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RÉSUMÉ  

 

La maladie d'Alzheimer est une maladie dégénérative du cerveau où s'accumulent des 

substances chimiques anormales responsables d'une détérioration progressive de la mémoire 

et des capacités intellectuelles. C'est une maladie neuro dégénérative qui provoque des lésions 

dans le cerveau. Les lésions irréversibles conduisent à un déclin des fonctions cognitives, qui 

servent à traiter l’information, et comportementales au fur et à mesure de la progression de la 

maladie. Pertes de mémoire immédiate, puis des souvenirs plus anciens, modifications du 

jugement et du raisonnement, changements d'humeur et de comportement en sont les 

principales manifestations. 

Contrairement à une idée reçue, la maladie d'Alzheimer n'est pas liée au vieillissement normal 

du cerveau. Aujourd’hui, le coût de la maladie en Europe est estimé à 160 Millions 

d’euros/an, malgré ça, il n’y a pas de traitement symptomatique efficace. 

Les nouvelles approches non médicamenteuses doivent être explorées afin de ralentir la 

progression de la maladie. La recherche dans le domaine du « Drug Delivery System » révèle 

des systèmes de plus en plus prometteurs. L’adressage de molécules d’intérêt thérapeutique 

vers un tissu cible est un défi de taille à rechercher en matière de « Drug Delivery ». De 

nouvelles technologies de ciblage sont apparues. La recherche de vecteurs ayant une durée de 

vie suffisamment longue dans le corps pour atteindre la zone cible a déjà été mise en place. 

Ce travail constitue un pas modeste dans l’exploration de la phytothérapie nanovectorisée 

pour le traitement de la maladie d’Alzheimer. 
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SUMMARY 

 

Alzheimer's disease is a degenerative brain disease where abnormal chemicals accumulate 

causing progressive deterioration of memory and intellectual ability. It is a neurodegenerative 

disease that causes lesions in the brain. Irreversible lesions lead to a decline in cognitive 

functions, which serve to process information, and behavioral as the disease progresses. Loss 

of immediate memory, and then older memories, changes in judgment and reasoning, changes 

in mood and behavior are the main manifestations. 

Contrary to popular belief, Alzheimer's disease is not related to the normal aging of the brain. 

Today, the cost of the disease in Europe is estimated at 160 million euros/year, despite that, 

there is no effective symptomatic treatment. 

New non-drug approaches should be explored to slow the progression of the disease. 

Research in the field of the "Drug Delivery System" reveals increasingly promising systems. 

Addressing molecules of therapeutic interest to a target tissue is a major challenge in Drug 

Delivery. New targeting technologies have emerged. The search for vectors having a 

sufficiently long life in the body to reach the target area has already been put in place. This 

work is a modest step in the exploration of nanovectorized herbal medicine for the treatment 

of Alzheimer's disease. 
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INTRODUCTION GÉNÉRALE 

  
La maladie d'Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative incurable du tissu cérébral 

qui entraîne une perte progressive et irréversible des fonctions mentales et en particulier de la 

mémoire. C'est la cause la plus fréquente de démence chez l'homme (Lahmy et al., 2015). La 

MA est caractérisée par deux lésions primaires : des plaques séniles qui sont des agrégats 

extracellulaires toxiques de peptides amyloïdes et des enchevêtrements neurofibrillaires qui 

sont des agrégats intracellulaires formés de paires de filaments hélicoïdaux dus à la formation 

anormale de masses de protéines tau hyperphosphorylées (Thonberg et al., 2017). Les 

symptômes cliniques de cette maladie incluent une perte de mémoire (Budson and Price, 

2005), en particulier des événements récents au cours des phases précoces de la maladie et 

une détérioration d'autres fonctions cognitives qui interfèrent avec l'humeur, le raisonnement, 

le jugement et le langage (Chumakov et al., 2015; Katzman, 1986).  

 

D'un point de vue histopathologique, un clivage anormal de la protéine précurseur de 

l'amyloïde par la bêta-sécrétase conduit à l'accumulation extracellulaire du peptide 

neurotoxique Aβ42 générant des plaques séniles compressant les neurones (Selkoe, 2004). Les 

peptides oligomères Aβ jouent un rôle important dans la neurotoxicité et le développement de 

la maladie d'Alzheimer (Hardy and Selkoe, 2002). Ils provoquent de fortes altérations des 

mécanismes de plasticité entraînant un déclin de la mémoire (Barghorn et al., 2005; 

Townsend et al., 2006).  

 

Malgré les progrès scientifiques dans ce domaine, il n’existe actuellement aucun traitement 

efficace pour freiner la progression de la maladie et enrayer le déclin cognitif. Étant donné 

que les lésions cérébrales (plaques amyloïdes et dégénérescence neurofibrillaire) déclenchent 

une diminution du neurotransmetteur, l'acétylcholine, qui permet aux neurones de 

communiquer. Les options de traitement médicamenteux sont actuellement limitées aux 

inhibiteurs de l’acétylcholinestérase. Les anticholinestérasiques comprennent trois molécules 

différentes qui ont été rigoureusement testées et se sont avérées efficaces dans les formes 

bénignes à modérées de la maladie : le donépézil, la galantamine et la rivastigmine (Misik et 

al., 2015). Ces traitements aident toutefois à stabiliser la maladie ; ils ne l'inversent ni ne le 

guérissent. De plus, ces molécules peuvent interagir avec un large éventail de médicaments et 

leur consommation est associée à de nombreux effets secondaires (Cacabelos, 2007). 
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Dans les thérapies non médicamenteuses, les plantes ont été utilisées pour soulager les 

symptômes de la MA et améliorer les fonctions cognitives. L'avantage des plantes 

médicinales réside dans leur richesse en composés, qui peuvent agir en synergie avec d'autres 

composés de la même plante ou d'une autre. Les molécules d'origine végétale peuvent 

également stimuler l'activité des constituants ou neutraliser les effets toxiques des composés 

d'autres espèces végétales (Howes and Houghton, 2003). Aujourd'hui, la médecine 

traditionnelle Chinoise constitue une alternative potentielle aux traitements médicamenteux.  

 

SuHeXiang Wan, un extrait de 9 plantes utilisé dans le traitement de l'épilepsie et des 

convulsions, a démontré un effet sédatif et anticonvulsivant, ainsi que des effets inhibiteurs 

sur le système nerveux central après l'inhalation de son huile essentielle (Koo et al., 2004). 

Chez la souris, l'huile essentielle, SuHeXiang Wan, atténue l’altération de la mémoire induite 

par le peptide bêta-amyloïde (Jeon et al., 2011).  

L’objectif de cette thèse est d’évaluer l'activité neuroprotectrice d'un extrait de plantes 

(AT000) issu de la médecine traditionnelle chinoise, utilisé pour traiter l'épilepsie et les 

convulsions, définir l’alimentarité des plantes, la dose et le temps de traitement efficace de la 

composition initiale AT000, de définir à partir d’AT000 une composition végétale optimale 

(AT33X) et brevetable destinée au traitement des déficits cognitifs des patients MA à un stade 

léger à modéré et, enfin, développer une stratégie galénique innovante pour véhiculer l’extrait 

au cerveau par une délivrance orale. 

 
Le premier chapitre de ce mémoire constitue une synthèse bibliographique sur la maladie 

d’Alzheimer, la prévalence, les symptômes, les facteurs ainsi que les différents traitements 

existants. Ensuite une présentation des différentes plantes qui constituent l’extrait actif ainsi 

que leurs propriétés thérapeutiques. Enfin, une vision générale sur l’absorption d’actifs à 

travers les barrières intestinale et hémato-encéphalique et l’avantage des nanoparticules 

comme vecteurs d’actifs. 

 

Le deuxième chapitre, se divise en 4 parties et présente l’étude expérimentale sur les 

différentes versions de l’extrait ; l’extraction des plantes, la caractérisation chimique, 

l’évaluation des activités biologiques in vitro/in vivo, l’optimisation de la composition en 

fonction de l’alimentarité des plantes et des résultats des tests in vitro et in vivo.  
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Le troisième chapitre présente la stratégie galénique innovante adoptée afin de véhiculer 

l’extrait. Cette stratégie est basée sur la formation des nanoparticules lipidiques solides. Une 

étude d’optimisation de la formulation galénique a été menée dans le but d’améliorer certains 

paramètres physico-chimiques. La formulation optimale obtenue a été validée selon des tests 

de caractérisation. 

 

Finalement, une partie qui vise à discuter l’ensemble des résultats obtenus au cours de ce 

travail de thèse pour les replacer dans le contexte scientifique actuel avant de conclure et 

d’ouvrir des perspectives pour la suite de ce projet.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 
19 

 

CHAPITRE 1 – ÉTAT DE L’ART 

 

1 LA MALADIE D'ALZHEIMER 
 

1.1 Histoire 

Le trouble neurologique dévastateur connu aujourd'hui comme maladie d’Alzheimer a été 

cliniquement reconnu au début des années 1900 par le docteur Alzheimer, un clinicien 

allemand travaillant à l’hôpital de Francfort. Il a eu l'occasion d’examiner Auguste Deter (51 

ans), une femme qui souffrait de graves problèmes psychiatriques : démence, perte cognitive, 

paranoïa. Elle avait du mal à nommer des objets familiers, à écrire des phrases complètes et à 

se souvenir des mots, elle a éprouvé de plus en plus de problèmes de mémoire et de 

désorientation. Après avoir été hospitalisée, elle est morte à l’âge de 56 ans. Alois Alzheimer 

a examiné son cerveau et a noté la pathologie de la maladie d'Alzheimer. Bien sûr, elle n'était 

pas connue comme la maladie d'Alzheimer jusqu'à ce que son mentor, Emil Kraepelin ait 

désigné la maladie. Kraepelin s'est également intéressé à la base biologique de la maladie. 

C'était en même temps que Sigmund Freud était très actif, qui pensait que les maladies 

psychiatriques étaient des manifestations de l'éducation, et Kraepelin sentait qu'elles étaient 

plus de la nature et avaient une base biologique. Ce ne fut que dans les années 1970 en 

Angleterre, Tomlinson, Blessed, et Roth ont fait des études sur des personnes de plus de 

soixante-dix ans et trouvé qu'ils ont subi les mêmes changements décrits chez Auguste Deter. 

Et ce qui était une maladie rare des personnes d'âge moyen est devenu une condition 

commune et le problème de santé publique que nous souffrons maintenant par lequel des 

millions sont touchés dans le monde entier (Perry, 2006). 

1.2 Généralités  

La maladie d'Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative progressive caractérisée par 

une détérioration de la fonction cognitive, en particulier la mémoire, et une altération 

progressive de la capacité à mener des activités de la vie quotidienne ainsi que des symptômes 

neuropsychiatriques et des troubles du comportement (Cummings, 2004). La MA est 

actuellement diagnostiqué au stade de la démence (McKhann et al., 1984). La démence est un 

syndrome clinique défini par le déclin cognitif global affectant la mémoire et un autre 
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domaine de la cognition qui interfère de manière significative avec la capacité d'accomplir des 

activités de la vie quotidienne (Lyketsos et al., 2006). La démence de type Alzheimer est 

caractérisée par l'apparition progressive et la progression du déclin principalement dans les 

aspects corticaux de la cognition : la mémoire, le langage, la praxis (Jalbert et al., 2008; 

Lyketsos et al., 2006). 

Il est maintenant reconnu que les changements physiopathologiques sous-jacents associés à la 

MA, notamment l'accumulation de protéines amyloïdes bêta (Aβ) et tau dans le cerveau, 

peuvent commencer plusieurs années avant le diagnostic (Braskie et al., 2010; Dubois et al., 

2007) et que les caractéristiques cliniques, biologiques et pathologiques de la MA surviennent 

progressivement le long d'un continuum de la maladie normale à la phase terminale (Jicha and 

Carr, 2010). On a récemment suggéré que la MA pouvait être diagnostiquée à un stade 

«prodromique» (c’est-à-dire début symptomatique) dans lequel les symptômes cliniques, 

notamment la perte épisodique de mémoire du type hippocampique, sont présents mais pas 

assez sévères pour affecter les activités instrumentales de la vie quotidienne ou mériter un 

diagnostic de démence (Dubois et al., 2010). Le diagnostic à ce stade nécessiterait également 

des preuves de biomarqueurs de la présence de la pathologie de la maladie d'Alzheimer. 

La MA est principalement une maladie liée à l'âge et constitue la forme la plus fréquente de 

démence chez les personnes âgées, les taux d'incidence selon l'âge augmentant de façon 

exponentielle avec l'âge, après 65 ans (Fratiglioni et al., 1999; Gao et al., 1998; Jorm and 

Jolley, 1998; Kawas et al., 2000). Étant donné la dépendance croissante des patients atteints 

de la maladie d'Alzheimer, cette maladie impose un fardeau considérable aux patients et aux 

soignants ainsi qu'à la société, grâce à l'utilisation des ressources de soins de santé (McCrone 

et al., 2014). Le coût social mondial de la démence, sur la base d'une population de 34,4 

millions de personnes atteintes de démence, était estimé à 422 milliards de dollars en 2009, 

dont 142 milliards pour les soins informels (34%) (Wimo et al., 2010).  

 

1.2.1 Prévalence  

À mesure que la fertilité diminue et que l'espérance de vie augmente, la proportion de la 

population au-dessus d'un certain âge augmente également. Ce phénomène, connu sous le 

nom de vieillissement de la population, se produit dans le monde entier. Selon les données du 

« World Population Prospects : the 2017 Révision », on estime qu'en 2017, le nombre de 

personnes âgées de 60 ans et plus s'élevait à 962 millions, soit plus du double de ce qu'elle 
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était en 1980. Le nombre de personnes âgées devrait évoluer de 962 millions dans le monde 

en 2017 à 2,1 milliards en 2050 et 3,1 milliards en 2100 (Fig. 1). À l'échelle mondiale, la 

population âgée de 60 ans ou plus augmente plus rapidement que tous les groupes d'âge plus 

jeunes. Globalement, le nombre de personnes âgées de 80 ans ou plus devrait tripler entre 

2017 et 2050, passant de 137 millions à 425 millions.  

 
Fig. 1. Population vieillissante : population mondiale projetée âgée de 60 ans ou plus. 

  

 

Compte tenu de l'imminence augmentation du nombre de personnes âgées, la prévalence de la 

maladie d'Alzheimer devrait augmenter considérablement dans les années à venir. En 2018, 

on estimait à 50 millions le nombre de personnes qui vivent avec la démence dans le monde 

(Fig. 2). Ce nombre devrait augmenter à plus de 152 millions d'ici 2050 (World Alzheimer 

Report, 2018). Selon France Alzheimer, Aujourd’hui, 900 000 personnes sont atteintes de la 

maladie d’Alzheimer en France. De jour en jour, la maladie gagne du terrain : près de 225 000 

nouveaux cas sont diagnostiqués chaque année. D’ici 2020, la France comptera probablement 

1 275 000 personnes malades et 2 150 000 patients en 2040. Cette charge croissante signifie 

que cette maladie devient rapidement une priorité de santé publique, d'autant plus qu'à l'heure 

actuelle il n'y a pas de traitements curatifs ou préventifs disponibles. Un certain nombre de 

pays ont annoncé des stratégies nationales de sensibilisation à cette maladie, améliorer les 

soins aux patients et renforcer les efforts de recherche, y compris en France.   
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Fig. 2. Infographie de l'impact global de la démence (World Alzheimer Report, 2018). 

 

 

1.2.2 Les symptômes de la démence d'Alzheimer 

Les personnes atteintes de démence d'Alzheimer éprouvent de multiples symptômes qui 

changent au fil des ans. Ces symptômes reflètent le degré de dommages aux neurones dans 

différentes parties du cerveau. Le rythme auquel les symptômes progressent de légers à 

modérés à sévères varie d'une personne à l'autre (Phaneuf, 2007). 

Au stade léger, la plupart des gens peuvent fonctionner de façon autonome dans de nombreux 

domaines, mais ils auront probablement besoin d'aide pour certaines activités afin de 

maximiser leur indépendance et rester en sécurité. Ils peuvent encore conduire, travailler et 

participer à des activités favorites. Au stade modéré, qui pour certains est le plus long, les 

individus peuvent avoir une difficulté à accomplir des tâches routinières, à se confondre et 

commencent à avoir des changements de personnalité et de comportement, y compris la 

méfiance et l'agitation. Au stade sévère, les individus ont besoin d'aide pour les activités de 

base de la vie quotidienne, comme se laver, s'habiller et utiliser la salle de bain. Finalement, 

leur capacité à communiquer verbalement est limitée. 
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C'est au stade sévère de la maladie que les effets de la maladie d'Alzheimer sur la santé 

physique d'un individu deviennent particulièrement apparents. En raison de dommages aux 

zones du cerveau impliqué dans le mouvement, les individus deviennent alités. Être confiné 

au lit les rend vulnérables à des conditions telles que les caillots sanguins, les infections 

cutanées et la septicémie, dans lesquelles les produits chimiques anti-infectieux dans la 

circulation sanguine déclenchent une inflammation à l'échelle du corps pouvant entraîner une 

défaillance des organes. Les dommages aux régions du cerveau qui contrôlent la déglutition 

rendent difficile de manger et de boire. Cela peut amener les individus à avaler de la 

nourriture dans la trachée (trachée) au lieu de l'œsophage (tuyau alimentaire). Les particules 

d'aliments peuvent se déposer dans les poumons et provoquer une infection pulmonaire. Ce 

type d'infection est appelé pneumonie d'aspiration, et c'est une cause qui contribue à la mort 

de nombreuses personnes atteintes de la maladie d'Alzheimer (Villemagne et al., 2013). 

 

1.2.3 Diagnostic de la démence d'Alzheimer 

Il n'y a pas de test unique pour la démence d'Alzheimer. Au lieu de cela, les médecins 

(souvent avec l'aide de spécialistes comme les neurologues et les gériatres) utilisent une 

variété d'approches et des outils pour aider à faire un diagnostic. Ils comprennent les éléments 

suivants : 

➢ Obtention d'une histoire médicale et familiale de l'individu, y compris les antécédents 

psychiatriques et l'histoire des changements cognitifs et comportementaux. 

➢ Demander à un membre de la famille de fournir des commentaires sur les 

changements dans les compétences de pensée et le comportement. 

➢ Effectuer des tests cognitifs et des examens physiques et neurologiques. 

➢ Demander à l'individu de subir des tests sanguins et une imagerie cérébrale pour 

exclure d'autres causes potentielles de symptômes de démence, comme une tumeur ou 

certaines carences en vitamines. 

➢ Dans certaines circonstances, en utilisant l'imagerie cérébrale pour savoir si l'individu 

a des niveaux élevés de bêta-amyloïde, une caractéristique de la maladie d’Alzheimer ; 

des niveaux normaux suggèrent que la maladie d'Alzheimer n'est pas la cause de la 

démence. 

 

Le diagnostic de la démence d'Alzheimer nécessite une évaluation médicale minutieuse et 

complète. Bien que les médecins puissent presque toujours déterminer si une personne est 
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atteinte de démence, il peut être difficile d'en déterminer la cause exacte. Plusieurs jours ou 

semaines peuvent être nécessaires pour qu'un individu effectue les tests et les examens requis 

et que le médecin interprète les résultats et fasse un diagnostic (Reiman et al., 2012). 

 

1.3 Les changements cérébraux associés à la maladie d'Alzheimer 

Un cerveau adulte en bonne santé a environ 100 milliards de neurones, chacun avec des 

extensions longues et ramifiées. Ces extensions permettent aux neurones individuels de 

former des connexions avec d'autres neurones. Lors de ces connexions, appelées synapses, 

l'information circule dans de minuscules bouffées de produits chimiques qui sont libérés par 

un neurone et détectés par un neurone récepteur. Le cerveau contient environ 100 milliards de 

synapses. Elles permettent aux signaux de voyager rapidement à travers les circuits neuronaux 

du cerveau, créant la base cellulaire des mémoires, des pensées, des sensations, des émotions, 

des mouvements et des compétences. 

 
L'accumulation du fragment protéique bêta-amyloïde (appelé plaques bêta-amyloïdes) en 

dehors des neurones et l'accumulation d'une forme anormale de la protéine tau (appelée tau) à 

l'intérieur des neurones sont deux des changements cérébraux associés à la maladie 

d'Alzheimer. On pense que les plaques bêta-amyloïdes contribuent à la mort cellulaire en 

interférant avec la communication neurone-neurone aux synapses, tandis que les 

enchevêtrements de tau bloquent le transport des nutriments et d'autres molécules essentielles 

à l'intérieur des neurones. Au fur et à mesure que la quantité de bêta-amyloïde augmente, un 

point de basculement est atteint au niveau duquel la protéine tau anormale se propage dans 

tout le cerveau (National Institutes of Health, National Institute on Aging, 2017).  

D'autres changements du cerveau comprennent l'inflammation et l'atrophie. La présence de 

protéines bêta-amyloïdes et tau toxiques active les cellules du système immunitaire dans le 

cerveau appelées microglies. Les microglies essaient d'éliminer les protéines toxiques ainsi 

que les débris générés par les cellules mortes et mourantes. L'inflammation chronique est 

supposée se produire lorsque la microglie ne peut pas suivre tout ce qui doit être éliminé. 

L'atrophie, ou rétrécissement, du cerveau se produit à cause de la perte de cellules. La 

fonction cérébrale normale est en outre compromise par la capacité réduite du cerveau à 

métaboliser le glucose, son principal carburant. 

La recherche suggère que les changements cérébraux associés à la maladie d'Alzheimer 

peuvent commencer 20 ans ou plus avant que les symptômes apparaissent (Jack et al., 2009). 
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Lorsque les changements initiaux se produisent, le cerveau les compense, permettant aux 

individus de continuer à fonctionner normalement. À mesure que les dommages neuronaux 

augmentent, le cerveau ne peut plus compenser les changements et les individus montrent un 

déclin cognitif subtil. Plus tard, les dommages neuronaux sont si importants que les individus 

montrent un déclin cognitif évident, y compris des symptômes tels que la perte de mémoire ou 

la confusion quant à l'heure ou au lieu. Plus tard encore, les fonctions corporelles de base 

telles que la déglutition sont altérées.  

Alors que les milieux de recherche ont les outils et l'expertise nécessaires pour identifier 

certains des premiers changements cérébraux de la maladie d'Alzheimer, des recherches 

supplémentaires sont nécessaires pour affiner l'exactitude des outils avant qu'ils deviennent 

disponibles pour un usage clinique (Bateman et al., 2012). En outre, les traitements pour 

prévenir, ralentir ou arrêter ces changements ne sont pas encore disponibles, bien que 

beaucoup soient testés dans des essais cliniques. 

1.4 MCI : un précurseur potentiel de la maladie d'Alzheimer et d'autres 

démences 

Le MCI (Mild Cognitive Impairment) ou « trouble cognitif léger » est une condition dans 

laquelle une personne a des changements légers mais mesurables dans les capacités de 

réflexion qui sont visibles à la personne touchée et aux membres de la famille et les amis, 

mais l'individu est toujours capable de mener des activités quotidiennes. Environ 15% à 20% 

des personnes de 65 ans et plus ont un MCI (Roberts and Knopman, 2013). Les gens avec un 

MCI, en particulier MCI impliquant des problèmes de mémoire, sont plus susceptibles de 

développer la maladie d'Alzheimer ou d'autres démences que les personnes sans MCI 

(Kantarci et al., 2009; Mitchell and Shiri‐Feshki, 2009). Une revue systématique de 32 études 

a montré qu'une moyenne de 32% des individus avec MCI développaient la démence 

d'Alzheimer dans les 5 années de suivi (Ward et al., 2013). Une méta-analyse de 41 études a 

révélé que parmi les personnes atteintes de MCI qui ont été suivis pendant 5 ans ou plus, une 

moyenne de 38% développé la démence (Mitchell and Shiri‐Feshki, 2009). Identifier quelles 

personnes avec MCI sont plus susceptibles de développer la maladie d'Alzheimer ou d'autres 

démences est un objectif majeur de la recherche actuelle. 

 

Les normes révisées pour le diagnostic de la maladie d'Alzheimer publiées en 2011 (Albert et 

al., 2011; Jack et al., 2011; McKhann et al., 2011; Sperling et al., 2011), suggèrent que 

lorsque les symptômes du MCI s'accompagnent de taux élevés de béta-amyloïde, l'individu 
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peut être à un stade précoce de la maladie d'Alzheimer. Toutefois, le MCI peut se développer 

pour des raisons autres que la maladie d'Alzheimer, et cela ne conduit pas toujours à la 

démence. Chez certaines personnes, le MCI revient à la cognition normale ou reste stable. 

Dans d'autres cas, comme lorsqu'un médicament provoque une déficience cognitive, le 

diagnostic du MCI est erroné. Par conséquent, il est important que les personnes ayant une 

déficience cognitive demandent une aide médicale pour le diagnostic et traitement. Au cours 

des dernières années, les chercheurs ont commencé à reconnaître l'importance pour les 

personnes âgées de rapporter leur propre expérience de la mémoire et des problèmes de 

pensée, sans (ou avant) un examen formel par un médecin. Cette expérience personnelle de 

problèmes cognitifs est appelée déclin cognitif subjectif. Une raison pour laquelle les 

chercheurs s'intéressent au déclin cognitif subjectif est que, dans certains cas, cela peut 

indiquer un stade précoce de la maladie d'Alzheimer. Beaucoup (mais pas toutes) de 

personnes avec le déclin cognitif subjectif continuent à développer le MCI et la démence. 

 

1.5 Anomalies génétiques associées à la maladie d'Alzheimer 

Certaines mutations génétiques et la copie supplémentaire du chromosome 21 qui caractérise 

le syndrome de Down sont des changements génétiques rares qui affectent le risque 

d'Alzheimer. Il existe également des variations communes dans les gènes qui affectent le 

risque d'Alzheimer. 

 

1.5.1 Mutations génétiques 

Un faible pourcentage des cas d'Alzheimer (environ 1% ou moins) (Bekris et al., 2010) se 

développent à la suite de mutations de l'un des trois gènes spécifiques. Une mutation 

génétique est un changement anormal dans la séquence des paires chimiques qui composent 

les gènes. Ces mutations impliquent le gène de la protéine précurseur amyloïde (APP) et les 

gènes des protéines préséniline 1 et préséniline 2. Ceux qui héritent une mutation de la 

maladie d'Alzheimer aux gènes APP ou préséniline 1 vont développer la maladie. Ceux qui 

héritent une mutation de la maladie d'Alzheimer au gène de la préséniline 2 ont 95% de 

chances de développer la maladie (Goldman et al., 2011). Les personnes ayant des mutations 

d'Alzheimer dans l'un de ces trois gènes ont tendance à développer des symptômes avant l'âge 

de 65 ans, parfois dès l'âge de 30 ans, alors que la grande majorité des personnes atteintes 

d'Alzheimer ont une maladie à apparition tardive, dont les symptômes apparaissent à 65 ans 

ou plus. 
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1.5.2 Le syndrome de Down 

Dans le syndrome de Down, un individu est né avec une copie supplémentaire du 

chromosome 21, l'un des 23 chromosomes humains. Les scientifiques ne savent pas 

exactement pourquoi les personnes atteintes du syndrome de Down présentent un risque plus 

élevé de développer la maladie d'Alzheimer, mais cela pourrait être lié à la copie 

supplémentaire du chromosome 21. Ce chromosome comprend le gène codant pour la 

production de l'APP, qui chez les personnes atteintes d'Alzheimer est coupé en fragments 

bêta-amyloïdes qui s'accumulent en plaques. Avoir une copie supplémentaire du chromosome 

21 peut augmenter le nombre de fragments bêta-amyloïdes dans le cerveau. À l'âge de 40 ans, 

la plupart des personnes atteintes du syndrome de Down ont des taux significatifs de plaques 

bêta-amyloïdes et d'enchevêtrements de la protéine tau dans leur cerveau (Lott and Dierssen, 

2010). Comme chez tous les adultes, l'âge avancé augmente la probabilité qu'une personne 

atteinte du syndrome de Down présente des symptômes de la maladie d'Alzheimer. Selon 

"National Down Syndrome Society, 2017", environ 30% des personnes trisomiques ayant la 

cinquantaine souffrent de démence d'Alzheimer. 50% ou plus des personnes atteintes du 

syndrome de Down développeront la démence d'Alzheimer au cours de leur vie. 

1.6 Facteurs de risque de la maladie d'Alzheimer 

À l'exception des cas d'Alzheimer causés par des anomalies génétiques, les experts croient 

que la maladie d'Alzheimer, comme d'autres maladies chroniques courantes, se développe à la 

suite de multiples facteurs plutôt que d'une seule cause. Les plus grands facteurs de risque 

pour la maladie d'Alzheimer tardive sont l'âge avancé (Hebert et al., 2010, 2013), avoir des 

antécédents familiaux d'Alzheimer (Fratiglioni et al., 1993; Green et al., 2002; Lautenschlager 

et al., 1996; Mayeux et al., 1991) et porter le gène ApoE-e4 (Farrer et al., 1997; Saunders et 

al., 1993). 

 

1.6.1 Âge   

L'âge est le plus grand de ces trois facteurs de risque, la grande majorité des personnes 

atteintes de la maladie d'Alzheimer ayant 65 ans ou plus. Le pourcentage de personnes 

atteintes de démence augmente considérablement avec l'âge : 3% des personnes âgées de 65 à 

74 ans, 17% des personnes âgées de 75 à 84 ans et 32% des personnes âgées de 85 ans et plus 

(Hebert et al., 2013). Il est important de noter que la maladie d'Alzheimer n'est pas une partie 
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normale du vieillissement, et l'âge avancé seul n'est pas suffisant pour provoquer la démence 

d'Alzheimer. 

 

1.6.2 Antécédents familiaux  

Une histoire familiale d'Alzheimer n'est pas nécessaire pour qu'un individu développe la 

maladie. Cependant, les personnes qui ont un parent, un frère ou une sœur atteints de la 

maladie d'Alzheimer sont plus susceptibles de développer la maladie que ceux qui n'ont pas 

de parent au premier degré atteint de la maladie (Green et al., 2002; Loy et al., 2014). Ceux 

qui ont plus d'un parent au premier degré avec la maladie d'Alzheimer sont encore plus 

exposés à un risque (Lautenschlager et al., 1996). Lorsque les maladies surviennent dans les 

familles, l'hérédité (génétique), les facteurs environnementaux et le mode de vie partagés (par 

exemple, l'accès à des aliments sains et aux habitudes liées à l'activité physique) peuvent jouer 

un rôle. Le risque accru associé à l'existence d'antécédents familiaux d'Alzheimer ne 

s'explique pas entièrement si l'individu a hérité le gène de risque ApoE-e4. 

 

1.6.3 Gène ApoE-e4 

Le gène de l’ApoE code une protéine qui contribue à réguler les niveaux et la répartition des 

lipides dans le corps, l'Apolipoprotéine E (ApoE). De par leur fonction de transporteurs 

de lipides, les apolipoprotéines E sont essentielles à l'entretien et au remodelage 

des membranes neuronales sur le site des connexions entre les synapses et les dendrites. 3 

versions du gène ont été identifiées, ApoE2 qui semble jouer un rôle protecteur contre la 

maladie d’Alzheimer et les maladies cardiaques, ApoE3 dont le rôle semble être neutre, et 

ApoE4 qui accroît le risque des 2 types de maladies (Mahley and Rall, 2000). Cette variante 

ApoE4 à haut risque, déclenche une réaction inflammatoire qui affaiblit la barrière hémato-

encéphalique (Spinney, 2014). 

Une méta-analyse comprenant 20 articles publiés décrivant la fréquence de l’allèle e4 chez 

des personnes aux États-Unis ayant reçu un diagnostic d'Alzheimer a révélé que 56% avaient 

une copie du gène ApoE-e4 et 11% avaient deux copies de l'ApoE-e4 gène (Ward et al., 

2012). Une autre étude a révélé que parmi 1770 personnes diagnostiquées dans 26 centres de 

la maladie d'Alzheimer à travers les États-Unis, 65% avaient au moins une copie du gène 

ApoE-e4 (Mayeux et al., 1998). Contrairement à l'hérédité d'une mutation génétique qui cause 

la maladie d'Alzheimer, hériter le gène ApoE-e4 ne garantit pas qu'un individu développera la 

maladie d'Alzheimer. Cela est également vrai pour plus de 20 gènes récemment identifiés qui 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Lipide
https://fr.wikipedia.org/wiki/Membrane_(biologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Synapse
https://fr.wikipedia.org/wiki/Dendrite_(biologie)
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apparaissent pour affecter le risque de la maladie d'Alzheimer. On pense que ces gènes ont un 

effet limité sur la prévalence globale de la maladie d'Alzheimer, car ils sont rares ou 

n'augmentent que légèrement le risque (Chouraki and Seshadri, 2014). 

 

1.7 Facteurs de risque modifiables 

Bien que les facteurs de risque tels que l'âge et les antécédents familiaux ne peuvent pas être 

modifiés, d'autres facteurs de risque peuvent être modifiés pour réduire le risque du déclin 

cognitif et de démence. Un rapport (Baumgart et al., 2015) évaluant l'état des preuves sur les 

effets des facteurs de risque modifiables sur le déclin cognitif et la démence a conclu qu'il 

existe des preuves suffisamment solides, d'un point de vue populationnel, que l'activité 

physique régulière et la gestion des facteurs de risque cardiovasculaires (en particulier le 

diabète, l'obésité, le tabagisme et l'hypertension) réduisent le risque du déclin cognitif et 

peuvent réduire le risque de démence. Il a également conclu qu'il y a suffisamment des 

preuves solides qu'une alimentation saine et l'apprentissage tout au long de la 

vie/l'entraînement cognitif peut réduire le risque de déclin cognitif. Un rapport de la National 

Academy of Medicine (anciennement l'Institute of Medicine) a examiné les preuves 

concernant les facteurs de risque modifiables pour le déclin cognitif et a atteint des 

conclusions similaires (Institute of Medicine and Aging, 2015). 

