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INTRODUCTION 

Les plantes ont été utilisées comme remèdes pour les maladies humaines dans la 

médecine Chinoise presque 4000 à 6000 années avant la découverte des composés bioactifs 

tels que les flavonoïdes. Ces derniers possèdent une capacité antioxydante très importante et 

peuvent contribuer à une diminution du stress oxydatif via l’inhibition ou l’activation 

d’enzymes (Koyama et al., 1999). Le concept du stress oxydant est un déséquilibre entre la 

production de radicaux libres et leur destruction par des systèmes de défenses anti-oxydantes 

(Favier, 2003). Les radicaux libres sont générés dans les mitochondries lors du transfert 

d’électrons, dans les cellules phagocytaires lors d’un processus inflammatoire et au cours de 

processus physiologiques d’oxydoréduction. Cette propriété rend les radicaux libres aptes à 

réagir avec différentes molécules. En effet, ils peuvent engendrer des dommages importants 

sur la structure et le métabolisme cellulaire de nombreuses cibles : protéines, lipides et acides 

nucléiques (Bandhopadhyay et al., 1999). 

Plus de 100 pathophysiologies humaines, allant de l’athérosclérose au cancer en passant 

par le diabète, le SIDA ou toutes les maladies à caractère inflammatoire comme l’arthrite 

rhumatoïde, sont liées notamment au  stress oxydant (Govindarajan et al., 2005). 

A condition physiologique, le pouvoir oxydant des radicaux libres est contrebalancé par 

de nombreux antioxydants enzymatiques et non-enzymatiques, on peut notamment citer 

certaines vitamines (C, E et bêta-carotène), mais aussi les phyto-nutriments (polyphénols, 

caroténoïdes…), les oligo-éléments (sélénium, zinc, cuivre,…), etc. ( Mauro, 2006). Les 

polyphénols sont les antioxydants les plus abondants dans notre alimentation. Ils possèdent 

des propriétés antioxydantes et sont capables de piéger les radicaux libres générés en 

permanence par notre organisme ou formés en réponse à des agressions de notre 

environnement (tabac, pollution, infections...). L’effet protecteur des fruits et légumes vis-à-



- 2 - 

vis des maladies de civilisation (maladies cardiovasculaires, diabète…) serait d’ailleurs lié à 

la présence de très nombreux polyphénols, vitamines e t  oligo-éléments dans ces aliments 

(Favier, 2003). 

En Algérie, beaucoup de plantes sont traditionnellement utilisées pour traiter les maladies 

inflammatoires, en particulier le rhumatisme. Parmi ces plantes, Ajuga iva, connue sous le 

nom commun Chendgoura, est largement utilisée dans les régions semi arides et 

particulièrement dans l’Est Algérien. Malgré son utilisation très vaste dans la médecine 

traditionnelle, A. iva reste très peu étudiée et spécialement dans la lutte contre le stress 

oxydatif.  

L’objectif e ssentiel de ce présent travail, consiste à chercher le (s) extrait (s) d’A. iva 

susceptible (s) de bloquer l’action des ROS soit par inhibition des sources génératrices des 

ROS ou par piégeage direct de ces espèces (effet scavenger). Pour cela, le pouvoir inhibiteur 

des différents extraits sur l’activité de l’enzyme génératrice de ROS; la xanthine 

oxydoréductase bovine (XOR), a été étudié. L’évaluation du pouvoir scavenger des différents 

extraits sur l’anion superoxyde et sur le radical DPPH (2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl) a été 

également effectuée. Enfin, l’effet anti-péroxydation lipidique des différents extraits d’A. iva 

a été testé en utilisent  la test de β-carotène / acide linoléique.  
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REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 

1. La xanthine oxydoréductase 

La xanthine oxydoréductase (XOR) est un complexe molybdoflavoprotéique qui a été 

identifié pour la première fois dans le lait bovin (Schardinger, 1902). La xanthine oxydase 

(XO) (EC 1.1.3.22) et la xanthine déshydrogénase (XDH) (EC 1.1.1.204) sont des formes 

interconvertibles de la même enzyme; xanthine oxydoréductase (Battelli et al., 1992; Page et 

al., 1998; Masuoka and Kubo, 2004; Pacher et al., 2006). 

La xanthine oxydase est une enzyme indispensable au métabolisme des purines, qui 

catalyse l'oxydation de la xanthine et l'hypoxanthine en acide urique, et la production de 

superoxyde et de peroxyde d'hydrogène (Figure 1) (Page et al., 1998; Masuoka and Kubo, 

2004; Da Silva et al., 2004., Nikolic  et al., 2006; You et al., 2006; Pacher et al., 2006; Ferrari 

et al., 2007). L'acide urique joue un grand rôle dans la goutte et l'yhperuricémie (Harris et al., 

1999; Unno et al., 2004).   

 

Figure 1: Processus enzymatique catalysé par la xanthine oxydase (Cotelle, 2001). 

XDH XDH 

  

H2O2 

NADH NAD+ 

XO 

H2O2 

XO 

NAD+ NADH 
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1.1. Structure 

La XOR est une enzyme  homodimère composée de deux sous-unités identiques chacune 

est de poids moléculaire d'environ 145 kDa (Krenitsky  et al., 1986; Berry and Hare, 2004; 

Pacher et al., 2006). Chaque sous unité est organisée en trois domaines (Figure 2) chacun est 

associé à un cofacteur spécifique: le domaine N-terminal de 20 kDa, contient deux centres 

(Fe2 / S2), le domaine central (FAD) de 40 kDa et le domaine C-terminal de 85 kDa contient 

un centre molybdoptérine (Mo) (Harrison, 2002; Baghiani et al., 2003; Berry and Hare, 2004; 

Pacher et al., 2006).  

 

Le gène qui code pour la XOR humaine a plus de 60 kb, il est composé de 36 exons et 35 

introns (Xu et al., 1996). Ce gène est localisé dans la bande p22 du chromosome 2 (Ichida et 

al., 1993; Xu et al., 1994). La séquence de la XOR humaine est de 1333 acides aminés, elle 

est de 91% d'homologie avec celle de la XOR de la souris et du rat (Xu et al., 1994). 
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Figure 2: Structure de l’enzyme xanthine oxydoréductase.  
 

A: Structure cristalline de l’homodimère de la XOR bovine; les domaines identiques des deux 
sous unités sont représentés par les mêmes couleurs (claire pour le monomère à gauche, et 
plus foncées pour celui à droite): en rouge le domaine du Fe2 / S2, en vert le domaine du FAD 
et en bleu le domaine Mo (Enroth et al., 2000). B: Les trois domaines des sous unités de la 
XOR, leurs tailles et leurs cofacteurs associés (Enroth et al., 2000). C: Structure secondaire de 
la XOR, le flèches indiquent les sites de protéolyse par la trypsine (Amaya et al., 1990) et les 
étoiles indiquent les résidus cystéines modifiés lors de la conversion réversible de la XOR 
(Cys 535, Cys 992) (Nishino and Nishino, 1997).  
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1.2. Distribution et localisation de la XOR 

La XOR est une enzyme distribuée dans la plus part des êtres vivants, comme les 

bactéries (Woolfolk and Downard, 1977), les végétaux et l'homme (Kooij et al., 1992). Le 

gène de la XOR est hautement exprimé dans le foie et l'intestin grêle où il a une forte activité 

(Parks and Granger, 1986 ; Wright et al., 1993).  

Les études ont montré que l'enzyme est localisée dans les différents tissus des 

mammifères, en particulier les cellules hépatiques et les cellules endothéliales des capillaires 

sanguins (Moriwaki et al, 1993). Dans les tissus humains, la XOR se trouve dans le foie, 

l’intestin grêle et la glande mammaire (Linder et al., 1999).     

Les méthodes de localisation intracellulaire montrent que la XOR se trouve à fortes 

concentrations dans le cytoplasme (Jarasch et al, 1981) et au niveau de la membrane cellulaire 

(Rouquette et al., 1998), et elle est très abondante dans le lait (Mather, 2000).  

1.3. Propriétés enzymatiques et mécanisme d'action 

La XOR catalyse la conversion de l'hypoxanthine en xanthine et la xanthine en acide 

urique (le produit final du catabolisme des purines humains) (Usuda et al., 1988).  

Les études ont montré que l'oxydation de la xanthine et de l’hypoxanthine se fait au 

niveau du centre Mo de l'enzyme en le donnant deux électrons (Xia  et al., 1999) qui sont 

transférés au centre FAD par l'intermédiaire des centres  Fe2 / S2 (Hille and Anderson, 1991), 

qui sont considérés comme réservoirs d'électrons (Figure 3) (Olson et al., 1974a).  

Ensuite le NAD+, ou l'O2, accepte les électrons à partir du centre FAD (Figure 3) (Olson 

et al., 1974b; Hille and Massey, 1981a).  L'oxygène moléculaire (O2) peut être réduit par la 

XO soit d'une manière bivalente pour donner le peroxyde d'hydrogène (H2O2), ou d'une 

manière univalente pour donner le radical superoxyde (O2
°-) (Hille and Massey, 1981a). Le 

radical hydroxyle (OH°) peut donc se former à partir de l'H2O2 via les réactions de Fenton et 

Haber-Weiss. Par contre, le NAD+ se fixe au centre FAD de la XDH, et donc deux électrons 

sont transférés au NAD+ pour le réduire de manière bivalente en NADH (Harris and Massey, 

1997a). 
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Les deux formes de la XOR peu vent aussi fonctionner comme une NADH oxydase 

(Figure 3) (Harris and Massey, 1997b; Sanders et al., 1997; Zhang et al., 1998). Le NADH se 

réagit directement avec le centre FAD pour le réduire en FADH2 qui donne les électrons à l'O2 

pour le réduire en O2
°- ou en H2O2 (Sanders et al., 1997; Zhang et al., 1998). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3: Schéma de l’oxydation de la xanthine et l’hypoxanthine au niveau du site Mo, et du 
NADH au niveau du site FAD. Et la réduction du NAD+ ou de l’O2 au niveau du site FAD 
(Harrison, 2002). 

 

Le radical nitroxyle (NO°) est normalement produit par la NO synthase (NOS), mais dans 

les conditions hypoxiques (anaerobiques), cette enzyme ne peut pas le produire (Berry and 

Hare, 2004). Donc la XOR joue le rôle du NOS. En présence de nitrite (NO2
-) et d'un substrat 

réducteur (Xanthine ou NADH), le NO° est formé au niveau du site Mo (Figure 4). Ensuite, le 

site FAD catalyse la production de l’O2
°- en présence de l'oxygène moléculaire. Le 

superoxyde produit se combine avec le NO° pour former le peroxynitrite (ONOO-), qui est 

une espèce oxydante non radicalaire extrêmement toxique (Godber et al., 2000; Harrison, 

2002). 
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Figure 4: Rôle de la XOR dans l’oxydation du NADH et la génération du radical nitroxyle 
(NO°) et du peroxynitrite (ONOO-) (Harrison, 2002). 

 

Donc le mécanisme réactionnel de la XOR consiste en deux demi-réactions, d'oxydation 

et de réduction (Olson et al., 1974a). La demi-réaction de réduction se passe au niveau du site 

Mo où la xanthine subit une oxydation, de telle façon un hydrogène est transféré au site MoVI 

oxydé pour le réduire en MoIV (Figure 5) (Xia et al., 1999). En même temps, dans la même 

position de la xanthine, se fixe un groupement hydroxyle qui forme l'acide urique.  Ce 

groupement hydroxyle est dérivé à partir d'une molécule d'eau (H2O) (Murray et al., 1966).  

La  demi-réaction d'oxydation se passe au niveau du site FAD (Hille and Nishino, 1995), 

où se fait un transfert intramoléculaire d'électrons entre les sites Mo et FAD midié par le site 

Fe2 / S2 pour réoxyder le MoIV en MoVI avec une libération du produit (acide urique) suivie 

d'une réduction du FAD en FADH2 (Figure 5) (Olson et al, 1974a). Si la demi-réaction 

d'oxydation est catalysée par la XDH, le NAD+ est fixé sur le FADH2 et donc subit une 

réduction bivalente par les deux électrons du FADH2 (Harris and Massey 1997a). Par contre, 

si la demi-réaction d'oxydation est catalysée par la XO le substrat oxydant est l'O2 qui sera 

réduit soit d'une manière univalente pour donner l’O2
°-, soit d'une manière bivalente pour 

donner l’H2O2 (Hille and Massey, 1981a).   
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Figure 5: Mécanisme réactionnel de la XDH (A) et de la XO (B) (Hille, 1996 modifiée). 

 

 

 

MoVI 

Fe/S 

Fe/S 

FAD 

MoVI 

Fe/S 

Fe/S 

FAD 

MoIV 

Fe/S 

Fe/S 

FAD 

MoVI 

Fe/S 

Fe/S 

FADH2 

MoVI 

Fe/S 

Fe/S 

FAD 

MoVI 

Fe/S 

Fe/S 

FADH 

Xanthine 

Xanthine Acide urique 

Acide urique 

O2 
�2 

(1) (3) (2) 

(5) 

(4) 

(6) 

Réduction univalente  

Réduction bivalente  

O2
°- O2

°- 

MoVI 

Fe/S 

Fe/S 

FAD 

�2 

H2O2 

(7) 

MoVI 

Fe/S 

Fe/S 

FAD 

MoVI 

Fe/S 

Fe/S 

FAD 

MoIV 

Fe/S 

Fe/S 

FAD 

MoVI 

Fe/S 

Fe/S 

FADH2 

   Xanthine 

Xanthine Acide urique 

Acide urique 

NAD+ 

(1) (3) (2) (4) 

MoVI 

Fe/S 

Fe/S 

FAD 

MoVI 

Fe/S 

Fe/S 

FAD_NADH 

NADH 

(5) (6) 

 (A) 

(B) 



 

- 10 - 

1.4. La conversion de la XDH en XO  

La XOR existe sous deux formes: type D et type O. La forme dominante de la XOR qui 

se trouve in-vivo est le type D (Della Corte et al., 1969; Stirpe and Della Corte, 1969; Waud 

and Rajagopalan, 1976a). Chacune des deux formes préfère un accepteur d'électrons différent 

de celui de l'autre forme. Le type D préfère la réduction du NAD+ et le type O préfère la 

réduction de l'O2 (Harrison,  2002). 

La conversion de la XDH en XO se fait via différentes voies; la première es t  dû au  

traitement de la XDH par les protéases, comme la trypsine, la chymotrypsine ou la 

poncréatine, elle est donc irréversiblement transformée en XO (Della Corte et al., 1969; Stirpe 

and Della Corte, 1969;  Nishino and Tamura, 1991). Ces enzymes provoquent une 

modification dans le groupe d'acides aminés (Phe 549, Arg 335, Trp 336, Arg 427) et donc 

l'interaction entre Phe 549 et Trp 336 est rompue, ce qui change la structure du site actif FAD 

et celui-ci devient inaccessible au NAD+. Ce changement structurale forme un canal facilitant 

le rapprochement de l'O2 au site FAD (Kuwabara et al., 2003). 

