et transaminases ALAT et ASAT (Boualam et al., 2023). Ces résultats confirment

’activité hépatoprotectrice de la plante.

7.6. Activite antibactérienne et antifongique

Plusieurs études ont évalué I’activité antibactérienne et antifongique de M. rotundifolia.
Les extraits méthanoliques et aqueux de la plante avaient montré une action modérée contre
Escherichia Coli et Candida albicans (Seladji et al., 2014) . Cependant, beaucoup d’études
s’accordent a confirmer I’efficacité de son huile essentielle contre plusieurs souches de
bactéries de gram positifis (Escherichia coli, Salmonella typhimurium) ou négatif
(Staphylococcus aureus, Bacillus cereus), ainsi que contre des champignons (Aspergillus niger,
Candida albicans) (Riahi et al., 2013).
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PARTIE EXPERIMENTALE
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CHAPITRE 1 : MATERIEL VEGETAL ET ETUDE PHYTOCHIMIQUE
l. INTRODUCTION :

La composition chimique de la partie aérienne de M. rotundifolia a été reportée dans
plusieurs études. Cependant, il est communément admis que les plantes possedent une grande
variabilité dans leur composition chimique, influencée par de nombreux facteurs tels que la
distribution géographique, le sol, les conditions climatiques, le moment de la récolte, ainsi que
les techniques de préparation et d'extraction, entre autres (Kabtni et al., 2020). En conséquence,
il est important de ne pas se contenter des données de la littérature pour caractériser la
composition chimique des plantes médicinales, mais de mener des études phytochimiques
approfondies pour évaluer avec précision leur composition. Dans ce contexte, les objectifs de
ce chapitre sont :

- Mesurer la teneur en polyphénols, flavonoides, tanins, et sucres dans I’extrait aqueux et
I’hydrolat de la partie aérienne de M. rotundifolia

- Caracteriser le profil phénolique de I’extrait aqueux de la partie aérienne M. rotundifolia
avec LC-MSMS

- Caractériser la composition chimique de I’huile essentielle extraite de la partie aérienne
de M. rotundifolia

- Evaluer I’activité antioxydante de I’extrait aqueux, I’huile essentielle et I’hydrolat de la

partie aérienne de M. rotundifolia

1. MATERIEL ET METHODES
1. Matériel végétal
1.1. Sélection du matériel vegétal
Les feuilles de Mentha rotundifolia (L.) Huds. ont été collectées dans le village de Mkam
Tolba, situé pres de la ville de Khemisset (33°55'41.9” N,6°16'34.2" W), au Maroc (figure 17),
pendant la période de floraison (aodt, 2021). Les feuilles ont été sechées a I'ombre pendant 2
semaines a température ambiante.
1.2. Préparation de I’extrait aqueux
Apreés le séchage, La partie aérienne de M. rotundifolia a été récupérée puis broyée. 100g
de la poudre de la plante a été macérée dans 1000 ml d’eau distillée pendant 72 h sous agitation
(Iranawati et al., 2020) . Le macérat a ensuite été récupéré apres filtration sous vide, puis

lyophilisé pour ne garder que les extraits brutes des feuilles de la plante.
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Figure 17: Description géographique de la zone de récolte

1.3. Extraction de I’huile essentielle et de I’hydrolat

L'huile essentielle (HE) et I'hydrolat ont été extraits de la partie aérienne de M.
rotundifolia par hydrodistillation. 500 g de parties aériennes de M.rotundifolia ont été
soigneusement distillés pendant 3 heures. L’HE a été séparée de I'hydrolat par décantation. 500
ml d'hydrolat ont été recueillis selon la loi du un pour un préconisée par Bonnafous Catherine,
(2013), qui indique que pour un litre d'hydrolat, il faut distiller 1 kg de matériel végétal. Les
échantillons d'huile essentielle ont été recouverts de sulfate de sodium anhydre puis stockés
dans des flacons hermétiques a basse température avant analyse.

2. Dosage phytochimique
2.1. Teneur en polyphénols totaux (TPC)

La teneur en polyphénols totaux dans ’extrait aqueux et I’hydrolat de M. rotundifolia a
été mesurée suivant le protocole du dosage de Folin Ciocalteu avec de légeres modifications.
0,5 ml de I’hydrolat et de I’extrait aqueux (1000pug/ml) a été mélangé avec 2,5 ml de réactif de
Folin-Ciocalteu (10 %) et 4 ml de Na,COs (7,5 %). Apres 30 minutes d'incubation a 45°C,
I'absorbance a été mesurée a 765 nm. Les valeurs ont été comparées a un blanc. Les résultats

ont été exprimés en équivalent d'acide gallique (EAG) en pg/mL. La courbe standard a été
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établie en tracant l'absorbance en fonction de la concentration d'acide gallique. Les échantillons
ont été analyseés en triplicata.
2.2. Teneur en flavonoides totaux (TFC)

La teneur en flavonoides totaux dans I’extrait aqueux et 'hydrolat de M. rotundifolia a
été determinée selon la méthode colorimétrique au chlorure d'aluminium avec de légéres
modifications. 0,5 ml d’hydrolat et de I’extrait aqueux (1000ug/ml) a été ajouté a 3,2 ml d'eau
distillée et 150 ul de NaNO2 (5%). Aprés 5 min, 150 uL d'AICIz (10%) ont été ajoutés. Apres
30 min d'incubation a température ambiante, l'absorbance de la solution a été lue a 510 nm. La
teneur en flavonoides a été exprimée en équivalent Quercétine en pg par 1 ml d'extrait. Les
échantillons ont été analysés en triplicata.

2.3. Teneur en tanins totaux (TTC)

La méthode modifiee de Broadhurst et Jones a été suivie pour déterminer la teneur en
tanins dans ’extrait aqueux et l'hydrolat de M. rotundifolia. 100 pul d’hydrolat et de I’extrait
aqueux (1000ug/ml) ont été ajoutés a 3 ml d'une solution de vanilline (4 % dans le méthanol)
et a 1,5 ml de HCI concentré. Apres 2 min d'incubation dans l'obscurité, I'absorbance a été lue
a 500 nm. La teneur en tanins a €té exprimée en équivalent catéchine en pg par 1 ml d'extrait.

L'échantillon a éte analysé en triplicata.
3. Analyse LC-MSMS de I’extrait aqueux de Mentha rotundifolia

Un systeme Shimadzu couplé a un spectrometre de masse a triple quadripéle MS 8050 a
été utilisé. La séparation a été réalisée en utilisant une colonne a phase inverse C18 (Zorbax
Eclipse XDB-C18, 4,6 mm x 150 mm, 3,5 um, Agilent, USA). Un gradient d'eau et
d'acétonitrile (ACN) (0,1 % d'acide formique chacun) a été appliqué de 5 a 30 % d'ACN pendant
45 minutes, puis augmenté a 58 % d'ACN pendant les 15 minutes suivantes avec un débit de 1
mL/min. L'échantillon a été automatiquement injecté a l'aide d'un échantillonneur automatique
SIL-40CXS. L'instrument a été contr6lé par le logiciel LabSolutions. Les ions ont été détectés

en mode ion négatif, en mode balayage complet et sur une plage de masse de 100 a 1500 m/z.
4. GC-MS de I’huile essentielle de Mentha rotundifolia

La composition de I’'HE de M. rotundifolia a été analysée par chromatographie en phase
gazeuse Nexis 2030 couplée a un spectrométre de masse TQ8040 NX (GCMS-TQ8040,
SHIMADZU, JAPAN). La séparation des composés a été effectuée a l'aide d'une colonne
Restek RTX-5MS (30 0,25 mm, épaisseur du film 0,25 um). La température du CG a été

programmée a 50 °C pendant 2 minutes et augmentée a 300 °C avec un taux de 5,5 C/min et
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stabilisée pendant 3 minutes a 300 °C. L'hélium a été utilisé comme gaz porteur avec un débit
de 1,5 ml/min. 1 pl de I'échantillon a été injecté en mode fractionné (injecteur HTA 2800T, HT
250 C). Le balayage de masse était m/z : 50-500. Les composés de I'OE sont identifiés par leurs
indices de rétention sur colonne (RI) déterminés en référence a la série d’homologues C5-C24
(n-alcane), et par comparaison de leurs spectres de masse avec les rapports de la littérature
(RIL) en utilisant les bibliotheques NIST 2017 et la version Wiley (Adams, 2007).

5. Activité antioxydante

5.1. Test DPPH

L'activité antiradicalaire de I'extrait aqueux, I'huile essentielle et I'hydrolat a été testée
en utilisant le 2,2-diphényl-1-picryl-hydrazyl (DPPH) avec l'acide ascorbique comme contrdle
positif. 0,5 ml de DPPH (79 pug/ml) a été ajouté a une gamme de concentrations des échantillons
(50-1000 npg/ml). La réaction a ensuite été incubée pendant 30 min dans l'obscurité a
température ambiante. Lorsque le DPPH est réduit par une molécule antioxydante, sa couleur
violette devient jaune. L'absorbance a été lue a 517 nm et l'activité de piégeage a été estimée en
pourcentage a l'aide de I'équation suivante :

Inhibition (%) =2 g";t‘;ﬂl‘tﬁ;‘l’)teso *100

La valeur 1Cso a été estimée a l'aide de la courbe de piégeage des radicaux libres en
fonction des concentrations de I'extrait et du standard (acide ascorbigque). Les concentrations

ont été testées en triplicata, puis la moyenne a été utilisée.

5.2. Test ABTS

Le test est basé sur la capacité d'un antioxydant a stabiliser le radical cationiqgue ABTS+
(2,2- azinobis-3-éthylbenzothiazoline-6-sulfate) coloré en bleu-vert en piégeant un proton et en
le transformant en ABTS+ incolore. Une solution d'/ABTS (7 Mm) a été préparée en mélangeant
72 mg d'ABTS avec 13,24 mg de persulfate de potassium (2,45 mM) dans 20 mL d'eau distillée.
Le mélange a été incubé pendant 16 heures dans I'obscurité. La solution d'/ABTS-+ (7 mM) a
été diluée avec de I'eau distillée pour atteindre une absorbance de 0,7 £ 0,02 a 734 nm. 1,9 ml
de cette solution a été ajouté a 600 pl de solution d'extrait a différentes concentrations (5-100

pg/ml). Aprés une incubation de 7 min a température ambiante, 1'absorbance a été mesurée a
734 nm.

Le blanc a été préparé en remplacant la solution d'extrait par du méthanol. L'activité de

piégeage a été estimée en pourcentage a l'aide de I'équation suivante :

(0.D control—0.D test)

Inhibition (%) = 0D control)
D contro

*100
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La valeur 1Cso a été estimée a l'aide de la courbe de piégeage des radicaux libres en
fonction des concentrations de I'extrait et du standard (Trolox). Les concentrations ont été
testées en triplicata, puis la moyenne a été utilisée.

6. Analyse statistique

Les données ont été analysées avec GraphPad Prism 8. La normalité a été évaluée par le
test de Shapiro-Wilk. Les valeurs ICsp ont été comparées a l'aide de One way ANOVA pour n
= 3. Les résultats sont présentés autant que moyenne + SD et considérés comme

significativement différents pour p <0.05.

1. RESULTATS
1. Rendement d’extraction

Le rendement de I’extrait aqueux et de ’HE de M. rotundifolia est de 3.43 + 1.04% et
0.86 + 1.62% (n= 3) respectivement.

2. Teneur en composeés phénoliques

Comme prévu, les résultats des dosages des différents composés phénoliques a montré
que la teneur en polyhénols, en flavonoides, et en tanins est plus élevée (p <0.05) dans I'extrait
aqueux que dans I'hydrolat. L hydrolat issu de ’hydrodistillation des plantes contient surtout
des moléecules volatiles.

Tableau 2: Résultats du dosage des composés phénoliques dans I'extrait aqueux et I'hydrolat
de Mentha rotundifolia

Extrait aqueux de Hydrolat de
M. rotundifolia M. rotundifolia
TPC (pg/ml) 92.47 +1.03**** 42.12+1.37
TFC (pg/ml) 68.17 + 0.94**** 13.26 £+ 0.96
TTC (ug/ml) 28.21 £ 1.83** 1951+14

**pour p <0,01, **** pour p <0,0001

3. Caractérisation phytochimique de I’extrait aqueux de M.rotundifolia

L'analyse LC-MS de l'extrait aqueux des feuilles de M. rotundifolia a révélé quarante
phytoconstituants, principalement des acides phénoliques, des glucosides et des flavonoides
(tableau 3 et figure 18). Le glucuronide de kaempférol domine I'extrait et représente 85 % de

sa composition.
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NAU100)

Figure 18: Profil chromatographique de I'extrait aqueux de la partie aérienne de M. rotundifolia

Tableau 3 : Phytoconstituants identifiés par LC-MS dans I’extrait aqueux de M.rotundifolia

Rt (min) [M-H]T MS/MS  Compound names

1.12 191 111 Quinic acid

1.87 133 115 Malic acid

4.63 463 331,169  Galloyl glucose pentose

4.93 315 153 Dihydroxybenzoic acid glucoside
5.53 339 165 Quinyl phloretic acid

6.97 447 315, 153  Dihydroxybenzoic acid glucosyl pentoside
7.28 353 191 Chlorogenic acid

7.52 315 153 Dihydroxybenzoic acid glucoside
8.42 447 315, 153  Dihydroxybenzoic acid glucosyl pentoside
9.08 137 108 Hydroxybenzoic acid

9.38 299 137 Hydroxybenzoic acid glucoside
9.92 349 165 Syringyl phloretic acid

10.04 337 163 Coumaroylquinic acid

10.16 295 163 Coumaric acid pentoside

10.76 341 179 Caffeoyl glucose

11.12 253 121 Benzoic acid pentoside

12.19 353 191 Chlorogenic acid isomer

12.50 265 147 Phenylacetyl cinnamic acid
13.53 305 179 Gallocatechin

14.01 337 163 Coumaroylquinic acid

15.21 341 179 Caffeoyl glucose

16.73 593 383,353  Apigenin C-diglucoside

16.83 355 193 Feruloyl glucose

17.74 367 193 Feruloyl quinic acid

19.30 335 173 Caffeoyl shikimic acid

22.72 289 245 (epi)Catechin

23.20 623 447,285  Kaempferol glucosyl glucuronide
24.39 593 285 Kaempferol rutinoside