 

1.7.1 Facteurs de risque des maladies cardiovasculaires 

La santé du cerveau est affectée par la santé du cœur et des vaisseaux sanguins. Bien qu'il ne 

représente que 2% du poids corporel, le cerveau consomme 20% des réserves d'oxygène et 

d'énergie du corps (Mergenthaler et al., 2013). Un cœur en santé veille à ce que suffisamment 

de sang soit pompé vers le cerveau, tandis que les vaisseaux sanguins sains permettent au 

sang riche en oxygène et en nutriments d'atteindre le cerveau pour qu'il puisse fonctionner 

normalement. De nombreux facteurs qui augmentent le risque de maladie cardiovasculaire 

sont également associés à un risque plus élevé de démence. Ces facteurs comprennent le 

tabagisme (Anstey et al., 2007; Beydoun et al., 2014; Ohara et al., 2015; Rusanen et al., 2011) 

et le diabète (Gudala et al., 2013; Reitz et al., 2011; Vagelatos and Eslick, 2013; Wu et al., 

2008). Certaines études proposent que le traitement du glucose altéré (un précurseur du 

diabète) puisse également entraîner un risque accru de démence (Crane et al., 2013; 

Rönnemaa et al., 2011).  
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En s'appuyant sur le lien entre la santé du cœur et la santé du cerveau, les chercheurs ont 

découvert que les facteurs qui protègent le cœur peuvent également protéger le cerveau et 

réduire le risque de développer la maladie d'Alzheimer ou d'autres démences. L'activité 

physique semble être l'un de ces facteurs (Tan et al., 2017; Willis et al., 2012). Bien que les 

chercheurs aient étudié une grande variété d'exercices, ils ne savent pas encore quels types 

spécifiques d'exercices, quelle fréquence d'exercice ou quelle durée d'activité peut être le plus 

efficace pour réduire les risques (Blondell et al., 2014; Koščak Tivadar, 2017; Stephen et al., 

2017; Willey et al., 2016). En plus de l'activité physique, de nouvelles données suggèrent que 

la consommation d'un régime sain pour le cœur peut être associée à une réduction du risque 

de démence (Barberger-Gateau et al., 2007; Hardman et al., 2016). Une alimentation saine 

pour le cœur met l'accent sur les fruits, les légumes, les grains entiers, le poisson, le poulet, les 

noix et les légumineuses tout en limitant les gras saturés, la viande rouge et le sucre (Lourida 

et al., 2013; Morris et al., 2015b). Les chercheurs ont commencé à étudier les combinaisons 

de facteurs de santé et de comportements (par exemple la tension artérielle et l’activité 

physique) pour déterminer si les combinaisons de facteurs de risque permettent de mieux 

identifier le risque de la maladie d'Alzheimer et de la démence que les facteurs de risque 

individuels (Morris et al., 2015a). Ils étudient également si l'intervention simultanée sur 

plusieurs facteurs de risque a plus de chance de réduire le risque que d'aborder un seul facteur 

de risque (Ngandu et al., 2015). 

 

1.7.2 Éducation 

Les personnes ayant plus d'années d'éducation formelle sont à risque plus faible pour la 

maladie d'Alzheimer et d'autres démences que ceux ayant moins d'années d'éducation 

(Fitzpatrick et al., 2004; Kukull et al., 2002). Certains chercheurs croient que le fait d'avoir 

plus d'années d'éducation crée une «réserve cognitive» (Stern, 2012). La réserve cognitive fait 

référence à la capacité du cerveau à faire un usage flexible et efficace des réseaux cognitifs 

(réseaux de connexions neurone-neurone), pour permettre à une personne de continuer à 

effectuer des tâches cognitives malgré des altérations cérébrales préjudiciables (Stern, 2002), 

telles que l'accumulation de bêta-amyloïde et de tau. Le nombre d'années d'éducation formelle 

n'est pas le seul déterminant de la réserve cognitive. Avoir un travail stimulant mentalement et 

s'engager dans d'autres activités stimulantes peut aussi aider à construire une réserve cognitive 

(Evans et al., 2003). 
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Certains scientifiques croient que des facteurs autres que le nombre d’années d'éducation 

formelle peuvent contribuer ou expliquer le risque accru de démence chez les personnes ayant 

moins d'années d'éducation formelle. Ces facteurs comprennent une probabilité accrue d'avoir 

des occupations moins stimulantes sur le plan mental (Grzywacz et al., 2016; Pool et al., 

2016; Then et al., 2014). De plus, avoir moins d'années d'éducation formelle est associé à un 

statut socioéconomique inférieur (McDowell et al., 2007), ce qui peut à son tour augmenter la 

probabilité de souffrir d'une mauvaise alimentation et de diminuer sa capacité à se payer des 

soins de santé ou des traitements médicaux, tels que des traitements pour les facteurs de 

risque cardiovasculaires. Enfin, aux États-Unis, les personnes ayant moins d'années d'études 

tendent à avoir plus de facteurs de risque cardiovasculaire pour la maladie d'Alzheimer, 

notamment être moins actives (Harris et al., 2013) et présenter un risque plus élevé de diabète 

et de maladies cardiovasculaires (Steptoe et al., 2005). 

 

1.7.3 Engagement social et cognitif 

Des études supplémentaires suggèrent que rester socialement et mentalement actif tout au 

long de la vie peut soutenir la santé du cerveau et éventuellement réduire le risque de la 

maladie d'Alzheimer et d'autres formes de démence (Saczynski et al., 2006; Wang et al., 

2002, 2012a). Rester socialement et mentalement actif peut aider à construire la réserve 

cognitive, mais le mécanisme exact par lequel cela peut se produire est inconnu. Des 

recherches approfondies sont nécessaires pour mieux comprendre comment l'engagement 

social et cognitif peut affecter les processus biologiques pour réduire les risques (Di Marco et 

al., 2014; Karp et al., 2006). 

 

1.8 Traitements de la démence d'Alzheimer 
 

1.8.1 Traitements pharmacologiques 

Aucun des traitements pharmacologiques disponibles aujourd'hui pour la démence 

d'Alzheimer ne ralentit ou n'arrête les dommages et la destruction des neurones qui causent les 

symptômes de la maladie d'Alzheimer et rendent la maladie fatale. La « FDA » (Food and 

Drug Administration américaine) a approuvé six médicaments pour le traitement de la 

maladie d'Alzheimer : la Rivastigmine, la Galantamine, le Donépézil, la Mémantine, la 

Mémantine associée au donépézil et de la Tacrine (la Tacrine est maintenant abandonnée aux 

Etats-Unis). Ces médicaments améliorent temporairement les symptômes en augmentant la 
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quantité de produits chimiques appelés neurotransmetteurs dans le cerveau. L'efficacité de ces 

médicaments varie d'une personne à l'autre. Au cours de la décennie 2002-2012, 244 

médicaments pour la maladie d'Alzheimer ont été testés dans des essais cliniques enregistrés 

par clinicaltrials.gov, un registre des instituts nationaux des études cliniques financées par des 

fonds publics et privés (Cummings et al., 2014). Un seul des 244 médicaments (Mémantine) a 

complété avec succès les essais cliniques et a reçu l'approbation de la FDA. De nombreux 

facteurs contribuent à la difficulté de développer des traitements efficaces pour la maladie 

d'Alzheimer. Ces facteurs incluent l'incapacité des modèles animaux à prédire de manière 

fiable si un traitement expérimental sera efficace chez les humains, la lenteur du recrutement 

des études cliniques et le temps relativement long nécessaire pour observer si un traitement 

expérimental affecte la progression de la maladie. 

 

1.8.2 Thérapies non pharmacologiques 

Les thérapies non pharmacologiques sont celles qui n'impliquent pas de médicaments. Les 

thérapies non pharmacologiques sont souvent utilisées dans le but de maintenir ou d'améliorer 

la fonction cognitive, la capacité d'effectuer des activités de la vie quotidienne ou la qualité de 

vie globale. Elles peuvent également être utilisées dans le but de réduire les symptômes 

comportementaux tels que la dépression, l'apathie, l'errance, les troubles du sommeil, 

l'agitation et l'agression. Les exemples incluent la formation de la mémoire informatisée, 

l'écoute de la musique préférée comme un moyen de remuer le rappel, et l'incorporation d'un 

éclairage spécial pour réduire les troubles du sommeil. Comme pour les thérapies 

pharmacologiques actuelles, les thérapies non pharmacologiques ne ralentissent ni n'arrêtent 

les dommages et la destruction des neurones qui causent les symptômes de la maladie 

d'Alzheimer et rendent la maladie fatale. Des revues et des méta-analyses de thérapies non 

pharmacologiques testées dans des essais contrôlés randomisés ont montré que certaines sont 

bénéfiques aux personnes atteintes de démence d'Alzheimer. Parmi ceux-ci sont l'exercice 

(Farina et al., 2014; Groot et al., 2016) et la stimulation cognitive (Aguirre et al., 2013). Plus 

précisément, une méta-analyse a révélé que l'exercice aérobique et une combinaison 

d'exercices aérobiques et non aérobiques avaient des effets positifs sur la fonction cognitive 

(Groot et al., 2016), tandis qu'une revue systématique a révélé que l'exercice a un effet positif 

sur la fonction cognitive globale et peut avoir un effet positif sur le taux de déclin cognitif 

chez les personnes atteintes de la maladie d'Alzheimer. Cependant, les chercheurs mettent en 

garde que d'autres essais contrôlés randomisés impliquant un plus grand nombre de 
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participants sont nécessaires pour comprendre dans quelle mesure l'exercice peut ralentir le 

déclin cognitif. Une deuxième revue systématique a montré que la stimulation cognitive avait 

des effets bénéfiques sur la fonction cognitive et certains aspects du bien-être (Aguirre et al., 

2013). La stimulation cognitive allait des activités de catégorisation des objets aux exercices 

d'orientation de la réalité. Aucun type de stimulation cognitive n'a été identifié comme étant 

plus efficace qu'un autre. Les avantages de la fonction cognitive ont duré jusqu'à trois mois 

après la fin des activités de stimulation cognitive. La stimulation cognitive n'a pas eu d'effet 

sur l'humeur, les comportements difficiles ou la capacité d'effectuer des activités de la vie 

quotidienne. 

 

1.8.3 Vivre avec la démence d'Alzheimer 

Malgré le manque de thérapies qui ralentissent ou arrêtent la maladie d'Alzheimer, des études 

ont constamment montré que la gestion active de la maladie d'Alzheimer et d'autres démences 

peut améliorer la qualité de vie des personnes touchées (Grossberg et al., 2010; Vickrey et al., 

2006; Voisin and Vellas, 2009). La gestion active comprend : 

➢ Utilisation appropriée des options de traitement disponibles.  

➢ Gestion efficace des conditions coexistantes.  

➢ Coordination des soins entre les médecins, les autres professionnels de la santé et les 

aidants non professionnels.  

➢ Participer à des activités significatives et apporter un sens à sa vie.  

➢ Avoir des occasions de se connecter avec d'autres personnes vivant avec la démence ; 

les groupes de soutien et les services de soutien sont des exemples de telles 

opportunités.  

➢ Devenir éduqué sur la maladie.  

➢ Planifier pour le futur. 

 

1.9 Histopathologie 

Après la mort d’Auguste Deter en 1906, Alois Alzheimer a effectué une étude 

histopathologique post-mortem de son cerveau en appliquant des techniques de coloration 

histologique disponibles à l'époque. Il a été le premier à décrire les plaques amyloïdes 

caractéristiques et les dégénérescences neurofibrillaires (DNF), qui, même aujourd'hui, sont 
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utilisés comme signature neuropathologique de la maladie. Le cas a été rapporté sous la forme 

d'une conférence en 1906 et une publication suivie en 1907 (Alzheimer et al., 1995). 

1.9.1 Les plaques séniles 

Les plaques séniles (appelées aussi plaques amyloïdes) sont des dépôts extracellulaires 

sphériques toxiques souvent entourées de neurites dystrophiques, de microglies activées et 

d'astrocytes réactifs. Le principal composant protéique du noyau des plaques séniles est la 

protéine β-amyloïde (Aβ), un peptide de 39 ± 43 acides aminés dérivé du précurseur de la 

protéine β-amyloïde (APP), une glycoprotéine transmembranaire exprimée de façon 

omniprésente (Glenner and Wong, 1984; Kang et al., 1987). 

Les peptides Aβ sont produits par clivage de l’APP selon la voie amyloïdogénique par une β-

sécrétase au site N-terminal du domaine Aβ, suivie par son clivage par une γ-sécrétase à 

l'extrémité C-terminale, générant ainsi des fragments Aβ de longueurs diverses et un fragment 

(AICD) (Fig. 3). Le peptide le plus long, Aβ1-42, est plus neurotoxique et plus enclin à 

l'agrégation (Vassar and Citron, 2000). La voie non amyloïdogénique implique le clivage de 

l’APP par l’α-sécrétase dans la séquence de l’Aβ prévenant ainsi la production du peptide 

neurotoxique Aβ.  

 

 
Fig. 3. Représentation schématique du métabolisme du précurseur de la protéine β-amyloïde (APP) selon la voie 

amyloïdogénique. Figure adaptée de (Götz and Ittner, 2008; Wirths et al., 2010). 
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1.9.2 Les dégénérescences neurofibrillaires  

Les enchevêtrements neurofibrillaires se forment à l'intérieur des neurones et consistent en 

des filaments de 20 nm qui sont des rubans torsadés. Deux filaments enroulés l'un autour de 

l'autre. Ces filaments sont composés principalement de formes hyperphosphorylées de tau, la 

protéine du cytosquelette, connue pour stabiliser les microtubules présents principalement 

dans les processus axonaux et impliqués dans le transport axonal des composants 

subcellulaires. La phosphorylation anormale de cette protéine liée aux microtubules conduit à 

des structures protéiques moléculaires appelées filaments hélicoïdaux appariés (Fig. 4), qui 

constituent le noyau ultrastructural des structures microscopiques reconnues comme 

dégénérescences neurofibrillaires (Goedert et al., 1988; Grundke-Iqbal et al., 1986). 

 

Fig. 4. La protéine tau et ses différents états d'agrégation. (Adaptée de Götz and Ittner, 2008; Santa-Maria et al., 

2012). 

 
 

1.9.3 L'hypothèse amyloïde 

La controverse concernant la cause moléculaire principale de la maladie dure depuis 

longtemps et persiste encore aujourd'hui. Actuellement, la théorie prédominante est que 

l'accumulation anormale de peptides Aβ provoque la cascade pathologique complexe qui 

définit la MA. Cette théorie est appelée Hypothèse amyloïde et a été défendue par un certain 
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nombre d'investigateurs très influents tels que Dennis Selkoe, John Hardy, Colin Masters, 

Konrad Beyreuther et Blas Frangione (Hardy, 2006; Selkoe, 2003). 

Une grande partie de la pensée initiale était centrée autour de la charge amyloïde et de la 

nature des dépôts du système nerveux central (SNC) formant les plaques caractéristiques. Le 

matériel amyloïde a été initialement considéré comme dérivé de protéines sériques et 

caractérisé comme un peptide court (Glenner and Wong, 1984; Wong et al., 1985) dont la 

séquence a été rapidement confirmée par Masters et Beyreuther (Masters et al., 1985). 

Ces principes de base ont fourni une plate-forme appropriée pour la théorie actuelle selon 

laquelle un dysmétabolisme d’Aβ est un aspect causal central dans la pathologie d’Alzheimer. 

Nous savons, de nos jours, que les peptides Aβ sont produits à la suite du clivage de l'APP 

logé dans les membranes cellulaires (Fig. 3). La libération de peptides Aβ à partir de 

membranes est obtenue par l'action consécutive de la β- et γ-sécrétases sur l’APP. 

L’hypothèse amyloïde est basée sur plusieurs observations : 

Les personnes atteintes du syndrome de Down qui ont trois copies du chromosome 21 portant 

le gène APP au lieu des deux normales, développent invariablement des plaques amyloïdes 

avant l'âge de 40 ans conduisant ainsi à des formes familiales de la MA à la suite de la 

mutation des gènes du métabolisme de l'APP. La toxicité neuronale induite ainsi par L'Aβ 

peut être inhibée par un traitement anti-amyloïde (Finder and Glockshuber, 2007).  

Des mutations dans le gène codant la protéine tau provoquent une démence fronto-temporale 

avec parkinsonisme (Hutton et al., 1998; Poorkaj et al., 1998; Spillantini and Goedert, 1998). 

Ce trouble neurodégénératif est caractérisé par un dépôt sévère de la protéine tau dans les 

enchevêtrements neurofibrillaires dans le cerveau, mais aucun dépôt d'amyloïde. 

L'implication évidente est que même les conséquences les plus graves de l'altération tau - la 

formation profonde des enchevêtrements neurofibrillaires entraînant une neurodégénérescence 

fatale - ne sont pas suffisantes pour induire les plaques amyloïdes caractéristiques de la MA. 

Ainsi, les enchevêtrements neurofibrillaires observés sont susceptibles d'avoir été déposés 

après des changements dans le métabolisme de l'Aβ et la formation initiale de plaques, plutôt 

qu'avant (Hardy et al., 1998). 

Les souris transgéniques surexprimant à la fois l'APP humaine mutante et la protéine tau 

humaine mutante subissent une formation accrue d'enchevêtrements tau-positifs 

(comparativement aux souris surexprimant la protéine tau seule), alors que la structure et le 

nombre de leurs plaques amyloïdes sont essentiellement non altérés (Lewis et al., 2001). Cette 
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découverte suggère que l’altération de l’APP survient avant altérations tau dans la cascade 

pathogène de la MA, une notion renforcée par l'observation récente que dans les cultures de 

neurones primaires de l'hippocampe de souris, la toxicité de Aβ dépend de tau (Rapoport et 

al., 2002). 

Le croisement de souris transgéniques APP avec des souris déficientes en apolipoprotéine E 

(ApoE) réduit nettement le dépôt cérébral d'Aβ chez la progéniture (Bales et al., 1997), 

fournissant des preuves solides que le rôle pathogène de la variabilité génétique au locus de 

l'ApoE humain (Corder et al., 1993) est très susceptible d'impliquer le métabolisme de l'Aβ.   

Tous ces résultats sont compatibles avec la notion que l'accumulation cérébrale d'Aβ constitue 

l'influence primaire dans la MA. Cette accumulation anormale déclenche les processus 

physiopathologiques suivants : la formation d'enchevêtrements neurofibrillaires, l'oxydation et 

la peroxydation lipidique, l'excitotoxicité glutamatergique, l'inflammation et l'activation de la 

cascade de mort cellulaire apoptotique qui sont considérés comme des conséquences 

secondaires de la génération et du dépôt de l'Aβ (Fig. 5). 
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Fig. 5. Hypothèse de la cascade amyloïde, qui progresse de la génération du peptide bêta-amyloïde à partir de la 

protéine précurseur amyloïde, en passant par plusieurs étapes secondaires jusqu'à la mort cellulaire (Cummings, 

2004). 
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2 LA MEDECINE TRADITIONNELLE 
 

2.1 Généralités 

La médecine traditionnelle chinoise (MTC) à une histoire d’utilisation humaine de 3000 ans. 

Les plantes sont utilisées par tous les groupes ethniques dans les pratiques traditionnelles de la 

médecine chinoise, avec l'espoir de promouvoir la santé et de gérer diverses maladies telles 

que la douleur, le rhume, l'inflammation, les maladies cardiaques et neurodégénératives. La 

caractéristique des plantes médicinales est leur capacité à générer un grand nombre de 

métabolites secondaires, des substances aromatiques et des microorganismes. Une approche 

ethnopharmacologique a permis d'identifier de nouveaux médicaments potentiels à partir de 

sources végétales, indiquant un potentiel d'utilisation thérapeutique grâce à leur richesse en 

actifs (Sahoo et al., 2010). Les produits à base de plantes sont intéressants pour de nombreux 

patients et praticiens de la santé, car environ 70% de la population mondiale utilise des 

médicaments à base de plantes pour une partie de leurs soins de santé primaires (Wills et al., 

2000). À ce jour, il existe plus de 11 000 espèces de plantes médicinales utilisées dans le 

monde et environ 300 espèces sont couramment utilisées dans les pays asiatiques et dans 

d'autres pays. 

La plupart des prescriptions de médecine chinoise contiennent plus d'une plante médicinale 

pour former une concoction multi-éléments. Lorsque les médicaments sont prescrits, les 

principes d'interactions entre les herbes doivent être pris en considération par les cliniciens 

afin de composer une prescription optimale pour les bénéfices thérapeutiques. Le concept 

d'interaction herbe-herbe, basé sur les notions de positif (complémentation) ou négatif 

(antagonisme), a donc été développé. Au début de l'histoire de l'utilisation des agents 

médicinaux, on s'est rendu compte que la présence d'une herbe peut modifier l'effet de l'autre 

lorsqu'elles sont co-administrées. L'effet combiné, complémentaire ou antagoniste, se 

manifesterait dans le résultat clinique (Xie, 2000). 

2.2 Mode d’action des plantes 

Bien que les mécanismes d'action soient généralement inconnus, les produits à base d'herbes 

sont utilisés dans différentes régions et cultures, comme herbe unique, combinaison d'herbes, 

ou combinaison d'herbes et de médicaments. Lorsque les herbes sont utilisées en 

combinaison, les effets peuvent être compliqués car diverses interactions peuvent se produire 
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entre les composants individuels. Les interactions les plus souhaitables sont celles qui peuvent 

entraîner un bénéfice thérapeutique supplémentaire. C'est souvent le résultat escompté ou 

attendu lors de l'utilisation de la polythérapie. Cependant, en raison de la présence de 

plusieurs composants dans les produits à base de plantes, les effets découlant des interactions 

plantes-herbes ou herbes-médicaments sont souvent imprévisibles et compliqués. Les 

prescriptions multi-items sont formulées délibérément selon six modes de base d'interactions 

herbe-herbe ; à savoir, le renforcement, la potentialisation, la contention, la détoxification, la 

neutralisation et la toxicité. Ils servent de principes directeurs lorsque des concoctions multi-

articles sont prescrites afin d'améliorer l'utilisation sûre et efficace des herbes. 

2.2.1 Renforcement 

Le renforcement fait référence à des situations dans lesquelles des herbes possédant des 

propriétés médicinales similaires sont utilisées ensemble pour produire une plus grande 

efficacité. Prenant comme exemple la décoction d’éphédra et la brindille de cannelle qui 

forment une paire d'agents diaphorétiques ; l'effet adrénergique (sudation) du premier est 

renforcé par le second par une augmentation du débit sanguin périphérique. En conséquence, 

l'effet fébrifuge est amélioré. D'un point de vue pharmacologique moderne, le renforcement 

peut probablement être interprété comme incluant soit un effet additif (lorsque l'effet combiné 

de deux herbes est égal à la somme des effets de chaque agent seul), soit un effet synergique 

(lorsque l'effet combiné dépasse la somme des effets des herbes individuelles) (Thompson et 

al., 2012).  

2.2.2 Potentialisation 

La potentialisation se réfère à des situations où deux herbes sont utilisées dans la même 

prescription, dans laquelle l'une d'eux sert d'herbe principale et l'autre une herbe auxiliaire 

dont le rôle est d'aider à renforcer l'effet de l'herbe principale. Un exemple est la combinaison 

de racine de ginseng et de racine d'aconite (Aconitum carmichaelii) dans un remède anti-choc. 

Dans la formule, le ginseng est le composant principal pour renforcer le qi primaire (énergie 

et vitalité) afin de réanimer, alors que l'aconite aide à «réchauffer» le corps et à élever 

l'énergie yang. En travaillant ensemble, ils sont capables de reconstituer la vitalité innée et 

postnatale dans le corps et de restaurer les fonctions physiologiques vitales, en particulier 

pendant l'état d'urgence d'effondrement et de choc (Xie, 2000). Une étude récente dans un 

modèle de douleur neuropathique de rat a démontré l'effet synergique d'une combinaison de 

glycosides de paeony et de flavonoïdes de réglisse dans le rapport de 3:1 (Zhang et al., 2013). 

Dans la médecine moderne, un concept similaire de potentialisation a été développé pour faire 
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usage d'agents pharmaco-améliorants (ou soi-disant «booster») dans les régimes anti-VIH 

(Guiguet et al., 2012), dans lesquels le booster-Drug interagit avec le médicament antiviral 

pharmacocinétique pour ralentir le métabolisme hépatique de ce dernier par les enzymes 

hépatiques, augmentant ainsi la concentration du médicament actif dans le sang pour 

améliorer et prolonger l'effet thérapeutique. 

2.2.3 Retenue et désintoxication 

En médecine Chinoise, de nombreuses herbes sont considérées comme possédant des 

propriétés toxiques. Le concept de toxicité fait référence à différents degrés d'effets 

indésirables, mais pas nécessairement de fatalité. Par conséquent, l'utilisation de ce qu'on 

appelle des "herbes toxiques" à des fins thérapeutiques est acceptable ou même souhaitable 

dans certains cas (Wang et al., 2012b). La combinaison d’une herbe toxique avec une autre 

herbe non toxique est parfois considérée comme un moyen de rendre l'effet toxique plus 

tolérable. L'utilisation combinée du tubercule de gingembre et de pinellia (Pinellia ternata) 

est un exemple de l'effet de "retenue" et de "désintoxication". Le tubercule de Pinellia est 

considéré comme une plante toxique qui causerait une irritation grave des muqueuses et une 

inflammation de la gorge et du tractus gastro-intestinal. Il a été suggéré que l'oxalate de 

calcium et l'agglutinine sont les principes toxiques responsables des réponses inflammatoires 

(Zhong et al., 2006; Zhu et al., 2012). Afin de réduire la toxicité de la pinelline (sans 

compromettre son effet thérapeutique), elle est souvent cuite avec du gingembre. En fait, une 

étude chez l'animal a montré que le gingembre pouvait réduire l'incidence de la torsion 

abdominale chez les souris après l'injection intra-péritonéale de pinellules; il a également 

supprimé la perméabilité capillaire dans la cavité abdominale ainsi que la réduction des 

teneurs en prostaglandine E2 dans le tissu inflammatoire des pieds des souris après l'injection 

de la pinellaire (Wu et al., 1998). Alors que le mécanisme exact de l'action détoxifiante entre 

les herbes est inconnu, on peut supposer qu'il peut y avoir une altération de la solubilité des 

ingrédients chimiques, ralentissant l'absorption des ingrédients toxiques, et/ou des 

changements structuraux des ingrédients toxiques. L'utilité principale de ce mode d'interaction 

est donc d'utiliser l'herbe partenaire pour limiter l'effet toxique, mais sans affecter l'action 

thérapeutique principale de l'herbe toxique. 

2.2.4 Neutralisation 

La contre-action fait référence à des situations dans lesquelles l'effet thérapeutique d'une 

plante est diminué par une autre plante. Cela peut être interprété comme une interaction 

antagoniste, bien que dans la médecine traditionnelle Chinoise, le concept d'antagonisme 
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physique, chimique, dispositionnel ou récepteur est absent. Un exemple bien connu de contre-

action est l'interaction entre racine de navet/graine et racine de ginseng. Le ginseng est 

souvent utilisé comme médicament tonique pour élever l'énergie vitale, mais lorsqu'il est 

utilisé en présence de navet, son effet tonifiant serait grandement réduit ou même éliminé. Il 

est intéressant de noter qu'une telle réaction a été observée dans une étude récente qui a trouvé 

que le jus de navet pouvait abolir l'effet génoprotecteur du ginseng (Szeto et al., 2011). Bien 

que le mécanisme exact demeure inconnu, la connaissance de la contre-action d'herbe-herbe 

peut servir de guide pour la pratique chinoise de pharmacie de fines herbes quand des 

combinaisons d'herbes sont prescrites. 

2.2.5 Incompatibilité 

Une autre interaction herbe-herbe conduisant à un résultat défavorable est la situation dans 

laquelle une combinaison entraînerait des effets indésirables toxiques ou graves, c'est-à-dire 

que les herbes sont mutuellement incompatibles et devraient donc être évitées dans toutes les 

prescriptions. Alors que les mécanismes pharmacologiques exacts de ces interactions ne sont 

pas clairement compris, on a observé que la racine de ginseng supprime l'activité enzymatique 

et l'expression de l'ARNm des isoenzymes du CYP450 en présence de la racine de Veratrum 

nigrum (Wang et al., 2004). D'autres études peuvent offrir un aperçu du mode possible 

d'interaction clinique dans le futur. 

2.3 Médecine traditionnelle Chinoise et maladie d’Alzheimer 

Dans les pratiques traditionnelles de la médecine Chinoise, de nombreuses plantes ont été 

utilisées pour améliorer la fonction cognitive et pour soulager d'autres symptômes associés à 

la MA. Ainsi, les plantes réputées avoir des effets «améliorant la mémoire» pourraient 

également être considérées pour leur efficacité potentielle dans des troubles maintenant 

reconnus comme étant associés à un dysfonctionnement cognitif, y compris des états qui 

présentent une démence. De nombreux médicaments actuellement disponibles en médecine 

occidentale étaient à l'origine isolés à partir de plantes, ou sont dérivés de matrices de 

composés isolés à partir de plantes. La galantamine, isolée à partir de plusieurs plantes dont le 

Lycoris radiata, qui était utilisé en médecine traditionnelle chinoise (MTC), est homologué au 

Royaume-Uni pour le traitement de la MA légère à modérée. Diverses autres espèces 

végétales ont montré des activités pharmacologiques pertinentes pour le traitement des 

troubles cognitifs, indiquant un potentiel d'utilisation thérapeutique dans des troubles tels que 
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la MA (Howes and Houghton, 2003). Le tableau 1 regroupe les 10 plantes de la MTC les plus 

fréquemment utilisées dans le cadre des maladies cognitives. 

            Tableau 1. Plantes de la MTC utilisées dans le cadre des maladies cognitives.  

Nom Chinois Nom Anglais Nom Latin 

Fu Ling Poria Poria cocos 

Ren Shen Ginseng Radix et rhizoma ginseng 

Yuan Zhi Thinleaf milkwort Radix polygalae 

Gan Cao Licorice Radix et rhizoma glycyrrhizae 

Dang Gui Chinese Angelica Radix Angelica sinensis 

Shi Chang Pu Grassleaf sweelflag rhizome Rhizoma acori tatarinowii 

Suan Zao Ren Spina date seed Semen ziziphi spinosae 

Shu Di Huang 

 

Prepared rehmannia root Radix rehmanniae 

Mai Dong 

 

Dwarf lilyturf tuber Radix ophiopogonis 

Sheng Jiang Fresh ginger Rhizoma zingiberis 

(Source : Pharmacopée Chinoise 2005).  

 

2.4 SuHeXiang Wan 

SuHeXiang Wan (SHXW), une prescription médicinale traditionnelle Chinoise (pilule 

Storax), se compose de 15 herbes brutes. Cette prescription a été utilisée par voie orale pour le 

traitement de convulsions, convulsions infantiles, Qi déprimé (esprit ou vitalité générale), 

perte soudaine de conscience, accident vasculaire cérébral et d'autres indications (Bensky et 

al., 1986). L’huile essentielle modifiée SHXW présente des propriétés sédative, 

anticonvulsivante et antioxydante (Koo et al., 2004).  

Chez la souris, la pré-inhalation de l'huile essentielle de SHXW a montré une amélioration de 

la dégradation de la mémoire induite par Aβ1-42 et une suppression de la phosphorylation de 

JNK, p38 et Tau dans l'hippocampe. L'huile essentielle de SHXW atténue l'apoptose induite 

par l'Aβ et la production de ROS via une régulation à la hausse de l'expression de HO-1 et 

Nrf2 dans les cellules de neuroblastome SH-SY5Y (Jeon et al., 2011). 
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2.4.1 Liquidambar orientalis 

Le Liquidambar orientalis, est un arbre de la famille des Hamamelidaceae, ou 

des Altingiaceae selon la classification phylogénétique, communément connu sous le nom 

« oriental sweetgum » (Park, 2014), est un arbre à feuilles caduques du genre Liquidambar, 

originaire de la région de la Méditerranée orientale, qui se produit principalement dans les 

plaines inondables du sud-ouest de la Turquie et sur l'île grecque de Rhodes (Fig. 6). 

 

        
Fig. 6. Liquidambar orientalis.                                           Fig. 7. Résine du Liquidambar orientalis. 

 

 

2.4.1.1 Propriétés  

La plupart des propriétés médicinales du sweetgum proviennent de la sève résineuse qui se 

dégage lorsque l'écorce externe de l'arbre est endommagée. La sève (Fig. 7), connue sous le 

nom de storax, a été utilisée pendant des siècles pour traiter les affections courantes telles que 

les problèmes de peau, la toux et les ulcères. Plus récemment, le storax s'est avéré être un fort 

agent antimicrobien même contre des bactéries multirésistantes telles que Staphylococcus 

aureus (Sagdic et al., 2005). D'autres extraits dérivés de Sweetgum montrent des effets 

antioxydants, anti-inflammatoires, chimio-préventifs et anticonvulsivants (Saraç & Şen, 

2014b) (Guo et al., 2011) . Les extraits de sève possèdent une activité antifongique contre 

divers champignons phytopathogènes et ont été des traitements efficaces pour réduire les 

nématodes et le moustique jaune (Lingbeck et al., 2015). 

 

2.4.1.2 Principaux constituants  

Les arbres de Sweetgum sont des ressources importantes pour les composés médicinaux et 

autres composés bénéfiques. Les composés phénoliques majoritaires du liquidambar orientalis 

sont : l’acide gallique, l’acide protocatéchique, la catéchine, l’acide caféique, la quercétine et 

l’acide férulique (Saraç & Şen, 2014a). 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Hamamelidaceae
https://fr.wikipedia.org/wiki/Altingiaceae
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2.4.2 Aquilaria agallocha  

L’Aquilaria est une espèce de plantes aromatiques qui est communément appelé «bois 

Gaharu» en Asie du Sud-Est (Takemoto et al., 2008). Elle se trouve principalement en 

Malaisie, Indonésie, Inde, Iran, Singapour, Bangladesh, Myanmar, Philippines et en Thaïlande 

(Oldfield, 1998) (Fig. 8). L’Aquilaria Agallocha (Malaccensis) produit une précieuse résine 

marinée dans le bois de cœur. Cette résine provient du fait de la réponse immunitaire naturelle 

aux attaques fongiques (Fig. 9). 