La deuxième conversion de la XDH est réversible, elle est dû à l'oxydation des 

groupements thiols de la Cys 535 et la Cys 992 (Nishino and Nishino, 1997) dans des 

conditions d'incubation à 37 °C (Della Corte and Stirpe, 1972),  e xposition aux agents 

sulphydryls (Waud and Rajagopalan, 1976b) et l'exposition aux conditions anaérobiques 

(Della Corte et al., 1969). 

Quelques composés,  t e l s q u e  l ' o x y g è n e ,  le 4,4-dithiodipyridine et  le p-

hydroxymercuribenzoate, provoquent l'oxydation de 14 groupements sulphydryls libres (SH) 

dans le type D de l'enzyme XOR en formant des ponts disulfures (Waud and Rajagopalan, 

1976a). Ce changement de conformation du site catalytique de l'enzyme type D le rend de 

type O. Ensuite les ponts disulfures sont réduits par des composés réducteurs des groupements 

sulphydryls tel que le dithiothreitol (DTT) (Parks et al., 1988).  
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1.5. Les formes inactives de la XOR 

La XOR a deux formes inactives, l'une est démolybdo-XOR et l'autre est désulfo-XOR. 

Ces formes représentent environ 60 % de l'enzyme du lait bovin (Bray, 1975) et plus de 97 % 

du lait humain (Baghiani et al., 2002; 2003).  

Ces deux formes ne peuvent pas oxyder les composés qui réagissent au niveau du centre 

Mo, comme la xanthine et l'hypoxanthine, cependant elles ont l'activité à réagir avec le 

NADH au niveau du centre FAD (Bray, 1975). La forme démolybdo est dépourvue d'atome 

Mo ou le cofacteur ptéridine (Massey and Edmondson, 1970). Dans la forme désulfo, l'atome 

de soufre au niveau du site Mo est remplacé par un atome d'oxygène. Cette enzyme désulfo 

peut récupérer son activité après une résulfuration  en l’incubant avec des composés sulfures 

comme le (Na2S) (Baghiani et al., 2003). 

1.6. Rôles physiologiques de la XOR 

La XOR joue un rôle principal dans le catabolisme des purines en acide urique (Bray, 

1975), mais elle a aussi d’autres fonctions plus larges dans la physiologie de l’organisme tels 

que son rôle dans l’absorption du Fer au niveau de l’intestin et le foie (Topham et al., 1982).  

Hancock et ses collaborateurs (2002) ont pu montrer une activité antimicrobienne de la 

XOR du lait humain et bovin qui inhibe la croissance bactérienne in vitro d’une manière 

nitrite-dépendante suggérant l’implication du NO° et du ONOO-. In vivo, les nourrissons 

ayant reçu du lait maternel riche en XOR ont moins de risques de développer des 

gastroentérites que ceux ayant reçu la formule infantile (Stevens et al., 2000). En 1995, Van 

den Munckhof et ses collaborateurs ont pu détecter des bactéries partiellement détruites 

entourées par la XOR dans les cellules épithéliales de l’intestin du rat. Ils ont supposé que ces 

bactéries ont été attaquées par le superoxyde et le peroxyde d’hydrogène générés par la XOR.  

La XO a une action antivirale en  catalysant la conversion du retinaldéhyde en acide 

retinoïque. Les dérivés de cet acide peuvent inhiber la croissance virale empêchant ainsi la 

propagation de l’infection (Taibi et al., 2001).  



 

- 12 - 

1.7. Rôles pathologiques de la XOR 

1.7.1. Rôle de la XOR dans l’inflammation  

Au cours de l’inflammation, la XOR est activée par différents interférons, tels que TNF-α  

et C5a, qui provoquent la conversion de la XDH en XO (Friedl et al., 1989).  A lors, l a  

production de ROS est élevée. Ce qui provoque l'activtion de NF-kB régulateur de la 

production des cytokines (TNF-α, IL-1, IL-2 et IL-6) (Schreck and Baeuerle, 1991; Burdon 

and Gill, 1993).  

Les ROS produites par la XOR peuvent également réagir avec les composés de la 

membrane cellulaire, tel l’acide arachidonique, pour produire des lipides chimioattractants des 

neutrophiles amplifiant ainsi la réponse inflammatoire (Perez et al., 1990). 

L’inflammation est une réaction de défense contre les invasions externes, mais elle peut 

s’amplifier d’une manière incontrôlable conduisant à l’apparition de différents désordres et 

maladies inflammatoires. La XOR, impliquée dans le déroulement de la réaction 

physiologique de l’inflammation, participe également dans son amplification par sa capacité 

de produire les ROS. Dans l’arthrite rhumatoïde, la XOR amplifie l’inflammation synoviale 

conduisant à l’érosion de l’os et la propagation de la maladie (Blake et al., 1997). 

1.7.2. Rôle de la XOR dans l’ischémie / réperfusion  

Granger et ses collaborateurs (1981), ont lancé leur hypothèse qui dit q u e les ROS 

produits par la XOR provoquent les lésions ischémiques dû au catabolisme de l'ATP pendant 

l'hypoxie, ce qui conduit à l’augmentation de concentration de l’hypoxanthine (Figure 6).  

Lorsque la concentration intracellulaire de L'ATP est diminue, il se produit u n  

déséquilibre dans le gradient ionique de part et d'autre de la membrane plasmique conduisant 

ainsi a l'entré de Ca2+ à   l ’ intérieur de la cellule. L ’ augmentation de la concentration 

cytoplasmique en Ca2+ provoque l'activation des protéases Ca2+-dépendantes (Granger et al, 

1981; Mc Cord, 1985) qui catalysent la conversion irréversible de la XDH, prédominante in 

vivo, en XO (Figure 6) (Della Corte and Stirpe, 1968; Granger et al, 1981; Kooij et al., 1992). 
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Dans la réperfusion, la XO oxyde l'hypoxanthine accumulé en xanthine, et la xanthine en 

acide urique, et réduit l'O2 en O2
°- et H2O2 (Figure 6) (Hille and Massey, 1981a). L'interaction 

entre ces deux espèces par la réaction de Haber–Weiss produit le radical hydroxyle, 

provoquant ainsi des lésions tissulaires (Huang et al., 2001).  

 

 

Figure 6: Mécanisme de génération des ROS par la XOR dans les tissus lors du processus 
d’ischémie / réperfusion (Granger et al., 1981).  
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1.7.3. Rôle de la XOR dans d'autres maladies 

Les ROS produits par la XOR peuvent provoquer plusieurs maladies tels que l’arthrite, 

l’asthme, l’athérosclérose, le Parkinson et l’Alzheimer (Squadrito, 2000).  

La XOR produit l’acide urique, l’augmentation de la concentration de ce produit 

provoque la goutte. C’est une maladie qui se traduit par une hyeruricémie, et aboutissant à des 

précipitations uratiques dans différents tissus, en particulier  dans les articulations (Nuki, 

2006). L’hyperuricémie est dû a une insuffisance rénale, donc la quantité d’acide urique 

éliminé diminue et il s’accumule dans le sang. Les cristaux d’acide urique se déposent au 

niveau des articulations, ce qui provoque une destruction des os avec des douleurs à chaque 

mouvement (Enomoto et al., 2002).   

1.8. Les inhibiteurs de la XOR 

Les inhibiteurs de la XOR peuvent être des analogues de substrats puriniques ou des 

molécules n’ayants aucune relation structurale avec les substrats biologiques de l'enzyme. Les 

deux types d'inhibiteurs réagissent au niveau ou pré du site Mo (Hille and Massey, 1981a). 

1.8.1. Les inhibiteurs analogues de substrats  

Ce type d'inhibiteurs analogues de substrats renferme le groupe des pyrazol[3,4-

d]pyrimidine, et en particulier l'allopurinol (1,5-dihydro4-hydroxypyrazolo[3,4-d]pyrimidin-

4-one) et l 'oxypurinol (4,6-dihydroxypyrazolo[3,4-d]pyrimidine) (Figure 7) (Hille and 

Massey, 1981a; Pacher et al.,  2006). 

L'allopurinol est donné comme traitement de la goutte par administration avec 

l'alimentation et les médicaments (Rott and Agudelo, 2003; Terkeltaub, 2003; Bieber and 

Terkeltaub, 2004; Schlesinger, 2004; Pea, 2005; Wortmann, 2005). L'allopurinol est oxydé 

rapidement par la XO in-vivo pour former son métabolite actif, oxypurinol (alloxanhine), qui 

inhibe également la XO de manière non-compétitive.  À  concentrations élevées de 

l'allopurinol, il se comporte comme un inhibiteur non-compétitif, mais à concentrations moins 

élevées il inhibe l'enzyme compétitivement (Pacher et al., 2006).  
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Les deux inhibiteurs (allopurinol et oxypurinol) peuvent aussi réagir comme des 

scavengers de radicaux libres produits par la XOR (Augustin et al, 1994). Pour cela, on ne 

peut pas confirmer q u e  l'allopurinol et l'oxypurinol ont un effet inhibiteur ou un effet 

scavenger (Moorhouse et al., 1987 ).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7: A: Structures des substrats puriniques de la XOR. B: Structures des inhibiteurs de 
la XOR analogues de substrats (Truglio et al., 2002).  

 

1.8.2. Autres inhibiteurs de la XOR  

Il existe d’autres inhibiteurs de la XOR tels que: le Cyanide, l'Arsenite, le Méthanol, et le 

formaldéhyde. Le cyanure inhibe la XOR en libérant le soufre du site Mo, donnant naissance 

à la forme désulfo inactive de la XOR (Hille and Massey, 1981b). Alors que l'arsenite 

interagit avec le molybdène de l'enzyme XOR et bloque le transfert d'électrons du centre 

molybdène vers les centres Fe2 / S2 et FAD (Stewart et al., 1984). 

La XOR peut être inhibée par son produit, l'acide urique, de  manière non compétitive 

(Tan et al., 1993), et la concentration élevée de ROS diminue l'activité de la XOR (Terada et 

al., 1991). 
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Le febuxostat; acide 2-[3-cyano-4-(2-methylpropoxy)phenyl]-4methylthiazole-5-

carboxylique, est un inhibiteur synthétique non purinique (Figure 8) spécifique de la XOR. Il 

inhibe sélectivement les deux formes de la XOR mais pas les autres enzymes catalyseurs du 

métabolisme des purines (Yasuhiro et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

Figure 8: Structure de l’inhibiteur synthétique non purinique febuxostat (Pacher et al., 2006). 

 

Les flavonoїdes sont des inhibiteurs naturels de la XOR isolés des plantes (Lin et al., 

2002). Les études ont montré que les flavonoїdes inhibent la XOR de manière compétitive 

(Lin et al., 2002; Van Hoorn et al., 2002; Da Silva et al., 2004). Des études menées sur 

l’inhibition de la XO par les flavonoides ont montrées théoriquement l’existence de 

similarités structurales entre le cycle A des flavonoides et le noyau purinique de 

l’hypoxanthine et la xanthine (Rastelli et al., 1997). 
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2. Le stress oxydatif 

Le stress oxydatif est un déséquilibre dans la balance pro-oxydants / antioxydants, que se 

soit par déficit en antioxydants ou par suite d’une surproduction de radicaux libres (Favier, 

2003).   

2.1. Les radicaux libres et les espèces réactives de l’oxygène 

Un radical libre est une espèce chimique (atome ou molécule) possédant, sur sa couche 

externe, un ou plusieurs électrons célibataires (Morris, et al., 1995; Ahmad, 1995; Halliwell 

and Gutteridge, 1999). Ils peuvent être dérivés de l’oxygène (Reactive Oxygene Species : 

ROS) ou d’autres atomes comme l’azote (Reactive Nitrogene Species : RNS) (Ahmad, 1995). 

La présence d’un électron célibataire confère aux radicaux libres une grande réactivité (demi-

vie courte), et ils ont tendance: soit à capter un autre électron ; c’est alors un radical oxydant 

(Exemple: OH° + e- => OH-), soit à le céder ; c’est alors un radical réducteur (Ahmad, 1995). 

Les espèces réactives de l’oxygène regroupent les radicaux libres de l’oxygènes et 

certains dérivés oxygénés non radicalaires dont la toxicité est importante et qui peuvent être 

des précurseurs de radicaux tels que le peroxyde d’hydrogène (H2O2) (Morris, et al., 1995; 

Favier, 2003). 

2.2. Sources des radicaux libres 

 Les principales sources des radicaux libres sont soit endogènes ou exogènes, elles sont 

résumées dans le Tableau 1.  

Tableau 1 : Les principales sources des ROS 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Sources des ROS 
Endogènes Exogènes 

• Mitochondries 
• Phagocytoses 
• Xanthine oxydase 
• Métaux de transition 
• Peroxysomes 
• Exercice physique  
• Inflammation 
• Choc 
• Ischiémie/reperfusion 

• Cigarette 
• Radiation ionisantes 
• Pollutions diverses 
• Rayonnement UV 
• Produits chimiques & médicaments 
• Ozone 
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2.2.1. Sources endogènes  

Le peroxysome est une source importante dans la production cellulaire de H2O2 car cet 

organite contient de nombreuses enzymes générant du H2O2. Toutefois ce dernier est utilisé 

comme substrat par la catalase peroxysomale afin de réaliser des réactions de peroxydation 

d’autres substrats. Ces réactions sont importantes dans les processus de détoxification 

présents dans le foie et le rein (Boveris et al., 1972; Moure et al., 2001; Belviranli and 

Gökbel, 2006). 

Le réticulum endoplasmique lisse contient les enzymes qui catalysent une série de 

réactions pour détoxifier les molécules liposolubles et d’autres produits métaboliques toxiques 

(Turrens et al., 1982; Freeman et al., 1983). La plus connue de ces enzymes est le cytochrome 

P450 qui oxyde les acides gras insaturés et les xénobiotiques, produisant ainsi les ROS (Morel 

et al., 1999). 

La xanthine oxydase (XO) est une enzyme soluble qui génère les ROS en réduisant 

l’hypoxanthine en xanthine et la xanthine en acide urique (Hrrison, 2002). Dans la deuxième 

réaction l’oxygène moléculaire agit comme un accepteur d’électrons produisant ainsi l’anion 

superoxyde (Harrison, 2002; Da Silva et al., 2004; Pacher et al., 2006):  

                                                 Xanthine oxydase 

     Xanthine + 2 O2 + H2O                                              Acide urique + 2 O2
°- + 2H+ 

Cette enzyme est présente dans le sang, les cellules endothéliales des capillaires et de 

façon très importante dans le foie et les intestins. La localisation cellulaire de la xanthine 

oxydase est principalement cytoplasmique (Ahmad, 1995; Harrison, 2002). 