24.95 447 285 Kaempferol glucoside

25.29 461 285 Kaempferol glucuronide

29.28 431 269 Apigenin glucoside

29.34 447 285 Kaempferol glucoside

29.70 445 269 Apigenin glucuronide

32.99 461 285 Kaempferol glucuronide

39.44 493 359 Salvianolic acid

42.42 537 197 Salvianolic acid |

45.57 269 151 Apigenin

54



4. Caractérisation de la composition chimique de I’huile essentielle de M.

rotundifolia

L'analyse GC de I’'HE de M. rotundifolia a révélé cinquante-trois phytoconstituants,
tableau 4 et figure 19. L'oxyde de pipériténone représente le chémotipe de cette huile

essentielle et représente 69,33 % de sa composition.
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Figure 19: Profil chromatographique (GC) de I'huile essentielle de M.rotundifolia

Tableau 4: Phytoconstituants identifés dans I'huile essentielle de M. rotundifolia

Compound RI. RI Area (%)
a-Thujene 930 933 0.41
a-Pinene 939 937 1.53
Camphene 954 953 0.5
B-Pinene 979 984 0.15
Myrcene 991 998 0.25
1,4 Cineol 1015 1002 6.34
a-Terpinene 1017 1009 0.16
(2)-p-ocimene 1037 1035 0.15
(E)-B-ocimene 1050 1046 0.09
p-Mentha-3,8-diene 1073 1072 0.22
(E)-Thujone 1102 1092 0.48
(2)-Thujone 1114 1105 0.32
(E)-p-Menth-2-en-1-ol 1122 1112 0.1
(2)-sabinol 1142 1133 0.09
Camphor 1146 1140 0.49
Menthone 1153 1150 0.23
Isoborneol 1162 1164 2.39
Terpinen-4-ol 1177 1177 0.45
m-Cymen-8-ol 1180 1186 0.46
a-Terpineol 1189 1192 0.33
(E)-3-Hexenyl isovalerate 1245 1238 0.06
Pulgeone 1237 1245 0.14
Carvone 1243 1249 0.07
(E)-Carvone oxide 1263 1269 0.48
Bornyl acetate 1289 1291 0.33
Carvacrol 1299 1295 0.63

6-Hydroxycarvotanacetone 1311 1306 0.18
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Piperitenone 1343 1347 0.46

Eugenol 1359 1363 0.10
Piperitenone oxide 1369 1374 69.33
-Bourbonene 1388 1389 0.17
B-Elemene 1391 1394 0.23
Z-Jasmone 1393 1401 0.2
Caryophyllene 1419 1422 0.42
B-Copaen 1432 1430 0.06
Naphthalene 1446 1446 0.56
Humulene 1455 1453 0.13
(E)-Muurola-4(15),5-diene 1467 1461 0.55
Gamma-muurolene 1480 1473 0.06
Germacrene D 1485 1478 3.29
Gamma-patchoulene 1502 1492 0.12
Gamma-cadinene 1514 1508 0.25
(Z)-Calamenene 1529 1519 0.10
Globulol 1585 1598 0.12
Epicubenol 1619 1623 0.23
a-Cadinol 1654 1665 0.17

5. Activité antioxydante

L’activité antioxydante de M. rotundifolia a été testée en utilisant les tests DPPH et
ABTS. L’extrait aqueux, I’huile essentielle et I’hydrolat ont été comparés aux standards : acide
ascorbique et Trolox, et leurs valeurs 1Cso, correspondantes a la concentration de I'‘échantillon
nécessaire pour éliminer 50% des radicaux libres dans le test, ont été calculées. Tous les
échantillons testés ont montré une capacité de piégeage de radicaux libres croissante et
dépendante de la concentration (figure 20). A toutes les concentrations testées (10-1000ug/ml),
I’extrait aqueux avait un pouvoir inhibiteur plus élevé (p < 0.05), atteignant 93.06 % a 1000
pg/ml dans le test DPPH et 87.39% a 1000 pg/ml dans le test ABTS. L’Hydrolat et ’huile
essentielle étaient comparables pour certaines concentrations (p > 0.05), mais en général,
I’hydrolat avait une meilleure activité. Ces résultats s’accordent avec les valeurs ICso calculees
dans le tableau 5. L'extrait aqueux a la plus faible valeur 1Cso pour les deux tests DPPH et
ABTS (p <0.05), indiquant la plus forte activité antioxydante, suivi par I’hydrolat et finalement
I’huile essentielle. Ces résultats ont été prévus étant donné que ’activité antioxydante est

étroitement liée a la teneur en polyphénols.
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Figure 20: Activité antioxydante de I'extrait aqueux, I'huile essentielle et I'hydrolat de M. rotundifolia.
(A) presente le pourcentage de piégeage de radicaux libres dans le test DPPH et (B) présente le
pourcentage de piégeage de radicaux libres dans le test ABTS. Les résultats sont présentés autant que
moyenne £ SD pour n=3.a Vs I’hydrolat, b Vs I’extrait aqueux pour p <0.05

Tableau 5: Valeurs ICso de I'extrait aqueux, I'nuile essentielle et I'hydrolat de M.rotundifolia dans le
test DPPH et ABTS

Extrait aqueux Huile essentielle Hydrolat Acide ascorbique Trolox
DPPH ICso b
26.47 + 1.68"° 117.6+0.86* 87.39+£0.82* 1.74+0.28 -
(Mg /mI)
ﬁgﬁl')&" 4121+254%°  186.6+094%  97.740.9° - 3.48+2.49
Les résultats sont présentés autant que moyenne + SD pour n = 3. a Vs le standard, b Vs I’huile essentielle, ¢ Vs
I’hydrolat

IV.  DISCUSSION

Les métabolites secondaires sont produits par les plantes pour les aider a se défendre
contre les prédateurs, a s'adapter aux conditions environnementales difficiles et a réguler leur
croissance et leur développement. En outre, ils conférent aux plantes leurs propriétés
pharmacologiques pour lesquelles elles sont utilisées en médecines traditionnelles ou valorisées
dans I’industrie pharmaceutique pour le développement de nouveaux médicaments. Dans ce
contexte, le but de ce chapitre est d’une part élucider la composition phytochimique de M.
rotundifolia afin d’identifier les phytoconstituants derriere ses multiples propriétés biologiques,

et d’autre part, évaluer son activité antioxydante vu I’intérét qu’on lui porte dans ce travail. Le

57



dosage des composés phénoliques a montré que I’extrait aqueux de M. rotundifolia est riche en
polyphénols avec une prédominance de flavonoides comme c’est le cas de plusieurs autres
espéces de la menthe (Benabdallah et al., 2016). L'hydrolat de Mentha rotundifolia contient
également une quantité considérable de phénols et de flavonoides, Une étude récente de
Jakubczyk et al., (2021) a évalué la composition chimique et l'activité antioxydante de 17
hydrolats provenant de diverses espéces de plantes et a démontré qu'ils contiennent des niveaux
élevés de phénols et présentent une activité antioxydante significative ce qui concorde avec nos
résultats.

L'analyse LC-MS a montré que l'extrait aqueux de M.rotundifolia contient quarante
phytoconstituants, dont l'acide quinique, I'acide chlorogénique, I'acide caféoyl-shikimique, le
rutinoside de keampferol et le glucuronide de kaempferol, qui représente 85 % de I’extrait.
Cette composition phénolique est en accord avec les résultats de plusieurs études antérieures.
Cependant, des différences substantielles ont été trouvees dans la composition chimique de M.
rotundifolia de la flore marocaine par rapport a celle d'autres pays. En effet, I'acide
rosmarinique a été détecté dans I'extrait comme un composé mineur, alors qu'il fait partie des
composes majeurs des especes algérienne et tunisienne (Fatiha et al., 2015) et I'ériocitrine était
prédominante dans la flore saoudienne (Alharbi et al., 2021) . Les phytoconstituants identifiés
ont déja eté décrits dans des travaux antérieurs pour leurs propriétés pharmacologiques. Les
acides quinique et chlorogénique ont une large gamme d'activités biologiques telles que les
effets antidiabétiques, protecteurs de I'ADN, neuroprotecteurs, hépatoprotecteurs et
antifongiques (Ma and Ma, 2015; J. Zuo et al., 2015). L'acide caféoyl-chikimique a montré un
effet anti-hyperuricémie et a amélioré les lésions rénales chez les souris (Zhang et al., 2021).
Le kaempférol et ses dérivés sont des flavonols qui présentent des bioactivités prometteuses,
notamment des propriétés anticancéreuses, antivirales, antimicrobiennes et neuroprotectrices
(Bangar et al., 2022). En outre, il a été démontré que tous ces composés ont une importante
activité antioxydante (Riahi et al., 2019; Sato et al., 2011; Uzun et al., 2017) , ce qui peut
justifier le fort potentiel antioxydant de I'extrait aqueux de M. rotundifolia dans les tests DPPH
et ABTS (ICso <50 pg/ml) (Jadid et al., 2017).

L’analyse GC-MS de l'huile essentielle de M. rotundifolia a révélé que 1’oxyde de
pipéritenone représente 69,33 % de sa composition. D’autres éléments sont également présent,
notamment le (1, 4) cinéol, le bornéol et le germacren D. Ces résultats sont conformes a ceux
d'études antérieures. Par ailleurs, d'autres études ont suggéré la présence potentielle d'autres
chémotypes, tels que le 3-Cyclopenten-1-one, le 2-hydroxy-3-(3-méthyl-2-butényl), le
carvacrol, le 2-1sopropylidenecyclohexanone ou I'eucarvone (Aziz et al., 2018; Derwich et al.,
2010; Kharoubi et al., 2020) . La forte concentration d'oxyde de pipéritenone trouvée dans M.
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rotundifolia laisse suggerer que ses effets pharmacologiques sont principalement attribués a ce
composé. 1l a été démontré que I'oxyde de pipéritenone possede des propriétés remarquables,
notamment des activités antioxydantes, antibactériennes et anti-nociceptives, ainsi que la
capacité de réguler les cycles menstruels (Bozovi¢ et al., 2015).

La production des métabolites secondaires par les plantes est principalement conditionnée
et contrlée par des facteurs épigénétiques (Avramova, 2015). Les variations dans la
composition phénolique et aromatique de M. rotundifolia peuvent s'expliquer par plusieurs
facteurs tels que la répartition géographique, la température, la disponibilité en eau, la

composition du sol et le moment de la récolte (Kabtni et al., 2020) .

V. CONCLUSION

Les meétabolites secondaires produits par les plantes ont une grande importance
biologique et pharmacologique. Dans le cas de Mentha rotundifolia, I'analyse de ses composés
phytochimiques a montré une richesse en polyphénols et en flavonoides, particulierement le
glucuronide de kaempferol, ce qui explique son fort potentiel antioxydant. L'extrait aqueux
contient également d'autres composes bioactifs, tels que I'acide quinique, I'acide chlorogénique,
I'acide caféoyl-shikimique, le rutinoside de kaempferol et le glucuronide de kaempferol, qui ont
des propriétés pharmacologiques diverses et potentiellement bénéfiques pour la santé humaine.
D'autre part, I'huile essentielle de M. rotundifolia est dominée par I'oxyde de pipéritenone qui a
¢té largement étudié pour son large éventail d’activités biologiques. Enfin, il est important de
noter que la composition phytochimique de M. rotundifolia peut varier en fonction des facteurs
biotiques et abiotiques, ce qui nécessite une etude approfondie pour en déterminer les propriétés

spécifiques et les avantages pharmacologiques potentiels.
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CHAPITRE 2 : EFFET PREVENTIF DE L’HUILE ESSENTIELLE ET DE
L’HYDROLAT DE MENTHA ROTUNDIFOLIA (L) HUDS. CONTRE LES
DOULEURS NEUROPATHIQUES

l. INTRODUCTION

La neuropathie et I'inflammation sont les conséquences de la chronicité de plusieurs
maladies liées au stress oxydatif et nitrositif telles que le diabeéte, le cancer et les maladies auto-
immunes (Carrasco et al., 2018) . Lorsque l'organisme est submergé par les especes réactives,
il en résulte un dysfonctionnement mitochondrial qui s'est révélé impliqué dans la
démyélinisation des fibres nerveuses, la perturbation de la conductivité nerveuse et
I'inflammation (Khuankaew et al., 2021; Meyer and Rinholm, 2021) . La neuropathie
périphérique touche 2,4 % de la population génerale, mais chez les personnes agees, la
prévalence s'‘éleve a 8 % (Hammi and Yeung, 2022) . Cette condition pathologique a un impact
négatif sur la vie quotidienne et la psychologie des patients qui rencontrent des restrictions
d'activité et de capacité de travail (Farag, 2019) . De nombreuses interventions
pharmacologiques, telles que les antidépresseurs tricycliques, les inhibiteurs de la recapture de
la sérotonine et de la norépinéphrine, les anticonvulsivants calciques et les opioides, sont
utilisées pour traiter la douleur neuropathique. Cependant, ils présentent plusieurs effets
indésirables, notamment la tolérance, la dépendance et les troubles cognitifs (Freynhagen and
Bennett, 2009).