 

 
Fig. 8. Aquilaria agallocha.    Fig. 9. Bois de cœur de l’Aquilaria agallocha. 

    
 

2.4.2.1 Propriétés  

L'endophyte est un champignon qui vit à l'intérieur des tissus végétaux sains de l’Aquilaria, 

certains de ces endophytes ont été trouvés à avoir des propriétés antibactériennes (Shoeb et 

al., 2010). L'huile essentielle de l’Aquilaria agallocha est facile à produire et couramment 

utilisée en médecine traditionnelle pour soulager la douleur, la fièvre, les rhumatismes et 

l'asthme (Huda et al., 2009). L’huile d'Aquilaria agallocha possède une forte activité 

cytotoxique vis-à-vis des cellules cancéreuses du côlon humain et peut donc être un bon 

candidat pour le traitement du cancer (Ibrahim et al., 2011). L’extrait aqueux de tiges 

d’Aquilaria agallocha contribue de manière importante au traitement de l'anaphylaxie et peut 

être utile pour d'autres maladies allergiques (Kim et al., 1997). L’extrait à l’hexane des 

feuilles de l’Aquilaria agallocha possède un fort pouvoir antioxydant (Huda et al., 2009). 

 

2.4.2.2 Principaux constituants  

Un certain nombre de composés ont été extraits à partir de l’Aquilaria agallocha tels que des 

alcaloïdes, des tanins, des saponines, des triterpénoïdes, des glycosides et des Quinones (Dash 

et al., 2008).  
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2.4.3 Boswellia carteri 

Le Boswellia carteri communément appelé l'olibanum est un petit arbre à feuilles caduques de 

la famille des Burseraceae (Fig. 10). C'est l'arbre primaire du genre Boswellia dont on récolte 

l'encens, une sève séchée résineuse qui est connu sous le nom de l'oliban (Fig. 11). Il est 

originaire de la péninsule arabique (Oman, Yémen) et de l'Afrique du Nord-Est (Somalie) 

(Culioli, 2003; Thulin and Warfa, 1987). 

     
Fig. 10. Boswellia carteri.      Fig. 11. Oliban du Yémen. 

 

 

2.4.3.1 Propriétés 

La résine du Boswellia carteri, est l'une des plus anciennes résines parfumées et médicinales 

connues dans le monde entier (Coppens, 1995). Elle a été utilisée dans la médecine 

traditionnelle Ayurvédique pour le traitement de l’arthrite rhumatoïde et d'autres maladies 

inflammatoires dans de nombreux pays (Safayhi et al., 1997).  Elle présente également une 

activité contre les cellules tumorales et des effets chimio-préventifs (Glaser et al., 1999; Zhao 

et al., 2003).   

2.4.3.2 Principaux constituants  

Les principaux composants actifs de la résine du Boswellia carteri sont les acides 

boswelliques appartenant aux triterpènes pentacycliques de type ursane et oléanane (Safayhi 

and Sailer, 1997; Safayhi et al., 1992; Singh and Atal, 1986). 

 

2.4.4 Santalum album 

Le Santalum album, également connu sous le nom de bois de santal, est un arbre de taille 

moyenne qui pousse à 8-12 m de hauteur et 2,5 m de circonférence (Grieve and Leyel, 1973). 

Il est principalement cultivé dans le sud de l'Inde, au Sri Lanka, en Australie et dans l'archipel 

malais (Burdock and Carabin, 2008) (Fig. 12).  
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Fig. 12. Santalum album.     Fig. 13. Bois de cœur du Santalum album. 

 

 

 

2.4.4.1 Propriétés 

C'est un arbre économiquement important en raison de son bois de cœur et de son huile 

essentielle utilisée en parfumerie, médecine, cosmétique et aussi dans les industries 

« Agarbathi » (bâtonnets d'encens) (Srinivasan et al., 1992) (Fig. 13). La matière volatile 

obtenue par distillation à la vapeur d'eau du bois de cœur du Santalum album est appelée huile 

de bois de santal et est utilisée en aromathérapie (Burdock and Carabin, 2008).  

L'huile de bois de santal possède plusieurs activités biologiques intéressantes comme 

antivirale, antimicrobienne, anticancéreuse et antigastrique (Dwivedi et al., 2006; Jenssen et 

al., 2006; Koch et al., 2008). Elle constitue également un puissant inhibiteur de la tyrosinase 

et de la cholinestérase (Misra and Dey, 2012, 2013). 

 

2.4.4.2 Principaux constituants  

L’extrait du bois de santal contient une variété de composés aromatiques (Kim et al., 2005a; 

Matsuo and Mimaki, 2010) et des sesquiterpènes (Kim et al., 2005b, 2006; Ochi et al., 2005). 

Deux sesquiterpénols (α- et β-santalol) sont les principaux composants de cette huile 

essentielle, dont l'isomère alpha, un sesquiterpène tricyclique volatil est prédominant 

(Dwivedi et al., 2006; Kaur et al., 2005; Ohmori et al., 2007; Zhang et al., 2010). La valeur 

commerciale de l'huile essentielle dépend de la teneur en santalols. Les huiles provenant du 

bois présentent des pourcentages plus élevés en santalols, tandis que celles produites par les 

branches et les feuilles contiennent des niveaux plus élevés de farnésol et du bisabolol 

(Erligmann, 2001).  

 

2.4.5 Styrax benzoin 

Le Styrax benzoin est une espèce d'arbre originaire de Sumatra en Indonésie appartenant à la 

famille des Styracaceae (Fig. 14). Cet arbre produit une résine balsamique (benjoin), un 
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produit pathologique qui sort de la tige lorsque de profondes entailles sont faites dans l'écorce 

(Coppen, 1999) (Fig. 15). 

 

     
Fig. 14. Styrax benzoin.     Fig. 15. Résine du styrax (benjoin). 

 

 

2.4.5.1 Propriétés 

Le benjoin de Sumatra est largement utilisé en Asie, non seulement pour la cicatrisation des 

plaies, l'érythème et la toux, mais aussi pour les rites religieux. Il est souvent utilisé dans les 

parfums de savon et de détergent grâce à ses propriétés fixatrices, ainsi que dans les arômes 

de type chocolat auxquels il apporte des notes chaudes et épicées intéressantes (Coppen, 

1999; Fernandez et al., 2003). 

 

2.4.5.2 Principaux constituants  

Les principaux composants du benjoin de Sumatra sont le benzoate de benzyle, l'acide 

cinnamique, le cinnamate de benzyle, le styrène, l'acide benzoïque, le benzoate de cinnamyle, 

le benzoate d'allyle, le benzaldéhyde et le benzoate de méthyle (Fernandez et al., 2003). 

 

2.4.6 Eugenia caryophyllata  

L’Eugenia caryophyllata appartenant à la famille des Myrtaceae est une plante originaire des 

îles Moluques en Indonésie (Fig. 16), mais cultivé sur les îles de Penang, Ambon, Pemba, 

Zanzibar, Sumatra, Madagascar et Maurice ainsi que dans les Seychelles et les Antilles (Tyler 

et al., 1988). Les clous de girofle sont les boutons floraux aromatiques de L’Eugenia 

caryophyllata (Fig. 17).  
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Fig. 16. Eugenia caryophyllata.           Fig. 17. Clou de girofle. 

 

2.4.6.1 Propriétés 

L'huile essentielle obtenue à partir des bourgeons de cette plante est utilisé comme un remède 

de maux de dents. La plante présente aussi des propriétés antioxydante, antiseptique, anti-

irritante et carminative (Gülçin et al., 2004; Tyler et al., 1988). Dans la médecine 

traditionnelle Iranienne, les bourgeons de cette plante ont été utilisés comme un remède 

antiépileptique (Kamkar Asl et al., 2013).  

L’extrait de l’Eugenia caryophyllata possède une activité antibactérienne contre des bactéries 

pathogènes (Burt and Reinders, 2003; Feres et al., 2005; Larhsini et al., 2001). Son efficacité 

antivirale est également bien documentée sur l’herpès (Kurokawa et al., 1995, 1998) et sur le 

virus de l'hépatite C (Hussein et al., 2000). 

L'huile essentielle du clou de girofle est également utilisée comme anesthésique local et 

analgésique à des fins de stérilisation. Cela aurait également des activités antifongiques, 

anticonvulsivantes, anticancérigènes et antimutagènes  (Harborne et al., 1999; Miyazawa and 

Hisama, 2001; Pourgholami et al., 1999; Zheng et al., 1992). 

 

2.4.6.2 Principaux constituants 

L’huile essentielle de clou de girofle comprend au total 23 constituants identifiés, parmi 

lesquels l'eugénol (76,8%), le β-caryophyllène (17,4%), l’α-humulène (2,1%) et l'acétate 

d'eugényle (1,2%) (Jirovetz et al., 2006). 

 

2.4.7 Cyperus rotundus 

Le Cyperus rotundus (Cyperaceae) est une plante médicinale traditionnelle en Chine, l'Inde et 

le Japon répandue dans les régions tropicales et subtropicales tempérées du monde (Fig. 18). 
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C'est l'une des herbes comestibles les plus anciennes connues et les plus importantes 

(Ardestani and Yazdanparast, 2007; Kilani et al., 2008a).  

                                           
Fig. 18. Cyperus rotundus.    Fig. 19. Tubercules du Cyperus rotundus. 

 

2.4.7.1 Propriétés 

La partie tubéreuse du Cyperus rotundus (Fig. 19) est l'une des plus anciennes plantes 

médicinales connues utilisée comme analgésique, anti-inflammatoire, sédative, 

antispasmodique, et pour soulager la diarrhée (Thebtaranonth et al., 1995; Zhu et al., 1997). 

Elle stimule la thyroïde, augmente le métabolisme et agit comme carminatif (Jagtap et al., 

2004). L'extrait des tubercules du Cyperus rotundus prévient de manière significative les 

déficits cognitifs, ce qui suggère un potentiel thérapeutique de cet extrait dans les troubles 

neurodégénératifs liés au vieillissement et à l'âge (Rabiei et al., 2013). L'huile essentielle des 

tubercules de Cyperus rotundus présente des effets antibactériens, antimutagènes et 

antigénotoxiques (Kilani et al., 2005a). 

2.4.7.2 Principaux constituants 

L’huile essentielle du Cyperus rotundus est riche en mono et sesquiterpènes (Sonwa and 

König, 2001). Les principaux constituants de cette huile sont l'α-cypérone et le cypérène, qui 

représentent les composés les plus abondants (Kilani et al., 2008a). Les autres composés 

présents en quantités appréciables sont le cypérototundène, le rotundène et le cypérol (Kilani 

et al., 2005a). 

 

2.4.8 Saussurea lappa 

Le Saussurea lappa est une plante herbacée grande, robuste et vivace de la famille des 

astéracées (Fig. 20). Elle pousse au Cachemire, dans la région de l'Himalaya, au Pendjab et 

dans la région supérieure de la vallée de Kullu à une altitude de 2500-3000 m. Les racines 

sont chaudes, amères, douces, piquantes et flatteuses (Ambavade et al., 2009) (Fig. 21). 
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Fig. 20. Saussurea lappa.     Fig. 21. Racines du Saussurea lappa. 

 

2.4.8.1 Propriétés 

Le Saussurea lappa est une plante médicinale traditionnelle utilisée pour traiter l'asthme, 

l'inflammation, les rhumatismes, la toux, la tuberculose et de nombreuses autres maladies 

(Choi et al., 2012; Shah, 1982). Elle est également utilisée comme analgésique, digestif, 

aphrodisiaque, hépatoprotecteur et diurétique (Yaeesh et al., 2010). Des études antérieures ont 

démontré que l’extrait des racines du Saussurea lappa possède plusieurs propriétés 

pharmacologiques, comme antioxydant (Saleem et al., 2013), antiulcéreux (Shah, 1982), 

anticancéreux (Kim et al., 2012), antiviral (Chen et al., 1995). 

 

2.4.8.2 Principaux constituants 

Les lactones sesquiterpéniques tels que costunolide et dehydrocostus lactone sont les 

constituants majeurs les plus communs du Saussurea lappa (Zahara et al., 2014). La plante 

contient également des flavonoïdes, lignanes, phénylpropanoïdes, alcaloïdes, triterpènes et 

phytostérols (Pandey et al., 2007; Robinson et al., 2008; Wang et al., 2008; Zhang et al., 

2012). 

 

2.4.9 Dryobalanops aromatica 

Le Dryobalanops aromatica, communément connu sous le nom de « camphre de Bornéo », 

camphrier, ou camphre de Sumatra est une plante à fleurs ligneuse appartenant à la famille 

des Dipterocarpaceae (Fig. 22). On la trouve principalement à Sumatra, en Malaisie 

péninsulaire et à Bornéo (Ashton, 1988). 
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Fig. 22. Dryobalanops aromatica.   Fig. 23. Fruit du Dryobalanops aromatica. 

 

 

2.4.9.1 Propriétés 

Cette espèce était l'une des principales sources de camphre et attirait les premiers 

commerçants arabes à Bornéo, qui valaient alors plus que de l'or et utilisaient de l'encens et 

des parfums (Soepadmo et al., 1995) (Fig. 23). 

Le camphre de Bornéo a une longue histoire d'utilisation médicinale, le liquide aromatique 

appelé « huile de camphre » et l'exsudat cristallisé, ou le camphre véritable, étant utilisés. 

Herbe amère, piquante et stimulante, elle est analgésique, antibactérienne, anti-inflammatoire, 

antispasmodique et fébrifuge. Elle est utilisée en interne pour traiter l’évanouissement ; les 

convulsions associées à une forte fièvre ; le choléra et la pneumonie. Elle est utilisée en 

externe pour traiter une gamme d'affections cutanées, notamment les ulcères, les ulcères 

buccaux, les abcès, les furoncles, l'herpès labial et la teigne. Elle est également utilisée pour 

traiter les rhumatismes, les maux de gorge, les infections pulmonaires et la conjonctivite. En 

aromathérapie, l’huile essentielle du camphre est utilisée à la fois en interne et en externe 

comme antiseptique, sédatif et tonique pour le cœur et le cortex surrénal. Elle est 

particulièrement appréciée pour les problèmes de peau, les rhumatismes, les maladies 

infectieuses, la dépression et la convalescence (Bown, 1995; Lee, 2000). 

 

2.4.9.2 Principaux constituants 

Comme d'autres genres de Dipterocarpaceae, le Dryobalanops aromatica est une bonne 

source d'oligomères de resvératrol (trans-3,4',5-trihydroxystilbène). Les composés 

majoritaires sont : La bergénine, le malaysianol A, le laevifonol, l'ampélopsine E, l'α-

viniférine, l'ε-viniférine et la diptoindonésine A (Wibowo et al., 2011). 
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3 INTRODUCTION A LA GALENIQUE 
 

3.1 Étymologie  

« Galénique » dérive de « Galenus », il s’agit du nom latin du médecin grec du 2ème siècle 

après J-C, Claude Galien (Claudius Galenus en latin) qui a contribué à définir les bases de la 

médecine européenne moderne. Il a donné son nom à la pharmacie galénique, science de la 

mise en forme des médicaments. La galénique est l'art de la formulation. 

3.1.1 Qu’est-ce qu’une forme galénique ? 

La forme galénique correspond à la forme donnée à un médicament, il peut s’agir d’un 

comprimé, d’une poudre, d’un sirop etc. Elle est en général choisie de manière que les 

principes actifs atteignent le plus facilement et le plus rapidement les organes ou les zones du 

corps auxquels ils sont destinés, elle permet aussi d’adapter un médicament au contraintes 

particulière d’un patient. Elle est obtenue en choisissant les excipients adaptés. 

3.1.2 Les principales formes galéniques 

La plupart des médicaments sont présentés sous forme de comprimé (à avaler, croquer ou 

effervescents), de poudre (à mélanger ou à dissoudre), de gélule, de sirop, de suppositoire, de 

spray (nasale ou buccale), d’ampoule, de crème (baume, gel), de collyre. 

 

3.2 La voie orale 

L'ingestion orale d'agents thérapeutiques constitue le moyen préféré pour administrer des 

médicaments du point de vue de la facilité d'administration et de l'acceptabilité du patient. 

C’est la voie d’administration la plus utilisée dans environ 80 % des formes pharmaceutiques. 

Afin de formuler un actif avec un potentiel thérapeutique par voie orale, il faut adopter des 

méthodologies pour l’optimisation systématique de la stabilité de l’actif dans le tractus gastro-

intestinal (TGI) (Fig. 24), l'obtention du profil pharmacocinétique et de la biodynamie 

souhaités, ainsi que la réduction des variabilités d'absorption et des effets secondaires (Burton 

et al., 1991).  

La première étape est l'absorption. Un médicament fait face à ses plus grands obstacles lors de 

l'absorption. Les médicaments administrés par voie orale sont absorbés par le système digestif 

et acheminés via la veine porte vers le foie avant d'atteindre le reste du corps. Le foie 
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métabolise de nombreux médicaments par les enzymes métaboliques également connue sous 

le nom d'effet de premier passage hépatique, parfois à un point tel que seule une petite 

quantité de médicament actif émerge du foie vers le reste du système circulatoire. Ce premier 

passage hépatique réduit donc considérablement la biodisponibilité du médicament (Pond and 

Tozer, 1984).  

 

 

Fig. 24. Différents sites d’absorption du tractus gastro-intestinal. 

 

Le tractus gastro-intestinal est conçu pour empêcher l'entrée d'agents pathogènes, de toxines 

et de macromolécules non digérées, tout en digérant et en absorbant de manière sélective les 

nutriments essentiels, les vitamines et les cofacteurs. La muqueuse intestinale utilise des 

mécanismes biochimiques et physiologiques pour compléter sa barrière physique afin 

d'empêcher l'entrée de substances indésirables. Ce sont ces mécanismes protecteurs du tractus 

gastro-intestinal qui doivent être judicieusement modifiés ou contournés pour l'administration 

orale de médicaments. Ces obstacles comprennent l'environnement acide hostile de l'estomac, 

l'activité enzymatique élevée de l'intestin grêle, la perméabilité intrinsèquement faible de la 

muqueuse intestinale, les capacités de liaison du contenu muqueux et luminal résident, les 

voies d'efflux retour dans la lumière intestinale après l'absorption dans les cellules épithéliales 

et le métabolisme de premier passage par le foie. Ces facteurs physiologiques doivent être pris 

en compte lors de la conception des tests in vitro, tels que les tests de dissolution des formes 

posologiques orales solides (Dressman et al., 1998).  
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3.2.1 Anatomie de l'épithélium intestinal 

L'absorption des solutés dans le tractus gastro-intestinal se produit principalement dans les 

trois sections de l'intestin grêle (duodénum, jéjunum et iléon) et dans le gros intestin (côlon). 

Chacun de ces segments possède des propriétés anatomiques, biochimiques et physiologiques 

uniques qui dictent les paramètres de digestion et d'absorption du soluté (Tableau 2). La 

surface interne de l'intestin grêle présente trois types d'irrégularités ou de projections qui 

augmentent la surface potentielle pour la digestion et l'absorption (Daugherty and Mrsny, 

1999).  

On estime que les plis macroscopiques en forme de valvule, appelés plis circulaires, 

encerclant l'intérieur de la lumière intestinale augmentent la surface de l'intestin grêle de trois 

fois. Les villosités sont de minuscules projections en forme de doigts à peine visibles à l'œil 

nu, qui augmentent la surface d'environ 30 fois. Les microvillosités - projections de 

membrane de 1 µm de hauteur qui s'étendent depuis la surface apicale des entérocytes - 

augmentent davantage la surface de digestion et d'absorption d'environ 600 fois (Fig. 25). Les 

microvillosités et le glycocalyx associé établissent une structure de bordure en brosse qui 

présente une barrière catabolique considérable des activités enzymatiques. Le mucus 

recouvrant la surface épithéliale du tractus gastro-intestinal contient des glycoprotéines, des 

enzymes et des électrolytes. Le mucus est sécrété par les cellules caliciformes qui sont 

intercalées entre les entérocytes couvrant les villosités, ainsi que par des glandes sous-

épithéliales, et agissent comme un site potentiel de liaison et d'interaction médicamenteuse 

(Larhed et al., 1998). Le pH des différents segments intestinaux varie de légèrement acide à 

légèrement basique. Dans certains cas, ces variations de pH peuvent influer sur la stabilité ou 

la solubilité d'un médicament, ou les deux.   

Bien que le tractus gastro-intestinal ait des propriétés de barrière impressionnantes et 

sélectives, certains agents pathogènes ont clairement réussi à surmonter les mécanismes de 

protection de l'intestin pour pénétrer dans la circulation systémique, entraînant une maladie 

grave ou même la mort. Dans un effort de protection contre la pénétration de tels agents 

pathogènes, la muqueuse intestinale contient plus de cellules lymphoïdes et produit plus 

d'anticorps que tout autre organe. Cette partie du système immunitaire est appelée tissu 

lymphoïde associé au tube digestif (Mestecky and McGhee, 1987). Les structures organisées 

des cellules lymphoïdes dans l'intestin grêle, en particulier dans l'iléon, sont connues sous le 

nom de plaques de Peyer (Fig. 25). D'autres cellules lymphoïdes comprennent les 

lymphocytes intraépithéliaux (IEL), intercalés entre les cellules épithéliales adjacentes.  
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Tableau 2. Caractéristiques biologiques et physiques du TGI humain. (Adapté de Daugherty and Mrsny, 1999). 

Caractéristiques biologiques et physiques du TGI humain 

Segment GI Surface 

(m2) 

Longueur 

(m) 

Temps de 

résidence (h) 

pH Activités cataboliques 

importantes 

Estomac  3,5 0,25 1,5 1 – 2 Protéase, lipases 

Duodénum  1,9 0,35 0,5 – 0,75 4 – 5,5 Protéase, lipases 

Jéjunum  184 2,8 1,5 – 2 5,5 – 7 Peptidases, lipases 

Iléon  276 4,2 5 – 7 7 – 7,5 Peptidases, lipases 

Colon/Rectum  1,3 1,5 1 – 60 7 – 7,5 Enzymes bactériennes 

 

  

 
Fig. 25. Schéma des différents composants de l'épithélium intestinal. (Adaptée de Daugherty and Mrsny, 1999). 

 

Latéralement, les cellules adjacentes de la barrière épithéliale se lient par des jonctions 

intercellulaires. Il existe quatre types de jonctions généralement présents sur ces sites aux 

membranes intercellulaires les plus apicales, trois jonctions individuelles : une jonction serrée 

suivie d'une jonction adhérente puis d'un desmosome forment un complexe de jonction 

apicale, et les jonctions communicantes gap (Fig. 26). 
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- Les jonctions serrées, dites « zonula occludens », sont un complexe jonctionnel 

multiprotéique dont la fonction générale est d’empêcher le mélange de protéines 

membranaires entre les membranes apicale et basolatérale ; et de contrôler le passage 

paracellulaire des ions et des solutés entre les cellules (Hartsock and Nelson, 2008). 

- Les jonctions adhérentes dites « zonula adherens », remplissent de nombreuses 

fonctions, notamment l’initiation et le maintien de l’adhésion cellule-cellule, la 

régulation du cytosquelette d’actine, la signalisation intracellulaire et la régulation 

transcriptionnelle (Hartsock and Nelson, 2008). 

- Les desmosomes sont des jonctions de type « macula adherens » qui assurent la 

résistance mécanique du tissu en retenant fermement les cellules de l’épithélium entre 

elles (Garrod, 1993).  

- Les jonctions communicantes, dites « jonctions gap », connectent directement le 

cytoplasme de deux cellules, et contrôlent le passage des petites molécules, ions et 

impulsions électriques (Lampe and Lau, 2004). 

 
Fig. 26. Les différents types de jonctions entre les cellules épithéliales. (Adaptée de Guttman and Finlay, 2009)  
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3.3 Absorption intestinale  
 

3.3.1 Transport passif 

La diffusion passive est le mécanisme de passage le plus courant. Elle consiste en un 

mouvement des molécules sans apport d’énergie et selon un gradient de concentration. La 

diffusion se poursuivra jusqu'à l'élimination de ce gradient. Le taux de transport passif dépend 

des caractéristiques de la molécule ainsi que de la perméabilité de la membrane cellulaire, 

laquelle dépend à son tour de l'organisation et des caractéristiques des lipides et des protéines 

de la membrane (Fig. 27). Les principaux types de transport passif sont la diffusion simple qui 

représente le passage des solutés à travers la membrane cytoplasmique lorsque leur 

concentration dans le milieu extracellulaire est supérieure à celle du milieu intracellulaire 

(molécules apolaires, O2, CO2, éthanol) et la diffusion facilitée assurée par des protéines 

intégrales transmembranaires spécifiques et des protéines-canal permettant le passage de la 

molécule à travers la membrane (molécules polaires, ions) (Daugherty and Mrsny, 1999). 

Un niveau minimum de lipophilie est nécessaire pour que les molécules se répartissent dans 

les membranes des cellules épithéliales et soient absorbées de manière transcellulaire par 

diffusion passive. Sans ce degré minimal de lipophilie, aucune absorption passive ne peut 

avoir lieu, à moins que ce soit par la voie paracellulaire, option qui n’est pas envisageable 

pour les macromolécules, car elle est limitée à des composés relativement petits pouvant 

traverser les jonctions serrées (inférieurs à 100-200 Da) (Camenisch et al., 1998). 

 

3.3.2 Transport actif 

Le transport actif est le mouvement de molécules à travers la membrane cytoplasmique contre 

le gradient de concentration. Ce transport spécifique des molécules polaires ou faiblement 

lipophiles nécessite la présence de macromolécules ou de complexes macromoléculaires 

insérés dans la membrane cytoplasmique ou impliquant des vésicules d’endocytose (Fig. 27). 

Ce transport nécessite de l'énergie cellulaire pour fonctionner souvent fournie par de l'ATP 

(Daugherty and Mrsny, 1999). 

https://bio.m2osw.com/gcartable/membraneytoplasmique.htm
https://bio.m2osw.com/gcartable/energie.htm
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Fig. 27. Passage des molécules à travers la barrière intestinale par 1) transport passif et 2) transport actif (Ralay-

Ranaivo, 2012). 

 

 

3.4 Système nerveux central et barrières cérébrales  

Les échanges moléculaires entre le sang et le tissu nerveux sont limités et régulés 

essentiellement par trois barrières : la barrière hémato-liquide céphalorachidien (BHLCR), 

formée par les cellules épithéliales du plexus choroïde faisant face au LCR ; la barrière 

arachnoïdienne avasculaire qui entoure complètement le SNC sous la dure-mère ; et la 

barrière hémato-encéphalique (BHE) composée de cellules endothéliales cérébrales (CEC) 

délimitant des microvaisseaux cérébraux (Fig. 28) (Abbott, 2004). Bien que ces trois 

interfaces forment des barrières entre le système nerveux central et le sang, la BHE est 

considérée comme le site principal de l’échange sang – SNC et est responsable du maintien de 

l’homéostasie du SNC (Abbott et al., 2010; Bernacki et al., 2008). Les cellules endothéliales 

cérébrales, avec les astrocytes, les péricytes, les microglies, les neurones et la matrice 

extracellulaire, forment l’unité neurovasculaire (Fig. 29), un système hautement coordonné 
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qui régule de manière dynamique la perméabilité microvasculaire cérébrale et fournit une 

base pour comprendre le développement et la physiologie de la BHE, notamment: les 

mécanismes par lesquels les médicaments et les maladies peuvent influer sur la perméabilité 

microvasculaire cérébrale (Abbott et al., 2006; Hawkins and Davis, 2005; Lecrux and Hamel, 

2011; Persidsky et al., 2006). 

 
Fig. 28. Schéma des trois principales barrières entre le sang et le cerveau. (a) La barrière hémato-encéphalique 

(BHE). (b) La barrière hémato-liquide céphalorachidien (BHLCR). (c) La barrière d'arachnoïde. (Adaptée de 

Kandel et al., 2000). 

 

 

3.4.1 Barrière hémato-encéphalique (BHE) 

La BHE agit comme une barrière physique, régulant le passage des molécules du sang au 

cerveau et limitant ainsi les types de médicaments pouvant atteindre le cerveau lors de 

l'administration systémique : plus de 98% des molécules thérapeutiques potentielles sont 

incapables de traverser la BHE (Pardridge, 2002). La microvascularisation cérébrale a une 

surface totale de 20 m2 et une longueur totale de 640 km. Cette vascularisation massive donne 

au cerveau la possibilité d'être imprégné de petites molécules par simple diffusion en une 

demi-seconde (Pardridge, 2003). Cependant, contrairement aux capillaires périphériques, 
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ceux du cerveau présentent peu de vésicules de pinocytose et des jonctions serrées 

particulières, qui régulent étroitement le mouvement des molécules par la voie paracellulaire, 

et comprenant une barrière presque imperméable aux médicaments administrés par la 

circulation périphérique (Blasi et al., 2007). Les structures accessoires périendothéliales, 

appelées astrocytes, ont une multitude de fonctions importantes pour l'homéostasie cérébrale 

(maintien des taux d'ions de potassium, inactivation des neurotransmetteurs, régulation et 

production de facteurs de croissance et de cytokines) (Fig. 29). 

 
Fig. 29. Représentation structurelle d’une unité neurovasculaire : la BHE composée de cellules endothéliales 

cérébrales, les péricytes, astrocytes et les microglies. (Adaptée de Abbott et al., 2006). 

 

Selon Patel et al., 2013, Le transport des molécules de soluté à travers la BHE s'effectue par 

quatre mécanismes différents (Fig. 30) : 

- Diffusion paracellulaire : il s'agit du passage des petites molécules hydrosolubles entre 

les cellules. Ce passage est limité considérablement par la présence des jonctions 

serrées. 

- Diffusion transcellulaire : elle a lieu à travers la membrane lipidique des cellules 

endothéliales cérébrales qui offre une voie de diffusion efficace pour les agents 
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liposolubles ayant un faible poids moléculaire inférieur à 450 Da. La plupart des 

médicaments du SNC pénètrent par diffusion transcellulaire. 

- Transport facilité : les échanges de substances entre le sang et le cerveau, ont lieu par 

le biais des transporteurs spécifiques qui facilitent le transfert de nutriments. Comme 

le glucose constitue la principale source d'énergie pour le cerveau, les transporteurs de 

glucose tels que GLUT1 et GLUT3 sont d'une grande importance (Zlokovic, 2008). 

- Endocytose à récepteurs : certaines grandes protéines et hormones endogènes 

(insuline, transferrine) sont capables de traverser la BHE par endocytose, médiée par 

des récepteurs spécifiques (Bickel et al., 2001). Les lipides peuvent également être 

internalisés dans le cerveau sous forme de lipoprotéines de basse densité (LDL) (Blasi 

et al., 2007). Les protéines polycationiques (telles que les albumines cationisées ou les 

immunoglobulines) peuvent être transportées à travers la BHE au moyen d'une 

transcytose par adsorption, sans implication de récepteurs spécifiques de la membrane 

plasmique. Dans ce cas, l'endocytose est initiée par l'association de substances 

polycationiques avec les charges négatives présentes sur la membrane plasmique des 

cellules endothéliales (Smith and Gumbleton, 2006). 

 
Fig. 30. Différentes voies de passage à travers la barrière hémato-encéphalique. a) Diffusion paracellulaire. b) 

Diffusion transcellulaire. c) Transport facilité. d) Endocytose et transcytose à médiation par un récepteur. e) 

Endocytose et transcytose par adsorption. (Adaptée de Abbott and Romero, 1996). 
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3.5 Techniques développées pour améliorer la biodisponibilité orale 

- Amélioration de la solubilité et de la vitesse de dissolution : modifications physiques 

et chimiques. 

- Modification du coefficient de partage. 

- Prévention du métabolisme hépatique au premier passage : co-administration avec un 

autre médicament, prodrogues pour réduire le métabolisme présystémique. 

- Prévention de la dégradation dans le tractus gastro-intestinal : enrobage entérique, 

utilisation de formes gastrorésistantes, utilisation de polymères bioadhésifs 

(mucoadhésifs). 

- Inhibition de l'efflux de la glycoprotéine P : en utilisant des inhibiteurs de la 

glycoprotéine P (qui empêche l’accumulation des molécules dans le cerveau). 

- Nouveaux systèmes d'administration de médicaments : nanosuspensions, 

microémulsions, système d'administration de médicament auto-émulsifiant, 

nanoparticules lipidiques solides, nanoparticules polymères, systèmes vésiculaires tels 

que les liposomes, les niosomes (Hetal et al., 2010). 

 

3.6 Systèmes émulsionnés et innovations pharmaceutiques  

Les émulsions, sont des systèmes comportant au moins deux phases liquides non miscibles, 

en général de l’eau et l’huile, dispersées l’une dans l’autre sous forme de gouttes. Il s’agit de 

systèmes hors équilibre thermodynamique en raison de l’énergie libre à l’interface entre les 

deux phases. La formulation des systèmes émulsionnés nécessite donc l’utilisation de 

tensioactifs pour réduire la tension interfaciale et améliorer la stabilité cinétique de ces 

systèmes (Fig. 31). 

L’appellation « émulsion » désigne une famille de systèmes comprenant les macroémulsions, 

les nanoémulsions et les miniémulsions, se distinguant par le diamètre de gouttes, et sont 

largement utilisées dans différents domaines dont celui de la pharmacie.  

Les systèmes émulsionnés peuvent être classés en fonction de la nature des phases continue et 

dispersée. La phase dispersée peut être soit de l’huile, on parle alors d’émulsions directes 

huile/eau (H/E), soit la phase aqueuse, on obtient alors des émulsions inverses eau/huile 

(E/H). Les émulsions peuvent aussi être triphasiques. Il s’agit alors d’émulsions multiples 

(E/H/E ou H/E/H) (Tadros, 2013). 
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Fig. 31. Types et tailles de diamètre de gouttelettes typiques des macro, nano et microémulsions. Lors de 

l'addition de surfactant, les queues de surfactant non polaires s'orientent vers la phase huileuse interne, tandis que 

les groupes de tête de surfactant polaire s’orientent vers la phase aqueuse externe (Callender et al., 2017). 