Le NADPH oxydase (NADPHO) joue un rôle fondamental dans la réponse immunitaire 

et plus précisément dans la lutte contre les micro-organismes (Babior, 1999). En effet, lors de 

la phagocytose, cette enzyme présente dans la membrane plasmique des phagocytes, catalyse 

la formation d’O2
°- (Ahmad, 1995; Krause, 2004): 

 

        2O2 + NADPH                           2 O2
°- + NADP+ + H+ 

NADPHO 
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Les ions métalliques, comme le fer et le cuivre s o u s   leur  forme réduite, sont de 

remarquables promoteurs de processus radicalaires in vitro: ils transforment l’H2O2 en radical 

hydroxyle OH°. Les destructions cellulaires (hémolyse, cytolyse hépatique) entraînent une 

libération de ces métaux pouvant engendrer un stress oxydant. La formation du radical 

hydroxyle (OH°) à partir du peroxyde d’hydrogène (H2O2) en présence de fer ferreux est dite 

réaction de Fenton. Il est le radical libre le plus réactif (Ahmad, 1995): 

                       H2O2 + Fe2+                        OH° + Fe3+ + OH- 

 

L’anion superoxyde permet aussi de reformer le fer ferreux à partir du fer ferrique : 

                 Fe3+ + O2
°-                           Fe2+ + O2 

Globalement, cette suite de réactions est appelée cycle  d’HABER-WEISS : 

                 H2O2 + O2
°-                      O2 + OH- + OH° 

La mitochondrie es t  la  principale source de ROS par l’intermédiaire de sa chaîne 

respiratoire. Elle produirait en effet 90 % des ROS cellulaires. Il existe deux sites de 

production de ROS : les complexes I et III (Balaban et al., 2005) (Figure 9).  

 

Figure 9 : Sites de production de ROS au niveau de la chaîne respiratoire (Cadenas and 
Davies, 2000).  
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2.2.2. Sources exogènes  

L’organisme humain est soumis à l’agression de différents agents capables de donner 

naissance à des radicaux libres. Les rayonnements UV induisent la synthèse de radicaux libres 

(O2
°-, OH°, ½ O2) et de molécules génératrices de radicaux libres (H2O2) (Ward et al., 1987). 

Des toxiques tels que l’oxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO2), présents dans 

notre environnement (goudron, tabac, polluants industriels), participent à la genèse de 

radicaux libres car ils sont responsables d’une auto-oxydation des acides gras polyinsaturés 

des alvéoles pulmonaires (Bartsch and Nair, 2000; Bonnefont-Rousselot et al., 2001): 

                                 NO2
°  +  -CH2-CH=CH-                        HNO2  +  -C°H-CH=CH- 

Ces toxiques peuvent aussi réagir avec le peroxyde d’hydrogène produit par les 

macrophages au niveau des alvéoles pulmonaires et donner naissance à des radicaux OH°. La 

fumée de cigarette joue un rôle majeur dans la formation de ces espèces radicalaires (Pinkus 

et al., 1996).  

D’autres toxiques agissent par transfert d’électrons, tels que le tétrachlorure de carbone 

(CCl4) dont la toxicité s’exerce par l’intermédiaire des radicaux CCl3
° et mis en évidence dans 

des hépatocytes de rats (Kanter et al., 2003). La réduction de CCl4 en CCl3
° s’effectue par 

deux voies: soit sous l’action du cytochrome P450 hépatique ;         

CCl4 + e-              Cl- + CCl3
°,   

soit en présence de fer ferreux ;         CCl4 + Fe2+            Cl- + CCl3
° + Fe3+ 

En 1988, Knecht et Mason ont montré que le CCl3
° était capable d’induire l’auto-

oxydation des acides gras polyinsaturés, et donc de provoquer une augmentation importante 

des hydroperoxydes lipidiques. 
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2.3. Principales cibles des ROS 

2.3.1. Les lipides  

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de 

l’attaque par le radical hydroxyle capable d’arracher un hydrogène sur les carbones situés 

entre deux doubles liaisons (Favier, 2003). Cette réaction est appelée péroxydation lipidique. 

Le radical formé (R°) subit un réarrangement interne dû au déplacement de la double liaison la 

plus proche de l’électron célibataire (Fulbert and Clas,1992). 

La péroxydation lipidique provoque une augmentation croissante de la perméabilité des 

membranes cellulaires induisant une altération irréversible des propriétés fonctionnelles de la 

cellule, pouvant aller jusqu’à la lyse complète (Favier, 2003). La péroxydation lipidique 

aboutit à la formation de nombreux dérivés toxiques. Parmi ces dérivés, le MDA 

(malondialdéhyde) a une demi-vie plus longue que celle des radicaux libres et diffuse 

facilement. Il peut former des liaisons avec les bases de l’ADN et est lui-même mutagène 

(Ahmad, 1995). 

2.3.2. Les protéines 

Les protéines sont aussi sensibles aux attaques radicalaires. Les ROS sont capables de 

réagir avec différents acides aminés des chaînes des protéines. Les plus sensibles à leur action 

sont les acides aminés aromatiques tels que le tryptophane, la tyrosine, l’histidine, sur lesquels 

le radical OH° s’additionne, modifiant la conformation de la protéine (Favier, 2003). Sur les 
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acides aminés contenant un atome de soufre tels que la cystéine et la méthionine, l’oxydation 

par les radicaux libres conduit à la formation de ponts disulfures. De nombreux enzymes 

cellulaires et protéines de transport vont ainsi êtres oxydées et inactivées. Les protéines 

modifiées par oxydation perdent leurs propriétés biologiques, et deviennent beaucoup plus 

sensibles à l’action des protéases (Ahmad, 1995; Favier, 2003). 

2.3.3. L’ADN 

L’ADN est une molécule très sensible à l’attaque par les radicaux de l’oxygène, cinq 

classes principales de dommages oxydatifs médiés par OH° peuvent être générées. L’attaque 

radicalaire peut être directe et entrainer l’oxydation des bases, engendrant un grand nombre de 

bases modifiées : 8 oxo guanine, 8 nitro guanine, formamidopyrimidine, 8 oxo adénine, 

formimidouracile, 5 hydroxy cytosine, 5 hydroxy méthyl uracile, thymine diol, oxazolone. 

Mais le stress oxydant peut aussi attaquer la liaison entre la base et le désoxyribose, créant un 

site abasique, ou attaquer le sucre lui-même, créant une coupure de chaine simple brin 

(Favier, 2003). Des dommages indirects peuvent résulter de l’attaque des lipides dans la 

peroxydation génère des aldéhydes mutagènes, formant des adduits sur les bases de l’ADN de 

type MDA-guanine ou éthénodérivés. L’attaque radicalaire des protéines qui sont très 

nombreuses à enter en contact avec l’ADN pour le protéger (histones) ou pour le lire 

(enzymes et facteurs de la réplication ou de la transcription), entraine des pontages des 

protéines ou des adduits sur des bases de type lysinoguanine (Morris, et al., 1995; Ahmad, 

1995; Favier, 2003). 
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2.4. Les maladies liées au stress oxydant 

Le stress oxydant est la principale cause de plusieurs maladies (Tableau 2), la plupart de 

ces maladies apparaissent avec l’age car le vieillissement diminue les défenses antioxydantes 

et augmente la production mitochondriale de radicaux (Favier, 2003). 

 

Tableau 2 : Quelques maladies liées au stress oxydant 

 

Maladies Références 

Vieillissement 

 

Maladies cardiovasculaires  

 

Maladies autoimmunes  

Cancer 

Diabète 

 

 

 

Inflammations 

 

 

 

Maladie de Parkinson 

 

Maladie d’Alzheimer 

Arthrite 

 

(Harman, 1998; Mecocci et al., 2000 ;  

Ferrari, 2001). 

(Mitchinson and Ball, 1987; Yokoda et al., 

1988; Montagnier et al., 1998). 

(Halliwell and Gutteridge, 1999). 

(Marnett, 1987; Cerutti, 1994). 

(Grankvist et al., 1981 ; Brownlee et al., 

1984 ; Hunt et al., 1990 ; Baynes and 

Thorpe, 1999 ; Faure and Bonnefont-

Rousselot, 2005).  

(Hogg, 1998; Lefkowitz et al., 1999; 

Yoshikawa and Naito, 2000; Valentao et al., 

2002; Atawodi, 2005; Govindarajan et al., 

2004).  

(Halliwell and Gutteridge, 1999; Atawodi, 

2005; Govindarajan et al., 2004). 

(Montagnier et al., 1998) 

(Krane et al., 1990; Seiss, 1991; Aruoma, 

1993; Halliwell and Gutteridge, 1999). 

 



 

- 24 - 

3. Les antioxydants 

Un antioxydant peut être défini comme toute substance qui est capable, à concentration 

relativement faible, d’entrer en compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarder 

ou empêcher l’oxydation de ces substrats. Les antioxydants cellulaires sont non-enzymatiques 

et enzymatiques (Mates et al., 1999; Comhair and Erzurum, 2002; Droge,2002). 

3.1. Antioxydants enzymatiques 

3.1.1. La Superoxyde dismutase (SOD) 

La superoxyde dismutase catalyse la dismutation de l’anion superoxyde en H2O2 (Figure 

10) selon la réaction suivante : 

                                                  2 O2 + 2H2+      SOD          H2O2 +  O2 

La SOD existe sous trois formes qui se diffèrent par leur localisation cellulaire et par leur 

cofacteur métallique : une forme cytosolique et nucléique associée aux ions cuivre et zinc 

(Cu/Zn-SOD), une forme mitochondriale associée au manganèse (Mn-SOD) et une forme 

extracellulaire (EC-SOD). Il a été récemment montré que la Cu/Zn-SOD était également 

présente dans l’espace intermembranaire (Okado-Matsumoto and Fridovich, 2001 ; Strutz et 

al., 2001). 

3.1.2. La Catalase (CAT) 

La catalase est une enzyme capable de transformer le peroxyde d’hydrogène en eau et en 

oxygène moléculaire (Figure 10). La réaction catalysée par cette enzyme consiste en une 

dismutation du peroxyde d’hydrogène (Ahmad, 1995) : 

                                  Catalase-Fe3+ + H2O2                Composé I + H2O 

                                  Composé I + H2O2                  Catalase-Fe3+ + H2O + O2 

                                  Bilan:     2 H2O2                 2 H2O + O2 
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La catalase est composée de quatre sous-unités protéiques, chacune contenant un 

groupement héminique avec Fe3+ liéau site actif. Chaque molécule a habituellement une 

molécule de NADPH,H+ qui lui est liée, la protégeant ainsi d’une éventuelle inactivation par 

le peroxyde d’hydrogène (Bonnefont-Rousselot et al., 2003). 

3.1.3.  La Glutathion peroxydase (GPx) et la Glutathion réductase (GR) 

La glutathion peroxydase (GPx) agit en synergie avec la SOD puisque sont rôle est 

d’accélérer la dismutation du H2O2 en H2O et O2. Lors de cette réaction (Figure 10) deux 

molécules de glutathion réduit (GSH) sont oxydées en glutathion disulfure (GSSG) (Ahmad, 

1995). 

Le glutathion disulfure (GSSG) ainsi produit est à nouveau réduit par la glutathion 

réductase (GR) utilisant le NADPH comme donneur d’électron (Ahmad, 1995; Mates et al., 

1999). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10: Schéma des défenses antioxydantes enzymatiques. 

NADPHO 

     XO 
O2 

CAT 

SOD 

OH° 

H2O2 O2
°- 

GR 

H2O 

GPx 

GSH GSSG 

NADP+ NADPH 



 

- 26 - 

3.2. Antioxydants non enzymatiques 

3.2.1. La vitamine E (α -tocophérol) 

La vitamine E se fixe à la membrane cellulaire e t  inhibe l a  chaîne de réactions de 

peroxydation des lipides en capturant un radical lipidique peroxyle (LOO°). Elle devient à son 

tour un radical moins actif que le LOO° e t  pourra alors être pris en charge par une autre 

molécule antioxydante (Packer et al., 1997; Evans, 2000). 

3.2.2. La vitamine C (acide ascorbique) 

L’acide ascorbique est une vitamine hydrosoluble, qui se trouve dans le cytosol et dans le 

fluide extracellulaire. Elle peut capter directement l’O2
°- et l’OH°. Elle peut aussi réduire le 

radical α-tocophérol et ainsi permettre une meilleure efficacité de la vitamine E (Packer et al., 

1997; Evans, 2000). 

3.2.3. Les caroténoïdes 

Les caroténoïdes sont très nombreux et représentent la principale source alimentaire de 

rétinol. En plus de leur activité de provitamine A, les caroténoïdes sont capables d’inactiver 

l’oxygène singulet et les radicaux libres en neutralisant l’électron non apparié, les 

transformant ainsi en molécules ou ions stables (Krinsky, 1993). 

3.2.4. Les flavonoïdes 

Les flavonoïdes sont des substances naturelles issues des plantes, présentes dans tout le 

règne végétal. Ce sont des pigments responsables de la coloration des fleurs, des fruits et des 

feuilles (Galati and O’Brien, 2004; Peluso,  2006). Les flavonoïdes peuvent agir de différentes 

façons dans les processus de régulation du stress oxydant : par capture directe des espèces 

réactives de l’oxygène, par chélation de métaux de transition comme le fer (empêchant ainsi 

la réaction de Fenton) ou par inhibition de l’activité de certaines enzymes responsables de la 

production des ROS comme la xanthine oxydase (Halliwell, 1994). 
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4. Les polyphénols 

L’appellation « polyphénols » ou « composés phénoliques » regroupe un vaste ensemble 

de plus de 8000 molécules, divisées en une dizaine de classes chimiques, qui présentent toutes 

un point commun : la présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique à 6 

carbones, lui-même porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (OH) (Tapiero et 

al., 2002). Les polyphénols sont des produits du métabolisme secondaire des végétaux et 

présents dans tous les organes de la plante (Lugasi et al., 2003).  Les composés phénoliques 

(acides phénoliques, tannins et flavonoïdes)  forment le groupe des composés phytochimiques 

le plus important des plantes (Beta et al. 2005).  

4.1. Les acides phénoliques   

Les acides phénoliques sont contenus dans un certain nombre de plantes médicinales 

(Psotová et al., 2003). Comme exemple; acide chlorogénique, acide caféique, acide 

protocatéchique, acide vanillique, acide férulique, acide sinapique et acide gallique (Hale, 

2003). Il sont considérés comme substances phytochimiques avec des effets antioxydants et 

anti- inflammatoires. Pharmacologiquement, le mieux caractérisé est l’acide caféique (Psotová 

et al., 2003). L’acide férulique et l’acide caféique empêchent la formation du cancer des 

poumons chez les souris, l’acide gallique inhibe la formation du cancer oesophagien chez les 

rats (Hale, 2003).  

4.2. Les tannins   

Les tannins sont des polyphénols polaires d’origines végétales, existent dans presque 

chaque partie de la plante : feuilles, fruits et racines, leurs poids moléculaires compris entre 

500 et 3000 Da. Ils sont caractérisés par leur capacité antioxydante et leur propriété 

thérapeutique (Cowan, 1999). Ils sont divisés en deux groupes : 1) tannins hydrolysables qui 

sont des esters d’un sucre (généralement le glucose) et d’un nombre variable de molécules 

d’acide phénolique (acide gallique, dans le cas des tanins galliques, ou acide 

héxahydroxydiphénique (HHDP), dans le cas des tannins ellagiques). 2) tannins condensés 

qui sont formés par la condensation des unités flavan-3-ols et flavan-3-4-diols (Bruneton, 

1993).  
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4.3. Les flavonoïdes  

Le terme flavonoïde désigne une très large gamme de composés naturels appartenant à la 

famille des polyphénols (Bruneton, 1999). Ce sont des pigments responsables de la coloration 

des fleurs, des fruits et des feuilles. (Nijveldt et al., 2001; Erlund, 2004; Peluso, 2006). La 

plupart des flavonoїdes diététiques dans les aliments sont des 3-O-glycosides, mais peuvent 

également exister sous des formes aglycones (Medić- Šarić et al. 2004). La prise moyenne des 

flavonoїdes par l’homme s’étend de 25 mg/jour à 1 g/jour (Wang and Mazza, 2002).  