Il est intéressant de noter que de nombreuses études in vitro et in vivo ont établi I'efficacité
des traitements antioxydants pour soulager les symptémes neuropathiques et la conductivité
nerveuse (Carrasco et al., 2018) . Ainsi, I'incorporation d'aliments antioxydants, notamment les
Iégumes, les fruits et les plantes médicinales, dans l'alimentation peut étre utile. En outre, en
aromathérapie, plusieurs huiles essentielles sont connues pour leur efficacité contre la douleur,
I'enflure et I'inflammation, a savoir les huiles de lavande, d'eucalyptus, de romarin, d'arbre a thé
et d'origan (EI-Shemy, 2020). Pourtant, les hydrolats de plantes, sous-produits des HE, sont
encore sous-utilisés. Dans ce contexte, et vu I’activité antioxydante intéressante de 1’hydrolat
de Mentha rotundifolia, et la composition variée de son huile essentielle, nous avons choisi de
tester leur effet antiinflammatoire et analgésique comme traitements potentiels pour soulager

les douleurs neuropathiques.
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I. MATERIEL ET METHODES
1. Inhibition de la dénaturation d’albumine induite par la chaleur

L'activité anti-inflammatoire de I'HE et de I'hydrolat de M. rotundifolia a été évaluée en
utilisant le protocole d'inhibition de la dénaturation des protéines induite par la chaleur avec des
modifications (Boualam et al., 2021). 0,05 ml d'HE et d'hydrolat & différentes concentrations
(40 pg/ml a 2000 pg/ml) ont été mélangés avec 0,45 ml d'albumine bovine (BSA 5 %) a pH =
6,3. Les tubes de mélange ont été incubés a 37°C pendant 20 min ; ensuite, la température a été
portée a 57°C pendant 20 min. 2,5 ml de solution tampon phosphate (PBS) (pH = 6,3) ont été
ajoutés a chaque tube de réaction et I'absorbance a été mesurée a 660 nm. Le diclofénac sodique
a été utilise comme médicament de référence. Le contr6le contenait de l'eau distillée et de la

BSA. Le pourcentage d'inhibition a éte calculé a I'aide de la formule suivante :

Inhibition (%) =22 g’;tzz:tf(;‘;te“) *100

2. Stabilisation de la membrane des erythrocytes

La méthode de stabilisation de la membrane des érythrocytes a été utilisee comme décrit
précédemment par (Ajithkumar et al., 2020). La membrane des globules rouges se comporte de
maniére similaire a la membrane lysosomale. Ainsi, si elle est stabilisee par des traitements a
base d'HE et d’hydrolats, la membrane lysosomale serait également stabilisée (Chou, 1997). Du
sang humain frais provenant d’un volontaire (ne prenant pas de medicaments anti-
inflammatoires non stéroidiens (AINS) pendant 15 jours) a été prélevé et transféré dans des
tubes a centrifuger héparinés. Il a ensuite été mélangé a un volume égal de solution d'Alsever
(2 % de dextrose, 0,8 % de citrate de sodium, 0,05 % d'acide citrique, 0,42 % de chlorure de
sodium et 100 ml d'eau distillée) et centrifugé (3 000 x g pendant 15 minutes) avec 0,85 %
d'isosaline autoclavée (8,5 g de NaCl dans de l'eau). 0,5 ml d'HE de M. rotundifolia, d’hydrolat
ou de Diclofénac sodique (40 pg /ml a 2000 pg /ml) ont été ajoutés a un méme volume de
suspension de HRBC. Tous les mélanges ont ensuite été incubés a 37°C pendant 30 minutes et
centrifugés. La teneur en hémoglobine dans la solution surnageante a été estimée a l'aide d'un
spectrophotometre a 560 nm. L'inhibition de I'némolyse a été calculée a l'aide de la formule

suivante :

Inhibition (%) _ (0.D control—0.D test) *100
0.D control)
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3. Toxicité aigle de I’huile essentielle de M. rotundifolia (L.) Huds

La toxicité aigué préliminaire a été évaluée chez quatre groupes de rats (n = 6) recevant
par voie intrapéritonéale (IP.) 2000, 1500, 1000, 750 et 500 mg/kg d'HE de M. rotundifolia
diluée dans 5 % de DMSO. Un groupe (N = 6) a recu un volume égal de DMSO 5 % (IP). Les
signes de toxicité (respiration irréguliére, diarrhée, ataxie, paralysie, somnolence...) et la

mortalité ont été observés pendant 48h (Opiyo et al., 2021).

4. Activité analgésique
4.1. Groupes d’animaux

60 rats males pesant 200- 250g provenant de l'animalerie centrale de la Faculté des
Sciences de I'Université Mohammed V de Rabat, Maroc, ont été divisés en 10 groupes. Ils ont
été logés au hasard dans des cages en polyéthylene avec libre accés a la nourriture et a I'eau
dans une piéce a température controlée (22+1 °C) et sous un cycle lumiere-obscurité de 12
heures :
- Groupe 1: 10 ml/kg de solution saline par voie intraveineuse (1V).
- Groupe 2 : 5% de DMSO dans une solution saline par voie IP
- Groupe 3 : 2,5 ml/kg d’hydrolat de M.rotundifolia par voie intraveineuse.
- Groupe 4 : 5 ml/kg d'hydrolat de M. rotundifolia par voie IP.
- Groupe 5 : 10 ml/kg d'hydrolat de M. rotundifolia par voie IP.
- Groupe 6 : 250 mg/kg d'HE de M. rotundifolia diluée dans 5 % de DMSO dans une solution
saline par voie IP.
- Groupe 7 : 500 mg/kg d'HE de M. rotundifolia diluée dans 5 % de DMSO dans une solution
saline par voie IP.
- Groupe 8 : 750 mg/kg d'HE de M. rotundifolia dilué dans 5 % de DMSO dans une solution
saline par voie IP
- Groupe 9 : 10 mg/kg de paracétamol IV, préparé dans une solution saline.
- Groupe 10: 7,5 mg/kg de morphine par voie sous-cutanée (SC) préparée dans une solution

saline.

4.2. Contorsions abdominales induites par I’acide acétique
Le test des contorsions induites par I'acide acétique a été décrit pour la premiere fois par
Siegmund et al., (1957) . C’est un modele expérimental préclinique utilisé pour évaluer les
effets analgésiques des médicaments chez les animaux. Le test repose sur l'injection d'une

solution diluée d'acide acétique dans la cavité abdominale d'un rongeur et 1’observation des
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contorsions provoquées et qui se caractérisent par une série de contractions abdominales,
d'étirements des membres postérieurs et darcades dorsales (figure 21). 1h apres
I’administration de I’HE et I’hydrolat aux groupes 1-9, I’acide acétique 1 % (10 ml/kg ; IP) leur
a été admininistré. Le nombre de contorsions torsions par rat a été compté pendant une période
de 20 minutes, commencant directement apres I'administration de I’acide acétique. La moyenne
des torsions abdominales pour chaque groupe a été obtenue. Le pourcentage d'inhibition des

torsions a été calculé a l'aide de la formule suivante :

% Inhibition = 1 — (Nombre de contorsions (groupe traité)/ Nombre de contorsions (groupe
contréle)) x 100

Figure 21: Exemple de contorsions abdominales induites par I'administration intrapéritonéale de
I'acide acétique

4.3. Test de I’'immersion de la queue dans 1’cau chaude
L'activité analgésique centrale a été évaluée a l'aide du test de la queue décrit
précédemment (D’amour and Smith, 1941) . Une oscillation de la queue loin de la source de
chaleur est produite comme un réflexe nociceptif a médiation spinale. L'effet antinociceptif des
agents testés est déterminé en mesurant la latence de la réponse. Pour ce faire, les rats des
groupes traités par les plantes (3 a 8) et le groupe de contrdle positif (7,5 mg/kg de morphine
S.C.) ont été placés dans le cylindre de contention et I'extrémité de la queue a été immergée

dans un bain d'eau a 50 = 0,5 °C. Le groupe témoin pour I'huile essentielle a recu 10 ml/kg de
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poids animal de DMSO 5% tandis que le groupe témoin pour la morphine a recu 10mg/kg de
poids animal de solution saline. La latence du réflexe de retrait de la queue a été mesurée.
Chaque immersion a été interrompue apres 15 secondes afin de minimiser les dommages
potentiels a la peau. La latence du réflexe de retrait de la queue a été mesurée avant (ligne de
base) et 30, 60 et 90 minutes apreés I'administration de I'OE, de I'hydrolat et de la morphine. Le

score analgésique en pourcentage (SAP) a été calculé a l'aide de la formule suivante :
SAP = (Tf- Ti)/Tf x 100

Tf = temps de réponse (en secondes) apres lI'administration du médicament, et Ti = temps de

réponse (en secondes) avant I'administration du médicament.
5. Analyse statistique

Les donnees ont eté analysées avec GraphPad Prism 8. La normalité a éte évaluee par le
test de Shapiro-Wilk. Les valeurs ICso ont été comparées a l'aide du t-test pour n =3. La
cinétique anti-inflammatoire in vitro a été comparée a l'aide de two-ways ANOVA avec les
facteurs "échantillon” et "concentration™ (n = 3), suivie d'un test de Bonferroni pour les
comparaisons multiples lorsqu'elles étaient significatives. Les résultats du test d'immersion de
la queue ont été analysés par two-ways ANOVA a mesures répétées (n = 6), suivi d'un test de
comparaisons multiples de Bonferroni en cas de signification. Les resultats sont exprimés en
moyennes £ SD. Les différences ont été considérées comme statistiquement significatives a p
<0,05.

1. RESULTATS
1. Activité antiinflammatoire in-vitro

L'activité anti-inflammatoire in vitro de I'HE et de I'nydrolat de M. rotundifolia a été
évaluée a l'aide de protocoles de dénaturation des protéines induite par la chaleur et de
stabilisation de la membrane HBRC. Les résultats ont montré que I'HE et I'hydrolat ainsi que le
standard (diclofénac sodique) avaient des effets dépendants de la concentration (figure 22, A
et B). Dans les deux tests, I'hydrolat avait un pouvoir inhibiteur plus élevé que I'huile essentielle
a la plupart des doses testées (p < 0,05). Cependant, les valeurs de la ICso dans le test de
dénaturation de l'albumine induite thermiquement étaient comparables (p = 0,119) (tableau 6).
Il convient de noter que I'HE et I'hydrolat de M. rotundifolia ont montré une activité
antiinflammatoire remarquable, méme si le diclofénac sodique a eu un effet significativement

plus élevé (p <0,05).

64



—_ 100 u
£ 100~
s S
8 = ab
2 2
€ = ab
c =
2 £ 50 ab
© 0
S 2 Fab
T o
£ I
£ a
3 a 0
< 04 T T T 1 ! ! 1 ! 1 ! ) I
0 500 1000 1500 2000 0 500 000 500 000
concentration (ug/ml) concentration (pg/ml)
-e- Diclofenac sodium —®- Diclofenac sodium
-l Mentha rotundifolia essential oil -~ Mentharotundifolia essential oil
Mentha rotundifolia hydrolate Mentha rotundifolia hydrolate

Figure 22 : Activité anti-inflammatoire in vitro de I'HE et de I'nydrolat de M. rotundifolia. (A)
présente les effets inhibiteurs de I'HE et de I'hydrolat sur la dénaturation de I'albumine en comparaison
avec le diclofénac sodique. (B) présente les effets inhibiteurs de I'HE et de I'hydrolat sur I'némolyse.
Les données ont été analysées a I'aide d'une ANOVA a deux voies suivie d'un test post-hoc de
Bonferroni et ont été considérées comme statistiquement différentes pour p < 0,05. a par rapport a
I'étalon. b par rapport a I'nydrolat. Les données sont présentées comme (moyenne + SD) pour n = 3.

Tableau 6 : Valeurs ICsy de I’huile essentielle et I’hydrolat de M. rotundifolia (L.) Huds. dans I’activité
antiinflammatoire in-vitro

1Cso values Diclofénac sodique Huile essentielle Hydrolat

Dénaturation 101.27 + 2.67 287.15+1.38 246.3 £ 1.62
d’albumine (pug/ml)

Hémolyse (ug/ml) 68.33+1.83 1455+ 2.16 129.8 +2.11

Les résultats sont présentés comme la moyenne + SD pour n=3. Le t-test a été utilisé pour comparer les valeurs. La
différence a été considérée comme significative pour p < 0,05. (a) par rapport au standard, (b) par rapport a
I'hydrolat.

2. Toxicité aigle préliminaire

L'étude de toxicité a été menée afin de cibler les doses sOres pour les tests biologiques
suivants. A cette fin, cing doses (500, 750, 1000, 1500 et 2000 mg/kg) d'HE de M. rotundifolia
ont été testées. Les animaux traités ont été observés pendant 48 heures. Les signes éventuels de
toxicité et le nombre de mortalités ont été enregistrés (tableau 7). Les résultats montrent que
les groupes traités avec 500 et 750 mg/kg d'HE n'ont présenté aucun symptdme de toxicité. Des
signes d'hypoactivité ont été observés dans le groupe de 1000 mg/kg et sont devenus intenses
dans les groupes ayant recu les deux dernieres doses (1500 et 2000 mg/kg). En outre, les
animaux des deux derniers groupes ont eu une respiration irréguliére et n'ont pas pu rester

éveillés. Les mortalités survenues a ces doses confirment leur toxicité considérable.
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Tableau 7: Résultats de I'étude de la toxicité aigue préliminaire

Symptdmes de toxicité

Hypoactivitt ~ Somnolence Respiration irréguiere Mortalités

5%DMSO - - - 0
500 mg/kg - - - 0
750 mg/kg - - - 0
1000 mg/kg + - - 0
1500 mg/kg ++ + + 2
2000 mg/kg ++ ++ ++ 4

- : absent; + : present

3. Activité analgésique

3.1. Test des contorsions abdominales induites par 1’acide acétique
Le test de contorsions abdominales induites par I'acide acétique a été utilisé pour évaluer l'effet
analgésique périphérique de I'HE et de I'hydrolat de M.rotundifolia. Trois doses d'HE (250, 500
et 750 mg/kg) et d'hydrolat (2,5, 5 et 10 ml/kg) ont été testées. Le paracétamol a été administré
au groupe temoin positif comme standard. La moyenne du nombre de contorsions pour chaque
groupe est présentée dans le tableau 8. Les résultats montrent que I'HE et I'hydrolat diminuent
significativement le nombre de contorsions par rapport au groupe témoin (p < 0,05). L'HE de
M. rotundifolia aux trois doses testées et I'hydrolat a 5 et 10 mil/kg sont statistiguement
comparables au paracétamol (p > 0,05). Ces résultats confirment l'effet intéressant de I'HE de
M.rotundifolia et de I'hydrolat sur la douleur périphérique.

