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Chapitre I : Introduction

Introduction

Le milieu marin est un milieu riche en ressources naturelles les plus précieuses et
fournissent la majorit¢ de la nourriture sous forme de poisson, coquillage et algue. L’eau de
mer contient d’énormes quantités et de large variété de composés bioactifs avec un grand
potentiel thérapeutique (conseil national de recherches 1999).dans ces derniéres années de
nombreux composes bioactifs ont été extraits de divers organismes marins, environ 25% des
produits pharmaceutique sont obtenus a partir des végétaux et 12% supplémentaire sont des

biomolécules actifs disponibles dans le milieu marin (Jha et Zirong, 2004).

Les algues marines sont I’'une des plus grands producteurs de biomasse en milieu
marin. Ils sont généralement classés en algues vertes (Chlorophyta), algues brunes
(Phaeophyta) et algues rouges (Rhodophyta), elles contiennent plus des 600 métabolites
secondaires (Faulkner, 1984). Le potentiel nutritionnel de I’algue est largement reconnu,
Elles sont consommé depuis de nombreuses années a cause de leurs multiples propriétés
bioactives. Ces organismes contiennent des molécules de grande valeur comme les protéines,
les acides gras polyinsaturés oméga-3, minéraux, polyphénols, alcaloides, terpénes, pigments
(chlorophylles, caroténoides et phycobilines) et polysaccharides (SP) (Pereira et al.,2021).
Cette diversité des composes est impliquée dans plusieurs activités biologiques comme anti-
oxydantes, antimicrobiennes, anticancéreuses, anti-allergiques, antivirales et anticoagulantes
(Kosanic et al., 2015 et Barkiaet al., 2019).

L’objectif de ce travail consiste a évaluer [D’activité pharmacologique anti
inflammatoire d’un extrait brut de polysaccharides obtenus de 1’algue verte Ulva lactuca, en

utilisant deux approches expérimentales :

4 La premiére étant 1’évaluation de I’activité anti-inflammatoire de D’extrait de
polysaccharides d’Ulva lactuca au niveau des tissus de la voute plantaire de rats issus du
modele in vivo de I’cedéme induit par la carraghénane au niveau de la patte postérieure.

v La deuxieme regroupe un ensemble de tests réalisés in vitro dans le but de déceler une

possible activité anti-inflammatoire.

Nous avons décidé de commencer cette étude par un petit rappel bibliographique, ou nous

mettons en lumiére certaines notions essentielles a la réalisation de cette étude.



Chapitre




Chapitre II : Etude bibliographique

1. Inflammation
1.1. Définition
L’inflammation est la premiere barriere de la réponse immunitaire innee qui active par
la suite la réponse immunitaire adaptative (Jean-Luc et Lefranc, 2009). Elle résume un
ensemble des réactions biologiques en chaine par un tissu vivant vascularisés contre une

agression quelconque.

Ce processus est habituellement bénéfique son objectif est de reconnaitre, détruire et
¢liminer I’agent pathogene, et de réparer les 1ésions tissulaire, parfois 1’inflammation peut étre
néfaste du fait de 1’agressivité et la persistance de I’agent pathogéne, du si¢ge de
I’inflammation, par anomalies de régulation du processus inflammatoire, ou par anomalie
quantitative ou qualitative des cellules intervenant dans I’inflammation (Chiolero et al.,
2000). Si la réaction inflammatoire touche un organe sa fonction peut étre affectée et
diminuée, en terminologie médicale I’ajout de préfixe {ite) a un nom d’un organe signifier
I’inflammation de ce dernier, par exemple : gastrite pour I’inflammation de la muqueuse

gastrique, hépatite pour I’inflammation de foie.

1.2. Les factures déclenchant I’inflammation
Les causes de la réaction inflammatoire sont diverses et représentent 1’agent
d’agression qui déterminent la Iésion cellulaire et tissulaire et qui peut stimuler le processus
inflammatoire (Stevens et al., 2004) :
A. Agents exogenes

e Agents chimiques : toxiques, acide, bases...
e Agents physiques : blessure, brilure, rayonnements ionisants, froid, chaleur...
e Agents biologique: contamination bactérienne, fongique, parasitaire et virale.

B. Agents endogénes

e Défaut de vascularisation, réaction allergique anomalie de systémes immunitaire. ..

1.3. Les signes stéréotypes de la réaction inflammatoire
La réaction immunitaire inflammatoire se manifeste par quatre symptoémes :
v" Rougeur : augmentation de D’afflux sanguin dans la microcirculation de tissus

enflammé.



v Chaleur: due a la libération des agents pyrogenes par les cellules inflammatoire.
v Gonflement: formation des cedémes par infiltration de liquide plasmatique dans les
tissus.
v Douleur : suite a une stimulation des fibres nociceptives.
1.4 Les formes de I’inflammation

On distingue deux types :
1.4.1 La réaction inflammatoire aigue

Est une réponse immunitaire immédiate locale de courte durée (quelques jours ou
quelques semaines), elle se caractérise par un phénoméne vasculo-exsudative intense.
Généralement I’inflammation guérissent spontanément, et disparait dés que le stimulus est
supprimé, la lésion se cicatrise et les différentes fonctions et structure se rétablissent
(Espinosa et Chillet, 2006).

L’inflammation aigu€ se divise en trois phases :

A. la phase vasculaire
Ce commence par une modification de la microcirculation, par une vasodilatation
artériolaire puis capillaires dans la zone atteinte. Ce qui entraine une augmentation de 1’apport
sanguin (hyperémie) et une diminution de sa vitesse. Ce processus se déclenche
immediatement par la production des facteurs vaso-dilateurs (Stevens et al., 2004) tel que la

prostaglandine, la bradykinine et I’histamine libérée par les mastocytes.

Ce phénomene est couplé par une augmentation de la perméabilité vasculaire et le
passage d’un liquide contient de I’eau et des protéines plasmatiques appelé exsudat dans les
tissus conjonctifs interstitiels qui vont créer des cedémes inflammatoires (Espinosa et Chillet,
2006).

L’augmentation de la perméabilité vasculaire facilitant ainsi le passage des cellules

immunitaires vers le site inflammatoire.

B. la phase cellulaire
Correspond a la mobilisation des leucocytes en dehors de la microcirculation vers le
foyer inflammatoire (Espinosa et Chillet, 2006), aprés 1’adhérence des cellules a la paroi
endothéliale et des vaisseaux sanguins, ce phénomeéne est la diapédeése. Au niveau d’un tissu
enflammé, les cellules immunitaires résidantes sécretent des molécules qui attirent d’autres

cellules au niveau du site inflammatoire.



Le foyer d'une inflammation aigue attire selon l'origine de la réaction soit les
neutrophiles, les monocytes ou les macrophages. Ce qui détermine la nature et la durée de
I’inflammation (LUllmann, 2008).Les neutrophiles sont les cellules les plus essentielles au
cours de la réponse immunitaire innée, recruté rapidement au site inflammatoire ou ils

participent a la phase aigle (Barrientos, 2014).

Cette mobilisation cellulaire va permettre la neutralisation de 1’agent pathogéne par la
phagocytose. La libération d’enzymes Hydrolytiques des polynucléaires et le pouvoir
phagocytaire des macrophages permettent la destruction de 1’agent pathogéne (Hajjaj, 2017).

C. laphase de résolution
C’est la phase de retour a I’homéostasie, dépend du degré de 1ésion tissulaire. Le
pathogene et les produits de la dégradation tissulaire et les neutrophiles morts sont phagocytés
par les macrophages, ainsi que le liquide d’cedéme drainé dans la circulation lymphatique et
résorbé par pinocytose. Aprés le nettoyage de foyer inflammatoire, les lymphocytes vont
sécréter des cytokines et des médiateurs qui vont induire la phase de cicatrisation et de

régénération du tissu lésé.

1.4.2 La réaction inflammatoire chronique
Si I’agent pathogéne persiste ou lorsque la réaction inflammatoire récidive de facon
répétée dans le méme organe et provoque des destructions des tissulaires, I’inflammation donc
devient chronique (pal et al., 2014). Les symptdmes peuvent se manifeste pendant deux mois
a deux ans et conduire a de grave complication, par exemple la maladie de Crohn et la
polyarthrite rhumatoide (Pacheco et al, 2006). Elle n’est plus du tout bénéfique et doit étre

diagnostiquée et traitée par des médicaments.
2. Les anti-inflammatoires

2.1 Généralité

Les anti-inflammatoires sont des médicaments capable d’atténuer ou de supprimer le
processus inflammatoire (Cohen et al., 2001), c’est a dire permettent de lutter contre les
phénomenes inflammatoires généraux ou secondaires quelle que soit la cause de cette
inflammation (sont des réactions systématiques qui se développent a distance « chroniques »
et locaux ou primaires (aigués)) d’origine diverses (infections, brilures, irritations, troubles
métaboliques, etc.) par inhibition de la Cyclo-oxygénase (COX). (Grunfeld, 2002 ; Gobec et
al., 2005).



Les prostanoides sont synthétisés a partir de 1’acide arachidonique (AA)
(phospholipide membranaire), I’activation de la phospholipase A2 qui transforme certains
phospholipides membranaires en AA. La cyclo-oxygénase impliquées dans de nombreux
mécanismes pour former les prostanoides qui serviront de base a la synthése des
prostaglandines et du thromboxane A2. L’acide arachidonique peut aussi (en fonction du type
cellulaire considére) étre métabolisé par les lipoxygénases et les époxygenases. Il existe deux
isoformes de cyclo-oxygénases (COX): la cyclo-oxygénase 1(qui est constitutive dans les
tissus) et la cyclo-oxygénase 2 (qui est induite par les phénoménes inflammatoires).