4.3.1. Structure chimique et biosynthèse des flavonoïdes 

Plus de 6000 flavonoïdes ont été identifiés (Harborne and Williams, 2000). Ils sont des 

composés dont la structure de base est constituée de deux noyaux aromatiques (A et B) reliés 

par un hétérocycle oxygéné (cycle C) (Figure 11). C'est le noyau Flavone de base (Erlund, 

2004).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11: Structure de base des flavonoïdes (Erlund, 2004). 
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Les flavonoïdes peuvent être subdivisés en 8 classes différentes (Flavones, Flavonols, 

Flavanones, Dihydroflavonols, Flavanols, Anthocyanidols, Chalcones et Aurones) (Erlund, 

2004; Peluso, 2006).  

La biosynthèse des flavonoïdes se fait à partir d'un précurseur commun, la 4,2',4',6'-

tétrahydroxychalcone (Figure 12) (Sakihama et al., 2002). Cette dernière est métabolisée sous 

l'action de l'enzyme chalcone isomérase en flavanone. Ensuite la flavanone est métabolisée en 

flavone par la flavone synthase, ou en dihydroflavonol par la (2S)-flavanone-3-hydroxylase. 

Le dihydroflavonol est métabolisé soit en flavonol en présence de la flavonol synthase, ou en 

flavan-3,4-diol par la dihydroflavonol-4-réductase. Le flavane-3,4-diols donne ensuite la 

flavane-3-ol et l'anthocyanidol. Ce dernier agit avec la 3-O-glycosyltransférase pour donner 

l'anthocyanoside (O'Connell and Fox, 2001).  
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Figure 12: La biosynthèse des flavonoïdes (Bruneton, 1999). 
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4.3.2. Classification des flavonoïdes 

A. Flavones et Flavonols 

Les Flavones et Flavonols sont caractérisés par la présence d'une double liaison entre C2 

et C3, et l'existence d'hydroxyle en C3 dans les flavonols (Figure 12) (Erlund, 2004). Le 

model de flavonoïde qui représente les flavones est l'apigénine, et la quercétine pour les 

flavonols (Peluso, 2006; Lotito and Frei, 2006).  

B. Flavanones et Dihydroflavonols 

Les Flavanones et Dihydroflavonols sont caractérisés par l'absence de la double liaison 

entre C2 et C3 (Figure 12). La seule différence entre ces deux classes est la présence 

d'hydroxyle en C3 dans les dihydroflavonols. Le modèle de flavonoïde qui représente les 

flavanones est la naringénine, et le dihydrokaempférol représente les dihydroflavonols (Heim 

et al., 2002; Peluso, 2006). 

C. Flavan-3-ols, Flavan-3,4-diols et Anthocyanidols 

Les flavan-3-ols, flavan-3,4-diols et les anthocyanidols sont hydrolysés en position C3 et 

dépourvus  d'oxygène en C4 (Figure 12). Cette position peut être libre en cas des flavan-3-ols 

et anthocyanidols, ou hydroxylées en cas des flavan-3,4-diols. Les anthocyanidols sont 

caractérisés par la présence des doubles liaisons entre C1-C2 et C3-C4 (O'Connell and Fox, 

2001; Heim et al., 2002; Peluso, 2006; Lotito and Frei, 2006).  

D. Chalcones et Aurones 

Les chalcones sont différentes des autres classes de flavonoïdes. De part elles sont 

constituées de deux cycles aromatiques (A et B) reliés par une chaine tri-carbonée, donc 

l'ouverture du noyau puranique central (C) (Figure 12). Les aurones sont caractérisées par 
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une structure de 2-benzylidène coumaranone (Sakihama et al., 2002; Peluso, 2006; Morris and 

Zhang, 2006). 

E. Les flavonoïdes glycosidiques 

La plupart des flavonoïdes sont sous forme glycosidique. Différents monosaccharides ou 

combinassions de di- ou trisaccharides peuvent être liés aux différents groupements 

hydroxyles des flavonoïdes aglycones (Williams and Harborne, 1994). Ces sucres peuvent 

être D-glucose, L-rhamnose ou galactose, et ils sont liés soit au groupement hydroxyle de la 

position C3, par exemple le pélargonidol-3-O-glucoside (Figure 12), ou de la position C7 

(Kemertelidze et al., 2000; Spencer et al., 2004; Erlund, 2004).  

4.3.3. Propriétés biologiques des flavonoïdes 

A. Inhibition enzymatique 

Les flavonoïdes peuvent arrêter la production des ROS par l'inhibition d'enzymes 

productrices de ces ROS (Pietta, 2000) comme la xanthine oxydase (Middleton et al., 2000; 

Potapovich and Kostyuk, 2003).  

La xanthine oxydase participe dans la production de radicaux libres (Mc Cord and 

Fridovich, 1968). Elle catalyse la conversion de l'hypoxanthine en xanthine et la xanthine en 

acide urique. Cette réaction s'accompagne de la génération d'O2
°- (Ahmad, 1995). 

L’allopurinol, qui est un analogue de purine, a été le seul inhibiteur de la xanthine 

oxydase utilisé en clinique pour le traitement de l'hyperuricémie et la goutte (Ishibuchi et al., 

2001). Mais les similarités structurales entre les composés puriniques et l’allopurinol 

entraînent une inhibition d’autres enzymes impliqués dans le métabolisme des purines (Young 

et al., 1974). Donc l’allopurinol a plusieurs effets toxiques tels que les troubles 
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gastrointestinales, réduction de la filtration glomérulaire, fièvre et insuffisance rénale 

(Horiuchi et al., 2000).  

Les recherches sont donc dirigées vers les inhibiteurs de la XO d'origine naturelle. 

Hanasaki et al. (1994), ont montré que les flavonoïdes peuvent agir sur l'activité de la 

xanthine oxydase et par conséquent, peuvent faire régresser la maladie de l a  goutte e t  

l'hyperuricémie en réduisant à la fois les concentrations d'acide urique et celles du radical 

superoxyde dans les tissus humains.  

Ces résultats ont été confirmés par Cos et ses collaborateurs (1998). Ils ont mesuré 

l'activité d'une trentaine de flavonoïdes sur la production d'acide urique (Figure 13). Les 

différents points qui ressortent de cette étude sont les suivants: 1) Seuls les flavonols et les 

flavones ont la capacité à inactiver la XO (Figure 13). Cette inhibition est du à la présence de 

la double liaison entre C2-C3. Les flavanones, les dihydroflavonols, les flavan-3-ols et les 

flavan-3-4-diols n’ont donc aucune influence sur l’activité de la xanthine oxydase. 2) En 

comparant les activités des flavones et de leurs analogues flavonols, on observe que l'absence 

du groupe hydroxyle en C3 augmente légèrement l'activité  (Figure 13). 3) Les flavonoïdes 

glycosylés ont des activités inférieures à celles des composés non glycosylés (Figure 13). Par 

exemple, la rutine est presque dix fois moins active que la quercétine.   
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Figure 13: Relation structure/activité des flavonoïdes sur l'inhibition de la xanthine oxydase 
(Les valeurs sont les IC50 exprimées en µM) (Cos et al., 1998). 
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B. Chélation des ions métalliques 

Les ions du fer (Fe2+) et du cuivre (Cu+) peuvent être à l'origine de la production de 

radicaux hydroxyles très réactifs à partir de l'espèce moins réactive H2O2 via la réaction de 

Fenton (Ahmad, 1995):  

                          H2O2 + Fe2+ (Cu+)                             °OH + -OH + Fe3+ (Cu2+)  

L'effet antioxydant des flavonoïdes peut être associé avec la chélation des  métaux tels 

que Fe2+, Cu2+, Zn2+ et Mg2+ (Hlliwell and Gutteridge, 1989 ; Van Acker et al., 1998 ; Heim 

et al., 2002). Les flavonoïdes ont la capacité de former des complexes, stables avec les ions 

métalliques (Afanas’ev et al., 1989) et donc l'inhibition de la réaction de Fenton et ainsi 

empêcher la production de ROS (Ferrali et al., 1997). Les sites essentiels pour la chélation des 

ions métalliques sont représentés dans la Figure14; un noyau catéchol sur le cycle B, les 

groupes 3-hydroxyle et 4-oxo du cycle C, les groupes 4-oxo et 5-hydroxyle entre les cycles C 

et A (Moridani et al., 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14: Sites proposés pour la chélation des ions métalliques (Men+) (Van Acker et al., 
1996). 
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C. Effet scavenger sur les radicaux libres 

Les flavonoïdes peuvent exprimer ces propriétés antioxydantes par différentes actions, 

une d'elles est l’effet scavenger des radicaux libres (Nijveldt et al., 2001). L'interaction des 

flavonoïdes avec de nombreux radicaux a été employée dans plusieurs études. Les flavonoïdes 

sont oxydés par les radicaux libres comme le superoxyde et le peroxyde d'hydrogène 

(Kumaran and Karunakaran, 2007), le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (Choi et al., 

2002; Céspedes et al., 2008), le peroxyl, l'alkoxyl et l'hydroxyle (Erben-Russ et al., 1987;  

Jovanovic et al., 1994) par transfert d'hydrogène. Le radicale réduit devient inactif 

(Middleton, 1996).  

                     Flavonoïde-(OH)  +  R°                         Flavonoïde-(O°)  +  RH  

Où R
° 

représente le radicale libre, Flavonoïde-(O°) est le radicale flavonoxy qui peut 

réagir avec un autre radicale pour former une structure quinone stable (Figure 15). 

 

 

                                   

 

 

 

Figure 15: Effet scavenger sur les radicaux libres (R°) par les flavonoïdes (Jovanovic et al., 
1994). 

 

De nombreuses études ont établi des relations entre les structures chimiques des 

flavonoïdes et leur capacité à piéger les radicaux libres (Jovanovic et al., 1994; Van Acker et 

al., 1996; Rice-Evans et al., 1996 ; Cotelle et al., 1996; Cao et al., 1997; Bors et al., 1997 ; 

Cos et al., 1998; Dugas et al., 2000 ; Pietta, 2000). En analysant les résultats concernant la 

capacité des flavonoïdes à piéger les radicaux libres, la communauté scientifique a pu 

conclure que les composés les plus actifs sont ceux qui combinent les trois critères suivants: 

la structure ortho-dihydroxy sur le cycle B (groupement catéchol) qui confère la stabilité au 

radical flavonoxy et participe à la délocalisation des électrons, la double liaison C2-C3 

adjacente à la fonction 4-oxo et la présence du groupe 3-OH en combinaison avec la double 

liaison C2-C3 (Rice-Evans et al., 1996).  

 

Flavonoïde  Radicale flavonoxy  

C 
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A titre d’exemple, la quercétine satisfait à tous ces critères et par conséquent, elle est le 

composé le plus actif de la famille des flavonoïdes (Rice-Evans et al., 1996) (Figure 16).  

 

 

 

 

 

 

Figure 16: Eléments essentiels pour l’activité antioxydante des flavonoïdes (Rice-Evans et  
al., 1996). 

 

D. Autres activités biologiques des flavonoïdes 

Les propriétés des flavonoïdes sont largement étudiées dans le domaine médical où on 

leur reconnaît des activités anti-bactériennes et anti-virales, anti- inflammatoires, anti-

allergiques, anti-ulcéreuses et anti-cancéreuses. Le Tableau 3 montre quelques références de 

ces activités. 
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Tableau 3: Quelques activités biologiques des flavonoïdes 

Activités biologiques des flavonoïdes Références 

Propriétés anti-virales et anti-bactériennes  

 

 

Propriétés anti- inflammatoires 

 

Effets anti-allergiques 

 

Effets anti-ulcéreux 

Effets anticancéreux 

 

(Kaul et al., 1985; Critchfield et al., 1996; 

Afolayan and Meyer, 1997; Cowan, 1999; 

Cottiglia et al., 2001; Mbaveng et al., 2008) 

(Gabor, 1986; Ferrandiz and Alcaraz, 1991; 

Tordera et al., 1994; Middleton et al., 2000) 

(Middleton and Drzewiecki, 1984; Gabor, 

1986; Di Carlo et al., 1999) 

(Izzo, 1996; Di Carlo et al., 1999) 

(Middleton et al., 2000; Bracke et al., 1991; 

Larocca et al., 1994; Makimura et al., 1993) 
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5. La plante médicinale Ajuga iva L. 

Les plantes médicinales ont été employées pendant des siècles comme remèdes pour les 

maladies humaines parce qu’elles contiennent des composants de valeur thérapeutique 

(Nostro et al., 2000). Les substances naturelles issues des végétaux ont des intérêts multiples 

mis à profit dans l’industrie: en alimentation, en cosmétologie et en pharmacie (Bahorun, 

1997). Il y a eu donc un réveil vers un intérêt progressif dans l’utilisation des plantes 

médicinales dans les pays développés comme dans les pays en voie de développement, parce 

que les herbes peuvent guérir les malades avec moins d’effets secondaires (Fouché et al., 

2000).  

5.1. Description de la plante 

Ajuga iva (Chendgoura) est une petite plante vivace de goût amer de 5-10 cm, à tiges 

vertes rampantes et velues, à feuilles vertes de 14-25 mm de longueur, linéaires, denses et 

couvertes de duvets (Figure 17). Les fleurs sont violettes, roses, ou jaunes, de 20 mm de 

longueur, la lèvre supérieure de la corolle est réduite ou absente et la lèvre inférieure est 

divisée en trois lobes velus. Les lobes latéraux sont petits, alors que le lobe central est 

relativement plus large décoré dans sa base par un axe central jaunâtre avec des spots de la 

même couleur de la fleur, généralement en violet. A l’intérieur de la fleur il y a quatre 

étamines liées à quatre carpelles noirs. Les graines sont marrons et ont la taille des graines de 

Nigella sativa (Halimi, 2004). 

Cette plante aromatique se développe dans le sol profond des terres friches à 2700 m de 

hauteur, dans la période étendue du printemps jusqu’à la fin de l’été. La période de floraison 

est entre Mai et Juin (Batanouny et al., 1999; Halimi, 2004). Elle est largement distribuée 

dans la région méditerranéenne: le sud de l’Europe et le nord de l’Afrique, en particulier en 

Algérie, Maroc, Tunisie, et en Egypte (Halimi, 2004). 
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5.2. Nomenclature de la plante 

Règne: Plantae  

Division: Spermatophyta (Angiospermae)  

Classe: Dicotyledones  

Ordre: Tubiflorae  

Famille: Lamiaceae / Labiatae 

Genre: Ajuga 

Espèce: iva 

Auteur: (L.) Schreber 

Nom commun (Arabe): Chendgoura, (Berber): Taftelba, (Français): Ivette, Petit if, 

Bugle, (Anglais): Herb ivy, Musky bugle 

La dérivation du nom: Ajuga, du latin "Jugum": joug. Avec le suffixe "a": sans joug, du 

fait que la corolle est dépourvue de lèvre supérieure. iva, est un ancien nom féminin latin qui 

est utilisé pour la première fois pour cette plante (Tutin et al. 1972; Ghedira et al., 1991; 

Halimi, 2004). 