Tableau 8: Effet de I'HE et de I’hydrolat de M. rotundifolia et du paracétamol sur les douleurs
abdominales provoguées par I'acide acétique

Nombre de contorsions % Inhibition

Controle négatif 28 + 2. 898 -

HE 250 mg/kg " 11.33+2.160 * 59.53%
HE 500 mg/kg ° 6.83+1.472% 75.6%
HE 750 mg/kg ° 4.66+2.503 * 83.3%
Hydrolat 2.5 ml/kg 14 +3.688 %" 50%
Hydrolat 5 ml/kg ’ 9.65+1.033 65.53%
Hydrolat 10ml/kg ° 7.66 £2.805 ° 72.6%
Paracetamol 10mg/kg " 7.83+£1.169 ° 72.03%

Les valeurs suivies par les différentes lettres (a, b, c, d, e, f, g, or h) sont significativement différentes p <0.05.

3.2. Test de I’'immersion de la queue dans 1’eau chaude
Le test d'immersion de la queue dans I’eau chaude a été utilisé pour évaluer l'effet

analgésique central de I'HE de M.rotundifolia et de I'nydrolat. Le temps de latence entre
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I'immersion de la queue dans I'eau chaude (55°C) et son retrait a été enregistre (tableau 9). Aux
concentrations les plus faibles, I'HE et I'hnydrolat étaient comparables au contréle négatif (p >
0,05). A 750 mg/kg d'HE, la PAS a atteint 70,09% 30 min aprés son administration et a ensuite
diminué a 51,95% a 90 min. Alors qu'a la dose de 10 mi/kg d'hydrolat, le PAS est passé de 52,5
% a 30 minutes apres l'administration a 62,6 % a 90 minutes. Ce résultat montre que I'HE et
I'nydrolat n'ont pas la méme cinétique comme le montre la figure 23. Les résultats montrent
clairement l'effet antinociceptif intéressant de I'HE et de I'hydrolat de M.rotundifolia.
Cependant, a 60 min, et méme aux concentrations les plus élevées, I'hydrolat et I'HE ont une
activité analgésique centrale modérée par rapport a la morphine (p < 0,05) ou le PAS atteint
85,05%.

Tableau 9 : Effet analgésique de I'HE de M. rotundifolia, de I'hydrolat et de la morphine contre le
réflexe de retrait de la queue induit par I'eau chaude

Latence (min) :
Traitement Doses 0 min 30 min 60 min 90 min
(SAP) (SAP) (SAP) (SAP)
Controle - 2.55 £ 0,389 2.7+0,319 3.14+0,613 3.31+0,512
négatif ) ¢) ¢) ¢)
Huile 250 mg/kg 2.22 £0,425 4.0+£0.738 2.73+0.610 2.73+0.471
essentielle () (44.5%) (18.6%) (18.6%)
500 mg/kg 2.9+0.327 7.031+£0.623 5.65+0.710 4.91+0.478
) (58.75%) (48.67%) (40.93%)
750 mg/kg 2.740.393 9.03+0.9" 6.93+0.702 5.62+0.586
) (70.09%) (61.03%) (51.95)
Hydrolat 2.5 ml/kg 2.25+0.481 4,17 £ 0,624 5,73+ 1,212 5,30 £1,825
) (46.04%) (60.79%) (57.5%)
5 ml/kg 2.52+0.504 5,31+ 1,236 6,06 + 1,146 6,81+ 0,992
) (52.5%) (58,4%) (62.9%)
10ml/kg 2.63+0.379 5,52 + 0,460 6,60 +1,162 8,14 + 0,829
) (52.3%) (60.01%) (67.6%)
Morphine 7.5 mg/kg 2,283 +£0.373 6,6 £ 0,776 14,13 + 0,952 9,96 + 0,643
) (65.45%) (85.06%) (77.1%)
Les valeurs suivies par les différentes lettres (a, b, ¢, d, e, f, g, or h) sont significativement différentes p < 0.05.
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Figure 23: Cinétique de I'effet analgésique de I'huile essentielle de M.rotundifolia (750 mg/kg) et de
I'nydrolat (10 ml/kg) en comparaison avec la morphine (7,5 mg/kg) dans le test d’immersion de la
queue. Les données ont été analysées a l'aide de two ways ANOVA suivie d'un test post-hoc
de Bonferroni. ns pour non significatif (p > 0,05), ** pour p < 0,01, **** pour p < 0,0001.

IV.  DISCUSSION

Pour la premiére fois dans un travail de recherche scientifique, I'intérét pour les hydrolats
s'est étendu au-dela de leurs propriétés antimicrobiennes et antioxydantes, qui ont été largement
reconnues comme utiles dans les industries alimentaires et cosmétique. L'intérét de I'étude
actuelle s'est orienté vers I'évaluation de leurs effets anti-inflammatoires et analgésiques, dans
le but de démontrer leur potentiel en tant qu'agents pharmacologiques a part entiére. Grace a
leur capacité a inhiber la dénaturation et I'némolyse des protéines, I'HE et I'nydrolat de Mentha
rotundifolia ont montré qu'ils avaient un effet anti-inflammatoire substantiel. La dénaturation
des proteéines et la perméabilité de la membrane lysosomale peuvent toutes deux contribuer a la
neuropathie. L'accumulation anormale de protéines mal repliées altére le potentiel électrique de
la membrane cellulaire, ce qui entraine une diminution de la conductivité nerveuse (Lim et al.,
2022) . D'autre part, les troubles du stockage lysosomal sont généralement associés a la
neuropathie. Lorsque les enzymes lysosomales sont déficientes ou s'échappent des lysosomes
en raison de leurs membranes endommageées ou déstabilisées, il peut y avoir une accumulation
de déchets dans les cellules nerveuses, ce qui entraine des lésions nerveuses et des symptomes
d'engourdissement, de picotement et de faiblesse (Coutinho et al., 2020) . Ces résultats nous
ont encouragés a mener des tests in-vivo pour confirmer l'effet analgésique de I'HE et de
I'hydrolat de M.rotundifolia sur la douleur périphérique et centrale. Les résultats du test de

contorsions induites par l'acide acétique ont montré que I'HE et I'hydrolat avaient un effet
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comparable a celui du paracétamol a des doses élevées et moyennes. Dans le test de I’'immersion
de la queue dans de I’eau chaude, I'HE et I'hydrolat ont montré des effets modérés mais
significatifs sur la douleur induite au niveau central par rapport a la morphine. La forte activité
analgésique périphérique de I'HE peut étre attribuée a la présence de I'oxyde de pipéritenone,
dont les propriétés antinociceptives ont été démontrées par le biais d'effets anti-inflammatoires
indirects (Mogosan et al., 2017; Sousa et al., 2009) . En tant que molécule hydrosoluble, I'oxyde
de pipéritenone est également susceptible d'étre présent dans I'hydrolat, comme cela a été
démontré dans la composition chimique de I'nydrolat de M. suaveolens (Zekriet al., 2014). Les
résultats du test de I’immersion de la queue dans de 1’eau chaude ont montré que les effets
analgésiques de I'HE et de I'hydrolat n'avaient pas la méme cinétique dans le temps. L'HE a eu
son effet maximal 30 minutes apres son administration, tandis que I'nydrolat a eu un effet
progressif qui a atteint son maximum a 90 minutes. L'effet immeédiat de 'HE peut étre dd a sa
teneur en bornéol, qui augmente la perméabilité de la barriere hémato-encéphalique et améliore
I'administration de médicaments au niveau du systéme nerveux central comme il a été prouvé

dans plusieurs études antérieures (Kulkarni et al., 2021; Zheng et al., 2018) .

V. CONCLUSION

Dans cette étude, l'objectif était d'évaluer I'efficacité de I'HE et de I'hydrolat extraits de
M. rotundifolia dans la gestion de la douleur neuropathique. Les résultats obtenus démontrent
le potentiel de I'HE et de I'hydrolat de M. rotundifolia comme analgésiques en aromathérapie
et comme candidats prometteurs pour le développement pharmaceutique. Ces résultats justifient
une exploration plus approfondie de leurs propriétés pharmacologiques et de leurs mécanismes

d'action.
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CHAPITRE 3 : EFFET DE L’ADMINISTRATION CHRONIQUE DE L’HYDROLAT
DE MENTHA ROTUNDIFOLIA (L) HUDS SUR LA PREVENTION DES
COMORSBIDITES LIEES AU VIEILLISSEMENT

l. INTRODUCTION

Le vieillissement est un processus physiologique complexe qui affecte tous les
organismes vivants, y compris les humains et les animaux. Il se caractérise par un déclin
progressif des fonctions physiologiques, entrainant une susceptibilité accrue aux maladies liées
a I'age et, en fin de compte, a la mort (Khan et al., 2017) . Le vieillissement est di & une
combinaison de facteurs génétiques, environnementaux et liés au mode de vie, notamment le
stress oxydatif, I'inflammation, le raccourcissement des téloméres, le dysfonctionnement des
mitochondries et la sénescence cellulaire (Song et al., 2020). La théorie du stress oxydatif du
vieillissement suggére que l'un des principaux moteurs du processus de vieillissement est
I'accumulation d'especes réactives de I'oxygene (ERO) dans les cellules. Les ERO sont generés
au cours du métabolisme cellulaire normal et peuvent endommager les structures cellulaires,
notamment les lipides, les proteines et I'ADN (Lin and Flint Beal, 2003). Au fil du temps, ces
dommages s'accumulent et contribuent au développement de comorbidités liees a I'age, telles
que les maladies cardiovasculaires, le cancer et les troubles neurodégénératifs.

S'il est impossible d'empécher le vieillissement, il est possible de ralentir le processus et
de retarder I'apparition des maladies liées a I'age (Poeggeler, 2005). Les plantes peuvent fournir
une bonne quantité d'antioxydants, qui ont été démontré capables de réduire le risque de
certaines comorbidités liées au vieillissement. Par exemple, les antioxydants peuvent contribuer
a protéger la peau des dommages causés par le soleil et a réduire le risque de cancer de la peau.
Ils peuvent également contribuer a prévenir le declin cognitif et a réduire le risque de la maladie
d'Alzheimer (Jurcau, 2021).

Les hydrolats de plantes contiennent une variété de composeés bioactifs dont les propriétés
antioxydantes et anti-inflammatoires ont été démontrées, mais en petites quantités, ce qui les
rend faciles a métaboliser et adaptés pour une administration chronique (Jakubczyk et al., 2021;
Nazli¢ et al., 2022). Dans ce contexte, nous avons choisi d’étudier 1’effet de I’administration
chronique de I’hydrolat de M. rotundifolia sur la prévention des comorbidités liées au
vieillissement. 5% de I’hydrolat a été ajoutée a I’eau de boisson de rats wistar ages de 18 mois
pendant une durée de six mois. A la fin de traitement, les parametres physigues,

comportementales et biochimiques ont été analysées.
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1. MATERIEL ET METHODES
1. Groupes d'animaux et conception de I'étude

Des rats Wistar agés de 18 mois et pesant 400-450 g ont été sélectionnés pour I'expérience
suivante. lls ont été eleves dans I'animalerie centrale de la Faculté des sciences de I'Université
Mohammed V de Rabat, au Maroc, et ont été logés dans des cages en polyéthyléne avec un
acces libre a la nourriture et a I'eau dans une piéce a température contrélée (22 £ 1°C), sous un
cycle lumiére-obscurité de 12 heures. Les animaux ont été répartis au hasard en deux groupes
de six rats chacun.

- Groupe 1 : Groupe témoin, a recu de I'eau du robinet
- Groupe 2 : 5 % d'hydrolat de M. rotundifolia dans I'eau de boisson pendant six mois.

Avant l'administration des hydrolats, les tests comportementaux (champ ouvert, boite
sombre/lumiére, rotarod et labyrinthe en Y) ont été effectués pour les deux groupes, puis le 8e
jour, les hydrolats ont été ajoutés a I'eau de boisson des groupes 2 et 3 (figure 24). Apres une
période de traitement de six mois, nous avons évalué divers signes de vieillissement, y compris

des indicateurs physiques, cognitifs et biochimiques

Analyse des changements physiques et tests
| Tests de comportement | de comportement

(_l_\ 180 jours [ > |
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\4

\
Ji: Jp I 190
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mois 18 mois Traitement des rats du groupe 2 avec I'hydrolat de
Mentha rotundifolia

Sacrifice et dosage des
biomarqueurs hépatiques

Figure 24: Schéma descriptif du déroulement de I'étude

2. Analyse des changements physiques

A l'age de 2 ans, les changements physiques entre les animaux traités avec 1’hydrolat de
Mentha rotundifolia et les rats témoins ont été analysés. Un observateur non informé du
protocole de I'étude a €té chargé d'identifier les différences. Les rats, comme les autres animaux,
présentent plusieurs signes de vieillissement au fur et a mesure gu'ils grandissent (Buffenstein,
2008). Parmi les signes physiques courants du vieillissement chez les rats, on peut citer les
changements de posture, de fourrure et de masse musculaire. En vieillissant, les rats peuvent

adopter une posture courbée ou voitée en raison de la perte de masse et de force musculaires.
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Cela peut également avoir un impact sur les muscles des paupieres, entrainant une ptose. Leur
fourrure peut devenir moins brillante et plus grossiére en raison d'un manque de routine de
toilettage lié au vieillissement. En outre, ils peuvent perdre leurs poils a certains endroits (Altun
et al., 2007).

