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Introduction

Les différentes parties des plantes médicinales ont de tous temps été utilisées pour le traitement
de nombreuses maladies. L’utilisation thérapeutique des plantes a été pratiquée par I’humanité
depuis des temps immémoriaux, les différentes propriétés curatives spécifiques et toutes les
connaissances de ces plantes ont été identifiées et transmises aux générations suivantes dans
toutes les civilisations humaines. Selon 1’Organisation mondiale de la santé (OMS), 75 % de la
population mondiale utilisent les herbes pour ses besoins de santé. (Subramanian et al., 2018)

Les plantes sont considérées comme des usines chimiques vivantes biosynthétisant de
nombreux métabolites secondaires d’intérét. Ces métabolites sont des constituant chimiques
jouant un role important dans la production des médicaments pharmaceutiques, ainsi que des

remédes a base de plantes médicinales (Li et al., 2020).

Les plantes aromatiques, alimentaires et médicinales restent encore partout dans le monde sous
valorisées par rapport a leur potentiel nutrition-santé. Parmi ces plantes médicinales, le basilic
ou Ocimum basilicum est une plante aromatique appartenant a la famille des Lamiacées. On le
trouve cultivé partout dans le monde. Il est originaire des climats tropicaux et chauds d’Asie,

d’Afrique, d’Amérique de sud et de la méditerranée.

Le basilic est largement utilisé en industrie alimentaire comme herbe culinaire aromatique
notamment dans les cuisines italienne et indienne entre autres. Il est également utilisé en
médecine traditionnelle pour le traitement de différentes maladies notamment I’asthme, la
bronchite, la toux, les troubles gastro-intestinaux, les maladies cardiovasculaires ainsi que dans
le traitement des nausées, des flatulences, comme agent tonique, vermifuge et febrifuge.
Plusieurs études ont montré que les huiles essentielles de basilic, les feuilles ainsi que les graines
ont des propriétés biologiques des activités antioxydante, antiinflammatoire,anticancérigenes,

antimicrobienne et antispasmodique.
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Cependant il existe peu de recherche scientifique sur I’évaluation des effets biologiques des
tiges de basilic. Sur cette base, la présente étude de these a pour objectif principal de caractériser
et de comparer les effets santé des deux parties aériennes d’Ocimum basilicum : tiges et feuilles,

en vue de leur valorisation différentielle a visée nutrition santé.

Apres un rappel bibliographique relatif au basilic, nous aborderons les notions fondamentales
du stress oxydant et des processus inflammatoires ainsi que de la physiologie des muscles lisses.
Nous présenterons ensuite nos travaux de recherche au travers des matériels et méthodes pour
la préparation et I’analyse phytochimique et biologique des tiges et des feuilles de basilic. Sur
cette base, nous aborderons les résultats obtenus lors de nos expérimentations. Apres la
description de la phytochimie de nos extraits, nous aborderons les effets anti-oxydants évalués
par les méthodes du TPC, du DPPH et de ’TORAC. Le potentiel anti-inflammatoire sera ensuite
développé au travers des résultats obtenus sur les principaux marqueurs de I’inflammation sur
macrophages stimulés (oxyde nitrique, interleukine-6, Tumor Necrosis Factor alpha, Monocyte
chemoattractant protein-1 et prostaglandine E2). Les résultats concernant le potentiel
antispasmodique des deux matrices sera présenté a la suite de notre travail sur la contractilité
du muscle lisse du jejunum de rat Wistar.

Nos résultats seront discutés a la lueur de la littérature scientifique pour proposer une conclusion

ouvrant sur nos perspectives de recherche.
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1 Généralité sur la famille des Lamiaceae

La famille des Lamiaceae comprend une grande variété de plantes, ayant des effets biologiques
et santé. Parmi les plantes les plus connues de cette famille nous pouvons citer le thym, la
menthe, l'origan, le basilic, la sauge, la sarriette (Bekut et al., 2018).

La famille des Lamiacées (Labiatae) est la sixieme plus grande famille de plantes, avec plus
de 200 genres et 7 000 especes. Les plantes appartenant a cette famille sont largement
distribuées dans le monde entier et considérées comme faisant partie des plantes les moins
difficiles a cultiver. Associé a cette facilité de culture, leurs propriétés aromatiques et leur
intérét en tant qu’épices en font des végétaux d’intérét pour les secteurs pharmaceutiques,
alimentaires et cosmétiques (Bekut et al., 2018).

Les espéces du genre Ocimum sont parmi les plantes médicinales historiqguement les plus
connues pour leurs propriétés antimicrobiennes, immunomodulatrices, antistress, anti-
inflammatoires, antiulcéreuses, antidiabétiques, hépatoprotectrices, chimioprotectrices,
antihyperlipidémiques, cardioprotectrices, antioxydantes, antitussives, radioprotectrices,
améliorantes de la mémoire, antiarthritiques, activite antifertilité, antihypertensive,

anticoagulante, anticataracte, vermifuge et antinociceptive (Mahajan et al., 2013).

2 Ocimum basilicum L

Ocimum basilicum L est une plante médicinale aromatique appartenant a la famille des
Lamiacées (Nadkarni., 2005) connus sous le nom de (basilic doux) (Muralidharan et al.,
2004). Parmi les espéces d’Ocimum le basilic est la principale culture aromatique dans de

nombreux pays (Hussain et al., 2008).

Le basilic est appelé « roi des herbes » en raison de sa large utilisation en médecine, parfumerie
et dans le domaine pharmaceutique (Simpson and Conner-Ogorzaly, 1986) La taxonomie du
Basilic est complexe. Cette complexité taxonomique est due a la diversité génétique influencée

par la pollinisation croisée et aux facteurs environnementaux (Paton et al.1999).

2.1 Classification scientifique

Domaine : Eucaryote

Regne : Plantae
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Classe : Magnoliopida
Division : Magnoliophytes
Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae Sub-

famille : Neptoideae
Genre : Ocimum
Espece : basilum. L

2.1 Noms vernaculaires et synonyme

Noms vernaculaires :
Basil, sweet basil, common Basil: Anglais (jayaweera, 1980).
Badrooj, Hebak ou Rihan: Arabe (Bilal et al., 2012)
Synonymes :

Nom scientifique : Ocimum bacilicum, Ocimum caryophyllatum Roxb, Ocimumn minimum,

Ocimum pilosum (khare, 2007).

3  Caracteristiques botaniques

3.1 Appareil végeétatif

Ocimum basilicum est une plante herbacée de 0,6 a 0,9 m de hauteur d’aspect glabre. Les tiges
et les branches sont vertes ou violacées, glabres et ligneuses, les tiges sont quadrangulaires. Les
feuilles (figure 1) sont simples et opposées-décussees (jayaweera, 1980) de 2,5a 5 cmou plus
de longueur ayant une forme ovée, aigué, avec des coupures entieres, dentées ou lobées. Le

pétiole a une longueur de 1,3 a 2,5 cm.

23



Chapitre 1

Figure 1 : Feuilles d’Ocimum basilicum

3.2 Appareil reproducteur

Le calice a une longueur de 5 mm qui se transforme en feuilles. Les bractées présentent une
forme ovée et aigue et sont plus courtes par rapport au calice. La corolle typiquement bilabiee
mesure de 8 a 13 mm de couleur blanche, violette ou rose (Bilal et al., 2012).

La fleur est composée de cinqg sépales, forment deux lévres une supérieure arrondie et ’autre
inferieure avec deux dents centrales et plus longues (Jayaweera, 1980).

Les fleurs de petite taille sont aromatiques de couleur blanche, rouge et parfois violette. (Telci
et al., 2006).

Il y a deux paires d’étamines, le style a une forme fourchue, le fruit est un tétrakéne enfermées

dans le calice mature (Tan, 2005). Les graines sont de tres petite taille et noires.

4 Distribution et culture

Ocimum basilicum L est une plante vivace. Elle est originaire d’Asie, d’Afrique, d’ Amérique
du Sud et de la Méditerranée. Elle est cultivée dans de nombreux pays dans le monde (Grayer
et al, 1996).

Les pays les plus grands producteurs de basilic sont I'lndonésie (Asie), I'Egypte et le Maroc
(Afrigue du Nord), ainsi que la France, I'Espagne et la Hongrie (Europe) (Jadczak et al. 2006).
Ocimum basilicum est une plante aromatique annuelle dont la germination survient entre 14 a
21 jours apres la plantation dans des conditions appropriées. La période de croissance se situe

entre 170 et 180 jours, et selon les conditions climatiques de la région, il peut étre récolté 2 a 3
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fois pendant la saison de croissance. Le produit sec des tiges est récoltable avec un rendement
de 1,2 a 2t/ha (poids frais 8-10 t) (Telci et al., 2006).

Des études ont montré que l'utilisation de pot trop petits dans la production de basilic réduit le
rendement et sa qualité biochimique (Fraszczak et Knaflewski 2009).

La température de culture du basilic joue un réle important dans la teneur en huile essentielle,
elle est plus élevée lorsque les plantes sont cultivées a 25°C par rapport aux plantes cultivées a
15°C (Chang et al., 2005). De méme le mode d’irrigation via des arroseurs peut provoquer
certaines maladies de la plante et contribuer a une diminution du contenu en huile essentielle
(Baczek et al., 2019).

Plusieurs études ont rapporté que la culture du basilic dans des sols contaminés par des métaux
toxiques avait des effets positifs sur la croissance du basilic et la production de composés
bioactifs (Korkmaz et al. 2018 ; Padash et al., 2019)

La promotion de 1’état de stress des métaux, de I’aluminium, du plomb et du cadmium chez O.
basilicum entraine une réduction de la masse de matiére séche et une augmentation de la

synthese des composes phénoliques (do Prado et al. 2022).

5 Utilisations traditionnelles

Le basilic a été utilise comme plante médicinale et aromatique dans différents domaines
notamment dans I’industrie alimentaire et pharmaceutique ainsi que dans les meédecines

traditionnelles comme source de composés phénoliques (De Masi et al., 2006).

5.1 Usages alimentaires et industriels

Le basilic étant une herbe aromatique dont les feuilles sont connues pour leur utilisation
culinaire notamment dans les cultures Italienne et Indienne. 11 est utilisé a ’état frais, sec ou
bien transformé. Les extraits des composés aromatiques sont utilisés dans la production des
arémes naturels ainsi que dans les produits cosmétiques (John. Michael, 2001).

L’utilisation de cette herbe est largement répandue dans I’industrie alimentaire grice a sa
richesse en gout et sa saveur épicée (chanz et al., 2009). Ocimum basilicum est trés utilisé par
les industries pharmaceutiques et cosmétiques en raison de sa richesse en acide rosmarinique,
en acide caféique et du fait de leurs propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires,

antibactériennes et antivirales.
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5.2 Usages thérapeutiques

Le basilic est connu dans plusieurs pays dans le domaine de la médicine traditionnelle. Les
feuilles sont utilisées comme toniques et vermifuges. La consommation de tisane de basilic
chaude est utilisée comme traitement des nausées, des flatulences et de la dysenterie. L’ huile
de basilic est bénéfique pour soulager la fatigue mentale, le froid, les spasmes, la rhinite. 1l est
aussi connu comme traitement de premiers soins contre les morsures de serpent et les pigdres
de guépe (Bilal et al., 2012; Ismail, 2008).

Le basilic est utilisé pour le traitement de certains troubles liés aux voies respiratoires, y compris
I’asthme, la bronchite, la toux, les troubles gastro-intestinaux mais également les maladies
cardiovasculaires, les troubles neurocognitifs et les troubles métaboliques (Aminian et al.,
2022) ,Les fleurs et les feuilles d’O. basilicum sont consommées sous forme d’infusion, de
sirop, de décoction comme agent sudorifique, stimulant, carminatif, diurétique et fébrifuge, et

sont freqguemment suggérées pour la bronchite et la toux (Vieira et Simon 2000).

L’extrait de feuilles a été utilisé dans le traitement des plaies, de 1’acné et du vitiligo. De plus,
le basilic a éeteé utilisé traditionnellement pour traiter des problémes de santé tels : anxiété,
piqUres, fortes douleurs, grippe, pyrexie, maladies infectieuses, maux de téte, toux,
constipation, verrues, vers et dysfonctionnement rénal (Antonescu et al. 2021). En outre, les
feuilles et les parties fleuries d’O. basilicum sont utilisées comme agents antispasmodigues,
aromatiques, carminatifs, digestifs, galactogogues, stomachiques et toniques en médecine
traditionnelle (Adiguzel et al. 2005).

Les polysaccharides de basilic ont été largement utilisés pour le traitement des maladies

cancéreuses dans la médecine traditionnelle chinoise (Dong et al., 2013).

5.3 Phytochimie d’Ocimum basilicum L

Le basilic est connu pour sa richesse en composé bioactifs, notamment des phénols, des
flavonoides et des huiles essentielles (Nadeem et al., 2019).
Les composés phénoliques prédominants trouvés dans le basilic comprennent Iacide

chicorique, I'acide rosmarinique, l'acide cafeique et I' eugénol (figure2) .
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Ces composés possedent une large gamme d’applications sanitaires et commerciales
(Jayasinghe et al., 2003).

L'acide rosmarinique s'est avéré étre le principal composé phénolique, mais I'acide chicorique
peut également apparaitre en grande quantité selon les cultivars (Zgérka and Glowniak, 2001).
Le carvacol est un phénol monoterpénoide, principe actif présent dans les feuilles d’Ocimum
basilicum. Il possede une activité antioxydante d’intérét ainsi que des propriétés
antimicrobiennes contre les microorganismes testés comprenant notamment : Candida
albicans, Acinetobacter calcoaceticus , Acinetobacter Iwoffii , Acinetobacter johnsonii,
Bacillus sp., Brevundimonas diminuta, Brucella sp. (Adebolu and Oladimeji, 2005).

(o)
HO = 2 o
HO i : OH
o OH
caftaric acid
(@)
H
(@) = OH
HO
HO
cafeic acid HO

chicoric acid

HO .

rosmarinic acid

Figure 2 : structure chimique de composés phénoliques de Basilic. (Torres et al., 2018)

Les flavonoides sont des métabolites secondaires et des composés naturels d'origine végétale
présents de maniere omniprésente dans de nombreux fruits et légumes, ainsi que dans les
boissons d’origine végétale (par exemple thé, vin) (Siwak et al., 2013).

De nombreuses études suggérent que les flavonoides possédent un pouvoir antioxydant et sont
capables de piéger les radicaux libres tels que le radical hydroxyle, ’anion superoxyde, l'oxyde
nitrique, les peroxyles, le peroxynitrite et I'hypochlorite (Dugas et al., 2000 ; Firuzi et al.,
2010). La quercétine et la rutine sont les flavonoides les plus courants présents dans le basilic

doux (Ghasemzadeh et al., 2016). Ces deux composés flavonoides présentent des bienfaits
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thérapeutiques. La rutine s'est avérée avoir des activités anti-inflammatoires, anticancérigenes
et cytoprotectrices, tandis que la quercétine présenterait un intérét dans les maladies

neurodégenératives et le cancer (Ibrahim et al., 2020).

En effet a des concentrations peu élevées il a été démontré que la quercétine favorise la
prolifération cellulaire, augmente la teneur en thiol et la capacité antioxydante totale. Elle
diminue également la production de peroxyde intracellulaire, tandis qu'a des concentrations plus
élevées (> 50 uM), des effets indésirables ont été observés. (Robaszkiewicz et al., 2007).

La composition chimique des huiles essentielles d’O. basilicum comprend le méthyl chavicol
(estragole), le cinéole, ’eugénol, le méthyl eugénol, I’¢lémicine, la myristicine, le linalol,
’acide ursolique et le méthyl cinnamate. Des monoterpénes (ociméne, géraniol et camphre),
des sesquiterpenes (bisaboléne et caryophyllene) et des phénylpropanoides (méthyl cinnamate
et methyl eugénol) sont présents en quantités variables et influencent fortement la saveur de la
plante (Senthoorraja et al. 2021).

Dans le basilic le linalol est le principal monoterpéne. L'eugénol et le méthyl chavicol
(également appelé estragol) représentent les principaux phénylpropanoides qui caractérisent le
godt et I'aréme (Nitz and Schnitzler, 2004).

De nombreuses études ont rapporté la présence de différents métabolites secondaires tels que
des acides phénoliques, des flavonoides, des phenylpropanoides, des alcaloides, des saponines

et des dérivés stéroides. (Vlase et al., 2014) (Tableau 1) (Chang et al., 2005).

Tableau 1 : Composition phytochimiques de basilic (Ocimum basilicum)

Type de composés Les composés chimique Ref
Acide rosmarinique (Casanova et al., 2016; Fathiazad et
Acides phénoliques al., 2012; Kiferle et al., 2011; Lee

and Scagel, 2009; Mousavi et al.,
2020a; Taulavuoriet al., 2016; Vlase
et al., 2014a; Zgorka and Glowniak,
2001).

Acide férulique.
(Mousavi et al., 2020a; Rezzoug et
al., 2019; Sestili et al., 2018; Vlase et
Acide caféique. al., 2014b; Zgoérka and Glowniak,
2001).
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Acide protocatéchique.
Acide p-hydroxybenzoique.
Acide gentisique.

Acide vanillique

Acide chlorogénique

Acide p-coumarique

Acide cinnamique.
Acide gallique.
Acide 3,4-dihydroxy
benzoique.

Acide4-hydroxy benzoique.
Acide ellagique.

Acide chicorique.

Acide Salvianolique.
Acide caftarique.

Acide lithospermique.

(Dong et al., 2013 ; Jayasinghe et al.,
2003; Kadan et al., 2016; Kiferle et
al., 2011; Kwee and Niemeyer, 2011,
Mousavi et al., 2020b; Patel et al.,
2019; Rezzoug et al., 2019; Vlase et
al., 2014b; Zgérka and Glowniak,
2001).

(Zgbrka and Gtowniak, 2001).

(Zgobrka et Gtowniak 2001 ; Rezzoug
et al. 2019)

(Jayasinghe et al., 2003 ; Rezzoug et
al., 2019 ; Vlase et al., 2014a).

(Rezzoug et al., 2019 ; Vlase et al.,
2014b).

(Jayasinghe et al., 2003 ; Kadan et
al., 2016).

(Irondi et al., 2016 ; Rezzoug et al.,
2019)

(Rezzoug et al., 2019)

(Kwee et Niemeyer 2011; Casanova
et al. 2016; Antora et Salleh 2017;
Khoza et al. 2016).
(Dong et al., 2013)

(Khoza et al., 2016; Vlase et al.,
2014a)

(Barros et al., 2013)

Flavonoides

Rutine.
Apigenine.

Quercétine

(Jayasinghe et al., 2003; Mousavi et
al., 2020b; Rezzoug et al., 2019)
(Mousavi et al., 2020b)

(Rezzoug et al., 2019; Vlase et al.,
2014b)
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Quercitrine

Isoquercetine.

Lutéoline.

Epicatéchine

Dihydrokaempférol-3-O-
glucoside
Dihydroxykaemnipférol-
glycoside
Ester de cafeoyle
Catéchine.
Dériveés de catéchol
Naringine

(Irondi et al., 2016; Vlase et al.,
2014a)

(Mousavi et al., 2020b; Vlase et al.,
2014a)

(Jayasinghe et al., 2003; Vlase et al.,
2014a)

(Rezzoug et al., 2019)

(Jayasinghe et al., 2003)

Terpenoide

Eucalypto, Estragole

Linalol

Acide carnosique

(Mousavi et al., 2020b)

(Mousavi et al., 2020b; Tognolini et
al., 2006).

(Jayasinghe et al., 2003)

Basilol
Ocimol (Fathiazad et al., 2012)
Phénelpropanoides |Eugénol (Tognolini et al., 2006)
Méthyl eugénol
Chavicol

Rezzoug et al. (2019) ont trouvé que I’extrait éthanolique des feuilles d’Ocimum basilicum
contient de nombreux composés phénoliques en concentrations élevées : y compris la rutine
(476,28 ng / g), I’épicatéchine (225,01 pg / g) et I’acide vanillique (138,24 pg / g). D’autres
composeés sont présents en faibles concentrations : la quercétine (0,36 pg/ g) et l'acide caféique
(6,48 pg / 9).
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6 Macronutriment

Selon (Khan et al, 2011) le basilic a des valeurs macro et micro nutritionnelles modérées,
notamment en protéines (3,15 g/100 g), en lipides (0,64 g/100 g), en énergie (23 Kcal), en
vitamine C (18 mg/100 g), en vitamine E (0,80 mg/100 g), vitamine A (5275 Ul), vitamine K
(414,8 mg /100g), Calcium (177 mg/100 g), Fer (3,17 mg/100g), Potassium (295 mg/100 g),
Magnésium (64 mg /100 g) et sodium (4 mg/100 g) (Khan et al, 2011)
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1 Les radicaux libres

En 1956 Harman a présenté le phénoméne des radicaux libres comme une boite de maux qui
peuvent causer des dommages cellulaires tel que la mutagénese, le cancer, et le vieillissement

biologique.

1.1 Définition

Un radical libre est une molécule capable d'existence indépendante qui contient un électron non
apparié dans une orbitale atomique. De nombreux radicaux sont instables et hautement réactifs.
Ils peuvent soit donner un électron a d'autres molécules, soit accepter un électron d'autres
molécules, se comportant donc comme des oxydants ou des réducteurs (Cheeseman and
Slater, 1993).

2 Les principaux radicaux libres

Les radicaux libres les plus importants dans de nombreuses pathologies sont le radical
hydroxyle, les anions superoxydes, le peroxyde d'hydrogene, le singulet d'oxygéne,

I'nypochlorite, I’oxyde nitrique et le radical peroxynitrite (Young and Woodside, 2001).

2.1 Lesuperoxyde

L’anion superoxyde est formé par la réduction de 1’oxygeéne. Ce processus se fait par
I’intervention d’enzymes telles que la NADPH oxydase et la xanthine oxydase ou par voie non
enzymatique par les composés redox réactifs tels que le composé semi-ubiquinone de la chaine

de transport d'électrons mitochondriale (Droge, 2002).

Le superoxyde existe dans les tissus biologiques sous forme non radicalaire en raison de leur

conversion non enzymatique en peroxyde d’hydrogéne et en oxygéne singulet (STEINBECK

et al, 1993).

2.2 Le peroxyde d'hydrogéne

Le peroxyde d'hydrogene (H.O) est une espece réactive de l'oxygene (ERO) qui peut

endommager, par oxydation, les lipides, les protéines et les acides nucléiques , directement ou
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Indirectement, par la formation de radicaux hydroxyles (OH") et la propagation en aval des ERO
supplémentaires (Young and Woodside, 2001).

Le peroxyde d’hydrogeéne est capable de se convertir en radical hydroxyle en présence des
metaux de transition telles que les ions de fer ou de cuivre (Chance et al, 1979 ; Droge, 2002).
(Figure 3).

La formation du H>O, endogene est liée aux réactions enzymatiques cellulaires ou a la
dismutation spontanée du superoxyde (O2"). Le peroxyde d’hydrogéne a la capacité de traverser
librement les membranes cellulaires, ce que le superoxyde ne peut généralement pas faire, ce
qui pourrait endommager directement les protéines et les enzymes contenant des groupes thiols
réactifs. (Young and Woodside, 2001)

Endogenous Sources {from electron leak Environmental Sources:

during processes): * UVlight

* Mitochondrial electron transport chain =  Pollutants

* Enzymatic reactions (cytochrome p450, + lonizing radiation
adrenal hormone synthesis) * Herbicides

* Phagocytic cells’ respiratory burst * Chemotherapies

2H,0+0,
s 2 HZO Degradation
Formation of = | Reactions of
OH free radical |— H,0,
from H,0,
OH +0OH-+0, 2 H,0

l

Tissue Damage

Figure 3 : Production et dégradation de peroxyde d'hydrogene (H2 Oz. (Murphy and Friedman,
2019).

Le peroxyde d’hydrogene a été utilisé depuis longtemps comme un agent désinfectant contre
les bactéries, levures et les spores bactériennes in vitro. Il est inactivé in vivo par la catalase qui

le décompose en hydrogéne et en eau (Akuji and Chambers, 2017).

2.3 Lesingulet d'oxygéne

L'oxygene singulet (dioxidene ou dioxygéne) est une molécule chimique inorganique dans un
état excité instable de formule chimique : 1O, (a'Ag, O,*) (Tiwari, 2001).
L'oxygene singulet joue un role dans de nombreux risques photochimiques naturel et photo-

biologiques (Alberti and Orfanopoulos, 2010) tels que la photodégradation et les processus
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de vieillissement, y compris dans la photocarcinogénése. Les réactions de photosensibilisation
d’O2 singulet sont associées a des applications importantes dans plusieurs domaines,
notamment la synthése organique, les procédés de blanchiment et, surtout, la thérapie

photodynamique du cancer (Schweitzer and Schmidt, 2003).

2.4 L'hypochlorite

L'hypochlorite (HCIO/ClO—), un oxydant hautement réactif, est produit pendant les réactions
respiratoire des neutrophiles activés au moyen de l'action catalytique de I'enzyme héme
myéloperoxydase (MPO) convertissant le chlorure et le peroxyde d'hydrogéne en acide
hypochloreux et en eau (Winterbourn, 2002).

L'hypochlorite jouent un réle important dans les mécanismes de défense de I'hGte notamment
contre les agents pathogénes envahissants, contribuant aux réactions d’oxydo-réduction et aux
réactions de chloration (Winterbourn and Kettle, 2000). Il peut également induire des lésions
tissulaires au niveau des sites d'inflammation (Winterbourn and Kettle, 2000). Les protéines

thiols sont oxydeées dans les cellules exposées a I'hypochlorite (Winterbourn, 2002).

La production des intermédiaires réactifs d'halogénation par les cellules du systeme
immunitaire activées au cours d'une inflammation chronique induit la modification des acides
nucléiques. Par exemple il a été démontré que I'acide hypochloreux dérivé des leucocytes jouait
un réle important dans les dommages a I'ADN nucléaire qui peuvent augmenter le risque de

cancer. (Kawai et al., 2004).

2.5 L’oxyde nitrique
Le monoxyde d'azote est une molécule instable en présence d'oxygene. Elle s'auto-oxyde
rapidement et spontanément pour donner une variété d'oxydes d'azote.
2NO (oxide nitrique) + O,—
2NO; (dioxide diazoate)

2NO + 2NO2— 2N203 (trioxide de diazoate)
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2N203+2H,0— 4NOy (nitrite) +4H*(Robbins and Grisham, 1997).