On distingue généralement deux catégories des anti-inflammatoires : les unes sont
hormonaux (les anti-inflammatoires stéroidiens AIS) et les autres ne sont pas (les anti-
inflammatoires non stéroidiens AINS) (Samson et al., 2008).

2.2. Les anti-inflammatoires stéroidien(AlS)
2.2.1. Définition

Les anti-inflammatoires stéroidien ou corticoide sont des hormones naturelles
synthétisees par la glande surrénale, la plus connu et la plus efficace les corticostéroides ont
une activité glucocorticoide, comme le cortisol (Samson et al, 2008), et autre
minéralocorticoide comme 1’aldostérone (Berrady et al., 2010). Des études ont déterminé la
synthése des glucocorticoides qui se fait sous le controle de I’axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien adrénergique. D’abord ce sont des hormones stéroidiennes, agonistes des
récepteurs appelés GR (récepteur des glucocorticoides),(Chaplin et al, 1996 ; Samson et al,
2008)

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ont constitué une vaste famille de
médicaments dérivés du cortisol (Chaplin et al., 1996), leur durée d’action est plus longue,
leur activité anti-inflammatoire plus importante et leur activité minéralocorticoide plus faible

que celles de la molécule mere (cortisol)(Berrady et al., 2010).
2.2.2. Mécanisme d’action

Les AIS ont Dloriginalit¢é d’exercer leurs actions par des effets essentiellement
génomiques en agissant sur la transcription de ’ADN en ARN et sur la régulation post-
transcriptionnelle des ARN messagers, les corticoides peuvent également avoir des effets non

génomiques, surtout quand ils sont utilisés a forte dose (Adcock, 2000 ; Devillier, 2001).

Les AIS interagissent avec la membrane cellulaire (Hench et al., 1949) ou pénetrent
dans le cytoplasme (Adcock, 2000), dans le cytoplasme ils se fixent sur leurs récepteurs
intracellulaires (GRa) (récepteurs cytosoliques spécifiques), Le couple GRa-corticoides
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pénétre dans le noyau il s’ensuit une translocation intranucléaire de ce récepteur ainsi activé
ce qui aboutit a la modulation positive ou négative des genes cibles qui codent pour protéines
responsable de 1’action des glucocorticoides. Les glucocorticoides agissent sur tous les types
cellulaire et tissulaire de 1’organisme dans le cadre de la réaction inflammatoire, ils inhibent la

migration leucocytaire vers le site inflammatoire. (Blétry et al., 2006).
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Figure 01 : Mécanisme d’action des glucocorticoides (Barnes, 1998)

2.2.3 Toxicité et effets indésirables des (AIS)

e  Hypercorticisme iatrogene : Obesité facio-tronculaire, Diabéte, hypokaliémie,
Hypertension artérielle, Ostéoporose, Retard de croissance, Inhibition de I’axe
hypothalamohy-pophysaire.

e Accidents de « sevrage »: hypocortisolisme endogéne a I’arrét brutal :
Insuffisance surrénale aigué, Reprise évolutive de I’affection initiale.

e Accidents digestifs : Ulcéres (gastro-duodénal, ou du colon, cesophage, intestin

gréle, du rectum), Pancréatites aigués/ chroniques (Chaplain et al, 1996).

2.3 Les anti-inflammatoires non stéroidien(AINS)
2.3.1 Définition

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) regroupent 1’ensemble des
médicaments symptomatiques qui permettent de réduire ou de supprimer les conséquences de
la réaction inflammatoire (Samson et al, 2008 ; Orliaguet et al, 2013 ; Tréchot et al, 2014).
Ils agissent en inhibant COX (Lelong et al., 2013), ces molécules sont malheureusement a
I’origine des effets indésirables graves et de nombreux AINS ont été retirés du marché ou a

cause de leur toxicité (Tréchot et al., 2014).



2.3.2 Mécanisme d’action
Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont largement utilisés dans le
traitement de la polyarthrite rhumatoide, l'arthrose et la douleur (douleur dentaire, douleur
post-opératoire, etc.). Le mécanisme d'action des AINS est I’inhibition de la cyclooxygénase
(COX), enzyme clé de la biosynthése de la prostaglandine. Cette enzyme a été conclue a
I'existence de deux isoformes, la COX-1 et COX-2. (Hla et Nelson, 1992 ; Seibert et al.,
1994).
e La COX-1: est constitutivement exprimées dans les cellules normales (les plaquettes,
le tractus gastro-intestinal, reins, etc.).
e Alors que la COX-2 : est spécifiquement exprimée dans les cellules inflammatoires et
implique des réponses inflammatoires aigués et chroniques.
Les AINS inhibent a la fois la cyclo-oxygénase conduit a une diminution de la
production des prostaglandines (notamment la PGE2 et la PGI2) (Nicolas et al., 2001).
A I'échelle cellulaire, des stimuli variés (mécaniques, chimiques...) activent les phospholipases
A2 contenues dans les membranes cellulaires entrainant la transformation des phospholipides
membranaires en acide arachidonique. Ce dernier est métabolisé en prostaglandines et

thromboxane A2 (TXA2) grace a une enzyme, la cyclo-oxygénase ou COX.

L’inhibition de la synthése des prostaglandines par les AINS semblait donc, jusqu’a

récemment, devoir obligatoirement s’accompagner d’effets favorables et délétéres (Blain et

al., 2000).

Phospholipides membranaires

Hydroperoxydes Acide arachidonique

Réactions catalysdées
RN - par les cyclooxygénasces

Leucotriéncs S
)
AINS

Prosuglandines

=
Prostacycline PGI2 hromboxanc A2
PGD2, PGEL, PGFLa -

Figure 02 : Mécanisme d’action de I’inti inflammatoire non stéroidien (Nicolas et al., 2001)



2.3.3 Toxicité et effets indésirables des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)
o Les effets gastro-intestinaux sont les plus fréquents : Troubles digestifs (dyspepsie,
nausées, diarrhée, gastralgies), ulcere gastrique, hémorragie digestive.
. Réaction d’hypersensibilité :
» cutanées : Rash, urticaire, aggravation d’urticaire chronique, prurit.
= générales . Anaphylaxie (notamment chez les sujets présentant une

allergie a I’aspirine), cedéme de Quincke, vascularité.

o Troubles du SNC : Céphalées, insomnie, vertiges, malaise.

o Troubles cutaneés: Rares cas de photosensibilisation, érythéeme polymorphe,
dermatoses bulleuses, syndrome de Stevens Johnson, syndrome de Lyell. (Baumloh, 2000)

o Complications hématologiques : Neutropénie, thrombopénie et plus rarement

agranulocytose aigue, poncytopéne.

o Troubles rénaux : Insuffisance rénale fonctionnelle, néphrites interstitielles aigue.
(Talbert, 1998)
. Réaction hépatiques : Une simple élévation transaminases peut étre constatée.

(Devilier, 2001).






Chapitre IT : Matériel et Méthodes

Avant de commencer, nous tenons a préciser que les échantillons qui ont servi a la
réalisation de cette étude, ainsi que certaines données relatives a 1’expérimentation, nous ont

été grassement fournis par le laboratoire LBE de Constantine.

1. Matériel
1.1 Matériel végétal

1.1.1 Description du matériel vegetal

Ulva lactuca est une espéce foliacée d'un vert brillant ou jaune claire, pousse
généralement en eau peu profonde jusqu’a 10 metres, bien éclairée, au niveau de 1’étage
médiolittoral et infralittoral supérieur. U. lactuca est une macro-algue verte comestible, a
distribution cosmopolite (tres vaste) en Méditerranée, en Atlantique, mer Noire et en océan
Indien et Pacifique (Guiry, 2014). Ulva lactuca est récolté en grande quantité chaque année
dans le monde (Tian et al, 2015).

v’ Caractéristiques phénotypiques et botanique

Le nom commun d’Ulva lactuca est « laitue de mer » ou « laitue verte ». Elle a des
variations de couleur de vert a vert foncé selon sa présence (sous I’eau ou a la plage)
Morphologiquement, Elle ressemble a la laitue et forme une lame trés mince (bicouche
cellulaire), orbiculaire et translucide. Le thalle de la laitue peut atteindre 18 cm de longueur,
mais généralement beaucoup moins, et jusqu’a 30 cm de diametre avec une bordure un peu
ébouriffée (Fischer et al, 1987).
Le thalle : appareil végétatif sans feuille, ni tige ni racine.

v" Reproduction et cycle de vie

Leur durée de vies est de quelques mois, mais on en trouve toute 1’année. Sa
reproduction est dite «haplosdiplobiontique »ce cycle est caractérisé par I’alternance
réguliere de générations haploide (gamétophyte) et diploide (sporophyte), qui sont

morphologiquement identiques (Ficher et al, 1986).



Taxonomie : Linnaeus (1753)

Embranchement:  Chlorophyta
Classe : Ulvophyceae
Ordre : Ulvales
Famille : Ulvaceae
Genre : Ulva

Espeéce : lactuca

Figure 03: Ulva lactuca

1.1.2 Récolte d’Ulva lactuca

Les echantillons d’Ulva lactuca ont été récoltés a la fin du mois d’Avril 2019 dans la
région de Jijle. Ils sont ensuite lavés puis séché a I’air libre et & ’ombre. Les algues collectées
devenues séches, ont été conservées dans de la glace et lavees doucement quelques fois avec
de I'eau distillée pour éliminer les débris indésirables et ensuite sechées une nouvelle fois a
l'air. Elles ont ensuite été broyées en poudre et conservées dans des bocaux en verre
recouverts de papier d'aluminium.