5.3. Composition chimique de la plante 

La plupart des plantes contiennent les composés polyphénoliques, qui sont les meilleurs 

antioxydants (Rice-Evans et al., 1997). Les flavonoïdes et les tannins se trouvent en grande 

quantité dans l’Ajuga iva (El Hilaly et al., 2004). Elle contient aussi les anthocyanes, les 

acides phénoliques et d’autres substances en particulier l’ajugarine (Halimi, 2004). 

Les études ont montrés que l’ivette contient les trois majeurs ecdystéroides (makisterone 

A, 20-hydroxyecdysone et cyasterone), en plus du 24,28-dehydromakisterone A  et les deux 

nouveau phytoecdystéroides (22-oxocyasterone et 24,25-dehydroprecyasterone). Elle contient 

aussi le 2-deoxy-20-hydroxyecdysone, le polypodine B et le 14,15-dihydroajugapitine 

(Wessner et al., 1992 ; Bondi et al., 2000). Ben Jannet et al. (1999) ont isolés les ivaïdes A, B 

et C  d’Ajuga iva. Les cicatrisants (externes), les diterpénoides (clérodane), les iridoïdes et 

saponosides acides sont aussi des composés chimiques que les chercheurs les trouvent dans 

l’Ajuga iva , elle est très riche en fer (Ben Jannet et  al., 2000). 

http://www.maltawildplants.com/LABT/Ajuga_iva.php
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5.4. Utilisation traditionnelle de la plante 

En médecine traditionnelle, Ajuga iva (L.) Schreber (Labiatae) est utilisée entière sans 

racines. En Algérie, elle est employée, après macération aqueuse de plusieurs jours ou en 

poudre, pour traiter le diabète et l’hypertension. Elle est aussi consommée en poudre sec ou 

avec du miel pour surmonter son goût amer, pour traiter les troubles gastro-intestinales et 

contre l’ulcère de l’estomac. L’infusion de 20 à 30g de Chendgoura dans un litre d’eau; 2 ou 3 

tasses par jour est indiquée contre la fièvre, la diarrhée et les gaz. L’ivette est efficace contre 

les maux de tête et les maux de dents (mâcher une feuille fraîche). 

En usage externe, elle est souvent employée en applications locales contre les 

rhumatismes, et comme antiseptique et cicatrisante sur les plaies. D’autre part, la macération 

ou l’infusion serait utile pour débarrasser le cuir chevelu des parasites. En plus, elle a un effet 

antifongique et antimicrobien. Généralement, Ajuga iva possède toutes les propriétés de 

Artemisia herba alba et Thymus vulgaris. 

Chenni et ses collaborateurs (2007) ont étudié l’extrait aqueux d’Ajuga iva qui diminue 

les endommagements issus du stress oxydatif chez les rats traités par des doses élevées de 

cholestérol. Dans le même axe, Bouderbala et al. (2008) ont montré que l’extrait aqueux 

lyophilisé d’Ajuga iva peut réduire le stress oxydant et diminuer la péroxydation lipidique 

chez des rats hypercholestérolémiques. Et comme les flavonoïdes et les iridoïdes ont été isolés 

de cette plante (Ghedira et al., 1991), il a été suggéré que la défense antioxydante chez les rats 

hypercholestérolémiques traités par Ajuga iva peut être dû à ces composés. Les résultats des 

recherches de El-Hilaly et Lyoussi (2002) et de El-Hilaly  et s es collaborateurs (2006) 

suggèrent que Ajuga  i va  peut être considérée comme un agent anti-diabétique et 

hypolipidémique chez l’homme. En 2004, El-Hilaly et ses collaborateurs ont trouvé que 

l’extrait aqueux d’Ajuga iva a des propriétés vasodilatatrices et est donc considéré comme 

agent anti-hypertensif.  

Les études de Pascual-Villalobos et Robledo (1998; 1999) ont montré que l’extrait aqueux 

de Ajuga iva inhibe la croissance de la larve Tribolium castaneum (70-100% de mortalité). 

Son effet insecticide est aussi étudié par Simmonds et Blaney (1992) contre Spodoptera 

frugiperda e t  S. littoralis. L’ivette a une activité antibactérienne contre Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium et Pseudomonas aeruginosa (Ben Jannet et 

al., 1999). 
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Figure 17: Quelques photos d’ Ajuga iva. (A) la plante entière, (B) la fleure, (C) les feuilles 

et les fleurs.
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MATERIEL ET METHODES 

1. Matériel 

1.1. Matériel biologique 

Le lait bovin frais a été obtenu d’une ferme des environs de Sétif. Ajuga iva (Chendgoura) 

a été récoltée de  Djebel Guerioune, Aïn Mlila, Oum Elbouaghi, au mois de Mai 2006. Elle a 

été identifiée par Pr. Khalfellah N.,  Laboratoire de Biochimie génétique et Biotechnologie, 

Département de Biologie Végétale, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université 

Mentouri, Constantine.  

1.2. Réactifs chimiques et instrumentations 

Plusieurs réactifs chimiques ont été utilisés dans nos expériences, parmi ces produits: 

NaH2PO4,  Na2HPO4,  K 2HPO4, EthyleneDiamine Tetraacetic Acid (EDTA), Dithiothreitol 

(DTT), NaCl, NaOH, bicine, sulfate d’ammonium, Sodium Dodecyl Sulphate (SDS), gel 

d’héparine-agarose, xanthine, allopurinol, cytochrome c, quercétine, rutine, acide gallique, 

AlCl3,  K 3Fe(CN)6, FeCl3, gomme arabique, 2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH°), β-

carotène, acide linoléique, Butylated HydroxyToluene (BHT) et Tween 40, Bleu de 

Coomassie Brillant (CBB) G250, Acrylamide, B is-acrylamide,  Bleu brillant R250, glycine, 

proviennent tous de Sigma-Aldrich, les autres réactifs et solvants (méthanol, n-butanol, n-

hexane, chloroforme, acétate d’éthyle, acide phosphorique et acide acétique) ont été obtenus 

de Prolabo. 

Parmi l’appareillage utilisé: rotavapeur (BÜCHI), centrifugeuse 3-K30 (Sigma), 1601 

Shimadzu spectrophotomètre et le spectrophotomètre UV-Vis à double faisceau (Techcomp). 
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2. Méthodes 

2.1. Purification de la xanthine oxydase 

La purification de la xanthine oxydase du lait bovin (BMXO) a été réalisée selon la 

méthode de Nakamura et Yamazaki (1982) modifiée par Baghiani et al. (2003); le lait bovin a 

été centrifugé à 5000 rpm pendant 20 minutes.  

La crème flottante a été dissoute dans un volume double de phosphate de potassium 

(K2HPO4, 0.2 M) contenant 1 mM d’EDTA et 5 mM de DTT. Le mélange a été soumis à une 

agitation douce pendant 2 heures puis centrifugée à 6000 rpm pendant 20min. Le surnageant 

récupéré a été filtré sur laine de verre et additionné progressivement de 15 % (V/V) du 

butanol froid (-20 °C) et de sulfate d’ammonium 15 % (P/V), sous agitation douce pendant 1 

heure, puis centrifugé à 10000 rpm pendant 20 min. 

Après filtration du surnageant sur laine de verre, la XOR a été précipitée par ajout 

progressif de sulfate d’ammonium 20 % (P/V), sous agitation douce pendant 1 heure et 30 

min, puis centrifugation à 11000 rpm pendant 30 min. Le précipité (couche supérieure 

brunâtre) a été récupéré doucement et resuspendu dans un petit volume de tampon héparine 

(NaH2PO4 / Na2HPO4 25 mM, contenant 1 mM d’EDTA, pH 6.2), et dialysé contre ce même 

tampon pendant une nuit sous agitation. Afin d’éliminer les impuretés insolubles, le dialysat a 

été centrifugé à 18000 rpm pendant 60 min. Après filtration à travers un filtre de 45 µ m de 

diamètre, le produit final constitue l’extrait brut de la XOR. 

L’extrait brut obtenu a été déposé sur une colonne chromatographique contenant un gel 

d’héparine-agarose équilibré et lavée par le tampon héparine. La colonne a été ensuite lavée 

par le même tampon renfermant 0.1 M de NaCl. La XOR a été récupérée de la colonne par le 

tampon héparine contenant 0.2 M de NaCl, et dialysée contre un tampon Bicine 50 mM, pH 

8.3, pendant une nuit. Enfin, l’enzyme a été répartie en aliquotes de 0.5 ml et conservée à  

-20 °C jusqu’à son utilisation. La colonne a été régénérée par lavage avec une solution de 

NaCl 1 M puis avec le tampon héparine pour une nouvelle utilisation. 

Remarque: toutes les étapes ont été effectuées à 4 °C. 
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2.2. Contrôle de pureté de la XO 

La pureté de l’enzyme purifiée a été estimée par électrophorèse sur gel de polyacrylamide 

en présence de sodium dodécyl sulfate (SDS-PAGE) et par le rapport protéine / flavine PFR 

(Protein to Flavin Ratio), correspondant à la lecture de l’absorbance aux longueurs d’ondes 

280 nm et 450 nm (A280nm / A450nm). Une valeur 5 ou proche de 5 est un bon signe de pureté 

(Bray, 1975). 

Electrophorèse sur gel de polyacrylamide en présence de SDS 

L’électrophorèse sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) a été réalisée selon la méthode 

de Laemmli (1970); le gel de séparation (10 % d’acrylamide et 2.74 % de bis-acrylamide) a 

été préparé dans un tampon Tris-HCl (0.125 M, pH 6.8) contenant 0.1 % de SDS (P/V) et 

polymérisé par ajout de 0.042 % de N,N,N’N’ Tetramethylene diamine (TEMED) (V/V) et 

0.1%  de persulfate d’ammonium (P/V). Le gel de concentration a été préparé dans le même 

tampon Tris-HCl  (0.125 M, pH 6.8) contenant 0.1% de SDS (P/V) et polymérisé par ajout de 

0.1% de TEMED (V/V) et 0.1%  de persulfate d’ammonium (P/V). Les échantillons (XO, 

environ 1 mg / ml) ainsi que les standards des poids moléculaires (1 mg / ml) ont été préparés 

dans une solution échantillon constituée d’un tampon Tris-HCl (62.5 mM, pH 6.8), 2 % de 

SDS (P/V), 20 % de glycérol (V/V) et 0.005 % de bleu de bromophénol (P/V). Ensuite, ils ont 

été chauffés à 100 °C pendant 5 minutes. Les standards des poids moléculaires (Sigma) 

utilisés sont de 29000 Da à 205000 Da.  

La migration électrophorétique a été réalisée dans un tampon Tris-HCl (25 mM) 

contenant 0.192 M de glycine et 0.1 % de SDS (P/V) par application d’un courant électrique 

de 10 mA jusqu’à ce que les protéines pénètrent dans le gel de séparation, l’ampérage a été 

ensuite augmenté jusqu’à 37- 45 mA. Les protéines séparées ont été colorées pendant au 

moins une heure dans une solution de bleu de Coomassie 0.2 % (P/V) contenant 10 % d’acide 

acétique (V/V), 45 % de méthanol (V/V)  dans de l’eau distillée.  Le gel a été ensuite décoloré 

par une solution d’acide acétique 5-10 % (V/V).  

2.3. Estimation de l’activité enzymatique de la XO 

L’activité totale de la XOR a été estimée en suivant l’augmentation de la production de 

l’acide urique à 295 nm, en présence de 100 µM de xanthine comme substrat de l’enzyme et 

500 µM de NAD+ comme accepteur d’électrons dissous dans un tampon Na-Bicine à pH 8.3 



 

- 46 - 

(Avis et al., 1956). L’activité de la forme oxydase a été mesurée par la même méthode mais 

en absence de NAD+:  

L’activité enzymatique totale = l’activité de la forme O – l’activité de la forme D 

L’activité enzymatique a été exprimé en nombre de nano mole d’acide urique produit 

dans une minute par milligramme de l’enzyme (nmols / min / mg de protéine).  

2.4. Extraction des flavonoïdes d’Ajuga iva 

La partie aérienne (tiges, fleures et feuilles) de la plante A. iva a été bien nettoyée et 

séchée à température ambiante, ensuite broyée à l’aide d’un mortier. La méthode de Markham 

(1982) était suivie pour l’extraction des polyphénols en utilisant des solvants organiques à 

polarité croissante. Suivant cette méthode; 100 g de la poudre d’A. iva ont été complétés à 1 

litre par le mélange méthanol/eau distillée (85 /  15 % ).  Le mélange a été soumis à une 

agitation pendant une nuit à 4°C, puis laissé reposer quelques heures. La fraction flottante a 

été par la suite filtrée sur laine de verre, puis sur verre fritté (N° 03) pour obtenir le filtrat 1 et 

conservé à 4 °C. L’extraction a été répétée une fois et le précipité a été complété à 1 litre par 

le méthanol 50 % pour obtenir le filtrat 2 qui a été mélangé avec le filtrat 1 (Figure 18). Le 

mélange a été filtré pour la dernière fois sur papier filtre (Figure 18) et soumis à une 

évaporation rotative à 40 °C utilisant un rotavapor (BÜCHI) pour obtenir l’extrait brut, EBr. 

Un volume de  50 ml de l’extrait brut a été soumis à une évaporation jusqu’à l’élimination de 

l’eau puis conservé à -20 °C jusqu’à son utilisation. 