Le NO produit par la NO synthase endothéliale (eNOS) est un puissant régulateur de la
consommation d’Oz mitochondrial des cardiomyocytes dans le cceur humain normal et
défaillant (Loke et al., 1999; Ramachandran et al., 2002).

La stimulation de la NO synthase inductible (iNOS) par exposition a des endotoxines
bactériennes) peut inhiber la consommation de I'O > myocardique (Dai et al., 2001). L'oxyde
nitrique produit par la NO synthase mitochondriale (mtNOS) a été suggéré comme un ayant
une action de modulation du métabolisme (GIULIVI, 1998) et de la production de radicaux

oxygeéne (Sarkela et al., 2001).

2.6 Le peroxynitrite

L’anion peroxynitrite (ONOO —) est une espece oxydante a courte durée de vie qui est produite
par la réaction des radicaux oxyde nitrique (NO") et superoxyde (O2—)

(Radi R et al ,2001). Les sites de formation des peroxynitrites sont supposes étre spatialement
associés aux sources de superoxyde (telles que les NAD(P)H oxydases de la membrane

plasmique ou les complexes respiratoires mitochondriaux) (Alvarez et al., 2004).

L'anion peroxynitrite est formé par la réaction controlée par diffusion (k 2 ~10 10 M -1 s -1)
entre le radical anion superoxyde (O ) et I'oxyde nitrique ( NOe) lors d'un déséquilibre oxydatif
et nitrosatif (Pacher et al., 2007 ; Szabo et al., 2007).

Le peroxynitrite est un oxydant a un et deux électrons, il est également un agent nitrant et

nitrosant et aussi un nucléophile puissant (Massari et al., 2008).

2.7 Le radical hydroxyle (OH-)

Le radical hydroxyle (OH "), est un type des ERO généré par la réaction de Fenton, qui peut
conduire a la peroxydation lipidique. (OH *) réagit avec les acides gras insaturés et produit un
radical alkyle. Ce dernier peut former un radical peroxyle (EROQ) en réagissant avec I'oxygene
moléculaire. Ensuite EROO recoit de I'hydrogene d'un autre acide gras pour produire un
hydroperoxyde lipidiqgue (ROOH) et un second radical alkyle, cela déclenche un cycle de
peroxydation lipidique (Sun et al., 2018).
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3 Sources des radicaux libres

Il existe deux sources des espéces réactives de 1’oxygene : (1) les sources externes au corps
humain telles que I'exposition aux rayons X, a l'ozone, au tabagisme, aux polluants
atmosphériques et aux produits chimiques industriels et (2) des sources internes au corps
humain telles que les processus métaboliques (Bagchi and Puri, 1998) y compris le
métabolisme aérobie contrélé par la respiration mitochondriale et cellulaire (macrophages
alvéolaires et neutrophiles activés) (Roche et al., 2011; Stevenson et al., 2006)

4 Formation des radicaux libres

La formation des ERO peut se produire dans les cellules de deux maniéres : des réactions

enzymatiques et non enzymatiques.

4.1 Les reactions enzymatiques

Il existe plusieurs voies enzymatiques de formation des especes reactifs de ’oxygéne y compris
la chaine respiratoire de la chaine mitochondriale : NADPH oxydases, la cyclooxygénase 2

(catalyse de I’acide arachidonique) ; la xanthine oxydase. (Valko et al., 2007).

4.1.1 Les mitochondries

Les mitochondries sont le site principal de la formation des ERO dans la cellule (Kotiadis et
al., 2014) (figure 4). Le dysfonctionnement mitochondrial est déclenché par plusieurs facteurs.
Il comprend le dysfonctionnement de la chaine respiratoire et le stress oxydatif, la réduction de
la production d'ATP, la derégulation du calcium, l'ouverture des pores de transition de la
perméabilité mitochondriale, la perturbation de la dynamique mitochondriale et la clairance
mitochondriale dérégulée. (Schapira, 2008).

La plupart des électrons donnés aux MRC (chaines respiratoire mitochondrial) migrent vers le
cytochrome ¢ oxydase, ou ils réagissent avec les protons et I'oxygéene pour former de I'eau.
Certains de ces électrons réagissent directement avec I'oxygéne pour former le radical anion
superoxyde (O2), qui conduit a la formation de peroxyde d'hydrogene (H20>). Par la suite, le
H,0, peut réagir avec le fer ferreux (Fe?*) pour former un radical hydroxyle (OHY). Les
mitochondries contiennent plusieurs enzymes antioxydants qui permet d’éliminer ces ROS.

(Mansouri et al., 2018).
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Les métaux de transition (fer, cuivre) peuvent catalyser la formation de radicaux libres
hydroxyles (OH"), d’hydroxyde (OH") et d'oxygeéne (O2)a partir de Oz et H20O- par la réaction
de Haber (Murphy and Friedman, 2019).

La manganese superoxyde dismutase permet la dismutation spontanée de I'O2™ en oxygene et
H20>, qui est ensuite détoxifié en eau par la glutathion mitochondrial (GSH) peroxydase et les

peroxiredoxines. (Cox et al., 2009).

L'oxyde nitrique (NO) librement diffusible produit par la NO synthase inductible (iNOS) ou la
NO synthase endothéliale (eNOS) peut traverser les membranes mitochondriales pour réagir

avec le superoxyde et former du peroxynitrite dans les mitochondries (Choumar et al., 2011)
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Iipids and proteins
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Figure 4 : Formation mitochondriale des ERO (Mansouri et al., 2018)

4.1.2 NADPH oxydases

Les NADPH oxydases sont des hémoprotéines transmembranaires et des transporteurs

d’électrons. Leur fonction est de catalyser la réaction de réduction de I’oxygene moléculaire en
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anion superoxyde O2", qui favorise par la suite la production des especes réactives de I’oxygéne
(ERO), oxydantes et toxiques (Morel, 2007)
NADPH + 20, — 202"+ NADP* + H*

La structure de la NADPH oxydase classique est constituée de cing sous-unites : p67phox («
phox » signifie phagocyte oxydase), p47phox, p40phox, p22phox et la sous-unité catalytique
gp91phox (Vignais, 2002). Chez I’homme on trouve sept isoenzymes de NADPH oxydases
(Nox) : Nox1, Nox2 Nox3, Nox4 et Nox5, ainsi que les Duox1 et 2, chacun provenant d’un
géne spécifique ayant évolué a partir d’un ancétre commun (Kawahara et al., 2007).

Les mécanismes de régulation des NADPH oxydases Nox sont intégrés et concertés, et se
situent a deux niveaux cellulaire et moléculaire. (Nguyen et al., 2015)

Par consequent la fonction essentielle des enzymes Nox est la génération de ROS qui participent
a l'induction des genes de défense de I'hote, la phosphorylation des kinases, l'activation des
facteurs de transcription et la mobilisation des systémes de transport d'ions. (Touyz and
Briones, 2011).

4.1.3 Lescyclooxygénases

Les cyclooxygénases (COX) sont des enzymes dont le role est de catalyser 1’étape initiale du
métabolisme de I'acide arachidonique et de la production de prostaglandines. On distingue deux
isoenzymes COX-1 et COX-2. La COX-1 est exprimée de maniere constitutive dans toutle
corps. Elle joue un rdle essentiel dans les processus homéostatiques tels que l'agrégation
plaquettaire, la protection gastro-intestinale et la fonction rénale. Tandis que la COX-2 est
exprimée principalement dans les cellules inflammatoires et impliquée dans la synthese des
prostaglandines médiant des processus pathologiques tels que I’inflammation, la douleur, la

fievre et la carcinogenese (Gajraj, 2003).

La voie COX catalyse une réaction cyclooxygénase initiale conduisant a I'insertion de deux
molécules d’oxygene dans 1’acide arachidonique pour générer de la prostaglandine PGG2,
suivie d’une réaction d’endo peroxydase réduisant le PGG2 a PGH, L’HGP2 est le précurseur
du DPI2, PGE2, PGF2a, IGP2, et le thromboxane A2 (TXA2) qui sont générés par des enzymes

et des isomérases spécifiques aux tissus. (Figure 5) (Peebles, 2019).

La COX-2 favorise la signalisation qui régule la croissance et la différenciation ou bien module

la réponse inflammatoire a une infection ou a une blessure. (Rouzer and Marnett, 2020).
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Arachidonic Acid
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Figure 5 : Synthése des prostaglandines. (Peebles, 2019).

4.1.4 Lipoxygénases

Les lipoxygénases sont un ensemble d’enzymes impliquées dans la synthése d'une large gamme
de dérivés d'acides gras polyinsaturés (AGPI). Ces produits comprennent les acides
hydroxyeicosatétraénoiques (HETE), lipoxines et les hepoxilines, pour lesquels l'acide
arachidonique (AA) est le point de départ de chacun d'eux (Dyall, 2015).

Les lipoxygénases se sont avérées capables de modifier les lipides des membranes biologiques
et des lipoprotéines pouvant ainsi en altérer les propriétés physiques et biologiques
(Aldrovandi et al., 2018). En outre, les lipoxygénases participent également a 'noméostasie de
l'oxydoréduction cellulaire qui influencent fortement la survie des cellules, ainsi que la
transcription par le biais de facteurs de transcription sensibles & ’oxydoréduction (Kuhn et al.,
2015).

Les lipoxygénases peuvent catalyser trois types de réactions différentes (dioxygénation des

lipides pour donner des hydroperoxydes; hydroperoxydation de ces derniers en lipides
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cetogéne, formation de leucotriénes époxy via la réaction de leucotriéne synthase) en raison de
leur nature multifonctionnelle. Lipoxygénase-5 est I’enzyme clé responsable de la formation

des leucotrienes, cette formation se fait en étape de réaction la formation de leucotrienes.

La premiere étape est une dioxygénation de C5 pour créer, dans le cas de ’ARA, 5 S-
hydroperoxy-6t,8 c¢,11 c¢,14 c-eicosatétraénoique (5-HPETE). Pour la deuxieme étape, deux
protéines accessoires sont nécessaires. Il s’agit de la protéine activatrice de la 5-lipoxygénase
(FLAP) et de la protéine de type coactosine (CLP). A I’aide de ces deux protéines, le 5-LOX
convertit le 5-HPETE en acide 5, 6-époxy-7t,9 t,11 c,14 c-eicosatétraénoique (5-HETE) ou
leucotrieneA4 (LTA 4) (Christie and Harwood, 2020).

OOH
— COOH 5-HETE
5-LOX
20:4(n-6) ———» Z o
arachidonic acid — — 5(S)-HPETE
5-LOX
(LTA, synthase)l ERARSGLE
O,
COOH
R
LTA4
LTAy hydrolas :/ \g/utath/o:;i-transferase
OH OH OH
COOH COOH
S—-Cys—Gl
" LTB, Y e
Glu
non-cysteinyl leukotrienes
7glutamyl
transpeptidase
OH
Leukotriene biosynthesis
dipeptidaje/
COOH
cysteinyl leukotrienes
COOH
LTE,

Figure 6 : Biosynthese des leucotrienes (Christie and Harwood, 2020).

4.1.5 Laxanthine oxydase

La xanthine oxydoréductase (XOR) est un nom couramment utilisé pour englober deux formes
interconvertibles de la méme enzyme : la déshydrogénase (XDH) et I' oxydase (XO) (Pacher

et al., 2006). La xanthine oxydase (XO) et la xanthine déshydrogénase (XDH) sont impliquées
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dans les deux derniéres étapes du catabolisme de purines. Plus précisément, elles catalysent
l'oxydation de I'hypoxanthine a la xanthine puis a l'acide urique. La XDH transfere deux
électrons génerés lors de I'oxydation du substrat dans chaque étape de la réaction a une molécule
de NAD?, ensuite la XO transfére les électrons aux molécules d'oxygene pour former soit du
peroxyde d'hydrogéne, soit de I’anion superoxyde. (Luna et al., 2019).

4.1.6 NO synthases

Les NO synthases (NOS ; 4 EC 1.14.13.39) sont des enzymes homodimeéres qui catalysent la
formation d'oxyde nitrique (NO) dans deux cycles distincts avec la N-hydroxy-I-arginine
(NHA) en tant que produit intermédiaire qui est transformé en citrulline et NO sans étre libéré
de lI'enzyme. Les deux cycles consomment une molécule d'O: et tous deux nécessitent I'apport
d'électrons exogenes : deux dans le premier et un dans le deuxiéme cycle qui sont fournis par
le NADPH. (Gorren and Mayer, 2007).

Il existe trois isoformes différentes de I’enzyme Oxyde Nitrique synthase (NOS) notamment :
(nNOS) neuronal ou (NOS 1), (iNOS) inductible ou (NOSII) et endothéliale (eNOS) ou bien
(NOS 1) (Férstermann and Sessa, 2012).

5 Les réactions non enzymatiques

Les radicaux libres peuvent étre produits a partir de réactions non enzymatiques de I'oxygene
avec des composés organiques ainsi que celles initiées par les rayonnements ionisants. Ils
peuvent également se produire lors de la phosphorylation oxydative (c'est-a-dire la respiration

aérobie) dans les mitochondries (Valko et al., 2007).

6 Les dommages des radicaux libres

Les radicaux libres sont des espéces moléculaires hautement réactives, capables dans le noyau
et dans les membranes des cellules d'endommager des molécules biologiquement pertinentes

telles que I'ADN, les protéines, les lipides et les glucides. (Young and Woodside, 2001).

6.1 L’ADN

I1 existe deux groupes des dommages moléculaires de I’ADN tels que les dommages actifs a
I'ADN et les dommages passifs a I'ADN. Le stress oxydatif cause principalement des dommages
passifs a I'ADN.
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Les dommages actifs a I'"ADN : sont mediés par des endonucléases d’/ADN qui contiennent
principalement une désoxynucléase activée par la caspase, un facteur d'induction d'apoptose et
une endonucléase G, qui provoquent la fragmentation de 'ADN double brin.

Les dommages passifs a I'ADN : sont causes par I'ADN réagissant directement avec les ERO
ou I'ADN réagissant indirectement avec les produits générés par la réaction des ERO et des
lipides ou des protéines, entrainant des modifications des bases nucléotidiques, telles que des
sites apuriniques/apyrmidiniques, ou la formation de simples/doubles cassures échouées. (Li et
al., 2011).

6.2 Les protéines

Les especes réactives de I'oxygeéne sont capables d'oxyder a la fois I'épine dorsale et la chaine
latérale des protéines qui interagissent ensuite avec les chaines latérales des acides aminés pour
générer des fonctions carbonyles (Gandhi and Abramov, 2012).

L'oxydation des protéines peut se produire avec l'oxydation des chaines latérales, la
fragmentation du squelette, le dépliage et le mauvais repliement, ce qui entraine une perte
d'activité (Headlam and Davies, 2004).

6.3 Les lipides

Les acides gras polyinsaturés (AGPI) présents dans les membranes cellulaires, sont facilement
oxydés en hydroperoxydes lipidiques (peroxydation). L’auto-oxydation des AGPI se produit
via quatre étapes, I'initiation, la propagation, la terminaison et I’inhibition. La peroxydation
lipidique est initiée par l'abstraction d'un atome d’hydrogéne H en position bis-allylique d'un
acide polyinsaturé par une source des ERO tels que les hydroxyles (HO"), alcoxyles (LO") ou
des radicaux peroxyles (LOQO"), pour donner un radical centré sur le carbone (L°). Une fois
formé L™ peut propager la réaction en chaine des radicaux libres | 'oxygéne moléculaire réagit
d'abord a des vitesses contrélées par diffusion avec L™ pour donner un radical peroxyle lipidique
(LOO). Ce dernier peut ensuite extraire un atome d'hydrogéne d'un autre lipide (LH), pour
donner L™ et LOOH. (Blanksby and Ellison, 2003 ; Yin et al., 2011). La phase d’inhibition
consiste en I’auto-oxydation des (AGPI) par les composés phénoliques en piégeant les radicaux
peroxyles par l'intermédiaire de I'abstraction de I'atome H du groupe phénolique, ce qui forme
un radical phénoxyle (AO") qui peut ensuite s'accoupler a un second radical peroxyle pour

former un produit non radicalaire. (Greene et al., 2018).

43



Chapitre 2

La peroxydation des acides gras polyinsaturés induite par les espéces réactives de I'oxygene et
de l'azote, en particulier les radicaux libres, détruit les composants des membranes, entrainant
une augmentation de la perméabilité, un dysfonctionnement des organites et des modifications
du transport des ions calcium ainsi que la rupture des membranes cellulaires en raison de
déformations cellulaires (Nigam and Schewe, 2000,Angel, 2007). De ce fait elle est
responsable de nombreuses maladies et pathologies. Notamment les maladies
cardiovasculaires, le diabéte sucré et l'immunodéficience humaine, I’inflammation, les

maladies dégénératives et le vieillissement (Pinchuk and Lichtenberg, 2014).

7 Les systemes de défenses contre le stress oxydants

Les antioxydants sont des molécules stables capable de donner un électron a un radical libre
excité et le neutraliser, réduisant ainsi sa capacité a endommager. Ces antioxydants retardent
ou inhibent les dommages cellulaires principalement grace a leur propriété de piégeage des
radicaux libres (Lobo et al., 2010). Cependant il existe deux systemes antioxydant pour

contréler le piégeage des radicaux libres : I’'une enzymatique et ’autre non enzymatique.

7.1 Le systéeme antioxydant enzymatique
Il est sous controle des enzymes antioxydantes comprend le superoxyde dismutase, la glutathion

peroxydase et la catalase (Gandhi and Abramov, 2012).

7.1.1 Superoxyde Dismutase

Le superoxyde dismutase est un enzyme antioxydant spécialisé dans I'élimination des anions
superoxydes dérivés des stimulants extracellulaires, y compris les rayonnements ionisants et les
agressions oxydatives, ainsi que ceux principalement produits dans la matrice mitochondriale
en tant que sous-produits du métabolisme de l'oxygene a travers la chaine de transport
d'électrons et jouent un réle crucial dans le piégeage de I'O.. (Miao and St. Clair, 2009).

(027 + 02 + 2H+ — H202 + Oy).

Il existe Trois isoformes de SOD chez les mammiferes :

La superoxyde dismutase cuivre-zinc (Cu/ZnSOD)

La superoxyde dismutase de manganéese (MnSOD)

La superoxyde dismutase extracellulaire (ECSOD)

Ces formes de SOD possédant des fonctions similaires, mais des caractéristiques de structures

différentes. (Miao and St. Clair, 2009).
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7.1.2 Glutathion peroxydase

La glutathion peroxydase est un enzyme qui catalysent la réduction de H>O. ou
d'’hydroperoxydes organiques en eau ou en alcools correspondants en utilisant le glutathion
réduit (GSH) comme donneur d'électrons (Margis et al., 2008)

(H202 + 2GSH — GS-SG + 2 H20).

7.1.3 Catalase

La catalase a été la premiere enzyme antioxydante a étre découverte et caractérisée. En 1900,
Loew déclarait « qu’il ne semble exister aucune plante ni aucun animal sans cette enzyme
particuliére », en raison de son action catalytique sur le peroxyde (Kirkman and Gaetani,
2007).

La catalase est une enzyme contenant du ferrineme qui est responsable de la conversion du
peroxyde d'hydrogene en eau. Il est localisé dans les peroxysomes et peut également étre trouve
dans le cytoplasme et les mitochondries. (Droge, 2002)

H202, + H.02 — 2H20 + O2

H02 +H202 —2H.0+ 0>

7.2 Le systéeme antioxydant non enzymatique

7.2.1 Le systeme antioxydant non enzymatique endogene

Dans le systeme antioxydant non enzymatique endogene il existe de nombreux métabolites tels
que l'acide urique, la biblirubine et la mélatonine. L’acide urique joue un réle important dans le
piégeage des radicaux libres et la chélation des ions de métaux de transition, qui peut empécher

la nitrosylation des protéines induites par le peroxynitrite, (Bowman et al. 2010).

7.2.2 Le systeme antioxydant non enzymatique exogéne

La Vitamine C ou acide ascorbique, est un acide organique, hydrosoluble, donneur d’électrons.
Elle joue un réle important dans plusieurs effets biologiques en raison de sa forme réduite :
I’ascorbate qui est un puissant antioxydant ayant la capacité de piégeage de nombreux radicaux

libres et especes réactives de I’oxygéne. Elle inhibe ainsi la peroxydation lipidique. En outre la
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vitamine C joue un rdle important dans la fonction vasculaire. L'ascorbate module la
vasorelaxation en augmentant la synthése de NO. Elle peut également régénérer la vitamine E
(Lykkesfeldt et al., 2014).

La Vitamine E est le terme collectif qui désignant des formes tocophérols et tocotriénols
présentes dans les aliments, 1’a tocophérol étant la principale forme de vitamine E. La vitamine
E est un antioxydant liposoluble qui piege les radicaux peroxyles et inhibe ’oxydation des
acides gras polyinsaturés (Lee and Han, 2018).

Les caroténoides sont des pigments liposolubles colorés. Ils sont présents dans de nombreux
aliments notamment dans les fruits, les légumes et le poisson (EI-Agamey et al., 2004). Il existe
plus de 600 caroténoides avec des variantes structurelles naturelles quiregroupent les carotéenes,
les xanthophylles et le lycopéne.

Certains caroténoides présentent un potentiel antioxydant élevé lié a la présence de doubles
liaisons conjuguées qui permettent a ces molécules d'accepter les électrons d'especes réactives,
neutralisant ainsi les radicaux libres. Cependant ils sont sensibles a l'isomerisation et a
l'oxydation en présence d'oxygene, de lumiére et de chaleur, ce qui entraine une perte de

couleur, des propriétés antioxydantes et d'activité vitaminique. (Rutz et al., 2016).

Les minéraux les plus importants qui ont la fonction antioxydante sont le zinc et le sélénium.
Le zinc est un inhibiteur des NADPH oxydases. Il induit la production de métallothionéine, est
un piégeur du radical hydroxyle et agit également comme un agent anti- inflammatoire et
antioxydant efficace qui inhibe l'activation de NF-xB induite par le TNF-a (Prasad et al.,
2004).

Les polyphénols alimentaires sont des métabolites secondaires qui regroupent plusieurs classes
principales (flavonoides, acides phénoliques, stilbénes et lignanes) (Pérez-Jiménez et al.,
2011). Ont des effets pharmacologiques et bénéfiques pour la santé (Ganesan and Xu, 2017a).
Les effets principaux des polyphénols sont ceux dantioxydants impliqués dans la prévention
des maladies dégénératives telles que le cancer et les syndromes métaboliques (Ganesan and
Xu, 2017b).
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8 Les propriétés antioxydantes d’Ocimum basilicum L

Les antioxydants ont été largement utilises comme additifs alimentaires pour éviter la
dégradation des aliments. En outre, les antioxydants jouent un r6le important dans la prévention
de diverses maladies liées au mode de vie et au vieillissement, car ils sont étroitement liés a la
peroxydation active de I’oxygéne et des lipides (Jayasinghe et al., 2003).

O. basilicum contient des composés phénoliques tels que ’acide cinnamique, 1’acide caféique,
I’acide sinapique et I’acide férulique. Ces composés phénoliques sont de puissants antioxydants,
des piégeurs de radicaux libres et des chélateurs de métaux. (Cook and Samman, 1996 ;

Jayasinghe et al., 2003)

9 Stress oxydatif et pathologies

Le stress oxydatif résultant d’un état de déséquilibre entre la production de radicaux libres et
les défenses antioxydantes, est associé a des dommages moléculaires sur les lipides, les
proteines et les acides nucléiques. (Lobo et al., 2010). Cependant ces dommages entrainent un
large éventail de changements phenotypiques, notamment une altération de I'expression des
genes, un arrét de la prolifération et de la croissance cellulaire ainsi que la sénescence cellulaire.
(Kreuz and Fischle, 2016).

En outre le stress oxydatif génere un ensemble de mécanismes pathogénes importants tels que
les maladies neurodégenératives le diabéte et I'induction de la mort cellulaire (Dixon et al.,
2012). Les ERO peuvent participer au développement et a la progression du cancer en induisant
des dommages a I'ADN, ce qui conduit a la mutagenese (Mahalingaiah and Singh, 2014).
Dans I'hypertension les réactions des ERO avec NO provoquent un mécanisme pathogene
majeur en inhibant la vasodilatation par le NO et générant le ONOO - (Gdrlach et al., 2000).
Les ERO peuvent également conduire au développement et a la progression d'un remodelage

myocardique inadapté et a une insuffisance cardiaque (Takimoto and Kass, 2007).
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1 L’inflammation

L'inflammation est une réponse immédiate et non spécifique aux organismes envahissants, aux
corps étrangers, aux cellules nécrotiques, aux irritants ou aux cellules néoplasiques. Cette
réponse immunitaire innée nécessite une action coordonnée des cellules immunitaires, de la
paroi vasculaire et des meédiateurs chimiques ou humoraux. (Moreno, 1993; Xiao and
Harrison, 2020), afin d’éliminer ou séquestrer I'agent Iésant, de cicatriser et de réparer des
plaies et a restaurer I'noméostasie tissulaire (Takeuchi and Akira, 2010).

Le systeme immunitaire inné est le principal contributeur a l'inflammation aigué induite par
une infection microbienne ou des lésions tissulaires (Akira et al., 2006; Beutler et al., 2006)
tandis que la production de cytokines pro-inflammatoires par les macrophages lors d'une
infection amorce l'activation des cellules effectrices de la résistance innée. Les réponses
inflammatoires précoces sont également essentielles dans la génération de cellules effectrices

specifiques de l'antigéne de I'immunité adaptative. (Ma, 2001).

2 Les cellules de Pinflammation

2.1 Les cellules phagocytaires

Les macrophages sont des cellules immunitaires a 1’origine de la différenciation des
monocytes (Jakubzick et al., 2013). Les macrophages qui se trouvent dans les tissus
périphériques peuvent répondre aux stimuli inflammatoires, proliférer et probablement jouer un
réle dans la résolution de l'inflammation. (Davies and Taylor, 2015)

Dans I' homeostasie tissulaire, les caractéristiques métaboliques de ces cellules régulent leur
fonction inflammatoire par la libération des cytokines, I'expression des récepteurs de
surface cellulaire et la phagocytose (Jha et al., 2015; O’Neill and Pearce, 2015).

Les cellules dendritiques sont des cellules du systéme immunitaire, responsables de
I'activation des cellules T antitumorales. (Broz et al., 2014). Elles proviennent de la moelle
osseuse plus précisement de progéniteurs myéloides communs (Gardner and Ruffell, 2016).
Elles ont également le potentiel d'agir en tant que cellules présentatrices d'antigéne et la

capaciter de phagocyter les cellules mortes (Villadangos and Young, 2008).