1.1.3 Extraction des polysaccharides

La technique utilisée pour 1’extraction des polysaccharides est la « Hot extraction »

(Rong, 2010), décrite ci-dessous :

De la poudre d’Ulva lactuca (40 pg) a été ajoutée a 1,6 pkg d'eau. Le mélange a été
agité vigoureusement dans un bain d'eau (80°C) pendant 8 h, suivi d'une centrifugation (4300

rpm, 20 min).

Le surnageant a été concentré a 1/5 du volume d'origine. Ensuite, cing fois le volume
d'éthanol a 95 % a été ajouté a la solution concentrée. Le mélange d'éthanol a été placeé dans
un congeélateur pendant une nuit, suivi d'une centrifugation (4300 rpm) pendant 10 min. Le
précipité est lavé a l'acétone, essoré puis séché, la poudre de polysaccharides est alors enfin

récupérée.
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1.2 Materiel animal
Les rats utilisés dans cette expérimentation sont des rats males adultes de souche
Wistar, pesant entre 150 et 175 g, issus de 1’élevage au niveau de 1’animalerie de 1’Université
des freres Mentouri de Constantine. Les rats sont logés dans des cages ou chaque cage
regroupe 5 rats. Ils ont libre accés a I’eau et a la nourriture. Les rats sont maintenus a une
température ambiante. Ils ont été traités conformément au principe et directive énoncés dans

le manuel sur le soin et 1’utilisation des animaux d’expérimentation.
1.2.1 Test de I’eedéme plantaire chez le rat

Un cedéme de la patte a été induit (Winter et al, 1962)en injectant 100 pl de
carraghénane a 1 % p/v en suspension dans du PBS a 1 % dans les tissus sous-plantaires de la
patte arriere gauche de chaque rat. Les rats ont été divisés en 4 groupes ; chaque groupe

composé de 5 animaux.

v Groupe I: Controle (sain)

v' Groupe Il: Contrdle (carragenine)

v' Groupe Il : Extrait de polysaccharides algaux (100 mg/kg).

v' Groupe IV : Diclofénac sodique (10 mg/kg) comme référence standard.

L'épaisseur de la patte a été mesurée avant l'injection de la carraghénine et apres 1, 2,
3.4, 5 heures. A l'aide d'un pied & coulisse. L'activité anti-inflammatoire a été calculée en
pourcentage d'inhibition de 1'eedéme chez les animaux traités avec l'extrait testé par rapport au

groupe témoin carragenine.

Le pourcentage (%) d'inhibition de l'cedéme est calculé a I'aide de la formule :

Inhibition (%) = [(To— Ty) / To] X 100

Ou T, est I'épaisseur de la patte des rats ayant recu l'extrait de test au moment
correspondant et To est I'épaisseur de la patte des rats du groupe témoin (carragénine) au

méme moment.

1.2.2 Sacrifice des animaux, récupération du tissu de voute plantaire et préparation de

sa fraction cytosolique

Apres la prise de la derniére mesure de 1’épaisseur de la patte, les rats ont €té par la

suite sacrifiés par translocation cervicale et le tissu plantaire de la patte a été récupéreé.
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Ensuite, il a été rincé par I’eau physiologique saline 0 .9 %, divisé en deux parties puis

conservé a 4°.

Le jour du travail (dosage), 0.2 g de tissu est additionné a 3ml de solution tampon Tris-EDTA
phosphate 0.1 M pH; 7.4 contenant du KCI 1,15M, le mélange est homogénéisé a 1200

tours/minute par un homogénéiseur.

L’homogénat est ensuite centrifugé a 1000 tours/minute pendant 15 minutes & 4C. Le
surnageant est récupéré puis centrifugé a 9600 tours /minute pendent 45 minutes a 4C°. La
fraction cytosolique est récupérée et utilisée pour les dosages du taux de molonyldialdéhyde
(MDA), la concentration de glutathion réduit (GSH) et I’activité de la catalase (CAT).L’autre

partie du tissu entier a été utilisée pour le dosage de la myéloperoxydase (MPO).

Figure 04 : Figure 05 : Figure 06 :

Un échantillon de tissu d’cedéme de la patte Préparation des La fraction

avant et aprées le broyage avec une solution de échantillon pour la cytosolique
PBS centrifugation

1.3 Réactifs

v' L’Acide Thiobarbiturique (TBA), le 1, 1, 3,3-Tetractoxypropane (TEP), 1’Acide
Thionitrobenzoique (DTNB), le Glutathion reéduit (GSH) sont de chez SIGMA
ALDERICHCO., ST Lowis, Mo.

v Le Tris, le KH2Po4, le K2HPo4 et I’EDTA sont de chez BIOCHEM.,
CHEMOPHARMA, Gorgia; USA.

v’ Carragenine, BIOCHEM, CHEMOPHARMA, Gorgia; USA.
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v" Le Tricholoroacide Acétique (TCA) est de chez FLUKA CHEMIKa ; Switzerland.

v Le peroxyde d’hydrogéne, et le KCl sont de chez PANREAC QUIMICA, SA ;Espana
v Le n-butanol et acheté de PROLAB, MERK EUROLAB.

v" BSA de BIOCHEM., CHEMOPHARMA, Gorgia; USA.

1.4. Appareillage

v’ Centrifugeuse Sigma.

v’ Spectrophotométre.

v Bain marie.

FigureQ7:Centrifugeuse Figure 08 : Bain marie FigureQ9 :

Sigma Spectrophotomeétre

2. Méthodes

2.1 Méthodes de dosage des paramétres de I’inflammation et du stress oxydant
2.1.1Dosage de la myéloperoxydase (MPO)

La myéloperoxydase (MPQ) est une peroxydase héme exprimée principalement dans
les neutrophiles, elle fait partie des médiateurs locaux des lésions tissulaires et de

I'inflammation qui en résulte dans diverses maladies inflammatoires (Aratani, 2018).

L'activitt MPO a été mesurée comme indiqué dans la méthode de Bradley et al
(1982). Les echantillons ont été homogenéisés, congelés et décongelés, puis centrifugés a
1500 rpm pendant 10 min & 4°C. L'activité MPO a été mesurée a 450 nm en ajoutant 100 pl
dusurnageant a 1900 pl de tampons phosphate 10 mmol/l (pH 6,0) et 1 ml de chlorhydrate
d'odianisidine 1,5 mol/l contenant H202 (0,0005% p/v).

2.1.2. Dosage du malondialdéhyde (MDA) dans une fraction cytosolique

» Principe
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Le MDA est un dialdéhyde a trois carbones hautement réactifs, produit comme sous-produit
de la peroxydation des acides gras polyinsatures et du métabolisme de I'acide arachidonique
(Hartman, 1983).

En tant que I'un des produits secondaires les plus connus de la peroxydation lipidique, le
MDA peut étre utilisé comme marqueur de lésion de la membrane cellulaire. Des niveaux
accrus de produits de peroxydation lipidique ont été associés a la zone enflammée ainsi qu’a
une variété de maladies chroniques chez les humains et les modeles animaux (Lovric et al,
2008).

Dans notre étude, le taux du MDA du tissu plantaire a été évalué selon la méthode d’
(Ohkahawa et al., 1979).

Le dosage repose sur la formation en milieu acide et chaud (100c°), entre le MDA et deux
thiobarbituriques (TBA) d’un pigment colore absorbant a 530 nm, extractible par les solvants

organigques comme le n-butanol.
» Méthode de dosage

A 0.5ml de la fraction cytosolique 10% (KCI 1,15M) du tissu plantaire nous avons
additionné0.5 ml d’acide trichloracétique (TCA) 20% et 1 ml d’acide thiobarbiturique (TBA)
0.67%. Le melange est chauffé a 100c” pendant 15 minutes, refroidi puis additionné de 4 ml
de n-butanol.Aprés centrifugation de 15 minutes a 3000 tours/min, la densité optique est
déterminée sur le surnageant au spectrophotométre a 520 nm. La quantité du MDA dans
I’échantillon est exprimée en nm/gramme de tissu. Elle est obtenue grdce a une courbe

standard realisee avec du 1, 1, 3,3-tetraetoxypropane dans les mémes conditions.

Figure 10: La fraction cytosolique avec le Figure 11: Chauffage des échantillons

n-butanol et ’acide thiobarbiturique dans un bain marie
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2.1.3. Dosage du glutathion réduit (GSH)

Le glutathion, également appelé GSH, est un composant endogéne du métabolisme
cellulaire, c’est un tripeptide composé de glycine, de cystéine et d'acide glutamique. Il est
normalement présent dans le foie & une concentration de 10 mmol "I. Elle fait partie intégrante
de la biotransformation des substances xenobiotiques et sert a protéger l'organisme des agents
réducteurs (Gad, 2014).Le glutathion se trouve dans la cellule sous deux formes : une forme
oxydée « GSSG »et une forme réduite « GSH » représentant plus de 99% de la quantité
total(Lahouel, 2005).

Figure 12: Formule chimique du Glutathion réduit.
» Principe

Pour le dosage du glutathion, la méthode colorimétrique par le réactif d’ Ellman
(DTNB) est la méthode la plus employée (Ellman, 1959). La réaction consiste a couper la
molécule d’acide 5,5" dithiodis-2-nitrobenzoique (DTNB) par le GSH, ce qui libére
I’acidethionitrobenzoique (TNB) lequel a pH (8-9) alcalin présente une absorbance a 412 mn

selon la réaction suivante :

Figure 13: Réaction d’Ellman
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» Méthode de dosage
A 0.5ml de la fraction cytosolique 10% (KCI 1,15M) du tissu plantaire nous avons
additionné 0.5 ml d’acide trichloracétique (TCA) 10% puis centrifugé a 2000 tours/min
pendant 5 minutes. Ensuite, & 1.7 ml du tampon phosphate 0.1 M, pH : 8 nous avons
additionné 0.2 ml de surnageant et 0.1 ml du réactif d’Ellman 0.1M. La lecture de la densité
optique est effectuée aprés 5 minutes a 412 nm contre un blanc préparé dans les mémes
conditions avec le TCA 10%. Les concentrations du GSH dans I’échantillon sont exprimées

en u m/gramme de tissu. Elle est obtenue grace a une courbe standard réalisée avec du GSH

dans les mémes conditions.