3. Tests de comportement

3.1. Test de I’Open Field

Le test en champ libre (OF) est une méthode largement utilisée pour mesurer le
comportement exploratoire et I'activité locomotrice genérale chez les souris et les rats, ainsi que
pour évaluer les comportements liés a I'anxiété en surveillant la défécation et les zones visitées,
comme l'ont noté Gould et al. (2009) ; Seibenhener and Wooten (2015). L'appareil d'OF utilisé
dans cette étude consiste en un carre noir d'une surface de 80 cm2 et d'une hauteur de 45 cm.
Le sol du champ est divisé en 25 carrés de 15 cm x 15 cm chacun par des bandes blanches
(figure 25). Le test est effectué dans une piéce faiblement éclairée et chaque animal est placé
au centre du champ. Le champ est nettoyé apres chaque test et chaque animal est autorise a
explorer le champ pendant 10 minutes. L'activité locomotrice est évaluée en mesurant la
distance parcourue par l'animal (c'est-a-dire le nombre de carreaux traversés) et le nombre de
redressements assis effectués. Le comportement lié a lI'anxiété est évalué en calculant le nombre

d'entrées dans la zone centrale de I'OF et la durée du temps passé dans cette zone.

Figure 25 : Enceinte de I’Open Field

3.2. Test du Rotarod
L'évaluation de la coordination motrice chez les rongeurs est généralement réalisée a

I'aide du test du rotarod, comme le rapportent (Shiotsuki et al., 2010). L'appareil de test consiste
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en un cylindre rotatif en plastique, mesurant 7 cm de diamétre et 28 cm de longueur, fixé autour
d'un axe horizontal surélevé de 30 cm et divisé en quatre compartiments d'une largeur de 9 cm
chacun (Panlab, Harvard Apparatus) (figure 26). Le test se déroule dans une piece isolée avec
un éclairage normal et se compose de deux phases : une phase de pré-test, au cours de laquelle
les animaux sont habitués a I'appareil, et une phase de test, au cours de laquelle les rats sont
placés sur le cylindre rotatif & une vitesse fixe de 4 rotations par minute (rpm). Une fois I'animal
stabilisé, la vitesse de rotation est progressivement augmentée jusqu'a atteindre une vitesse
maximale de 40 tours par minute, qui est ensuite maintenue jusqu'a la fin du test. La durée du
test est limitée a 180 secondes pour éviter les effets de fatigue ou de stress (Shiotsuki et al.,
2010).

Figure 26: Appareil du Rotarod

3.3. Test de Dark/Light Box

Le test de la boite sombre/lumineuse (DLB) est un protocole couramment utilisé pour
mesurer le comportement anxieux chez les rongeurs. Il s'agit d'un appareil a deux chambres
composeé d'un petit compartiment sombre relié a un compartiment plus grand et bien éclairé par
une ouverture (figure 27), que I'animal peut explorer librement (Serchov et al., 2016). Dans ce
test, les animaux montrent généralement une aversion naturelle pour la zone tres éclairée et
préférent rester dans la chambre obscure. Le test est réalisé dans une piece faiblement éclairée,
I'animal est d'abord placé dans le compartiment sombre et on le laisse explorer les deux
compartiments pendant 10 minutes. Le temps passé dans le compartiment lumineux et le
nombre de passages entre les deux compartiments sont enregistrés pour mesurer le

comportement anxieux.
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Figure 27: Enceinte du Dark/Light Box

3.4. Test du Y-maze

Le test du labyrinthe en Y est une méthode fiable pour évaluer les mémoires de travail et
de référence spatiales chez les rongeurs. Le labyrinthe en Y se compose d'un appareil noir en
forme de Y dont les trois bras sont disposés a 120° I'un de l'autre (figure 28). Pour évaluer la
mémoire de travail spatiale, l'alternance spontanée est calculée en enregistrant le nombre
d'entrées dans les bras et d'entrées consécutives dans les trois bras. Le pourcentage d'alternance
est détermine a l'aide de la formule suivante :

% Alternance = (Nombre d'alternances / [Nombre total d'entrées dans les bras - 2]) x 100
(Kraeuter et al., 2019).

Pour évaluer la mémoire spatiale de référence, le test est organisé en deux phases : une
session d'entrainement, au cours de laquelle un bras du labyrinthe en Y est fermé et désigné
comme le nouveau bras, et une session de test, qui a lieu aprés un intervalle de temps d'une
heure. Pendant la session de test, I'animal est replacé dans le labyrinthe en'Y et doit se souvenir
de I'emplacement du nouveau bras et s'y rendre plus fréquemment que dans les autres bras. Le
nombre d'entrées dans le nouveau bras est comparé aux entrées dans les autres bras pour

déterminer le degré de mémaoire spatiale.
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Figure 28: Enceinte du labyrinthe en Y (test Y-maze)

4. Test de Pimmersion de la queue

Selon Taiwe and Kuete (2017), I'hyperalgésie se caractérise par une sensibilité accrue a
la douleur induite par une stimulation nocive ou normalement non nocive des tissus
périphériques. Le test d'immersion de la queue, décrit pour la premiére fois par Janssen et al.
(1963), est une méthode couramment utilisée pour evaluer I'hyperalgésie. Dans ce test, les
animaux sont attachés et I'extrémité de leur queue est immergée dans un bain d'eau a une
température de 50 = 0,5 °C. Le réflexe de retrait de la queue, qui est médiocre, est alors
déclenché. Le réflexe de retrait de la queue, qui est médié par des réflexes nociceptifs spinaux
(Bannon and Malmberg, 2007), est déclenché en réponse au stimulus thermique, et la latence
de ce réflexe est mesurée. Pour éviter toute lésion cutanée potentielle, chague immersion est

interrompue apres 15 secondes.
5. Test d’acétone pour tester I’allodynie

Le test a I'acétone a été utilisé pour évaluer l'allodynie au froid (Deuis et al., 2017). Les
rats ont été acclimatés pendant 30 minutes a I'environnement d'essai avant le test. Une goutte
d'acétone a été appliquée sur la surface plantaire de chaque patte arriere a l'aide d'une pipette.
Les rats ont ensuite été placés dans des chambres individuelles en plastique transparent et le
temps passé a lécher, mordre ou soulever la patte a été enregistré pendant 2 minutes. La méme
procédure a été répétée 3 fois a 5 minutes d'intervalle et la moyenne des résultats a été calculée.

Des tests de contrdle ont été effectués en utilisant une solution saline au lieu de I'acétone. Une
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réduction du temps passé a lécher, mordre ou soulever la patte par rapport aux tests de contrdle
peut indiquer une allodynie au froid.

6. Dosage des biomarqueurs hépatiques

Tous les animaux ont été sacrifiés par décapitation 24 heures aprés la fin du dernier test
et apres un jelne d'une nuit. Des échantillons de sang ont été prélevés sur chaque animal et le
sérum a été séparé pour une analyse plus approfondie des biomarqueurs hépatiques. Plus
précisément, les taux sériques d'alanine transaminase (ALT), d'aspartate transaminase (AST),
de bilirubine et de gamma-glutamyl-transférase (Gamma-GT) ont été mesurés a l'aide de

meéthodes standard afin d'évaluer la fonction hépatique.
7. Analyse statistique

Les donnees ont eté analysées avec GraphPad Prism 8. La normalité a éte évaluee par le
test de Shapiro-Wilk. Les valeurs ICso ont éte comparées a l'aide du t-test pour n =3. Les
résultats ont été analysés par two-ways ANOVA a mesures répétées (n = 6), suivi d'un test de
comparaisons multiples de Bonferroni en cas de signification. Les resultats sont exprimés en
moyennes £ SD. Les différences ont été considérées comme statistiquement significatives a p
<0,05.

I1l.  RESULTATS
1. Analyse des changements physiques

Une analyse physique qualitative a été réalisée. Les signes apparents de vieillissement ont
été évalués, notamment la posture, les muscles des paupiéres et les changements de fourrure.
Les résultats sont présentés dans le tableau 10. Tous les groupes ont présenté une partie ou la
totalité des signes de vieillissement (figure 29), car il s'agit d'un processus inévitable.
Cependant, il y avait des différences substantielles entre le groupe de contréle et le groupe traité

par I’hydrolat de M. rotundoifolia.
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Tableau 10 : Récapitulatif des signes de vieillissement apparus chez les animaux a ’age de 2 ans

Aspect de la fourrure Posture vodtée Ptosis
Terne Rude Perte de poils
Groupe 1 +++ +++ +++ ++ ++
Groupe 2 + ++ +++ + -

+++ Présent chez tous les individus du groupe, ++ Présent chez la majorité/moitié des individus du groupe, +

Présent chez la minorité des individus du groupe, - absent

Figure 29 : Deux rats de la méme portée assignés a deux groupes différents. A) rat du groupe témoin
(posture plus voutée, fourrure jaunie et rugueuse, perte de poils dans certaines zones, des paupiéres
relachées), B) rat du groupe traité par I’hydrolat de Mentha rotundifolia (Moins de signes de
vieillissement sauf pour la perte de poils)

2. Troubles comportementaux
2.1. Troubles de locomotion et de coordination motrice
L'effet du traitement avec I’hydrolat de M. rotundifolia sur les déficiences de la
locomotion et de la coordination motrices liées au vieillissement a été évalué par le test Open
Field et le test du rotarod. Les rats des deux groupes ont été autorisés a explorer librement
I’Open Field afin d’évaluer leur fonction locomotrice en calculant le nombre de carreaux
traversés et de redressements sur les deux pattes (figure 30, A et B), puis leur coordination
motrice a été évaluée par leur performance au rotarod (figure 30, C). Les données ont été
analyseées par two-ways ANOVA qui a révélé des interactions significatives entre le
vieillissement et le traitement par hydrolat comme suit : (1) le nombre de carreaux traversés (F
(1, 20) = 13.39; p < 0.0016 (Figure 30, A); (2) le nombre de redressements (F (1, 20) = 7.797
: p =0.0105 (Figure 30, B); et (3) le temps passé sur le rotarod (F (1, 20) = 7.129 ; p = 0.0147
(Figure 30, C). Le test de comparaisons multiples de Bonferroni a révélé que la locomotion et
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la coordination motrice des animaux ont diminué de maniére significative chez les rats agés
(groupes 24 mois) par rapport aux jeunes rats (18 mois) (p < 0.05). Cependant, Ces déficiences
étaient significativement moins importantes chez les animaux traités par I’hydrolat de M.

rotundifolia (p < 0.05).
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Figure 30 : Effet du vieillissement et du traitement avec I’hydrolat de M.rotundifolia sur la
locomotion et la coordination motrice. (A) représente le nombre de carreaux traverses dans le test de
I’Open Field, (B) représente le nombre de redressements sur les pattes arriéres dans le test de I’Open

Field, et C représente le temps passé sur la tige du Rotarod. Les résultats sont présentés sous forme de
moyenne = SD, la différence est significative pour p <0.05. (#) Vs 18 mois et (a) Vs le contrdle a 24
mois.

2.2. Symptomes de type anxieux
Les effets de I’hydrolat de M. rotundifolia sur les comportements de type anxieux chez
les rats jeunes et agés ont été évalués par les tests Open Field et Dark-Light Box pendant 10
minutes. Une analyse two-ways ANOVA a révélé une interaction significative entre le
vieillissement et le traitement sur le nombre d'entrées dans la zone intérieure de I’OF (figure
31, A) et de transitions dans le DLB (figure 31, B) (F (1, 20) = 4.617 ; p=0.0441 ; F (1, 20)
=10.71; p=0.0038, respectivement). L’interaction entre le traitement et le vieillissement sur
le temps passé dans la zone intérieure de I’OF (figure 32, A) et dans la chambre éclairée de
DLB (figure 32, B) a également éte significative (F (1, 20) = 32.26 ; p < 0.0001 ; F (1, 20) =
25.34 ; p < 0.0001, respectivement).
A 2 ans, les rats ont manifesté des comportements anxieux plus importants, traduits par
la diminution de nombre d’entrées dans la zone centrale de I’OF et la chambre éclairée, ainsi

que le temps passé dans ces zones (p < 0.05). Cependant, le traitement avec 1’hydrolat de M.
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rotundifolia a significativement prévenu I’expression de ces symptomes chez les rats traités (p
<0.05).
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Figure 31 : L hydrolat de M. rotundifolia prévient significativement 1’effet du vieillissement sur le
nombre d’entrées dans la zone centrale de I’Open Field (A) et dans la chambre éclairée du Dark/Light
Box (B). Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + SD, la différence est significative pour

p <0.05. (#) Vs 18 mois et (a) Vs le contrble a 24 mois.
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Figure 32 : L’hydrolat de M. rotundifolia prévient significativement 1’effet du vieillissement sur le
nombre le temps passé dans la zone centrale de I’Open Field (A) et dans la chambre éclairée du
Dark/Light Box (B). Les résultats sont présentés sous forme de moyennex SD, la différence est

significative pour p <0.05. (#) Vs 18 mois et (a) Vs le contrble a 24 mois.
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2.3. Troubles cogpnitifs

2.3.1. Alternances spontanées
L’effet de I’administration chronique de I’hydrolat de M. rotundifolia sur I’alternance
spontanée a été évalué par le test Y-maze (figure 33, A et B). Les résultats ont montré une
interaction significative entre le traitement et le vieillissement sur le pourcentage d’alternance
(F (1, 20) = 32.52 ; p < 0.0001) (figure 33, B). Ce dernier est significativement plus bas chez
les vieux rats témoins. Cependant, le pourcentage d’alternance spontanée du groupe traité par

I’hydrolat a I’4ge de 2 ans est significativement plus élevé que les rats témoins agés (p < 0.05).
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Figure 33 : Effet de I’administration chronique de I’hydrolat de M. rotundifolia sur le nombre total
d’entrées dans le test d’Y-maze. (A) et le pourcentage d’alternance spontanée (B). Les résultats sont
présentés sous forme de moyenne x SD, la différence est significative pour p <0.05. (#) Vs 18 mois et