L’extrait brut a été soumis à trois extractions successives par l’hexane, le chloroforme et 

l’acétate d’éthyle. Un volume de EBr a été initialement mélangé avec le même volume 

d’hexane et la phase organique a été récupérée, après décantation pour donner l’extrait 

d’hexane (EHx) (Figure 18). La phase aqueuse résiduelle a été soumise à une autre extraction 

par le chloroforme, pour l’obtention de l’extrait chloroformique (ECh), et enfin par l’acétate 

d’éthyle, pour obtenir l’extrait d’acétate d’éthyle (EAc). La phase aqueuse résiduelle constitue 

l’extrait aqueux final (EAq). Après évaporation et élimination complète des solvants, les cinq 

fractions ont été conservées à -20 °C jusqu’à utilisation (Figure 18).  
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Figure 18: Etapes de l’extraction des flavonoïdes d’A. iva par la méthode de Markham 
(1982). (EBr) extrait brut, (EHx) extrait d’hexane, (ECh) extrait du chloroforme, (EAc) extrait 
d’acétate d’éthyle, (EAq) extrait aqueux. 
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2.5. Dosage des polyphénols totaux 

Le dosage des polyphénols totaux des extraits d’A. iva a été effectué selon la méthode de 

bleu de Prusse (Price and Butler, 1977) modifiée par Graham (1992). Cette technique est 

basée sur le principe d’oxydation du ferricyanide de potassium (K3Fe[CN]6) par l e s  

polyphénols pour donner les ions ferreux (Fe2+), ces derniers réagissent avec le chlorure de fer 

(FeCl3) et donne le complexe bleu de Prusse qui absorbe à 700 nm. Brièvement, 0.1 ml de 

chaque extrait (dilués dans l’eau distillée ou dans le méthanol) a été ajouté à 3 ml de l’eau 

distillée. Après agitation, 1 ml du K3Fe(CN)6 (0.016 M) puis 1 ml du FeCl3 (0.02 M, dans le 

HCl 0.1 N) ont été ajoutés successivement avec un intervalle de temps d’une minute. Après 

15 minutes, 5 ml de la solution stabilisante (contenant 30 ml Gomme Arabique 1 %, 30 ml 

acide phosphorique 85 % et 90 ml de l’eau distillée) ont été ajoutés et l’absorbance a été lue à 

700 nm. La concentration des polyphénols totaux a été calculée à partir de l’équation de 

régression de la courbe d’étalonnage de l’acide gallique (Figure 19) (0-2 0 0  µ g / ml) et 

exprimée en milligrammes équivalents d’acide gallique par grammes du poids d’extrait (mg 

EAG / g E).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figure 19: Courbe d’étalonnage de l’acide gallique. Chaque point de la courbe représente la 
moyenne (n = 3).  
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2.6. Dosage des flavonoïdes 

Les flavonoïdes des extraits d’A.  i va  ont été quantifiés par la méthode du trichlorure 

d’aluminium (Bahorun et al., 1996); 1 ml de chaque échantillon (préparés dans l’eau distillée 

ou dans le méthanol pour avoir des concentrations convenables) a été ajouté à 1 ml de la 

solution d’AlCl3 (2 %, dans le méthanol). Après 10 minutes d’incubation, l’absorbance a été 

lue à 430 nm. La concentration des flavonoïdes dans chaque extrait a été calculée à partir des 

courbes d’étalonnage établies avec la quercétine et la rutine (Figure 20) (0-40 µg  / ml, 

chacune a été préparée dans le méthanol) et exprimée en milligrammes équivalents de 

quercétine ou de rutine par grammes du poids d’extrait (mg EQ / g E) et (mg ER / g E). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20: Courbes d’étalonnage de la quercétine et de la rutine. Chaque point des deux 
courbes représente la moyenne (n = 3). 
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2.7. Inhibition de l’activité de la xanthine oxydase par les extraits d’Ajuga iva 

L’effet inhibiteur des extraits d’A. i v a  sur l’activité de la XO a été étudié 

spectrophotométriquement en suivant la quantité de l’acide urique produit par oxydation de 

100 µM de xanthine dissous dans un tampon phosphate de sodium saturé on air (Na2HPO4 / 

NaH2PO4, 50 mM,  p H  7.4, contenant 0.1 mM d’EDTA), en présence de plusieurs 

concentrations de chaque extrait d’A. iva (préparées dans le tampon phosphate de sodium ou 

dans le méthanol) (Robak and Gryglewski, 1988 ; Boumerfeg et al., 2009). L’absorbance a été 

lue à  295 nm, et l’activité inhibitrice de ces extraits a été comparée par rapport au standard 

allopurinol qui est l’inhibiteur spécifique de la XO. Après ajout de la XO, la réaction a été 

suivie pendant 60 secondes et l’activité inhibitrice des extraits d’A. iva  a été exprimée en 

pourcentage d’inhibition (I %) calculé ainsi: I % = [(AC – AE) / AC] × 100 

AC: absorbance en absence de l’inhibiteur (contrôle négatif) 

AE: absorbance en présence de l’inhibiteur 

L’IC50 de chaque extrait (concentration inhibitrice de 50 % de l’activité enzymatique) a 

été par la suite calculée à partir de l’équation qui détermine le pourcentage d’inhibition en 

fonction de la concentration de l’inhibiteur (Y = a X + b). Elle a été exprimée en mg / ml et 

comparée avec celle de l’allopurinol;  IC50 = (50 – b) / a  

2.8. Effet scavenger des extraits d’Ajuga iva sur le superoxyde produit par la XO 

L’effet scavenger des extraits d’A. iva sur l’O2
°- produit par la XO a été déterminé en  

suivant la réduction du cytochrome c à 550 nm (Robak and Gryglewski, 1988). Le milieu 

réactionnel a été composé d’un tampon phosphate de sodium (50 mM, pH 7.4, 0.1 mM 

d’EDTA) bien saturé en oxygène aérien, contenant 100 µM de xanthine et 25 µM de 

cytochrome c et en présence de plusieurs concentrations de chacun des extraits d’A. iva 

(préparées dans le méthanol ou dans le tampon phosphate de sodium). La réaction est suivie 

pendant 60 secondes après ajout de la XO. L’activité inhibitrice de la réduction du 

cytochrome c par les extraits d’A. iva a été exprimée en pourcentage d’inhibition (I %) calculé 

ainsi:  

I % = [(AC – AE) / AC] × 100 

AC: absorbance en absence de l’extrait (contrôle négatif)  

AE: absorbance en présence de l’extrait  
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L’IC50 de chaque extrait (concentration inhibitrice de la réduction de 50 % du cytochrome 

c) a été par la suite calculée à partir de l’équation qui détermine le pourcentage d’inhibition en 

fonction de la concentration de l’extrait.  

2.9. Propriétés antioxydantes des extraits d’Ajuga iva  

2.9.1. Détermination de l’activité anti-radicalaire des extraits d’Ajuga iva par la méthode 

de DPPH (effet scavenger) 

L’activité anti-radicalaire des différents extraits d’A. iva a été évaluée, in vitro, par le test 

de DPPH. Cette méthode spectrophotométrique utilise le radical DPPH (2,2'-diphenyl-1-

picrylhydrazyl) de couleur violette comme réactif, qui vire au jaune, en présence de capteurs 

de radicaux libres, et se réduit en 2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazine (Cuendet et al., 1997; Burits 

and Bucar, 2000). Ceci permet de suivre la cinétique de décoloration à 517 nm. Pour cela, 50 

µl de chacune des différentes concentrations des extraits ont été incubés avec 5 ml d’une 

solution méthanolique de DPPH à 0.004 %. Après une période d’incubation de 30 minutes, 

les absorbances à 517 nm ont été enregistrées. Les résultats obtenus pour chaque extrait testé 

ont été exprimés par rapport à ceux obtenus pour le BHT (Butylated hydroxytoluene) pris 

comme antioxydant de référence. Le pourcentage d’inhibition (I %) du radical DPPH par les 

extraits d’A. iva a été calculé comme suit: I % = [(AC – AE) / AC] × 100 

AC: absorbance en absence de l’inhibiteur (contrôle négatif)  

AE: absorbance en présence de l’inhibiteur (échantillon)  

La concentration inhibitrice de 50 % de l’activité du DPPH (IC50) de chaque extrait a été 

par la suite calculée à partir de l’équation qui détermine le pourcentage d’inhibition en 

fonction de la concentration de l’inhibiteur. Elle a été exprimée en µg / ml et comparée avec 

celle du BHT. 
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2.9.2. Test de β-carotène / acide linoléique 

L’activité antioxydante des extraits d’A. iva a été étudiée par le test au β-carotène / acide 

linoléique. Cette méthode est basée sur la capacité des extraits à inhiber la formation des 

hydroperoxydes diene conjugués durant l’oxydation de l’acide linoléique (Barriere et al., 

2001; Aslan et al., 2006).  

Une solution de β-carotène / acide linoléique a été préparée comme suit: premièrement, 

0.5 mg de β-carotène a été dissous dans 1 ml de chloroforme, ensuite 25 µl d’acide linoléique 

et 200 mg de Tween 40 ont été ajoutés. Le chloroforme a été évaporé à 40 °C dans le 

rotavapor. 100 ml d’eau distillée saturée en oxygène (100 ml / min / 30 min) ont été ajoutées 

au mélange avec agitation vigoureuse. Le mélange réactionnel a été par la suite aliquoté (2.5 

ml) dans des tubes à essai, et 350 µl de chacun des extraits préparés d’A. iva (2 mg / ml, dans 

l’eau distillée ou dans le méthanol) ont été ajoutés. La même procédure a été répétée avec le 

BHT (2 mg/ml) comme un contrôle positif et avec le méthanol et l’eau distillée comme des 

contrôles négatifs. Les absorbances ont été lues à 490 nm, après 1 heure, 2 h, 3 h, 4 h, 6 h, 24h 

et 48 h d’incubation à température ambiante à l’obscurité. Le pourcentage de l’activité 

antioxydante (AA %) a été calculé ainsi:  

AA % = (AE  / AC) × 100 

AE : absorbance en présence de l’extrait 

AC : absorbance en présence du contrôle positif BHT 

Remarque: les valeurs de AA % prises pour la comparaison sont ceux calculées à 24 h. 

2.10. Analyse statistique  

Les résultats on été exprimés en moyenne ± SD (déviation standard), et en moyenne ± 

SEM (erreur standard de la moyenne) (n = 3). Les résultats ont été analysés par le test 

d’ANOVA univariéé (one-way ANOVA) suivie du test de Tukey pour la comparaison des 

résultats en présence des extraits avec les contrôles négatifs (en absence des extraits), et la 

comparaison des extraits entres eux. La différence a été considérée statistiquement 

significative lorsque la valeur de p est < 0.05.  
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RESULTATS ET DISCUSSION 

1. Purification, contrôle de pureté et estimation de l’activité de la XO 

 La purification de la XO a été réalisée par la méthode décrite par Nakamura et 

Yamazaki (1982) modifiée par Baghiani et al., (2003) à partir du lait bovin frais, par une série 

de centrifugations puis précipitation au sulfate d’ammonium, suivie d’une chromatographie 

d’affinité sur colonne de gel d’héparine basée sur l’affinité de la XO a u x  

glycosaminoglycanes sulphatés (Adachi et al., 1993). Le rendement de la purification est de 

� � � � �  mg d’enzyme purifiée par litre du lait bovin frais. Il est similaire ce qui est trouvé par 

Baghiani et al., (2002; 2003).  

Le spectre d’absorption caractéristique de la XO par un balayage spectrophotométrique 

(UV-Vis) a présenté trois pics majeurs à 280, 325 et 450 nm (Figure 21 A) qui est similaire 

aux résultats obtenus par les travaux de Abadeh et al., (1992), Sanders et ses collaborateurs 

(1997), Baghiani et ses collaborateurs (2002; 2003), Benboubetra et ses collaborateurs (2004) 

et Atmani et ses collaborateurs (2004). Le rapport protéine / flavine PFR a été calculé comme 

suit: A280nm / A450nm. La XOR purifiée a donc un degré de pureté élevé présenté par son PFR 

de 5.15, parce que une valeur proche de 5 est considéré comme critère de pureté (Bray, 1975). 

La pureté de l’enzyme a été confirmée par une électrophorèse (SDS-PAGE). Le chemin 

électrophorétique a présenté une bande majeure d’approximativement 150 KDa (Figure 21 B) 

ce qui est similaire aux résultats des études effectués en 2003 par Baghiani et ses 

collaborateurs, et en 2004 par Atmani et ses collaborateurs.  
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Figure 21: Spectre d’absorption UV-Vis (A) et électrophorèse (SDS-PAGE) (B) de la XO 
purifiée. B1: XO pure (150 000 Da), B2: Standards des poids moléculaires (Myosin 200 000; 
β-galactosidase 116 250; Phosphorylase b 97 400; Serum albumin 66 200; Ovalbumin 45 000; 
Carbonic anhydrase 31 000, Trypsin inhibitor 21 500 et Lysozyme Da). 
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L’activité totale et l’activité de la forme oxydase de l’enzyme purifiée a été estimée du 

lait bovin en présence de xanthine comme un substrat réducteur et de NAD+ et d’O2 comme 

substrat oxydant, et le pourcentage de la forme oxydase a été par la suite calculé. Donc, 

l’enzyme pure a présenté une activité totale de 2055.05 nmol / min / mg protéine, et le 

pourcentage de la forme oxydase (XO) de l’enzyme a été de 91.89 % (Tableau 4). Ces 

résultats sont similaires à ceux de Baghiani et al., (2003), qui indiquent,  que l’activité de la 

XOR du lait des différentes  espèces  mammifères est liée à la forme inactive démolybdo de 

l’enzyme.  

 

Tableau 4: L’activité totale et oxydase de la XOR purifiée à partir du lait bovin frais. 

Activité (nmol  /min / mg protéine)*  

Totale             Forme oxydase (XO) 

Pourcentage de 
la forme 
oxydase (XO) 

Rapport 
protéine/flavine 
(PFR) 

2055.05 1988.55 91.89 5.15 

* L’activité totale et l’activité de la forme oxydase ont été calculées en suivant la 
production de l’acide urique en présence et en absence de 500 µM de NAD+  
respectivement, et 100 µM de xanthine dans un tampon Na-bicine à pH 8.3. 

 

2. Extraction et dosage des polyphénols et des flavonoïdes  

L’extraction des flavonoïdes d’A. iva a été effectuée par les solvants organiques à partir 

d’une poudre végétale. Cette extraction a permis d’obtenir cinq extraits. Selon Newman et al., 

(1974) et Markham et al., (1982) les composés que pourraient contenir les différents extraits 

préparés seraient comme suit: l’extrait brut peut contenir des flavonoïdes, des aminoacides, 

des terpènes, des cires et des tannins, l’extrait d’hexane qui est en générale constitué de 

lipides et de flavonoïdes aglycones hautement méthoxylés, l’extrait du chloroforme est plus 

riche en flavonoïdes aglycones, l’extrait d’acétate d’éthyle contient les flavonoïdes glycosylés 

en particulier mono, di et tri-glycosylés et l’extrait aqueux peut être constitué des flavonoïdes 

les plus polaires (di, tri et tetra-glycosylés).  
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Le calcule des rendements par rapport au poids sec de la poudre végétale (Tableau 5) a 

montré que l’EBr représente le rendement le plus élevé (12.16 ± 1.47 %), ensuite l’EAq avec 

7.80 ± 0.52 %, l’ECh a un rendement de 1.25 ± 0.37 % qui est dix fois inférieur à celui de 

l’EBr, et enfin les rendements de l’EHx (0.94 ± 0.062 %) et de l’EAc (0.90 ± 0.12 %) sont les 

plus faibles et treize fois inférieurs à celui de l’EBr. 

Les composés phénoliques (acides phénoliques, tannins et flavonoïdes) forment le groupe 

des composés phytochimiques le plus important des plantes (Beta et al. 2005). Et comme la 

majorité des effets pharmacologiques des plantes est dû à ces substances, un dosage des 

polyphénols totaux et des flavonoïdes des trois extraits (EBr, ECh e t  EAc) d’A. iva, a été 

effectué pour en estimer les teneurs.  

Les polyphénols totaux dans ces extraits sont dosés selon la méthode de bleu de Prusse 

modifiée par Graham (1992). D’après les résultats présentés dans le Tableau 5, l’EAc est le 

plus riche en polyphénols (35.83 ± 0.69 mg EAG / g E) suivi par l’ECh (30.58 ± 0.2 mg 

EAG/g E) et enfin l’EBr qui contient presque la moitié de la quantité de polyphénols trouvée 

dans l’EAc (17.38 ± 0.29 mg EAG / g E). La détermination des taux des flavonoïdes par la 

méthode de trichlorure d’aluminium révèle que l’ECh représente la fraction la plus riche en 

flavonoïdes avec une teneur (9.64 ± 0.33 mg EQ / g E) presque double de celle trouvée dans 

l’EBr (4.92 ± 0.30 mg EQ / g E), ensuite l’EAc avec 7.72 ± 0.19 mg EQ / g E. Si les calcules 

sont effectués à partir de la courbe d’étalonnage de la rutine, la concentration des flavonoides 
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dans ces extraits est doublée parce que la pente de la courbe d’étalonnage de la rutine égale à 

la moitié de celle de la quercétine (Figure 20, section matériel et méthodes). 