Figure 14: préparation des matériels Figure 15: Agitation de réactif d’Ellman

pour le dosage de GSH

2.1.4. Dosage de I’activité de la catalase (CAT) cytosolique

La catalase est une enzyme dismutase, elle contient une fraction heme au site actif et
convertit deux molécules de peroxyde d'hydrogene en oxygene et en eau, elle est impliquée
dans la prévention des dommages cellulaires causés par le stress oxydatif (Kehrer et al,
2010).

L’activité de la catalase cytosolique est déterminée selon la méthode d’(Aebi,
1984).La méthode utilisée est basée sur la propriété de la catalase a dégrader le péroxyde
d’hydrogéne H,O, (Aebi, 1984). On effectue une lecture continue du changement

d’absorbance a 240nm chaque minute dans un intervalle de temps de 2 minutes.
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» Principe

Le principe repose sur la disparition de I’H,0,a 25 C° par la présence de la source

enzymatique dans la fraction cytosolique.

» Meéthode de dosage
La méthode utilisée est basée sur la propriété de la catalase a dégrader le péroxyde
d’hydrogéne H202 (Aebi, 1984). On effectue une lecture continue du changement

d’absorbance a 240nm chaque minute dans un intervalle de temps de 2 minutes.

> Calcule

- K : Constant de vitesse de la réaction.
- T : Intervalle de temps.

- Al : Absorbance dans le temps zéro.
- A2 : Absorbance apres une minute.

L activité de I’enzyme est calculée selon I’équation suivante :

U/ X
mg =—
9T

n : mg de protéines en mg présentent dans le volume de I’échantillon utilisé.
U/mg de Prot : umol d’H202 consommé/min/mg de protéine.
2.2. Evaluation de I’activité protectrice de I’extrait de polysaccharides

Afin d’étudier la capacité de D’extrait de polysaccharides algaux a prévenir les
inflammations causées par I’injection de la carragénine, nous avons choisi de réaliser le test
d’inhibition in vitro de la dénaturation des protéines (BSA) par la chaleur (72°C) décrit par
Kandikattu et al. (2013).

Nous avons realisé une gamme de concentrations de 1’extrait de polysaccharides

algaux, allant de 50 a 400 ug/ml. 1ml de chaque dilution est ajouté a 1 ml de la solution BSA
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a 0.2 %préparée dans du PBS (a pH 6.4, NaCl 0.9%). Enfin, le mélange est incubé pendant
5min a 72°C.

Ensuite, nous attendons que les tubes refroidissent avant de les passer au vortex, enfin

I’absorbance des mélanges est lue a 660nm.

Nous avons aussi choisi ’aspirine comme anti-inflammatoire de référence, son activité

anti-inflammatoire a été évalué dans les mémes conditions appliquées a nos échantillons.

Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation thermique a ensuite été calculé en

utilisant I’équation suivante :

(%) Protection = 100- (Do échantillon/Do du contréle) X 100

Un contréle positif (un mélange sans extrait de polysaccharides) a été utilisé pour les

calculs.
2.3. Evaluation de I’activité anti-hémolytique de I’extrait de polysaccharides algaux

L’évaluation de D’activité anti-hémolytique d’un extrait est un trés bon indicateur
quant a sa capacité a présenter un effet thérapeutique pour plusieurs maladies hémolytiques,

inflammatoires ou encore dégénératives.

Nous allons donc, inspecter a travers ce test la possible activité anti-hémolytique de
notre extrait de polysaccharides algaux, c'est-a-dire sa capacité a prévenir la destruction des

globules rouges soumises a un stress osmotique.
1.3.1 Préparation de la suspension érythrocytaire

Le sang prélevé pour la réalisation de nos tests est récupéré dans des tubes héparines a
partir de personnes volontaires saines qui n’ont pas de pathologies particuliéres afin d’éviter

toute interférence avec nos résultat.

Le sang est centrifugé a 3000rpm /5min, le culot récupéré et lave 3 fois avec la
solution PBS iso-saline formée de tampon phosphate de potassium 10mM, pH=7,4 et
154mMde Na CI. Chaque lavage consiste en une suspension des cellules dans du PBS Iso
salin et une centrifugation a 3000rpm/5min. Aprés la derniere centrifugation, le culot est
suspendu a nouveau dans une solution du PBS iso-saline, la suspension érythrocytaire est
préte (Rani et al, 2014).
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Figure 16: L’extrait d’Ulva Figure 17: Echantillons de Figure 18: Le culot

lactuca sang érythrocytaire

1.3.2 Evaluation de la non-toxicité de I’extrait de polysaccharides pour les

globules rouges

Avant de passer a I’évaluation de I’activité anti-hémolytique de notre extrait, nous
devons au preéalable nous assurer de son innocuité vis & vis des GR, selon les étapes

suivantes :

v’ une série de concentrations de 1’extrait de polysaccahrides a été préparée dans un
tampon phosphate (pH 7.4 ; 0.9% NaCl) a un hématocrite de 2%.

v Le mélange a été incubé pendant 10 min & température ambiante, ensuite centrifugé a
2000 rpm a 4° C.

v' lire I’absorbance du surnageant a 540 nm.

v' Le pourcentage de protection a été calculé en utilisant la saponine (& 1200 ug/ml),

c’est notre hémolytique de référence, provoquant 100% d’hémolyse.

v Un tube sans traitement qui représente le témoin négatif a aussi été préparé, afin

d’observer une hémolyse naturelle.

Les pourcentages d’hémolyses de chacune des concentrations utilisées sont calculés suivant

I’équation suivante :

Hémolyse (%) = [DoE- Doc-/ Doc+] X 100
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DoE : Densité optique de I’échantillon
Doc- : Densité du controle négatif
Doc+ : Densité du contréle positif.

2.3.4 Evaluation de P’activité stabilisatrice des membranes des GR par

Pextrait de polysaccharides contre un stress osmotique
Certains parametres physicochimiques tel que le milieu hypotonique, peuvent
provoquer la rupture de la membrane cytoplasmique des GR et libérent par la méme occasion

leur contenu en hémoglobine.

L’hémoglobine libérée sera dosée a 1’aide du spectrophotométre a une longueur

d’onde de 540nm.

v" Nous avons donc commencé par préparer une série des concentrations en NaCl de
0.3%, 0.5%, 0.7 % et 0.9 %.

v' Ensuite, nous avons mélangé 1 ml de la suspension érythrocytaire a 2 % a 1 ml de
I’une des concentrations variables en NaCl citées précédemment (préparées dans
PBS).

v Chacune est combinée par la suite a des concentrations variables de I’extrait (50, 100,
200, 300,400ug/ml), cela veut dire que chaque concentration de I’extrait sera testée

avec les quatre concentrations de NaCl.

2.4 EVALUATION STATISTIQUE

Les résultats sont exprimés en moyenne =*écart-type, n = 5 (nombre des rats dans
chaque groupe): Différence non significative P > 0.05 ; significative *P <0.05 ; **P <
0.01.L’évaluation statistique est effectuée par le logiciel GraphPadPrism 8. Les valeurs du
groupe témoin et celles des groupes traités par I’extrait de polysaccharides algaux sont

analysées par one-wayanalysis of variance (ANOVA) suivi par Student.
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Chapitre IV : Résultats et Discussion

1. RESULTATS

1.1. Effet de ’extrait de polysaccharides algaux sur I’cedéme plantaire chez les rats

Le tableau 01 montre l'effet de I'extrait de polysaccharides algaux et du medicament
standard (diclofénac) par rapport au témoin carraghénane a différentes heures dans le
modele d'eedéme de la patte induit par le carraghénane en utilisant un pied a coulisse.
L'extrait de polysaccharides algaux administré a une dose de 100 mg/kg po a
remarquablement empéché l'cedéme de la patte induit par la carraghénane avec un
pourcentage d'inhibition de 8,27%, 25,46%, 37,96%, 46,12% et 59,63% a 1, 2, 3, 4 et 5
heures, respectivement, cependant ces valeurs restent inférieures a celles du diclofénac a
la dose de 10 mg/kg p.o. qui a empéché I'eedéme de la patte induit par le carraghénane
avec un pourcentage d'inhibition de 19,49%, 45,29%, 67,55%, 73,87% et 82,96% a 1, 2,

3,4 et 5 heures, respectivement.

Tableau 01 : Effet de I'extrait de polysaccharides algaux et du médicament standard
(diclofénac) par rapport au témoin carraghénane.

Temps (heure) 1 2 3 4 5
Controle
(Sain) 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Controle
(carragenine) 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Diclofénac
10 mg/Kg 19.49% | 4520% | 67,55% 7387% | 82,96%
Extrait
polysaccharide 827% | 2546% | 37,96% 46,2% | 59,63%

100 mg/kg
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1.2.Effet sur la concentration sur la myéloperoxydase

Les niveaux de MPO ont été testé aprés 5 heures de la provocation de 1’cedéme plantaire par
au groupe carraghénane. L'effet de 1’extrait de polysaccharides algaux sur les niveaux de
MPO est résumé dans le tableau 2. L'injection du carraghénane dans la patte arriére du rat a
induit une augmentation marquée (78,67+3.51 nmol/mg de tissu) par rapport au témoin sain
(27,67+4,37 nmol/mg de tissu) , le traitement avec ’extrait de polysaccharides algaux a la
dose de 100 mg/kg a significativement diminué (p<0,05) le taux de la MPO a 59,76+2,98
nmol/mg de tissu. Le diclofénac-sodium a la dose de 10 mg/kg était le meilleur des
traitements médicamenteux en termes de diminution du taux de MPO de facon significative
(39,42+4,28) (p<0,05).