 

3.6.1 Les cyclodextrines 

Les cyclodextrines (CD), sont une famille d'oligosaccharides cycliques, constituées de sous-

unités de glucose liées par des liaisons α-1,4 glycosidiques (Fig. 32). Elles sont produites 

industriellement à partir d'amidon par conversion enzymatique à l’aide de la cyclodextrine 

glycosyltransférase. Les molécules principalement utilisées sont l’α, β et γ-cyclodextrines 

avec 6, 7 et 8 monomères de glucose respectivement (Szejtli, 1998). 

 
Fig. 32. Structure Générale des Cyclodextrines. 

 

Les cyclodextrines possèdent des propriétés intéressantes, dont la capacité de 

solubiliser/complexer des molécules hydrophobes dans l’eau, grâce à leur cavité interne 

hydrophobe et leur côté externe hydrophile. Elles possèdent une structure chimique bien 

définie, une faible activité biologique intrinsèque, une grande stabilité thermique et une bonne 

solubilité aqueuse (Fig. 33).   
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L'application pharmaceutique la plus courante des cyclodextrines, comme vecteurs de 

médicaments à haute performance dans les systèmes d'administration, consiste à améliorer la 

solubilité, la stabilité, et la biodisponibilité des molécules de médicaments. Récemment, 

divers types de dérivés de cyclodextrines ont été préparés de manière à étendre les propriétés 

physicochimiques et la capacité d’inclusion des cyclodextrines en tant que nouveaux vecteurs 

de médicaments (Uekama et al., 1998). 

 

 

Fig. 33. Schéma structurel fonctionnel de α-CD (n = 6), de β -CD (n = 7) et de γ-CD (n = 8). En bas : dimensions 

géométriques des cyclodextrines (Crini, 2014).  

 

3.6.2 Les microémulsions 

Les microémulsions sont des systèmes monophasiques, formées à l’équilibre par un système 

ternaire eau-huile-tensioactif. Elles sont généralement transparentes, isotropes, de faible 

viscosité et thermodynamiquement stables contrairement aux macro/mini/nano émulsions. 

Les microémulsions présentent des micro-domaines de petite dimension, typiquement de 

l’ordre de 10 à 50 nm, fluctuant rapidement dans le temps et dans l’espace. Elles sont 

produites par une émulsification spontanée qui nécessite une très légère agitation et une 

concentration importante en tensioactifs (Salager et al., 2001). 

Les microémulsions peuvent être administrées par voie orale, ce qui présente un réel intérêt 

pour une utilisation médicale. En effet, la motilité de l’estomac et de l’intestin fournit une 

agitation suffisante au processus d’émulsification in vivo (Fig. 34).  

Les fines particules lipidiques dispersées en phase aqueuse offrent une grande surface de 

contact avec l’épithélium digestif améliorant ainsi l’absorption des principes actifs lipophiles. 
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Fig. 34. Représentation schématique du mécanisme d’émulsification des microémulsions (Gupta et al., 2013). 

 

 

3.6.3 Les nanoparticules comme véhicules pour traverser la BHE  

Il est possible de franchir la BHE et de surmonter les mécanismes de protection associés en 

utilisant des systèmes colloïdaux (micelles, liposomes, nanoparticules) conçus pour 

administrer des médicaments au système nerveux central. Les supports de médicaments 

colloïdaux ont généralement une taille comprise entre 1 et 1000 nm et sont constitués 

d'agrégats moléculaires au sein desquels les actifs thérapeutiques peuvent être adsorbés, 

piégés ou liés de manière covalente. Les nanoparticules en particulier sont très intéressants 

pour la délivrance de médicaments, grâce à leur polyvalence (Barbu et al., 2009). 

 
Les nanoparticules peuvent améliorer le transport des médicaments vers le SNC par un certain 

nombre de mécanismes différents (Kreuter and Gelperina, 2008) : 

- Par endocytose à travers la couche de cellules endothéliales, permettant le transport de 

l’actif. 

- Par inhibition des systèmes d'efflux transmembranaires (à savoir, la glycoprotéine P). 

- Par ouverture des jonctions serrées entre les cellules endothéliales permettant au 

médicament de pénétrer. 

- Par solubilisation des lipides de la membrane des cellules endothéliales, par les 

tensioactifs associés aux nanoparticules ; cela conduit à une fluidisation de la 

membrane (effet tensioactif). 

- Par production des effets toxiques locaux sur le système vasculaire cérébral, qui 

conduit à une perméabilisation limitée des cellules endothéliales du cerveau. 

- Par interaction des charges cationiques des nanoparticules avec les charges négatives 

présentes sur la membrane plasmique des cellules endothéliales, améliorant ainsi, 

l’administration de médicaments par la BHE (Karkan et al., 2008; Mazza et al., 2008). 
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3.7 Nanoparticules lipidiques solides (SLN) 

Les SLN (Solid Lipid Nanoparticles), sont des nanosphères fabriquées à partir de lipides 

solides ; leur diamètre moyen en spectroscopie à corrélation de photons est d’environ 50 à 

1000 nm (Fig. 35). Elles consistent en une matrice lipidique solide, c'est-à-dire des glycérides, 

des acides gras ou des cires, stabilisée par des émulsifiants compatibles sur le plan 

physiologique, tels que des phospholipides, des sels biliaires, des polysorbates (Tween™), des 

éthers de polyoxyéthylène et d'alcools polyvinyliques. Les lipides utilisés dans leur 

production sont solides à la température ambiante (Battaglia and Gallarate, 2012; Lasa-

Saracibar et al., 2012). Ils sont généralement produits par la méthode d'homogénéisation à 

chaud, qui implique généralement l'utilisation d'une homogénéisation à haute pression (HPH) 

(Müller et al., 2000).  

 
Fig. 35. Microscopie électronique à balayage de SLN chargées de médicament (Omwoyo et al., 2014). 

 
Les SLN sont considérées comme des nouveaux systèmes de libération prolongée de 

médicaments et offrent une amélioration significative de la délivrance de médicaments par les 

voies d'administration topique, orale et parentérale (Fig. 36). En particulier, l’encapsulation de 

médicaments dans des SLN peut aider à : 

 

1. résoudre les problèmes dus à leur faible solubilité dans l'eau. 

2. les protéger des processus chimiques et physiques de dégradation et d'évaporation. 

3. fournir une libération lente dans le temps. 

4. diriger la substance piégée vers une cible spécifique et/ou franchir plusieurs barrières 

biologiques. 
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Fig. 36. Mécanismes de libération d’actifs distribués sous forme de SLN (Muller and Keck, 2004). 

 

 

3.7.1 SLN en tant que système d'administration de médicaments vers le SNC 

Une grande attention a été portée sur le SLN en tant que moyen possible de franchir la BHE, 

car ils présentent plusieurs avantages en tant que systèmes de délivrance de médicaments 

(Patel et al., 2013). En particulier : 

- Une bonne biocompatibilité 

- Une capacité de chargement de médicaments pertinente 

- Une fabrication évitant l'utilisation de solvants organiques 

- Une production à grande échelle 

- La libération contrôlée du médicament peut durer plusieurs semaines 

- Le potentiel de ciblage des médicaments est amélioré  

- Les formulations SLN sont stables jusqu'à 3 ans, ce qui représente un avantage très 

significatif par rapport aux autres systèmes de support colloïdal 

 

Les SLN sont fréquemment proposés comme systèmes d'administration de médicaments pour 

divers composés ciblés vers le SNC. De nombreux composés, qui diffèrent par leurs 

propriétés chimiques et biologiques, ont été encapsulés en SLN pour améliorer leur 

pénétration dans le système nerveux central. Bien que près de 98% des médicaments ne 

franchissent pas la BHE, 2% peuvent le traverser, à des degrés divers et par différents 
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mécanismes. De nombreux travaux expérimentaux visant à administrer des médicaments au 

système nerveux central sont associés à ce type de médicaments : par conséquent, les résultats 

encourageants obtenus sont principalement dus à l’amélioration, par l’encapsulation dans la 

SLN, du profil biologique d’une molécule, qui traverse la BHE de manière autonome. Les 

SLN utilisées pour administrer des médicaments au système nerveux central peuvent agir 

selon trois principaux modes d’action complémentaires : 

 
1. Stabiliser les molécules souffrant d'instabilité physico-chimique ou biologique : en les 

protégeant de l’hydrolyse jusqu'à leur libération, prolongeant ainsi leur demi-vie dans 

le sang, lors de l'administration en SLN. En conséquence, l'accumulation dans le 

cerveau augmente considérablement. Exemple : la Camptothécine (Yang et al., 1999a, 

1999b). 

2. Amélioration de la biodisponibilité d'un médicament capable de traverser la BHE : 

basée sur une modification de la surface à l’aide de tensioactifs. Deux explications 

sont avancées : premièrement, la modification provoque un effet d'encombrement 

stérique, qui diminue l'adsorption de l'opsonine sur les SLN dans le plasma réduisant 

ainsi l’absorption par le système réticulo-endothélial (RES) et prolongeant le temps de 

rétention dans le plasma. Deuxièmement, une rétention accrue des SLN dans les 

capillaires cérébraux combinée à une adsorption sur les parois capillaires peut créer un 

gradient de concentration plus élevé, ce qui améliore le transport des SLN à travers la 

couche de cellules endothéliales et, par conséquent, leur acheminement vers le 

cerveau. Exemple : la clozapine (Manjunath and Venkateswarlu, 2005), la pipérine 

(Buhner, 2012; Yusuf et al., 2013), la Bromocriptine (Esposito et al., 2008). 

Témozolomide (Huang et al., 2008), la noscapine (Madan et al., 2013). 

 

3. Augmenter la perméabilité d’un médicament à travers la BHE : Le revêtement des 

SLN avec des tensioactifs est une stratégie valable pour ouvrir les jonctions serrées 

entre les cellules endothéliales dans le système vasculaire cérébral créant ainsi une 

voie paracellulaire pour leur translocation (Blasi et al., 2011, 2013; Göppert and 

Müller, 2005). 
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3.8 Production des SLN 

Les SLN sont préparées à partir de lipides, émulsifiants et eau/solvant en utilisant différentes 

méthodes. Les principales méthodes de préparation des SLN sont décrites ci-dessous. 

 

3.8.1 Homogénéisation à haute pression (HPH) 

C'est une technique fiable et puissante. Il s’agit d’une homogénéisation qui pousse le liquide à 

haute pression (100-2000 bars) à travers un espace étroit de quelques microns. Le fluide 

accélère sur une très courte distance à une vitesse très élevée, supérieure à 1000 km/h. Des 

efforts de cisaillement et des forces de cavitation très élevés perturbent les particules jusqu'à 

la plage submicronique. Les deux méthodes générales de l’HPH sont l'homogénéisation à 

chaud et l'homogénéisation à froid (Fig. 37). Pour les deux techniques, l’actif est solubilisé 

dans le lipide en cours de fusion à environ 5 ± 10°C au-dessus de son point de fusion. 

(Ekambaram et al., 2012; Müller et al., 2000). 

 

3.8.1.1 Homogénéisation à chaud 

Est généralement effectuée à des températures supérieures au point de fusion du lipide. La 

masse lipidique fondue contenant l’actif est dispersée sous agitation dans une solution 

aqueuse chaude de tensioactif par un dispositif de mélange à cisaillement élevé. La pré-

émulsion H/E est ensuite homogénéisée à haute pression et la microémulsion obtenue est 

refroidie à température ambiante afin que les gouttelettes lipidiques liquides puissent se 

solidifier et former la structure intrinsèque du SLN. L'augmentation de la température 

d'homogénéisation ou du nombre de cycles entraîne souvent une augmentation de la taille des 

particules due à une énergie cinétique élevée des particules. Généralement, on utilise 3-5 

cycles d'homogénéisation à une pression de 500 - 1500 bars (Fig. 37). Il est nécessaire 

d’utiliser cette technique lors de la formulation d’actifs hydrophiles, car ils se répartiraient 

entre le lipide fondu et la phase aqueuse au cours du processus d’homogénéisation à chaud 

(Lippacher et al., 2000; Müller et al., 2000). 

 

3.8.1.2 Homogénéisation à froid 

A été développée pour résoudre divers problèmes liés à l'homogénéisation à chaud, tels que : 

la dégradation de l’actif induite par la température, la distribution d’actif dans la phase 

aqueuse, les transitions de phase imprévisibles du lipide en raison de la complexité de la 

cristallisation. Dans cette technique, la masse lipidique fondue contenant l’actif est refroidie 
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rapidement en utilisant de la glace carbonique ou de l'azote liquide. Le lipide solide obtenu est 

broyé en microparticules lipidiques. Ces microparticules sont ensuite dispersées dans une 

solution froide de tensioactif, donnant une pré-suspension. Ensuite, cette pré-suspension est 

homogénéisée à haute pression à température ambiante ou en dessous pour assurer l’état 

solide du lipide pendant l’homogénéisation. Les forces de cavitation sont suffisamment fortes 

pour casser les microparticules lipidiques directement en nanoparticules lipidiques solides 

(Fig. 37). Cependant, comparées à l'homogénéisation à chaud, les tailles de particules sont 

plus grandes et la distribution de taille est plus large (Müller et al., 2000). 

 

 

Fig. 37. Représentation schématique du mécanisme d'homogénéisation à haute pression pour la préparation des 

SLN (Svilenov and Tzachev, 2014). 

 

 

3.8.2 Ultrasonication 

Dans cette méthode, l’actif est ajouté à la phase lipidique fondue. La phase aqueuse chaude 

est ajoutée à la masse lipidique fondue, émulsifiée par un dispositif de mélange à cisaillement 

élevé. Une pré-émulsion est formée, ensuite, les ultrasons sont appliqués à l'aide d'une sonde 

en contact avec le liquide. La cavitation provoque la désintégration de la phase lipidique en 

gouttelettes plus petites (Fig. 38). La nanoémulsion chaude obtenue est ensuite refroidie pour 
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former les SLN (Svilenov and Tzachev, 2014). Les avantages de cette technique sont la 

possibilité de contrôler le processus en contrôlant l’amplitude de l’onde sonore, la 

disponibilité de l’équipement utilisé à l’échelle du laboratoire, la facilité de mise en œuvre 

ainsi qu’une bonne reproductibilité des résultats. Les inconvénients de cette technique sont la 

contamination potentielle par des métaux et l’instabilité physique telle que la croissance des 

particules lors du stockage (Eldem et al., 1991).   

 

 

Fig. 38. Réduction de la taille des gouttelettes d’émulsion par ultrasons. (Adaptée de Singh et al., 2017). 

 

 

3.8.3 Émulsification/Évaporation du solvant 

Dans cette méthode, l’actif et le lipide sont dissous dans un solvant organique non miscible à 

l'eau (cyclohexane, dichlorométhane, toluène, chloroforme). L'émulsification est effectuée 

dans une phase aqueuse en utilisant un homogénéisateur à haute vitesse. Le solvant organique 

est évaporé par agitation à température ambiante formant une dispersion de nanoparticules par 

précipitation du lipide. Le lipide va précipiter pour former des SLN (Fig. 39). 

L’avantage de cette méthode est d’éviter tout stress thermique, ce qui la rend appropriée pour 

l’incorporation de médicaments hautement thermolabiles. Un inconvénient évident est 

l'utilisation de solvant organique qui peut interagir avec l’actif et limiter la solubilité du lipide 

dans le solvant organique (Ekambaram et al., 2012; Sjöström and Bergenståhl, 1992). 
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Fig. 39. Représentation schématique de la technique d'émulsification/évaporation de solvant pour la préparation 

des SLN (Svilenov and Tzachev, 2014). 
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3.9 Conclusion du chapitre 1 

En résumé, les causes de la maladie d’Alzheimer sont à nos jours mal définies, d’où la 

nécessité d’adopter une approche non médicamenteuse basée sur la synergie des plantes 

médicinales, agissant à plusieurs niveaux selon un mode d’action de renforcement et de 

potentialisation pour obtenir une meilleure efficacité de la composition végétale. 

 

La médecine traditionnelle Chinoise offre une variété de plantes ayant des propriétés 

biologiques intéressantes dans l’amélioration des fonctions cognitives. Une stratégie 

galénique innovante doit être étudiée pour assurer un bon transport de l’actif vers sa cible en 

traversant les différentes barrières biologiques notamment la barrière hémato-encéphalique 

(BHE). Les SLN sont une nouvelle génération de nanoparticules lipidiques qui constituent des 

systèmes prometteurs pour le ciblage des principes actifs vers le cerveau.  

 

Elles ont gagné une attention accrue des industries pharmaceutiques et alimentaires en raison 

de leur avantages potentiels tels que leur capacité à encapsuler des principes actifs 

hydrophobes, leur stabilité, la libération contrôlée du principe actif, la protection du principe 

actif contre la dégradation chimique et enzymatique et la possibilité de les produire à grande 

échelle.  

 

Notre objectif dans cette étude, est de vectoriser un extrait végétal actif vers le cerveau en 

utilisant les SLN comme nanovecteurs. Pour cela, dans le chapitre suivant, nous allons tout 

d’abord évaluer les activités biologiques de l’extrait ainsi que sa caractérisation chimique, 

ensuite nous allons optimiser la formulation de l’extrait à l’aide des plans d’expériences. 
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CHAPITRE 2 - TRAVAUX PERSONNELS 

 
 
Le deuxième chapitre présente l’étude expérimentale sur les différentes versions de l’extrait ; 

l’extraction des plantes, la caractérisation chimique, l’évaluation des activités biologiques in 

vitro/in vivo, l’optimisation de la composition en fonction de l’alimentarité des plantes et des 

résultats des tests in vitro. 

Dans ce chapitre nous allons présenter l’étude expérimentale des différentes versions de 

l’extrait. Ce chapitre comporte 4 parties principales (Fig. 40) : 

 

- La première partie traite l’extrait AT000, sa composition ainsi que l’évaluation des ses 

activités biologiques antioxydante, anti-inflammatoire et neuroprotectrice in vitro et in 

vivo. Les résultats sont présentés sous forme d’un article scientifique publié. 

 

- La deuxième partie présente la modification apportée à l’extrait AT000 pour obtenir la 

première version alimentaire de l’extrait désigné par AT00X. les activités 

antioxydante, anti-inflammatoire et neuroprotectrice in vitro, ont été étudiées.  

 

- La troisième partie de ce chapitre, étudie l’optimisation basée sur des plans 

d’expériences, de la composition de l’extrait AT00X en modifiant la quantité de 

chaque plante, dans le but d’améliorer l’activité antioxydante. Le nouvel extrait obtenu 

est désigné par AT33X. Les activités antioxydante et anti-inflammatoire ont été 

étudiées pour valider l’optimisation. À la suite d’un changement de la réglementation 

concernant l’alimentarité des plantes et l’autorisation de les utiliser dans les 

compléments alimentaires, nous avons modifié la composition de l’extrait AT33X en 

éliminant une plante, tout en gardant les proportions optimales des autres plantes. 

Cette nouvelle version optimale désigné par AT33B a subi les mêmes tests 

d’évaluation des activités antioxydante, anti-inflammatoire et neuroprotectrice in vitro 

et in vivo pour valider l’efficacité thérapeutique.  

 

- La quatrième partie étudie la composition chimique des extraits AT00X et AT33B par 

chromatographie liquide et gazeuse.  
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Fig. 40. Schéma résumant les 4 parties du chapitre 2. 

 

 

 

 

 

 

 

  

PARTIE 4. ETUDE ANALYTIQUE

- Analyse chimique HPLC et GC-MS 

PARTIE 3. EXTRAIT AT33X/AT33B 

-Activités biologiques in vitro

- Contrainte réglementaire

- Activités biologiques et neuroprotectrice 
in vitro/in vivo

PARTIE 2. EXTRAIT AT00X

- Activités biologiques et neuroprotectrice 
in vitro

- Optimisation

PARTIE 1. EXTRAIT AT000

- Composition végétale

- Activités biologiques in vitro/in vivo
- Activité synergistique des plantes
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4 PARTIE 1. EXTRAIT AT000 
 

Le projet «THE BRAIN ESSENTIALS» vise à développer une nouvelle approche non 

conventionnelle des maladies neurodégénératives telles que la maladie d'Alzheimer (MA).  

La première partie de l'étude a été réalisée pour évaluer l'activité neuroprotectrice d'un extrait 

de plantes (AT000) issu de la médecine traditionnelle chinoise, utilisé pour traiter l'épilepsie 

et les convulsions. Dans un premier temps, les activités antioxydante et anti-inflammatoire de 

l'extrait ont été évaluées. L'efficacité du composé sur l'atténuation des déficits d'apprentissage 

induits par le peptide toxique Aβ25-35 (mémoire de travail spatiale et mémoire contextuelle à 

long terme) a été évaluée à la suite d’un traitement de 7 et 21 jours d’AT000 administré par 

voie orale. L'impact sur la peroxydation lipidique de l'hippocampe, indice du stress oxydatif, a 

également été évalué. Le traitement AT000 de 21 jours a atténué les déficits induits par l'Aβ25-

35, avec une prévention significative à la dose maximale testée (250 mg/kg/jour). Le 

traitement avec AT000 sur 21 jours a atténué l’augmentation de la peroxydation lipidique 

induite par Aβ25-35, avec un blocage significatif et complet aux doses les plus élevées testées. 

Des expériences synergiques in vivo, ont montré que la présence de Dryobalanops aromatica 

et Saussurea lappa est cruciale pour obtenir un effet neuroprotecteur. Selon ces résultats, 

AT000 peut être un composé candidat dans le développement de médicaments thérapeutiques 

pour la prévention et le traitement de la MA.  

4.1 Article publié 

Les résultats de cette étude ont été publiés dans le journal : « Chemistry of Advanced 

Materials ».  
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5 PARTIE 2. EXTRAIT AT00X 
 

L’extrait AT000 contient une plante non répertoriée dans la pharmacopée française ; le 

Dryobalanops aromatica. Bien que cette plante soit exploitable en Chine, grâce à ses 

propriétés thérapeutiques, son utilisation en France dans les compléments alimentaires est 

considérée comme controversée (Pharmanager, 2016). Pour cela, une étude de l’alimentarité 

des 9 plantes nous a mené à substituer le Dryobalanops aromatica par du Cinnamomum 

camphora, composé majoritairement présent dans le Dryobalanops aromatica (Soepadmo et 

al., 1995), tout en gardant dans un premier temps la composition équi-massique de l’extrait. 

Cette deuxième composition désignée par AT00X constitue donc la première version 

alimentaire de l’extrait AT000. L’extrait AT00X à subit différents tests d’évaluation des 

activités biologiques in vitro : activité antioxydante (test DPPH, KRL, ABTS et ORAC), 

activité anti-inflammatoire et cytotoxicité (test du NO release) et l’activité neuroprotectrice in 

vitro (survie neuronale, réseau des neurites et production de ROS).  

 

Les plantes médicinales constituant l’extrait AT00X (résine et poudre) sont fournis par 

« Acegem Biological Technology Wuhu - China ». Les parties utilisées de chaque plante sont 

regroupées dans le Tableau 3. 

 
Tableau 3. Les parties utilisées de chaque plante constituant l’extrait AT00X. 

Plante Partie utilisée 

Eugenia caryophyllata Bourgeons 

Santalum album Cœur de bois 

Aquilaria agallocha Cœur de bois 

Boswellia carteri Résine 

Cyperus rotundus Bourgeons 

Styrax benzoin Résine 

Saussurea lappa Racine 

Liquidambar orientalis Résine 

Cinnamomum camphora  Feuille 
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5.1 Préparation de l’extrait AT00X en résine  

Au sein du laboratoire de chimie radicalaire, nous avons préparé l’extrait AT00X selon le 

protocole suivant : 

Un total de 4,5 g du mélange de Liquidambar orientalis (500 mg), Saussurea lappa (500 mg), 

Aquilaria agallocha (500 mg), Santalum album (500 mg), Boswellia carteri (500 mg), 

Eugenia caryophyllata (500 mg), Cyperus rotundus (500 mg), Styrax benzoin (500 mg) et 

Cinnamomum camphora (500 mg) ont été pulvérisé et extrait une fois avec 45 mL d'un 

mélange eau/éthanol (70:30, v/v) à 80-85 °C avec un condenseur à reflux pendant 3 heures. 

L'extrait a ensuite été filtré sous vide à l'aide d'une fiole Büchner et évaporé à l'aide d'un 

évaporateur rotatif à 60 °C. On obtient une résine marron (rendement ~ 10%) (Fig. 41). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

La quantité d’extrait AT00X en résine produite au laboratoire est limitée, pour cela nous 

avons utilisé l’extrait AT00X en poudre provenant du fournisseur afin de réaliser l’étude 

d’évaluation des activités biologiques. L’extrait AT00X en poudre (5 kg) a été produit selon 4 

étapes à l’échelle industrielle (Fig. 42). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

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

 

Fig. 41. Préparation de l'extrait au laboratoire. 1) Extraction, 2) Filtration, 3) Évaporation, 4) Extrait AT00X en 

résine. 

(1) (2) (4) (5) (3) 

 

Fig. 42. Production industrielle de l’extrait. 1) Extraction, 2) Filtration, 3) Évaporation, 4) Séchage sous vide, 

5) Extrait AT00X en poudre. 
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5.2 Évaluation des activités biologiques de l’extrait AT00X 

Il existe de nombreux rapports sur les produits d'oxydation des protéines, des lipides et de 

l'ADN dans le tissu post mortem provenant de patients atteints de la MA, qui indiquent une 

augmentation du stress oxydatif (Butterfield and Boyd-Kimball, 2004; Smith et al., 1997). De 

plus, des études in vitro suggèrent que l'Aβ favorise le stress oxydatif et la peroxydation des 

lipides dans les synaptosomes et les cultures neuronales. Globalement, ces études suggèrent 

que le stress oxydatif joue un rôle central dans la pathogenèse de la MA (Jung et al., 2010; 

Mark et al., 1997; Yatin et al., 1999). 

 

D'autre part, le vieillissement est caractérisé par une inflammation impliquée dans la 

pathogenèse de toutes les maladies liées à l'âge, telles que la MA (Candore et al., 2006), ainsi 

que par une expression accrue des médiateurs inflammatoires. Cette inflammation chronique 

est stimulée par des plaques Aβ et des enchevêtrements neurofibrillaires (Town et al., 2005). 

La caractéristique de l'état inflammatoire est l'augmentation des taux sériques de médiateurs 

inflammatoires tels que les cytokines (Bruunsgaard, 2006; Krabbe et al., 2004), les radicaux 

libres en tant qu'espèces réactives de l'oxygène (ROS) et de l'oxyde nitrique (Finch and 

Morgan, 2007; Rubio-Perez and Morillas-Ruiz, 2012). 

 

L’implication de l’oxydation et de l’inflammation dans la maladie d’Alzheimer, nécessite la 

combinaison de plusieurs tests d’évaluation des propriétés : antioxydante (test DPPH, test 

KRL, test ABTS, test ORAC), anti-inflammatoire et cytotoxicité (test du NO release) et 

neuroprotectrice in vitro (survie neuronale, réseau des neurites et production de ROS). 

 

5.2.1 Tests d’évaluation de l’activité antioxydante 

5.2.1.1 Test DPPH 

Le test DPPH est un test in vitro largement utilisé pour déterminer le potentiel antiradicalaire 

de l’échantillon testé. Il consiste à mesurer l'aptitude d'un composé antioxydant à réduire le 

radical DPPH˙ (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle). Le DPPH˙ est un radical stable ayant une 

couleur violette caractéristique. La réduction du radical DPPH par le composé antioxydant se 

manifeste par une diminution de l'absorbance et par sa décoloration du violet au jaune 

détectable par spectrophotométrie à 517 nm (Alam et al., 2013).  

L'activité de piégeage des radicaux de l'extrait a été déterminée en mesurant son aptitude à 

piéger le radical libre stable DPPH, comme décrit par (Brand-Williams et al., 1995) avec 



 
105 

 

quelques modifications. En bref, une solution méthanolique de DPPH· à 0,05 mM a été 

préparée, et 193,3 µL de cette solution ont été ajoutés à 6,66 µL d'une solution de l’extrait 

dans du méthanol à différentes concentrations (de 0,2 à 10 mg/mL). Le mélange réactionnel a 

été incubé et agité à température ambiante pendant 30 minutes à l’obscurité et l'absorbance a 

été enregistrée à 517 nm en utilisant un spectrophotomètre UV-Vis MultiskanTM Multiplate 

Photometer. Le contrôle a été préparé en ajoutant 193,3 µL de la solution de DPPH (0,05 

mM) à 6,63 µL de méthanol. Les valeurs de la CI50, qui représente la concentration de l'extrait 

qui provoque la neutralisation de 50% des radicaux DPPH, ont été calculées à partir de la 

courbe de pourcentage d'inhibition (PI %) en fonction de la concentration. L'inhibition des 

radicaux libres par DPPH (%) a été calculée à l'aide de l'équation suivante : 

PI (%) = [1 – (A1/A0)] X 100  

Où A0 est l'absorbance de la réaction de contrôle et A1 est l'absorbance en présence de 

l'échantillon. Le trolox, l’acide ascorbique et le gallate de propyle ont été utilisés comme 

témoins positifs. Les mesures ont été effectuées en triplicate. Les résultats du test DPPH sont 

présentés dans la (Fig. 43) et le Tableau 4. 

 

 
Fig. 43. Résultat du test DPPH de l'extrait AT00X. 

 

Le pouvoir antiradicalaire de l’extrait AT00X évalué par le test DPPH, est représenté par une 

valeur de la EC50 de 3498 µg/mL. Selon les résultats enregistrés, l’extrait AT00X 

hydroalcoolique est doté d’un pouvoir antioxydant modéré, sa EC50 de 3498 µg/mL est 

relativement faible que celles des standards Trolox, Acide ascorbique et Propyl gallate dont la 

valeur est de 298, 196,6 et 65,18 µg/mL respectivement.  
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Tableau 4. Valeur de la EC50 du test    

DPPH. 
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5.2.1.2 Test ORAC  

Le test ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) consiste à évaluer l'aptitude d'un 

échantillon à retarder l'oxydation de la fluorescéine par des radicaux libres peroxyles. Il est 

actuellement considéré comme le test chimique le plus pertinent pour mesurer l'activité 

antioxydante puisqu'il s'agit d'un test dynamique basé sur le stress induit par les radicaux 

peroxyles imitant les mécanismes cellulaires induits par ceux-ci (Prior et al., 2005; Seeram et 

al., 2008). Les radicaux peroxyles sont générés à partir de l'AAPH : dichlorhydrate de 2,2-

azobis- (2-amidinopropane). Le taux de radicaux libres produits est proportionnel à la 

concentration en AAPH utilisée (Roginsky and Lissi, 2005). La diminution de la fluorescence 

de la fluorescéine est mesurée à l'aide d'un spectrofluorimètre en fonction du temps en 

présence de l'échantillon à tester. Les résultats sont exprimés en équivalent de l'antioxydant de 

référence sélectionné, le Trolox. 

 
Le test ORAC a été évalué comme décrit par (Ou et al., 2001) avec quelques modifications. 

L'extrait de plante, l'AAPH et la fluorescéine ont été dilués dans du tampon phosphate de 

potassium 100 mM (pH 7,4). 25 µL de chaque extrait (0,94 à 7,5 µg/mL) ou un tampon 

phosphate (blanc) ont été mélangés à 150 µL de solution de fluorescéine (8,21 x 10-5 mM) et 

incubés pendant 15 min à 37 °C. Un volume de 25 µL de solution AAPH (concentration 

finale de 153 mM) a été ajouté et la fluorescence a été immédiatement contrôlée à l'aide d'un 

fluorimètre à plaques Infinite M200 TECAN à des intervalles de 2 minutes pendant 90 

minutes. Les longueurs d'onde d'excitation et d'émission utilisées sont respectivement de 485 

nm et 530 nm. Une courbe d’étalonnage a été réalisée avec le trolox comme standard (0,4 à 

12,5 µM). Les valeurs de l’ORAC ont été exprimées en μmol d’équivalent Trolox pour 100 g 

d’extrait (μmol TE/100g). 

 

Tableau 5. Résultat du test ORAC de l'extrait AT00X comparé à des aliments de référence. 

Échantillon Équivalent Trolox (µmol/100 g) 

AT00X 224010 

Origan séché 175295 

Romarin séché 165280 

Thym séché 157380 

Cannelle moulue 131420 

Curcuma moulu 127068 

Poivre séché 118400 
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Le Tableau 5 présente le pouvoir antioxydant de l'extrait AT00X par rapport aux aliments 

connus pour avoir une activité antioxydante importante (USDA Database for the Oxygen 

Radical Absorbance Capacity (ORAC) of Selected Foods). L'extrait AT00X présente une 

puissante activité antioxydante d'une valeur de 224010 équivalents de Trolox par rapport aux 

composés de référence. 

 

5.2.1.3 Test KRL 

Le test KRL (Kit Radicaux Libres), permet l’évaluation de la résistance globale du sang 

soumis à une attaque radicalaire. Les défenses antioxydantes intra- et extra-cellulaires 

contribuent au maintien de l’intégrité membranaire et des fonctions cellulaires jusqu’à la lyse 

des cellules sanguines. Ce test biologique breveté par le laboratoire Spiral Couternon - France, 

permet donc une mesure dynamique du potentiel global de défense antiradicalaire d’un 

individu. Concrètement, un extrait aqueux ou alcoolique du produit à tester est ajouté à une 

suspension standardisée d'hématies (ou un sang EDTA) qui sera ensuite mise en incubation 

pendant plusieurs heures à 37 °C en présence d'un générateur de radicaux libres. Les résultats 

intermédiaires sont exprimés en temps de demi-hémolyse. A l’aide de ce test, nous pouvons 

également déterminer in vitro, dans des conditions biologiques, la capacité "antioxydante" ou 

l’action "prooxydante" de différents composés. Ainsi, en ajoutant au milieu un composé à 

action antiradicalaire nous augmentons le potentiel global de défense contre l’agression 

radicalaire d’un sang témoin. Au contraire en ajoutant un composé à action proradicalaire 

nous diminuons la capacité antiradicalaire globale du sang témoin. La résistance globale du 

sang témoin à l’attaque radicalaire en présence ou non du produit est exprimée par le temps au 

bout duquel 50% des cellules sanguines sont lysées (T1/2 en minutes).  