Les neutrophiles constituant la premiere ligne de défense cellulaire de I’h6te contre les agents

pathogénes (Ley et al., 2007). Un des principaux répondeurs lors d’une inflammation aigue, ils
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représentent 50 & 70% de tous les leucocytes circulants dans le sang (Doeing et al., 2003). Les
neutrophiles peuvent exercer diverses fonctions effectrices, telles que la migration vers un site
infectieux, la phagocytose d'agents pathogenes, a destruction intracellulaire dans les
phagosomes (Amulic et al., 2012).

Les cellules immunitaires et les cellules stomacales libérent des protéines et des peptides
antibactériens, des prostaglandines, des especes réactives de l'oxygene (ROS), de l'oxyde
nitrique (NO) et des facteurs de complément et de coagulation afin d’éliminer les organismes

envahisseurs de maniére non spécifique. (Xiao and Harrison, 2020).

2.2 Les lymphocytes

Il existe trois types de lymphocytes : les cellules B, T et les cellules tueuses naturelles (NK).
Elles partagent toutes les mémes cellules progénitrices : les cellules souches hématopoiétiques
de la moelle osseuse. (Bhandoola and Sambandam, 2006).

Les lymphocytes B (LB) sont des cellules responsables de la réponse immunitaire adaptative
humorale, ils sont a I’origine de la génération des anticorps et servant a neutraliser les antigénes.

Ils sont capables de se différencier en cellules plasmocytes et en cellules de mémoire.
(Kuokkanen et al., 2015).

Les lymphocytes T sont divisés en quatre populations TH (helper) : TH1, TH2, TH de type 17

(TH17) sont effectrices et T regulateur (Treg). La différenciation vers ’'une des sous-
populations dépend du mode de stimulation, du type d’antigeéne, de I’intervention des molécules
de costimulation et des cytokines présentes dans le milieu. (M et al., 2010).
Les lymphocytes T CD8, également connus sous le nom de lymphocytes T cytotoxiques ou de
lymphocytes T tueurs, font partie intégrante du systeme immunitaire adaptatif, en particulier
pour répondre aux agents pathogénes intracellulaires comme les virus (Gerritsen and Pandit,
2016; Zinkernagel and Doherty, 1974) .

Les lymphocytes T CD4 régulent les cellules immunitaires et non immunitaires dans les
réponses immunitaires via la production de cytokines, ils sont appelés cellules T auxiliaires
(Th). Lors de I’activation, les lymphocytes T se différencient en cellules effectrices qui
produisent des cytokines et d’autres médiateurs immunitaires. Selon leurs profils d’expression
des cytokines et leurs fonctions de régulation immunitaire. (Dong, 2021).

Les cellules tueuses naturelles NK sont des lymphocytes du systéme immunitaire inné, qui

représentent environ 10 a 15 % de la population lymphocytaire du sang périphérique. Ils
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fournissent une réponse rapide a l'infection virale et participent a la surveillance immunitaire
anti-tumorale. (Boudreau and Hsu, 2018). Ils ont deux mécanismes cytotoxiques majeurs,
I'apoptose et la cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des anticorps (Osinska et al.,
2014).

2.3 Les mastocytes, polynucléaires basophiles et éosinophiles

Les mastocytes résident dans les tissus de tout le corps, mais sont plus fréquents dans des sites
exposés a l'environnement extérieur, tels que la peau, les voies respiratoires et I'intestin. Dans
ces endroits, ils sont bien placés pour fonctionner comme des cellules sentinelles dans la défense
de I’hote. Bien que les mastocytes soient des cellules hématopoiétiques dérivées de la moelle
osseuse. (Galli et al., 1999)

Les mastocytes jouent un role central dans les allergies et autres maladies inflammatoires. Ils
sont situés en contact étroit avec I'environnement externe, ou ils peuvent reconnaitre et étre
activés par des agents pathogenes invasifs via des voies dépendantes des récepteurs de
reconnaissance du complément et des formes (Marshall, 2004).

Les mastocytes peuvent répondre a divers produits inflammatoires, tels que les 1gG, les
cytokines, les chimiokines, l'adénosine, la sphingosine-1-phosphate (S1P) et I’acide
lysophosphatidique (LPA), indiquant I'importance potentielle de l'activation des mastocytes
dans l'initiation et la propagation de l'inflammation dans les maladies inflammatoires
chroniques. (Yu et al., 2016).

Les polynucléaires basophiles, communément dénommeés « basophiles », sont les leucocytes
circulants les plus rares, représentant environ 0,01 a 0,3 % des éléments nucléés du sang (Feriel
et al., 2020). Des basophiles peuvent étre retrouvés en petit nombre dans des tissus comme la
moelle osseuse et les muqueuses pulmonaires et nasales (Marone et al., 2014).

Les principaux marqueurs exprimés par les basophiles en circulation et dans les tissus sont le
CD33, le CD49b, le CD69, le récepteur a I’interleukine-3 (IL-3R), le CD192 ou CCR2,
récepteur pour la chimiokine CCL2, le CD193 ou CCR3, récepteur activé par de multiples

chimiokines, le récepteur de haute affinité aux IgE (Arock, 2021).

Le polynucléaire éosinophile appartient a la lignée des granulocytes. Le développement et la

maturation du polynucléaire éosinophile se font au sein de la moelle osseuse a partir de son
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précurseur hématopoiétique exprimant le CD34. L'action des cytokines, I'IL-3 et I'L-5, va

différencier ce progeniteur en éosinophile mature. (Gil et al., 2019 ; Rothenberg, 1998).

2.4  Les plaquettes

Les plaquettes sont des cellules sanguines humaines (3,6 x 0,7 m) de petites tailles, elles sont
spécialisées dans la défense immunitaire innée, modulatrices de la réponse inflammatoire des
facteurs clés dans les processus d'hémostase et de thrombose. (Jurk and Kehrel, 2005).

Les plaquettes sont de fortes productrices de molécules qui ne semblent pas impliquées dans
I’hémostase mais dont on a décrit le rdle important dans les processus pro-inflammatoires,

comme I’IL-1b, le TNF-a (Garraud et al., 2011).

2.5 Les fibroblastes

Les fibroblastes proviennent de cellules souches mésenchymateuses, ils présentent une
plasticité phénotypique marqué et jouent un réle important dans la production de matrice
extracellulaire et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoire. (Sartore et al., 2001),
contribuent a la cicatrisation des plaies (desJardins-Park et al., 2018), sont aussi largement

impliqué dans la régulation de ’homéostasie et les mécanismes du stress. (Gladka et al., 2018)

2.6 Les cellules endothéliales

Les cellules endothéliales tapissent la surface interne des vaisseaux sanguins et constituent une
barriére sélective entre le sang et les tissus. Malgré un phénotype trés simple, les cellules
endothéliales jouent un role essentiel dans divers processus physiologigues, notamment le
maintien de la fluidité du sang, le trafic des cellules sanguines, I'immunité innée et adaptative
et la coagulation. (Michiels, 2003).

La cellule endothéliale joue un réle actif dans la régulation de la migration des leucocytes du
sang vers les tissus pendant la surveillance immunitaire. (Cook-Mills and Deem, 2005), ainsi

dans la réponse a I’infection et & la septicémie (défense immunitaire). (Pate et al., 2010)
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Les cellules endothéliales coordonnent le recrutement des cellules inflammatoires vers les sites
de lésion ou d’infection tissulaire et produisent et libérent des cytokines et des facteurs de
croissance servant de signaux de communication aux leucocytes. De plus, les cellules
endothéliales répondent a des stimuli inflammatoires comme les lipopolysaccharides (LPS) ou
les cytokines. (Michiels, 2003).

Les cellules endothéliales, jouant un réle crucial dans I'noméostasie du systeme vasculaire dans
tout le corps. (Cong and Kong, 2020). Les cellules endothéliales vasculaires au repos
maintiennent la fluidité du sang, régulent le flux sanguin, contrélent la perméabilité de la paroi

vasculaire et mettent au repos les leucocytes circulants (Pober and Sessa, 2007).

3 Les médiateurs de ’inflammation

3.1  Lescytokines pro-inflammatoires

La réponse inflammatoire est orchestrée par des cytokines pro-inflammatoires telles que le
facteur de nécrose tumorale (TNF-a), I' interleukine (IL-1) et I'IL-6 (Tableau 3-1). Ces
cytokines sont des protéines pléiotropes qui régulent la mort cellulaire des tissus
inflammatoires, modifient la permeabilité endothéliale vasculaire, recrutent des cellules
sanguines dans les tissus enflammés et induisent la production de protéines de phase aigué
(Honda et al., 2006).

Tableau 2 : Les principales cytokines et chimiokines de I’inflammation (Germolec et al., 2018)

Cellules Fonctions
Meédiateurs

Cytokines

Macrophages,cellules  Active les lymphocytes T et B.
Interleukine 1

(IL-1)

dendritiques, cellules Augmente la production d'autres cytokines et de protéines
BetT de la phase aigué.

Induit les molécules d'adhésion.
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Macrophages,cellules  Effets multiples sur les cellules T.

Interleukine 6 . . A
dendritiques, cellules Deéveloppement des cellules myéloides.

IL-6 ., , . .- N
( ) B et T activées . Régulation des proteéines de la phase aigué.
Les cellules T, les  Augmente I'expression du CMH
Interferon e s
cellules NK, les Augmente l'activité des CTL, des NK et des macrophages.
Gamma (IFNy

cellules épithéliales  Stimule la production d'IL-1 et de TNFa.
Epithéliales,
fibroblastes

Macrophages,cellules  Augmente I'expression du CMH
Tumor necrosis

dendritiques Activation des macrophages
factor alpha . .
lymphocytes Améliore la destruction des cellules tumorales
(TNF-a)
et mastocytes
Chemokines
Cellules Attire les monocytes.
Chimioattractant :
endothéliales, Active les macrophages et les lymphocytes T.
protéine-1 s i oo . .
cellules épithéliales,  Stimule la libération d'histamine
MCP-1 .
( ) Fibroblastes et
monocytes.
3.1.1 TNF-a

Le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a) est I’'un des médiateurs majeurs des réponses
inflammatoires chez les mammiferes, il joue un réle de premier plan dans la transition entre les
deux phases de I’immunité innée et adaptative. (Ma, 2001).

Les cellules principales produisant le TNF-a (cachectine), y compris les monocytes et les
macrophages avec d’autres cellules secondaires notamment les lymphocytes B et T, les cellules

NK, les leucocytes polymorphonucléaires, les €osinophiles, les astrocytes, les cellules de
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Langerhans, les cellules de Kupffer, les cellules gliales et les adipocytes en réponse aux

bactéries toxines, produits inflammatoires et autres stimuli (Tracey and Cerami, 1993) .

3.1.2 Interleukine IL-6

L'IL-6 est une protéine glycosylée de 184 acides aminés, qui peut étre synthétisée et sécrétée
par de nombreux types de cellules, notamment les monocytes, les cellules T, les fibroblastes et
les cellules endothéliales. (Schaper and Rose-John, 2015)

La cytokine interleukine 6 (IL-6) est secrété en grande quantité lors des infections, considérée
comme biomarqueur d’inflammation utilisée pour évaluer la présence et la gravité d'une
inflammation de bas grade (Del Giudice and Gangestad, 2018).

Lorsque l'inflammation est déclenchée, I'L-6 est libérée par les neutrophiles et les
macrophages, ainsi que par les cellules résidentes au site d'infection ou de Iésion, en partie
induite par I'lL-1B et le TNF-a . L'IL-6 stimule la production de neutrophiles dans la moelle
0sseuse, qui sont ensuite attirés vers le site d'infection. 1l régule positivement le métabolisme,
en partie en favorisant la lipolyse dans le foie. Il induit en outre la protéolyse dans le muscle,
rendant ainsi disponibles des blocs de construction d'acides aminés pour la synthese des
proteines.(Lochmiller and Deerenberg, 2000).

L’IL-6 joue un rdle crucial dans la transition d'une réponse immunitaire initiale médiée par les
neutrophiles a une réponse médiée par les macrophages. IL-6. Elle favorise en outre
la différenciation des lymphocytes T et les lymphocytes B, ce qui entraine des réponses
immunitaires étre de plus en plus ciblées vers des cellules infectées (par exemple, par une
attaque a médiation cellulaire par I' intermédiaire de cellules CD8 + T) et des cellules présentant
des particuliers étrangers spécifiques de I' antigene profils (via des réponses médiéespar des

anticorps via des cellules B et des cellules CD4+ (Schaper and Rose-John, 2015).

3.1.3 Interleukine IL1

La famille interleukine-1 (IL-1) est un médiateur central de Il'immunité innée et de
I'inflammation. Les membres de la famille IL-1 ont été largement associés au développement
et a la progression de maladies inflammatoires, et en particulier ont été liés a des maladies
neurodégénératives et neuro-inflammatoires telles que la maladie d’Alzheimer, les accidents

vasculaires cérébraux, la mort des cellules ischémiques cérébrales, la sclérose en plaques, la
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maladie de Parkinson, le syndrome de Down et les maladies dégénératives de la rétine, y

compris la dégénérescence maculaire liée a I'age (Wooff et al., 2019).

Il existe plusieurs membres de la famille des cytokines IL-1 et membres de la famille des
récepteurs IL-1 (Tableau 3-3) Qui sont subdivisés en trois groupes : les sous-familles IL-1, IL-
18 et IL-36. La sous-famille des cytokines IL-1 comprend des agonistes (IL-1a, IL-1p et IL-
33) ainsi qu'un antagoniste des récepteurs, IL-1Ra. La sous-famille IL-18 comprend les
agonistes 1L-18 et I1L-37, et la sous-famille IL-36 est constituée des agonistes IL-36a, et des
antagonistes des récepteurs IL-36Ra et IL-38. De plus, il existe 10 membres de la famille des
récepteurs IL-1 (IL-1R) capables de se lier a des ligands spécifiques de I'lL-1 en combinaison

avec un corécepteur et d'exercer des fonctions pro- et anti-inflammatoires (Dinarello, 2018).

Tableau 3 : Famille de ligands et de récepteurs IL-1 (Dinarello, 2018).

Famille IL-1  Récepteur Corécepteur Fonction
spécifique

IL-1e, IL-1p  IL-1R1 IL-1R3 Pro-inflammatoire
IL-1p IL-1R2 IL-1R3 Anti-inflammatoire
IL-1Ra IL-1R1 - Anti-inflammatoire
IL-18 IL-1R5 IL-1R7 Pro-inflammatoire
IL-33 IL-1R4 IL-1R3 Pro-inflammatoire
IL-36a IL-1R6 IL-1R3 Pro-inflammatoire
IL-36Ra IL-1R6 IL-1R3 Anti-inflammatoire
IL-37 IL-1R5 IL-1R8 Anti-inflammatoire
IL-38 IL-1R6 IL-1R9 Anti-inflammatoire

3.1.4 Interférons IFN

Les interférons (IFN) sont des cytokines largement exprimées qui ont de puissants effets
antiviraux et inhibiteurs de croissance. Ces cytokines sont la premiére ligne de défense contre
les infections virales et jouent un role important dans 1I’immuno-surveillance des cellules
malignes. La famille IFN comprend deux classes principales de cytokines apparentées : les IFN
de type | et les IFN de type I1. Il existe de nombreux IFN de type I, quiont tous une homologie
structurelle considérable. 1l s’agit notamment de I'IFN-a, IFN-B, IFN-3, IFN-¢, IFN-k, IFN-t
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et IFN-o , tous les IFN de type I se lient a un récepteur commun de surface cellulaire, connu
sous le nom de récepteur IFN de type 1. Les IFN de type II : en fait il n’en existe qu’un seul

connu sous le nom I’'IFN-y (Pestka et al., 2004 ; Platanias, 2005).

Une nouvelle classe d’IFN a été récemment découverte appelée IFN de type 111, qui utilise un
complexe de récepteur composé des chaines réceptrices IL-10R2 et IL-AR1. Initialement,
nommés IFN-A (IFN-LAL, -A2 et -A3) ou interleukine (IL)-29, -28A et -28B. (Dellgren et al.,
2009). L’TEN-A En plus de son activité antivirale il est capable d’inhiber la production d’IL-13
par les lymphocytes T de maniere dose-dépendante, De plus, I'TFN-A agit sur les monocytes et
stimule la production d’IL-6, d’IL-8 et d’IL-10 (Jordan et al., 2007b, 2007a).

Les IFN de type | jouent un role principal dans les réponses antivirales en induisant la mort
cellulaire apoptotique dans les cellules infectées par un virus, en rendant les cellules résistantes
a l'infection virale, en activant I'immunité acquise et en stimulant le renouvellement et la

prolifération des cellules souches hématopoiétiques. (Takeuchi and Akira, 2009).

3.2 Les chimiokines

Les chimiokines sont des protéines de poids moléculaire compris entre 8 a 12 kDa et constituent
une famille de petites cytokines hautement conservées. Elles sont généralement classées en sous
familles selon le positionnement des résidu cystéines : CXC, CC, C et CX3C (Miller and
Mayo, 2017). Les CXC et CC forment les deux principales familles de chimiokines, tandis que
les chimiokines C et CX 3 C ne contiennent que la lymphotactine (Lptn) C-chimiokine, et la
fractalkine et la neuroalkine pour le sous-groupe CX 3 C. Les chimiokines peuvent étre divisées
en cytokines inflammatoires et homéostatiques selon leur réle dans le systeme immunitaire.
(Beck-Sickinger and Panitz, 2014).

Les chimiokines se lient a sept récepteurs transmembranaires couplés a la protéine G qui
déclenchent une signalisation intracellulaire qui entraine la polarisation, I'adhésion et la
migration cellulaires (Griffith et al., 2014).

Les chimiokines sont impliquées dans de nombreux processus biologiques, notamment la
chimiotaxie, la dégranulation des leucocytes, I’hématopoicse, et I'angiogenése (Belperio et al.,
2000 ; Youn et al., 2000). Ainsi que dans les troubles pathologiques notamment le cancer, le
VIH/SIDA et l'athérosclérose (Raman et al., 2011).
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3.21 CCL2

CCL2 est le ligand 2 des chimiokines, également connu sous le nom de monocyte
chimioattractant protein-1(MCP1). CCL2 est la principale chimiokine responsable du
recrutement de monocytes pro-inflammatoires pendant I’inflammation.

Son expression est déclenchée par des facteurs de transcription tels que le facteur nucléaire k-
light-chain-enhancer des cellules B activées (NFkB) et la protéine de spécificité 1 (Spl). Elle
est également produite par différente type cellulaires, en réponse aux stimuli inflammatoires tel
que le facteur de nécrose tumorale a (TNFa), I'interleukine-1 (IL-1) ou I’interféron y (IFNy)
produits par les cellules de I’immunité innée (O’Connor and Heikenwalder, 2021).

Le CCL2 joue un rble important dans les métastases cancéreuses en soutenant la prolifération
et la survie des cellules cancéreuses, en stimulant la migration et I’invasion des cellules
cancéreuse ainsi qu’en induisant une inflammation et une angiogenése déléteres (Lim et al.,

2016) .

3.3 Les peptides vasoactifs

Le peptide intestinal vasoactif est un neuropeptide appartenant a la famille des peptides
sécretine/glucagon, dans les systéme nerveux et endocrinien agissant comme un
neurotransmetteur /neuromodulateur, qui exerce un large spectre de fonctions immunologiques
controlant ’homéostasie du systéme immunitaire grace a différents récepteurs exprimés dans
diverses cellules immunocompétentes. Il est considéré comme un puissant facteur anti-
inflammatoire, qui exerce sa fonction en régulant la production de médiateurs anti- et pro-
inflammatoires. (Chorny et al., 2006 ; Delgado et al., 2004).

3.4 Les amines vasoactives

La sérotonine, I'histamine et la bradykinine sont des médiateurs vasoactifs qui peuvent
augmenter la perméabilité vasculaire de la microcirculation cérébrale. (Khare et al., 2000).
La sérotonine (5-hydroxytryptamine, 5-HT) est une monoamine biogene produite a partir du
tryptophane, acide aminé d’origine alimentaires, (Mohammad-Zadeh et al., 2008) Il agit
comme un neurotransmetteur dans le systeme nerveux central (SNC), médiateur local
nécessaire a la motilité du tractus gastro-intestinal et un agent vasoactif dans le sang. La

sérotonine a des fonctions variées liée au SNC et impliquée dans de nombreux troubles du
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SNC et psychiatriques. Par conséquent, les systémes sérotoninergiques sont des cibles pour un
large éventail de composes psychoactifs, notamment les antidépresseurs, les antipsychotiques
et les hallucinogénes (Sarrouilhe and Mesnil, 2019). Outre toutes ses fonctions la sérotonine
s'est avérée étre un facteur mitogéne pour un large éventail de cellules non tumorales et
tumorales, qui induisent la progression des tumeurs solides jusqu'a mitastase (Sarrouilhe et al.,
2015).

L’histamine (2-[3H-imidazol-4-yl] éthanamine) est un puissant médiateur chimique de
I’inflammation, se produit par décarboxylation de l'acide aminé histidine par l'enzyme L-
histidine décarboxylase (HDC), qui est exprimée dans les neurones, les cellules pariétales, les
cellules de la muqueuse gastrique, les mastocytes et les basophiles. L histamine joue un role
important dans la vasodilatation, I’augmentation de la perméabilité vasculaire et peut méme
contribuer a des reactions anaphylactiques. Il agit également sur plusieurs fonctions
physiologiques, telles que la différenciation cellulaire, la prolifération, I'hématopoiese et la

régénération cellulaire. (Branco et al., 2018 ; O’Mahony et al., 2011)

3.5 Lesenzymes proteolytiques

Les enzymes protéolytiques sont un groupe hétérogene d'enzymes capables d'hydrolyser les
liaisons peptidiques et sont également appelées peptidases , protéases ou protéinases. L'action
des enzymes protéolytiques est essentielle dans plusieurs processus physiologiques notamment
dans la digestion des protéines alimentaires, la division cellulaire, la coagulation sanguine,
transduction du signal , traitement des hormones polypeptidiques, apoptose et cycle de vie de
plusieurs organismes pathogénes (Montan et al., 2013).

Les enzymes protéolytiques ont un role dans la réponse immunitaire bien caractérisé tres
efficace pour controler l'inflammation. Certaines enzymes protéolytiques possedent des
propriétés anti-inflammatoires prononcées et favorisent la dégradation des métabolites toxiques
et des produits inflammatoires contribuant finalement a la détoxification du corps humain.
(Tabrez et al., 2020).

3.6 Prostaglandine E:

La prostaglandine E, (PGE-?) est un lipide bioactif qui peut provoquer un large éventail d’effets

biologiques associés a I’inflammation et au cancer. La PGE; appartient a la famille des lipides
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prostanoides, qui est une sous-classe d’eicosanoides produits par oxydation des acides gras
essentiels (AGE) a 20 carbones qui sont couramment incorporés dans les phospholipides
membranaires. Les prostanoides, y compris PGEz, PGFza, DPI2, IGP2, et le thromboxane Az
(TXA?) sont synthétisés par les actions séquentielles d’un panel d’enzymes trés spécifiques. Leur
synthése est initiée par les phospholipases (PLA), une famille d’enzymes qui catalysent
I’hydrolyse des phospholipides membranaires en position sn-2 libérant des acides gras libres,
dont I’acide arachidonique (AA) des lipides membranaires. L’expression des PGE2 est altérée
dans les cellules cancéreuses, ce qui suggére un réle important dans le développement de la
maladie (Nakanishi and Rosenberg, 2013).

Les enzymes catalyseurs sont les cyclooxygénase (COX). Il existe deux isoformes majeures de
la COX. La COX-1 est constitutivement active et présente dans la plupart des cellules du corps,
tandis que I’expression constitutive de la COX-2 est largement limitée au rein ainsi qu’aux
zones du systeme nerveux central. Cependant, les niveaux de COX-2 sont hautement inductibles
dans de nombreux tissus par des stimuli pro-inflammatoires et mitogenes, y compris les cytokines

et les facteurs de croissance (Wang and DuBois, 2006).

3.7 Le systéeme du complément

Le systeme du complément (SC) est un composant thermolabile du sérum, qui posséde des
propriétés antimicrobiennes, capable de complémenter ’action des anticorps. Ce systeme fait
partie du systeme immunitaire inné. Le SC fait référence a un ensemble de protéines sériques
qui jouent un role primordial dans I’immunité innée. Elles permettent a I’hote de se défendre
contre les pathogénes et participent a 1I’¢limination des cellules du soi en condition d’apoptose

(Merle et al., 2015 ; Daugan et al., 2017).

Le SC est un réseau complexe de protéines qui participent a la réponse inflammatoire aigué par
leur activité enzymatique, leurs effets sur la libération de médiateurs, sur le chimiotactisme et
la perméabilité vasculaire ainsi que leur capacité a renforcer la phagocytose. (Germolec et al.,
2018).

Le systeme du complément peut étre activé en cascade par trois voies : la voie classique, la voie

des lectines ou la voie alterne. Ces trois voies convergent pour aboutir a I’activation de la
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protéine C3 (C pour complément), la formation du complexe d’attaque membranaire (CAM).
Le CAM est a I’origine de la lyse des pathogénes ou de I’activation de certaines cellules de
I’héte. Chacune de ces voies peut induire des réponses inflammatoires et moduler les réponses
immunitaires innée et adaptative conduisant ainsi a I’élimination des pathogénes, des

complexes immuns et des cellules apoptotiques (Merle et al., 2015b).

4 Lesanti-inflammatoires

4.1 Les anti-inflammatoires naturels

Différents aliments ou produits naturels ont montré des effets anti-inflammatoires tels que le
raisin/vin rouge (resvératrol), l'ail (divers composés), la poudre de curry (curcumine) (Anand
et al., 2008).

Les flavonoides et les composés phénoliques jouent un role efficace en tant que facteurs anti-
inflammatoires. Les activités anti-inflammatoires des composes naturels ont éte rapportées dans
plusieurs études et ont été observées dans de nombreuses études précliniques (Ravipati et al.,
2012).