Tableau 02 : L'effet de I’extrait de polysaccharides algaux sur le niveau de MPO.

Groupes MPO (nmol/g tissue)
Contréle (Sain) 27,67+4,37
Contréle (Carraghénane) 78,67+3.51
Diclofénac 39,42+4,28*
Carragenine+ Extrait algal 59,76+2,98*

Les résultats sont exprimés en moyenne * écart-type, n = 5. ns. : Différence non
significative P > 0.05 ; *P < 0.05 ; **P < 0.01.

1.3. Evaluation de ’effet de I’extrait de polysaccharides algaux sur les paramétres du

stress oxydant
1.3.1. Effet sur la concentration du malonydialdéhyde (MDA)

La figure 9 représente la variation du taux de MDA chez les rats de 1’expérimentation.
Pour cette étude, la concentration en MDA a été déterminée sur la fraction cytosolique du
tissu de la patte. Nous avons constaté que chez les rats qui ont re¢u uniquement 1’injection
plantaire du carragt-hénane , une augmentation significative (P < 0.05) du taux du MDA au
niveau du tissu plantaire(153.9+4.017nmol/g tissu) par rapport au groupe sain (34.54+2.94).
Le diclofénac a quant a lui, signification diminué la péroxydation lipidique (58.87+4.55

nmol/g tissu). Par contre le traitement par [’extrait de polysaccharides algaux a
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significativement baissé le taux du MDA a 86.96+4.46 nmol/g tissu, mais reste cependant

moins importante que chez le groupe diclofénac.

200 =

MDA nmo¥'g tissue

Figure 19: Effet de I’extrait de polysaccharides algaux sur le taux de MDA plantaire

Les résultats sont exprimes en moyenne + écart-type, n = 5.ns. : Différence non significative P
>0.05 ; *P < 0.05 ; **P < 0.01.

1.3.2. Effet sur la variation du taux plantaire en glutathion réduit (GSH)

Les résultats d’étude de I’influence d’un traitement par 1’extrait de polysaccharides
algaux sur le taux de GSH du tissu plantaire sont rassemblés dans la figure 10. Chez les rats
traités par le diclofénac, nous avons constaté une augmentation significative du taux du GSH
plantaire (40.88+2.65 nmol/mg prot) (P< 0.05) par rapport a celui enregistré chez les témoins
sans traitement (uniquement le carraghénane a la patte) qui eux, ont montré une déplétion
importante en GSH (14.18+1.43 nmol/mg prot) par rapport au groupe sain (57.68+3.85
nmol/mg prot ). Par contre, la déplétion du glutathion réduit (GSH) causée par 1’injection
plantaire du carraghénane a été en partie limitée a (24.50£1.92 nmol/mg prot) chez le groupe
ayant regu I’extrait de polysaccharide algaux a la dose de 100 mg/kg, par rapport au groupe

témoin (carraghénane) (P< 0.05).
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Figure 20 : Influence de ’administration de 1’extrait polysaccharides algaux sur la
concentration du tissu plantaire en GSH

Les résultats sont exprimés en moyenne * écart-type, n = 5.ns. : Différence non significative P

>0.05; *P <0.05; **P < 0.01.

1.3.3. Effet sur ’activité du catalase (CAT) plantaire

L’activité du catalase a €té déterminée sur une fraction cytosolique du tissu plantaire.
La figure 11 représente les résultats de I’influence d’un traitement par I’extrait de
polysaccharides algaux sur 1’activité de la catalase plantaire. Dans notre étude nous avons
constaté une augmentation significative (P< 0.05) de [I’activitt de la catalase
(52.22+4.38umol/min/mg) au niveau du tissu plantaire chez les rats traité par 1’extrait de
polysaccharide algaux a une dose de 100mg/kg par rapport a celles de groupe témoins
(carraghénane) (33.69+3.80 umol/min/mg ), Cependant, les résultats obtenus par 1’extrait
restent inférieurs a ceux obtenus par I’administration du diclofénac qui a enregistré une
augmentation significative de ’activité de la CAT (P< 0.05), par rapport au groupe témoin

(carraghénane).
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Figure 21 : Effet de I’extrait de polysaccharides algaux sur I’activité de CAT plantaire

Les résultats sont exprimés en moyenne * écart-type, n = 5.ns. : Différence non
significative P > 0.05 ; *P < 0.05 ; **P < 0.01.

1.4. Evaluation de ’activité protectrice de I’extrait de polysaccharides
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Figure 22 : Taux de protection contre la dénaturation thermique du BSA en présence de

I’aspirine et de 1’extrait de polysaccharides algaux

D’aprés 1’histogramme ci-dessus, nous remarquons que le taux de protection de

I’extrait de polysaccharides est directement proportionnel a la concentration utilisée, allant de
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18.629 £1.324% pour la premiere concentration (50pg/ml) jusqu’a plus de 56.189+1.674%
pour la cinquieme (400ug/ml). Cependant, méme si ces valeurs restent tres intéressantes, elles
sont en dessous de celles enregistrées pour ’aspirine (anti-inflammatoire de référence) qui
vont de 37.699+2.114% pour la premiére concentration de 50 pg/ml, et jusqu’a
83.682+2.674% pour la cinquiéeme (400ug/ml).

1.5. Evaluation de I’innocuité de D’extrait de polysaccharides pour les globules
rouges

Le tableau O3représente les pourcentages d’hémolyse obtenus aprés I’incubation des

GR avec I’extrait de polysaccharide algaux, les taux ont été calculés en prenant en

considération un témoin positif (GR avec saponine) et un témoin négatif (hémolyse naturelle).

Tableau 03 : Pourcentage d’hémolyse avec différentes concentration de 1’extrait algaux.

Concentration de I’extrait (ug/ml) %Heémolyse
50 1.4840.11%
100 1.17+0.37%
200 2.55+0.63%
300 3.59+0.51%
400 4.67+0.214%

On a observé que I’extrait de polysaccharide présent un taux trés faible d’hémolyse
allant de 1.48+0.11% a 4.67+0.214% en comparaison avec les témoins (positif et négatif) qui
reste tres inférieurs et négligeables méme avec concentration de 400ug/ml de 1’extrait de

polysaccharide algaux, ces résultats restes trés intéressants.

1.6. Evaluation de DPactivité stabilisatrice des membranes des globules rouges par
I’extrait de polysaccharide contre un stress osmotique

Un globule rouge placé dans I'eau pure subit une pression osmotique considérable. En

absence de contre-pression appliquée dans le cytoplasme, la solution (hypotonique) diffuse

vers l'intérieur de la cellule (hypertonique) a travers la membrane. L'entrée massive d'eau dans

I'nématie entraine le gonflement puis I'éclatement du globule rouge. Ce test nous permet
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d’évaluer la capacité de notre extrait de polysaccharides algaux a donner une stabilité aux
membranes des GR et donc d’éviter leur éclatement par hémolyse. Les résultats obtenus sont

exprimé sur le graphique si dessous :
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Figure 23: Pourcentage de protection des GR en fonction des concentrations de I’extrait de

polysaccharides algaux contre un stress osmotique

Nous remarquons que le pourcentage de protection des GR par I’extrait algal
augmente proportionnellement avec la concentration de ce dernier ainsi que la concentration
de la saline utilisée. L’activité maximale était enregistrée a une concentration de 400 pg/ml
pour donner respectivement 51,941 %, 59,654 %, 66,228 % et 75,146 % avec les
concentration de la saline suivantes : 0.3% , 0.5% , 0.7 et 0.9%.Les résultats obtenues sont
assez intéressants dans la mesure ou elle démontre la présence d’une activité protectrice vis-a-

vis des GR contre le stress osmotique et donc de prévenir 1’hémolyse.
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Discussion

La réaction inflammatoire peut étre associée a une tres grande variété de situations
Pathologiques : TD’infection, 1’arthrite, 1’athérosclérose, le cancer et certaines maladies
mortelles (Lee et al., 2013) .Ainsi, bien qu’elle soit indispensable a la survie de I’organisme
agressé, L’inflammation n’ est pas moins dangereuse (Galanaud, 2003). Cependant, les
médicaments commercialisés tel que les anti-inflammatoires stéroidiens, anti-inflammatoires
non stéroidiens, anesthésiques Locaux, sont insatisfaisants, contraignants et entrainant
beaucoup d’effets indésirables : ulcéres Gastriques, action immunosuppressives, insuffisance
rénal , convulsions, accidents cardiovasculaire (Stewart et al., 2003). D’ou la Nécessité de la
recherche de nouvelles molécules qui pourraient agir directement sur la douleur et les

médiateurs de I’inflammation ayant ainsi moins d’effets secondaire possible.

Les algues prennent de 1’importance dans divers domaines allant de 1’alimentation a la
médecine, elles représentent une source riche en composants biologiques actifs qui possedent
divers avantage pour la santé (Mayer et al., 2003) qui pourraient étre utilisés comme des
agents thérapeutiques (Madhusudan et al., 2011). 1l a été démontré que des extraits ainsi que
des composés de divers structures obtenu a partir des algues vertes et des algues brunes
capables d’inhiber 1’inflammation (Hoang et al., 2007 ; Kang et al., 2008). De méme, les
Ulva sp. (algues vertes) ont été connu pour divers composés bioactifs fonctionnels qui ont été

étudiés pour leurs activiteés.