Tableau 6. Pourcentage de variation du T1/2 hémolyse du sang témoin. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Concentrations 

(mg/L) * 

% de variation du T1/2 hémolyse du sang témoin 

Extrait AT00X 

0 0 

1 4,83 

2 7,55 

5 16,28 

10 28,91 

20 54,21 

50 116,72 

100 201,52 

* : Concentration en mg d’extrait par litre de milieu réactionnel 
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Fig. 44. Résultat du test KRL de l’extrait AT00X. 

 

L’efficacité antiradicalaire de l’extrait est alors exprimée en pourcentage du potentiel global 

de défense antiradicalaire du sang témoin (%T1/2 du sang témoin) (Tableau 6). Les résultats 

sont standardisés en équivalents Trolox (analogue hydrosoluble de la vitamine E) et en 

équivalents Acide gallique (acide phénolique) (Fig. 45). 

Le test a été réalisé sur l’extrait dans une gamme de concentration de 0 à 100 mg par litre de 

milieu réactionnel pour l’extrait. 

 

 

Tableau 7. Equivalents mg de Trolox et mg d’acide gallique/g d’extrait. 
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Concentration mg/L

Test KRL AT00X

Concentrations (mg/L) * Pouvoir antiradicalaire d’AT00X 

 Equivalents mg de Trolox et mg d’acide gallique/g d’extrait 
 Trolox  Acide gallique 

0 0 0 

1 1887,35 877,29 

2 1474,13 685,22 

5 1272,08 591,30 

10 1129,12 524,84 

20 1058,67 492,10 

50 911,87 423,86 

100 787,15 365,89 
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          Fig. 45. Equivalents mg de Trolox et mg d’Acide gallique/g d’extrait. 

 
 
Les résultats indiquent que l’extrait AT00X présente une capacité antiradicalaire dépendante 

de la dose et que ce pouvoir antioxydant est fortement croissant dans une gamme de 

concentrations de 0 à 20 mg/L de milieu réactionnel. Ainsi à une concentration de 20 mg/L, 

l’extrait AT00X augmente la résistance du sang témoin à une attaque radicalaire jusqu’à 

54,21%. Dans ces conditions in vitro, un gramme d’extrait AT00X présente une capacité 

antioxydante respectivement équivalente à 1058,67 mg de Trolox® ou à 492,10 mg d’Acide 

gallique (Tableau 7). 

 

5.2.1.4 Test ABTS 

Ce test est basé sur la capacité d’un antioxydant à stabiliser le radical cationique ABTS•+. 

L’acide 2,2-azino-bis (3-éthylbenz-thiazoline-6-sulfonique) (ABTS), réagit avec le persulfate 

de potassium (K2S2O8), permettant la formation du radical ABTS•+ de coloration bleu-vert. Le 

cation radicalaire ABTS•+ réagit avec les antioxydants et se reconverti en sa forme neutre 

incolore par piégeage d’un proton. L'activité antioxydante de l’extrait AT00X a été mesurée 

selon le test ABTS en utilisant la méthode décrite par (Re et al., 1999) avec quelques 

modifications. La solution de travail du radical ABTS•+ a été préparée en faisant réagir 

l'ABTS (9,5 mL, 7 mM) avec du persulfate de potassium (245 μL, 100 mM) et en élevant le 

volume à 10 mL avec de l'eau distillée. La solution a été maintenue dans l'obscurité à 
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température ambiante pendant 18 h, puis diluée avec du tampon phosphate de potassium (0,1 

M, pH 7,4) jusqu'à une absorbance de 1 (± 0,02) à 734 nm. Des échantillons d’AT00X à 

différentes concentrations (de 0,025 à 10 mg/mL) ont été préparés dans du méthanol. Le 

témoin a été préparé en ajoutant 2,9 mL de la solution d’ABTS•+ à 0,1 mL de méthanol. 

L'absorbance du mélange clair résultant a été enregistrée à 734 nm. Les valeurs de CI50, qui 

représentent la concentration de l'extrait qui provoque la stabilisation de 50% des radicaux 

ABTS•+, ont été calculées à partir du pourcentage de stabilisation en fonction de la courbe de 

concentration (Fig. 46). La stabilisation de l’ABTS•+ par AT00X a été calculée en utilisant 

l'équation suivante :  

P.S (%) = [1 - (A1 / A0)] x 100 

 

Où A0 est l'absorbance de la réaction de contrôle et A1 est l'absorbance en présence de 

l'échantillon. Le Trolox a été utilisé comme témoin positif (Tableau 8).  

 

 
Fig. 46. Résultat du test ABTS de l'extrait AT00X. 

 

    

Tableau 8. Valeur de la EC50 du test ABTS de l'extrait AT00X. 
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La figure 46 représente le résultat du test ABTS appliqué à l’extrait AT00X. la valeur mesuré 

2819,2 µg/mL est modérée par rapport au Trolox.  

 

 

L’activité antioxydante de l’extrait AT00X est due à la richesse des plantes en composés 

phénoliques ayant la capacité de piéger les radicaux libres. L'eugénol, le composant principal 

isolé d'Eugenia caryophyllata, possède de puissantes propriétés antioxydantes (Chaieb et al., 

2007; Gülçin et al., 2004). L'extrait éthanolique de feuilles de Liquidambar orientalis a 

également montré une activité antioxydante élevée (Saraç and Şen, 2014). Il a été rapporté 

que l’extrait à l’acétate d'éthyle d'Aquilaria agallocha possède une activité d'élimination des 

radicaux libres (Sharma and Bhat, 2009) et des propriétés antioxydantes in vitro à différentes 

concentrations par inhibition de l'oxydation de l'hémoglobine induite par les nitrites dans 

l'hémolysat de sang humain (Miniyar et al., 2008). Les coumarines, les tanins et les 

flavonoïdes isolés à partir d'extrait de tubercules de Cyperus rotundus présentent des 

propriétés antioxydantes et apoptotiques (Kilani et al., 2005b, 2008b). Le cyanidine-3-

glucoside, le principal pigment identifié dans l'extrait de baies de Santalum album, possède un 

potentiel antioxydant et une activité de piégeage élevée (Sri Harsha et al., 2013). Cette 

combinaison de molécules agit en synergie pour augmenter l'activité antioxydante globale de 

l'extrait AT00X.  

 

5.2.2 Test d’évaluation de l’activité anti-inflammatoire  

Les inflammations de bas grade ont été largement impliquées dans les processus dégénératifs 

de la peau humaine tels que le photovieillissement et l'atopie. La réduction des réactions 

inflammatoires de bas grade par des produits topiques peut s'avérer nécessaire en cas 

d'agression cutanée afin d'obtenir une cicatrisation optimale de la plaie et de rétablir 

l'équilibre physiologique de la peau humaine. Afin d'identifier de nouveaux candidats anti-

inflammatoires, un test anti-inflammatoire in vitro a été développé avec une lignée de cellules 

murines : le test de macrophages RAW 264.7. Ce test a été utilisé pour évaluer les effets 

inhibiteurs de composés chimiques ou d’extraits naturels sur la cascade inflammatoire de bas 

grade, entraînant une surproduction de NO dans la muqueuse endothéliale des vaisseaux 

sanguins. Dans la présente étude, nous avons évalué la capacité de l’extrait à inhiber la 

cascade pro-inflammatoire menant à la production de NO dans les macrophages de souris. 
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5.2.2.1 Culture cellulaire 

Des cellules de macrophages de souris (RAW 264.7) ont été maintenues dans du DMEM avec 

de la L-glutamine stable additionnée de pénicilline 100 UI/mL, 100 µg/mL de streptomycine 

et 10% de sérum de veau inactivé, fraîchement préparées, stockées au plus 3 semaines. 

Le test anti-inflammatoire in vitro a été déterminé en mesurant la capacité des macrophages à 

générer une forte réponse inflammatoire lorsqu'ils sont stimulés par des antigènes, induisant 

une libération de NO (Garayev et al., 2017). Les cellules ont été ensemencées dans des 

plaques de culture tissulaire à 48 puits à une concentration de 1.105 cellules/mL (200 

µL/puits) pendant 24 heures à 37 °C (5% de CO2). Ensuite, le milieu de culture a été remplacé 

par 200 µL de milieu contenant les concentrations appropriées d'extrait AT00X et les cellules 

ont été incubées à 37 °C dans une atmosphère humidifiée à 5% de CO2/90% d'air pendant une 

heure. À la fin de la période d'incubation, du LPS pro-inflammatoire provenant de E. coli a 

été ajouté à des cultures cellulaires (1 µg/mL), puis les cellules ont été incubées dans les 

mêmes conditions pendant 24 heures. La libération de NO (NO release) a été évaluée 

indirectement en mesurant l'accumulation de nitrite/nitrate, les produits finis stables de 

l'oxydation du NO, dans le surnageant de culture par la réaction de Griess. 100 µL du 

surnageant ont été transférés dans les puits d'une plaque de culture tissulaire à 96 puits, et 100 

µL du réactif modifié de Griess ont été ajoutés à chaque puits. Après 15 minutes à 

température ambiante, la densité optique (DO) de chaque puits a été lue à 540 nm par un 

lecteur de fluorescence-luminescence Infinite M200 Pro (TECAN). Les résultats obtenus pour 

les puits traités avec l'extrait AT00X ont été comparés à ceux des puits témoins non traités 

(DMSO, viabilité à 100%) et convertis en pourcentages.  

 

Parallèlement à l'évaluation de la libération de NO, la viabilité cellulaire a été mesurée pour 

valider le test. Le réactif de colorant vital WST-1 a été utilisé pour mesurer la respiration des 

cellules mitochondriales. À cette fin, le milieu de culture a été décanté et 100 µL de réactif 

WST-1 (dilution au 1/10) ont été ajoutés dans chaque puits. Après une période d'incubation de 

30 minutes à 37 °C (5% de CO2), la densité optique de chaque puits a été lue à 450 nm par un 

lecteur de fluorescence-luminescence Infinite M200 Pro (TECAN). Les résultats obtenus pour 

les puits traités avec l'extrait AT00X ont été comparés à ceux des puits témoins non traités 

(DMSO, viabilité à 100%) et convertis en pourcentages. Les expériences ont été effectuées en 

double et la dexaméthasone a été utilisée comme contrôle positif aux concentrations de 1, 5, 

10, 50 et 100 µM. 
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L'inhibition de la libération de NO et l'inhibition de la viabilité cellulaire ont été exprimées en 

pourcentages par rapport aux témoins négatifs : 

P.I (%) = 100 x (DO mesure – DO témoin) / DO contrôle – DO témoin  

 

Les concentrations de l'extrait entraînant respectivement une diminution de 50% de la 

libération de NO (IC50-libération de NO) et de 50% de la viabilité cellulaire (IC50-viabilité cellulaire) ont 

été calculées par analyse de régression non linéaire à l'aide du logiciel TableCurve Version 

2.0. Le rapport anti-inflammatoire correspond au rapport entre l'activité anti-inflammatoire et 

la toxicité (Fig. 47). Il a été exprimé comme suit : 

Rapport anti-inflammatoire = IC50-viabilité cellulaire / IC50-libération de NO  

 

Tableau 9. Activité anti-inflammatoire de l'extrait AT00X. 

 Libération de NO 

IC50 (µM ou µg/mL) 

Toxicité 

IC50 (µM ou µg/mL) 

 Ratio anti-

inflammatoire 

 

AT00X  

Dexaméthasone  

0.81 

4.31 + 1.45 µM 

80.30 

163.22 + 74.96 µM 

99.13 

37.87  

 

L'activité anti-inflammatoire et la cytotoxicité de l'extrait AT00X ont été testées in vitro et 

comparées à la dexaméthasone en tant que contrôle positif. Les résultats sont résumés dans le 

(Tableau 9). L’extrait AT00X montre une libération de NO avec une valeur de IC50 < 20 µM 

sur les macrophages RAW 264.7 et une cytotoxicité avec une valeur de IC50 > 50 µM. 

 

 

 
Fig. 47. Activité anti-inflammatoire de l'extrait AT00X. 

 

0

20

40

60

80

100

120

AT00X Dexamethasone

R
a

p
p

o
rt

 a
n

ti
-i

n
fl

a
m

m
a

to
ir

e

Activité anti-inflammatoire



 
114 

 

L'extrait AT00X a montré une activité anti-inflammatoire efficace par rapport à la 

dexaméthasone, en inhibant la libération de NO à partir de macrophages murins de souris 

stimulés par le LPS et en réduisant la cytotoxicité induite par le LPS (Fig. 47). Les plantes 

constituant l'extrait AT00X sont riches en molécules ayant des propriétés anti-inflammatoires. 

L'eugénol a montré une activité anti-inflammatoire en supprimant l'expression de la 

cyclooxygénase-2 dans des cellules de macrophages de souris stimulées par le 

lipopolysaccharide (LPS) (Kim et al., 2003). L'huile d'Aquilaria agallocha a démontré une 

activité anti-inflammatoire, réduisant ainsi considérablement l'œdème induit par le 

carraghénane (Rahman et al., 2012). Les acides triterpéniques isolés à partir de la résine de 

Boswellia carteri ont démontré une activité anti-inflammatoire puissante dans le dosage de 

l'œdème de l'oreille de la souris (Banno et al., 2006). La délivrance d'extrait de résine de 

Boswellia a entraîné une inhibition dose-dépendante des cytokines TH1 couplée à une 

potentialisation dose-dépendante des cytokines TH2 indiquant qu'un mélange purifié d’acides 

boswelliques de résine végétale de Boswellia carteri présente des propriétés 

immunomodulatrices dépendantes du porteur in vitro (Chevrier et al., 2005). L'extrait de 

rhizomes de Cyperus rotundus augmentait l'expression de HO-1 en fonction de la 

concentration, ce qui est corrélé à une inhibition significative de la production de iNOS/NO 

dans des cellules RAW 264.7 activées par le LPS (Tsoyi et al., 2011). L'α-Cyperone, le 

principal composé isolé des rhizomes de Cyperus rotundus, inhibe l'expression de la COX-2 

induite par le LPS et la production de prostaglandine E2 (PGE2) par la régulation négative de 

la signalisation du NFκB dans les cellules RAW 264.7 (Jung et al., 2013). Le (9R, 10E) -9-

hydroxy-α-santalal, un sesquiterpène isolé du Santalum album, présente une cytotoxicité 

sélective de la tumeur vis-à-vis des cellules HL-60 (Matsuo and Mimaki, 2012). La 

cyclosapline, un nouvel octapeptide cyclique purifié à partir de plantules somatiques du 

Santalum album, a montré une activité cytotoxique contre la lignée cellulaire du cancer du 

sein humain (MDA-MB-231) en culture, en induisant la mort cellulaire apoptotique par 

activation de la caspase 3 (Mishra et al., 2014). La Saussurea lappa a montré des effets 

inhibiteurs sur l'induction de l'IL-8 dans les macrophages de rat activés par des 

lipopolysaccharides (Lee et al., 1995). L'extrait éthanolique du Saussurea lappa affecte 

l'inflammation aiguë et chronique induite chez les souris et les rats en inhibant l'œdème induit 

par le carraghénane et en empêchant l'accumulation de cellules inflammatoires dans la 

péritonite induite par le carraghénane (Gokhale et al., 2002). La «Dehydrocostus lactone», 

une lactone sesquiterpénique de Saussurea lappa supprime la production d'oxyde nitrique 

induite par le LPS (Jin et al., 2000) et inhibe la libération de TNF-α (Zhao et al., 2008). La 
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«cynaropicrine», lactone sesquiterpénique du Saussurea lappa inhibe la lignée cellulaire de 

macrophages murins du TNF-α et inhibe de manière dose-dépendante la prolifération des 

lymphocytes stimulés par la Concanavaline A (Con-A) (Cho et al., 2000). La Santamarin, une 

lactone sesquiterpénique isolée du Saussurea lappa, réprime les réponses inflammatoires 

induites par le LPS via l'expression de l'hème oxygenase-1 dans des cellules macrophages 

murines (Choi et al., 2012). Toutes ces propriétés s’additionnent pour démontrer l’activité 

anti-inflammatoire de l’extrait AT00X. 

 

5.2.3 Évaluation de l’activité neuroprotectrice de l’extrait AT00X 

La maladie d'Alzheimer (AD) touche principalement les personnes de plus de 65 ans souffrant 

de différents symptômes cliniques tels que le déclin progressif de la mémoire, de la pensée, du 

langage et de la capacité d'apprentissage. Le rôle toxique du peptide β-amyloïde (Aβ) est 

maintenant passé des fibrilles Aβ insolubles à des plus petits agrégats d’oligomères Aβ 

solubles (AβO). 

Les peptides Aβ sont produits sous forme de monomères solubles et subissent une 

oligomérisation et une formation de fibrilles amyloïdes via un processus de polymérisation 

dépendant de la nucléation. Au cours de la formation de fibrilles Aβ in vitro, divers agrégats 

intermédiaires non fibrillaires sont formés; collectivement appelés «oligomères solubles et 

protofibrilles», ils se sont avérés précéder l'apparition des fibrilles (Jan et al., 2010). Des 

preuves croissantes provenant de diverses sources indiquent que les prototypes de 

AβO/protofibrilles sont considérés comme des espèces toxiques dans la pathogenèse de la 

MA (Sakono and Zako, 2010). En utilisant la concentration et le temps d'exposition à l'AβO, 

il est possible de reproduire leur effet précoce (stress oxydant) et leur développement 

d'altération structurelle à long terme (mort des neurones). 

Toute substance réduisant la neurotoxicité de l'Aβ peut être utile en tant que nouvel agent 

thérapeutique pour le traitement ou la prévention de la MA. 

L'acétylcholinestérase est impliquée dans la terminaison de la transmission impulsionnelle par 

hydrolyse rapide du neurotransmetteur acétylcholine dans de nombreuses voies 

cholinergiques des systèmes nerveux central et périphérique. La MA est associée à une perte 

de neurones cholinergiques dans le cerveau et à une diminution du taux d'acétylcholine. La 

principale cible thérapeutique dans les stratégies de traitement de la maladie d'Alzheimer est 

l'inhibition de l'AChE du cerveau. Il n’existe pas de traitement curatif contre la MA et les 
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inhibiteurs réversibles de l’AChE, utilisés en thérapie, traitent les symptômes liés à la 

mémoire, à la pensée, au langage, au jugement et à d’autres processus de la pensée. Par 

conséquent, ils stimulent la neurotransmission cholinergique dans les régions du cerveau 

antérieur et compensent la perte de cellules cérébrales en fonctionnement (Spilovska et al., 

2013). 

AROMA THERAPEUTICS développe un extrait de plante qui pourrait protéger contre la 

neurotoxicité de l’Aβ. Le but de cette étude est d'évaluer les effets de l’extrait AT00X (à 7 

concentrations) dans les neurones corticaux primaires de rat intoxiqués avec Aβ à (20 μM 

pendant 24h), un modèle in vitro de la MA bien validé (Callizot et al., 2013). La survie 

neuronale ainsi que la protection du réseau de neurites ont été étudiées. De plus, l'effet du 

composé sur la génération de ROS a été évalué. Parallèlement, l'effet de l’extrait AT00X sur 

l'acétylcholine estérase (AChE) a été mesuré. Dans cet essai, le BDNF a été utilisé comme 

molécule de référence. 

5.2.3.1 Culture primaire de neurones corticaux 

Les neurones corticaux de rat sont cultivés comme décrit par (Callizot et al., 2013). En bref, 

les fœtus sont prélevés et immédiatement placés dans un milieu Leibovitz L-15 glacé 

contenant une solution à 2% de pénicilline (10 000 U/mL) et de streptomycine (10 mg/mL) et 

1% d’albumine de sérum bovin (BSA). Le cortex sera traité pendant 20 min à 37 °C avec une 

solution de trypsine-EDTA à une concentration finale de 0,05% de trypsine et de 0,02% 

d'EDTA. La dissociation sera arrêtée par addition de DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium) avec 4,5 g/litre de glucose, contenant de la DNAse I degré II (concentration finale 

0,5 mg/mL) et 10% de sérum de veau fœtal (SVF). Les cellules sont dissociées 

mécaniquement par trois passages forcés à travers le bout d'une pipette de 10 mL. Les cellules 

sont ensuite centrifugées à 515 x g pendant 10 min à 4 °C. Le surnageant est jeté et le culot 

sera remis en suspension dans un milieu de culture défini consistant en un milieu Neurobasal 

avec une solution à 2% de supplément B27, 2 mmol/litre de L-glutamine, une solution à 2% 

de pénicilline et 10 ng/mL de BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor). Les cellules 

viables sont comptées dans un cytomètre Neubauer, en utilisant le test d'exclusion au bleu 

trypan. Les cellules sont ensemencées à une densité de 20 000 par puits dans des plaques à 96 

puits préalablement revêtues de poly-L-lysine et sont cultivées à 37 °C dans un incubateur à 

air (95%)/CO2 (5%). Le support est changé tous les 2 jours. Les neurones corticaux sont 

intoxiqués par les solutions de Aβ après 11 jours de culture. 
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5.2.3.2 Composé d'essai et exposition humaine à l'Aβ1-42 

La préparation de Aβ1-42 est effectuée en suivant la procédure décrite par (Callizot et al., 

2013). En bref, le peptide Aβ1-42 est dissous dans le milieu de culture défini susmentionné, 

dépourvu de sérum, à une concentration initiale de 40 µmol/L. Cette solution est agitée 

doucement pendant 3 jours à 37 °C dans le noir et immédiatement utilisée après avoir été 

correctement diluée dans le milieu de culture aux concentrations utilisées (20 µM, 

correspondant à 2 µM d’oligomères Aβ). 

L’extrait AT00X est dissous dans du DMSO pur et dilué avec du milieu de culture pour 

obtenir la concentration finale requise dans le puits de culture.  

La concentration finale de DMSO est de 0,3%. 

AT00X et BDNF (50 ng/mL) sont dissous dans le milieu de culture et ensuite pré-incubés 

avec les neurones corticaux primaires pendant 1 heure avant l'application de Aβ1-42. La 

préparation d'Aβ1-42 est ajoutée à une concentration finale de 20 µM (2 µM d'AβO) diluée 

dans du milieu témoin en présence de l’extrait de plante AT00X ou de BDNF (utilisé comme 

standard). 

 

5.2.3.3 Organisation de plaques de culture 

L’extrait de plante AT00X est testé sur une culture dans une plaque à 96 puits (6 puits par 

condition). L’extrait AT00X est pré-incubé pendant 1 heure avant l'application de l'Aβ. Les 

conditions évaluées sont présentées dans le Tableau 10.  

 

 

Tableau 10. Différentes concentrations de l'extrait AT00X testées in vitro. 

Plaque 1 (MAP-2 / ROS)  

Contrôle (véhicule)  

+ Aβ (20 μM 24H) / véhicule  

+ Aβ (20 μM 24H) / AT00X 500 ng/mL  

+ Aβ (20 μM 24H) / AT00X 1 μg/mL  

+ Aβ (20 μM 24H) / AT00X 5 μg/mL  

+ Aβ (20 μM 24H) / AT00X 10 μg/mL  

+ Aβ (20 μM 24H) / AT00X 30 μg/mL  

+ Aβ (20 μM 24H) / AT00X 60 µg/mL  

+ Aβ (20 μM 24H) / AT00X 90 µg/mL  

+ Aβ (20 μM 24H) / BDNF (50 ng/mL)  

 

 



 
118 

 

5.2.3.4 Coloration sur cellules vivantes pour évaluation des ROS 

24 heures après l'intoxication, les cellules vivantes sont incubées avec le réactif cellROX vert 

pendant 30 min à 37 °C, puis fixées avec une solution froide d'éthanol (95%) et d'acide 

acétique (5%) pendant 5 min à -20 °C. 

 

5.2.3.5 Coloration des neurones et des neurites 

Après perméabilisation avec 0,1% de saponine, les cellules sont incubées pendant 2 heures 

avec un anticorps monoclonal anti-protéine 2 associée à des microtubules (MAP-2) à une 

dilution de 1/400 dans du PBS contenant 1% de sérum de veau fœtal et 0,1% de saponine. 

(Cet anticorps colore spécifiquement les corps cellulaires et les neurites, permettant ainsi 

l'étude de la survie cellulaire neuronale et du réseau de neurites). 

Cet anticorps est révélé avec l’anticorps secondaire de chèvre IgG Alexa Fluor 568 à la 

dilution au 1/400 dans du PBS contenant 1% de SVF, 0,1% de saponine, pendant 1 heure à la 

température ambiante. Les noyaux des neurones ont été marqués par un marqueur fluorescent 

(solution de Hoechst). 

Pour chaque condition, 30 images (représentant la zone de tous les puits) par puits sont 

automatiquement prises en utilisant ImageXpress (Molecular Devices) avec un grossissement 

de 20x. Toutes les images sont prises dans les mêmes conditions. 

Les paramètres suivants sont évalués à l'aide de « Custom Module Editor » (Molecular 

Devices) : 

- Analyse de la survie des neurones (coloration MAP-2), 

- Analyse du réseau de neurites (coloration MAP-2) 

- Analyse des ROS (coloration au réactif cellROX green) 

 
 

5.2.3.6 Activité de l'acétylcholinestérase (AChE) 

L’activité de l’AChE est mesurée à l’aide du kit d’essai AChE. L’extrait AT00X est dissous 

dans le milieu de culture à 1 mg/mL. 50 µL d'AT00X à 1 mg/mL et 50 µL du mélange 

réactionnel sont mélangés et incubés à température ambiante entre 10 et 30 min. La densité 

optique (DO) est évaluée par spectrophotomètre à une longueur d'onde de 410 nm par un 

appareil Glomax (Promega). 
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5.2.3.7 Analyses statistiques 

Les données sont exprimées en pourcentage des conditions de contrôle (pas d’intoxication 

Aβ, pas de composé = 100%). Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne +/- SEM. 

L'analyse statistique et les graphiques sont réalisés par one-way ANOVA, suivie du test de 

Dunnett, si autorisé, à l’aide du logiciel GraphPad Prism version 5.0, p < 0,05 est considéré 

comme significatif. 

 

5.2.3.8 Résultats du test in vitro 

➢ Effet de l'extrait AT00X sur la survie des neurones corticaux chez le rat et sur le 

réseau de neurites en présence du peptide Aβ1-42 après 24 heures d'application 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 
 
 
Le peptide neurotoxique Aβ1-42 induit une mort neuronale importante (de 30%) et une perte du 

réseau de neurites (~ 40%). L’extrait AT00X ajouté 1h avant l'application du peptide, a 

montré un effet significatif sur la survie des neurones à 5 μg/mL (93% des neurones étaient 

protégés contre les dommages amyloïdes). De plus, un effet protecteur a été observé sur le 

réseau de neurites. À 10 μg/mL, la neuroprotection du réseau était significative (Fig. 48). Le 
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Fig. 48. Effet d’AT00X sur la survie des neurones et le réseau de neurites des neurones corticaux primaires de rat 

intoxiqués par le peptide Aβ1-42 (24h, 20 µM correspondant à 2 µM de AβO). Les données exprimées en 

pourcentage de contrôle montrent la moyenne ± SEM (100% = pas de Aβ, pas de composé). ANOVA à un facteur 

suivie du test de Dunnett, n = 4-6. * p < 0,05 était considéré comme significatif.  
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BDNF utilisé comme standard a montré un effet protecteur significatif et important (survie 

des neurones et réseau de neurites). 

➢ Effet de l’extrait AT00X sur la production de ROS dans les neurones corticaux de rat 

en présence du peptide Aβ1-42 après 24 heures d'application 

 
Fig. 49. Effet d’AT00X sur la production de ROS dans les neurones corticaux primaires de rat (MAP-2 positif) 

intoxiqués par le peptide Aβ1-42 (24h, 20 µM correspondant à 2 µM de AβO). Les données exprimées en 

pourcentage de contrôle montrent la moyenne ± SEM (100% = pas de Aβ, pas de composé). ANOVA à un 

facteur suivie du test de Dunnett, n = 4-6. * p < 0,05 était considéré comme significatif. 

 
Le peptide neurotoxique Aβ1-42 a induit une augmentation importante et significative de ROS 

dans le cytoplasme des neurones, comme décrit précédemment (Callizot et al., 2013). AT00X 

ajouté 1h avant l'application du peptide, est capable de réduire la génération de ROS dans les 

neurones (~25% de réduction), l'effet est significatif pour 5, 30 et 60 μg/mL (Fig. 49). Le 

BDNF utilisé comme standard a montré une réduction importante et significative de la 

production de ROS (cf annexe 4). 
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➢ Effet de l’extrait AT00X sur l'activité de l’Acétylcholinestérase 
 

 
Fig. 50. Effet d’AT00X sur l'activité de l’Acétylcholinestérase. Les données exprimées en pourcentage de 

contrôle montrent la moyenne ± SEM (100% = pas de composé). Test T Fisher, * p <0,05. 

 
L’extrait AT00X (30 μg/mL) co-incubé avec l’Acétylcholinestérase n'a pas modifié l'activité 

de l'enzyme (Fig. 50). 
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5.2.3.9 Coloration des neurones et des neurites 

  

   
Contrôle Aβ (20 µM, MAP-2) Aβ (20 µM) + AT00X (500 

ng/mL, MAP-2) 

   
Aβ (20 µM) + AT00X (1 

µg/mL, MAP-2) 

Aβ (20 µM) + AT00X (5 

µg/mL, MAP-2) 

Aβ (20 µM) + AT00X (10 

µg/mL, MAP-2) 

   
Aβ (20 µM) + AT00X (30 

µg/mL, MAP-2)  

Aβ (20 µM) + AT00X (60 

µg/mL, MAP-2) 

Aβ (20 µM) + AT00X (90 

µg/mL, MAP-2) 

 
Aβ (20 µM) + BDNF (50 

ng/mL, MAP-2) 

Fig. 51. Coloration des neurones et du réseau des neurites après traitement par l’extrait AT00X. 

La coloration des neurones montre la mort des cellules après intoxication par le peptide Aβ 

(20 µM). Le traitement de l’extrait AT00X protège les neurones et améliore leur survie ainsi 

que la reconstitution de réseau des neurites (Fig. 51). 
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L’extrait AT00X ajouté 1h avant l'application du peptide Aβ1-42 agit en tant que traitement 

préventif. A ce stade, et sans étude mécanistique, il est difficile de connaitre le mode d'action 

de cette prévention et à quel niveau l'extrait agit. Des hypothèses sont émises pour 

comprendre le mode d’action :  

- L’extrait agit en interférant avec les voies neurotoxiques du peptide (sur la libération 

de glutamate, l’activation de la GSK3b, et le stress mitochondrial). 

- L’extrait agit en activant des voies de signalisation « pro-survival » donc il n’empêche 

pas le peptide Aβ1-42 d’agir mais prévient la mort neuronale en activant des voies de 

survie du neurone. 

- L’extrait agit en faisant libérer des facteurs pro-survie par les cellules gliales (pour 

rappel dans le modèle cellulaire nous avons 20 % d’astrocytes dans la culture). 

 
Il a été démontré dans une étude sur le même modèle (Combes et al., 2015) que de faibles 

concentrations de Aβ (à un niveau non toxique) induisaient une production importante de 

glutamate. Ces résultats suggèrent que le glutamate est impliqué dans le processus de 

dégénérescence induite par l'Aβ, et que l'Aβ pourrait être un élément important déclenchant 

un événement d'excitotoxicité.  

Ces résultats sont compatibles avec la notion que l'accumulation cérébrale d'Aβ constitue 

l'influence primaire dans la maladie d’Alzheimer. Cette accumulation anormale déclenche les 

processus physiopathologiques suivants : la formation d'enchevêtrements neurofibrillaires, 

l'oxydation et la peroxydation lipidique, l'excitotoxicité glutamatergique, l'inflammation et 

l'activation de la cascade de mort cellulaire apoptotique qui sont considérés comme des 

conséquences secondaires de la génération et du dépôt de l'Aβ (Querfurth and LaFerla, 2010). 

Nos résultats suggèrent, conjointement avec les résultats précédents, que le ciblage de l'Aβ 

pourrait être une voie prometteuse dans la conception de nouveaux traitements de la maladie 

d’Alzheimer. 

De nombreuses études ont rapporté l’effet neuroprotecteur de certaines plantes constituants 

l’extraits AT00X. Le traitement par l’extrait éthanolique de tubercules de Cyperus rotundus a 

montré un potentiel thérapeutique réparateur des troubles neurodégénératifs de la mémoire et 

du comportement produits par la lésion du noyau basal de Meynert (NBM) chez le rat (Rabiei 

et al., 2013).  

Le prétraitement des neurones avec l'extrait de Cyperus rotundus améliore les dommages de 

la membrane mitochondriale et plasmatique induits par la 3-morpholinosydnonimine (SIN-1), 
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restaure la morphologie cellulaire et améliore le statut antioxydant en régulant les 

biomarqueurs du stress oxydatif (Hemanth Kumar et al., 2013). Les flavonoïdes extraits du 

Cyperus rotundus ont démontré un effet neuroprotecteur contre la neurodégénérescence 

induite chez le modèle de rat en réduisant le stress oxydatif, l'excitotoxicité, les altérations 

neurologiques et comportementales (Sunil et al., 2011). Un traitement préalable avec un 

l’extrait alcoolique de racines de Saussurea lappa a réduit le taux de mortalité, ce qui indique 

une propriété anticonvulsive contre les convulsions induites par le pentylénétrazole et la 

picrotoxine chez les souris (Ambavade et al., 2009). 

 

5.3 Conclusion sur les activités biologiques de l’extrait AT00X 

Les résultats des tests d’évaluation des activités biologiques de l’extrait AT00X, montrent une 

grande capacité à retarder, voire à arrêter une chaîne de réactions oxydatives selon le test 

ORAC et un fort pouvoir antiradicalaire selon le test DPPH dans le but de prévenir la 

formation de dommages oxydatifs et de stabiliser les radicaux libres. Plusieurs tests doivent 

être réalisés afin de refléter la capacité antiradicalaire et antioxydante totale d’un échantillon. 