Tableau 5: Le rendement des extraits d’A. iva et ses teneurs en polyphénols totaux et en 
flavonides. 

Flavonoïdes  
Les extraits 

 
Rendement (%) 
 

Polyphénols 
totaux 
(mgEAG/g E) mg EQ / g E  mg ER / g E 

EBr  12.16 ± 1.47 17.38 ± 0.29 4.92 ± 0.30 9.90 ± 1.058 

EHx 0.94 ± 0.062 nd nd nd 

ECh 1.25 ± 0.37 30.58 ± 0.2 9.64 ± 0.33 19.49 ± 0.30 

EAc 0.90 ± 0.12 35.83 ± 0.69 7.72 ± 0.19 15.87 ± 1.11 

EAq 7.80 ± 0.52 nd nd nd 

nd  non déterminé.  
Chaque valeur représente la moyenne ± SEM (n = 3). 

 

3. Inhibition de la xanthine oxydase par les extraits d’Ajuga iva  

 L’effet inhibiteur des extraits d’A. iva sur l’activité de la XO du lait bovin a été évaluée 

spectrophotométriquement à 295 nm. Les résultats obtenus montrent que tous les extraits 

inhibent l’activité de la XO très significativement (p < 0.001, comparant avec le contrôle), 

d’une manière dose-dépendante (Figure 22).  
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Figure 22: Effet inhibiteur des extraits d’A. iva  sur l’activité de la XO. Chaque point 
représente la moyenne (n = 3). *** p < 0.001, comparant avec le contrôle.  

 

Les valeurs des IC50 des différents extraits (Tableau 6, Figure 23) montrent que l’ECh 

semble avoir l’effet inhibiteur le plus puissant, parmi les trois extraits (p < 0.001), avec une 

IC50 de 0.134 ± 0.00032 mg / ml, suivi par l’EAc (IC50 = 0.185 ± 0.0019 mg / ml), et l’EBr 

qui a une IC50 (0.367 ± 0.0041 mg / ml) double de celle de l’EAc. L’ECh et l’EAc ont un effet 

presque 32 et 44 fois inférieur à l’allopurinol, respectivement, alors que l’EBr est presque 88 

fois plus faible.  

 

Tableau 6: Les concentrations des extraits d’A. iva qui inhibent 50 % de l’activité de la XO.  

Echantillons Allopurinol EBr ECh EAc 

IC50 (mg / ml) 0.00419 ± 0.00036 0.367 ± 0.0041 0.134 ± 0.00032 0.185 ± 0.0019 

Chaque valeur représente la moyenne ± SD (n = 3).  
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Figure 23: Les concentrations des extraits d’A. iva et de l’allopurinol qui inhibent 50 % de 
l’activité de la XO. Chaque valeur représente la moyenne (n = 3).  

 

Il existe des substances qui inhibent la XO en bloquant la fixation du substrat au sites 

actifs de l’enzyme (Skibo, 1986; Sanders et al., 1997), donc l’inhibition de l’activité de la XO 

par les extraits d’A. iva est traduite par la présence d’un ou de plusieurs composés agissant sur 

les sites actifs, Mo et FAD, de l’enzyme. De nombreuses études ont évalué l’effet inhibiteur 

de différentes plantes sur l’activité de la XO (Owen and Johns, 1999; Kong et al., 2000; 

Sweeney et al., 2001; Zhu et al., 2004; Ferraz Filha et al., 2006; Umamaheswari et al., 2007), 

cette activité inhibitrice est peut être attribuée a la présence de différents composés bioactifs 

tels que les polyphénols (Costantino et al., 1992; Chiang et al., 1994), les tannins (Schmeda-

Hirschmann et al., 1996) et les flavonoïdes (Iio et al., 1985; Hanasaki et al., 1994; Cos et al., 

1998; Lin et al., 2002; Van Hoorn et al., 2002; Da Silva et al., 2004).  
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Cos et ses collaborateurs (1998) ont déterminé la relation entre la structure chimique des 

flavonoïdes et leurs activités inhibitrices de la XO. Ils ont montré que la présence de la double 

liaison entre les carbones C2 et  C3 et  l’absence du groupe hydroxyle en C3 des flavonoïdes 

augmentent leur activité inhibitrice. Ils ont aussi montré que les flavonoïdes glycosylés ont 

des activités inférieures à celles des flavonoïdes non glycosylés ; par exemple, la rutine est 

presque dix fois moins active que la quercétine. La richesse de l’ECh d’A. iva en flavonoïdes 

aglycones pourrait être à l’origine de son effet inhibiteur le plus puissant.  

4. Effet scavenger des extraits d’Ajuga iva sur l’O2
°- produit par la XO 

Pour étudier l’effet scavenger des extraits d’A. iva sur l’anion superoxyde produit par la 

XO, la réduction du cytochrome c (cyt c) par l’O2
°- a été suivie à 550 nm. Les résultats ont 

montré que les extraits inhibent la réduction du cyt c très significativement (p < 0.001, 

comparant avec le contrôle), d’une manière dose-dépendante ( Figure 24). Les résultats des 

IC50 des trois extraits d’A. iva sont représentés dans le Tableau 7. L’effet inhibiteur de la 

réduction du cyt c le plus puissant est celui de l’ECh (IC50 = 0.23 ± 0.0017 mg / ml) (p < 

0.001), suivie par EAc (IC50 = 1.046 ± 0.0055 mg / ml) qui a un effet presque 4 fois inférieur 

à celui de l’ECh et 3 fois supérieur à celui de l’EBr le plus faible (IC50 = 3.34 ± 0.018 mg / 

ml).  
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Figure 24: Effet inhibiteur de la réduction du cyt c par l’O2
°- produit par la XO des extraits 

d’A. iva . Chaque point représente la moyenne (n = 3). *** p < 0.001, comparant avec le 
contrôle.  

 

Tableau 7: Les concentrations des extraits d’A. iva qui inhibent la réduction de 50 % du cyt c 
par l’O2

°- produit par la XO.  

Les extraits EBr ECh EAc 

IC50 (mg / ml) 3.34 ± 0.018 0.23 ± 0.0017 1.046 ± 0.0055 

Chaque valeur représente la moyenne ± SD (n = 3). 

 

 L’inhibition de la réduction du cyt c est dû à l’effet inhibiteur de la XO et / ou l’effet 

scavenger sur l’O2
°- produit par cette enzyme (Valentao et al., 2002). Les IC50 des trois 

extraits d’A. iva  sont représentés dans l a  Figure 25. Pour l’EBr, IC50 de la production de 

l’acide urique à partir de l’oxydation de la xanthine par la XO est presque 9 fois plus faible 

que celle inhibitrice de la réduction du cyt c.  La même chose pour l’EAc qui a une IC50 de la 

réduction cyt c presque 5 fois supérieur à celle inhibitrice de la XO. Alors que l’ECh a une 

IC50 de la réduction du cyt c presque double de celle inhibitrice de la XO.  

0

21

42

63

84

0 0,3 0,6 0,9

Concentration (mg / ml)

%
 d

'i
n

h
ib

it
io

n
EBr

ECh

EAc 

*** ***

***

***

***

***

***

***

***

***

***

***



 

- 62 - 

 

Figure 25: Les concentrations des extraits d’A. iva qui inhibent 50 % de l’activité de la XO 
en comparaison avec celles qui inhibent la réduction de 50 % du cyt c par l’O2

°- produit par 
cette enzyme. Chaque valeur représente la moyenne ± SD (n = 3). 

 

L’effet scavenger des radicaux libres par les différents constituants des plants est peut être 
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5. Détermination de l’activité anti-radicalaire des extraits d’Ajuga iva par la 

méthode de DPPH (effet scavenger) 

Dans le test de DPPH, la cinétique de décoloration de ce radicale a été suivie à 517 nm 

après addition de 50 µl de chacune des concentrations des extraits d’A. iva. L’effet scavenger 

des trois extraits sur l e  radical DPPH est très significatif (p < 0.001, comparant avec le 

contrôle) e t  d’une manière dose-dépendante ( Figure 26). Le Tableau 8 représente les 

concentrations des différents extraits et standards qui piègent 50 % du radical DPPH (IC50). 

C’est un paramètre utilisé pour estimer l’activité antioxydante. Plus cette concentration est 

faible plus l’effet antioxydant est très élevé (Brand-Williams et al., 1995; Tsimogiannis and 

Oreopoulou, 2004; Atoui et al., 2005). L’EAc possède l’effet scavenger le plus puissant parmi 

les trois extraits (p < 0.001) avec une valeur de IC50 = 228.01 ± 2.26 µg / ml, suivi par l’EBr 

(IC50 de 415.06 ± 0.59 µg / ml), et enfin l’ECh qui est le plus faible parmi ces extraits avec 

une IC50 d’environ 466.33 ± 3.20 µg / ml. Comparant avec le BHT les extraits (EAc, EBr et 

ECh) ont un effet scavenger inférieur de 8, 11 et 14 fois, respectivement.  

 

 

Figure 26: Effet scavenger des extraits d’A. iva sur le radical DPPH. Chaque point représente 
la moyenne (n = 3). *** p < 0.001, comparant avec le contrôle. 
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Tableau 8: Les concentrations des extraits d’A. iva et des composés phénoliques qui inhibent 
50 % du radical DPPH.  

Les échantillons IC50 (µg / ml) 

EBr 

ECh  

EAc  

BHT  

Rutine 

Quercétine  

Acide gallique 

415.06 ± 0.59 

466.33 ± 3.20 

228.01 ± 2.26 

31.87 ± 0.64 

4.25 ± 0.18 

3.22 ± 0.029 

0.58 ± 0.01 

Chaque valeur représente la moyenne ± SD (n = 3). 

 

Le radical DPPH est souvent utilisé comme un indicateur pour tester la capacité de 

l’extrait à donner un atome d’hydrogène ou un électron et donc l’activité antioxydante 

(Oyaizu, 1986; Soares et al., 1997; Dorman et al., 2003; Tepe et al., 2005). Il a été trouvé que 

l’acide ascorbique, l’α-tocophérol, les tannins et les flavonoïdes provoquent la réduction et la 

décoloration du radical libre diphénylpicrylhydrazyl (DPPH) e n  lui donnant un hydrogène 

pour former le diphénylpicrylhydrazine (Figure 27) (Blois, 1958; Yokozawa et al., 1998).  

 

 

 

Figure 27: La réduction du DPPH par un antioxydant (Molyneux, 2004).  

+  RH +  R°   O2N 

Diphénylpicrylhydrazyl (radical) Diphénylpicrylhydrazine (non radical) 
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L’activité anti-radicalaire des extraits est donc relativement dépendante de la teneur en 

polyphénols totaux et en flavonoïdes. Par exemple l’EAc, qui représente la fraction la plus 

riche en polyphénols, possède l’effet scavenger le plus puissant par rapport aux autres extraits. 

Par contre, l’ECh qui est le plus riche en flavonoïdes, représente l’effet scavenger le plus 

faible (Tableau 8, Figure 28).  Les composés phénoliques (acide gallique, quercétine et 

rutine)  possèdent une activité anti- radicalaire très élevée et supérieure à celle du BHT. Le 

plus actif est l’acide gallique avec une IC 50 d’environ 0.58 ± 0.01 µg / ml, ensuite la 

quercétine et la rutine qui ont des IC50 de 3.22 ± 0.029 et 4.25 ± 0.18 µg / ml, respectivement.  

 

 

 

Figure 28: IC50 du radical DPPH des différents extraits d’A. iva et des composés phénoliques. 
Chaque valeur représente la moyenne (n = 3).  
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Les résultats du présent travail sont relativement en accord  avec les études suivantes: 

Kumaran et Karunakaran (2007) ont montré que l’effet scavenger des extraits méthanoliques 

de 5 espèces du genre Phyllanthus sur le radical DPPH est en ordre suivant: Phyllanthus 

debilis (87.24 %) > acide ascorbique (77.75 %) > P. urinaria (73.18 %) > BHT (72.20 %) > 

P. virgatus (63.21 %) > P. maderaspatensis (48.90 %) > P. amarus (38.67 %) à concentration 

de 25 µg / ml. De plus, Dastmalchi et ses collaborateurs (2008) ont déterminé que l’extrait 

éthanolique de  Melissa officinalis L. est capable de piéger le radical DPPH de manière dose-

dépendante, les IC50 calculées sont ordonnées comme suit: acide gallique (32.72 ± 0.6 µg / 

ml) > acide caféique (59.6 ± 2.6 µg / ml) > quercétine (83.0 ± 10.5 µg / ml) > M. officinalis 

(134.16 ± 3.09 µg / ml).  

Le mécanisme de la réaction entre l’antioxydant et le DPPH dépend de la conformation 

structurale de l’antioxydant (Molyneux, 2004; Tsimogiannis and Oreopoulou, 2006; Kouri et 

al., 2007). Quelques composés se réagissent très vite avec le DPPH en réduisant un nombre de 

molécules de DPPH égal à celui des groupements hydroxyles de l’antioxydant (Bondet et al., 

1997). L’effet scavenger des flavonoïdes sur les radicaux libres dépend de la présence des 

groupements OH libres, en particulier 3-OH, avec une configuration 3',4'-rthodihydroxy 

(Heim et al., 2002).  
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6. Test de β-carotène / acide linoléique  

L’activité antioxydante des différents extraits d’A .  i v a  a été évaluée 

spectrophotométriquement en suivant la décoloration du β-carotène à 490 nm. Les résultats 

des pourcentages de l’activité antioxydante en fonction du temps sont représentés dans la 

Figures 29.   

L’effet inhibiteur de la péroxydation lipidique a été déterminé par le test de β-carotène / 

acide linoléique. Ce test mesure la capacité de l’extrait à inhiber la formation des radicaux 

libres hydroperoxydes diene conjugués pendant l’oxydation de l’acide linoléique (Tepe et al., 

2005). En absence des antioxydants, les radicaux libres formés provoquent l’oxydation du β-

carotène et donc sa décoloration. Par contre, la présence des antioxydants dans l’extrait 

minimise l’oxydation du β-carotène qui conserve sa couleur (Tepe et al., 2005). 

 

 

 
 
 
Figure 29: Activité antioxydante des extraits d’A. iva par rapport au BHT, MeOH et H2O par 
le test de β-carotène / acide linoléique. Chaque point représente la moyenne (n = 3).  
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D’après les résultats ( Tableau 9, Figure 30), tous les extraits d’A. i v a  inhibent 

l’oxydation du β-carotène très significativement (p < 0.001, comparant avec le contrôle), et 

d’une façon très importante.  Cet effet est dû soit à l’inhibition de la péroxydation de l’acide 

linoléique ou  au piégeage des radicaux hydroperoxydes formés durant la péroxydation de 

l’acide linoléique (effet scavenger) (Tepe et al., 2005; Aslan et al., 2006). La valeur du  

pourcentage de l’activité antioxydante à 24 h (AA %) la plus élevée parmi les trois extraits est 

de l’ECh (95.64 ± 0.15 %), il est le meilleur inhibiteur de l’oxydation du β-carotène (p < 

0.001, comparant avec les autres extraits), su iv i   par l’EBr qui possède une activité 

antioxydante élevée (87.97 ± 0.10 %), et enfin l’EAc qui exerce l’effet antioxydant le plus 

faible parmi les trois extraits d’A. iva (AA % = 72.30 ± 0.35 %). 