Plus précisément, les polysaccharides sont les principaux composants des algues. lls se
produisent généralement dans la gamme de 5 a 75% de leur poids sec selon 1’espéce, 1’age ou
la saison de recolte, (Hentati etal., 2020). L’importance des polysaccharides réside dans le
fait que nombre d’entre elles sont des polysaccharides  sulfatées, non présents dans les
plantes terrestres et lié a plusieurs avantages pour la santé. Leur occurrence est spécifique
pour chaque espéce de macroalgue (Hentati et al., 2020). Par exemple, les algues vertes
contiennent de I’ulvane, les algues brunes sont riches en alginate, laminarine, fucanes et
fucoidans, tandis que les macroalgues rouges sont composé du carraghénane, d’agar,
d’amidon de floride, mais aussi d’autres galactanes. Ces les différences dans leur structure
chimique entrainent les propriétés de polysaccharide (Raposo et al., 2005). Ulvan est un
polysaccharide majeur présent dans les Ulva sp. Il comprend de 9 % a 36 % de la biomasse
de poids sec des cellules d'Ulva sp. (Morelli et al.,2017 ; Kidgel et al., 2019) . ils sont
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largement utilisé comme additifs alimentaires et plusieurs études ont examiné ses avantages
thérapeutiques (Madhusudan et al., 2011 et Lakshmi et al., 2020).Généralement, ils
possédent plusieurs activités tel que I’activité ,anti-hyperlipidémiante (Pengzhan et al.,
2003) , anti-tumoral (Lee et al., 2004) antioxydant (Qi et al., 2006),anti coagulant,(Mao et
al., 2006) anti-inflammatoire (Margret et al.,2009) , anti -viral (Chiu et al., 2013).

Ce travail vise a mettre en évidence [’activité anti-inflammatoire d’un extrait brut de
polysaccharides algaux obtenu de I’algue verte Ulva lactuca , on utilisent des test in vivo sur
un modéle animal de I’inflammation aigue, et des tests in vitro pour 1’évaluation de la non-
toxicité vis-a-vis les globules rouges ainsi que le test d’inhibition de la dénaturation des
protéines (BSA) .

L’cedéme est 1’'un des signes importants de 1’inflammation aigue, c’est un paramétre
trés important dans 1’évaluation de 1’activité anti-inflammatoire de plusieurs molécules (
Morris, 2003). Dans notre étude I’cedéme inflammatoire a était reproduit expérimentalement
par injection du carraghénane dans la patte arriere gauche des rats « wistar » (Winter et al.,
1962), afin d’étudier 1’effet anti-inflammatoire et d’essayer de comprendre le mode d’action
de I’extrait de polysaccharides algaux. L’inflammation provoquée par cet agent phlogogéne
est développée sous forme de gonflement (cedéme inflammatoire) et une augmentation du

volume de la patte de rat jusqu’a 50 % du volume initial.

D’aprées Rahmbmbhatt et al (2010) I’inflammation au niveau de la patte postérieure
induite par la carraghénane est un modéle expérimentale standard pour I’étude de
I’inflammation aigué, elle provoque une inflammation locale sur le point d’application. Nos
résultats ont clairement démontré que 1’extrait de polysaccharide algaux a un effet anti-
cedématogéne chez les rats ,avec un pourcentage d’inhibition de 8,27%, 25,46%, 37,96%,

46,12% et 59,63% a 1, 2, 3, 4 et 5 heures, respectivement par rapport au groupe carraghénane.

Des travaux similaire de Margret et al (2009) ont démontré que les polysaccharides
isolées de Ulva lactuca possédent des propriétés anti-inflammatoires en réduisant 1’cedéme de
la souris apres 4 jours dans une expérimentation animal. Aussi, selon les travaux précédents
un effet anti-inflammatoire a été rapporté chez les deux Algues vertes des genres
Enteromolpha (Okai et al., 1997) et Ulva (Hong et al.,2011) .cette activité est due & cause
de leurs teneur en acides gras, en terpénes et en polysaccharides, ces molécules s’avérent

Etre dotées d’ activité anti-inflammatoire (Assreuy et al., 2008).
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Une autre étude de Rodrigues et al, (2013)sur les activités anti-inflammatoires et
anti-nociceptive des PS : le polysaccharide issu de I’algue verte Caulerpa cupressoides a éete
injecté par voie sous-cutanée pour des rats males Wistar dans un modéle de péritonite et un
modele d’cedéme de la patte. Ont trouvé que le PS-CC a évidemment montré des effets anti-
inflammatoires en diminuant la migration des neutrophiles et en réduisant le volume 1’cedéme

de la patte.

L’agrégation des leucocytes dans I’environnement inflammatoire est un événement
fondamental de I’inflammation. La dégradation des pathogénes s’effectue par deux
mécanismes concomitants : la production de formes réactives de 1’oxygene (ROS : reactive
oxygen species) par la voie du NADPH oxydase et la libération, de protéines enzymatiques
(myéloperoxydase, eélastases, lysosyme, g@élatinase) et antimicrobiennes (lactoferrine,
bactericidal/permeability-increasing protein ou BPI, défensines) par les granules des
polymorphonucléaires neutrophiles (Segal, 2005 ; Pierce, 2009).

La réponse inflammatoire de la patte induite par la carraghénane s’accompagne d’une
infiltration intense des neutrophiles (Souzaet al., 1998). L’activit¢ de la MPO est
généralement considérée comme un parametre biochimique et un indicateur important
d’infiltration de neutrophiles (Bradley et al.,1982). Nos résultats ont démontré que le
traitement avec I’extrait de polysaccharides algaux a la dose de 100 mg/kg a significativement
diminué (p<0,05) le taux de la MPO a 59,76+2,98 nmol/mg de tissu par rapport au groupe
control carraghénane 78,67+3.51 nmol/mg. On peut suggérer que notre extrait a inhibé
I’infiltration des neutrophiles, qui a été¢ évident de I’activité réduite de MPO mesurée dans les

pattes des rats.

Des résultats similaires des travaux menés par Tarcisio et ces collaborateurs en
(2013) ont rapporté une diminution de ’activité de MPO a 5 (UMPO)/mg de tissu, mesurée
dans le tissus de la patte chez les animaux traités par la fraction de polysaccharides algaux
par rapport au groupe control carraghénane 30 (UMPQO)/mg de tissu. Ainsi une diminution des
neutrophiles péritonéaux et, la cytokine pro-inflammatoire (IL-1pB) dans le liquide péritonéal
qui présente des effets multiples, dont I’activation des cellules inflammatoires, induction de
plusieurs protéines inflammatoires, cytotoxicité, formation d’cedémes et migration des

neutrophiles (Rosenbaum, 1991).

De plus, le polysaccharides obtenu a partir du la microalgue rouge Porphyridium a

inhibé le recrutement des cellules immunitaires en bloquant la migration et I’adhérence des
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leucocytes polymorphonucléaires (Matsui, 2003). L’administration orale de polysaccharide
brut soluble dans I’eau d’algue brune Turbinaria orné évoquait une inhibition considérable sur

la perméabilité vasculaire induite par 1’acide chez la souris (Ananthi, 2010).

C’est bien établi que les AINS inhibent la migration des cellules en inhibant la
libération de mediateurs chimiques (Prempeh et al.,2008), inhibant I’expression de molécules
d’adhésion cellulaire (Endemann et al., 1997) et inhibant la motilité cellulaire (Phelps et al.,
1971). Compte tenu de ces résultats, il est possible que 1’extrait de polysaccharides sulfatés a

inhibé la migration des neutrophiles en un ou plusieurs de ces mécanismes.

Les especes réactives de 1’oxygeéne (ROS) telles que I’anion superoxyde radicaux (O
2), especes de radicaux hydroxyle (- OH), et de I’hydrogéne peroxyde (H202) sont des
especes d’oxygene actifs qui sont souvent générés par des réactions d’oxydation biologique
(Cheeseman et al., 1993). 1l est bien connu que les ROS sont couramment produites au cours
des processus inflammatoires, elles sont impliquées dans la transduction du signal,
I’activation des genes, et peuvent provoquer des dommages aux cellules hotes et aux organes

(Li etal, 2010) .

La production excessive d’espéces réactives de 1’oxygeéne dans I’environnement
inflammatoire peut causer des dommages oxydatifs aux macromolécules biologiques telles
que les protéines, les acides nucléiques, les lipides et ’ADN (Xie et al., 2015). Les lipides
sont le cible le plus courant du stress oxydatif, et leur produit d’oxydation, le MDA, peut
causer de graves dommages au complexe de la chaine respiratoire mitochondriale et a la
membrane cellulaire, il est largement utilisé comme marqueur de la peroxydation lipidique
(Wang et al., 2010). Par conséquent, 1I’¢limination des ROS est considérée comme important

pour contrdler inflammation.

Dans la présente étude nous avons choisi de doser I’enzyme anti-oxydante (CAT), la
molécule anti-oxydante andogéne (GSH) et le produit d’oxydation des lipides (MDA) pour
mettre en évidence le stress oxydatif. Nous avons observé une augmentation significative (P<
0.05) de P’activité de la catalase a (52.22+4.38umol/min/mg) et de GSH a (24.50+1.92
nmol/mg prot) et une diminution du taux de MDA a (86.96+£4.46 nmol/g) dans le tissu
plantaire chez les rats traités par 1’extrait de polysaccharides algaux a une dose de
100mg/kg.par rapport  au groupe carraghénane dont le  taux est :
CAT(33.69+3.80umol/min/mg),GSH(14.18+1.43 nmol/mg prot) et MDA(153.9£4.017nmol/g

tissu). Ce qui était conforme a 1’étude de Godard et al, (2009) qui ont démontré que le
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polysaccharide d’U. lactuca pourrait significativement augmenter les activités de différents
systemes de lutte contre les radicaux libres comme la superoxyde dismutase (SOD) , la
glutathion peroxydase (GSH-Px) et surtout inhiber la peroxydation lipidique et la production
d’anion superoxyde. Ainsi les fractions des polysaccharides extraites d’Ulva lactuca ont
montré un effet inhibiteur significatif sur I’hydroxyle et I’activité des radicaux superoxydes
(Qi et al.,2010).