Dans ce but, nous avons eu recours au test KRL, technique biologique qui permet d'évaluer la 

capacité d'un produit à améliorer les défenses cellulaires préventivement à une agression 

radicalaire. L’extrait AT00X présente une forte activité antiradicalaire selon le test KRL. 

L’extrait AT00X présente un fort pouvoir anti-inflammatoire supérieur à celui de la 

dexaméthasone (contrôle positif), en inhibant la libération de NO à partir de macrophages 

murins stimulés par les LPS et en réduisant la cytotoxicité induite par le LPS. 

Également, l’extrait AT00X, atténue les déficits induits par le peptide neurotoxique Aβ1-42 in 

vitro améliorant ainsi la survie neuronale, le réseau des neurites et réduisant la production de 

ROS dans les neurones.  

 

 

  
Conclusion   

- Extrait AT00X : première version alimentaire  

- Activités biologiques évaluées :  

o Activité antioxydante : DPPH = 3498 µg/mL, ORAC = 224010 μmol TE/100g, 

KRL = 54,21%, ABTS = 2819,2 µg/mL  

o Activité anti-inflammatoire : 99,13  

o Activité neuroprotectrice in vitro : dose efficace 5 µg/mL 
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6 PARTIE 3. OPTIMISATION DE L’EXTRAIT AT00X 
 

 
Dans cette partie, nous allons optimiser les quantités des plantes qui constituent l’extrait équi-

massique AT00X en se basant sur l’activité antioxydante selon le test DPPH. Le nouvel 

extrait obtenu désigné par AT33X va subir les mêmes tests d’évaluation des activités 

biologiques mentionnés dans le chapitre précédant : antioxydation, anti-inflammation et 

neuroprotection in vitro. L’analyse chimique de l’extrait AT33X est évaluée également. 

6.1 Introduction des plans d’expériences 

Les plans d’expériences sont la science de l’organisation optimale des essais qui 

accompagnent une recherche scientifique ou des études industrielles et de la modélisation des 

résultats expérimentaux. Cette organisation permet d’obtenir le maximum de renseignements 

avec le minimum d’expériences, et la meilleure précision possible sur la modalisation des 

résultats. Cette méthode des plans d’expériences est basée sur des règles mathématiques 

strictes et elle s’applique à de nombreuses disciplines à partir du moment où l’on recherche le 

lien qui existe entre une grandeur d’intérêt, y, et des variables Xi (Goupy, 1999). 

L’expérimentateur qui lance une étude s'intéresse à une grandeur qu'il mesure à chaque essai. 

Cette grandeur s'appelle la réponse, c'est la grandeur d'intérêt. La valeur de la réponse dépend 

de plusieurs variables ou facteurs. Le premier facteur peut être représenté par un axe gradué et 

orienté (Fig. 52). La valeur donnée à un facteur pour réaliser un essai est appelée niveau. 

Lorsqu'on étudie l'influence d'un facteur, en général, on limite ses variations entre deux 

bornes. La borne inférieure est le niveau bas. La borne supérieure est le niveau haut. 

L'ensemble de toutes les valeurs que peut prendre le facteur entre le niveau bas et le niveau 

haut, s'appelle le domaine de variation du facteur. Généralement, le niveau bas est noté par –1 

et le niveau haut par +1 (Goupy, 2001). 

 

Fig. 52. Représentation des niveaux bas et haut d’un facteur ainsi que son domaine de variation. 
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S'il y a un second facteur, il est représenté, lui aussi, par un axe gradué et orienté, et par son 

domaine de variation. Ce second axe est disposé orthogonalement au premier. On obtient ainsi 

un repère cartésien qui définit un espace euclidien à deux dimensions. Cet espace est appelé 

l'espace expérimental (Fig. 53).  

 

 
Fig. 53. Chaque facteur est représenté par un axe gradué et orienté. Les axes des facteurs sont orthogonaux entre 

eux. L'espace ainsi défini est l'espace expérimental. 

  

Le niveau x1 du facteur 1 et le niveau x2 du facteur 2 peuvent être considérés comme les 

coordonnées d'un point de l'espace expérimental (Fig. 54). Une expérience donnée est alors 

représentée par un point dans ce système d'axes. Un plan d'expériences est représenté par un 

ensemble de points expérimentaux. 

 
Fig. 54. Dans l'espace expérimental, les niveaux des facteurs définissent des points expérimentaux. 

  

 

Le domaine d'étude est le regroupement des domaines des facteurs définit. Ce domaine 

d'étude est la zone de l'espace expérimental choisie par l'expérimentateur pour faire ses essais. 

Une étude, composée de plusieurs expériences bien définies, est représentée par des points 
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répartis dans le domaine d'étude (Fig. 55). La construction d’un plan d’expériences consiste à 

extraire du domaine expérimental, un nombre suffisant N de combinaisons particulières afin 

d’estimer, avec une incertitude à la fois minimale mais aussi homogène, les coefficients 

inconnus du modèle (additif ou polynomial) tout en respectant au mieux les contraintes 

techniques et économiques de l’étude.  

  

 

 
Fig. 55. Les points expérimentaux sont disposés dans le domaine d'étude défini par l'expérimentateur. 

 

La méthode des plans d’expériences nécessite deux types d’études :  

- L’étude de criblage ou screening : permet de déterminer, parmi les facteurs recensés 

par l’expérimentateur, ceux qui ont une influence statistiquement non négligeable sur 

les variations de la réponse. En plus des facteurs influents il est également possible 

d’identifier les interactions de facteurs qui auront une influence significative sur la 

réponse.  

- L’étude de la méthodologie de surface de réponse : c’est une étude quantitative, dans 

le but étant de déterminer comment la réponse varie. Les variations de la réponse sont 

calculées en fonction des facteurs et interactions précédemment jugés influents.  

 

6.2 Méthodologie des surfaces de réponse  
 

La méthodologie des surfaces de réponse (MSR), est un ensemble de techniques 

mathématiques et statistiques ayant pour objectif d’analyser, à l’aide d’un modèle empirique, 

les relations entre plusieurs variables explicatives et une ou plusieurs variables de réponse 
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(Box and Wilson, 1951). L’idée principale de la MSR est d’utiliser une séquence 

d’expériences conçues pour obtenir une réponse optimale. Plus concrètement, ses objectifs 

sont les suivants :  

- Générer des connaissances dans le domaine expérimental d’intérêt. 

- Estimer de manière fiable la variabilité expérimentale. 

- Garantir l'adéquation entre le modèle proposé et les données expérimentales. 

- Prédire la réponse observée, en des points du domaine expérimental où aucune 

expérience n'a été réalisée. 

- Proposer des stratégies séquentielles pour mener à bien l’expérimentation. 

- Maintenir une efficacité élevée en matière de coût économique, de temps et de toute 

autre limitation pratique. 

- Faciliter l'identification des données aberrantes. 

- Rendre la prise de décision possible dans des conditions d'incertitude, en réduisant 

l'ambiguïté. 

 
La conception expérimentale vise à décrire ou à expliquer la variation d'informations sous des 

conditions supposées reflétant ces variations. Le terme est généralement associé à des 

expériences dans lesquelles le plan introduit des conditions qui affectent directement la 

variation. 

Dans sa forme la plus simple, une expérience vise à prédire le résultat en introduisant un 

changement des conditions préalables, qui est représenté par une ou plusieurs variables 

indépendantes, également appelées "variables d'entrée". La modification d'une ou de plusieurs 

variables indépendantes est généralement supposée entraîner une modification d'une ou 

plusieurs variables dépendantes, également appelées "variables de sortie". Le plan 

expérimental peut également identifier des variables de contrôle qui doivent être maintenues 

constantes pour empêcher des facteurs externes d’affecter les résultats. La conception 

expérimentale implique non seulement la sélection de variables indépendantes, dépendantes et 

de contrôle appropriées, mais aussi la planification de la réalisation de l’expérience dans des 

conditions statistiquement optimales, en fonction des contraintes de ressources. Les 

principales préoccupations dans la conception expérimentale incluent l’établissement de la 

validité, de la fiabilité et de la reproductibilité. Ces préoccupations peuvent être partiellement 

résolues en choisissant avec soin la variable indépendante, en réduisant le risque d'erreur de 

mesure et en veillant à ce que la documentation de la méthode soit suffisamment détaillée 

(Myers et al., 2004). 



 
129 

 

6.3 Optimisation de l’extrait AT00X 
 
Dans cette étude, nous cherchons à connaître le comportement d’une réponse mesurée 

(variable dépendante) dans un domaine expérimental bien défini, que l’on observe lorsque 

l’on fait varier le facteur étudié (variable naturelle). Le facteur représenté par X, est la quantité 

en gramme des plantes constituant l’extrait, et la réponse est le résultat DPPH représenté par 

l’EC50 (µg/mL).  

La variation des quantités des plantes constituant l’extrait AT00X, est basée sur leur pouvoir 

antioxydant selon le test DPPH. L’idée est de sélectionner les plantes ayant le potentiel 

antioxydant le plus fort et de faire varier leurs quantités pour améliorer le pouvoir antioxydant 

global de l’extrait ainsi que l’activité neuroprotectrice. Le résultat du test DPPH des 9 plantes 

de l’extrait AT00X est classé dans le tableau suivant :  

 

Tableau 11. Pouvoir antioxydant de l'extrait AT00X et de ses composantes végétales selon le test DPPH. 

 

Selon les résultats du test DPPH (Tableau 11), nous avons retenu 5 plantes (facteurs) qui 

présentent un fort potentiel antioxydant : Eugenia caryophyllata, Santalum album, Cyperus 

rotundus, Styrax benzoin et Aquilaria agallocha. Les niveaux hauts et bas de chaque facteur 

sont définis comme suit :  

La quantité de ces 5 plantes doit varier selon les limites suivantes :  

X1 :   1 g ≤ Eugenia caryophyllata ≤ 5 g 

X2 :   1 g ≤ Santalum album ≤ 2 g 

X3 :   1 g ≤ Cyperus rotundus ≤ 3 g 

X4 :   1 g ≤ Styrax benzoin ≤ 4 g 

X5 :   1 g ≤ Aquilaria agallocha ≤ 3 g 

Extrait AT00X DPPH 

EC50 (µg/mL) 

AT00X 3498 

Eugenia caryophyllata 147,2 

Styrax benzoin 537,6 

Cyperus rotundus 1240,4 

Santalum album 1774,9 

Aquilaria agallocha 4432,3 

Boswellia carteri > 10000 

Liquidambar orientalis > 10000 

Saussurea lappa > 10000  

Cinnamomum camphora 894 
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Nous avons fixé la quantité des 4 autres plantes à 1 g chacune. Le Cinnamomum camphora 

(Camphre), malgré son fort pouvoir antioxydant, ne doit pas dépasser 1 g dans la formulation 

à cause de sa toxicité neurologique (à partir de 50 mg/kg) (European Food Safety Authority 

(EFSA), 2008). 

Les quantités des 5 plantes retenues sont modifiées selon le modèle polynomial du deuxième 

degré suivant :  

η = DPPH = β0 + β1X1 + β2X2 + β3X3 + β4X4 + β5X5 + β11𝑋1
2 + β22𝑋2

2 + β33𝑋3
2 + β44𝑋4

2 + β55𝑋5
2

 

+ β12X1X2 + β13X1X3 + β14X1X4 + β15X1X5 + β23X2X3 + β24X2X4 + β25X2X5 + β34X3X4 + β35X3X5 + 

β45X4X5 

 

Pour estimer les coefficients du modèle qui relie la variation du DPPH à la variation des 

quantités des plantes, nous avons réalisé un plan composite à faces centrées de 27 

expériences. Comme nous désirons explorer le plus grand domaine d’étude possible, nous 

avons pris, pour chaque facteur, les bornes les plus élevées compatibles avec les contraintes 

de notre étude. Nous avons prévu également deux points centraux. Les résultats des 

expériences sont rassemblés dans le Tableau 12. 

 

Tableau 12. Matrice composite du modèle.  

N°Exp Eugenia caryophyllata 

X1 

Santalum album 

X2 

Cyperus rotundus 

X3 

Styrax benzoin 

X4 

Aquilaria agallocha 

X5 

DPPH EC50 

(µg/mL) 

1 1.0 1.0 1.0 1.0 3.0 5430 

2 5.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1688 

3 1.0 2.0 1.0 1.0 1.0 4689 

4 5.0 2.0 1.0 1.0 3.0 1419 

5 1.0 1.0 3.0 1.0 1.0 3624 

6 5.0 1.0 3.0 1.0 3.0 1490 

7 1.0 2.0 3.0 1.0 3.0 5091 

8 5.0 2.0 3.0 1.0 1.0 1928 

9 1.0 1.0 1.0 4.0 1.0 5170 

10 5.0 1.0 1.0 4.0 3.0 1999 

11 1.0 2.0 1.0 4.0 3.0 3597 

12 5.0 2.0 1.0 4.0 1.0 1551 

13 1.0 1.0 3.0 4.0 3.0 4850 

14 5.0 1.0 3.0 4.0 1.0 3516 

15 1.0 2.0 3.0 4.0 1.0 3402 

16 5.0 2.0 3.0 4.0 3.0 2846 

17 1.0 1.5 2.0 2.5 2.0 6581 

18 5.0 1.5 2.0 2.5 2.0 3699 

19 3.0 1.0 2.0 2.5 2.0 2731 

20 3.0 2.0 2.0 2.5 2.0 4338 

21 3.0 1.5 1.0 2.5 2.0 4635 

22 3.0 1.5 3.0 2.5 2.0 4953 

23 3.0 1.5 2.0 1.0 2.0 4797 
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24 3.0 1.5 2.0 4.0 2.0 3573 

25 3.0 1.5 2.0 2.5 1.0 4227 

26 3.0 1.5 2.0 2.5 3.0 5525 

27 3.0 1.5 2.0 2.5 2.0 7621 

28 3.0 1.5 2.0 2.5 2.0 4112 

29 3.0 1.5 2.0 2.5 2.0 4771 

 

L’expérience 27 a été supprimée parce qu’elle présente un résultat aberrant (7621 µg/mL 

différents du résultat des expériences 28 et 29). En se basant sur cette matrice, le modèle a été 

calculé :  

DPPH = 4724.64 - 1238.77X1 - 90.94X2 + 84.55X3 + 19.33X4 + 136.22X5 + 344.56𝑋1
2  - 

1260.93𝑋2
2  - 1.43𝑋3

2  - 610.43𝑋4
2  + 80.56𝑋5

2
 + 84.12X1X2 + 315.12X1X3 + 325.12X1X4 + -

188.25X1X5 + 176.12X2X3 - 314.62X2X4 + 100.75X2X5 + 211.87X3X4 + 153.75X3X5 - 

115.50X4X5 

 

6.3.1 Analyse graphique du modèle  

Dans le contexte des plans d’expériences pour l’étude de la variation de la réponse en fonction 

des variables, et pour restituer de manière interprétable l’équation du modèle empirique, des 

plans de coupe sont réalisés en faisant varier à chaque fois 2 variables et en fixant les 3 autres 

au centre du domaine. Deux formes ont été employées : les surfaces de réponse et les courbes 

isoréponses. Seuls les plans les plus informatifs sont présentés ci-dessous.  

 

6.3.2 Surfaces de réponses  

Les surface de réponses, matérialisent la surface de régression à partir d’un graphique dans un 

espace à trois dimensions. Le plan horizontal de la figure représente le domaine de variation 

de 2 facteurs ; l’axe vertical représente la variation de la réponse à partir du modèle. 

 

6.3.3 Courbes isoréponses  

Les courbes isoréponses constituent une projection de la surface de réponse tridimensionnelle, 

sur un plan horizontal à deux dimensions. Elles s’interprètent comme les courbes de niveaux, 

dessinées sur une carte topographique. Tout comme pour les surfaces de réponses, cette 

représentation ne fait intervenir que 2 facteurs à la fois, les autres devant être fixés à un 

niveau constant. La connaissance des courbes isoréponses permet de déterminer les conditions 

optimales dans le domaine expérimental. 
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Tableau 13. Variation de la réponse DPPH dans le plan en fonction de : A) Eugenia et Santalum, B) Eugenia et 

Aquilaria, C) Eugenia et Cyperus, D) Eugenia et Styrax.  

Variables Courbes isoréponses Surfaces de réponses 

A) 

Eugenia 

et 

Santalum 

  
B) 

Eugenia 

et 

Aquilaria 

  
C) 

Eugenia 

et 

Cyperus 
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D) 

Eugenia 

et Styrax 

  

 

 
 

Le Tableau 13, représente les surfaces de réponses associées au modèle de DPPH. Nous avons 

choisi de présenter la variation du DPPH en fonction de l’Eugenia caryophyllata, le Santalum 

album et l’Aquilaria agallocha. Les autres facteurs étant fixés à des valeurs respectant le 

domaine expérimental. Les valeurs de la surface, sont représentées par diverses couleurs 

et courbes structurées. Les axes x et y représentent la variation des 2 facteurs Eugenia (X1) et 

Santalum (X2) respectivement (Tableau 13.A). L’axe z, représente la variation de la valeur du 

DPPH en fonction des 2 facteurs étudiés. Les courbes bleues d’isoréponses relient tous les 

mélanges possibles pour lesquelles la valeur du DPPH est la même. Les surface de réponse 

permettent de mieux visualiser la variation de la réponse dans un plan tridimensionnelle, selon 

une échelle colorimétrique.  

Selon les plans de coupes, le comportement global de la réponse (DPPH EC50 exprimé en 

µg/mL), varie en fonction de la quantité d’Eugenia caryophyllata. En effet, l’augmentation de 

la quantité d’Eugenia caryophyllata entraine une diminution de la EC50 et donc l’amélioration 

du pouvoir antioxydant détectable par le changement de couleur de l’orange vers le bleu 

(Tableau 13.A). Pour une quantité maximale d’Eugenia (5 g), le Santalum, l’Aquilaria, le 

Cyperus et le Styrax jouent un rôle dans le maintien d’un fort pouvoir antioxydant à une faible 

quantité (1g) (Tableau 13.C, D). L’augmentation des autres variables n’a quasiment aucun 

effet sur la diminution de la réponse.  

 

 

 

http://www.statsoft.fr/concepts-statistiques/glossaire/3d/3dgraphs.html#courbes-courbes
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6.4 Fonctions de désirabilité 

Il s’agit ici, de trouver une méthode de recherche du meilleur réglage des facteurs, permettant 

d’atteindre un compromis entre plusieurs réponses. Il convient dans le cas d’une optimisation, 

de procéder à une transformation des réponses afin de les rendre comparables. On utilise ici 

les fonctions de désirabilité qui facilitent, grâce à des représentations graphiques simples, 

l’interprétation de ces transformations mathématiques (Derringer and Suich, 1980). La 

désirabilité traduit le degré de satisfaction des expérimentateurs, en fonction du niveau de la 

réponse modélisée après lui avoir donné une valeur cible à atteindre. 

Dans le but de définir la formule optimale, une étude de désirabilité a été menée, qui consiste 

à rechercher le niveau des facteurs qui permet d’atteindre le maximum de la fonction de 

désirabilité globale. Cette recherche se fait de manière itérative dans les logiciels en fonction 

de l’intervalle de la réponse souhaitée. Dans notre cas, la valeur cible choisie est une EC50 

inférieure à 1500 µg/mL (Fig. 56). 

 
Fig. 56. Graphe des fonctions de désirabilité. 

 

 

En fonction de cette étude de désirabilité, la formule optimale trouvée est présentée dans le 

tableau suivant :  
 

Tableau 14. Coordonnées et Caractéristiques du maximum/optimum selon l’étude de désirabilité. 

Variable Valeur Facteur Valeur 

X1 1 Eugenia 5.0 

X2 1 Santalum 2.0 

X3 -1 Cyperus 1.0 

X4 -1 Styrax 1.0 

X5 1 Aquilaria 3.0 

Réponse     Nom Valeur di% 

Y1     DPPH EC50 1648.08 70.38 
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Le résultat de recherche de l’optimum selon l’étude de désirabilité menée par le logiciel, 

conduit à une valeur de la réponse de 1648,08 µg/mL avec un pourcentage de désirabilité de 

70,38 % (Tableau 14). Nous avons testé expérimentalement cette formule optimale, on obtient 

une valeur de DPPH de 1419 µg/mL. Compte tenu de l’erreur expérimentale, calculée à partir 

des points répétés dans le plan d’expériences (expériences 28 et 29), on valide le modèle 

mathématique qui permet de relier la valeur du DPPH à la variation des 5 variables (quantité 

des plantes).  

L’optimisation graphique du résultat de cette désirabilité, est représentée par des surfaces de 

réponse et des courbes isoréponses réalisées en fonction de l’optimum obtenu : (chaque 

variable est fixée à son niveau optimal). 

 

Tableau 15. Surfaces de réponses et courbes isoréponses de la variation du DPPH en fonction de l’optimum des 

5 variables : A) Eugenia et Santalum, B) Eugenia et Aquilaria, C) Eugenia et Cyperus, D) Eugenia et Styrax. 

Variables Courbes isoréponses Surfaces de réponses 

A) 

Eugenia 

et 

Santalum 

  
B) 

Eugenia 

et 

Aquilaria 
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C) 

Eugenia 

et 

Cyperus 

  

D) 

Eugenia 

et Styrax 

  
 

 

L’Eugenia caryophyllata (variable X1) est responsable de l’amélioration de l’activité 

antioxydante globale de l’extrait. Les représentations graphiques (surfaces de réponses et 

courbes isoréponses) de la formule optimale valident que plus on augmente la quantité 

d’Eugenia caryophyllata, plus l’EC50 exprimée en µg/mL diminue favorisant ainsi 

l’amélioration de l’activité antioxydante globale de l’extrait (couleur bleu-violet). Une 

quantité minimale des variables : Cyperus rotundus (X3) et Styrax benzoin (X4) est suffisante 

pour préserver ce fort pouvoir antioxydant. Quant aux Santalum album (X2) et Aquilaria 

agallocha (X5), un haut niveau de ces 2 variables qui correspond à 2 g et 3 g respectivement 

est nécessaire pour avoir cet effet antioxydant optimal de l’extrait (Tableau 15). 

 

La formule 4 constitue le meilleur état des variables pour obtenir une réponse optimale. Selon 

les plans des coupes, en augmentant la quantité d’Eugenia caryophyllata, nous favorisons la 

diminution de la EC50 et donc l’amélioration du pouvoir antioxydant. À partir de la formule 4, 
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pour optimiser davantage et pour des raisons économiques, nous avons décidé de diminuer la 

quantité du Santalum album et d’augmenter la quantité de l’Eugenia caryophyllata. Dans ce 

but, nous avons ajouté les 4 matrices suivantes : 

 
Tableau 16. Les 4 matrices ajoutées pour améliorer les résultats DPPH. 

N°Exp Eugenia Santalum Cyperus Styrax Aquilaria Liquidambar Saussurea Boswellia Camphre DPPH EC50 

(µg/ml) 

30 5.0 1.0 1.0 1.0 3.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1416 

31 6.0 1.0 1.0 1.0 3.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1350 

32 7.0 1.0 1.0 1.0 3.0 1.0 1.0 1.0 1.0 995 

33 8.0 1.0 1.0 1.0 3.0 1.0 1.0 1.0 1.0 704 

  
Selon la matrice 30, la diminution de la quantité de Santalum n’affecte pas la EC50, d’où 

l’intérêt de passer de 2 g à 1 g pour des raisons économiques. L’augmentation à chaque fois 

d’1 g d’Eugenia dans les matrices 31, 32 et 33 provoque une diminution de la EC50 en passant 

de 1350 à 995 à 874 µg/mL respectivement. Ce résultat valide le modèle du plan composite 

utilisé pour l’optimisation. La formule 33 retenu sera nommée dans la suite AT33X (Tableau 

16). 
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6.5 Contrainte réglementaire et extrait AT33B 

En fin de l’année 2017, la pharmacopée française a listé une des plantes qui constitue 

l’extrait ; la Saussurea lappa dans la liste B : « Plantes médicinales utilisées 

traditionnellement en l’état ou sous forme de préparation dont les effets indésirables potentiels 

sont supérieurs au bénéfice thérapeutique attendu ». D’autant plus qu’en vertu du décret n° 

2008-839, les compléments alimentaires contenant des plantes de la liste B ne peuvent pas 

être vendus par des personnes autres que des pharmaciens (voir annexe 1). Afin de respecter 

la politique d’AROMA THERAPEUTICS et de LAPHAL INDUSTRY, nous avons 

reformulé un nouvel extrait en éliminant la Saussurea lappa de la composition tout en gardant 

les nouvelles proportions des plantes de la formule optimisée AT33X. la nouvelle formule de 

l’extrait sera désignée par AT33B. 

Dans la partie suivante, nous allons évaluer les propriétés biologiques des 2 versions de 

l’extrait : AT33X et AT33B et présenter les résultats correspondants.  

 

La composition de l’extrait AT33B est la suivante : 

- Eugenia caryophyllata : 8g 

- Santalum album : 1g 

- Cyperus rotundus : 1g 

- Styrax benzoin : 1g 

- Aquilaria agallocha : 3g 

- Liquidambar orientalis : 1g 

- Boswellia carteri : 1g 

- Cinnamomum camphora : 1g 

 

6.6 Évaluation des activités biologiques des extraits AT33X et AT33B 
 
L’extrait AT33X constitue la première version optimisée de l’extrait original AT00X et 

l’extrait AT33B constitue la 2ème version optimisée après avoir éliminé la Saussurea lappa. 

Afin de valider le modèle utilisé pour l’optimisation, Les activités antioxydante, anti-

inflammatoire des extraits AT33X et AT33B ont été évaluées selon les mêmes protocoles 

décrits dans la partie précédente.  
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6.6.1 Résultat du test DPPH des extraits AT33X et AT33B 

 

Tableau 17. Résultats du test DPPH des extraits AT33X et AT33B par rapport au Trolox, Acide ascorbique et 

Gallate de propyle. 

Échantillons  DPPH EC50 (µg/mL) 

AT00X  

AT33X 

3498 

704 

AT33B 874 

Trolox 298 

Acide ascorbique 196 

Gallate de propyle  65 

 
Nous remarquons que l’activité antioxydante a été améliorée en passant de 3498 à 874 µg/mL 

(Fig. 57). Cette amélioration doit être validée pour l’activité anti-inflammatoire et l’activité 

neuroprotectrice. 

 
Fig. 57. Activité antioxydante selon le test DPPH des extraits optimisés AT33X et AT33B. 
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6.6.2 Résultat du test ORAC de l’extrait AT33B 

Tableau 18. Valeur du pouvoir antioxydant de l'extrait AT33B exprimée en µmol/100 g. 

Échantillons Equivalent Trolox (µmol/100 g) 

AT33B  391800  

AT00X 224010 

 

Le pouvoir antioxydant de l’extrait AT33B selon le test ORAC a été amélioré en passant de 

224010 à 391800 µmol/100 g (Tableau 18). 

 

6.6.3 Résultat du test KRL des extraits AT33X et AT33B 

Tableau 19. Pouvoir antiradicalaire des extraits AT33X et AT33B selon le test KRL. 

Concentrations 

(mg/L) * 

Pouvoir antiradicalaire de l’extrait 

(% d’augmentation du T1/2 hémolyse du sang témoin) 

Extrait AT33X Extrait AT33B 

0 0,00 0,00 

1 9,02 8,77 

2 19,76 13,51 

5 44,11 33,57 

10 88,63 69,69 

20 138,67 120,85 

50 196,31 172,76 

100 264,00 232,63 

        * : Concentration en mg d’extrait par litre de milieu réactionnel 

 
Fig. 58. Graphe représentant l’augmentation du T1/2 hémolyse du sang témoin selon le test KRL. 
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Tableau 20. Equivalents mg de Trolox et mg d’acide gallique/g d’extrait. 

Concentration 

(100 mg/L) *  

POUVOIR ANTIRADICALAIRE 

Equivalents mg de Trolox et mg d’acide gallique/g 

d’extrait 

 Trolox  Acide gallique 

AT33X 834,86 416,35 

AT33B 735,64 366,86  

           * : Concentration en mg d’extrait par litre de milieu réactionnel 

 

 
Fig. 59. Graphe représentant les équivalents mg de Trolox et mg d’acide gallique/g d’extrait. 

 

Les résultats du test KRL indiquent que les extraits AT33X et AT33B présentent une capacité 

antiradicalaire dépendante de la dose et que ce pouvoir antioxydant est fortement croissant 

dans une gamme de concentrations de 0 à 100 mg/L de milieu réactionnel (Fig. 58). Ainsi à 

une concentration de 100 mg/L, les extraits AT33X et AT33B augmentent la résistance du 

sang témoin à une attaque radicalaire jusqu’à 264% et 232% respectivement (Tableau 19). 

Dans ces conditions in vitro, un gramme des extraits AT33X et AT33B présente une capacité 

antioxydante respectivement équivalente à 834,86 mg et 735,64 mg de Trolox® ou à 416,35 

mg et 366,86 mg d’acide gallique (Tableau 20). 
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6.6.4 Résultat du test ABTS de l’extrait AT33B 

Tableau 21. Valeur de la EC50 du test ABTS de l'extrait AT33B. 

Échantillons  ABTS EC50 (µg/mL) 

AT00X 2819,2 

AT33B 823,67 

Trolox 793,5 

 

 

Fig. 60. Résultat du test ABTS de l'extrait AT33B. 
 

Le résultat du test ABTS illustré dans la figure 60, montre une amélioration du pouvoir 

antioxydant de l’extrait AT33B par rapport à l’extrait référence AT00X avec une diminution 

de la EC50 de 2819,2 à 823,67 µg/mL (Tableau 21). 

 

6.6.5 Résultat de l’évaluation de l’activité anti-inflammatoire (AT33X et AT33B)  

Tableau 22. Activité anti-inflammatoire et cytotoxique des extraits AT33X et AT33B par rapport à la 

Dexaméthasone. 

 NO release 

IC50 (µM ou µg/mL) 

Toxicity 

IC50 (µM ou µg/mL) 

Anti-inflammatory 

ratio 

AT00X  

AT33X 

AT33B    

Dexamethasone  

0,81 

0,25 

0,31 

4,31 + 1,45 µM 

80,30 

˃ 100 

128,35 

163,22 + 74,96 µM 

99,13 

˃ 400 

414 

37,87 

 

L’activité anti-inflammatoire de l’extrait AT33B présente une amélioration par rapport à 

l’extrait AT00X avec un ratio anti-inflammatoire passant de 99,13 à 414 (Tableau 22).  
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6.6.6 Résultat de l’activité neuroprotectrice in vitro de l’extrait AT33B 

L’évaluation de l’activité neuroprotectrice in vitro de l’extrait AT33B est évaluée en fonction 

de la survie neuronale, le réseau des neurites et la production des ROS, ainsi que l’évaluation 

de l’activité de l’acétylcholinestérase selon le même protocole de la partie précédente. 

➢ L’effet de l’extrait AT33B sur la survie des neurones corticaux chez le rat et sur le 

réseau de neurites en présence du peptide Aβ1-42 après 24 heures d’application 

 

 
Fig. 61. Effet de l’extrait AT33B sur la survie des neurones (A) et le réseau de neurites (B) des neurones 

corticaux MAP-2. Le BDNF a été utilisé comme contrôle positif. Les données exprimées en pourcentage de 

contrôle montrent la moyenne ± SEM. ANOVA à un facteur suivie du test de Dunnett. * p < 0,05 était considéré 

comme significatif.  

 
Comme prévu et déjà montré (Callizot et al., 2013), l'intoxication par Aβ1-42 a diminué de 

manière significative la survie des neurones MAP-2, par rapport au groupe témoin (Fig. 61A). 

Le BDNF, utilisé ici comme contrôle positif, a complètement inversé la mort des cellules 

neuronales induite par le glutamate. Une augmentation de la survie neuronale a été observée 

sous application de l’extrait AT33B (5 µg/mL). Cependant, la dose la plus élevée d'AT33B 

(60 µg/mL) a déclenché une neurotoxicité supplémentaire. D'autres doses d'AT33B n'ont pas 

eu d'impact significatif sur la survie neuronale. 

De même, l’intoxication par Aβ1-42 a considérablement réduit le réseau de neurites des 

neurones MAP-2. Cette toxicité a été complètement inversée après l'application du BDNF. 

L’extrait AT33B possède un effet protecteur sur le réseau de neurites avec des doses allant de 
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1 µg/mL à 10 µg/mL (Fig. 61B). Nous n'avons observé aucune toxicité lors de l'application 

d'AT33B sur le réseau de neurites. 

 

➢ L’effet de l’extrait AT33B sur la production de ROS dans les neurones corticaux de 

rat en présence du peptide Aβ1-42 après 24 heures d'application 

 
Fig. 62. Effet de l’extrait AT33B sur la production de ROS dans une culture primaire mixte de neurones 

corticaux. Le BDNF a été utilisé comme contrôle positif. Les données ont été exprimées en pourcentage de 

contrôle en moyenne ± SEM. ANOVA à un facteur suivie du test de Dunnett. * p <0,05 était considéré comme 

significatif. 

 
 
Une augmentation importante et significative de la quantité de ROS a été détectée après une 

intoxication par Aβ1-42. Le BDNF a partiellement neutralisé la production de ROS après une 

intoxication. 

En fonction de la dose utilisée, l'application de l’extrait AT33B a montré des résultats 

différents. Un effet bénéfique modéré est présent après l'application d'AT33B lorsqu'il est 

utilisé à 5 µg/mL. D'autre part, à 60 µg/mL, AT33B a encore augmenté la production de ROS. 

D'autres doses d'AT33B n'ont pas eu d'incidence sur la production de ROS (Fig. 62).  
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➢ Effet de l’extrait AT33B sur l'activité de l’Acétylcholinestérase 
 

 
Fig. 63. Effet de l’extrait AT33B sur l'activité de l’Acétylcholinestérase. Les données exprimées en pourcentage 

de contrôle montrent la moyenne ± SEM (100% = pas de composé). Test T Fisher, * p <0,05. 