4.2 Les anti-inflammatoires stéroidiennes

Les stéroides ont attiré beaucoup dattention en raison de leur large spectre d'activités
biologiques spéciales. Ils peuvent réguler une variété de processus biologiques et peuvent donc
étre transformés en médicaments pour le traitement de nombreuses maladies. (Mohareb et al.,
2011)

Les glucocorticoides (GC) sont souvent utilisées dans le traitement des maladies inflammatoires
(polyarthrite rhumatoide, asthme, lupus...) et des cancers hématopoiétiques ou des maladies

respiratoires, (Vitellius et al., 2018)

4.3 Les anti-inflammatoires non stéroidiennes

Les anti-inflammatoires non stéroidiens regroupent un ensemble de molécules présentant des
propriétés anti-inflammatoires, antipyrétiques et analgésiques. Leur efficacité et leurs
principaux effets secondaires sont liés a leur mécanisme d'action principal qui est I'inhibition
des cyclo-oxygénases (COX-1 et COX-2) (Orliaguet et al., 2013 ; S. et al., 2012) et la

diminution de la douleur et I'inflammation en limitant la formation de prostaglandines.
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(Whittle, 2000). Les anti-inflammatoires non stéroidiens jouent un role bénéfique dans la
réduction de l'incidence, les métastases et dans la mortalité liée a diverses tumeurs. (Wang and
Dubois, 2015). lls inhibent l'agrégat plaquettaire, ainsi la synthése puissante du thromboxane
A2, agent pro-agrégeant et vasoconstricteur. (Jeyakumar et al., 2008).

L'efficacité des anti-inflammatoires non stéroidiens a été transcrite dans plusieurs
recommandations de bonne pratique, et notamment dans la prise en charge de la douleur
postopératoire chez 'adulte et I’enfant, qui précisent que les AINS sont recommandés pour
I'analgésie postopératoire comme alternative ou en association a la morphine (Orliaguet et al.,
2013).

5 Meécanisme de Pinflammation

L’inflammation peut étre produite par plusieurs causes différentes, un caillot sanguin, un
trouble de systeme immunitaire, une infection, un cancer, une exposition chimique aux
hydrocarbure aromatique polycyclique, une blessure physique ou une affection neurologique.
(Roe, 2021).

L'inflammation aigué est une inflammation a court terme ou bien une réponse qui aboutit
généralement a la guérison par infiltration de la région endommagée par les stimulé nocif,
suppression des stimuli et réparation des tissus.

Cependant I’inflammation chronique est une réponse inflammatoire prolongée déréglée et
inadaptée qui implique une inflammation active, destruction des tissus et des tentatives de
réparation tissulaires. Elle est associée a de nombreuses affections et maladies humaines
chroniques notamment l'allergie, I'athérosclérose, le cancer, l'arthrite et les maladies auto-
immunes (Weiss, 2008).

Le mécanisme inflammatoire initie plusieurs événements cellulaires tels que I'activation des
cellules inflammatoires, la libération de cytokines et d'agents chimio-attractifs. Elle stimule
également l'attraction des leucocytes circulants vers le site de lI'inflammation (Korniluk et al.,
2017).

L’activation des macrophages par de nombreux stimuli induit I’implication du récepteur 4 de
type Toll (TLR4) avec le facteur de différenciation myéloide (MyD88) prélude au
déclenchement de la voie dépendante de MyD88. L’activation de TAK1 provoque la
phosphorylation des protéines kinases activées par le mitogéne (MAPK) et de la kinase I-
kappaB (IxB, et ’activation de facteur nucléaire kappaB (NF-xB) par ces signaux cellulaires.
(Buchanan et al., 2010)
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L’inflammation chronique entraine la régulation a la hausse des mediateurs pro-inflammatoires
dans les cellules touchées et la surexpression des médiateurs pro-inflammatoires tels que
I’iINOS et la COX-2, et diverses cytokines, notamment le TNF-a, I’'[L-1 et I'IL-6 (Heiss et
al., 2001)

6 Inflammation et pathologie

Dans les cas ou l'inflammation ne se résout pas, par exemple en raison de la persistance d'un
agent pathogene ou de I'échec de la réparation de la blessure ou du dysfonctionnement tissulaire,
des dommages peuvent apparaitre dans les tissus hotes. (Nathan and Ding, 2010).

Le stress oxydatif et les dommages oxydatifs sont impliqués dans la physiopathologie de
nombreux troubles inflammatoires et dégéneratifs chroniques. Ils sont associés a une altération
de I’état de santé et a une probabilité croissante de maladies chroniques telles que le cancer,
I’athérosclérose, la maladie d’ Alzheimer, les troubles métaboliques, etc. Ils sont probablement
causés par une inflammation de bas grade entrainée par le stress oxygéné, comme 1’indique
I’augmentation des cytokines pro-inflammatoires telles que I’IL-6, I'IL-1 et le TNF-a, génes

codés par I’activation du facteur nucléaire kappa-B (NF-«xB) (Sikora et al., 2010).

7 Propriétés anti-inflammatoire d’Ocimum basilicum

L'Organisation mondiale de la santé (OMS) a estimé que 80% des habitants du monde utilisaient
la médecine traditionnelle pour leurs besoins de soins de santé primaires et la majorité de cette
thérapie nécessite l'utilisation d'extraits de plantes et de leurs composants actifs. Divers extraits
bioactifs de plantes médicinales et leurs constituants actifs identifiés ou isolés ont montré
diverses propriétés pharmacologiques médicinales contre diverses maladies aigus et
chroniques. (Arulselvan et al., 2016).

Ocimum basilicum. (Basilic doux) est une herbe culinaire populaire appartenant a la famille des

Lamiaceae, possede des propriétés anti-inflammatoires (Mehrabi Nasaba et al., 2020).

Takeuchi et al., 2020 ont montré que les extraits méthanoliques de feuilles de basilic réduisent
I’expression de I’ARNm des cytokines inflammatoire notamment IL-6, IL-1p, TNFa et MCP1
par la co-culture des cellules macrophages Raw 264,7 et des adipocytes 3T3-L1 de souris.

D’autre études ont montré également que les extraits éthanoliques de basilic ont diminué la
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réaction inflammatoire de I’cedéme de la patte chez des rats exposés a une inflammation par
carraghénane (Rameshrad et al., 2014). En plus de ces effets anti-inflammatoires il possede
des effets hépatoprotecteurs contre le peroxyde d’hydrogene et le tétrachlorure de carbone en

éliminant les radicaux de peroxyde et I’oxyde nitrique (Meera et al., 2009)
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1 Physiologie de muscle lisse intestinal

1.1 Généralité sur le muscle lisse

Le muscle lisse représente la structure interne principale de divers organes dans le corps
notamment D’intestin, ’estomac, la vessie, I'utérus et les voies respiratoires. Recevant
I'innervation du systeme nerveux autonome mais aussi par des stimuli autocrines ou paracrines.
(Heghes et al., 2019)

2 Structure de muscle lisse

En général, les cellules musculaires lisses mesurent environ 200 a 300 pum de longueur et 5 a
15 um de largeur. La caractéristique la plus frappante du muscle lisse est l'absence de stries
transversales visibles. Les corps denses et les filaments contractiles occupent environ 80% de
I'intérieur de la cellule. Trois types de filaments peuvent étre se distinguent dans les cellules
musculaires lisses : filaments fins d'actine, filaments épais de myosine et filaments
intermédiaires. Des filaments intermédiaires relient des corps denses dans le cytoplasme en

bandes denses sur la membrane plasmique. (Bitar, 2003)

3 Mécanisme de contraction et relaxation du muscle lisse intestinal

3.1.1 Contraction du muscle lisse intestinal

La contraction des muscles lisses gastro-intestinal est assurée par des cellules musculaires
lisses, des cellules interstitielles de Cajal (ICC), des cellules fibroblastes, des hormones et des
substances paracrines (Sanders, 2008).

La contraction des muscles lisses est déclenchée par I'augmentation du Ca2+ cytosolique. Les
ions Ca2+ se lient a la calmoduline et le complexe Ca2+-calmoduline activent la chaine légére
et de la myosine et de la chaine de kinase (figure 5). (Curro, 2016). La source de l'augmentation
des niveaux de calcium cytosolique peut étre extracellulaire ou intracellulaire, ou une

combinaison des deux. (Kuo and Ehrlich, 2015).
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Le meécanisme principal pour initier la contraction des muscles lisses implique une
augmentation de Ca?* conduisant la myosine a la phosphorylation de la chaine légére régulatrice
(RLC), la phosphorylation de RLC de la myosine modifie l'orientation des ponts croisés de la
myosine, permettant I'activation par I'actine de I'activité ATPase de la myosine Un mécanisme
similaire se produit avec la myosine Il non musculaire avec des effets sur de nombreuses
fonctions dépendantes de l'actomyosine cellulaire. La phosphorylation Ca?* dépendante de RLC
est médiée par Ca*?/ calmoduline dépendante de la chaine Iégére de la myosine kinase (MLCK),
tandis que la phosphatase a chaine Iégere de myosine déphosphoryle RLC (Isotani et al., 2004).

Y CaM

——
Actin r Actin

P-Actomyosin

Actomyosin ‘4
Pi
Contraction

Figure 7 : Contraction du muscle lisse ; Dans les muscles lisses, le calcium se lie a la calmoduline et

provoque l'activation de de la chaine 1égére de la myosine (MLC) (la kinase MLCK). Cela phosphoryle
le MLC, qui se lie ensuite a I'actine pour former de I'actomyosine phosphorylée, permettant au cycle de

pont croisé de démarrer. (Kuo and Ehrlich, 2015)

3.1.2 Relaxation du muscle lisse intestinal

Les ions Ca?* au niveau de repos entrainent la dissociation de Ca?* de CaM, I’inactivation de
MLCK et la déphosphorylation de la myosine catalysée par MLCP. La relaxation se produit
généralement aprés le retour de Ca?* intracellulaire aux niveaux de repos. Les principaux

peptides relaxants de l'intestin, peptide intestinal vasoactif et adénylate hypophysaire peptide
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activateur de cyclase, stimule I'adénosine cyclique monophosphate (CAMP) et la guanosine
monophosphate cyclique (cGMP) dans le muscle lisse et activent les deux protéine kinase (PK)
dépendante de 'AMPc (PKA) et PK dépendante de la cGMP(PKG).(Carvajal et al., 2000) . La
PKG peut agir sur diverses cibles pour réguler Ca?*, la mobilisation et induire la relaxation.La
PKG inhibe la formation d'inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) dépendant de la libération de Ca2+,
stimule le plasmalemme et la pompes Ca?" -ATPase sarcoplasmiques, augmentant ainsi
I’absorption de Ca?* en stimulant I'efflux de Ca?* des cellules, Elle inhibe également l'activité
du canal Ca®* et stimule activité du canal K+, provoquant une hyperpolarisation membranaire
et une réduction de l'influx de Ca?* dans la cellule via les canaux Ca?* dépendant de la tension.
(Bitar, 2003).

3.1.3 Contraction de base du muscle lisse intestinal

En l'absence des stimulations neuronales ou hormonales le muscle lisse de Il'intestin gréle se
contracte rythmiguement ; ces contractions sont appelées phasiques (Montgomery et al., 2016)
Elles sont déclenchées par I'activité d'un type cellulaire particulier, la cellule interstitielle de
Cajal (ICC) (McHale et al., 2006).

Selon Horiguchi et al., 2003 il existe differentes types d’ICC sont présente dans la paroi du
tube digestif. On distingue de la séreuse vers la lumiere de tube digestif quatre types différents :
Les ICC-SS, situées sous la séreuse, présentes ou absentes suivant la portion de tube digestif.
Les ICC-IM, mélangees aux cellules musculaires lisses, dans les deux couches musculaires,
longitudinale externe et circulaire interne.

Les ICC-MY, associées au plexus myentérique (également appelées ICC-MP ou ICC-AP pour
Auerbach plexus), entre les couches musculaires circulaire et longitudinale.

Les ICC- SM, Ile long de la surface interne de la couche musculaire circulaire contre la sous-
mugueuse, associées au plexus sous-muqueux (également appelées ICC-DMP, pour plexus
nerveux de la couche musculaire profonde).

Les ICC se trouvent dans la région myentérique (entre les couches musculaires). Elles
déclenchent des ondes lentes, des potentiels de dépolarisation et fonctionnent comme
stimulateur cardiaque) (Hirst and Ward, 2003). Ces ondes génerent le rythme électrique de

base des contractions phasiques (Laura et al., 2015).
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4 Régulation de la sensibilité au Ca2+

L’activation de la chaine légéere de la myosine kinase et la phosphorylation de MLC20 dans les
SMC est dépendant de Ca?* mais il existe des voies supplémentaires qui modulent la sensibilité
au Ca2+ de lappareil contractile, telle que différents agonistes peuvent déclencher des
événements contractiles de différentes amplitudes avec des changements équivalents dans
[Ca2+]. Une [Ca2+] neutre en fonction de la courbe de force (telle qu'une réponse contractile a
I'entrée de Ca2+ via des canaux ioniques dépendants de la tension) pourrait se déplacer
considérablement vers la gauche (membrane cellulaire) lorsque des agonistes excitateurs, tels
que l'acétylcholine, stimulent les muscles ; dans de tels cas, de faibles niveaux de [Ca2+] peut
provoquer la contractilité réponses d'amplitude bien supérieure a la normale. (Sanders et al.,
2012) .

La sensibilisation au Ca2+ est contrdlée par l'activité de la chaine légere de myosine
phosphatase (MLCP). La contraction est initiée par la phosphorylation de la chaine légére de
myosine a 20 k Da (MLC20), de sorte que la déphosphorylation de la myosine réduit la
contraction. La phosphorylation de la MYPT (la sous-unité régulatrice de la MLCP) reduit
I'activité de la phosphatase et maintient le cycle et la contraction des ponts croises (Sanders et
al., 2012).

L'augmentation du Ca2+ cytosolique dans les cellules musculaires lisses est due soit a I'afflux
de Ca2+ via des canaux Ca2+ voltage-dependants (CaV1.2), ces canaux s'ouvrent en réponse a
dépolarisation membranaire, soit a la libération de Ca2+ des réserves intracellulaires du

réticulum endoplasmique via le récepteur de I’inositol triphosphate (IP 3R). (Curro, 2016).

5 Régulation du muscle lisse par les neurones

La régulation du tractus gastro-intestinal est sous contréle de systeme nerveux entérique (ENS).
Il est caractérisé par des circuits neuronaux entiers comprenant des neurones sensoriels,des
interneurones et des motoneurones). Chez les mammiferes, les neurones responsables de la
coordination du comportement moteur de lintestin sont les motoneurones inhibiteurs et
excitateurs qui se trouvent dans le plexus myentérique (Spencer et al., 2018).

Les réponses des muscles lisses gastro-intestinaux sont modulées par des neurotransmetteurs

excitateurs et inhibiteurs. L'acétylcholine est le neurotransmetteur excitateur le plus important,
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et les réponses post-jonctionnelles sont médiées par les récepteurs muscariniques (M2 et M3).
(Sanders et al., 2012) .

I1'y a des études qui ont démontré que I'ACh augmente I'amplitude des contractions spontanées
dans l'intestin gréle du lapin et la fréquence de ces contractions dans les couches musculaires
circulaires mais pas longitudinales (Hansen, 2003).

L’oxyde nitrique (NO) est considéré comme le neurotransmetteur inhibiteur prédominant, et il
est couplé, via des récepteurs post jonctionnels non traditionnels c’est-a-dire des protéines
cytoplasmiques de type guanylate cyclase GCa et .

La Purine qui se trouve dans le B-nicotinique adénine dinucléotide (B-NAD), est un
neurotransmetteur inhibiteur dans les muscles lisses gastro-intestinaux, Les purines se lient aux
récepteurs P2Y1 dans les cellules post-jonctionnelles, provoquent la production d'IP3 et de

diacylglycérol (Sanders et al., 2012).

6 Physiopathologie du muscle lisse intestinal

Les maladies gastro-intestinales consistent en différentes combinaisons de maladies chroniques
ou récurrentes, dont les causes physiologiques, biochimiques, infectieuses, anatomiques ou
structurelles sont non identifiables, Le syndrome du c6lon irritable (IBS) est I'une de ces
maladies. Il s'agit d'un trouble intestinal caractérisé par une constellation de symptémes, dont
des douleurs abdominales associée a un ou plusieurs symptémes d'altération de la fonction
intestinale tels que diarrhée, constipation ou alternance de diarrhée et constipation. C'est un
trouble fonctionnel courant de l'intestin, qui touche de nombreuses personnes (Karim et al.,
2010).

La douleur abdominale est généralement causée par de puissantes contractions des muscles
lisses par les actions du systéeme nerveux entérique. Cliniguement, la douleur causée par des
spasmes gastro-intestinaux est généralement traitée avec des médicaments qui induisent une

relaxation des muscles lisses. (Chey et al., 2001).

7 Propriétés antispasmodique d’Ocimum basilicum

Les composés antispasmodiques sont particulierement utilisés pour réduire la motilité
intestinale dans les spasmes musculaires lisses gastro-intestinaux. Les troubles de la motilité
gastro-intestinale sont décrits par des contractions intestinales anormales, y compris 1’achalasie,

les troubles de la motilité cesophagienne non achalasiatique, la dyspepsie, la gastroparésie, la

70



Chapitre 4

pseudo-obstruction intestinale chronique, le syndrome du célon irritable (SCI) et la constipation

chronique (Duangjai et al., 2021).

Les composes antispasmodiques sont également utilisés pour diminuer les crampes et
I’inconfort du tractus gastro-intestinal d0 a la contraction des muscles lisses. Ces contractions
sont provoquées par plusieurs affections touchant les voies gastro-intestinales, biliaires ou
génito-urinaires. Plusieurs plantes aromatiques et médicinales ont été utilisées pour le

traitement des troubles gastro- intestinaux (Hicks.,2007).

Une étude réalisée sur I’iléon de cobaye a montré que le basilic présente un effet
antispasmodique di a I’inhibition des canaux calciques Ca2+ a des concentrations de 3 a 10

mg/ml d’extrait hydro-méthanolique (Janbaz et al., 2014).

O. basilicum s’est révélé posseder des effets bronchodilatateurs et relaxants. L’extrait
hydroéthanolique maceré de feuille d’O.basilicum (0,75, 1,50 et 3,00 mg/ml) a
considérablement diminué le tonus contractile du muscle lisse trachéal induit par la

méthacholine et le KCI de maniere dose-dépendante. (Eftekhar et al., 2019).

Certains composés chimiques de I’huile essentielle d’Ocimum basilicum (parties aériennes)
présentent des propriétés antispasmodiques : hydrocarbures tel que les sesquiterpénes :
représentent 2—-3% de 3-caryophyllene en huile essentielle ; Alcools : linalol 40-55%, -alcool
fenchylique 3-12%, terpinen-4-ol 1,6%, -terpinéol 2% ; Phénols : eugénol 1-19%, iso-eugenol
2% Oxydes : 1,8-cinéole 2-8% ; Ethers : méthyl chavicol 3-31%, méthyleugénol 1-9% Esters:
cinnamate de méthyle 0,1-7%. (Heghes et al., 2019).
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Introduction

Ocimum basilicum L. est une plante médicinale aromatique appartenant a la famille des
Lamiacées connue sous le nom de basilic doux et également appelée roi des herbes. C'est une
plante annuelle largement répandue et cultivée dans le monde entier. Ce genre d’herbacées
englobant plus de 100 especes aromatiques est originaire d'Asie, d'Inde, d'Afrique, d'’Amérique
du Sud. Le basilic a trouvé un large éventail d'applications dans divers domaines tels que la
médecine traditionnelle, les industries pharmaceutiques, cosmétiques, nutraceutiques et
alimentaires. Son profil aromatique en fait une épice tres courante pour la préparation des repas
dans diverses cultures pour apporter ardme et saveur. Les parties les plus utilisées de la plante
sont les feuilles et les graines. Les feuilles peuvent étre utilisées pour la cuisine, la production
d'huiles essentielles et comme composant de diverses boissons. Les graines sont intégrées
comme ingredient fonctionnel dans la transformation de produits alimentaires et non
alimentaires. A l'inverse, les tiges sont rarement étudiées pour leur utilisation. Elles peuvent
trouver une application dans I'aromatisation des aliments et une référence indique un usage en
médecine traditionnelle. Les effets sur la santé d’Ocimum basilicum L. (OB) sont reconnus et
décrits dans la littérature scientifique. Il contient plus de 200 composés phytochimiques
bioactifs issus de différentes familles chimiques. En plus des macronutriments, des glucides,
des lipides, des protéines et des mucilages, le basilic contient des micronutriments dont des
vitamines, des minéraux et des metabolites secondaires comme des polyphénols, des
flavonoides. Son huile essentielle contient des composeés terpéniques, des monoterpénes et des
sesquiterpénes, c'est-a-dire du linalol, du limonéne, du géraniol, du caryophylléne et de l'alpha-
cadinol. Les métabolites secondaires du basilic et plus spécifiqguement les composeés bioactifs
phénoliques ont été explorés. Parmi les principales molécules de type flavonoides présentes
dans le basilic, la quercétine et la rutine sont les plus représentées avec la catéchine, le
kaempférol et la lutéoline. Les principaux composés phénoliques trouvés dans OB seraient
I'acide rosmarinique suivi des dérivés de l'acide caféique. Les principaux dérivés sont
généralement les acides chicorique, caftarique, caféique, coumarique, gallique et
chlorogénique. Les propriétés santé attribuées a Ocimum basilicum L. reposent sur sa teneur en
métabolites secondaires, c'est-a-dire en composés phénoliques et flavonoides. Les bioactivités
des feuilles d'OB sont les plus fréquemment décrites dans la littérature scientifique et en
médecine traditionnelle. Le potentiel thérapeutique des extraits de feuilles apparait assez
diversifié. lls sont utilisés pour les maux de téte, I'inflammation des voies respiratoires (mal de

gorge, laryngite, bronchite), le dysfonctionnement rénal des MICI (maladie inflammatoire
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chronique de I’intestin), comme antipyrétique et anticancéreux, entre autres applications. De
plus, les extraits d'OB semblent générer des effets pharmacologiques bénéfiques en tant
gu'antioxydants, anti-inflammatoires, analgésiques et antispasmodiques. Ils agissent sur les
maladies métaboliques et immunitaires avec inflammation chronique telles que le syndrome
métabolique et les maladies intestinales. La bioactivité des extraits de plantes est connue pour
étre influencée par le type d'accession, les conditions de croissance et la période de récolte dans
I'année. En effet, la géographie, la pédologie et la saison modulent la qualité et les quantités
relatives des composés phytochimiques, donc le rendement optimal en principes actifs altérant
ainsi le potentiel d'effet sur la santé. De plus, le choix des sous-parties prélevées sur la plante
peut étre un déterminant du profil de bioactivité. Chaque partie d'un végétal peut avoir un profil
chimique qualitatif et quantitatif spécifique en raison de la distribution différentielle des
composés phytochimiques en fonction du réle de I'organe et des voies métaboliques associees.
Dans ce contexte, chaque partie d'un végétal peut porter une bioactivité différentielle permettant
d'adresser des objectifs pharmacologiques spécifiques et de valoriser des sous-parties vegétales
autrement considérées comme des co-produits de faible valeur. L'objectif de la présente étude
était dexplorer les profils phytochimiques, antioxydants, anti-inflammatoires et
antispasmodiques différentiels des extraits de feuilles et de tiges d'Ocimum basilicum L. Ces
investigations visent a mieux comprendre les différents potentiels bioactifs de I'OB et a déméler
le potentiel nutrition-santé du coproduit de la tige. A notre connaissance, c'est la premiére fois

gu'une telle exploration est entreprise sur Ocimum basilicum L.
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1 Le matériel végetal

Les parties aériennes d’Ocimum basilicum ont été collecté pendant I’hiver (février 2020) au
Kenya. Le basilic a été identifié par une botaniste Madame Sylvie Morel et un échantillon a été

conservé au laboratoire de Botanique et Mycologie de I’Université de Montpellier.

2 Préparation des échantillons et des extraits

Les parties aeriennes (feuilles, tiges) de basilic ont été séparées et séchées a I’air libre. Ces
derniéres ont été broyées a 1’aide d’un moulin a herbes spécial (Thermomix). Environ 50
grammes de poudre de feuilles de basilic a été mélangé avec 200 mL d’eau pour la préparation
de I’extrait aqueux. D’autre part 50 grammes a été mélangés avec 200 mL d’éthanol absolu
pour préparer I’extrait éthanolique. Pour les tiges 15 g ont été mélangés avec 60 ml d’eau
(extrait aqueux), et 60 ml d’éthanol absolue (extrait ethanolique).

Les extractions ont éte réalisées sous ultrason (45KHz, 10min). Ce processus a été répété 5 fois,
apres. Les extraits obtenus ont été filtrés a 1’aide de papier filtre, séchés a sec et pesés pour
déterminer le rendement d’extraction puis conservés a-20°C afin de les analyser.

Le rendement d’extraction a été calculé selon la formule suivante :

R = Masse d'extrait sec en g x100/ Masse de basilic séché en g

3 Analyses chromatographiques des extraits de basilic

Les extraits de basilic ont été analyses par chromatographie liquide couplée a un spectrometre
de masse Acquity UPLC (Waters, Massachusetts, USA). Les composés ont été analyses en
fonction de leurs temps de rétention, de leurs spectres UV-Vis et de leurs spectres de masse. Le
spectre de masse a été acquis a l'aide d'un Synapt G2-S (Waters, USA) réglé a l'ionisation ESI-
, pour une gamme de masse de 50-1600 Da, avec une source a 140 °C, une tension capillaire de
3 kV et une température de desolvatation de 450 °C avec les mémes parametres

chromatographiques.

Les extraits de basilic ont été préparés dans de I'eau distillée et du méthanol (30 mg/ml), 20 ul
ont été injectés. L'instrument était équipé d'une colonne C18 ACE 250 mm x 4,6 mm X 5 um
(Advanced Chromatography Technologies Ltd, Scotland). La DAD a été réglée a 280, 330 et
380 nm. Les phases mobiles étaient I'acide formique a 1% dans de I'eau pure comme phase A

et l'acétonitrile comme phase B. Le débit était réglé a 0,7 ml min-1 et a 30 °C. Le gradient était
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fixé a 98% de A et 2% de B (a I'étape initiale), stabilisé a 2% de B pendant 1 min, augmentant
a20% de B de 1 a3 min, a40% de B de 3a 6 min, a 60% de B de 7 a 8 min, a 80% de B de 8
a9 min, a 100% de B de 9 a 11 min, retour a la condition initiale (2% de B) en 3 min et maintien

pendant 3 min.
4 Evaluation des propriétés antioxydants

4.1 Dosage du TPC

La teneur en composés phénoliques totaux dans chaque extrait a été déterminée par la méthode
folin-ciocalteu suivant la procédure de Morel et al (2018). 50ul d’échantillon préparé dans le
DMSO (0.5mg/ml) ont été¢ mélangés avec 50ul d’eau ultra pure HPLC, 50 uL 10% de réactif
folin-ciocalteu et 50uL 1M de NaCO3 dans une plague 96 puits I’incubation de la plaque se fait
a une tempeérature ambiante pendant 60 min sous agitation a I’abri de la lumiére. L’absorbance
a été mesurée a 650 nm au spectrophotométre U.V (Berthold technologie). L’acide gallique a
été utilisé comme reférence et les résultats ont éte exprimé en milligramme équivalent d’acide

gallique par gramme extrait sec (mg GAE/Q).