Li et ces collaborateur sen (2018) ont démontré que les composants des
polysaccharides algueux peuvent augmenter I’activité de la glutathion peroxydase (GSH), la
superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), la télomérase, et les antioxydants totaux et
diminuent le taux de malondialdéhyde (MDA). La forte activité antioxydante de 1’ulvane
d’Ulva sp est corrélée a la position et la composition en sulfate et leur poids moléculaire(
Massironi et al.,2019). De plus, 1’ulvane a haute teneur en sulfate a une capacité antioxydante
évidente et une activité hypolipidémiante (Li et al.,2020). Cependant, les polysaccharides
sulfatés n’ont pas tous des activités anti-oxydantes élevées, puisque plusieurs facteur tels que
le poids moléculaire, la composition des monomeres, le degré de la sulfatation et de la
position du sulfate peut considérablement modifier leur activité anti-oxydante (Zhong et al,
2019). Selon des études menees en 2015, 2019 et 2020, plusieurs sources d’ulvanes d’Ulva sp
se sont avérées avoir un effet antioxydant ; ils comprennent U. lactuca et U . ohnoi (bondu et
al.,2015)U. rigida (Fernandes et al.,2019) et U. australis (Trentin et al., 2020).

Chez les souris hypercholestérolémiques, 1’ulvane réduit le stress oxydatif en
augmentant 1’activité des enzymes antioxydantes (110 % pour CAT, 77 % pour GPx et 23 %
pour SOD) et le niveau des antioxydants non enzymatiques (GSH). Ces changements limitent
les conséquences de 1’endommagement des macromolécules en minimisant la peroxydation
des lipides et I’oxydation des protéines (Bkhairia et al, 2017). L’administration d’Ulvan a
des souris exposées a un stress extréme a empéché le métabolisme anormal des lipides, et
modulé les systemes de défense antioxydant du foie, et réduit la peroxydation lipidique
(Wang et al, 2013).

Dans un second volet de notre étude. Le criblage de l'activité anti inflammatoire a été
aussi réalisé in vitro par teste de la dénaturation des protéines et stabilisation des membranes
des globules rouges. (EL Opie, 1962 ; Kumar et al., 2011).

Le sang est un liquide rouge biologique circulant dans les arteres et les veines sous
I’impulsion du cceur. Un individu en contient de 5a 7 litres de sang dans son corps, ce qui

représente environ 8% de son poids total. Le sang est constitué des globules (hématies,
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leucocytes ...) contenus dans un liquide riche en élément minéraux (chlorure de sodium ...) et
en protéines (plasma). Il jour un rdle essentiel dans le transport de 1’oxygene, les hormones et

les nutriments a toutes les cellules, tous les tissus et tous les organes du corps.

Les globules rouges, encore appelés « hématies ou érythrocyte» est les cellules
sanguines les plus abondantes anucléées dont le cytoplasme est constitué essentiellement
d’une hémoprotéine (hémoglobine), les globules rouges se présente comme un disque
biconcave qui posséde une capacité de déformation lui permettant de circuler jusqu’au
capillaires sanguins, le membranes de I’hématies est le siege des antigénes qui déterminent les
groupes sanguins (systeme ABO, systeme rhésus et autre systemes érythrocytaires).
(Raymonde Gilles et Michel Anctil, 2006).

Dans notre expérience afin d'étudier la capacité d'un extrait de polysaccharide d'algaux
a inhiber linflammation induite par des injections de carragennine, nous avons choisi de
réaliser un test in vitro d'inhibition de la dénaturation des protéines (BSA) par la chaleur
(72°C) (Kandikattu et al.,2013).

Selon EL Opie (1962), La dénaturation des protéines est un processus dans lequel les
protéines perdent leur structure tertiaire et leur secondaire par application d’une contrainte ou
d’un composé externe, tel qu’un acide ou une base forte, un seul inorganique concentré, un
solvant organique ou la chaleur. La plupart des protéines biologiques perdent leur fonction
biologique lorsqu’elles sont dénaturées, la dénaturation des protéines tissulaires est 1’une des

causes d’inflammation bien documentées

Dans notre étude, nous remarquons que le taux de protection de I’extrait de
polysaccharides algaux d’'Ulva Lactuca est directement proportionnel a la concentration
utilisée, allant de 18.629 £1.324% pour la premiere concentration (50pg/ml) jusqu’a plus de
56.189+1.674% pour la cinquiéme (400 pg/ml). Cette proportion directe aux résultats avec
des concentrations variables et croissant (18.629 £1.324%... jusqu’a 56.189+1.674%) indique
que I’extrait polysaccharides algaux d’'Ulva Lactuca inhibant la dénaturation des protéines
ont des propriétés anti-inflammatoires. Nous avons aussi choisi 1’aspirine comme anti-
inflammatoire de référence, son activité anti-inflammatoire a été évalué dans les mémes
conditions appliquées a nos échantillons. Ce qui a été démontré par Brown et al, (1968) et
Grant et al, (1970) ou ils ont été trouvés les polysaccharides issus des algaux ont montré de
nombreuses fonctions biologiques benéfiques telles que l'antioxydant, I'anti cancérogene,
l'antiviral, l'administration ciblée de médicaments, activités cicatrisantes et anti-
inflammatoires.
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Les processus inflammatoires et anti-inflammatoires impliquent de nombreuses
molécules, dont la plupart sont des protéines. La dénaturation de ces protéines leur fait perdre
leurs propriétés biologiques, ce qui peut déclencher ou accentuer l'inflammation (Brown et al,
1968). Cette dénaturation passe souvent par l'altération des liaisons qu'ils constituent
(hydrogéne, électrostatique, hydrophobe et disulfure). (Grant et al., 1970). Leurs résultats ont

montré que I’extrait de polysaccharide avaient une bonne activité anti dénaturation de la BSA.

Williams et al,(2002). Ont montré que le sérum sérique bovine contenait deux sites
actifs avec 1’acide aminée thréonine, lysine et tyrosine auxquels les molécules bioactives

pouvaient se lier pour activer et réguler la transduction du signal.

Selon Duganath et al, (2010). Rapportent que cet effet pourrait également étre due a

la liaison des molécules bioactives au plasma protéines et ainsi les protéger de toute agression.

L'étude menée par Williams et al, (2008). A montré que 1l a été ont rapporté que l'une
des caractéristiques de plusieurs anti-inflammatoires non stéroidiens est leur capacité a
stabiliser (empécher la dénaturation) I'albumine traitée thermiquement au pH physiologique
(pH : 6,2-6,5).

La dénaturation des protéines est 1'une des causes de plusieurs maladies
inflammatoires. En effet, la dénaturation des protéines tissulaires est I'une des causes des
maladies auto immunes telles que 1’arthrite ou la production d'antigénes auto dénaturation

(Umapathy et al, 2010).

D’autre part, 'némolyse est classiquement définie comme un processus de rupture
et de destruction des érythrocytes se produisant soit a l'intérieur (par exemple, in vivo,
également connu sous le nom "d’hémolyse intra vasculaire" ou "anémie hémolytique"), soit a
I'extérieur (c'est-a-dire in vitro, également connu sous le nom "d’hémolyse d'impulsion")
(Lippi et al, 2011). Bien que la concentration « normale » (c'est-a-dire physiologique)
d’hémoglobine libre soit généralement comprise entre 0,22 et 0,25 g/L dans le sérum et entre
0,10 et 0,13 g¢/L dans le plasma (Lippi et al, 2014). La définition de I'hémolyse est
généralement réservée aux conditions ou les échantillons de sérum ou de plasma contiennent
une concentration d'hémoglobine acellulaire > 0,5 g/L et affichent une couleur rose a
legerement rouge. Lorsque la concentration d'hémoglobine acellulaire dépasse 2a 3 g/ L, elle
est souvent appelée hémolyse «grossiere» ou «franche» et s'accompagne d'une couleur rouge
a brune du sérum ou du plasma, en fonction de la quantité finale de protéines (Lippi et al,
2011).
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Afin d'eévaluer l'activité anti-hémolytique de l'extrait de polysaccharide d’algaux
d’Ulva lactuca, nous avons examiné l'activité anti-hémolytique potentielle (hémolyse de
I'extrait de polysaccharide d'algaux, c'est-a-dire sa capacité a empécher la destruction des
globules rouges soumis a un stress osmotique). Nous remarquons que les pourcentages
d’hémolyse obtenus aprés l’incubation des GR avec ’extrait de polysaccharides algaux
d’Ulva lactuca ont démontré que [’extrait présente une trés faible cytotoxicité a des
concentrations variables et qui ne dépasse pas les 5%. Ce qui a été démontré par (Lahaye et
Robic (2007)) les résultats des travaux ont indiqué que I'extrait d'Ulvan, un polysaccharide
marin sulfaté issu I'algue marine verte Ulva lactua est d'une grande versatilité, non toxique.
(Lahaye et Robic, 2007).

Aussi selon Mccray et al, (2000). Les résultats ont également montré que les algaux
verts possedent une activité hémolytique trés inférieure et qu’elles peuvent en outre étre

utilisées pour 1’isolement de composés bioactifs.

L’¢évaluation de I’activité stabilisatrice des membranes des GR par 1’extrait de
polysaccharides algaux d’Ulva lactuca contre un stress osmotique. Le principe de cette
méthode est basée sur la capacité des extraits a empécher I’hémolyse des GR humaine, induite
par I’hypotonie et la chaleur et donc prévenir la libération de 1I’hémoglobine. Le pourcentage
de protection des GR par I’extrait polysaccharide algal Ulva lactuca augmente
proportionnellement avec la concentration de ce dernier ainsi que la concentration de la saline

utilisée.