 
L’extrait AT33B n'a eu aucun effet significatif sur l'activité de l'acétylcholinestérase, comme 

l'a déterminé le KIT du dosage AChE (Fig. 63). 
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➢ Coloration des neurones et des neurites 

 
Fig. 64. Coloration des neurones et du réseau des neurites après traitement par l’extrait AT33B. 

 
La coloration des neurones montre la mort des cellules après intoxication par le peptide Aβ 

(20 µM). Le traitement de l’extrait AT33B protège les neurones et améliore leur survie ainsi 

que la reconstitution de réseau des neurites à une dose de 5 µg/mL (Fig. 64). 
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6.7 Activité neuroprotectrice de l’extrait AT33B in vivo 

Le but de l'étude est de déterminer si l'application de la nouvelle formulation de l’extrait 

(AT33B) et d'un mélange d'AT33B et de Bacopa peut améliorer la pathologie induite chez la 

souris suite à une injection intracérébroventriculaire (ICV), d’oligomère de peptide amyloïde 

(Aβ25-35) par rapport au peptide de contrôle brouillé (Sc.Aβ). Le Bacopa est ajouté à l’extrait 

puisqu’il possède l’allégation du maintien des fonctions de la mémoire (Annexe 2).  

Cette étude est divisée en deux parties. La première partie est nécessaire pour définir les doses 

actives des deux composés (AT33B et Bacopa). La deuxième partie de l'étude teste l'efficacité 

des deux composés co-administrés à leurs doses efficaces pour évaluer s'il existe un effet 

synergique. L'efficacité de l’extrait AT33B et du Bacopa administrés quotidiennement est 

évaluée 7 jours après l'injection du peptide sur l'amélioration des déficits d'apprentissage 

induits par Aβ25-35 : 

- Mémoire de travail spatiale par alternance spontanée dans le labyrinthe en Y (Y-maze) 

- Mémoire contextuelle à long terme par test d'évitement passif « Step-Through Passive 

Avoidance » (STPA) 

L’extrait AT33B, le Bacopa et le véhicule sont administrés quotidiennement per os (PO) deux 

fois par jour (b.i.d.). L'administration débute 14 jours (J) avant l'injection du peptide Aβ25-35 et 

dure jusqu'à J-10 après l'injection du peptide Aβ25-35, au cours de laquelle les animaux sont 

examinés comportementalement. 

L’extrait AT33B et le Bacopa sont incorporés dans des croquettes adaptées aux souris 

produites par la société SAFE (Fig. 65). 

 

Fig. 65. Croquettes chargées en actifs (extrait AT33B et Bacopa). 
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6.7.1 Protocole de l'étude 

• Soixante-quatre (64) souris suisses (30 à 35 g) sont utilisées dans la première phase. 

• 8 groupes d’animaux sont constitués de la manière suivante : 

 

Tableau 23. Phase 1 de l'étude in vivo en utilisant les croquettes. 

Traitements de groupe : phase 1 n 

1. Sc.Aβ + véhicule   8 

2. Aβ25-35 + véhicule  8 

3. Aβ25-35 + AT33B 62,5 mg/kg PO b.i.d.  8 

4. Aβ25-35 + AT33B 125 mg/kg PO b.i.d.  8 

5. Aβ25-35 + AT33B 250 mg/kg PO b.i.d.  8 

6. Aβ25-35 + Bacopa 62,5 mg/kg PO b.i.d.  8 

7. Aβ25-35 + Bacopa 125 mg/kg PO b.i.d.  8 

8. Aβ25-35 + Bacopa 250 mg/kg PO b.i.d.     8 

Total  64 

 
 
 
Dans la première phase : de J-14 à J-10, des doses uniques de croquettes d’AT33B (groupes 3, 

4 et 5) et de Bacopa (groupes 6, 7 et 8) sont administrées PO b.i.d.  

- Au J-1, 1h après l'administration des composés, le peptide Sc.Aβ ou les oligomères du 

peptide Aβ25-35 sont injectés par ICV. 

- Aux jours compris entre J-8 et J-10, deux tests de comportement différents sont 

réalisés : 

- La procédure d'alternance spontanée dans le labyrinthe en Y (évaluation de la 

mémoire de travail spatiale) à J-8 (7 jours après l'injection de peptide)  

- La réponse d'évitement passif (évaluation de la mémoire contextuelle à long terme) 

avec entraînement à J-9 et séance de rétention à J-10 

- Au J-10, après le dernier test de comportement, les animaux sont euthanasiés. 

- De tous les animaux par groupe, le cerveau est retiré, l'hippocampe et le cortex frontal 

sont disséqués. 
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6.7.2 Résultat du test de l’alternance spontanée dans le labyrinthe en Y 

 
Fig. 66. Effets de l’extrait AT33B et du Bacopa administrés p.o. pendant 23 jours sur des déficits d'alternance 

spontanée induits par Aβ25-35 chez la souris. V, solution de véhicule. *** p <0,001, * p <0,05 par rapport au 

groupe Sc.Aβ; ### p <0,001 par rapport au groupe traité avec Aβ25-35; test de Dunnett.  

 

6.7.3 Résultat du test d'évitement passif « Step-Through Passive Avoidance » 

 
Fig. 67. Effets de l’extrait AT33B et du Bacopa administrés p.o. pendant 23 jours sur les déficits d'évitement 

passif induits par Aβ25-35 chez la souris. V, solution de véhicule. * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 par rapport 

au groupe Sc.Aβ; ## p <0,01, ### p <0,001 par rapport au groupe traité par Aβ25-35; test de Dunnett. 

Les résultats de cette expérience montrent aucun effet significatif. Le traitement par AT33B et 

le Bacopa pendant 24 jours n’a pas atténuer les déficits induits par Aβ25-35 (Fig. 66 et Fig. 67). 
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Nous n’avons pas pu déterminer une concentration efficace et donc nous n’avons pas pu 

accéder à l’étape 2 de cette expérience qui consistait en une administration d’un mélange 

AT33B/Bacopa. 

Les résultats in vitro de l’extrait AT33B ont montré une efficacité à améliorer la survie 

neuronale, le réseau des neurites ainsi que l’inhibition de la production de ROS. Nous devions 

avoir des résultats significatifs in vivo. Une hypothèse fiable pour comprendre les résultats 

insatisfaisants obtenus est basée sur la forme galénique dans laquelle l’extrait a été véhiculé. 

L’extrait AT33B et le Bacopa ont été incorporés dans des croquettes spécifiques pour les 

souris. Ces croquettes appréciées par les souris, permettent de réduire le stress induit par le 

gavage traditionnel. Les croquettes présentent l’avantage de l’absence de solvants organiques. 

Le même test in vivo de l’extrait AT000 (voir l’article chapitre 2, partie 1), dans lequel, le 

véhicule utilisé était une solution de DMSO 5%, a montré des résultats satisfaisants avec un 

blocage complet aux doses maximales testées des déficits induits par le peptide neurotoxique 

Aβ25-35. Nous pensons que le DMSO a joué le rôle de promoteur d’absorption. 

Nous avons alors décidé de refaire le test dans les mêmes conditions mentionnés dans l’article 

(Iskandar et al., 2018). Pour cela, nous avons administré quotidiennement l’extrait AT33B et 

le Bacopa solubilisés dans du DMSO 5% per os (PO) deux fois par jour par gavage (b.i.d.). 

Le gavage est réalisé en utilisant une seringue jetable de 1 ml (réf. SS + 01T1, Terumo) avec 

une canule en acier inoxydable (réf. 075486, Dominique Dutscher). Les composés sont 

administrés dans un volume calculé en fonction du poids corporel de chaque souris (5 mL/kg).  

Deux doses d’AT33B et de Bacopa ont été testées (125 et 250 mg/kg/jour). 

• Trente-quatre (34) souris suisses (30 à 35 g) sont utilisées. 

• Six (6) groupes d'animaux sont constitués de la manière suivante : 

 

Tableau 24. Phase 1 de l'étude in vivo selon le gavage traditionnel. 

Traitements de groupe : phase 1 n 

1. Sc.Aβ + véhicule   5 

2. Aβ25-35 + véhicule  5 

3. Aβ25-35 + AT33B 125 mg/kg PO b.i.d.  6 

4. Aβ25-35 + AT33B 250 mg/kg PO b.i.d.  6 

5. Aβ25-35 + Bacopa 125 mg/kg PO b.i.d.  6 

6. Aβ25-35 + Bacopa 250 mg/kg PO b.i.d.     6 

Total  34 
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6.7.4 Résultat du test de l’alternance spontanée dans le labyrinthe en Y 

 
Fig. 68. Effets de l’extrait AT33B et du Bacopa administrés p.o. (DMSO 5%) sur des déficits d'alternance 

spontanée induits par Aβ25-35 chez la souris. V, solution de véhicule. *** p <0,001, * p <0,05 par rapport au 

groupe Sc.Aβ; ### p <0,001 par rapport au groupe traité avec Aβ25-35; test de Dunnett. 

 

6.7.5 Résultat du test d'évitement passif « Step-Through Passive Avoidance »  

 
Fig. 69. Effets de l’extrait AT33B et du Bacopa administrés p.o. (DMSO 5%) sur les déficits d'évitement passif 

induits par Aβ25-35 chez la souris. V, solution de véhicule. * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 par rapport au 

groupe Sc.Aβ; ## p <0,01, ### p <0,001 par rapport au groupe traité par Aβ25-35; test de Dunnett. 

Les résultats obtenus, ne montrent aucune activité significative des extraits (AT33B et 

Bacopa) (Fig. 68-Fig. 69). A savoir que les tests réalisés évaluent le comportement des souris. 
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Des tests de biochimie (peroxydation lipidique et analyse de l’expression des gènes) doivent 

être réalisés pour déterminer la présence d’un changement affectant les gènes d’inflammation 

impliqués dans la maladie d’Alzheimer. 

Pour expliquer les résultats obtenus, il faut étudier les paramètres modifiés par rapport à la 

première étude réalisé sur l’extrait AT000 publié dans l’article (chapitre 2, partie 1). Nous 

avons pensé que la solubilisation de l’extrait dans une solution de DMSO 5% a eu un effet de 

promoteur d’absorption en laissant pénétrer l’extrait à travers les barrières biologiques 

notamment la barrière hémato-encéphalique. Une deuxième hypothèse est émise, celle de la 

forme de l’extrait. En effet l’extrait AT000 évalué dans la première étude était sous forme de 

résine, tandis que l’extrait AT33B est sous forme de poudre. Nous supposons que le passage 

de la résine à la poudre nécessite un chauffage sous vide, qui a conduit probablement à une 

dégradation/évaporation des molécules volatiles fragiles.  

 

 

6.8 Conclusion sur les activités biologiques de l’extrait AT33B 

L’optimisation des quantités des plantes constituant l’extrait AT00X, nous a permis d’obtenir 

une nouvelle formule brevetable AT33B tout en améliorant les pouvoirs antioxydant et anti-

inflammatoire.  

Les résultats des tests d’évaluation des activités biologiques de l’extrait AT33B, montrent une 

grande capacité à retarder, voire à arrêter une chaîne de réactions oxydatives selon le test 

ORAC (qui évalue l’activité antioxydante de manière dynamique avec des radicaux actifs sur 

le plan pathologique), et un fort pouvoir antiradicalaire selon le test DPPH dans le but de 

prévenir la formation de dommages oxydatifs et de stabiliser les radicaux libres. Plusieurs 

tests doivent être réalisés afin de refléter la capacité antiradicalaire et antioxydante totale d’un 

échantillon. Dans ce but, nous avons eu recours au test KRL, technique biologique qui permet 

d'évaluer la capacité d'un produit à améliorer les défenses cellulaires préventivement à une 

agression radicalaire. L’extrait AT33B présente une forte activité antiradicalaire selon le test 

KRL. L’extrait AT33B présente également une forte activité anti-inflammatoire supérieure à 

celle de la dexaméthasone (contrôle positif), en inhibant la libération de NO à partir de 

macrophages murins stimulés par les LPS et en réduisant la cytotoxicité induite par le LPS. 

L’étude de l’évaluation de l’activité neuroprotectrice in vitro a montré que l’extrait AT33B, à 

5µg/mL, est capable de protéger les neurones corticaux après une intoxication par Aβ1-42. De 

plus, à cette dose d'AT33B, la production de ROS était significativement réduite. 
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L’extrait AT33B possède un effet protecteur sur le réseau de neurites à une dose de 1 µg/mL. 

La dose la plus élevée d'AT33B a encore augmenté la toxicité due à Aβ1-42, en termes de mort 

cellulaire neuronale et de production de ROS. De manière surprenante et malgré cette toxicité 

sévère, le réseau de neurites des neurones MAP-2 n’a pas été altéré à cette dose de AT33B. 

L'AT33B (60 µg/mL), pourrait avoir un effet sur l'élongation des neurites. Pour conclure sur 

cet aspect, un travail supplémentaire devrait être effectué. 

In vivo, les résultats de l’évaluation de l’activité neuroprotectrice de l’extrait AT33B ne sont 

pas satisfaisants. Une étude approfondie doit être effectuée afin d’expliquer ces résultats. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Conclusion  

- Extrait AT33X : version alimentaire optimisée selon des plans d’expériences 

- Contrainte réglementaire : nouvelle version de l’extrait optimale AT33B 

- Activités biologiques évaluées (AT33B) :  

o Activité antioxydante : DPPH = 874 µg/mL, ORAC = 391800 μmol TE/100g, 

KRL = 120,85%, ABTS = 823,67 µg/mL  

o Activité anti-inflammatoire : 414  

o Activité neuroprotectrice in vitro : dose efficace 1 µg/mL 
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7 PARTIE 4. ÉTUDE ANALYTIQUE 
 

Étant donné que les extraits de plantes se présentent généralement sous la forme d'une 

combinaison de divers types de composés bioactifs ou de composés phytochimiques de 

polarités différentes, leur séparation reste un défi majeur pour le processus d'identification et 

de caractérisation des composés bioactifs. Dans l’isolement de ces composés, il est courant 

que diverses techniques de séparation, soient utilisées pour obtenir des composés purs. Dans 

notre étude, nous avons identifié la composition des extraits AT00X et AT33B à l’aide de la 

chromatographie en phase liquide à haute performance (HPLC), et la chromatographie en 

phase gazeuse couplée à la masse (GC-MS). 

 

7.1 Identification chimique des extraits par HPLC 

L’HPLC est une technique de chimie analytique utilisée pour séparer, identifier et quantifier 

chaque composant d’un mélange. Elle repose sur des pompes pour faire passer un solvant 

liquide (phase mobile) sous pression contenant l’échantillon dans une colonne réverse remplie 

de silice modifiée pour la rendre apolaire (phase stationnaire). Chaque composant de 

l'échantillon, selon sa polarité, interagit de manière différente avec la silice, Cela signifie que 

ce sont désormais les molécules polaires qui traverseront la colonne plus rapidement, et les 

molécules apolaires vont être retenues plus longtemps dans la colonne (Fig. 70). 

 

 

Fig. 70. Schéma du principe de l’HPLC. 
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7.1.1 Méthode d’analyse par HPLC  

 

 Appareillage   

- Instrument WATERS comprenant une pompe binaire 1525, une vanne RHEODYNE 

7725i, un four, un détecteur à barrette de diodes DAD 2996  

- Pilotage par le logiciel EMPOWER (v2002)  

 

Solvants et réactifs 

- Acétonitrile et acide acétique de chez Sigma-Aldrich, grade HPLC 

- Eau ultrapure (18.2 MΩ/cm), obtenue par le système de purification Purelab-Classic 

(Elga) 

 

Conditions chromatographiques  

- Phase stationnaire : Colonne CORTECS C18 (75 x 4.6 mm, porosité 2.7 µm, de chez 

WATERS) plus cartouche de garde 

- Phase mobile : Gradient A, H2O (0,1% AcOH) vers B, ACN (pur), de 5% vers 80% de 

B, temps du gradient 30 min, retour à 5% B en 5 min (total 35 min). 

- Débit : 0,8 mL/min, température du four 30°C 

 

7.1.2 Protocole  

 

10 mg de l’extrait végétal en poudre sont pesés et dissous dans 1 mL de MeOH. Après 

agitation au vortex et solubilisation aux ultrasons, la solution est filtrée et 5 µL sont injectés 

dans la boucle d’injection. 
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7.1.3 Résultats 

 

➢ Extrait AT00X 

 

 
Fig. 71. Chromatogramme de l’élution par HPLC de l'extrait AT00X. 

 

 

➢ Extrait AT33B 

 

 
Fig. 72. Chromatogramme de l’élution par HPLC de l'extrait AT33B. 

 

Les molécules majoritaires identifiées des chromatogrammes HPLC des extraits AT00X et 

AT33B (Fig. 72-Fig. 72) sont : 

 

- La Vanilline : tr 6,6766 min, λmax [230, 275, 303 nm] 

- L’Acide benzoïque : tr 9,579 min, λmax [230, 274 nm]  

- L’Eugénol : tr 16,033 min, λmax [230, 282 nm] 

A
U

%
 A

C
N

0,00

0,20

0,40

0,60

0,80

1,00

1,20

1,40

0,00

20,00

40,00

60,00

80,00

100,00

Minutes

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00

1
,2

0
8

1
,5

7
2

6
,9

7
8

7
,3

6
5

7
,9

8
9

9
,5

4
9

1
0
,9

9
8

1
4
,7

6
6

1
5
,8

8
5

3
1
,0

7
8

λmax 

231, 274 nm

λmax 

339 nm
λmax 

238, 283 nm

λmax 

265, 298 nm

λmax 

237, 283 nm

Vanilline

Isoeugénol

Acide benzoïque

A
U

%
 A

C
N

0,00

0,50

1,00

1,50

2,00

2,50

0,00

20,00

40,00

60,00

80,00

100,00

Minutes

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00

1
,2

1
0

1
,6

1
8 3
,7

9
0

6
,7

6
6

7
,2

4
6

9
,5

7
9

1
0
,9

5
5

1
2
,3

5
7

1
4
,8

2
4

1
6
,0

3
3

3
0
,9

0
2
3
1
,2

7
9

λmax 

 230, 275, 303 nm 

λmax 

 230, 274 nm 

λmax 

 230, 282 nm 

Eugénol 

Vanilline 

Acide 

benzoïque 



 
157 

 

En comparant les 2 chromatogrammes, nous avons le même profil analytique. L’intensité des 

pics du chromatogramme HPLC de l’extrait AT33B est supérieure à celle de l’extrait AT00X 

à cause de l’augmentation des quantités des plantes à la suite de l’optimisation, surtout 

l’Eugenia caryophyllata qui contient de l’eugénol et l’isoeugénol en quantité majoritaire. 

 

7.2 Identification par GC-MS 

La chromatographie gaz-liquide (souvent appelée simplement chromatographie en phase 

gazeuse) est un puissant outil d'analyse. En chromatographie gaz-liquide, la phase mobile est 

un gaz tel que l'hélium et la phase stationnaire est un liquide à haut point d'ébullition adsorbé 

sur un solide. Une très petite quantité de l'échantillon est injectée dans la machine à l'aide 

d'une petite seringue. L'aiguille de la seringue passe à travers un disque en caoutchouc épais 

(appelé septum) qui se referme de nouveau lorsque la seringue est retirée. L'injecteur est 

contenu dans un four dont la température peut être contrôlée. Il est suffisamment chaud pour 

que tout l'échantillon bout et soit transporté dans la colonne sous forme de gaz par l'hélium 

(ou un autre gaz porteur). 

La colonne est généralement en acier inoxydable. Elle est remplie de terre de diatomées 

finement broyée, et recouverte d'un liquide à haut point d'ébullition - typiquement un 

polymère cireux. La température de la colonne peut varier d'environ 50 °C à 250 °C. Elle est 

plus froide que le four à injecteur, de sorte que certains composants du mélange peuvent se 

condenser au début de la colonne (Fig. 73). 

Le temps pris par un composé particulier pour traverser la colonne jusqu'au détecteur est 

appelé son temps de rétention. Ce temps est mesuré à partir du moment où l'échantillon est 

injecté jusqu'au point où l'écran affiche une hauteur maximale pour ce composé. 

Pour un composé particulier, le temps de rétention variera en fonction du : 

- Point d'ébullition du composé. Un composé qui bout à une température supérieure à la 

température de la colonne va passer presque tout son temps à se condenser sous forme 

liquide au début de la colonne. Un point d'ébullition élevé signifie donc un long temps 

de rétention.  

 

- La solubilité dans la phase liquide. Plus un composé est soluble dans la phase liquide, 

moins il passera de temps à être entraîné par le gaz. Une solubilité élevée dans la 

phase liquide signifie un temps de rétention élevé. 
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Fig. 73. Schéma du principe de la chromatographie gazeuse (GC-MS). 

 

 

7.2.1 Protocole 

10 mg de l’extrait en poudre sont pesés et ajoutés à 1 mL de MeOH. Après agitation au vortex 

et solubilisation aux ultrasons, la solution est filtrée. 100 µL de la solution filtrée sont 

prélevés et séchés à l’azote, ensuite 100 µL de BSTFA sont ajoutés et le tout est incubé à 

70°C pendant 20 min. 2 µL sont injectés pour l’analyse en GC-MS. 

L’analyse est effectuée à partir d’extraits secs. Les composés sont préalablement dérivés pour 

les rendre volatils. La dérivation s’effectue dans un tube de type CHROMACOL de 2 mL 

scellé par un bouchon et un septum hermétique. 100 µL de BSTFA (N,O-bis (triméthylsilyl 

trifluoroacétamide, SIGMA-ALDRICH M7891) sont directement ajoutés à environ 0,1 mg 

d’échantillon sec. Au besoin, 10-50 μL de pyridine sont rajoutés dans le cas où le résidu aurait 

du mal à se dissoudre. La solution est incubée 20 min à une température de 70 °C, et 2 µL 

sont directement injectés en GC-MS. Les analyses sont menées avec un appareil GC-MS 

(Shimadzu GC-MS 2010) composé d’un détecteur spectromètre de masse QP 2010S équipé 

d’une source d’ion à impact électronique et d’un analyseur de type quadrupôle, d’un logiciel 

d’acquisition GC/MS Solution ainsi que des banques (NIST, WILEY). Les composés sont 

séparés à l’aide d’une colonne capillaire DB-1 (30 m x 0,32 mm x 0,25 µm, de chez JW 

Scientific) et dont les limites de température sont comprises entre –60 °C et 350 °C. La phase 

mobile est l’hélium. La pression dans la colonne est de 3 psi et le débit de 1,59 mL/min. La 

température de l’injecteur (Inlet) est de 280 °C, le mode d’injection est le splitless et 

l’auxiliaire (ligne de transfert) à 280 °C, la source à 150 °C. le mode de détection est le full 
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scan. La programmation du gradient de température est la suivante : 1 min à 60 °C, puis 

croissant de 100 à 260 °C à raison de 4 °C/min, puis 10 min à 260 °C. La durée totale de 

l’élution est de 62 min.  

7.2.2 Résultats 

La chromatographie gazeuse couplée à la masse (GC-MS), permet l’identification de la 

majorité des composés dont la masse ne dépassant pas les 500 daltons. Les pics numérotés 

dans le chromatogramme (Fig. 74-75), représentent les molécules identifiées dans les extraits 

AT00X et AT33B respectivement, et classées dans un tableau avec leur pourcentage 

correspondant basé sur la surface du pic (Tableau 25-26). 

 

➢ Extrait AT00X 

 
Fig. 74. Chromatogramme de l'analyse par GC-MS de l'extrait AT00X. 
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Tableau 25. Molécules identifiées dans l'extrait AT00X. 

Pic Tr 

(min) 

Aire Aire 

(%) 

Hauteur Hauteur 

(%) 

A/H 

 

Nom 

1 13,26 1236095508 14,85 65972247 5,22 18,74 Acide benzoїque 

2 15,38 237109099 2,85 56976043 4,50 4,16 Glycérol 

3 15,74 32378446 0,39 10613656 0,84 3,05 Acide succinique 

4 20,48 35258021 0,42 5223204 0,41 6,75 Isoeugénol 

5 21,31 18278385 0,22 3192901 0,25 5,72 Eugénol  

6 21,87 146646016 1,76 20796908 1,64 7,05 Vanilline 

7 22,10 365124050 4,39 43600543 3,45 8,37 Acide malique 

8 34,67 105686849 1,27 20661671 1,63 5,12 Acide gallique 

9 37,77 36847829 0,44 7124727 0,56 5,17 Nerolidol isobutyrate 

10 41,36 34182718 0,41 6931009 0,55 4,93 Acide pimarique 

11 41,67 34609927 0,42 4785831 0,38 7,23 Acide pimarique 

12 41,89 87193468 1,05 17529470 1,39 4,97 Acide isopimarique 

13 42,78 89747263 1,08 17168108 1,36 5,23 Acide déhydroabiétique 

14 43,45 89334651 1,07 18893914 1,49 4,73 Acide abiétique 

 

 

 

➢ Extrait AT33B 

 

 
Fig. 75. Chromatogramme de l'analyse par GC-MS de l'extrait AT33B. 
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Tableau 26. Molécules identifiées dans l'extrait AT33B. 

Pic Tr 

(min) 

Aire Aire 

(%) 

Hauteur Hauteur 

(%) 

A/H 

 

Nom 

1 12,99 156355782 2,86 40688759 5,48 3,84 Acide benzoїque  

2 15,38 112838272 2,06 35138349 4,73 3,21 Glycérol 

3 15,74 23197809 0,42 7230118 0,97 3,21 Acide succinique 

4 20,67 797596497 14,58 63569959 8,56 12,55 Isoeugénol 

5 21,46 284638711 5,20 35569226 4,79 8,00 Eugénol  

6 21,91 27671074 0,51 3466567 0,47 7,98 Vanilline   

7 22,21 267146744 4,88 41817104 5,63 6,39 Acide malique 

8 22,58 902029566 16,52 75066394 10,11 12,02 Acide cinnamique 

9 34,73 327893268 5,99 40031317 5,39 8,19 Acide gallique 

10 37,79 44762270 0,82 10274609 1,38 4,36 Nerolidol isobutyrate 

11 41,38 32321241 0,59 9426424 1,27 3,43 Acide pimarique 

12 41,69 24258018 0,44 4569169 0,62 5,31 Acide pimarique 

13 41,92 86154501 1,57 17259666 2,32 4,99 Acide isopimarique 

14 42,56 38542826 0,70 9067072 1,22 4,25 Cinnamyl cinnamate 

15 42,81 101686251 1,86 22742567 3,06 4,47 Acide déhydroabiétique 

16 43,50 167891152 3,07 31547739 4,25 5,32 Acide abiétique  

 

 

 

7.3 Discussion de la composition de l’extrait AT33B 

Le chromatogramme de l’analyse par GC-MS de l’extrait AT33B, montre la composition 

riche de cet extrait en composés phénoliques et terpéniques.  

 

7.3.1 Acides phénoliques 

Les polyphénols sont présents dans de nombreux aliments tels que le raisin, la carotte, les 

épinards, le café, la tomate et l'ail (Alamed et al., 2009). Ils possèdent plusieurs actions 

biologiques telles que des activités antioxydantes, antiradicalaires, anti-inflammatoires et 

neuroprotectrices (Guven et al., 2015; Yoon et al., 2014). 

Les acides phénoliques tels que l'acide benzoïque et l’acide gallique, inhibent la 

neurodégénérescence de l’hippocampe grâce à leurs puissantes propriétés antioxydantes, anti-

inflammatoires et anti-apoptotiques (Latha and Daisy, 2011; Mansouri et al., 2013). Ils luttent 

contre la neurotoxicité induite par le peptide Aβ25–35 dans les cellules PC12 par le biais 

d'activités antioxydantes et anti-apoptotiques (Hong et al., 2012). Ils contribuent également à 

la diminution des niveaux de la peroxydation lipidique (LPO), de NO et des ROS, marqueurs 

du stress oxydatif, principal acteur de nombreuses maladies neurodégénératives (Dugan et al., 

1995; Oyagbemi et al., 2016).  
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Les propriétés antioxydantes des acides phénoliques peuvent être attribuées à une activité de 

piégeage directe des radicaux libres, à l'inactivation des enzymes responsables de la 

production de ROS et/ou à la régulation à la hausse des enzymes antioxydantes (Saibabu et 

al., 2015; Thyagaraju and Muralidhara, 2008). 

 

7.3.2 Vanilline 

La vanilline, un composé phénolique, offre une neuroprotection en raison de ses propriétés 

antioxydantes, anti-inflammatoires et anti-apoptotiques. La vanilline neutralise l'apoptose en 

préservant les fonctions mitochondriales et l'action antioxydante (Dhanalakshmi et al., 2015). 

Une étude menée par Kim and Park 2017, a montré que le traitement à la vanilline a 

considérablement atténué les troubles d'apprentissage et de la mémoire induits par la 

Scopolamine. 

 

7.3.3 Eugénol 

Selon des rapports récents, l'eugénol atténue la neurotoxicité induite par les peptides bêta-

amyloïdes in vitro. Il inhibe l'afflux excessif d'ions calcium induit par l'Aβ dans les neurones, 

responsable de la mort neuronale. 

L’eugénol a des effets neuroprotecteurs contre divers types d'événements inflammatoires. La 

cyclooxygénase inductible (COX-2) est un facteur important dans la conduite des processus 

inflammatoires dans de nombreux organes, y compris le cerveau (Marnett and Kalgutkar, 

1999). Le blocage de cette enzyme peut réduire l'inflammation. 

L'eugénol exerce une activité inhibitrice dépendante de la dose sur la production de PGE2 en 

supprimant l'expression génique de COX-2, dans des macrophages stimulés par des 

lipopolysaccharides (LPS) (Kim et al., 2003). Il inhibe également l'activité enzymatique de la 

COX-2 (Huss et al., 2002). 

L'eugénol a une activité antioxydante. Il peut éliminer directement les radicaux libres et 

réduire le stress oxydatif ainsi que la production de ROS (Ogata et al., 2000; Taira et al., 

1992). L'isoeugénol, isomère de l’eugénol, inhibe la peroxydation des lipides induite par les 

ions ferriques et l'hydroperoxyde de cumène dans les homogénats de cerveau de rat 

(Rajakumar and Rao, 1993). 
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7.3.4 Acide cinnamique 

L'acide cinnamique est un composé naturel qui possède diverses propriétés pharmacologiques 

pour divers troubles neurologiques. Il prévient l'agrégation de fibrilles d'Aβ, inhibe la toxicité 

médiée par l’Aβ, piège les ROS et réduit les effets inflammatoires in vitro et in vivo (Lan et 

al., 2017). 

 

7.3.5 Acide gallique 

L’acide gallique réduit les dommages neuronaux, la neuropathologie amyloïde cérébrale et 

améliore la fonction cognitive, via le piégeage des radicaux libres et l'inhibition de 

l'oligomérisation du peptide Aβ. Il joue un rôle neuroprotecteur en impliquant les voies 

antioxydantes et inflammatoires dans les modèles animaux de maladies neurodégénératives 

(Farbood et al., 2013; Korani et al., 2014; Mansouri et al., 2013; Naghizadeh and Mansouri, 

2015). Cet effet protecteur potentiel contre la neurotoxicité est dû à la sensibilité des 

récepteurs NMDA et à l'excitotoxicité induite par le glutamate après une ischémie cérébrale, 

suivie d'un afflux de Ca+2 et donc d'une accumulation intracellulaire de Ca+2 induite par 

l'apoptose neuronale. D'autre part, l’acide gallique, grâce à son effet antioxydant peut 

s'opposer à l'activation des récepteurs NMDA et avoir ainsi un effet protecteur sur la 

neurotoxicité et/ou l'excitotoxicité après une lésion cérébrale (Korani et al., 2014). L'acide 

gallique se lie aux protéines et aux minéraux clés tels que le fer, le zinc et le calcium et affecte 

leur biodisponibilité en formant des complexes insolubles (Niho et al., 2001). Il améliore les 

déficits électrophysiologiques cérébraux grâce à des modifications des niveaux de cytokines 

pro et anti-inflammatoires, à des effets antioxydants dans les tissus cérébraux et à 

l'amélioration de la perméabilité de la barrière hémato-encéphalique (Farbood et al., 2013; 

Mansouri et al., 2013). 

L'acide gallique a également été décrit comme un excellent piégeur de radicaux libres qui 

permet la diminution du niveau de ROS dans le cerveau (Yang et al., 2006). Ceci indique que 

l’acide gallique exerce une activité antioxydante en modulant les dysfonctionnements du 

cerveau (Sun et al., 2014). 

Le peptide Aβ perturbe la plasticité synaptique dans l'hippocampe en raison de la constitution 

des plaques séniles et de l'apoptose neuronale. Le traitement à l'acide gallique améliore 

l'échec synaptique et les dommages histologiques du cerveau induits par le peptide Aβ, et peut 

être introduit en tant qu'agent pharmacologique multipotent prometteur dans la prévention ou 

le traitement de la MA à l'avenir (Hajipour et al., 2016). 
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Ces résultats, cohérents avec d'autres recherches, ont montré l'effet thérapeutique potentiel 

d'antioxydants pour protéger les neurones contre la mort cellulaire induite par l'Aβ et la 

peroxydation des lipides. Il a été démontré que les antioxydants améliorent la fonction 

cognitive chez les rats âgés et empêchent les déficits d'apprentissage et de la mémoire après 

une lésion cérébrale (Farbood et al., 2013; Mansouri et al., 2014). Des études cliniques ont 

également décrit les effets positifs des traitements aux antioxydants pour ralentir la 

progression de la MA (McDaid et al., 2005; Scuderi et al., 2014). 