 

Tableau 9: Effet antioxydant des différents extraits d’A. iva par le test de β-carotène / acide 

linoléique.  

Echantillons AA (%) 

EBr 

ECh 

EAc 

BHT 

87.97 ± 0.10 *** 

95.64 ± 0.15 *** 

72.30 ± 0.35 *** 

97.40 ± 0.55 *** 

Chaque valeur représente la moyenne ± SEM (n = 3). *** p < 0.001, comparant avec le contrôle. 
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Figure 30: Activité antioxydante des l’extrait d’A. iva et du BHT, MeOH et H2O (à 24 h), par 
le test de β-carotène / acide linoléique. Chaque valeur représente la moyenne ± SEM (n = 3). 
*** p < 0.001, comparant avec le contrôle.  
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Discussion générale 

Les résultats de notre présent travail montrent que les deux extraits d’A. iva  (ECh et EAc) 

ont un effet relativement élevé sur la production de l’acide urique et la réduction du cyt c, ce 

qui est peut être dû à la richesse des deux extraits en polyphénols et en flavonoïdes. La Phe 

1009 de l’enzyme se réagit avec le cycle hexane de la xanthine et la Phe 914 se réagit avec le 

cycle pentane de la xanthine, l’hypothèse qui peut être mise en évidence est que les cycles A 

et C du flavonoïde exercent une interaction avec la Phe 1009 et la Phe 914 de l’enzyme pour 

l’inhiber (Enroth et al., 2000).  

La diminution de la production de l’acide urique est suivie par une diminution de la 

production de l’anion superoxyde. Donc, l’inhibition de la réduction du cyt c par les extrais de 

A. ivas  est dû soit à l’inhibition de la XO ou à l’effet scavenger sur le radical superoxyde, ce 

qui est en accord avec les résultats de Fridovich (1970). Wu et Ng (2008) ont démontré  que 

les extraits de Momordica charantia abbreviata possèdent un effet inhibiteur de la XO et un 

effet scavenger sur le superoxyde très élevés. Les résultats de notre travail ont montrés que 

l’ECh possède un effet scavenger proche à celui de l’inhibition de la XO, alors que les deux 

extraits (EAc et EBr) ont un effet inhibiteur plus élevé que leur effet scavenger sur le 

superoxyde. 

Parmi les méthodes non enzymatiques qui peuvent être utilisées pour évaluer l’activité 

antioxydante; le DPPH et β-carotène /  acide linoléique. La technique de DPPH a été utilisée 

pour évaluer l’effet scavenger des extraits d’A. iva sur le radical libre DPPH: l’EAc représente 

l’effet scavenger le plus puissant, suivi par l’EBr. L’ECh, qui a l’effet scavenger le plus 

puissant sur le radical superoxyde, exerce l’effet scavenger faible sur le radical DPPH. Ces 

résultats sont en accord avec Ardestani et Yazdanparast (2007), qui ont montré que l’extrait 
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de l’acétate d’éthyle de Teucrium polium représente l’activité anti-DPPH la plus élevée, suivi 

par l’extrait éthanolique.  

Dans notre présent travail, en comparant les IC 50 des extraits d’A. iva avec celles du  

composé antioxydant synthétique BHT et les standards, il est à noter que les extraits de la 

plante possèdent  une activité anti-radicalaire jugée très élevée. Mazza et Oomah (2000), ont 

montré, que les extraits des feuilles de Ginkgo biloba possèdent une activité antioxydante très 

élevée avec une IC50 de 930 µg / ml.  Les extraits d’A. iva, selon nos résultats, ont des IC50 

légèrement supérieurs à 200 µg/ml, ce qui provoquent un effet scavenger sur le radical DPPH 

plus puissant que celui de Ginkgo biloba.  

Selon le test de β-carotène / acide linoléique, l’oxydation du β-carotène a été 

effectivement inhibée par les trois extraits d’A. iva. L’ECh, qui exerce l’effet scavenger le 

plus faible sur le radical DPPH, possède l’activité inhibitrice de l’oxydation du β-carotène la 

plus élevée. L ’EAc, qui représente l’effet scavenger le plus puissant sur le radical DPPH, 

provoque l’effet antioxydant le plus faible.  

Les lipides membranaires sont riches en acides gras poly- insaturés, principalement l’acide 

arachidonique et l’acide linoléique, qui sont la cible privilégiée des radicaux libres (Sharififar 

et al., 2008). Le radical libre est capable d’arracher un hydrogène sur les carbones situés entre 

deux doubles liaisons, pour former un radical diène conjugué, oxydé par la suite en radical 

peroxyle (Favier, 2003). Cette réaction est appelée péroxydation lipidique, elle forme une 

réaction en chaîne car le radical peroxyle formé se transforme en peroxyde au contact d’un 

autre acide gras qui forme un nouveau radical diène conjugué (Esterbauer et al., 1992).  

Les hydroperoxydes peuvent subir plusieurs modes d’évolution: soit être réduits et 

neutralisés par la glutathion peroxydase ou continuer à s’oxyder et à se fragmenter en 

aldéhydes acides et en alcanes (éthane, éthylène, pentane) qui sont éliminés par voie 

pulmonaire à cause de leur volatilité (Favier, 2003). Après évolution en un peroxyde cyclique 

et coupure de la molécule, le radical peroxyle peut libérer différents aldéhydes toxiques dont 

le malondialdéhyde (MDA) ou l’hydroxynonenal (Ahmad, 1995).  
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Cette attaque des lipides peut concerner les lipoprotéines circulantes ou les 

phospholipides membranaires. L’attaque des lipides circulants aboutissant à l’oxydation des 

LDL (lipoprotéines de densité légère) qui sont captées par des macrophages en formant le 

dépôt lipidique de la plaque d’athérome des maladies cardiovasculaires (Peynet et al., 2005; 

Ramel et al., 2004). L’attaque des phospholipides membranaires modifie la fluidité de la 

membrane en modifiant donc le fonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs et la 

transduction des signaux (Favier, 2003).  

La capacité antioxydante des plantes est principalement due à leur richesse en composés 

phénoliques, qui sont capables à donner des atomes d’hydrogènes pour inhiber la 

péroxydation lipidique (Amić et al., 2003). La présence et le nombre de groupements OH 

libres sont des facteurs déterminants de l’activité antioxydante des polyphénols (Sharififar et 

al., 2008).  

Sharififar et al (2008) ont montré que l’extrait méthanolique de Pelargonium 

endlicherianum inhibe l’oxydation de l’acide linoléique à 72.6 ± 2.96 %, suivi par Hieracium 

cappadocicum (55.1 ± 2.33 %) et Verbascum viedemannianum (52.5 ± 3.11 %). L’extrait 

méthanolique de Centaurea mucronifera exerce l’effet antioxydant le plus faible (35.2% ± 

3.04 %) par rapport au BHT (96.6 ± 1.29 %) (Tepe et al. 2006).  

En 2007, Chenni et ses collaborateurs ont montrés que l ’ extrait aqueux d’Ajuga iva 

diminue les endommagements t issulaires dus au stress oxydatif chez les rats traités par des 

doses élevées de cholestérol. Bouderbala et ses collaborateurs (2008) ont montré que l’extrait 

aqueux d’Ajuga iva peut réduire le stress oxydant et diminuer la péroxydation lipidique chez 

des rats hypercholestérolémiques. Il a été suggéré que la défense antioxydante chez les rats 

hypercholestérolémiques traités par Ajuga iva peut être due aux flavonoïdes et iridoïdes 

présents dans cette plante (Ghedira et al., 1991),  
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Les résultats obtenus par notre étude nous ont permis de conclure que les extraits d’Ajuga 

iva contiennent des composés phénoliques qui ont la capacité à inhiber la XO et à exercer un 

effet scavenger sur les radicaux libres (O2
°- et DPPH) relativement élevée, avec une activité 

antioxydante et inhibitrice de la péroxydation lipidique très importante. Ce qui explique et 

confirme les utilisations de cette plante dans la médecine traditionnelle et surtout comme 

plante anti- inflammatoire et anti-rhumatoïde. Mais cette étude reste préliminaire et il faut 

d’autres études complémentaires approfondies qui se résument dans les points suivants: (i) 

séparation, identification et caractérisation des composés actifs dans les trois extraits par des 

méthodes fiables, et évaluation de leur activité antioxydante en utilisant différentes techniques 

in vitro, (ii) une étude in vivo pour traiter l’arthrite provoquée chez les rats est souhaitable, 

partant du fait qu’un extrait ou une substance isolée de l’extrait peuvent être très actifs in vitro 

mais perdent cette activité une fois pénétrés dans le corps, et vice versa, (iii) étude 

toxicologique et pharmacologique de la plante et la possibilité de l’utiliser soit comme 

médicament pour traiter les maladies qui nécessitent l’inhibition de la XOR et/ou scavenge les 

radicaux libres et/ou l’inhibition de la péroxydation lipidique, ou comme additif antioxydant 

naturel dans les produits alimentaires au lieu d’utiliser les antioxydants synthétiques afin de 

retarder la péroxydation lipidique dans les aliments.  
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RESUME  

 

L’objectif principal de cette étude est l’évaluation de l’effet inhibiteur des extraits de la 

partie aérienne de la plante Ajuga iva (EAI), utilisée en médecine traditionnelle en Algérie, 

sur la xanthine oxydase (XO) et de ses propriétés antioxydantes. La XO a été purifiée du lait 

bovin avec un rendement de � � � � �  mg / L, un rapport protéine / flavine de 5.15, et avec une 

bande majeure d’environ 150 KDa, en SDS-PAGE, indiquant une bonne pureté de l’enzyme. 

L’activité spécifique de l’enzyme purifiée a été de 2055.05 nmol / min / mg protéine. 

L’analyse des extraits méthanolique (EBr), chloroformique (ECh) et acétte d’éthyle (EAc) a 

montré que l’EAc représente la fraction la plus riche en polyphénols (35.83 ± 0.69 mg EAG / 

g d’extrait sec), suivi par l’ECh et l’EBr (30.58 ± 0.2 et 17.38 ± 0.29 mg EAG / g d’extrait 

sec, respectivement). Alors que l’ECh contient la teneur en flavonoïdes la plus élevée (9.64 ± 

0.33 mg EQ / g d’extrait sec), suivi par l’EAc et l’EBr avec 7.72 ± 0.19 et 4.92 ± 0.30 mg EQ 

/ g d’extrait sec, respectivement. L’ECh inhibe la XO (IC50 = 0.134 ± 0.00032 mg / ml) et la 

réduction du cytochrome c (IC50 = 0.23 ± 0.0017 mg / ml), suivi par l’EAc avec des IC50 de la 

XO et de la réduction du cyt c de 0.185 ± 0.0019 et 1.046 ± 0.0055 mg /ml, respectivement. 

Enfin, l’EBr qui a un faible effet sur la XO (IC50 = 0.367 ± 0.0041 mg / ml), possède l’effet 

inhibiteur de la réduction du cyt c le plus faible avec une IC50 de 3.34 ± 0.018 mg / ml. Le 

potentiel antioxydant a été confirmé par les méthodes non enzymatiques. L’EAc possède 

l’effet scavenger sur le radical DPPH le plus élevé (IC50 = 228.01 ± 2.26 µg / ml), suivi par 

l’EBr et l’ECh avec des IC50 de 415.06 ± 0.59 et 466.33 ± 3.20 µg / ml, respectivement. Dans 

le test de β-carotène / acide linoléique, les EAI ont une activité antioxydante très importante. 

Les résultats ont montré que l’activité antioxydante la plus élevée était celle de l’ECh (95.64 

± 0.15 %), suivi par l’EBr et l’EAc avec 87.97 ± 0.10 % et 72.30 ± 0.35 %, respectivement. 

Les résultats obtenus suggèrent que ces produits naturels peuvent être utilisés pour traiter les 

maladies qui nécessitent l’inhibition de la XO, le piégeage des radicaux libres et / ou 

l’inhibition de la péroxydation lipidique.  

 

 

Mots clés: Xanthine oxydase, stress oxydatif, antioxydants, flavonoïdes, plantes médicinales, 
Ajuga iva, effet scavenger, DPPH, péroxydation lipidique, β-carotène / acide linoléique. 
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SUMMARY  

 

This study was conducted to search for XO inhibitors from Ajuga iva shoot extracts 

(AISE) traditionally used in folk medicine in Algeria. XO was purified from fresh bovine 

milk with yields of � � � � �  mg / L, protein / flavine ratio of 5.15 and a single major band, on 

SDS-PAGE, of approximately 150 KDa, indicating a high purity of the purified enzyme. The 

specific activity of the purified enzyme was of 2055.05 nmol / min / mg protein. The analysis 

of methanol (CrE), chloroform (ChE) and ethyl acetate (EaE) extracts, showed that the EaE 

has significant amount of polyphenols (35.83 ± 0.69 mg EGA / g dry extract), followed by 

ChE and CrE (30.58 ± 0.2 and 17.38 ± 0.29 mg EGA / g dry extract, respectively). The ChE 

has the highest flavonoids content (9.64 ± 0.33 mg EQ / g dry extract), followed by EaE and 

CrE with 7.72 ± 0.19 et 4.92 ± 0.30 mg EQ / g dry extract, respectively. The ChE showed the 

highest inhibitory properties on the XO activity (IC50 = 0.134 ± 0.00032 mg / ml) and on the 

cytochrome c reduction (IC50 = 0.23 ± 0.0017 mg / ml), followed by EaE with IC50 of XO 

inhibitory activity and an IC50 of the inhibition of cyt c reduction of 0.185 ± 0.0019 and 1.046 

± 0.0055 mg /ml, respectively. Finally, CrE had the lowest inhibitory effect on XO activity 

and on cyt c reduction with 0.367 ± 0.0041 and 3.34 ± 0.018 mg / ml, respectively. The 

antioxidant potential was confirmed with the non enzymatic methods, DPPH assay and β-

carotene / linoleic acid bleaching assay. The highest DPPH radical scavenging activity was 

observed with EaE (IC50 =  228.01 ± 2.26 µg / ml), followed by CrE and ChE with IC50 of 

415.06 ± 0.59 and 466.33 ± 3.20 µg / ml, respectively. The β-carotene / linoleic acid 

bleaching assay revealed that AISE have a very important antioxidant activity. Results 

showed that ChE has the highest antioxidant activity (95.64 ± 0.15 %), followed by CrE and 

EaE with 87.97 ± 0.10 % and 72.30 ± 0.35 %, respectively. These results suggest that these 

natural products could be used to treat lot of diseases, where inhibition of XO, free radical 

scavenging activity and / or inhibition of lipid peroxidation are necessary.  

 

 

Keywords: Xanthine oxidase, oxidative stress, antioxidants, flavonoids, medicinal plants, 
Ajuga iva, scavenger effect, lipid peroxidation, β-carotene / linoleic acid. 
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