(@) Vs le contrble a 24 mois.
2.3.2. Mémoire de travail de référence

Les reésultats de la mémoire de travail spatiale exprimés par le nombre d'entrées et le
temps passé sur le nouveau bras dans le test Y-maze ont été analysés par two-ways ANOVA
ont révélé des interactions significatives entre le vieillissement et le traitement (F (1, 20) =
5.444 ; p =0.0302, (figure 34, A) et F (1, 20) = 9.796, p = 0.0005 (figure 34, B),
respectivement). Le vieillissement altére la mémoire de travail spatiale des rats en diminuant
de maniére significative le nombre d'entrées et le temps passé dans le nouveau bras (p < 0,0001).
Le traitement chronique par I’hydrolat de M. rotundifolia a permis une prévention significative
de la détérioration de la mémoire de travail spatiale, comme le montre l'augmentation du

nombre d'entrées et du temps passé dans le nouveau bras (p < 0.05).
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Figure 34 : Effet de I’administration chronique de I’hydrolat de M. rotundifolia sur le nombre
d’entrées dans le nouveau bras. (A) et le temps passé dans le nouveau bras (B). Les résultats sont
présentés sous forme de moyenne + SD, la différence est significative pour p <0.05. (#) Vs 18 mois et

(@) Vs le controle a 24 mois.
3. Hyperalgésie liée a I’age

L’hyperalgésie a été évaluée par le test d’immersion de la queue dans 1’eau chaude a 50
+ 2°C. Les résultats (figure 35) montrent une interaction significative entre le traitement et le
vieillissement F (1, 20) = 104.8 ; p < 0.0001. A deux ans, les rats du groupe témoin ont
développé une hyperalgésie qui s’est manifestée par une diminution significative (p < 0.0001)
de la latence de retrait de la queue de 1’eau chaude. Cet effet a été inversé chez le groupe traité
par I’hydrolat de M.rotundifolia, qui a montré une augmentation remarquable (p < 0.0001) dans

la latence du retrait de la queue de I’eau chaude ce qui confirme son effet analgésique.
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Figure 35 : Effet de I’administration chronique de I’hydrolat de M. rotundifolia sur I’hyperalgésie liée
au viellissement. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + SD, la différence est

significative pour p <0.05. (#) Vs 18 mois et (a) Vs le controle a 24 mois.
4. Allodynie liée a I’age

Le test a l'acétone a été utilise pour évaluer I'allodynie au froid. Les rats ont ensuite été
placeés dans des chambres individuelles en plastique transparent et le temps passé a lécher,
mordre ou soulever la patte a été enregistré pendant 2 minutes. Les résultats ont montré une
interaction significative entre le traitement et le vieillissement F (1, 20) = 398.5 ; p <0.0001
avec un effet significatif des deux facteurs (figure 36). A deux ans, la durée des comportements
manifestant I’inconfort des animaux suite a ’exposition a 1’acétone a été significativement plus
longue p <0.05. Cependant, par rapport aux rats témoins, la durée d’inconfort a été

remarquablement réduite chez le groupé traité par I’hydrolat de M. rotundifolia p <0.05.
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Figure 36 : Effet de I’administration chronique de 1’hydrolat de M. rotundifolia sur I’allydonie liée au
viellissement. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + SD, la différence est significative
pour p <0.05. (#) Vs 18 mois et (a) Vs le contrble a 24 mois
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5. Concentrations des biomarqueurs hépatiques

Les enzymes hépatiques ont été dosées comme le montre le tableau 11. Les rats témoins ages
de 2 ans ont des taux d’ALAT, ASAT, et Gamma-gt significativement plus élevés que les rats
traités avec I’hydrolat de M. rotundifolia (p < 0.05). Les taux de bilirubine étaient

statistiquement comparables entres les deux groupes (p = 0,0943).

Tableau 11: Concentrations des marqueurs hépatiques

ALAT ASAT Gamma-GT Bilirubine

uUl/L
Témoin 114.76 £ 23.15 86.35 +12.85 10.22 £2.34 1.72+0.5
Groupe traite 42.18 +2.81° 28.19 + 3.61° 0.81+ 0.36° 1.24+0.18

(@) significativement différent du ‘Témoin’ (p <0.05)

DISCUSSION

Principalement composés d’eau et tres allegés en principes actifs, les hydrolats de plantes
sont de parfaits candidats pour une administration chronique. Dans cette étude, ’intérét a été
porté sur I’hydrolat de M. rotundifolia. Précédemment, nous avons montré que ce dernier a une
activité antioxydante intéressante, ce qui nous a encourages de le tester comme une solution a
long terme pour la prévention des comorbidités liées au vieillissement. Le modéle animal et la
conception de I’¢tude ont été soigneusement choisis pour représenter le processus du
vieillissement humain. D’une part, les rats de laboratoire peuvent refléter la sédentarité et le
mode alimentaire déséquilibré basé sur des aliments transformés de la plupart des individus
dans le monde actuel. D’autre part, une journée dans la vie d’un rat est égale a
approximativement 34.8 jours dans la vie d’un humain (Sengupta, 2013). Donc, un suivi de six
mois des animaux agés de 18 mois, est plus ou moins similaire a un suivi de vingt ans d’un
individu agé de 50 ans, jusqu’a I’age de 70 ans.

Le vicillissement est un processus inévitable, et le but de cette étude n’était pas de le
stopper mais d’atténuer et ralentir la survenue des complications qui lui sont liés. Tous les
animaux a 1’age de 2 ans ont montré des signes de vieillesse. Cependant, leur gravité et leur
importance n’étaient pas les mémes chez les deux groupes. Que ce Soit au niveau physique,
comportemental ou biochimique, le groupe traité par 5% de I’hydrolat de M. rotundifolia était
biologiquement plus jeune.

Les rats agés ont montré une déficience importante de motricité évaluée par les tests Open

Field et rotarod. En effet, avec I'age, la perte de masse musculaire, connue sous le nom de
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sarcopénie, peut conduire a des muscles plus faibles, ce qui peut rendre plus difficile le
mouvement et I'exécution de taches physiques (Volpi et al., 2004). Plusieurs études ont lié le
stress oxydatif a la sarcopénie, démontrant qu‘il augmentait la protéolyse et/ou réduisait la
synthése des protéines (Meng and Yu, 2010). Les rats agés ont également manifesté plus de
comportements anxieux évalués par les tests Open Field et Dark/light Box. 1l a été prouvé que
des niveaux élevés de stress oxydatif et la réduction de la taille des télomeres étaient associés
aux troubles anxieux, deux conditions qui caractérisent le vieillissement (Bouayed et al., 2009;
Perna et al., 2016). En fin, les rats agés ont présenté des déficiences cognitives liées a
I’alternance spontanée et la mémoire spatiale de travail évaluées par le test Y-maze.
Effectivement, la capacité d'apprentissage diminue progressivement au cours du vieillissement
en raison de I'exposition chronique au stress oxydatif (Klencklen et al., 2017). Il a été démontré
que la diminution de la capacité de rétention de la mémoire était due a l'apoptose de type
retardée induite par le stress oxydatif et observée dans la région hippocampique CAL (Kandlur
et al., 2020).

L’administration chronique de 1’hydrolat de M.rotundifolia a agi comme une source
d’antioxydants qui a pu prévenir les troubles de comportements lié au vieillissement. En plus,
il contient également des traces de I’huile essentielle de M. rotundifolia qui a été démontré
capable d’améliorer la mémoire de travail (Raya et al., 1990), et a été étudiée pour ses effets
anxiolytiques (Motti and de Falco, 2021).

Les rats agés ont présenté une sensibilité accrue a la douleur qui a eté évaluee par le test
d’immersion de la queue dans 1’eau chaude et I’exposition a 1’acétone. Ces effets ont été
totalement inverses dans le groupe traité par I’hydrolat de M. rotundifolia. Ces résultats ont été
attendus vu qu’on a montré précédemment que I’hydrolat a une activité antiinflammatoire et
analgésique importantes.

Le vieillissement et le stress oxydatif ont également été associés a des taux élevés
d’enzymes hépatiques, notamment ALT, AST et Gamma-GT (Le Couteur et al., 2010). Il a
méme été démontré que le vieillissement est un facteur favorisant de la stéatose hépatique non-
alcoolique (Lin et al., 2022). Ces données concordent avec nos résultats qui ont montré que les
rats 4gés du groupe témoin avaient des taux d’enzymes hépatiques tres élevés par rapport aux
rats traités avec I’hydrolat de M. rotundifolia. Encore une fois, gréce a son activité antioxydante,
et sa composition aromatique aux propriétés antiinflammatoires, 1’hydrolat a pu prévenir
I’accumulation des toxines dans le foie dont la fonction décline progressivement avec I’dge

suite a la baisse des antioxydants endogénes dont le glutathion (Sekhar et al., 2011).
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CONCLUSION

Cette étude a été basée sur la théorie du vieillissement par le stress oxydatif qui postule
que les réductions des fonctions physiologiques associées a l'age sont causées par une
accumulation lente et réguliere de dommages oxydatifs aux macromolécules. Le foie est
I’organe responsable de la détoxification de 1’organisme, et grace a I’administration chronique
de I’hydrolat de Mentha rotundifolia, son aptitude a métaboliser et éliminer les toxines a été
protégée ce qui a permis de prévenir les complications liées au vieillissement. Les résultats de
cette étude sont trés prometteurs pour élargir 1’axe de recherche sur les mécanismes derriére les
effets pharmacologiques de I’hydrolat de M. rotundifolia et sur le développement d’un nouvel
agent anti-age.
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CHAPITRE 4 : ETUDE DE L’ACTIVITE ANTIOXYDANTE IN-VIVO DE L’EXTRAIT
AQUEUX DE MENTHA ROTUNDIFOLIA (L.) HUDS. CONTRE LE STRESS
OXYDATIF ET LANEUROTOXICITE INDUITE PAR H20:

l. INTRODUCTION

Le peroxyde d'hydrogéne (H202) est une espéce réactive de lI'oxygéne (ROS) générée par
diverses sources de stress oxydatif, y compris les processus métaboliques normaux, I'exposition
aux toxines environnementales et les réponses inflammatoires (Apel and Hirt, 2004). Bien qu'il
joue un role essentiel dans la signalisation cellulaire, des niveaux excessifs de H>O» peuvent
entrainer des dommages oxydatifs et contribuer au développement de nombreuses maladies,
notamment le cancer, les maladies cardiovasculaires et les troubles neurodégénératifs
(Phaniendra et al., 2015).

H20> peut se diffuser librement a travers les membranes cellulaires et interagir avec
d'importantes classes de macromolécules biologiques, notamment les lipides, les protéines et
les acides nucléiques, provoquant ainsi des dommages oxydatifs (Fatma et al., 2018). Ces
dommages peuvent perturber des processus cellulaires essentiels, entrainant le
dysfonctionnement et la mort des cellules. Pour contrer les effets nocifs du H20,, les cellules
ont développé des systemes de défense antioxydants, comprenant des enzymes telles que SOD,
la CAT et la glutathion Gpx (Valko et al., 2007). Toutefois, en cas de stress oxydatif intense ou
prolongé, les cellules peuvent étre débordées et leurs défenses antioxydantes peuvent échouer.
Il peut en résulter de graves dommages oxydatifs, entrainant la mort des cellules et des Iésions
tissulaires.

Le cerveau est particulierement sensible au stress oxydatif en raison de sa forte
consommation d'oxygene et de ses faibles niveaux d'enzymes antioxydantes par rapport a
d'autres tissus (Torres-Cuevas et al., 2019) . Des études ont montré que le H.O> peut induire
des dommages oxydatifs qui peuvent entrainer un dysfonctionnement neuronal, une
inflammation et la mort cellulaire, contribuant ainsi au développement de maladies
neurodégénératives telles que la maladie d'Alzheimer et la maladie de Parkinson. En outre, la
neurotoxicité induite par H.O, a été liée a l'activation de diverses voies de signalisation
susceptibles d'exacerber la réponse au stress oxydatif, telles que la voie de la protéine kinase
activée par les mitogenes (MAPK) et la voie du facteur nucléaire kappa B (NF-xB)(Behl et al.,
2021). Dans ce contexte, nous avons évalué l'activité antioxydante de l'extrait aqueux des
feuilles de M. rotundifolia contre le stress oxydatif et la neurotoxicité induites par H.O> chez

les rats wistar.
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1. MATERIEL ET METHODES
1. Animaux et conception de I’étude

Les expériences ont été réalisées sur 48 rats Wistar males pesant de 180 a 200 g. lls ont
été logés au hasard dans des cages en polyéthylene avec libre acces a la nourriture et a l'eau
dans une piece a température contrélée (22 + 1°C) et sous un cycle lumiere-obscurité de 12
heures. Toutes les procédures animales ont été menées conformément aux lignes directrices de
la directive du Conseil européen (EU2010/63).

- Groupe 1 et 2: 1 ml de NaCl par voie intrapéritoneale (i.p.) pendant 21 jours.
- Groupes 3 et 4 : 250 mg/kg de M. rotundifolia par voie i.p. pendant 21 jours.
- Groupes 5 et 6 : 125 mg/kg d'extrait de M. rotundifolia par voie i.p. pendant 21 jours.

- Groupe 7 et 8 : 62,5 mg/kg d'extrait de M. rotundifolia par voie intraveineuse pendant 21
jours.

Les animaux ont recu leur traitement respectif (NaCl ou extrait de plante) pendant toute
la premiere semaine. Au 8éme jour, I'eau de boisson des groupes 2, 4, 6 et 8 a été complétée,
comme décrit dans la figure 37, avec 2% de H202 pendant les 15 jours restants du traitement.

Pendant la période de traitement, les animaux ont été pesés tous les cing jours.

Nacl and plant extract treatments
|
| l
D1 D7 D21 Behavioural tests and sacrifice D2s

— - oo

| |

\ J

Groups 2,4,6 and 8 receiving 2%H202 in
drinking water

Figure 37 : Schéma descriptif du déroulement de 1’étude

2. Tests de comportement

Le test Open Field a été utilisé pour évaluer la locomotion et les symptémes de type

anxieux. Le test Rotarod a été utilisé pour évaluer la coordination motrice, le test Y-maze a été
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utilisé pour évaluer les aptitudes cognitives, et I’hyperalgésic a été évaluée par le test de

I’immersion de la queue dans de 1’eau chaude (voir chapitre 3 pour les protocoles en détails).
3. Sacrifice et dosage des biomarqueurs hépatiques

Tous les animaux ont été sacrifiés par décapitation 24 heures apres le dernier test et le
jeline de la nuit. Des échantillons de sang ont été prélevés ; le sérum a été séparé pour le dosage
des biomarqueurs hépatiques. Les taux sériques d'ALAT, d'ASAT et de bilirubine totale ont été
évalués selon les méthodes standards.