4.2 Test DPPH

Le DDPH, 1,1-diphényl-2-picryl-hydresil, a ete utilisé pour évaluer la capacité de piégeage des
radicaux libres des extraits éthanoliques et aqueux de basilic, en utilisant la méthode décrite par
Morel et al, 2018. Une quantité de 100 ul de différentes concentrations d'extraits de basilic
prépare dans 1’éthanol (0.2, 0.5, 1 mg/ml) a été melangée avec du 25uL (0,4 mg /mL) DPPH et
75 uL de I'éthanol absolu dans une plaque. L’acide chlorogénique (0.01 mg/ml) et le romarin
(0.2 mg/mL) ont été utilisés comme contrbles positifs et le trolox (12.5, 25, 50, et 75 uM)
comme référence pour calculer ’Clso. La plaque a été incubée pendant 30 min a température
ambiante a I’abri de la lumiére et lue par spectrométrie UV (Berthold technologie) a 550 nm.

Les résultats sont exprimes sous forme de pourcentage d’inhibition et calculé selon la formule

suivante :

DO(OuM)—DO extrait
DO(0uM)

%Inhibition = x 100
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4.3 Test ORAC

Les tests ORAC ont été reéalisés dans des plaques de polypropyléne a 96 puits, comme décrit
précédemment (Morel et al 2018). Les échantillons ont été solubilisés dans du DMSO a une
concentration de 1 mg/mL avant d'étre dilués a 25 pg/mL a l'aide d'un tampon phosphate a pH
7,4. Sur la microplaque 96 puits, 20 pL de solutions de Trolox a 0,6, 25, 12,5, 25, 50 et 75 uM
comme courbe standard, ou d'acide chlorogénique (0,01 mg/mL), ou d'extrait éthanolique de
romarin (12,5 pg/mL) comme contrdle positif, ou les extraits a une concentration de 25 pg/mL,
ont été appliqués. Ensuite, 100 uL de tampon phosphate et 100 uL de solution de fluorescéine
préparée extemporanément (0,1 uM dans le tampon phosphate) sont ajoutés. La microplaque
est incubée a 37°C pendant 10 min sous agitation. La réaction a été initiée avec 50 pL d'AAPH.
La fluorescence a été enregistrée a une longueur d'onde d'excitation de 485 nm et une longueur
d'onde d'¢émission de 535 nm, pendant 70 min en utilisant un lecteur de microplaques Tristar
LB 941. Les valeurs ORAC finales ont été calculées en utilisant une équation de regression
entre la concentration de Trolox et l'aire sous la courbe de fluorescéine décroissante. Les

données sont exprimées en pmoles d'équivalents Trolox par gramme d'extrait sec.

4.4 NO scavenging :

L'activité de piegeage du basilic sur I'oxyde nitrique a été déterminée selon la méthode suivante,
différentes concentrations d'extraits éthanoliques de (50 a 200 pg/ml) ont été préparer dans le
HBSS et mélangées avec du nitroprusside de sodium (5mM), le contrdle (nitroprusside de
sodium seul) a été incubé pendant 2 heures a la température ambiante sous une lampe, la
concentration de nitrite a été déterminée par la réaction de Gries et l'absorbance mesurée a 550
nm. Les résultats sont exprimés en pourcentage de capacité de piégeages de NO (% de

scavenging)

5 Evaluation des propriéetés anti-inflammatoires

5.1 Culture cellulaire
Les cellules macrophage J774 de souris ont €té cultivées dans des flasques stériles 75 et des
plaques de 24 puits dans un milieu de croissance RPMI avec Glutamax. Complété par 10% de

sérum bovin feetal (Gibco) avec 1% d’antibiotique (pénicilline streptomycine) et maintenue

dans des conditions de cultures standard atmosphére humide avec 5% de CO2 a 37°C.
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5.2 Traitement et activation des cellules

Les cellules cultivées dans des plaques de 24 puits (5*10° cellules/ puits) ont été prétraitées
avec I’extrait éthanolique des feuilles et tiges de basilic a différentes concentrations (de 200 a
50pg/ml). Les extraits ont été solubilisé dans du diméthylsulfoxyde (DMSO). Apres dilution
dans le milieu de culture RPMI complet le % du DMSO dans les puits a été inférieur a 0.5%.
Aprés une durée de prétraitement de 4 heures avec les extraits, les cellules sont stimulées par
I’association du LPS/IFN (100ng/10ng/ml). Des surnageants ont été collectés apres 4 et 24
heures de stimulation et conserve a -20 C° pour le dosage des nitrites, TNF, IL6, PGE2 et
MCP1.

5.3 Mesure de la viabilité cellulaire

Le test de viabilité cellulaire a été réalisé avec 1’aide de deux composes, le sel de tetrazolium
:3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium

(MTS) et un réactif accepteur d'électrons: la phenazine methosulfate (PMS). La réduction du
MTS en Formazan par la déshydrogénation des cellules actives correspond aux cellules viables
; Les cellules (6.10°) sont ensemencées dans une plaque 96 puits stérile avec un volume de 100
pl de cellules /puits dans un milieu de culture RPMI complet incubé a 37 C° pendant 1h pour
I’adhérence. Ensuite les cellules ont été traitées avec I’extrait éthanolique de feuilles et tiges du
basilic avec différentes concentrations (50 a 200 pg/ml) pendant 20h. Aprés 20 h incubation,
20ul de MTS/PMS ont été ajouté a chaque puits. Ensuite la plague est incubée pendant 4 h et
I’absorbance a été mesurée a 490 nm. Le % de viabilité cellulaire a été calculé selon la formule
suivant :

% viabilité cellulaire= absorbance des échantillons x100/ abhsorbance du controle.
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5.4 Dosages des nitrites

Les nitrites sont dosés apres 18 heures de stimulation dans les surnageants des cellules par le
réactif de Gries dans des plaques de 96 puits et incubées a la température ambiante pendant 10
min. L absorbance a été¢ mesuré a 550 nm. Une gamme d’étalon de NaNO3 a ¢été utilisée pour

calculer la concentration en nitrite.

5.5 Dosage des Interleukines 6 (IL-6)

L’interleukine 6 (IL6) est dosés dans des surnagent des macrophages J774.A1 apres 20h de
stimulation avec du LPS/IFNy et 4h de prétraitement avec les extraits éthanolique d’ocimum
basilicum (50,75,100,150 et 200 pg/ml). Le dosage est une méthode immuno--enzymatique de
type ELISA (Enzyme-labeled Immunosorbent Assay) sandwich. Qui utilise un duo d’anticorps
(invitrogen Thermo Fisher SCIENTIFIC) les procédures du dosage sont réalisées selon les
instructions du fabricant.

Les résultats sont exprimés en pourcentages d’inhibition de la production d’IL-6.

5.6 Dosage du TNF-a (Tumor Necrosis Factor alpha)

Tumor Necrosis Factor alpha (TNF-a) est dosés dans des surnagent des macrophages J774.A1
apres 3h de stimulation avec du LPS/IFNy et 4h de prétraitement avec les extraits éthanolique
d’ocimum basilicum. Le dosage a été réalisé selon les instructions contenues dans le kit-ELISA
(Kit ELISA TNF alpha Mouse ; Thermo Fisher Scientific). La méthode c¢’est ELISA immuno-

enzymatique sandwich. Les résultats sont exprimés en concentration de production du TNF-a.

5.7 Dosages du Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1)

Le dosage du Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) a été réalisé selon les instructions
contenues dans le kit-ELISA (MCP-1 alpha Mouse Uncoated ELISA kit ; Thermo Fisher
Scientific). Apres prétraitement avec les différentes concentrations d'extraits éthanoliques de

basilic pendant 4h, les cellules ont été stimulées avec du LPS 100 ng/mL (E. coli, 555B5) et de
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I'INFy de souris 10 ng/mL pendant 20h. La libération de MCP-1 dans les surnageants cellulaires
a été testée par dosage ELISA immuno-enzymatique sandwich.

Les résultats sont exprimé en pourcentage d’inhibition de la production de MCP-1.

5.8 Dosages des PGE2

L’évaluation de I’effet d’extrait éthanolique des tiges sur la production de la prostaglandine E2
a été réalisée par le dosage immuno-enzymatique compétitif (ELISA) sur les surnageants de
culture aprées prétraitement et activation ultérieure des cellules avec LPS/IFNy en utilisant le
Cayman PGE2 ELISA KIT Monoclonal. Les résultats sont présentés en pourcentages
d’inhibition des PGE2 ainsi sa production.

6 Evaluation de I’activité antispasmodique

6.1 Animaux

L’¢évaluation de I’activité antispasmodique du basilic sur les muscles lisses de jéjunum a été
réalisé sur un modele animal de rats wistar males (336-428 g) qui ont été achetés chez janvier.
Tous les rats ont été maintenus dans des conditions environnementales stables (température

22+- °C), avec un cycle d’éclairage (lumicre/obscurité ,12/12h).

6.2 Préparation du jéjunum des rats, montage

Les rats ont été sacrifiés par exsanguination. Le jéjunum a été prélevé et nettoyé avec du liquide
de tyrode , coupé en fragment de 10 mm et monté sur des porte organes puis placés dans des
cuves a organes isolés a double paroi contenant du tyrode (9ml). Le tyrode dont la composition
est la suivante ((NaCl : 137 mmol/l, KCI : 2,7 mmol/l, MgCI 2-6H 2 O : 1 mmol/Il, CaCl 2 -
2H,0 : 1,8 mmol/l, NaHCOs: 11,9 mmol/l et Glucose : 5,5 mmol/l) est maintenu a une
température de 32°C et oxygéné par un mélange de (95% Oz, 5%CO,). Une période
d’équilibration de 40 min durant laquelle des lavages ont été effectués toutes les 10 minutes est

effectué.
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Les fragments de jéjunum ont été relié a des capteurs de tension isométrique avec une tension
de base de 1 gramme. Les réponses et les signaux ont été enregistrés et analysés avec un systeme
informatique (Mac-Lab. VV3.6).

6.3 Effet antispasmodique

Apres une période d'équilibration, les fragments de jéjunum sont stimulés par
I'acétylcholine,10-5M (neurotransmetteur ayant pour effet d'interagir avec les récepteurs
muscariniques). Une autre période d'équilibration de 40 min a été effectuée, les segments de
jéjunum ont été exposés a une contraction avec du BaCl2 4.10-4 M ou de la méthacholine 3.10-
6 M pendant 5 min, apres une autre période d’équilibration de 40 min dans du tampon Tyrode.
Différentes concentrations (1, 3, 6, 10 mg/ml) des extraits aqueux de feuilles et de tiges de
basilic, un tampon(témoin) et (aminophylline 3.10-3 M) ont été ajoutés pendant 10 min de
prétraitement avec les segments. Une seconde contraction avec BaCl2 4.10-4 M ou de la
méthacholine (un antagoniste muscarinique) 3.10-6 M a été réalisée.

Le pourcentage de contraction a été calculé selon la formule suivante :

Contraction (%) = [(Tension (g) apres deuxieme ajout de BaCl2 ou de méthacholine - tension
(9) apres ajout d'extraits) x 100 / Tension (g) premier ajout de BaCl2 ou de méthacholine -
tension de base (g)]. Le pourcentage inhibiteur de contraction (relaxation) a été calculé comme
suit :

Relaxation %=100 - contraction (%).

7 Analyse statistique

Tous les résultats obtenus dans notre étude sont exprimés en moyenne + SD standard de
déviation, L’analyse statistique a été réalisée a l'aide tu test ANOVA unidirectionnelle avec

Tukey post hoc. Les différences étaient considérées comme significatives lorsque p < 0,05.
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1 Rendement d’extraction

L’extraction ultra sonique des parties aériennes d’Ocimum basilicum avec 1’eau et 1’éthanol
nous a permis d’obtenir des extraits secs et des rendements d’extraction présentés dans le
(Tableau 4). Les résultats obtenus montrent que I’extraction avec 1’eau a générer des rendements
plus importants pour les tiges 29,63% et les feuilles 16,77%, en comparaison avecl’extraction
éthanolique (feuilles 5,36 % et 2,29% pour les tiges).

Tableau 4 : Rendement d’extraction d’Ocimum basilicum.

Extraits Matiere seche (g) Extraitssec (g) Rendement
(%)

Extrait éthanolique des feuilles 50 2.6807 5,36

Extrait aqueux des feuilles 50 8.3858 16,77

Extraits éthanoliques des tiges 15 0.3434 2,29

Extrait aqueux des tiges 15 4.4449 29,63

2 Analyses phytochimiques des extraits de basilic

Les résultats obtenus par ’analyses chromatographique UPLC des extraits éthanolique et
aqueux de basilic sont présenté dans la figure 8 et 9, les chromatogrammes obtenus montrent
qu’il y a une différence au niveau des profils chimiques des extraits aqueux et éthanolique de

feuilles et des tiges.

L’identification des composés phytochimiques est présenté dans le tableau 5 et 6. Cette
identification est basée sur la détermination de la masse molaire et le temps de rétention en
comparaison avec les données trouvées dans la littérature. Les principaux composés presents
dans les extraits de feuilles aqueux et éthanoliques sont : I'acide ferroyl-tartrique, la salvigénine
le médiosinol, la rutine et la gallo-catéchine. Pour les extraits de tige on trouve : acide
rosmarinique, Salvigenin, rutine, Vicenine et Quercitin-acetyl-O-glucoside. Cependant a c6té
de cette identification il y d’autres composés qui ne sont pas déterminés. Ces données indiquent

une différence dans la composition bioactive des tiges et de feuilles.
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Figure 8 : chromatogramme des extraits de feuilles d'Ocimum basilicum (M-H+). (A) éthanoliques et
(B) aqueux.
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Figure 9: Chromatogramme des extraits de tiges d’Ocimum basilicum (M-H+). (A) éthanoliques et

(B) agueux.

86




Résultats

Tableau 5 : Profil des composés chimiques dans I'extrait de feuilles d'Ocimum basilicum

0.62
0,95
1,09
2,8

3.25
3,78

3,99
4,15
4,31

4,45

4,59
4,84
4,95
5,31

5,56
5,49
6,12
6,21

6,51

6,54

6,93

328,1
120,1
608,2
409,0

305,2
371,2

415,3
459,3
503,3

547,3

591,4
185,1
349,1
329,2

223,1
435,1
401,7
351,2

329,2

359,1

517,3

x X X X X X X

x

X

x

(+)-Gallocatechin
Medioresinole
(Furanoide lignine)

luteolin acetyl-
glucuronide

5,50-Dihydroxy-d-
sesamin-5- O-
glucoside

Trihydroxy
octadecenoic acid
(fatty Acid)

Salvigenin(5-
Hydroxy-6,7,4'-
trimethoxyflavone)
(Flavon)
Trihydroxy
octadecenoic acid
(fatty Acid)
rosmarinic Acid

luteolin acetyl-
glucuronide

(Ma et al., 2004)
Kumar, Bouic, et
Rosenkranz 2020),
(Jayasinghe et al.
2003)

(Jayasinghe et al.
2003), (Ibrahim,
Mansour, et Elkady
2020), (Lu et al.
2014)

(Ye, Yan, et Guo
2005)

(Kumar, Bouic, et
Rosenkranz 2020)

(Kumar, Bouic, et
Rosenkranz 2020)

(Kumar, Bouic, et
Rosenkranz 2020)

(Kumar, Bouic, et
Rosenkranz 2020) ,
(Jayasinghe et al.
2003)

(Jayasinghe et al.
2003), (Ibrahim,
Mansour, et Elkady
2020), (Lu et al.
2014)
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7,07 345,1 X Eupatorin (3',5- (Kumar, Bouic, et
Dihydroxy-4',6,7- Rosenkranz 2020)
trimethoxyflavone)

Flavon

7,54 275,2 X

7,84  364,3 X

8,05 329,1 X Trihydroxy Acid (Kumar, Bouic, et
octadecenoic ((Fatty = Rosenkranz 2020)
Acid)

8,15 215,2 X X

8,29 5833 X

8,57 3251 X X feruloyltartaric acid  (Farag et al. 2016)

(Prinsi et al., 2019)

8.85 349,1 X

9,62 325,1 X feruloyltartaric acid  (Farag et al. 2016)

(Prinsi et al., 2019)
9,97 4833 X

10 691,3 X
10 .36 282 .27 X
10,49 609,3 X Rutin (flavonoid) (Kumar, Bouic, et

Rosenkranz
2020),(Ibrahim,
Mansour, et Elkady
2020), (Lu et al.

2014),
10,63 593,3 X X
11,2 621,3 X X
11,5 394,3 X
11,69 4294 X

Tableau 6 : Profil des composés chimiques dans I'extrait de tiges d’Ocimum basilicum

0,65 3282 x

1 191,1 x isocitric / citric acid (Kumar, Bouic, et
Rosenkranz 2020)

1,79 1881 x X

259 3821 x

2,74 2611 X

306 1811 x

3,43 3712 X

3,57 327,2 X Salvigenin(5- (Kumar, Bouic, et
Hydroxy-6,7,4'- Rosenkranz 2020)
trimethoxyflavone)
Flavones

88



3,61
3,78

3,99
4,15
4,21

4,32

4,45

4,59
4,71
4,82
5,05
5,14

5,51
5,6
6,22

6,52

7,11
7,59
7,73
7,85

8,06

8,22
8,33

8,48

351,1
387,2

415,3
459,3
507,2

503,3

547,3

591,4
635,4
187,1
551,1
359,1

435,1
314,1
327,2

329,2

316,3
342,3
483,3
311,2

329,1

476,3
359,1

293,2

Medioresinole
(Furanoide lignine)

Quercitin-acetyl-O-
glucoside

luteolin acetyl-
glucuronide

5,50-Dihydroxy-d-
sesamin-5- O-
glucoside

Rosmarinic acid

Naringenin glucoside

Salvigenin(5-
Hydroxy-6,7,4'-
trimethoxyflavone)
Flavone
Trihydroxy
octadecenoic acid
(Fatty Acid)

Caftaric acid

Trihydroxy
octadecenoic acid
(fatty Acid )

Rosmarinic Acid
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(Kumar, Bouic, et
Rosenkranz
2020),(Jayasinghe et
al., 2003)

(Burducea et al., 2019)

(Jayasinghe et al.,
2003), (Ibrahimet al.,
2020), (Lu et al., 2014)
(Yeetal., 2005)

(Kumar, Bouic, et
Rosenkranz 2020) ,
(Jayasinghe et al.
2003)

(Prinsi et al., 2019)

(Kumar, Bouic, et
Rosenkranz 2020)

(Kumar, Bouic, et
Rosenkranz 2020)

(Kumar, Bouic, et
Rosenkranz 2020),
(Jayasinghe et al.,
2003), (Lee and
Scagel, 2009)
(Kumar, Bouic, et
Rosenkranz 2020)

(Kumar, Bouic, et
Rosenkranz 2020) ,
(Jayasinghe et al.
2003)
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8,53 299,1 X hydroxybenzoic acid-  (Farag et al. 2016)
O- glucoside(salicylic
acid-O-glucoside)

8,91 295,2 X Cinnamyl malic acid (Lee et Scagel 2009)

9 309,2 x

9,13 311,2 X X caftaric acid (Kumar, Bouic, et
Rosenkranz 2020),
(Jayasinghe et al.,
2003)

9,68  324,3 X

9,74 3532 x X Chlorogenic acid (Yeetal., 2005),
(lbrahim et al., 2020)

9,99 5545 x X

10,19 780,5 x

10,48 609,3 X Rutin (flavonoid) (Kumar, Bouic, et
Rosenkranz
2020),(Ibrahim et al.,
2020), (Lu et al.,
2014),

10,63  593,3 X Vicenin Il (flavonoid)  (Farag et al. 2016)

10,77 593,3 X X feruloyltartaric acid (Farag et al. 2016)

10,91 2932 x

115 3943 x X

11,69 429,4 X X

3 Teneur totale en polyphénol

La teneur en polyphénols des extraits de basilic est mesurée par la méthode colorimétrique
Folin-Ciocalteu, les résultats sont exprimés en équivalent d’acide gallique (GAE mg /g) et
présentée dans la figure 10. La teneur la plus élevée en composes phénolique est présentée par
I’extrait éthanolique des feuilles d’Ocimum basilicum (54,79 GAE mg/g), tandis que la teneur
la plus basse est dans I’extrait éthanolique de tiges (20,04 GAE mg/g). Les extraits aqueux de
feuilles et de tiges (35,14 GAE mg/g), (30,75 GAE mg/g) ne présentent pas de différences

significatives.
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Figure 10 : Teneur totale en polyphénol des extraits d'Ocimum basilicum, Fe : extraits d'éthanolique des
feuilles ; Te : extraits d'éthanolique des tiges ; Fa : extraits aqueux des feuilles ; Ta : extrait aqueux des

tiges Les valeurs sont moyennes + SD (n=3).

4 Activité antioxydant des extraits d’Ocimum basilicum

Les extraits de nombreuses espéeces de la famille des Lamiacées présentent un pouvoir
antioxydant important, ils sont des piégeurs d’espéces réactives de 1’oxygéne (ERO). Les ERO
peuvent réagir avec diverses biomolécules dans les cellules, comme les lipides, les protéines et
I’ADN et causer des dommages a ces molécules, ainsi un déséquilibre entre la production de
ERO et les défenses antioxydantes qui peut entrainer des processus dégéneératifs tels que le
cancer, le vieillissement, les maladies cardiovasculaires et neurodégénératives (Stagos et al.,
2012).

Il existe plusieurs méthodes pour évaluer P’activité antioxydantes de différents composés
naturels, pour les extraits d’ocimum basilicum nous avons utilisés deux méthode le test DPPH :

1,1-diphenyl-2-picryl-hydroxyl et le test ORAC Oxygen Radical Absorbance Capacity.

41 Test DPPH

La capacité antioxydante des extraits d’Ocimum basilicum a été mesurée par le test DPPH, les
résultats sont exprimés en Trolox équivalent p mol TE/g extraits sec ainsi en % d’inhibition de
DPPH. Les résultats du test DPPH (figure 11) montrent que la plus forte capacité antioxydante
est présenté pour I’extrait éthanolique des feuilles (73,22 p mol TE/g es) avec une %
d’inhibition de DPPH 39,96%, suivi par I’extrait éthanolique des tiges (70,66 p mol TE/g es)

et 39,39%. En revanche les extraits aqueux de feuilles et de tiges ont présenté une capacité
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antioxydante plus faible (27,87 et 28 umol TE/g es) respectivement avec 17,66% et16,96%.
Les extraits éthanoliques ont une capacité antioxydante de piégeage des radicaux libre plus
important par rapport aux extraits aqueux, et au niveau statistique il existe une différence

significative.
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Figure 11 : Activité antioxydantes des extraits d'Ocimum basilicum évalué par test DPPH, A)
concentration équivalent Trolox, B) % d’inhibition de DPPH. Fe : extraits d'éthanolique des feuilles ;
Te : extraits d'éthanolique des tiges ; Fa : extraits agueux des feuilles ; Ta : extrait agqueux des tiges Les

valeurs sont moyennes + SD (n=3).
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4.2 Test ORAC

Diverses méthodes ont été développées pour mesurer la capacité des antioxydants a piéger les
radicaux libres. Pour les radicaux dits oxygene, la méthode de capacité d’absorption des
radicaux oxygénés (ORAC) est largement utilisée pour mesurer I’activité antioxydante dans les
aliments (Sueishi et al., 2011).

Les résultats de 1’évaluation de la capacité antioxydantes des extraits de Basilic par le test
ORAC sont présentés dans la figurel2. lls sont exprimés en u mol TE/ug extraits sec. Les
résultats montrent que I’activité antioxydante la plus élevée est présente pour I’extrait
¢thanolique des feuilles (2,45 p mol TE/ug es). L’extraits éthanolique des tiges (1,29u mol
TE/ug es) et 'extrait aqueux des feuilles (1,48 p mol TE/ug es) ont présenté une activité
antioxydante moins importante et I’extrait aqueux des tiges a présenté la plus faible activité
antioxydante.

Selon les statistiques des résultats de test ORAC il existe une différence significative entre
I’extrait éthanoliques des feuilles, les deux extraits éthanoliques des tiges et aqueux des feuilles
ainsi ’extrait aqueux des tiges. Cependant il n’y pas de différence significative entre les deux

extraits éthanoliques des tiges et aqueux des feuilles.

p mol TE/ug es
[SY
(03]

Fe Te Fa Ta
Extraits

Figure 12 : Activité antioxydantes des extraits d'Ocimum basilicum évalué par test ORAC, Fe : extraits
éthanolique des feuilles ; Te : extraits éthanolique des tiges ; Fa : extraits aqueux des feuilles ; Ta : extrait

aqueux des tiges Les valeurs sont moyennes + SD (n=3).
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4.3 L’activité de piégeage du NO des extraits éthanolique d’Ocimum basilicum

L’évaluation de I’activité¢ de piégeage du NO par les extraits éthanoliques des feuilles et des
tiges de Basilic ont montré une capacité de piégeages plus important et significative a différente
concentration de maniére effet dose.

L’activité de piégeage de NO par I’extraits éthanolique des feuilles était de 51,02% a 11,6%
pour les concentrations (200 a 50 pg/mL) respectivement. D’autre part ’extrait éthanolique des
tiges a montré des % de scavenging de 47,79 % a 11,35%. Figure 13
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Figure 13 : Effet des extraits d'Ocimum basilicum sur la capacité de piégeage de I'oxyde nitriqgue NO
A) I’extrait éthanolique des feuilles ; B) ’extrait éthanolique des tiges. Les valeurs sont moyennes +

SD (n=3)
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5 Activité antiinflammatoire des extraits d’Ocimum basilicum

5.1 Effet des extraits éthanolique d’Ocimum basilicum sur la viabilité cellulaires

Afin d’évaluer les activités anti-inflammatoires des extraits d’Ocimum basilicum, nous avons
vérifié ces effets sur la viabilité cellulaire des cellules macrophages J774, en utilisant la méthode
MTS /PMS.