L’activité maximale était enregistrée a une concentration de 400 pug/ml pour donner
respectivement 51,941 %, 59,654 %, 66,228 % et 75,146 % avec les concentrations de la
saline suivantes : 0.3%, 0.5%, 0.7 et 0.9%, ceci indique que nos résultats démontrent une
activité protectrice contre les érythrocytes et contre les stress osmotique, empéchant ainsi
I’hémolyse. Ce qui a été démontré par Kumar et al, (2011). Les lysosomes sont des organites
cellulaires, présents dans le cytosol de toutes les cellules eucaryotes animales a 1’exception
des hématies, vu les similitudes existant entre la membrane érythrocytaire et la membrane
lysosomale, I’effet de 1’extrait polysaccharides algal verts sur la stabilité des hématies pourrait
étre extrapolé a la stabilisation de la membrane lysosmale. Cette stabilisation est importante

pour limiter la réponse inflammatoire en empéchant la libération des constituants lysosomaux.

Selon Okoli et al, (2008). Les leucocytes jouent un réle central dans l'infiltration
cellulaire au cours du processus inflammatoire En libérant des enzymes lysosomales, telles
que les protéases, I'extrait de polysaccharide algaux Ulva intestinalis était plus efficace pour
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protéger contre I'némolyse induite par la chaleur car la membrane lysosomale est similaire a
celle des globules rouges et I'inhibition de I'némolyse donne une bonne vision du processus
inflammatoire. En effet, la stabilité cellulaire La membrane empéche la lyse et la libération de

substance cytoplasmique, stoppant ainsi lI'inflammation.

L’extrait polysaccharidiques des algaux vertes Ulva rigida (Ray et Lahaye, 1995),
Ulva fasciata (Shonima et al, 2012), Ulva intestinalis (Okoli et al., 2008) donne de la
stabilité aux membranes des GR, évitant ainsi leur éclatement par hémolyse. Il a déja été

décrit comme ayant une forte activité anti-inflammatoire.

Et enfin. Le but de cette étude était de savoir si le polysaccharide a ou non un potentiel
protecteur. Dans notre étude, basée sur plusieurs références et de nombreux articles, nous
avons constaté que les polysaccharides sulfatés présentent des activités biologiques
importantes telles que des activités anticoagulantes (Abd El-baky et al., 2009), antioxydantes
(Yildiza, 2012), anticytotoxiques (Mezghani, 2013), ainsi que des activités anti-bactérienne
(Berri et al., 2016), antivirales (Aguilar et al., 2015) et anti-inflammatoires (Brown et al.,
1968). Malgreé les recherches avancées sur les sucres, il existe peu d'études par rapport a leur
grande variété. Il serait donc intéressant d'identifier et de caractériser les nouvelles activités
biologiques des polysaccharides, notamment ceux d'origine végétale, afin d'augmenter
I'utilisation des remédes naturels dans les domaines médical et nutritionnel. Afin de mieux
évaluer les potentiels biologiques des polysaccharides, il est souhaitable d'exploiter et

d'étendre diverses recherches d'investigation.
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Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives

A I'heure actuelle, la recherche des anti-inflammatoires naturelles comme d’autres
sources des anti-inflammatoires de synthese a émerge et I'exploitation des divers métabolites

secondaires de les algues a été souligné ces derniéres années.

Les extraits d'algaux sont également utilisés dans de nombreux domaines, y compris le
secteur pharmaceutique, Les principes actifs extraits des algaux sont utilisés comme anti-
inflammatoires, pour lutter contre la prise de poids, pour leur effet laxatif ou pansement, les
micro-algues peuvent étre utilisées pour améliorer le confort des diabétiques. Certains sucres
issus des algaux peuvent également modifier I'absorption intestinale de la réponse du glucose

et de l'insuline a la nourriture... etc.

L'algaux verte Ulva lactuca a une force pharmacologique et des indications Beaucoup
thérapeutiques. L’inhibition du développement de 1’cedéme de la patte induit par la
carraghénane dans les rats permet de conclure que ’extrait polysaccharide posseéde une
activité anti-inflammatoire, et comparable a celle de diclofénac qui est un anti-inflammatoire

de référence.

L'activité anti-inflammatoire de I'extrait de polysaccharide a été évaluée pour l'algaux
verte Ulva lactuca par essai d'inhibition de la dénaturation des protéines. Nous avons constaté
que l'extrait de polysaccharide d'Ulva lactuca a une capacité intéressante a faire face au
processus inflammatoire en régulant le statut redox cellulaire et en réduisant le taux de

dénaturation des protéines.

Alors que dans le test de stabilisation de la membrane des globules rouges humains,
L'extrait polysaccharidique d'Ulva lactuca a montré la capacité de protéger la dégradation
membranaire, les extraits de cette algue pourraient donc étre utilisés sous diverses formes en

algothérapie grace a ses diverses activités biologiques.

Les résultats obtenus dans notre étude serviront de support dans le futur, afin de
compléter et d’approfondir cet axe par des études avancées (composition osidique, degré de

sulfatation, mécanismes d’action moléculaire).

37



Des travaux supplémentaires sont nécessaires pour tester dautres doses et d'autres
extraits d'algues. Il est également intéressant d'identifier les principes actifs des algues ainsi

La structure et la méthode de leur travail.
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Résumé

Résumeé

Le but de cette étude est dévaluer le potentiel anti-inflammatoire d'un extrait
polysaccharidique de I'algue verte Ulva lactuca. Etant donné que les algues représentent une

source prometteuse d’agents bioactifs.

L’activité anti inflammatoire a donc été évaluée par deux méthodes : dans la premieére,
sur des échantillons tissulaires issus d’un traitement in vivo de rats adultes de souche Wistar,
pesant entre 150 et 175 g. Un cedéme de la patte a été induit par D’injection 0,1 ml de
carraghénane de la patte arriére gauche de chaque rat, en testant 1’activité anti-oxydante in
vivo par dosage des bio-marqueurs de stress oxydant : la myélopéroxydase MPO la
molonydialdéhyde MDA la catalase CAT et le glutathion réduit GSH. Les résultats obtenus
révélent que 1’extrait d’algue Ulva lactuca induit une diminution de la MPO et MDA par
contre une augmentation de la CAT et GSH. En méme temps, les résultats ont montré que
I’extrait a réduit 1’épaisseur de l'oedéme de la patte de la rats, méme si elle reste moins
importante par rapport a 1’anti-inflammatoire de référence le diclofénac. Ces donneées
confirment que ’extrait présentant une activité anti-oxydante et peut devenir une nouvelle

alternative thérapeutique.

Dans le deuxieme volet, une série de teste in vitro a été réalisée, dans le but d’évaluer
I’activité protectrice et anti hémolytique de 1’extrait de polysaccharides d’algue Ulva lactuca
vis a vis des globules rouges (la dénaturation du BSA et la stabilisation des membranes des
globules rouges humains). L’extrait polysaccharide brut de Ulva lactuca présenté une capacité
intéressante pour réduire le taux de la dénaturation des protéines, un maximal taux
d’inhibition a été enregistré avec une valeur de 56.189+1.674% a la dose 400ug/ml. 11
présenté aussi une capacité de la protection de la lyse de la membrane, un maximal taux

d’inhibition et de protection de la membrane enregistré avec 75,146 % a la dose 400ug/ml.

En conclusion, Ulva lactuca est une algue intéressante dont 1’extrait polysaccharidique

pourrait étre utilisé de maniére raisonnée dans le traitement de 1’inflammation.

Mots clés :, Polysaccharides, U. lactuca, Algue verte Anti-inflammatoire,

Antioxydant.



Abstract:

The aim of this study is to evaluate the anti-inflammatory potential of a polysaccharide
extract of the green alga Ulva lactuca. Since algae represent a promising source of bioactive

agents.

The anti-inflammatory activity was therefore evaluated by two methods: in the first,
on tissue samples from an in vivo treatment of adult Wistar strain rats, weighing between 150
and 175 g. A paw edema was induced by injecting 0.1 ml of carrageenan into the left hind
paw of each rat, by testing the antioxidant activity in vivo by assaying the biomarkers of
oxidative stress: myeloperoxidase MPO molonydialdenyde MDA catalase CAT and reduced
glutathione GSH. The results obtained show that the seaweed extractUlva lactuca induces a
decrease in MPO and MDA on the other hand an increase in CAT and GSH. At the same
time, the results showed that the extract reduced the thickness of the paw edema of the rats,
although it remained less significant compared to the reference anti-inflammatory diclofenac.
These data confirm that the extract exhibits antioxidant activity and can become a new

therapeutic alternative.

In the second part, a series of in vitro tests were carried out, with the aim of evaluating
the protective and anti-hemolytic activity of the polysaccharide extract of Ulva lactuca algae
against red blood cells (the denaturation of BSA and stabilization of human red blood cell
membranes). The crude polysaccharide extract of Ulva lactuca presented an interesting
capacity to reduce the rate of protein denaturation, a maximum rate of inhibition was recorded
with a value of 56.189 + 1.674% at the dose of 400 pg / ml. It also presented a capacity for
the protection of the lysis of the membrane, a maximum rate of inhibition and protection of
the membrane recorded with 75.146% at the dose of 400ug/ml.

In conclusion, Ulva lactuca is an interesting algae whose polysaccharide extract could

be used sensibly in the treatment of inflammation.

Keywords: Polysaccharides, U. lactuca, Green Algae, Anti-inflammatory,
Antioxidant.
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