4. Analyse statistique

Les données ont été analysées a l'aide de GraphPad Prism 8. La normalité a été évaluée
par le test de Shapiro-Wilk. Les données ont été analysées a l'aide d'une two-ways ANOVA en
considérant le traitement et I'exposition au H.O> comme facteurs de variation. Le test de
Bonferroni pour les comparaisons multiples a été utilise lorsqu'il y avait une signification. Les
résultats sont exprimés en moyennes = SD (n=6). Les différences ont été considérées comme

statistiquement significatives a p < 0,05.

RESULTATS
1. Suivi des poids des animaux

Les animaux ont été peses tous les cing jours pendant la période d'essai afin de mettre en
évidence l'effet du stress oxydatif sur le poids corporel et d'évaluer I'effet protecteur potentiel
de I'extrait aqueux de M. rotundifolia contre la toxicité de I'H,O>. Le test de mesures répétées
two-ways ANOVA a révélé une interaction significative entre le temps et le traitement (F (28,
160) = 54.65 ; p <0,0001) (figure 38, A). L'analyse post-hoc a montré que les groupes traités a
I'eau du robinet (1, 3, 5, 7) présentaient une augmentation significative (p <0,05) de la masse
corporelle pendant toute la durée de I'essai. Cependant, dans les groupes soumis au stress
oxydatif, seul le groupe traité par M. rotundifolia 250 mg/kg a eu une cinétique d'augmentation
significative du poids corporel (p <0. 05), alors que le groupe traité par M. rotundifolia a 125
mg/kg a gardé un poids stable (p =0.58) & partir du 10°™ jour de traitement, et que les groupes
2 et 4 ont eu une perte significative du poids corporel (p <0,05) a partir du 15éme jour de
traitement. En ce qui concerne I'évaluation de la prise du poids pendant la période de test
(Figure 38, B), Two-ways ANOVA a montré une interaction significative entre le traitement
et I'exposition au H,O; (F (3, 40) = 81. 61, p <0,0001). La comparaison a été faite entre les

groupes "H20," et "Eau du robinet™ recevant le méme traitement. L'analyse post-hoc a montré
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une diminution significative de la prise de poids dans les groupes 2, 4 et 6 soumis au stress
oxydatif (p < 0.05). Seul le groupe traité a 250 mg/kg de M. rotundifolia ne semble pas affecté
par la toxicité de I'H202 (p =0.37).
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Figure 38 : La variation de poids corporel des animaux pendant la période de test. (A) présente la
cinétigue du poids moyen des différents groupes d'animaux pesés tous les cing jours de la période de
traitement. (B) présente I'apport moyen en poids corporel de tous les groupes d'animaux entre le
premier et le dernier jour de traitement. Les résultats ont été présentés sous forme de moyenne + SD (n
= 6). Les données ont été analysées par two-ways ANOVA suivi d'un test post-hoc de Bonferroni ; *p
<0.05, **** p <(0.0001 comparé a tous les groupes d'animaux "eau du robinet" recevant le méme
traitement.

2. Tests de comportement

2.1. Open Field

2.1.1. Locomotion

La locomotion des animaux a été évaluée a l'aide du test OF. Pour cela, la distance totale

parcourue par l'animal et le nombre de redressements (quand I'animal se tient sur ses deux pattes
arriéres) ont été calculés. Two-ways ANOVA a révelé un effet significatif du traitement et de
I'exposition & H20-, avec une interaction significative entre ces deux facteurs (F (3,40) = 10.69,
p < 0.0001) sur la distance parcourue par les animaux (Figure 39, A). Le test post-hoc a montré
une augmentation significative du nombre de carrés traversés dans les groupes traités avec la
plante (p < 0.05) dans des conditions normales (eau du robinet), tandis que dans les groupes
soumis au stress oxydatif, seuls les groupes traités a 125 mg/kg et 62.5 mg/kg ont parcouru une
distance significativement plus élevée. La dose de 125 mg/kg semblait étre la plus efficace car
il n'y avait pas de différence significative par rapport au groupe recevant le méme traitement
dans des conditions normales (p > 0.99). Quant au nombre de redressements, Two-ways
ANOVA a montré un effet significatif du traitement (F (1,40) = 94.45, p < 0.0001) et de
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I'exposition & H20: (F (3,40) = 32.35, p < 0.0001) sur le nombre de fois ou les animaux se sont
tenus sur leurs pattes arriere, mais il n'y avait pas d'interaction significative entre ces deux
facteurs (Figure 39, B). Le test post-hoc indique une augmentation significative du nombre de
redressements dans les groupes traités avec la plante indépendamment du stress oxydatif (p <
0.05).
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Figure 39: Effet de l'interaction entre le traitement de la plante et I'exposition a H2O, sur la
locomotion évaluée par le test Open Field. (A) présente la distance parcourue par les animaux définie
par le nombre de carreaux traversés. (B) présente le nombre de redressements effectués par les
animaux. Les résultats ont éte présentés sous forme de moyenne £ SD (n=6). Les données ont été
analysées par Two-ways ANOVA suivie d'un test post-hoc de Bonferroni ; *p <0.05, **p <0.01,
***p < 0.001, ****p <0.0001 comparé aux groupes salins. (#) Comparé aux groupes d'animaux dans
les conditions normales recevant le méme traitement.

2.1.2. Symptdmes de type anxieux

Le comportement de type anxieux des animaux a été évalué a l'aide du test Open Field.
Ainsi, le nombre d'entrées et le temps passe dans la zone intérieure ont été calculés. L'analyse
Two-ways ANOVA a réveélé un effet significatif du traitement et de I'exposition a H20,, avec
une interaction significative entre ces deux facteurs (F (3, 40) =4.683, p = 0.0068) sur le nombre
d'entrées dans la zone intérieure de I'OF (Figure 40, A). Le test post-hoc n'a montré aucune
différence significative dans les groupes recevant de I'eau du robinet (p > 0.99). Cependant, les
rats soumis au stress oxydatif avaient significativement un nombre réduit d'entrées dans la zone
intérieure de tous les groupes (p < 0.05), méme si le groupe traité avec 125 mg/kg de M.
rotundifolia avait significativement plus d'entrées (p < 0.05). En ce qui concerne le temps passé
dans la zone intérieure, Two-ways ANOVA a indiqué une interaction significative entre le
traitement et I'exposition & H20> (F (3, 40) = 3.924, p = 0.0151) (Figure 40, B). Le test post-

hoc a montré que le temps passé dans la zone intérieure était significativement réduit dans les
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groupes soumis a un stress oxydatif (p < 0.05). Cependant, les groupes traités avec 125 et 250
mg/kg de M. rotundifolia ont passé significativement plus de temps dans la zone intérieure (p
< 0.05).
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Figure 40 : Effet de I'interaction entre le traitement par la plante et I'exposition a H,O, sur les
symptdmes de type anxieux évalués par le test Open Field. (A) présente le nombre d'entrées dans la
zone intérieure de I'OF. (B) présente le temps passé dans la zone intérieure. Les résultats ont été
présentés sous forme de moyenne £ SD (n=6). Les données ont été analysées par Two-ways ANOVA
suivie d'un test post-hoc de Bonferroni ; * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001, **** p <0.0001
comparé aux groupes salins. (#) comparé aux groupes d'animaux dans les conditions normales
recevant le méme traitement.

2.2.Rotarod

L'effet protecteur de I'extrait aqueux de M. rotundifolia contre le stress oxydatif causant
une altération de la coordination motrice a été évalué en utilisant le test du rotarod. Le temps
passé sur le cylindre rotatif a été calculé. L'analyse de variance a deux facteurs a révelé un effet
significatif du traitement et de I'exposition a H202, avec une interaction significative entre ces
deux facteurs (F (3, 40) = 4.416, p = 0.009). Le test post-hoc a montré que le stress oxydatif
diminuait significativement la coordination motrice des groupes H2O2 (p < 0,05). Cependant,
les groupes traités avec 62,5 et 125 mg/kg de M. rotundifolia ont passé significativement plus

de temps sur le cylindre que les autres groupes (p < 0.05) (figure 41).
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Figure 41 : Effet de l'interaction entre le traitement a base de plantes et I'exposition a H.O,sur la
coordination motrice évaluée par le test du rotarod. Le temps passé sur le cylindre a été calculé. Les
résultats sont présentés sous forme de moyenne + SD (n=6). Les données ont été analysées par Two-
ways ANOVA suivie du test post-hoc de Bonferroni ; *** p <0.001 **** p <0.0001 comparé aux

groupes de solution saline. (#) Comparé aux groupes d'animaux dans les conditions normales recevant
le méme traitement.
2.3.Y-maze

Le test Y-maze a été utilisé pour évaluer I'effet du stress oxydatif sur la mémoire a court
terme et l'effet protecteur potentiel de I'extrait aqueux de M. rotundifolia contre I'altération de
la mémoire. La mémoire spatiale de travail a été évaluée par la mesure de l'alternance spontanée
(Figure 42, A). Two-ways a révélé un effet significatif de I'exposition a H.O; (F (1, 40) = 12.49,
p = 0.0011) et du traitement (F (3, 40) = 3.364 , p = 0.0279) sur le pourcentage d'alternance
sans interaction significative entre ces deux facteurs. Le test post-hoc a montré une alternance
significativement plus élevée (p< 0.05) dans le groupe traité avec 125 mg/kg de M. rotundifolia
soumis a un stress oxydatif. La mémoire spatiale de référence a été évaluée en calculant le
nombre d'entrées dans les différents bras du labyrinthe. Seul le nombre d'entrées dans le bras
nouveau a été presenté (Figure 42, B). L'analyse de variance a deux facteurs a montré un effet
significatif de I'exposition a H>O; (F (1, 40) = 108.8, p < 0.0001) et du traitement (F (3, 40) =
9.065, p =0.0001) sur le nombre d'entrées, sans interaction significative entre ces deux facteurs.
Le test post-hoc a mis en évidence une augmentation significative du nombre d'entrées dans le
bras nouveau (p < 0.05) dans le groupe traité¢ avec 125 mg/kg de M. rotundifolia soumis a un

traitement H->O..
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Figure 42 : Effet de l'interaction entre le traitement des plantes et I'exposition au H,O, sur la mémoire
a court terme évaluée par le test du labyrinthe en Y. (A) présente le % d'alternance comme indicateur
de la mémoire de travail spatiale. (A) présente le % d'alternance comme indicateur de la mémoire de
travail spatiale. (B) présente le nombre d'entrées dans le nouveau bras comme indicateur de la
mémoire de référence spatiale. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + SD (n=6). Les
données ont été analysées par Two-ways ANOVA suivi du test post-hoc de Bonferroni ; *p < 0.05 par
rapport aux groupes salins.
2.4.Test d’immersion de la queue
Le test d'immersion de la queue a éete utilisé pour evaluer I'effet de I'exposition a H20; et
du traitement par ’extrait de la plante sur la perception de la douleur. L'analyse Two-ways
ANOVA a révélé un effet significatif de lI'exposition a H20, (F (1, 40) = 110.6, p <0.0001) et
du traitement (F (3, 40) = 141.3, p < 0.0001) sur la latence du réflexe de retrait de la queue,
sans interaction significative entre ces facteurs (Figure 43). Le test post-hoc a montré que les
groupes traités avec 125 et 250 mg / kg de M. rotundifolia présentaient un temps de latence
significativement plus élevé (p < 0.05), indépendamment du stress oxydatif, ce qui démontre

I'effet analgésique de I’extrait aqueux M. rotundifolia.
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Figure 43 : Effet de l'interaction entre le traitement de la plante et I'exposition a H,O, sur
I'nyperalgésie évaluée par le test d'immersion de la queue. La latence du réflexe de retrait de la queue a
été mesurée. Les résultats ont été présentés sous forme de moyenne + SD (n=6). Les données ont été
analysées par une ANOVA a deux facteurs suivie d'un test post-hoc de Bonferroni ; ** p <0.01, **%**

p < 0.0001 par rapport aux groupes de saline.
3. Concentrations des biomarqueurs hepatiques

Les enzymes hépatiques ont été dosées comme indiqué dans le tableau 12. L'ingestion
de H20> a nettement augmenté les trois biomarqueurs testés (ALAT, ASAT et bilirubine totale)
par rapport au groupe témoin (groupe 1). L'extrait de M. rotundifolia a réduit les niveaux éleves
d'ALAT et d'ASAT aux deux doses testees, 125 et 250 mg/kg, et de bilirubine aux trois doses
testées. Il est intéressant de noter que la dose de 250 mg/kg de M. rotundifolia a induit une
Iégere augmentation significative du taux de bilirubine totale (p < 0,05) par rapport au groupe
témoin (groupe 1). En outre, il n'y avait pas de différence significative (p > 0,05) entre les
groupes recevant cette dose avec I'eau du robinet (groupe 7) et ceux recevant du H2O2 (groupe
8).
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Tableau 12 : Concentrations des enzymes hépatiques

ALAT ASAT Bilirubine
ul/L
Groupes Normal H20:2 (2%) Normal H202 (2%) Normal H20: (2%)
Saline 33.23+£2.35 48.56 +2.90 2 48.85+1.92 71.15+282¢% 0.77£0.09 35.42+7.00°
Dose 1 (62.5 mg/kg) 31.78 £ 3.06 44,54 + 4,494 45.65 +1.99 69.16 +£1.01¢ 1.91+0.67 15.48 +£2.62
Dose 2 (125 mg/kg) 29.29 £2.43 35.858 +4.09 @ 47.30 £ 2.02 60.8 +1.81% 4.24 +0.66 9.21+1.39%®
Dose 3 (250 mg/kg) 29.97 +3.28 29.37+239°2 4754+ 154 49.25+1.26° 6.735+0.58° 6.86 £ 0.52 2

(a) En comparaison avec le groupe ‘Saline’, b en comparaison avec le groupe recevant la méme dose de plante dans les

conditions normales (p < 0.05).