Le traitement des cellules macrophages J774 avec différentes concentrations d’extraits
éthanolique des tiges et des feuilles a montré que les absorbances étaient similaires a celle de
cellule témoin figurel4, cela signifie que les cellules sont viables aprés traitement avec les
extraits pendant 24h et qu’il y pas un effet cytotoxique méme a la plus forte concentration (200

pg/mL).
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Figure 14 : Effet des extraits d'Ocimum basilicum sur la viabilité cellulaire, A) I’extrait éthanolique des

feuilles ; B) I’extrait éthanolique des tiges. Les valeurs sont moyennes + SD (n = 3).
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5.2 Effet des extraits éthanolique d’ocimum basilicum sur la production du NO

L’oxyde nitrique (NO) est identifié comme un agent vasodilateur et a des multiples fonctions
et roles physiologique et physiopathologiques complexes, entre autres I’interaction du NO avec
I’oxygeéne favorise le développement de lésion tissulaires et cellulaires oxydatives. La
production élevée du NO par les cellules inflammatoires tel que les macrophages, les
fibroblastes, les cellules musculaires lisses et les hépatocytes accélerent la formation des
especes réactives de I’azote, et endommage les macromolécules cellulaires telles que les
protéines, I’ADN et les lipides, et déclenche de nombreuses réponses cellulaires néfastes. (Tsai
et al., 2007).

Pour évaluer I’effet antiinflammatoire des extraits éthanoliques des feuilles et des tiges de
basilic sur la production du I’oxyde nitrique NO, nous avons utilisé comme modele cellulaires

des macrophages J774, stimulés par le LPS/IFN et dosé par la méthode colorimétrique de Gries.

Les macrophages J774 non traités ont donné une production basale de NO 2,46 pmol, les
cellules stimulées par I’association LPS/IFN ont induit une production importante de
15,17umol de NO en comparaison avec les cellules non traitée (contrdle). Alors que I’extrait
éthanolique de feuilles a montré une production plus faible de NO avec des valeurs de 6,9 pumol
a (13 ,33umol) et une inhibition significative de maniére concentration dose dépendante avec

une % d’inhibition plus élevé 56,95% a la concentration 200ug/ml figure 15.

L’extrait éthanolique des tiges d’Ocimum basilicum a montré une faible production du NO sur
les cellules macrophages J774 stimulé LPS/IFN avec une inhibition plus importante de 66,18 a
12,17 %, de maniére significative de concentration dose dépendent, la valeur maximale été de

18 ,06umol a la concentration (200ug/ml) figure 16.
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Figure 15 : Effet d’extrait éthanolique des feuilles d’Ocimum basilicum sur, A) la production d'oxyde

nitrique, B) % inhibition de NO. Les valeurs sont moyennes + SD (n = 3).
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Figure 16 . Effet d’extrait éthanolique des tiges d’Ocimum basilicum sur, A) la production d'oxyde

nitrique, B) % inhibition de NO. Les valeurs sont moyennes + SD (n = 3).

5.3 Effet des extraits éthanolique d’Ocimum basilicum sur la production d’IL6

Pour I’évaluation de I’activité antiinflammatoire des extraits éthanoliques de feuilles et tiges de

basilic, nous avons évalué ces effets sur la cytokines pro-inflammatoire interleukine (IL-6) dans

un modele de macrophages J774, stimulés par le LPS/IFN et prétraité avec différentes

concentrations d’extraits, I’analyse était faite sur des surnagent de 24h de stimulation par le

LPS/IFN et les surnagent ont été dosé par une méthode Elisa sandwich.
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Les résultats de la figure 17 montre que I’extrait éthanolique des feuilles de basilic a diminué
la production d’IL6 de 118,35 a 259,1 pg/ml, par rapport aux cellules LPS/IFN 321,63 pg/ml,
I’inhibition était de maniére dose dépendante avec une valeur maximale d’inhibition 62,43 % a
la plus forte concentration.

L’extrait éthanolique des tiges de basilic a inhibé la production d’IL-6 de maniére dose
dépendent, a la concentration 200 pg/ml I’inhibition était de 88,87 % presque la totalité, d’autre
part les concentrations d’IL-6 était de 36,39 a 100,02 pg/mL avec une différence tres

significative par rapport au témoin LPS/IFN 336,13 pg/mL figure 18

Les résultats suggerent que les deux extraits éthanoliques de basilic feuilles et tiges ont un effet
anti-inflammatoire sur la production d’IL6 mais ’extrait éthanolique des tiges a présenté le plus
fort effet inhibiteur.
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Figure 17 : Effet d’extrait éthanolique des feuilles d’ocimum basilicum sur, A) la production d'IL6, B)
% inhibition d’IL6. Les valeurs sont moyennes + SD (n = 3)
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Figure 18 . Effet d’extrait éthanolique des tiges d’ocimum basilicum sur, A) la production d'IL6, B)
% inhibition d’IL6. Les valeurs sont moyennes + SD (h = 3).

5.4 [Effet des extraits éthanolique d’ocimum basilicum sur la production de

TNFa

Les résultats obtenus dans la figurel9 représentent I’effet des extraits de basilic sur la
production de TNFa. On observe que I’extrait éthanolique des feuilles a augmenté la production
de TNFa de maniere similaire aux cellules stimulés par LPS /IFNy.

Les différentes concentrations de I’extrait éthanolique des tiges ont également augmenté la
production de TNFo de maniere significative de 1423 a 1582 pg/MI en comparaison avec
LPS/TFNy 1160 pg/mL.

Les résultats suggerent que les deux extraits éthanoliques de tiges et de feuilles n’ont pas

diminué la production du TNFa. Ils I’ont augmenté de maniere significative.
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Figure 19 . Effet des extraits d'Ocimum basilicum sur la production du TNFa, A) I’extrait éthanolique
des feuilles ; B) I’extrait éthanolique des tiges. Les valeurs sont moyennes = SD (n = 3).

5.5 Effet des extraits éthanolique d’Ocimum basilicum Sur la production de

MCP 1

La figure 20 montre les résultats obtenus de I’évaluation de 1’effet des extraits éthanoliques de

basilic sur la production de MCP1, I’extrait des tiges a diminuée la production de MCP1 de

maniere dose dépendante a la concentration 200 et 150 pg/ml avec des valeurs d’inhibition

allant de 54,22 a 23,78% respectivement. Par contre I’extraits des feuilles n’a réduit la

production de MCP1qu’a la plus forte concentration 200ug/mL avec 2028,33pg/ml par rapport

au LPS/TFNy 2378,33 et le % inhibition était faible (environ 14 ,73%).
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Figure 20 : Effet des extraits d'Ocimum basilicum sur la production du MCP1, A) I’extrait éthanolique
des tiges ; B) I’extrait éthanolique des feuilles. Les valeurs sont moyennes + SD (h = 3).

5.6 Effet de I’extraits éthanolique des tiges d’ocimum basilicum Sur la
production de PGE2

Prostaglandine E» (PGEz) est un lipide bioactif qui provoque un large éventail d’effets
biologiques associes a I’inflammation et au cancer. PGEz exerce divers effets sur la prolifération
cellulaire, ’apoptose, I’angiogenése, I’inflammation et la surveillance immunitaire. (Nakanishi
and Rosenberg, 2013).

Les PGE2 ont été dosé dans des surnageants apres 24h de stimulation, et prétraités avec I’extrait
éthanolique des tiges. Les résultats présentés dans la figure 21 ont montré qu’il y a une
augmentation de la production des PGE2 par les cellules stimulées par le LPS/IFNy 70,30
pg/ml. L’extrait éthanolique des tiges a induit une inhibition de la production des PGE2 de
maniére dose dépendent avec des pourcentages allant de 62,88 a 38,62% respectivement aux

concentrations 200ug/ml et 100 pg/ml.
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Figure 21 : Effet d’extrait éthanolique des tiges d’Ocimum basilicum sur, A) la production de PGE2,
B) % inhibition de PGE2. Les valeurs sont moyennes + SD (h = 3).

6 Effet antispasmodique des extraits aqueux d’Ocimum basilicum

Pour I’évaluation de I’activité antispasmodique des extraits aqueux des feuilles et des tiges de
basilic, nous avons évalué ces effets relaxants sur le jéjunum de rat par contraction au BaCI2 et
méthacoline. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 22, I’aminophylline a induit
une relaxation des segments de jéjunum, les extraits aqueux de feuilles et tiges ont démontré
une relaxation de maniére dose dépendante avec la contraction induit par le BaCI2 et /ou la

méthacholine.
La plus forte concentration d’extraits aqueux de feuilles a enregistré 100% de relaxation et

90% avec I’extraits des tiges lors de contraction par le BaCI2.P pour les concentrations les plus

faible le % de relaxation le plus élevé est enregistré par les extraits de feuilles de 57,8% et
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40,8% avec BaCl2 et méthacholine respectivement. Cependant les tiges ont enregistré des

valeurs moins importantes par rapport au feuilles 34,5% et 33,1%.
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Figure 22 : Effet des extraits d'Ocimum basilicum sur les de jéjunum des rats stimulés par le chlorure
de baryum (BaCl2) ou la métacholine. (A) les extraits aqueux des feuilles, (B) les extraits aqueux des

tiges. Les valeurs sont moyennes + SD (n = 6).
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Abstract: (1) Background: Ocimum basilicum L. is an aromatic medicinal plant of the Lamiaceae fam-
ily known as sweet basil. It is used in traditional medicine for its beneficial effects on gastrointestinal
disorders, inflammation, immune system, pyrexia or cancer among others. Ocimum basilicum (OB)
leaf extracts contain many phytochemicals bearing the plant health effects but no reports is available
on the potential bioactivity of stem extracts. Our investigation aimed at assessing the differential
biological activity between basil leaf and stem to promote this co-product valorization. (2) Method:
For this purpose we explored phytochemical composition of both parts of the plant. Antioxidant
activity was evaluated through total polyphenol content measure, DPPH and ORAC tests. Anti-
inflammatory markers on stimulated macrophages, including NO (nitric oxide), TNFa (tumor ne-
crosis factor alpha), IL-6 (interleukin 6), MCP1 (monocyte attractant protein 1) and PGE-2 (prosta-
glandin E2), were evaluated. In addition, we investigated OB effects on jejunum smooth muscle
contractility. (3) Results: OB extracts from leaves and stems demonstrated a different biological ac-
tivity profile at the level of both antioxidant, anti-inflammatory and smooth muscle relaxation ef-
fects. (4) Conclusion: Taken together our results suggest that Ocimum basilicum extracts from co-
product stems, in addition to leaves, may be of interest at the nutrition-health level with specific
therapeutic potential.

Keywords: Ocimum basilicum; stems; leaves; nutrition; health; anti-oxidant; anti-inflammatory;
antispasmodic

1. Introduction

Ocimum basilicum L. is an aromatic medicinal plant belonging to the Lamiaceae fam-
ily known as sweet basil and is also called the king of the herbs [1]. It is an annual plant
widely distributed and cultivated around the world. This herb genus, encompassing over
100 aromatic species, is native to Asia, India, Africa, South America. Basil has found a
wide range of applications in various fields such as in the traditional medicine, pharma-
ceutical, cosmetical, nutraceutical and food industries [2,3]. Its aromatic profile makes it a
very common spice for meal preparation in various cultures to provide aroma and flavor
[4]. The most used parts of the plant are the leaves and the seeds. Leaves may be used for
cooking, production of essential oils and as a component of various beverages. Seeds are
integrated as a functional ingredient in food and non-food product processing. Con-
versely, stems are seldom reported for their use. They may find application in food fla-
voring [5,6] and one reference indicates a traditional medicine usage [1].
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The health effects of Ocimum basilicum L. (OB) are recognized and described in the
scientific literature. It contains over 200 bioactive phytochemical compounds from various
families. In addition to macronutrients, carbohydrate, lipids, proteins and mucilages, basil
contains micronutrients including vitamins, minerals, and secondary metabolites such as
polyphenols, flavonoids, flavones. It also contains essential oil with terpenic compounds,
monoterpene and sesquiterpenes, i.e., linalool, limonene, geraniol, caryophyllene and al-
pha-cadinol [7]. Basil secondary metabolites and more specifically phenolic bioactive com-
pounds have been explored. Among the main flavonoids molecules found in basil, quer-
cetin and rutin are the most represented, along with catechin, kaempferol and luteolin.
The major phenolic compounds found in OB are reported to be rosmarinic acid followed
by caffeic acid derivatives. The main derivatives are usually chicoric, caftaric, caffeic, cou-
maric, gallic and chlorogenic acids [8].

Health benefits attributed to Ocimum basilicum L. rely on its content of secondary me-
tabolites, i.e., phenolic and flavonoid compounds. OB leaf bioactivities are the most fre-
quently described in the scientific literature and in traditional medicine [1,9]. The thera-
peutic potentials of leaf extracts appear quite diverse. They are used for headache, respir-
atory tract inflammation (sore throat, laryngitis, bronchitis), IBD (Intestinal Bowel Dis-
ease), kidney dysfunction, and as anti-pyretic and anti-cancer agents, among others ap-
plications [10-12]. In addition, OB extracts appear to generate beneficial pharmacological
effects as antioxidant, anti-inflammatory, analgesic and antispasmodic agents. They act
on metabolic and immune diseases with chronic inflammation such as metabolic syn-
drome and intestinal bowel diseases [13-15].

The bioactivities of plant extracts are known to be influenced by the accession type,
growing conditions, and harvest period during the year [16,17]. Indeed, geography, pe-
dology and season modulate the quality and relative quantities of phytochemical com-
pounds, and therefore the optimal yield of active principles, thereby altering the health
effect potential [18]. In the same perspective, as reported by Asgari-Lajayer et al., elicita-
tion (such as decontaminated sewage sludge intrants) may also selectively induce plant
metabolic pathways. This would generate specific phytochemical profile with intended
bioactivities [19]. In addition, the choice of the subparts sampled from the plant may be a
determinant of the bioactivity profile. Each part of a vegetal may have a specific qualitative
and quantitative chemical profile due to differential distribution of phytochemicals as a
function of organ role and proper metabolic pathways [20,21]. In this context, each part of
a vegetable may bear differential bioactivity, putatively making it possible to address spe-
cific pharmacological objectives and to valorize plant subparts otherwise considered to be
low-value co-products.

Most studies on basil species focused on leaves and essential oils. A few reports ex-
plored stems antioxidant and/or anti-inflammatory properties of Ocimum sanctum L and
Ocimum Americanum L respectively [22-24]. Regarding anti-spasmodic properties, they
were studied on ileum with Ocimum gratissimum L and Ocimum selloi L essential oils but
not on specific plant subpart [25-28]. Hence, no investigation explored these combined
bioactivities on OB in order to provide elements of comparison between the various spe-
cies health effects.

Therefore the objective of the present study was to explore the differential phyto-
chemical, antioxidant, anti-inflammatory and antispasmodic profiles of Ocimum basilicum
L. leaf and stem extracts. These investigations aimed at better understanding the various
bioactive potentials of OB and to unravel the nutrition-health potential of the stem co-
product. To our knowledge, it is the first time that such exploration has been undertaken
on Ocimum basilicum L.
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2. Materials and Methods
2.1. Plant Material

The aerial parts of Ocimum basilicum were collected in February 2020 in Kenya from
a single local producer. They were imported by a French aromatic plants wholesaler at
full commercial maturity (4 months of growth). Basil identification was performed and
confirmed by a botanist, Sylvie Morel. A specimen was deposited at the laboratory of
Botany and Mycology of the Faculty of Pharmaceutical Sciences of the University of Mont-
pellier.

2.2. Preparation of Crude Extracts

Basil aerial parts (leaves, stems) were air-dried and grounded to powder in an herbal
mill (Thermomix). Four aqueous and ethanolic extracts were prepared from basil stems
and leaves. A sample of 50 g of leaf or 50 g of stem powders were extracted five times
using 200 mL H-O HPLC (high pressure liquid chromatography) grade or 200 mL abso-
lute ethanol. An ultrasound exposure of 45 KHz for 10 min was applied. The extracts were
then filtrated. Following these steps, extracts were dried under high pressure for solvent
removal after being weighed to determine the extraction yield. Extracts were stored at 20
°C for further analysis.

2.3. Fingerprint of Polyphenols Extracts

The basil extracts were analyzed using liquid chromatography coupled with a mass
spectrometer Acquity UPLC (Waters, Milford, MA, USA). Compounds were analyzed
based on their retention times, their UV-Vis spectra, and their mass spectra. Mass spec-
trum was acquired using a Synapt G2-S (Waters, Milford, MA, USA) set at ESI-ionization,
for a range of mass of 50-1600 Da, with a source at 140 °C, a capillary tension of 3 kV and
a desolvation temperature of 450 °C with the same chromatographic parameters. Basil
extracts were prepared in distilled water and methanol (30 mg/mL), and 20 uL was in-
jected. The instrument was equipped with a column Cis ACE 250 mm x 4.6 mm x 5 um
(Advanced Chromatography Technologies Ltd., Aberdeen, Scotland). DAD (Diode Array
Detection) was set at 280, 330, and 380 nm. Mobile phases were 1% formic acid in pure
water as phase A and acetonitrile as phase B. Flow was set at 0.7 mL min~"and at 30 °C.
Gradient was fixed at 98% of A and 2% of B (at initial stage), stabilized at 2% B for 1 min,
increasing at 20% of B from 1 to 3 min, to 40% B from 3 to 6 min, to 60% B from 7 to 8 min,
to 80% B from 8 to 9 min, to 100% B from 9 to 11 min, returned to initial condition (2% B)
in 3 min and maintained for 3 min.

2.4. Antioxidant Activity
2.4.1. TPC (Total Phenolic Content) Test

Total polyphenols assay was performed with Folin-Ciocalteu reagent according to
the method of Morel et al., 2018 [29]. Extracts of OB and of rosemary were prepared in
DMSO and tested at a concentration of 1 mg/mL. A calibration curve was generated on a
concentration range of 1.56 to 75 pg/mL) of gallic acid. In a 96-well plate, 50 uL of extract
or 50 pL of gallic acid, and 50 uL of distilled water were distributed in triplicate. Then 50
uL of 10% Folin Ciocalteu reagent and 50 uL of sodium carbonate solution (IM) were
added to all wells. The absorbance was measured on a microplate reader (Molecular De-
vices) at a wavelength of 650 nm. Results are expressed as milligrams of gallic acid equiv-
alents (GAE) per gram of OB plant leaf extract.

2.4.2. DPPH (2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl) scavenging activity
Antioxidant activity was evaluated using the DPPH assay according to the method

of Morel [29]. Extracts were solubilized in DMSO (4 mg/mL) before being diluted in abso-
lute ethanol to reach a concentration of 1 mg/mL. A standard curve of Trolox was
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performed (75, 50, 25, 12.5 uM). Ethanol was used as blank, ethanolic extract of Rosmarinus
officinalis (0.2 mg/mL) and chlorogenic acid (0.01 mg/mL) were used as positive controls.
In a 96-well plate, 100 uL of positive control or extract were placed in each well. The test
was performed in triplicate for each extract. 75 pL of absolute ethanol and 25 L of extem-
poraneously prepared DPPH solution (0.4 mg/mL) were introduced into each well. The
plate was incubated for 30 min at room temperature and protected from light. The absorb-
ance was read at 550 nm with a microplate reader (MDS Inc., Toronto, ON, Canada). Re-
sults are expressed as the mean plus or minus standard deviation of three independent
experiments and are expressed as Trolox equivalents (TE pumoles per gram of dry extract).
Results are also expressed as percentage of inhibition (% inhibition).

2.4.3. ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) Assay

The ORAC assays were performed in 96-well polypropylene plates as previously de-
scribed [29]. Samples were solubilized in DMSO at a concentration of 1 mg/mL before
being diluted to 25 pg/mL using phosphate buffer at pH 7.4. On the 96-well microplate,
20 uL of Trolox solutions at 0.6, 25, 12.5, 25, 50 and 75 uM as standard curve, or chloro-
genic acid (0.01 mg/mL), or ethanolic extract of rosemary (12.5 pg/mL) as a positive con-
trol, or the extracts at a concentration of 25 ug/mL, were applied. Then, 100 uL of phos-
phate buffer and 100 pL of extemporaneously prepared fluorescein solution (0.1 uM in
phosphate buffer) were added. The microplate was incubated at 37 °C for 10 min with
shaking. The reaction was initiated with 50 uL of AAPH (2,2"-azobis(2-amidino-propane)
dihydrochloride). Fluorescence was recorded at an excitation wavelength of 485 nm and
an emission wavelength of 535 nm, for 70 min using a Tristar LB 941 microplate reader.
Final ORAC values were calculated using a regression equation between Trolox concen-
tration and area under the curve of decreasing fluorescein. Data are expressed as pmoles
of Trolox equivalents per gram of dry extract.

2.5. Anti-Inflammatory Activity
2.5.1. Macrophage Culture

The macrophage cell line ]774.A1 (ATCC, TIB67) was obtained from LGC Standards.
Cells were cultured in RPMI 1640 GlutaM AX® medium supplemented with streptomycin
(100 pg/mL) and penicillin (100 units/mL), 10% inactivated fetal calf serum complete
RPMI medium), cells were incubated in an incubator at 37 °C, 5% COz, 95% humidity.

2.5.2. Cell Viability Assay

To test cytotoxicity, 6 x 105 cells/well were seeded in a 96-well culture plate in com-
plete RPMI medium and incubated at 37 °C with different concentrations of extracts (50,
75,100, 150 and 200 pg/mL) for 20 h. After incubation, 20 uL/well of (3-(4,5-dimethylthia-
z0l-2-yl1)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium), MTS, mixed
with an electron coupling reagent, PMS in HBSS, was added. The plate was incubated for
an additional 4 h and the absorbance at 490 nm was measured in a microplate reader (Mo-
lecular Devices) as previously described. The cell viability was calculated according to the
following formula:

cell viability % = absorbance of samples x 100/absorbance of control.

2.5.3. Determination of Nitrites (NO)

Extracts at the same concentrations were used as a pretreatment for the determina-
tion of the amount of nitrite produced. The presence of nitrite, a stable oxidized product
of nitric oxide, was determined in the cell culture media as previously described [30].
Briefly, 100 uL of supernatant were combined with 100 uL of Griess reagent in a 96-well
plate, incubated 10 min at room temperature. Nitrite concentration was determined by
measuring absorbance at 550 nm and using a NaNO: standard curve (1.56 to 100 uM).
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Results were expressed as percentage of inhibition values.

2.5.4. TNF-a (Tumor Necrosis Factor Alpha) Assay

The tumor necrosis factor alpha (TNF-alpha) assay was performed according to the
instructions contained in the kit-ELISA (TNF alpha Mouse Uncoated ELISA kit; Thermo
Fisher Scientific). After pretreatment with the different concentrations of OB extracts for
4 h, the cells were stimulated with LPS (lipopolysaccharide) 100 ng/mL (E. coli, 555B5) and
mouse INFy 10 ng/mL for 3 h. TNF-a release in cell supernatants was tested by sandwich
enzyme-linked immunosorbent ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) assay.

2.5.5. IL-6 (Interleukin 6) Assay

IL-6 production by J774 cells was determined with the IL-6 ELISA-kit (Mouse IL6
ELISA; Thermo Fisher Scientific) after pretreatment with OB extracts at a determined con-
centration range (50, 75, 100, 150 and 200 pg/mL) for 4 h. The cells were stimulated with
100 ng/mL LPS (E. coli, 555B5) and 10 ng/mL mouse INFy for 18 h. IL-6 release in cell
supernatants was tested according to the ELISA Kit instructions. The results for IL-6 as
well as for all other pro-inflammatory cytokines are expressed as percentage of inhibition
values.

2.5.6. Prostaglandin Assay

The determination of prostaglandin E2 was performed by the competitive enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) on culture supernatants after pretreatment and sub-
sequent activation of the cells with LPS/IFNYy using the commercial Cayman PGE2 ELISA
Kit Monoclonal.

2.5.7. MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1) Assay

Using the ELISA kit (Mouse CCL2 (MCP-1) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) MCP-1 was detected in the cell culture supernatant 18 h after activation with
LPS/IFNy. The supernatant was diluted 1:10 in EIA buffer to obtain a concentration of
MCP-1 within the calibration range.

2.6. Antispasmodic Activity
2.6.1. Antispasmodic Model

These experiments were carried out in accordance with the Declaration of Helsinki
and with the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals as adopted and promul-
gated by the US National Institutes of Health. Our laboratory practice and protocols were
approved on 8 February 2012, by the legal institution “Comité d’Ethique pour
I"Expérimentation Animale Languedoc—Roussillon” with the bioethical approval code
CEEA-LR-13015 for the University of Montpellier.

Animal Model and Isolated Jejunum Preparation

Basil antispasmodic activity on jejunum smooth muscle was performed with OB
aqueous extract (since ethanol extracts compromised organ integrity and response). Male
Wistar rats weighing (336—428 g) were purchased from Janvier®. Animals were main-
tained under stable environmental conditions (temperature 22 + 2°C), with a light/dark
cycle (12/12 h).

Rats were anesthetized and euthanized by exsanguination. Jejunum was carefully
removed and placed in Tyrod buffer whose composition was: NaCl (137 mmol/L), KCl
(2.7 mmol/L), MgCl2 (1.1 mmol/L), CaClz (1.8 mmol/L), NaHCOs (11.9 mmol/L), glucose
(5.5 mmol/L). pH was 7.4. Jejunum was then washed, released from mesenteric attach-
ments and cut into small segments of 10 mm in length. The fragments were then mounted
on organ holders and placed in 9 mL double-walled isolated isolated organ tanks (EMKA)
filled with Tyrode buffer. The physiological medium was maintained at 32 °C and
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oxygenated by a mixture of O2/CO: (95%:5%). For the assembly of the jejunum fragments,
the lower part of the organ holder was immobilized in the isolated organ tank and the
upper part was connected to an isometric tension sensor. The signal supplied by the sen-
sor was analyzed using the computer system Mac-Lab V3.6 (Apple, Cupertino, CA, USA).

Spasmolytic Activity

At the start of each experiment, jejunum segments were subjected to a basal tension
of 1 g. After an equilibration period of 40 min during which washes were performed every 10
min, stimulation of the jejunum fragments was induced by adding acetylcholine (10-°M)
into the tank. After acetylcholine contraction, a second equilibration period of 40 minwas
performed during which washings were carried out every 10 min. After this equili-
bration period, the jejunum fragments were subjected to a contraction induced either by
BaClz (4 x 10+M) or methacholine (3 x 10¢M) for 5 min. After another 40 min equilibration
period in Tyrod buffer, different concentrations of Ocimum basilicum leaf or stem aqueous
extracts (1 mg/mL, 3 mg/mL, 6 mg/mL, 10 mg/mL) were added for a 10 min pre-treatment.
A second contraction with either BaClz (4 x 10~ moL) or methacholine (3 x 106 moL) was
then performed.