I1l.  DISCUSSION

Plusieurs approches thérapeutiques antioxydantes sont actuellement a I'étude pour le
traitement des pathologies liees au stress oxydatif, dont les maladies neurodégénératives.
Certaines d'entre elles font méme l'objet d'essais cliniques (Forman and Zhang, 2021). En effet,
le traitement par des piégeurs de radicaux libres ou des antioxydants pour renforcer les défenses
antioxydantes ou diminuer la production de pro-oxydants peut étre efficace pour prévenir,
traiter, voire stopper la neurodenération (Teleanu et al., 2019). Nous avons précédemment
montré que I’extrait aqueux de M. rotundifolia avait une activité antioxydante remarquable
contre les radicaux DPPH* et ABTS™, ce qui nous a encouragé a évaluer son pouvoir
antioxydant in-vivo.

L'exposition au H20- a significativement diminué l'activité locomotrice évaluée par les
tests OF et Rotarod, comme cela a été démontre avec d'autres substances induisant un stress
oxydatif telles que I'aspartame, la clomipramine et le paraquat (Niveditha et al., 2017; Othman
et al., 2019). Elle a également induit des symptomes semblables a I'anxiété définis par le nombre
d'entrées et le temps passe dans la zone intérieure de I'OF. Dans le test Y-maze, la mémoire de
travail spatiale et la mémoire de référence spatiale ont été représentées par l'alternance
spontanée et le nombre d'entrées dans le nouveau bras, respectivement, qui ont été
significativement reduits en raison de l'exposition a HO>. Comme prévu, les groupes traités
par la plante ont montré moins d'altérations comportementales liées au stress oxydatif, en
particulier aux doses de 125 mg/kg.

Ces résultats peuvent étre attribués a la forte teneur en composés neuroprotecteurs de
I'extrait de M. rotundifolia. Il1a été montré que la kaempférol, identifié dans I'extrait, agit comme
agent neuroprotecteur contre le modéle de maladie de Parkinson induit par la roténone chez les
rats en prévenant la perte d'expression de la tyrosine hydroxylase (Pan et al., 2020). De plus,

son administration a protégé contre le stress oxydatif induit par le chlorpyrifos et les déficits de
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mémoire chez les rats via la voie de signalisation GSK3B-Nrf2 et a augmenté les activités des
enzymes antioxydantes et de I'AChE (Hussein et al., 2018). En outre, l'injection micro-
intracérébroventriculaire de kaempférol a réduit I'anxiété par le mécanisme GABAergique en
se liant a des sites spécifiques des benzodiazépines (Zarei et al., 2021). Cependant, dans les
conditions H20-, il a été observé que le groupe recevant une dose de 250 mg/kg d'extrait de M.
rotundifolia avait une activité locomotrice significativement moins élevée. On a pensé que cela
était lié a la toxicité ou a l'effet sédatif de I'extrait, mais selon la littérature, la plante est sans
danger méme a des doses élevées et n'a aucun effet psychotrope (Bounihi, 2016). Des enquétes
plus approfondies devraient étre menées pour expliquer ces résultats.

L'hyperalgésie a été évaluee a l'aide du test d'immersion de la queue. L'exposition a H20>
a significativement diminue la latence du réflexe de la queue. Plusieurs études ont lié
I'hyperalgésie au stress oxydatif et ont montré qu'elle peut étre atténuee par des traitements
antioxydants (Mohajjel Nayebi et al., 2021). Les groupes traités par I'extrait, que ce soit dans
les conditions normales ou 'H20', ont montré des réponses dose-dépendantes. La latence de
retrait de la queue était maximale a 250 mg/kg, suggerant un effet analgésique de I'extrait de
M. rotundifolia. Il a été précédemment démontré qu'a une dose de 600 mg/kg, I'extrait de M.
rotundifolia avait un effet plus important que l'aspirine sur les contractions induites par l'acide
acetique chez les souris (Boussouf et al., 2017).

Le foie est impliqué dans la détoxification et I'élimination de xénobiotiques, certains étant
potentiellement toxiques. Cela conduit a des dommages oxydatifs des hépatocytes, reflétés par
l'augmentation des enzymes hépatiques. De plus, le foie joue un réle clé dans le métabolisme
des médicaments administrés par voie orale et intra-péritonéale (Turner et al., 2011), les deux
voies que nous avons choisi pour l'administration de H>O; et dextrait de M. rotundifolia,
respectivement. Il a méme été démontré que la fonction hépatique altérée était un facteur
prédisposant a I'encéphalopathie et aux maladies neurodégénératives (Butterworth, 2013). De
plus, dans une étude de cohorte portant sur 1581 personnes ageées, des taux élevés d'ASAT et
d'ALAT étaient associés au diagnostic de la maladie d'Alzheimer, a une mauvaise cognition et
a une réduction du métabolisme du glucose dans le cerveau (Nho et al., 2019). Ainsi, les
substances capables de réguler les biomarqueurs hépatiques peuvent étre efficaces pour
prévenir les maladies neurodégénératives, d’ou I’intérét que nous leur avons porté dans ce
travail. Les produits finaux de certaines voies métaboliques tels que l'acide urique, la taurine et
la bilirubine peuvent avoir des effets cytoprotecteurs, mais en méme temps, ils sont nocifs a des
niveaux élevés (Glazer, 1989). Dans la présente étude, nous nous sommes concentrés sur l'effet
antioxydant de la bilirubine. L'exposition au H20- a induit une hyperbilirubinémie significative
accompagnée d'une augmentation significative des niveaux d'’ASAT et d'ALAT. L'extrait de M.
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rotundifolia a significativement réduit les niveaux élevés de maniére dose-dépendante. A une
dose de 250 mg/kg, les niveaux d'/ASAT et d'ALAT dans les groupes H>O> étaient comparables
a ceux des groupes dans les conditions normales. Cependant, elle a entrainé une légere
augmentation du taux de bilirubine. Cela peut étre d0 a la richesse en flavonoides de la plante,
comme cela a été démontré précédemment avec des flavonoides isolés du chardon-Marie,
Silybum marianum L., qui ont induit des concentrations élevées de bilirubine (Suk et al., 2019).
Il convient de noter que lorsqu'elle agit en tant qu'antioxydant, la bilirubine peut protéger les
cellules contre des concentrations de H>O> jusqu'a 10 000 fois plus élevées (Doré et al., 1999).
Les patients atteints du syndrome de Gilbert, qui se caractérise par une légere élévation de la
bilirubine, ont montré un niveau significativement plus faible de stress oxydatif sans éprouver
de symptomes de toxicité liés a I’hyperbilirubinémie (Maruhashi et al., 2012). De plus, il a été
constaté que l'induction d'une Iégere hyperbilirubinémie peut avoir un potentiel thérapeutique
important, en particulier pour prévenir les maladies liées au stress oxydatif telles que les
maladies cardiovasculaires, le diabéte de type 2, le syndrome métabolique et les troubles
neurodégénératifs (Vitek et al., 2019). Ces resultats suggerent que les feuilles de M. rotundifolia
ont un important potentiel antioxydant, et que leurs phytoconstituants peuvent étre de bons
candidats pour développer de nouveaux medicaments contre les comorbidités liées au stress

oxydatif.

IV.  CONCLUSION

Mentha rotundifolia (L.) Huds. est traditionnellement utilisée pour ses propriétés
analgésiques, antispasmodiques et anti-inflammatoires. L'étude actuelle est la premiére de ce
type réalisée pour cette plante en terme de potentiel antoxydant et neuroprotecteur dans un
modeéle in vivo. L'extrait de M. rotundifolia a fourni des activités antioxydantes in vitro, a réduit
les effets du stress oxydatif induit par H2O> et a atténué les changements comportementaux
associés. Ces activités peuvent expliquer son utilisation traditionnelle dans les compléments de
santé et de nutrition et sa valorisation en tant que nutraceutique. Cependant, des analyses plus
approfondies devraient étre réalisées pour mieux comprendre le cheminement de son effet
neuroprotecteur, isoler ses composants individuels et déterminer sa dose thérapeutique, sa durée

d'action.
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CONCLUSION GENERALE

Le stress oxydatif est un phénoméne physiologique qui se produit lorsque I'organisme
produit des radicaux libres en excés, qui peuvent réagir avec des composants cellulaires
essentiels, tels que les lipides, les protéines et les acides nucléiques, causant ainsi des dommages
oxydatifs aux cellules. Lorsque ce stress oxydatif devient chronique, il peut conduire a des
dommages cellulaires cumulatifs, provoquant ainsi un vieillissement accéléré et une
augmentation du risque de maladies chroniques telles que le cancer, les maladies
cardiovasculaires et le diabéte. Les antioxydants, qui peuvent étre produits endogenes ou
exogenes, sont des molécules qui protegent les cellules contre les dommages causés par les
radicaux libres en neutralisant leur action oxydative. Cependant, lorsque I'équilibre entre la
production de radicaux libres et la capacité antioxydante de I'organisme est perturbé, I'étude de
solutions thérapeutiques naturelles, telles que les plantes médicinales, pour prévenir ou traiter
les comorbiditeés liées au stress oxydatif, est d'un grand intérét dans la recherche médicale
contemporaine.

Dans le présent travail, nous avons choisi de valoriser 1’effet antioxydant de 1’extrait
aqueux, I’huile essentielle et I’hydrolat de Mentha rotundifolia (L.) Huds, comme agents
potentiels pour la prévention des comorbidités liés au stress oxydatif. La plante a été
sélectionnée pour sa disponibilite, la facilité de sa préparation et le manque d’études in-vivo sur
ses effets pharmacologiques. Pour cela nous nous sommes fixés quatre grands objectifs a
atteindre, notamment établir une étude phytochimique quantitative et qualitative pour mettre en
évidence les composés phénoliques et aromatiques présents dans les parties aériennes de M.
rotundifolia, évaluer I’activité analgésique et antiinflammatoire de son huile essenticlle et son
hydrolat, étudier la possibilité de prévenir le vieillissement par I’administration orale chronique
de I’hydrolat, et enfin, confirmer I’activité antioxydante de I’extrait aqueux de M. rotundifolia
in-vivo.

L’analyse du profil phénolique de I’extrait aqueux de M. rotundifolia a révélé sa richesse
en flavonoides et acides phénoliques y compris le kaempférol glucuronide, I’acide caf€ique,
I’acide quinique et ’acide rosmarinique. Ces composés ont été largement étudiés pour leurs
propriétés antiinflammatoires, antioxydants, anlgésiques, et neuroprotecteurs. L’hydrolat de M.
rotundifolia contient également une quantité considérable en polyphénols. Ces résultats
justifient I’activité antiradicalaire intéressante que ces deux produits ont montré dans le test
DPPH et ABTS.

L’huile essentielle de M. rotundifolia est principalement composée d’oxyde de

piperitenone qui a démontré un large éventail d’activités biologiques, antimicrobienne,
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antiinflammatoire, et analgésique. Elle contient egalement une concentration non négligeable
de bornéol, qui facilite son assimilation au niveau central.

L’hydrolat et I’huile essentielle de M. rotundifolia ont montré une activité
antiinflammatoire remarquable contre la dénaturation des protéines et I’hémolyse membranaire,
deux processus impliqués dans la survenue des douleurs neuropathiques. Ils avaient méme
montré une activité analgésique plus importante que le paracétamol dans le test des contorsions
abdominales induites par ’acide acétique, et une activité antalgique remarquable dans le test

d’immersion de la queue.

Gréce a sa faible teneur en principes actifs, et sa nature aqueuse, 1’hydrolat est un produit
sir adapté a ’administration chronique. C’est pour cela que nous avons choisi d’étudier les
bienfaits de I’administration orale chronique de I’hydrolat de M. rotundifolia contre les
comorbidités liées au vieillissement. Grace a son activité antioxydante, le traitement par
hydrolat des rats agés de 18 mois a permis de prévenir les complications comportementales et
biochimiques qui surviennent avec I’age. A 1’age de 2 ans, les rats traités présentaient moins de
signes physiques de vieillissement, a savoir perte de poils, ptosis et perte de masse musculaire.
Ils avaient également présenté moins de troubles de la coordination motrice, de cognition et de
symptdmes de type anxieux. Grace a son activité analgésique, 1’hydrolat de M.rotundifolia a
prévenu I’hyperalgésie et 1’allydonie liées a 1’age. Et enfin, les taux d’enzymes hépatiques
ALAT, ASAT, et Gamma-GT ont été significativement bas, ce qui montre que I’hydrolat a
prévenu le stress oxydatif lié au vieillissement.

L’extrait aqueux de Mentha rotundifolia a montré une excellente activité antioxydante
dans les tests DPPH et ABTS, ce qui nous a encourageés a confirmer son effet in-vivo contre le
stress oxydatif et la neurotoxicité induits par H20.. En effet, grace a sa richesse en composés
antioxydants et neuroprotecteurs notamment le kaempférol, ’administration intrapéritonéale de
I’extrait aqueux de la plante a pu inverser la toxicité liée au H.O,. A la dose de 250 mg/kg,
I’extrait a méme induit une legére hyperbilirubinémie qui renforce I’effet antioxydant et
cytoprotecteur de la bilirubine.

En conclusion, notre recherche a montré que Mentha rotundifolia présente des propriétés
antioxydantes, anti-inflammatoires et analgésiques intéressantes, ainsi qu'une capacité a
prévenir le vieillissement et a protéger contre les troubles cognitifs chez les rats agés. Notre
étude offre des perspectives intéressantes qui ont également des implications importantes pour
la discipline de la pharmacologie et de la médecine naturelle. Les résultats obtenus peuvent
contribuer a la mise en place de nouvelles stratégies de traitement des comorbidités liées au

stress oxydatif, en utilisant des plantes naturelles comme alternative aux médicaments
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synthétiques. En outre, notre recherche a également ouvert la voie a de nouvelles études sur les
propriétés pharmacologiques et les mécanismes d'action de Mentha rotundifolia, ce qui pourrait

conduire a de nouvelles découvertes et avancees dans ce domaine passionnant de la recherche.
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