2.7. Statistical Analysis

Values are given as mean + SD (standard deviation). All statistical analysis were per-
formed on XLSTAT Software version 2019.4.1 and using one-way ANOVA followed by
post hoc Tukey test. Differences were considered significant when p < 0.05.

3. Results
3.1. Phytochemical Analysis

As summarized in Figure 1 and Tables 1 and 2, the phenolic profiles of leaf and stem
ethanolic extracts obtained by liquid chromatography were different. Similar results were
obtained for aqueous extracts. Ethanolic and aqueous extracts for both leaves and stems
were different, as was to be expected, considering the difference of extraction solvant.
Phytochemical profiles demonstrated variations at both qualitative and quantitative lev-
els. Chromatogram revealed the presence of various compounds belonging mainly to the
phenolic acids, the flavonoids, organic acids and fatty acids families in accordance with
the literature [31]. Phytochemicals were identified according to their chromatographic pa-
rameters (retention time, molecular ionization, etc.), internal database correspondence,
and literature information. The main compounds present in leaf extracts (combined from
aqueous and ethanolic) were ferroyl-tartaric acid (11%), stearic acid (9%), salvigenin (5%),
medioresinol (4%), rutin (2%), and gallo-catechin (1%). In the stem extracts (combined
from aqueous and ethanolic), the main compounds were vicenin (8%), rosmarinic acid
(7%), stearic acid (6%), salvigenin (6%) and salvianolic acid (6%). These data indicated
differential phytochemical profiles between leaves and stems associated with the specific
relative ratio of bioactive compounds in each of the two matrixes. Such variations may be
associated with specific biological properties.



Foods 2022, 11, 1699

7 of 21

1: T0F MS ES+ :BPI Smooth (Mn, 2x3)

) £.904005 1: TOF MS ES+ :BPI Smooth (M, 2x3)

1.20 100,

9
@ ¢

s) 3.604008

[
10.63

“9)

11.51
|

6 g.33

8.06 |
)

)

“ ey ] ) ‘m“n
. 5 e &t L - xo“u
" 895 29) ™y b L ' o
3 17;1 i ) w4 T “5} (50)
] o " o el ) - i r ’°' @ ’1;{ “‘;s {l‘s(n)m) 19 7 g ?31 o ’ u .
10} ”’ ‘ 15. . .01 1.8 N gy 2l 10 AN (- vasay. Ay i
- 4'___,1,,‘ € " \??;Hzxnll'u'l]l 1 s ,“m__'“_, ! l]] AL 5‘1“ '“2 gl Iillllh nu] ‘ ia
2.00 4.00 6.00 .00 10.00 12.00 2.00 l.ﬂﬂ lﬂ 00 lZ 00
Figure 1. Chromatogram of ocimum basilicum ethanolic leaf extracts (A) and ethanolic stem extracts
of ocimum basilicum (B) (M-H").
Table 1. Polyphenol profile in Ocimum basilicum leaf extract.
RT —\yz Wa- Etha- Identification Based on Bibliography Ref
(min) ter nol
325 3052 «x X (+)-Gallocatechin [32,33]
3.78 3712 «x X Medioresinole (Furanoide lignine) [34,35]
431 5033 x X luteolin acetyl-glucuronide [35-37]
445 5473 x X 5.50-Dihydroxy-d-sesamin-5-O-glucoside [38]
531 3292 x Trihydroxy octadecenoic acid (fatty Acid) [34]
6.21 351.2 X Salvigenin(5-Hydroxy-6,7,4'-trimethoxyflavone) (Flavon) [34]
6.51 3292 «x X Trihydroxy octadecenoic acid (fatty Acid) [34]
6.54 359.1 X rosmarinic Acid [34,35]
693 5173 x luteolin acetyl-glucuronide [35-37]
7.07 345.1 X Eupatorin (3',5-Dihydroxy-4',6,7-trimethoxyflavone) Flavon [34]
8.05 329.1 X Trihydroxy Acid octadecenoic ((Fatty Acid) [34]
857 3251 «x X feruloyltartaric acid [39-41]
9.62 325.1 X feruloyltartaric acid [39,41]
10.49 609.3 X Rutin (flavonoid) [34,36,37]
Table 2. Polyphenol profile in Ocimum basilicum stem extract.
RT M/Z Wa- Etha- Identification Based on Bibliography Ref
(min) ter nol
1 191.1 «x Isocitric/citric acid [34]
3.57 3272 «x Salvigenin(5-Hydroxy-6,7,4'-trimethoxyflavone) Flavones [34]
378 3872 «x X Medioresinole (Furanoide lignine) [34,36]
421 5072 x Quercitin-acetyl-O-glucoside [40]
432 5033 x luteolin acetyl-glucuronide [35-37]
445 5473 x X 5.50-Dihydroxy-d-sesamin-5-O-glucoside [38]
498 359.1 X Rosmarinic acid [34,35]
5.14 359.1 X Rosmarinic acid [34,35]
551 4351 Naringenin glucoside [41]
6.22 327.2 X Salvigenin(5-Hydroxy-6,7,4"-trimethoxyflavone) Flavone [34]
6.52 329.2 X Trihydroxy octadecenoic acid (Fatty Acid) [34]
7.85 311.2 X Caftaric acid [34,35,42]
8.06 329.1 X Trihydroxy octadecenoic acid (fatty Acid) [34]
8.33 359.1 X Rosmarinic Acid [34,35]
8.53 299.1 X hydroxybenzoic acid-O- glucoside(salicylic acid-O-glucoside) [39]
8.91 2952 X Cinnamyl malic acid [42]
9.13 311.2 X caftaric acid [34,35]
9.74 353.2 X Chlorogenic acid [36,38]
10.48 609.3 X Rutin (flavonoid) [34,36,37]
10.63 593.3 X Vicenin II (flavonoid) [39]
10.77 593.3 «x X feruloyltartaric acid [39]
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3.2. Polyphenols

Results obtained with the TPC assay are presented in Figure 2, which presents phe-
nolic content expressed as GAE (Gallic Acid Equivalent). The TPC results indicated a sig-
nificantly higher polyphenol content in leaf ethanol extract when compared to stem etha-
nol extract. Regarding aqueous extracts, the difference between leaves and stems was not
significant; also, the absolute value was higher in leaves (35.14 mg/g GAE) than in stems
(30.75mg/g GAE). In addition, leaf ethanol extracts demonstrated higher polyphenol con- tent
when compared to aqueous leaf extracts. The opposite result was recorded regarding
stems.
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Figure 2. Total polyphenol content (TPC) of Ocimum basilicum extracts. Le: leaf ethanol extracts;
Se: stem ethanol extracts; La: leaf aqueous extracts; Sa: stem aqueous extracts. The values are ex-
pressed as mean + SD (1 = 3). The dissimilar letters on the graph represent significant differences (p
< 0.05) according to one-way ANOVA followed by post hoc Tukey test. Error bars indicate + SD
(standard deviation).

DPPH and ORAC Assay Results

As expected, all Ocimum basilicum extracts presented antioxidant activity to various
degrees in both assays. Figure 3A presents the DPPH assay results expressed in TE (Trolox
equivalent). Leaf and stem ethanol extracts demonstrated equivalent radical scavenging
potential. Similarly, leaf and stem aqueous extracts antioxidant activity were not statisti-
cally different. It should be mentioned that ethanol extracts were more active that aqueous
extracts. Figure 3B presents the ORAC assay results. Leaf ethanol extract antioxidant ca-
pacity was statistically higher than stem ethanol extracts. Similarly, the same difference
was recorded between leaf and stem aqueous extracts, with leaves bearing a more ele-
vated activity than stems.

Overall, ethanol extracts tended to demonstrate higher bioactivity than aqueous ex-
tracts. Therefore, anti-inflammatory assays on culture cells were only performed on leaf
and stem ethanol extracts.
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Figure 3. Antioxidant capacity of Ocimum basilicum extracts. (A) DPPH assay results (1,1-diphenyl-
2-picrylhydrazyl), (B) ORAC assay results (oxygen radical absorbance capacity). Le: leaf ethanol
extracts; Se: stem ethanol extracts; La: leaf aqueous extracts; Sa: stem aqueous extracts. The values
are expressed as mean + SD (1 = 3). The dissimilar letters on the graph represent significant differ-
ences (p <0.05) according to one-way ANOVA followed by post hoc Tukey test. Error bars indicate
+ SD (standard deviation).

3.3. Anti-Inflammatory Activity
3.3.1. Cell Viability

Cell exposure to Ocimum basilicum extracts did not alter macrophage viability,
thereby making it possible to explore anti-inflammatory activity without adverse influ-
ence.

3.3.2. Nitric Oxide (NO) Production and Scavenging

Nitric oxide (NO) production

The effects of OB extracts on nitric oxide (NO) production are presented in Figure
4A,B. The graph represents the level of inhibition of NO production as a function of in-
creasing concentrations of OB extracts (50, 75, 100, 150 and 200 pg/mL). Leaf and stem
ethanol extracts demonstrated a concentration-dependent inhibition of NO production by
stimulated macrophage cells with statistically significant differences between at least
three concentrations. Inhibition potential ranged for leaves and stems respectively from
14.81 t0 56.95% and from 12.17 to 66.18%. Therefore leaf and stem extracts decreased stim-
ulated macrophage production of the pro-inflammatory free radical. No statistically sig-
nificant differences were recorded between NO production inhibitory potential of leaves
and stems.
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Figure 4. Effect of Ocimum basilicum extracts on nitric oxide (NO) production. (A) Leaf ethanol
extract results, (B) stem ethanol extract results. The values are expressed as mean + SD (n = 3). The
dissimilar letters on the graph represent significant differences (p < 0.05) according to one-way
ANOVA followed by post hoc Tukey test. Error bars indicate + SD (standard deviation).

Nitric oxide (NO) scavenging

Nitric oxide (NO) scavenging results are presented on Figure 5A,B. The graph pre-
sents the level of NO scavenging potential at increasing concentrations of OB leaf and
stem ethanol extracts. Both types of extract demonstrated statistically significant concen-
tration-dependent differences in NO scavenging capacity between at least three concen-
trations. Scavenging potential ranged for leaves and stems, respectively, from 11.26 to
51.02% and from 11.35 to 47.79%. Therefore, leaf and stem extracts were able to partially
quench the pro-inflammatory free radicals. No statistically significant difference was rec-
orded between the NO scavenging effects of leaves and stems.
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Figure 5. Scavenging capacity of Ocimum basilicum extracts on nitric oxide (NO). (A) Leaf ethanol
extract results, (B) stem ethanol extract results. The values are expressed as mean + SD (1 = 3). The
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dissimilar letters on the graph represent significant differences (p < 0.05) according to one-way
ANOVA followed by post hoc Tukey test. Error bars indicate + SD (standard deviation).

3.3.3. Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-a)

Figure 6A,B show the impact of OB extracts on TNF-a production by stimulated mac-
rophage cells. The graph represents the level of TNF-a production as a function of increas-
ing concentrations of OB extracts. Leaf and stem ethanol extracts did not demonstrate a
statistically significant reduction in TNF-a production. Moreover, a slight statistically sig-
nificant increase in TNF-a production was recorded with stem extracts. A similar phe-
nomenon was observed with leaf extracts, even though it did not reach statistical signifi-
cance due to larger errors to the mean. Therefore, leaf and stem extracts did not positively
influence TNF-a with regard to anti-inflammatory effect.
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Figure 6. Effect of Ocimum basilicum extracts on Tumor Necrosis Factor alpha (TNF-&) production.
(A) Leaf ethanol extract results, (B) stem ethanol extract results. The values are expressed as mean
+SD (n = 3). The dissimilar letters on the graph represent significant differences (p < 0.05) according
to one-way ANOVA followed by post hoc Tukey test. Error bars indicate + SD (standard deviation).

3.3.4. Interleukin 6 (IL-6)

The effects of OB extracts on Interleukin 6 (IL-6) production are presented in Figure
7A,B. The graph presents the level of IL-6 production as a function of increasing concen-
trations of OB extracts. Leaf and stem ethanol extracts demonstrated a concentration-de-
pendent reduction in IL-6 production by stimulated macrophage cells. In addition, stem
extracts decreased IL-6 levels more significantly than leaf extracts, with maximum reduc-
tions of, respectively, 88.87% and 62.43%. Therefore, stem extracts demonstrated a supe-
rior effect on IL-6 inflammation marker.
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Figure 7. Effect of Ocimum basilicum extracts on Interleukin 6 (IL-6) production. (A) Leaf ethanol
extract results, (B) stem ethanol extracts results. The values are expressed as mean + SD (1 =3). The
dissimilar letters on the graph represent significant differences (p < 0.05) according to one-way
ANOVA followed by post hoc Tukey test. Error bars indicate + SD (standard deviation).

3.3.5. Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1)

The effects of OB extracts on Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1) produc-
tion are presented in Figure 8A,B. The graph represents the level of MCP-1 production as
a function of increasing concentrations of OB extracts. Leaf extracts did not generate a
reduction in MCP-1 production except at the highest dose (200 pg/mL), with an average
decrease of 14.73% for this concentration. Conversely, stems reduced MCP-1 production
in a partially concentration-dependent way at 150 and 200 p/mL of OB extracts, with an
average decrease of, respectively, 23.92% and 55.28%. In addition, therefore, stem extracts
demonstrated a superior effect on MCP-1 inflammation marker.
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Figure 8. Effect of Ocimum basilicum extracts on Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1)
production. (A) Leaf ethanol extract results, (B) stem ethanol extracts results. The values are
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expressed as mean + SD (n = 3). The dissimilar letters on the graph represent significant differences
(p <0.05) according to one-way ANOVA followed by post hoc Tukey test. Error bars indicate + SD
(standard deviation).

3.3.6. Prostaglandin E2 (PGE-2)

Effects of OB extracts on Prostaglandin E2 (PGE-2) production are presented in Fig-
ure 9. The graph represents the level of PGE-2 production as a function of increasing con-
centrations of OB extracts. Leaf extracts did not generate a reduction in PGE-2 (data not
shown). Conversely, stems decreased PGE-2 at only three concentrations: 100, 150 and 200
ug/mL. The graph suggests a concentration-dependent effect based on the numerical val-
ues (62.88 + 6.67, 51.92 +12.10 and 38.62 + 17.66 pg/mL, respectively), but it did not reach
statistical significance. Therefore, stem extracts demonstrated a superior effect on PGE-2
inflammation marker.
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Figure 9. Effect of Ocimum basilicum stem ethanol extracts on Prostaglandin E2 (PGE-2) produc-
tion. The values are expressed as mean + SD (n = 3). The dissimilar letters on the graph represent
significant differences (p < 0.05) according to one-way ANOVA followed by post hoc Tukey test.
Error bars indicate + SD (standard deviation).

3.4. Antispasmodic Activity

The antispasmodic effects of leaf and stem extracts are presented in Figure 10A,B,
respectively. BaCl> and metacholine induced a sustained contraction on jejunum seg-
ments. Internal positive control aminophyline induced the expected relaxation.

Both leaf and stem aqueous extracts generated significant relaxation on BaClz-in-
duced contraction. Concentration-dependent relaxation was recorded for stems, but only
partially for leaves. Relaxation generated by the lowest concentration of stem extracts was
inferior when compared to the same concentration for leaf extracts.

Regarding metacholine-induced contraction, leaf and stem aqueous extracts gener-
ated significant relaxation. In both cases, relaxation was concentration dependent.

Therefore, both leaf and stem extracts demonstrated significant jejunum antispas-
modic effects.
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Figure 10. Effect of Ocimum basilicum extracts on jejunum rings stimulated by barium chloride
(BaCl2) or Metacholin. (A) Leaf aqueous extract results, (B) stem aqueous extracts results. The dis-
similar letters on the graph represent significant differences (p < 0.05) according to one-way ANOVA
followed by post hoc Tukey test. Error bars indicate + SEM (standard error to the mean).

4. Discussion

Ocimum basilicum is recognized as an aromatic medicinal plant used in traditional
medicine for a large panel of therapeutic indications, some of which have been confirmed
by scientific studies [1]. Most studies have explored leaf aqueous or ethanol extracts as
well as essential oil [31,42]. These extracts demonstrate antioxidant, anti-inflammatory,
immunomodulatory, analgesic, anti-pyretic, anti-aging, anti-cancer and antispasmodic
properties [43-45]. When exploring the potential bioactivities of vegetables, the choice of
the plant subparts is known to influence the type and/or levels of bioactivity [21]. In this
context, our study aimed at exploring the differential phytochemical and biological profileof
two subparts of Ocimum basilicum, i.e., leaves and stems.

Leaf and stem extract compositions indicated the presence of phenolic acids, flavo-
noids, organic acids and fatty acids. Our results are in accordance with previous records
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from the literature about basil phytochemistry [31]. In addition, we observed differences
in composition between leaves and stems. From a qualitative point of view, leaves contain
flavonoids (salvigenin, rutin and gallocatechin), organic acid (ferroyl-tartaric acid) and
phenolic acids (medioresinol) among others compounds. Stems contain flavonoids
(vicenin, salvigenin), phenolic acids (rosmarinic acid, salvianolic acid) and fatty acid (stea- ric
acid). From a quantitative point of view, the relative amounts also showed specificityfor
each sub-matrix respectively (leaves vs. stems), e.g., stearic acid (9% vs. 6%), salvigenin (5%
vs. 6%), rutin (2% vs. nd, not detected), gallocatechin (1% vs. nd), rosmarinic acid (0%vs.
7%) or salvianolic acid (0% vs. 6%). These differences, on both qualitative and quanti-
tative levels, between subparts of a vegetable have been reported in several plants. They
may be related to specific functions and associated metabolic pathways of the considered
part of the vegetable [20,21]. Furthermore, the pedoclimatic conditions of the growth of a
plant [17], as well as the accession type of basil, may strongly influence its phytochemical
profile and thereby the variations associated with the subparts of the plant. In addition,
the extraction process, with either water or hydro-ethanol, also has an impact on the phy-
tochemical profiles of the extracts [46]. The association of all these factors is of interest in
terms of the relation between the plant’s phytochemistry and its bioactivity potential. In-
deed, the constitutive compounds of the extracts, in addition to characterizing the vege-
table and its subpart, define a specific combinations of bioactive and non-bioactive mole-
cules, each possessing its own biological properties, potentially influencing the final re-
sulting biological activity.

In this context, total polyphenol content (TPC) makes it possible to build a bridge
between plant phytochemistry and bioactivity as a first step in evaluating the global pu-
tative antioxidant potential of the vegetable matrix. Our results indicate a higher TPC in
leaf ethanol extract when compared to stems, but no difference was recorded between
aqueous extracts. The levels of TPC are in the same range as previously reported for basil
[46]. Polyphenols represent a large group of compounds including various chemical fam-
ilies, e.g., phenolic acids, flavonoids and tannins, recognized for their positive effects in
various pathological conditions characterized by redox imbalance and inflammation [47].
The phytochemical profile and associated TPC are influenced by the vegetable subpart
and extraction procedure, with leaves tending to have higher bioactive potential. This
type of result was observed in basil when the authors compared leaves and flowers ex-
tracts [45]. Therefore, Ocimum basilicum leaves may bear a more pronounced antioxidant
activity than other parts of the plant. Indeed phenolic compounds are secondary metabo-
lites of plants with direct antioxidant effects as electrons donors, and in some case they
may also stimulate cells” endogenous antioxidant defense systems [48].

The DPPH assay mimics free radical production to assess the scavenging capacity of
a test compound or extract based on its ability to provide a hydrogen atom. Basil antioxi-
dant capacity evaluated by DPPH assay indicated that leaf and stem extracts have similar
antioxidant activity in aqueous or ethanol solvent. However, the ethanolic procedure pos-
itively influenced the biological activity of the samples, with a higher antioxidant effect in
both leaf and stem extracts when compared to aqueous ones, in accordance with the liter-
ature. The ORAC test monitors the scavenging of free radicals such as peroxyls, predom-
inantly associated with lipid peroxidation. The ORAC assay data confirm the superiority
of the antioxidant activity of leaf and stem ethanol extracts over the corresponding aque-
ous extracts. Nonetheless, in both solvent conditions, leaves appeared more active than
stems. Taken together, the results from TPC, DPPH and ORAC assays suggest that leaf
ethanol extracts have more potent antioxidant bioactivity potential than stem extracts.
This difference in biological properties between the subparts of the plant and as a function
of the extraction procedure have already been observed by other research groups in both
basil (between leaves and flowers) [49] and other vegetables [50]. The phytochemical de-
tected in both parts of the plant are known for their antioxidant potential. Indeed, com-
pounds such as salvigenin, salvianolic acid, rosmarinic acid or vicenin and rutin are
known for their health effects. They include antioxidant, anti-inflammatory, and also
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immunomodulation, anti-apoptotic and anti-tumorigenic properties [51]. Therefore, the
difference in biological effects, in addition to accession type, growth conditions and ex-
traction procedure, and without being exhaustive, may also rely on differential combina-
tions of the quality and quantity of the compounds involved in a complex interplay of
synergies and antagonisms [20].

Considering that leaf ethanol extracts were more bioactive (preliminary results, not
shown), we focused our study on ethanol extracts of leaves and stems.

Inflammation processes and the associated inflammatory cytokine production are
normal physiological non-specific immune responses when facing organism assault. In
various metabolic diseases, such as inflammation-associated pathologies, obesity, cancer
or cardiovascular diseases, they may play a pivotal role. In such cases, plant polyphenols
and metabolites are known to bear in vitro and in vivo anti-inflammatory activities alle-
viating cells from the detrimental inflammation burden responsible for tissue damages
[14]. The mechanism of action of polyphenols is proposed to modulate signaling pathways
such as NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), MAPk (mi-
togen-activated protein kinase), PI3K/Akt (Phosphatidylinositide 3-kinase/Protein kinase
B), PLA2 enzyme (Phospholipase A2), cyclooxygenases (COXs) leading to reduction of
inflammation markers production, i.e., Prostaglandin E2, Interleukin 6 or Monocytes
Chemoattractant Protein-1. Furthermore, polyphenols are known to stimulate the activity
of catalase, superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase, thereby improving
endogenous anti-inflammatory defenses [52].

The anti-inflammatory properties of Ocimum basilicum (OB) were explored on stimu-
lated macrophage cells in vitro through the measurement of inflammatory marker pro-
duction. Nitric oxide (NO) is a free radical and an inflammation marker involved with
various functions in different organs, i.e., vasodilation in the cardiovascular system or a
mediator of the non-specific immune response [53]. Both extracts induced a concentration-
dependent inhibition of nitric oxide (NO) production. In addition, the extracts also
demonstrated the ability to quench NO free radicals in a similar concentration-dependent
manner. These effects, associated with OB antioxidant capacity, corroborate the biological
activity of stem extracts in oxidative stress conditions. This property might be explained
by the combination of NO scavenging and an inhibitory effect of flavonoids on iNOS (in-
ducible Nitric Oxide Synthase), as previously shown [52].

Conversely, TNF-a production was not affected by macrophage exposure to OB ex-
tracts. Neither leaves or stem extracts demonstrated a significant influence. This pro-in-
flammatory cytokine is known for its pleiotropic and contradictory effects through the
modulation of inflammation onset and oncogenesis processes. Its beneficial influence
seems to be associated with its concentration levels. Therefore, modulation of its produc-
tion by bioactive compounds may be of variable interest as a function of the subject path-
ophysiological status [54]. Nonetheless, it is noteworthy to mention that basil ethanol ex-
tracts were demonstrated to have among the highest anti-tumor effects in the lamiaceae
plant family. This anti-oncogenesis property and associated genoprotective effects would
be mainly correlated with basil impact on oxidative stress and NO modulation rather than
TNF. Therefore it might be suggested that the absence of variation of the latter cytokine
in our assay, for both leaves and stems, might be considered as in accordance rather than
as a discrepancy regarding the biological potential of Ocimum basilicum [49].

To further explore the anti-inflammatory and immunomodulatory potential of OB,
we measured its influence on inflammation markers Interleukin 6 (IL-6), Monocyte Chem-
oattractant Protein-1 (MCP-1) and prostaglandin E2 (PGE-2) productions. Stem ethanol
extracts clearly demonstrate (i) a concentration-dependent inhibition of the production of
all three molecules and (ii) a statistically superior inhibition of the production of the three
inflammation markers when compared to leaf ethanol extracts. These data suggest the
potential interest of stem extracts for treating inflammation-associated diseases. The inhi-
bition of PGE-2 production may be related to the observed reduction of IL-6 and MCP-1
production [55]. Phenolic acids and flavonoids are known to inhibit PLA2 (Phospholipase
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A2) and COX (Cycloxygenase) enzyme activities. This leads to reduction of prostaglandin
production, which is associated with lower stimulation of IL-6 and MCP-1 production.
This hypothesis may be compatible with the absence of effects of OB extracts on TNF-a
and its signaling pathway. Indeed, TNF-a is associated with IL-6 production through the
p42-44 MAPK pathway. A decrease in IL-6 and MCP-1 secretion could be generated via
the inhibition of PLA2/COX pathway without significant effect on TNF-a/p42-44 MAPK
signaling cascade [56-59]. Taken together, our results on inflammation demonstrate the
anti-inflammatory properties of OB. They also unravel the specific more potent effects of
stem extracts on inflammatory markers involved in the initiation and chemotaxis phase
of inflammation with a possible prophylactic influence against the transition from acute
to chronic condition. To our knowledge, this the first time that Ocimum basilicum stem
extracts have been reported to demonstrate these bioactivities in vitro in comparison to
classically used leaf extracts.

Among the various biological properties attributed to the Ocimum genus and its
multiple species, spasmolytic properties have been claimed by a few reports for Ocimum
gratissimum on rabbit jejunum, guinea pig ileum and rat vascular bed. These data were
obtained with essential oils [57-59]. Regarding Ocimum basilicum aqueous extract, spas-
molytic effect has only been explored on the responsiveness of isolated tracheal rings to
methacholin [60].

Despite its use in traditional medicine for digestive troubles [1], the antispasmodic
activity of Ocimum basilicum has never been tested on jejunum smooth muscle. We there-
fore investigated OB extract on this organ target. We used an aqueous extract, as ethanol
caused tissue alteration and dysfunction. Smooth muscle contractions are present in var-
ious intestine pathologies with or without inflammation such as IBD (inflammatory bowel
disease) or asthma, and they may be painful. Pharmacological agents able to inhibit these
spams may contribute to alleviate both intestinal/tracheal disorder and pain [61]. BaCl>
induces calcium entry in the cell through a voltage-dependent calcium channel. This leads
to hyperpolarization of the smooth muscle cell membrane and cause its contraction. Meth-
acholine is a direct cholinergic agonist of muscarinic receptor inducing smooth muscle
contraction. Both OB leaves and aqueous extracts demonstrated concentration-dependent
relaxation of smooth muscle contraction induced by BaCl. and Methacholine. These re-
sults clearly suggest that Ocimum basilicum stems and leaves have significant antispas-
modic effects. This observation is in accordance with previous reports regarding the prop-
erties of Ocimum genus extracts on smooth muscles [57-59]. In addition, our data tend to
indicate a dual mechanism of action for the observed antispasmodic effect that could be
mediated by an anticholinergic action and a calcium channel blockade. This hypothesis is
supported by previous results obtained on various Ocimum species and might be sup-
ported by the phytochemicals present in the extracts [28,60,61]. Further investigations are
required to determine the precise pharmacological mechanism of action of OB extracts on
smooth muscle contractility and to identify the compounds responsible for this action.
Records from the literature suggest a direct effect, independent from autonomic central
nervous system [28]. To our knowledge, it is the first time that Ocimum basilicum stem
extracts have been reported to demonstrate this bioactivity ex vivo. It may contribute to
scientifically confirming the traditional use of Ocimum basilicum in diseases with smooth
vascular hyperactivity disorders such as IBD, asthma or hypertension.

5. Conclusions

In conclusion, the present study explored, for the first time, the antioxidant, anti-in-
flammatory and antispasmodic properties of Ocimum basilicum stem extracts.

Taken together, our results suggest several conclusions. First, OB stem extracts
demonstrate biological activity of interest. Second, the subparts of the OB plant, i.e., stems
and leaves, demonstrate differential phytochemistry that could be correlated with bioac-
tivity variations, more notably with respect to anti-oxidant and anti-inflammatory prop-
erties, but not with respect to antispasmodic effects. Third, through processes, e.g.,
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extraction, applied to a vegetable, it may be possible to selectively orient the physicochem-
ical and thereby biological properties of an extract to target a given pathophysiological
disturbance. In the present case, our data, combined with that found in the literature, ar-
gue for the potentially significant interest of Ocimum basilicum extracts, and more specifi-
cally stem extracts, for the prophylaxis and/or as adjuvant therapy in the treatment of
intestinal relapsing diseases associated with inflammation such as IBD. Indeed, stems, in
addition to their antispasmodic potential, have a marked impact on biomarkers involved
in the initiating phases of inflammation and chemophylaxis, which may contribute to limit
the acute phases of the pathology as well as pain through reduction of prostaglandin pro-
duction and spasms intensity [28,61-63].

Finally, it should be mentioned that a high level of complexity emerges through the
endeavor of understanding the nutrition-health potential of plant extracts. Future in-
depth investigations are necessary to articulate the exploration of (i) the complex and in-
tricated pathological regulatory pathways and associated mediators involved in the tar-
geted diseases with (ii) the complex pharmacological interplay between bioactive and
non-bioactive compounds present in the plant extracts. Our research group is engaged in
unraveling these research questions.
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La présente étude décrit les effets phytochimiques et biologiques d’Ocimum basilicum,
plusieurs études ont montré que le basilic était utilisé pour le traitement de différentes maladies,
et possedent des activités biologiques, par conséquent notre objectif est porté sur la
caractérisation de différentes parties aériennes de basilic ; feuilles et tiges avec differents

solvant d’extraction, pour I’étude de la composition physicochimique et des effets biologiques.

Les plantes médicinales sont des ressources riches en composés bioactifs importants pour la
médecine traditionnelle et la médecine moderne (médicament, complément alimentaire). (S et
al., 2008). Les méthodes d’extraction des composes bioactifs des plantes nécessitent
I’utilisation des solvants sélectifs et différentes procédure standard. Pendant I'extraction, les
solvants diffusent dans le matériau solide de la plante et solubilise des composés avec une
polarité similaire.

Il existe plusieurs méthodes d’extraction de plantes médicinales notamment la décoction,
I’extraction continue a chaud (soxhlet), I’extraction assistée par micro-ondes, I’extraction par
ultrasons (sonication)...ect. Les solvants utilisés dans I’extraction, les procédures d’extraction
et les différentes parties des plantes peuvent influencer la qualité des extraits (Fathiazad et al.,
2012).

Afin de caractériser la composition phytocimique du basilic nous avons réalisé des extractions
aqueuse et éthanolique par technique de sonication. L’eau est un solvant polaire utilisé pour
extraire les produits végétaux. Parmi les composés bioactifs solubles dans 1’eau les flavonoides
(principalement les anthocyanes mais aussi les tannins, les saponines et les terpenoides). Dans
les extraits éthanoliques on trouve les polyphénols, tannins, flavonoles, terpenoides, stérols et
alcaloides. (Cowan, 1999).

Les composés phénoliques fonctionnent en tant qu'antioxydants piégeurs des radicaux libres et
jouent un réle important dans le traitement des maladies tel que le cancer et les maladies
cardiovasculaires ...ect (Ghasemzadeh and Ghasemzadeh, 2011). Pour cela nous avons
mesurer la teneur en composés phénolique (TPC) des extraits d’Ocimum basilicum par la
méthode de Folin-Ciocalteau, Nos résultats obtenus ont montré que le TPC de I’extrait
éthanolique des feuilles était plus élevé 54,79 GAE mg/g par rapport a I’extraits aqueux 35,14
GAE mg/g ainsi que les deux extraits des tiges aqueux et éthanolique 30,75 GAE mg/g et 20,04
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GAE mg/g respectivement. Vlase et al., 2014 ont montré des teneurs plus élevées en TPC
175,57+2,43 GAE mg/g des extraits éthanoliques des parties aériennes d’Ocimum basilicum par
rapport & nos extraits. D’autres études ont trouvé également des teneurs en composés
phénoliques important dans I’extraits aqueux d’Ocimum basilicum de 146.31 + 0.04 GAE
ug/mg (Ibrahim et al., 2020).

Rezzoug et al., 2019 ont montré que I’extrait éthanolique d’Ocimum basilicum avait une teneur
en composé phénolique 226 + 2 GAE mg/g.

Selon Lapornik et al., 2005 les extraits éthanoliques des plantes présentent une quantité plus
élevée en polyphénols par rapport aux extraits aqueux ; la différence de quantité polyphénolique
présente dans les extraits peut étre due a la dégradation des polyphénols par I’enzyme
polyphénol oxydase dans les extraits aqueux alors que dans les extraits éthanoliques cette

enzyme est inactif. Ces données confirment nos résultats obtenus.

Ces dernieres années, diverses techniques ont été utilisées pour estimer le pouvoir antioxydant
des substances et des aliments. Parmi ces techniques, les plus utilisées sont : DPPH (2,2-
diphényl-1-picrylhydrazyl) et ORAC. (Araujo Couto et al., 2019). La variété des méthodes est
due aux differents mécanismes de [I’activité antioxydante. Ces méthodes peuvent agir
principalement en transférant des atomes d’hydrogene, en donnant des electrons et en chélatant
des métaux de transition (Prior et al., 2005).

Pour évaluer les propriétes antioxydantes des extraits de basilic nous avons utilisé ces deux
méthodes DPPH et ORAC. Nos résultats du DPPH indiquent que tous les extraits présentent
une activité antioxydantes a la concentration 1mg/ml. Les pourcentages d’inhibition les plus
éleves étaient enregistrés par les extraits éthanoliques de basilic 39,96 % pour I’extrait de feuille
éthanolique (Fe) et 39,39 % pour I’extrait de tige éthanolique (Te), les extraits aqueux ont
présenté des pourcentages d’inhibition plus faibles par rapport aux extraits éthanoliques les

valeurs était de 17,66 % pour feuille aqueux (Fa) et 16,96 % pour tiges aqueux (Ta).

Plusieurs recherches ont montré que le basilic a des activité antioxydantes, I’huile essentielle
de basilic a une capacité de piegeages des radicaux libres DPPH avec une ICso de 2.008 *
0.128mg/mL (Li et al., 2017). Cette activité antioxydante est moins importantes en
comparaison avec nos résultats.

Les résultats de Rezzoug et al., 2019 ont montré que 1’extrait éthanolique de basilic a une

capacité antioxydante importante de piégeage du radical DPPH avec une ICso 0,679+0,03
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mg/ml. D’autre études ont montré une activité antioxydante plus forte de piégeage du DPPH
(1Cs50:104,72ug/ml) par ’extraits méthanolique des feuilles de basilic (Irondi et al., 2016).
Selon (Fathiazad et al., 2012). Le pouvoir de piégeage des radicaux libres de I'extrait

éthanolique de basilic (1Cso) était de 22,24 pg/ml.

Pour le test ORAC les extraits de feuilles ont présenté une activité antioxydantes plus élevée en
comparaison avec les tiges. Donc les deux test DPPH et ORAC ont montré une activité
antioxydantes sur I’ensemble des extraits avec des différences de piégeages des radicaux libres
DPPH et APPH qui peuvent étre dus aux différents composés bioactifs trouvés dans chaque

extrait.

(Makri and Kintzios, 2008) ont rapporté que les principaux composes antioxydants contenus
dans les extraits de basilic sont : I’acide chlorogénique, I’acide p-hydroxybenzoique, 1’acide

caféique, I’acide vanillique et rosmarinique ainsi que 1’apigénine, la quercétine et la rutine.

Dans les systemes biologiques vivants, les concentrations élevées en oxide nitrique et ses
dérivés oxydés tel que le peroxynitrite sont connus pour étre toxiques. lls ont également la
capacité de blesser les cellules et les tissus ce qui peut generer par la suite différentes
pathologies (Sueishi et al., 2011).

Nous avons également évalué la capacité antioxydante de piégeage de 1’oxide nitrique (NO) par
les extraits ethanoliques des feuilles et tiges d’Ocimum basilicum. Nos résultats ont montré que
les deux extraits ont piegé le NO de maniere dose dépendante avec des pourcentages d’environ
50% a 11% .

Les macrophages jouent un rble majeur dans la pathogenese de nombreuses maladies
inflammatoires et auto-immune notamment : les maladies cardiovasculaires, les maladies
inflammatoires de l’intestin, 1’asthme, le cancer, diabéte de type 2, I’obésité. (Shapouri-
Moghaddam et al., 2018). Une fois activés par les agents pathogénes, les macrophages
produisent de grandes quantités de TNF-a, IL-1B et IL-6, de chimiokines, d’oxyde nitrique
(NO) et de deérivés de I’acide arachidonique tels que le tromboxane A2 et la prostaglandine E2.
(Vinolo et al., 2011).
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Selon nos résultats préliminaires de P’activité antioxydante, les extraits éthanoliques ont
présenté une activité plus importante par rapport au extraits aqueux, Sur cette base nous avons
sélectionné les extraits éthanoliques pour évaluer ces propriétés anti-inflammatoires. Pour
étudier les effets anti-inflammatoires des extraits éthanoliques des feuilles et tiges de basilic in
vitro dans des macrophages J774.A1, nous avons d’abord évalué leurs effets cytotoxiques sur
la viabilité cellulaire. Nos résultats indiquent que les différentes concentrations des deux extraits
n’ont aucun effet cytotoxique.

Plusieurs médiateurs de I’inflammation ont été étudiés afin de caractériser les effets
antiinflammatoires des extraits de basilic. Les résultats obtenus pour le dosage de NO sur les
macrophages J774.Al stimulé par LPS/IFNy montrent que les deux extraits d’Ocimum
basilicum ont un effet inhibiteur de la production de NO de maniére dose-dépendante mais
I’extrait des tiges a présenté le plus d’effet en comparaison avec les feuilles 66,18% et 56,95 %
a la concentration 200pg/ml.

D’autre études ont également confirmé que 1’extrait méthanolique d’Ocimum basilicum a un
effet inhibiteur sur la production de NO par les machrophages RAW 264.7 de maniére dose

dépendent 10 a 4 umol avec 20ug /mL et 50ug/mL respectivement. (Selvakkumar et al., 2007)

Les flavonoides ont des propriétés anti-inflammatoires par différents mécanismes tels que
I’inhibition des enzymes régulatrices et des facteurs de transcription qui jouent un réle
important dans le contr6le des médiateurs impliqués dans I’inflammation. (Maleki et al., 2019)
Le basilic est connu pour sa richesse en flavonoides tel que la quercétine, la lutéoline (Rezzoug
et al., 2019; Vlase et al., 2014b) et I’Apegenine. (Mousavi et al., 2020b). Une étude a montré
que la querceétine, I’apigénine et la lutéoline ont un effet inhibiteur de la production de NO dans

les macrophages RAW264.7 traités par lipopolysaccharide, (Serafini et al., 2010).

L'interleukine-6 (IL-6) est une cytokine pro-inflammatoire qui est produite par les cellules
lymphoides et non lymphoides. L'IL-6 joue un réle important dans la régulation de la réponse
immunitaire et de I’inflammation, dans la pathogenése de diverses maladies, en particulier les
maladies chroniques comme I’inflammation, les maladies auto-immunes, les infections virales

(Kang et al., 2001).

Pour cela nous avons évalué I’effet anti-inflammatoire des tiges et feuilles d’ocimum basilicum

dans des macrophages J774.Al stimulé par LPS/IFNy. Les résultats ont montré que les deux
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extraits inhibent la production d’IL-6 de maniére dose dépendent mais les feuilles ont présenté
un effet plus faible inhibiteur (62,43%) en comparaison avec les tiges 88,87% a la plus forte
concentration 200pg/mL.

Une étude antérieure a démontré 'effet anti-inflammatoire de I’huile essentielle de basilic
comme la diminution de la production de cytokine pro-inflammatoire 1L-6 & 2300 pg/mL en
comparaison avec LPS 2900 pg/mL dans un modéle de macrophage Raw264.7(L.i et al., 2017).

Le TNF-a est une protéine 17-kDa non glycosylée, principalement produite dans les
macrophages, les CD4+, mais aussi les lymphocytes T CD8+, les cellules NK activées et les
neutrophiles. (Méller and Villiger, 2006). Le TNF-a, est une cytokine pro-inflammatoire qui
joue un role important dans le systéme immunitaire lors de I’inflammation, de la prolifération

cellulaire, de la différenciation et de ’apoptose (Baud and Karin, 2001).

Dans notre étude nous avons évalué I’effet anti-inflammatoire des extraits éthanoliques de
basilic sur la production de TNFa. Les résultats obtenus suggerent que les tiges et les feuilles
n’ont pas un effet inhibiteur sur la production de cette cytokine pro-inflammatoire, mais ont au
contraire générer une stimulation avec des valeurs de 128% a 139% et de 123% a 137% pour
les feuilles et les tiges respectivement. Alors que Li et al., 2017 a montré que I’huile essentielle
de basilic a un effet inhibiteur sur la production de TNFa environ 26% a la concentration 20

pg/mL.

MCP-1Protéine chimiotactique monocytaire 1 appartiens a la famille des chimiokines Elle
orchestre le recrutement des cellules immunitaires vers des sites spécifiques, est exprimé de
maniére constitutive pour les fonctions homeéostatiques telles que la régulation du trafic
lymphocytaire du sang vers les ganglions lymphatiques, est induit lors des réponses
inflammatoires lorsque les leucocytes sont nécessaires a la défense et a la réparation des tissus
(Lim et al., 2016).

Nous avons également identifié¢ I’effet des extraits éthanoliques de basilic sur la production de
MCP1. Nos données ont rapporté que les deux extraits ont diminué la production de MCP1

mais les tiges ont présenté un effet plus élevé par rapport aux feuilles.
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Marino et al., 2008 ont constaté que 1’IL-6 induit la sécrétion de MCP-1 dans des cellules
myoblastes. Nos résultats précédents montrent qu’il avait une inhibition d’IL-6 et MCP1 dans
les macrophages traités par le basilic. On peut donc supposer que la diminution de MCP1 et liée
a la diminution d’IL-6.

Takeuchi et al., 2020 ont démontré que I’extrait méthanolique de feuilles d’ocimum basilicum
a diminué I’expression des génes des cytokines pro-inflammatoire (CCL2, IL-6, TNFa) ainsi
que celle de la protéine d’IL-6 a la concentration 25ug/mL dans un modéle de co-culture
d'adipocytes 3T3-L1 et macrophages RAW?264.7.

Les prostaglandines E2 (PGE2) sont des médiateurs lipidiques bioactifs générés a partir de
I’acide arachidonique via des cyclooxygénases (COX) et des prostaglandine synthases
spécifiques. (Yao and Narumiya, 2019). La cyclooxygenase-2 (COX-2) pourrait induire
I’expression de la prostaglandine E2 (PGE2) pour aggraver I’inflammation des tissus en
favorisant le niveau de divers facteurs inflammatoires, tels que les interleukines et le facteur de
nécrose tumorale o (TNF-a) (Kudo and Murakami, 2002).

Dans notre étude nous avons évalué ’effet de 1’extrait éthanolique des tiges d”O basilicum sur
la production de prostaglandine E2 (PGE2). Nos résultats suggérent que I’extrait de tiges a
réduit la production de PGE2 a des valeurs importantes de 62,88 % a la plus forte concentration
200ug/mL.

Dans un modele de cellules macrophages RAW?264.7 stimulé par LPS Raina et al., 2016 ont
trouvé que ’extrait méthanolique des parties aériennes d’O basilicum a induit une diminution
de la production des médiateurs de I’inflammation PGE2 a 12,97% ainsi que le NO a 20,40%

a la concentration 100ug/mL.

Le Facteur nucléaire kappaB NF-xB est un hétérodimere composé de p50 et p65, qui fonctionne
principalement comme activateur transcriptionnel. NF-«kB est changé en forme active par les
cytokines, le LPS et le stress oxydatif, aprés quoi il régule la COX-2 et I’'iNOS par I’initiation
de la transcription des genes cibles. Cependant Park et al., 2012 ont montré que les polyphénols
ont un effet inhibiteur de la translocation de la protéine NF-«B . D’autre auteurs ont également
confirmé que ces polyphénols ont la capacité de diminuer I'expression du gene NF-xB qui peut
étre explique leur effet sur la diminution de la production des cytokines pro- inflammatoires.
(Marimoutou et al., 2015)
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Le traitement de certains troubles gastro-intestinaux est orienté vers l'inhibition de la
contraction musculaire. Les médicaments a base de plantes sont traditionnellement utilisés pour
leurs propriétés spasmolytiques (Karim et al., 2010). La contraction de muscle lisse est initiée
par une augmentation de la concentration de Ca2+ extracellulaire ou intracellulaire (Kuo and
Ehrlich, 2015).

Pour étudier I’effet antispasmodique d’ocimum basilicum nous avons choisi les extraits aqueux
pour cette partie puisque les extraits éthanoliques ont un effet délétére sur les muscles lisses
intestinaux. Nous avons utilis¢ un modele d’organe isolé, le jéjunum de rat contracté avec le
BaCL2 et la méthacholine,

Les résultats obtenus ont montré que les extraits aqueux de feuilles et tiges d ocimum basilicum
ont exercé un effet inhibiteur sur la contraction de muscle lisse intestinal jéjunum de rat, cette
inhibition a induit leur relaxation de maniere dose dépendante, avec des valeurs de relaxation
plus important de 100% & 33%, cette relaxation est similaire au témoin aminophylline.

Des études antérieures ont montré que I’extrait hydro-meéthanolique des parties aériennes
d’ocimum basilicum a un effet antispasmodique sur les contractions induite dans I’iléon de

cobaye (Janbaz et al., 2014).

Les résultats de Eftekhar et al. 2019 ont rapporté également que 1’extrait hydro éthanolique
de feuille de basilic a diminué le tonus contractile du muscle lisse trachéal induit par la

méthacholine et le KCI de maniere dose-dépendante.

La plupart des plantes utilisées comme antispasmodiques fonctionnent principalement par deux
mécanismes : en bloguant les canaux calciques dans les intestins et en provoquant la relaxation
ou en ouvrant les canaux potassiques et en produisant un effet relaxant dans I’intestin (Uchida

et al., 2011).
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Ocimum basilicum communément appelé basilic est une plante herbacée aromatique connues
sous le nom « Roi des herbes ». Il est cultivé partout dans le monde entier ; son utilisation est
vaste notamment dans I’industrie alimentaire, pharmaceutique et cosmétique garce a sa richesse
en composés bioactifs, 1l est également utilisé pour le traitement de différentes maladies comme
une plante médicinale. Cependant il existe tres peu d’étude décrivant les propriétés biologiques
des tiges de basilic. L’objectif de ce travail a été porté sur la caractérisation chimique et
I’évaluation des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et antispasmodiques des extraits

de feuilles et tiges d’Ocimum basilicum.

Premierement nous avons réalise une extraction des tiges et feuilles de basilic avec deux
solvants polaires, ces extraits ont été utilisé afin de les caractérisés et d’évaluer ces différentes

propriétés biologiques.

La caractérisation des extraits de tiges et feuilles de basilic nous a permis d’identifier différents
composes bioactifs. Nous avons pu identifier quelques composés polyphénoliques en
comparaison avec ce qui est trouvé dans la littérature, principalement 1’acide rosmarinique, la
rutine et la salvigenine. En outre I’ensembles des extraits présentent une différence au niveau
de ces composés identifiés, ce qui caractérise les différentes propriétés de tiges et feuilles. La
quantification des polyphénols totaux nous a permis également d’observer une différence en

teneur de composés dans chaque extrait.

La détermination des propriétés antioxydantes des extraits de basilic par le test DPPH, ORAC
ainsi le piégeage de NO ont montré que I’ensemble des extraits ont un effet anti-radicalaire plus

important présenter d’une maniére différentielle entre les tiges et les feuilles.

Par la suite nous avons évalué les propriétés antiinflammatoires des extraits éthanoliques dans
un modele in vitro macrophages J774.Al stimulé par ’association LPS/IFNy, Nos résultats ont
montré que les extrais de tiges ont présenté un effet plus important dans I’inhibition de la
production des médiateurs pro-inflammatoires (NO, IL-6, MCP1et la PGE2). En revanche on a

enregistré un effet sur I’augmentation de la production de TNFa par les feuilles et les tiges.

La derniére partie a porté sur I’évaluation de I’activité antispasmodique des extraits aqueux sur
un modele animal : jéjunum de rat contracté avec le BaCl2 et méthacholine ce qui nous a permi

de montrer que les feuilles et les tiges ont un effet inhibiteur de la contraction musculaire.
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En conclusion les deux parties aériennes d’Ocimum basilicum feuilles et tiges ont présenté des
propriétés biologiques trés importantes dans 1’oxydation, I’inflammation et les effets
spasmolytiques. Des études approfondies sont nécessaires pour expliquer les différents
mécanismes liés a ces effets biologiques et de mieux caractériser les effets de chaque composé

bioactif pour les valoriser au plan pharmacologique pour le traitement de différentes pathologies
ainsi qu’au niveau nutritionnel et alimentaire.
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RESUME : Le basilic Ocimum basilicum L est une plante herbacée, aromatique et alimentaire,
il est utilisé sous forme fraiche ou bien transformé dans certaines préparations culinaires, ainsi
que dans la médecine traditionnelle. Les différentes parties de cette plante présentent des
propriétés biologiques tres importantes pour la santé humaine grace a leur richesse en composés
bioactifs. L’objectif de ce travail est basé sur la caractérisation différentielles entre les tiges et
les feuilles d’Ocimum basilicum sur le profil phytochimique et I’évaluation de leurs propriétés
antioxydantes, anti-inflammatoires et antispasmodiques. Les extraits de basilic ont présenté des
profils phytochimique différents, et I’évaluation de leurs effets antioxydants par le test DPPH
et ORAC ont montré que les extraits éthanoliques ont une activité plus importante en
comparaison avec les extraits aqueux. L’étude des effets anti-inflammatoires des extraits
éthanoliques de tiges et de feuilles de basilic in vitro dans un modele cellulaire de macrophages
J774 stimulés par le LPS/IFNy a montré que les deux extraits ont un effet inhibiteur sur la
production des médiateurs inflammatoires (oxide nitrique, interlukine-6, prostaglandine E2,
monocyte chemoattractante protein-1). Par contre ces extraits ont augmenteé la production de la
cytokine pro-inflammatoire TNFa (Facteur de nécrose tumorale alpha). Par la suite les extraits
aqueux ont montré un effet relaxant sur le muscle lisse intestinal de rat. Les résultats de cette
étude ont indiqué que les deux parties de basilic feuilles et tiges ont des effets biologiques
intéressants qui peuvent étre valorisés sur le plan nutrition- santé.

Mots clés : Ocimum basilicum L, tiges, feuilles, extraits éthanoliques, extraits aqueux, activité
antioxydante, anti-inflammatoire, antispasmodique, nutrition, sante.

Abstract: Basil Ocimum basilicum L is an herbaceous, aromatic, and food crop, which is
used fresh or processed in some culinary preparations, thus in traditional medicine. The
different parts of this plant present very important biological properties for human health due
to their richness in bioactive compounds. The objective of this work is based on the differential
characterization of the phytochemical profile of the stems and leaves of Ocimum basilicum and
the evaluation of its antioxidant, anti-inflammatory, and antispasmodic properties. The basil
extracts showed different phytochemical profiles, and the evaluation of these antioxidant effects
by DPPH and ORAC assay showed that the ethanolic extracts had a higher activity compared
to the aqueous extracts. The study of the anti-inflammatory effects of ethanolic extracts of basil
stems and leaves in vitro in a macrophage J774 cell model stimulated by LPS/IFNy showed that
both extracts had an inhibitory effect on the production of inflammatory mediators (nitric oxide,
interlukin-6, prostaglandin E2, Monocyte chemoattractant protein-1), but increased the
production of the pro-inflammatory cytokine TNFa (Tumour necrosis factor-alpha).
Subsequently, the aqueous extracts showed a relaxing effect on rat intestinal smooth muscle.
The results of this study indicated that both parts of basil leaves and stems have interesting
biological effects that can be valorized in terms of nutrition and health.

Key words: Ocimum basilicum L, stems, leaves, ethanolic extract, aqueous extract, antioxidant,
anti-inflammatory, antispasmodic activities, nutrition, health.
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