 

7.3.6 Acide isopimarique 

Les canaux BK (Big Potassium) sont des canaux potassiques voltage-dépendants qui 

conduisent de grandes quantités d'ions potassium (K+) à travers la membrane cellulaire. Ils 

aident à réguler les processus physiologiques, tels que l'excitabilité neuronale, le 

déclenchement des neurones et la libération des neurotransmetteurs. Ils jouent également un 

rôle dans la modulation de l'activité des dendrites ainsi que des astrocytes et des microglies 

(Contet et al., 2016). L’inhibition des canaux BK par le peptide Aβ1-42, empêche l'efflux de 

potassium et réduirait donc l'utilisation de l'ATP, permettant ainsi la survie neuronale dans des 

environnements pauvres en oxygène (Hermann et al., 2015). Les canaux BK peuvent 

également servir de protecteur neuronal en limitant l'entrée de calcium dans les cellules par 

oxydation de la méthionine. L’acide isopimarique bloque l'effet de Aβ1-42 dans les neurones de 

souris sauvages, en jouant le rôle d’activateur des canaux BK. Il constitue un candidat 

potentiel pour traiter la maladie d'Alzheimer (Yamamoto et al., 2011). La composition riche 

de l’extrait AT33B lui confère ses propriétés biologiques évaluées dans ce chapitre. 

 

 

 

 

 

  

Conclusion   

Les propriétés de l’extrait AT33B sont dues à sa richesse en composés phénoliques grâce 

à l’optimisation qui a permis d’augmenter la quantité des molécules bioactives. 
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CHAPITRE 3.  GALÉNIQUE 

 
 
Le troisième chapitre, étudie une stratégie galénique innovante, les nanoparticules lipidiques 

solides. Cette galénique est adaptée à notre extrait grâce à une étude d’optimisation basée sur 

des plans d’expériences qui consiste à modifier la quantité des trois ingrédients importants : le 

corps gras, le tensioactif et le Co-tensioactif. Cette optimisation vise à améliorer la taille, le 

potentiel zêta ainsi que la stabilité des nanoparticules. Une étude de caractérisation des 

nanoparticules est nécessaire pour valider le modèle de cette optimisation. 

 

L'administration ciblée des médicaments pour la MA au système nerveux central (SNC) 

présente plusieurs limitations, notamment une faible solubilité, une pharmacocinétique 

médiocre, une faible biodisponibilité et une efficacité réduite en raison des obstacles de la 

barrière hémato-encéphalique. Bien que ces médicaments candidats aient réussi dans les 

études précliniques, ils n’ont pas démontré l’efficacité escomptée dans les essais sur l’homme 

(Becker et al., 2008; Mullard, 2017; Sharma and Singh, 2011). 

Les progrès actuels en nanotechnologie offrent des opportunités pour surmonter ces 

limitations, en facilitant la pénétration de molécules de médicament dans le système nerveux 

central et en améliorant leur biodisponibilité (Parveen and Sahoo, 2006). 

Récemment, une large gamme de nano-transporteurs, tels que des polymères, des émulsions, 

des lipo-porteurs, des lipides solides, des nanotubes de carbone, des supports à base de métal, 

etc., ont été adaptés pour développer des traitements efficaces avec libération prolongée et 

efficacité améliorée. 

La libération prolongée de systèmes d'administration de nano-médicaments améliore le profil 

de libération contrôlée des médicaments chargés, minimisant ainsi le schéma posologique 

(Kumari et al., 2010). Ainsi, l’efficacité globale des médicaments candidats peut être 

améliorée en adaptant les systèmes d’administration de nano médicaments aux thérapies de la 

MA.  

Parmi les différents systèmes nanoparticulaires existants, les nanoparticules lipidiques solides 

(SLN) présentent de nombreux avantages et des inconvénients limités. Dans ce chapitre, nous 

allons étudier et optimiser la stratégie galénique adoptée pour assurer un meilleur véhicule de 

l’extrait vers le cerveau, en employant les SLN. 
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7.4 Matériels et méthodes 

Trois ingrédients sont principalement utilisés dans la préparation de nanoparticules lipidiques 

solides : les lipides, le surfactant et l’eau. 

 

7.4.1 Les lipides 

Les lipides constituant la matrice des SLN, sont biocompatibles, biodégradables et solides à 

température ambiante (Huo and Zhou, 2007). Les lipides naturels ou synthétiques utilisés 

doivent répondre aux principaux critères de sélection : une solubilité de l’actif dans les lipides 

fondus et un point de fusion suffisamment élevé, généralement supérieur à 40°C. 

Parmi les principaux corps gras utilisés dans les SLN on peut citer le Glyceryl monostéarate 

(point de fusion 78-81°C), le Glyceryl béhénate (point de fusion 83°C), l’Acide stéarique 

(point de fusion 67-72°C), l’alcool Cétylique (point de fusion 49°C), la Cire de carnauba 

(point de fusion 82°C).   

 
Le Compritol® 888 ATO (Gattefossé GmbH), l'excipient lipidique le plus préféré pour les 

SLN, est un corps gras composé de mono-, di- et triglycérides d'acide béhénique (C22), la 

fraction diester étant prédominante (40-60%). Ayant un point de fusion élevé (environ 70°C) 

et un équilibre hydrophile-lipophile (HLB) d'environ 2, le Compritol est utilisé comme agent 

lubrifiant dans les comprimés, et comme support lipidique pour les nanoparticules. Il sert 

également de matrice lipophile dans des formulations à libération prolongée (Patel et al., 

2009). Le Compritol a été choisi en raison de ses caractéristiques chimiques qui confèrent une 

faible variation de potentiel polymorphique (Barthelemy et al., 1999). 

 

7.4.2 Le tensioactif 

 

Un tensioactif (TA) est un composé qui modifie la tension interfaciale entre deux surfaces. 

Les tensioactifs sont des molécules amphiphiles composées d’une partie lipophile (affinité 

pour les lipides) et une partie hydrophile (affinité pour l’eau). Cette propriété leur permet 

également de solubiliser deux phases non miscibles. Les tensioactifs sont nécessaires pour 

stabiliser la dispersion du SLN et empêcher l’agrégation. Les émulsifiants sont caractérisés 

par la balance hydrophile/lipophile (HLB).  

La HLB est une échelle allant de 0 à 20 utilisée pour mesurer le degré d’hydrophilie ou de 

lipophilie des tensioactifs. Une valeur HLB comprise entre 0 et 8 correspond à un tensioactif 

lipophile qui permet de stabiliser des émulsions inverses (type eau dans l’huile E/H). Pour une 
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HLB ˃ 12, le tensioactif possède un caractère hydrophile et permet de stabiliser des émulsions 

directes (huile dans l’eau, H/E) (Griffin, 1946). 

  

Le Tween 80 (polysorbate 80), est un tensioactif non ionique hydrophile (HLB 15), sous 

forme d’un liquide jaune et visqueux. Il est souvent utilisé comme émulsifiant pour stabiliser 

des préparations semi-solides ou liquides (crèmes, pommades, lotions, vaccins antigrippaux, 

suspensions orales et parentérales). Il est composé d’esters d’acide oléique et de 

polyoxyéthylène sorbitane. Les vecteurs lipidiques nanostructurés avec du tween 80 peuvent 

traverser efficacement la BHE et s'accumuler dans le cerveau (Meng et al., 2016). Le Tween 

80 permet l’adsorption de l’apolipoprotéine E (apoE) sur la surface des nanoparticules qui 

vont être transportées dans le cerveau par l’endocytose médiée par le récepteur des 

lipoprotéines de basse densité (LDL) (Gastaldi et al., 2014; Sun et al., 2004). Ainsi, le Tween 

80 est considéré comme un agent de surface idéal pour les nanoparticules ciblant le cerveau.  

 

7.4.3 Co-tensioactif 

Un Co-tensioactif est un composé, qui additionné en proportions moindres, est capable de 

renforcer les propriétés d'un tensioactif principal pour améliorer les propriétés du mélange 

final.  

Les poloxamères sont des copolymères non ioniques de polyoxyéthylène (POE) et de 

polyoxypropylène (POP), largement utilisés comme co-tensioactifs, agents émulsifiants, 

agents de dispersion et agents améliorant l’absorption in vivo (Lin and Kawashima, 1985). 

Tous les poloxamères ont des structures chimiques similaires mais avec des masses 

moléculaires et des compositions différentes du bloc hydrophile POE et du bloc hydrophobe 

POP. 

Le Poloxamer 188 (Lutrol F-68), est un polymère séquencé d'oxyde d'éthylène et d'oxyde de 

propylène, d'un poids moléculaire moyen de 8350 Daltons. Il est hautement soluble dans l'eau 

et favorise l’absorption et la biodisponibilité d’actifs peu solubles (Reddy et al., 1976). 

Le Poloxamer 188 s'est avéré être le meilleur co-tensioactif pour atteindre une taille de 

particule minimale et apporter une stabilité physique à la formulation. Ce fait peut être 

corroborer par l’hypothèse selon laquelle en raison de son faible poids moléculaire, le 

poloxamer 188 est préférentiellement adsorbé sur la surface des particules réduisant 

l'interaction interparticulaire et améliorant la dispersibilité des particules (Steckel and 

Brandes, 2004). Par conséquent, le poloxamer 188 a été sélectionné pour notre étude. 
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7.5 Préparation des SLN 

Différentes techniques pour la fabrication des SLN sont détaillées dans la littérature 

(Ekambaram et al., 2012; Lippacher et al., 2000; Müller et al., 2000; Muller and Keck, 2004; 

Svilenov and Tzachev, 2014; Wissing and Müller, 2002). Dans notre étude, nous avons 

préparé les SLN selon la technique de l’ultrasonication. 

 

7.5.1 Protocole  

La phase lipidique constituée du Compritol et du Tween 80 est chauffée dans un bain marie à 

80 °C. Ensuite l’extrait AT00X est solubilisé dans la γ-valérolactone et ajouté au Compritol 

fondu. La phase aqueuse chaude contenant le Poloxamer 188 est ajoutée à la phase lipidique 

fondue, et émulsifiée par un Ultra-Turrax à 15200 rpm pendant 10 min. Une pré-émulsion est 

formée, ensuite, les ultrasons sont appliqués à l'aide d'une sonde BRANSON à 70% pendant 

12 min. La nanoémulsion chaude obtenue est ensuite refroidie dans un bain d’eau glacée pour 

former les SLN (Fig. 76). 

 

 
Fig. 76. Schéma de préparation des SLN par la méthode d’Ultrasonication. 1. Mélange à l’Ultraturrax 

15200rpm/10 min ; 2. Sonication à 70 % pendant 12 min ; 3. Refroidissement dans un bain d’eau glacé. 

 

La formulation des SLN de l’extrait AT00X, est basée sur une étude approfondie de la 

littérature pour avoir une idée sur les meilleures proportions des différents ingrédients qui 

permettent d’obtenir des SLN stables dans le temps avec une distribution de taille homogène. 

Les différentes formulations de la littérature ont été testées dans notre laboratoire de 

pharmacie galénique, avec plusieurs actifs : Resvératrol, Curcumine, Bêta-carotène 

(Benhaiem-Henry, 2017) et acide zolédronique (larbi, 2015). Les résultats satisfaisants 

obtenus, ont fait l’objet de deux thèses. Pour poursuivre les travaux de mes collègues et 

améliorer les résultats, nous avons décidé de reprendre une formulation stable de SLN et 

l’adaptée à notre actif végétal : 
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❖ Corps gras : Compritol : 10 g 

❖ Tensioactif : Tween 80 : 6 g 

❖ Co-tensioactif : Lutrol F-68 : 4 g  

❖ Actif : extrait AT00X : 400 mg 

❖ Eau : 390 mL  

Les résultats de taille et de potentiel zêta de cette formulation de base sont de l’ordre de 200 

nm et -6 mV respectivement. 

Nous avons souhaité vérifier l’innocuité du process sur l’activité de notre actif, pour cela, 

nous avons réalisé un essai d’évaluation de l’activité antioxydante des SLN AT00X selon le 

test KRL préalablement testé sur l’extrait AT00X en poudre, (cf chapitre 2, partie 2). Les 

résultats sont présentés dans les Tableau 27-28. 

 
 
Tableau 27. Comparaison du pourcentage de variation du T1/2 hémolyse du sang témoin en présence de l’extrait 

AT00X et des SLN-AT00X. 

 

Tableau 28. Equivalents mg de Trolox et mg d’acide gallique/g de SLN. 

* : Concentration en mg d’extrait/SLN par litre de milieu réactionnel 

Concentrations 

(mg/L) * 

% d’augmentation du T1/2 

hémolyse du sang témoin 

Concentrations 

(mg/L) * 
% d’augmentation du T1/2 

hémolyse du sang témoin 

SLN AT00X Extrait AT00X  

0 0 0 0 

10 -6,16  1 4,83 

20 -11,61 2 7,55 

50 -9,47 5 16,28 

100 -2,74 10 28,91 

200 11,66 20 54,21 

500 40,33 50 116,72 

1000 88,12 100 201,52 

Concentrations (mg/L) * Pouvoir antiradicalaire des SLN AT00X 

 Equivalents mg de Trolox et mg d’acide gallique/g de SLN 
 Trolox  Acide gallique 

0 0 0 

10 -242,23 -114,30 

20 -228,25 -107,70 

50 -74,47 -35,14 

100 -10,79 -5,09 

200 22,92 10,81 

500 31,71 14,96 

1000 34,65 16,35 
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Nos résultats indiquent que les Nanoparticules AT00X, après une légère activité pro-

oxydante, présentent une capacité antioxydante croissante à partir d’une concentration de 500 

mg de SLN/L de milieu réactionnel. 

Ainsi à une concentration de 500 mg SLN/L, les SLN-AT00X, augmentent respectivement la 

résistance du sang témoin à une attaque radicalaire de 40,33%. Dans ces conditions in vitro, 

un gramme de SLN-AT00X, présente une capacité antioxydante respectivement équivalente à 

31,71 mg de Trolox® ou à 14,96 mg d’acide Gallique.  

Sachant que les SLN AT00X testées au KRL contiennent 400 mg de l’extrait AT00X dans 

410 g de masse totale de la formulation. Donc 1000 mg de SLN contiennent ~ 1 mg d’extrait 

AT00X. La variation du pourcentage du T1/2 hémolyse du sang témoin en présence d’1 mg de 

l’extrait AT00X et de 1000 mg de SLN-AT00X qui contiennent 1 mg de l’extrait AT00X 

(Tableau 27), est respectivement 4,83 % et 88,12 %. Nous pouvons conclure que l’extrait 

AT00X dans les SLN est environ 20 fois plus efficace que l’extrait seul. Cette forte activité 

antioxydante des SLN, peut être due à la nature même des SLN connus pour pénétrer à travers 

la membrane lipidique des hématies grâce aux propriétés amphiphiles du Tween 80 (Pandey, 

2014). 

Le caractère pro-oxydant observé avec les faibles concentrations de SLN peut s’expliquer par 

plusieurs paramètres. En effet la stabilité de nos préparations testées, n’a été évaluée que sur 3 

semaines (durée estimée entre le transit et les essais). Or il est apparu des dépôts de matières 

après plus de deux mois dans le noir et à température ambiante. Ces dépôts correspondent à 

un excédent d’actif non encapsulé mis en micro-suspension et des particules métalliques de la 

sonde à ultrasons. Ces particules peuvent avoir un rôle dans l’aspect pro-oxydatif mesuré qui 

est compensé par l’action antioxydante dose-dépendante de notre actif. 

Il nous faut donc trouver pour la suite du développement une solution à l’encapsulation de 

l’actif non optimale. 

 

7.5.1 Solvant 

La formulation des SLN présente l’avantage de l’absence de solvants organiques. Or notre 

extrait AT00X sous forme de poudre est soluble partiellement dans la phase lipidique, d’où, la 

nécessité d’ajouter un solvant alimentaire, résistant au chauffage et miscible à la phase 

lipidique. La complexité de l’extrait et la richesse de sa composition en bois et en résines, 

nous a orienter vers les lactones vu leur grande capacité à solubiliser la lignine. 
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Les lactones sont des esters carboxyliques cycliques, contenant un groupe cétone lié à 

un hétérocycle. Elles sont utilisées comme arômes et parfums, bien qu'elles présentent 

également un caractère herbacé.  

La γ-valérolactone est un composé organique de formule C5H8O2. Ce liquide incolore à 

l'odeur d'herbe est l’une des lactones les plus courantes utilisé en parfumerie. Elle est 

facilement obtenue à partir de biomasse cellulosique suite à l’hydrogénation de l’acide 

lévulinique, et constitue un carburant potentiel et un solvant vert (Ferlin et al., 2018). Elle sera 

utilisée dans notre étude pour solubiliser l’extrait AT00X.  

 

7.6 Optimisation de la formulation galénique  

La formule de base pour cette étude d’optimisation, après avoir déterminer la proportion de 

lactone nécessaire pour incorporer un maximum d’actif solubiliser est la suivante : 

❖ Corps gras : Compritol : 10 g 

❖ Tensioactif : Tween 80 : 6 g 

❖ Co-tensioactif : Lutrol : 4 g 

❖ Solvant : γ-valérolactone : 30 mL 

❖ Actif : extrait AT00X : 200 mg 

❖ Eau : 390 mL  

Le but de l’optimisation, est de trouver le meilleur compromis entre les trois ingrédients 

principaux : lipide, tensioactif, co-tensioactif, et étudier l’impact sur la taille des particules et 

l’encapsulation. Ces 3 facteurs constituent la base de la formulation des SLN et modifient 

leurs caractéristiques. A partir de cette formule de départ, nous avons défini le domaine de 

variation en précisant les bornes inférieures et supérieures des 3 facteurs étudiés : 

X1:   5 g ≤ Compritol ≤ 15 g 

X2:   2 g ≤ Tween 80 ≤ 10 g 

X3:   1 g ≤ Lutrol ≤ 8 g 

Les 3 réponses mesurées sont : la taille (Y1), le potentiel zêta (Y2) et l’indice de 

polydispersité (PDI) (Y3). 

Nous avons fixé les autres paramètres de la formulation (eau à 390 mL, γ-valérolactone à 30 

mL et l’extrait AT00X à 200 mg) et les paramètres du process (temps d’émulsification à 10 

min, vitesse d’émulsification à 15200 rpm, temps de sonication à 12 min et fréquence de 

sonication à 70 %). 

 

https://fr.wikipedia.org/wiki/H%C3%A9t%C3%A9rocycle
https://fr.wikipedia.org/wiki/Parfumerie
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7.6.1 Choix du plan 

Dans le cadre des expériences complexes, lorsque la relation entre la réponse et les entrées est 

inconnue, il est nécessaire alors d'utiliser des conceptions qui répartissent les points auxquels 

la réponse est observée de manière uniforme dans toute la région. Ces conceptions sont 

appelées « Space-Filling Designs » (SFD), et les plus connues sont les hypercubes latins 

(aléatoires, orthogonaux, optimisés) et les séquences à faible discrépance (Fang et al., 2006; 

Santner et al., 2003).  

Au cours de la dernière décennie, les conceptions uniformes SFD ont été plus fréquemment 

utilisées depuis que les méthodes de conception expérimentale ont commencé à être 

appliquées aux expériences numériques. 

Dans certains domaines, les expériences sont coûteuses et prennent du temps, il est alors 

avantageux de planifier et d'organiser les simulations comme dans le domaine des expériences 

et de travailler en haute dimension. 

Dans le cadre de notre étude, nous avons utilisé des conceptions SFD qui répartissent les 

points auxquels la réponse est observée de manière uniforme dans toute la région. Ce modèle 

est employé lorsque l’expérimentateur est confronté à des phénomènes chaotiques, ou plus 

simplement, si les relations entre la réponse et les entrées du code sont complexes. Nous 

avons employé une méthode de construction de nouvelles conceptions SFD, dite de WSP, 

basée sur l’algorithme de Wootton, Sergent, Phan-Tan-Luu. L'analyse des critères de qualité 

intrinsèques de ces conceptions en faisant varier le nombre de points et le type de l'ensemble 

candidat conduit à conclure que le type de la distribution initiale n'a pas d'importance si le 

nombre de points est suffisant. Cette conclusion révèle la robustesse de l'algorithme, même 

dans les espaces de grande dimension. La comparaison de ces conceptions avec les 

conceptions classiques de remplissage d'espace montre une meilleure qualité en ce qui 

concerne la répartition uniforme et le bon remplissage de l'espace. L'avantage de cet 

algorithme réside dans la possibilité de créer des conceptions uniformes dans des espaces de 

grandes dimensions avec un temps de calcul court. 

7.6.2 WSP design 

La construction des conceptions WSP est basée sur une sélection de points bien distribués 

selon l'algorithme proposé par Sergent and Phan-Tan-Luu, 1989. Dans cet algorithme, les 

points sont choisis parmi un ensemble de points candidats de manière à se trouver à une 

distance prédéfinie (dmin) de chaque point de l’espace défini à paramètres multidimensionnels, 

déjà inclus dans la conception. De cette façon, l’espace des variables sera «plein» et couvert le 
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plus uniformément possible (Fig. 77). Il est important de souligner que, puisque l'algorithme 

n'ajoute aucun point, les points candidats initiaux sont importants et doivent être répartis 

uniformément dans l'espace étudié. Comme mentionné ci-dessus, l'algorithme WSP est une 

procédure de sélection et n'ajoute aucun point. Par conséquent, la distribution initiale doit 

remplir uniformément l'espace étudié car si certaines zones ne sont pas bien couvertes, elles 

seront mal représentées dans la conception finale et la présence de vides pourrait être 

préjudiciable pour une surface de réponse ultérieure. 

 
Fig. 77. Illustration de l'algorithme WSP dans un espace 2D (Santiago et al., 2012). 

 

 

7.6.3 Plan d’expériences 

Pour estimer les coefficients du modèle qui relie la variation des 3 réponses à la variation des 

quantités des 3 ingrédients, nous avons réalisé un plan uniforme de 34 expériences (Tableau 

29). Comme nous désirons explorer le plus grand domaine d’étude possible, nous avons pris, 

pour chaque facteur, les bornes les plus élevées compatibles avec les contraintes de notre 

étude. Nous avons également prévu des points centraux pour estimer la variance 

expérimentale (Fig. 78). Les résultats des expériences sont rassemblés dans le tableau suivant.  
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Tableau 29. Matrice expérimentale du modèle. 

N° Exp Compritol (g) Tween 80 (g) Lutrol (g) 

1 8 7,1 7,4 

1’ 8 7,1 7,4 

1’’ 8 7,1 7,4 

1’’’ 8 7,1 7,4 

2 14,9 2,1 7,9 

2’ 14,9 2,1 7,9 

2’’ 14,9 2,1 7,9 

2’’’ 14,9 2,1 7,9 

3 12,1 9,4 2,0 

4 6,1 3,2 7,3 

5 14,1 6,1 2,2 

6 13,7 6,7 7,0 

7 6,7 4,3 3,8 

8 5,4 2,5 1,1 

9 8,2 10 7,8 

10 10,8 9,8 6,1 

10’ 10,8 9,8 6,1 

10’’ 10,8 9,8 6,1 

10’’’ 10,8 9,8 6,1 

11 13,7 3,3 1,7 

11’ 13,7 3,3 1,7 

11’’ 13,7 3,3 1,7 

11’’’ 13,7 3,3 1,7 

12 8,9 2 4,9 

13 5,3 2,1 5,1 

14 5,6 5,6 5,9 

15 14,2 4 4 

16 12,3 8 4,2 

17 9,1 4,5 6,7 

18 14,3 9,3 6,2 

19 8,9 2,3 1,3 

20 13,1 3,9 6,4 

21 10,8 3,6 3,2 

22 7,8 8,6 5,3 

23 8,4 5,1 1,7 

24 9 8,5 1,1 

25 6,2 8,1 2,6 

26 5,1 8,8 7 

27 5,1 6 1,1 

28 10,8 2 7,4 

29 15 9,9 3,8 

30 9,9 5,9 4,5 

31 15 8 1 

32 5 10 1,3 

33 7 9 1,5 
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34 13 10 1,4 

 

 

 

Fig. 78. Plan uniforme selon le modèle "Space-Filling Design". 

 

L’effet de la variation des quantités des 3 ingrédients sur les 3 réponses, est étudiée selon le 

modèle polynomial du deuxième degré suivant :  

η = taille = potentiel zêta = PDI = β0 + β1X1 + β2X2 + β3X3 + β11𝑋1
2 + β22𝑋2

2 + β33𝑋3
2 + β12X1X2 

+ β13X1X3 + β23X2X3 
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Tableau 30. Matrice uniforme et résultats obtenus. 

N° Compritol (g) Tween 80 (g) Lutrol (g) Taille (nm) P. Zêta (mV) PDI 

1 8 7,1 7,4 762,6 -9,14 0,425 

1’ 8 7,1 7,4 793,2 -6,09 0,315 

1’’ 8 7,1 7,4 852,3 -6,56 0,019 

1’’’ 8 7,1 7,4 841,5 -6,28 0,200 

2 14,9 2,1 7,9 49,85 -11,1 0,359 

2’ 14,9 2,1 7,9 46,57 -5,39 0,465 

2’’ 14,9 2,1 7,9 31,95 -4,91 0,537 

2’’’ 14,9 2,1 7,9 46,07 -6,89 0,389 

3 12,1 9,4 2,0 52,45 -8,17 0,799 

4 6,1 3,2 7,3 37,43 -4,24 0,478 

5 14,1 6,1 2,2 726,4 -3,99 0,329 

6 13,7 6,7 7,0 302,5 -3,9 0,154 

7 6,7 4,3 3,8 291,9 -3,72 0,170 

8 5,4 2,5 1,1 430,9 -3,09 0,231 

9 8,2 10 7,8 40,86 -3,81 0,542 

10 10,8 9,8 6,1 26,55 -5,31 0,519 

10’ 10,8 9,8 6,1 43,58 -7,24 0,576 

10’’ 10,8 9,8 6,1 40,43 -11 0,399 

10’’’ 10,8 9,8 6,1 39,78 -6,69 0,509 

11 13,7 3,3 1,7 313,5 -4,6 0,120 

11’ 13,7 3,3 1,7 392,3 -7,12 0,220 

11’’ 13,7 3,3 1,7 386,3 -7,23 0,163 

11’’’ 13,7 3,3 1,7 495,2 -6,81 0,181 

12 8,9 2 4,9 51,65 -2,89 0,357 

13 5,3 2,1 5,1 46,12 -2,94 0,493 

14 5,6 5,6 5,9 158,1 -2,03 0,218 

15 14,2 4 4 67,03 -2,88 0,265 

16 12,3 8 4,2 19,38 -2,57 0,430 

17 9,1 4,5 6,7 42,57 -2,99 0,256 

18 14,3 9,3 6,2 37,15 -2,6 0,426 

19 8,9 2,3 1,3 376,1 -2,14 0,147 

20 13,1 3,9 6,4 49,1 -1,66 0,488 

21 10,8 3,6 3,2 398,9 -2,29 0,129 

22 7,8 8,6 5,3 32,01 -2,83 0,475 

23 8,4 5,1 1,7 42,54 -2,59 0,452 

24 9 8,5 1,1 30,7 -2,85 0,360 

25 6,2 8,1 2,6 36,67 -2,62 0,460 

26 5,1 8,8 7 41,06 -2,89 0,563 

27 5,1 6 1,1 20,64 -2,35 0,440 

28 10,8 2 7,4 42,64 -2,42 0,444 

29 15 9,9 3,8 58,65 -2,11 0,644 

30 9,9 5,9 4,5 353,2 -1,49 0,335 

31 15 8 1 56,63 -9,05 1 

32 5 10 1,3 65,82 -7,07 0,285 

33 7 9 1,5 73,36 -6,55 0,274 
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34 13 10 1,4 102,6 -7,42 0,639 

 

 

7.6.4 Analyse graphique du modèle  

Dans le contexte des plans d’expériences pour l’étude de la variation des réponses en fonction 

des variables, et pour restituer de manière interprétable l’équation du modèle empirique, des 

plans de coupe sont réalisés en faisant varier à chaque fois 2 variables et en fixant la 3ème au 

centre du domaine et aux deux bornes inférieure et supérieure. Deux formes géométriques ont 

été employées : les surfaces plot cube et la coupe correspondante. Seuls les plans les plus 

informatifs sont présentés ci-dessous.  

 

7.6.5 Analyse de la taille  

Selon ce plan d’expérience, le modèle polynomial gérant la variation de la taille par rapport 

aux 3 facteurs est calculé comme suit : 

η = taille = 196.61 + -65.79X1 + -54.88X2 + 4.18X3 + -21.77𝑋1
2 + -127.98𝑋2

2 + 99.70𝑋3
2 + -

127.73X1X2 + 30.56X1X3 + 273.94X2X3 
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➢ Variation de la taille des particules en fonction des 3 variables  

 

 

 

 

 

 
a) Variable fixée: Tween 80: 2g b) Variable fixée: Tween 80: 6g c) Variable fixée: Tween 80: 10g 

Fig. 79. Surface plot (cube + coupe) – réponse : taille (nm) – variables plan de coupe : Lutrol (g) – Compritol 

(g). Variable fixée : Tween 80 : 2 g, 6 g et 10 g. 

 

Les 3 coupes du plan réalisées aux bornes et au centre du domaine de variation du Tween 80, 

montrent que pour une faible quantité de Tween 80, une grande quantité de Lutrol est 

nécessaire pour diminuer la taille des particules. De même, pour une quantité maximale de 

Tween 80, une faible quantité de Lutrol est suffisante pour obtenir une diminution de la taille 

(Fig. 79). Un équilibre du système émulsionnant (Tween 80 et Lutrol) est requis pour 

diminuer la taille. Le Compritol semble ne pas avoir un effet significatif dans la diminution de 

la taille des particules. 
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a) Variable fixée: Lutrol: 1 g b) Variable fixée: Lutrol: 4,5 g c) Variable fixée: Lutrol: 8 g 

Fig. 80. Surface plot (cube + coupe) – réponse : taille (nm) – variables plan de coupe : Tween 80 – Compritol 

(g). Variable fixée : Lutrol : 1 g, 4,5 g et 8 g. 

 

Les 3 coupes du plan réalisées aux bornes et au centre du domaine de variation du Lutrol, 

montrent que pour une faible quantité de Lutrol, une grande quantité de Tween 80 est 

nécessaire pour diminuer la taille des particules. De même, pour une quantité maximale de 

Lutrol, une faible quantité de Tween 80 est suffisante pour obtenir une diminution de la taille 

(Fig. 80). Un équilibre du système émulsionnant (Tween 80 et Lutrol) est requis pour 

diminuer la taille. Le Compritol semble ne pas avoir un effet significatif dans la diminution de 

la taille des particules. Nous remarquons que la combinaison Tensioactif/Co-tensioactif est 

responsable de la taille des particules.  
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a) Variable fixée: Compritol: 5 g b) Variable fixée: Compritol: 10 g c) Variable fixée: Compritol: 15 g 
Fig. 81. Surface plot (cube + coupe) – réponse : taille (nm) – variables plan de coupe : Tween 80 (g) – Lutrol (g) 

Variable fixée : Compritol : 5 g, 10 g et 15 g. 

 

Pour les 3 valeurs fixes du Compritol (5 g, 10 g et 15 g), la taille diminue avec l’augmentation 

du Tween 80 et une faible quantité de Lutrol ou bien une faible quantité de Tween 80 et une 

forte quantité de Lutrol (Fig. 81). Nous avons la même variation de la taille des particules en 

fonction du système émulsionnant. 
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7.6.6 Analyse du potentiel zêta  

Selon ce plan d’expérience, le modèle polynomial gérant la variation du potentiel zêta par 

rapport aux 3 facteurs est calculé comme suit : 

η = potentiel zêta = -1.34 - 0.24X1 - 0.25X2 + 0.44X3 - 2.39𝑋1
2 - 1.36𝑋2

2 - 0.99𝑋3
2 + 1.62X1X2 + 

1.14X1X3 - 0.26X2X3 

 

➢ Variation du potentiel zêta des particules en fonction des 3 variables 

 

   

   
a) Variable fixée: Compritol: 5 g b) Variable fixée: Compritol: 10 g c) Variable fixée: Compritol: 15 g 
Fig. 82. Surface plot (cube + coupe) – réponse : potentiel zêta (mV) – variables plan de coupe : Tween 80 (g) – 

Lutrol (g) Variable fixée : Compritol : 5 g, 10 g, 15 g. 

 

 

Pour une faible quantité de Compritol (5 g), il faut augmenter la quantité du Lutrol et du 

Tween 80 pour améliorer le potentiel zêta. Pour une quantité maximale de Compritol (15 g), il 

faut diminuer la quantité du système émulsionnant. A noter que la variation du potentiel zêta 

n’est pas significative et la modélisation est très peu pertinente (Fig. 82). 
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a) Variable fixée: Lutrol: 1 g b) Variable fixée: Lutrol: 4,5 g c) Variable fixée: Lutrol: 8 g 
Fig. 83. Surface plot (cube + coupe) – réponse : potentiel zêta (mV) – variables plan de coupe : Tween 80 (g) – 

Compritol (g) Variable fixée :  Lutrol : 1 g, 4,5 g, 8 g. 

 

En fixant Lutrol à son niveau inférieur (1 g), le potentiel zêta augmente en valeur absolue 

avec l’augmentation de la quantité du Compritol et la diminution de la quantité du Tween 80. 

Pour une quantité maximale du Lutrol (8 g), le potentiel zêta s’améliore avec l’augmentation 

de la quantité du tween 80 et la diminution de la quantité du Compritol (Fig. 83). A noter que 

la variation du potentiel zêta n’est pas significative et la modélisation est très peu pertinente.  
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a) Variable fixée: Tween 80: 2 g b) Variable fixée: Tween 80: 6 g c) Variable fixée: Tween 80: 10 g 
Fig. 84. Surface plot (cube + coupe) – réponse : potentiel zêta (mV) – variables plan de coupe : Lutrol (g) – 

Compritol (g) Variable fixée :  Tween 80 : 2 g, 6 g, 10 g. 

 

Une légère amélioration du potentiel zêta est détecté en augmentant la quantité du Compritol 

pour une faible quantité de Tween 80 et du Lutrol. Pour une quantité maximale du Tween 80, 

il faut augmenter la quantité du Lutrol et diminuer la quantité du Compritol pour optimiser le 

potentiel zêta (Fig. 84). 

 

 

7.6.7 Analyse du l’index de polydispersité PDI 

 

Selon ce plan d’expérience, le modèle polynomial gérant la variation du PDI par rapport aux 3 

facteurs est calculé comme suit : 

η = potentiel zêta = 0.19 + 0.09X1 - 0.01X2 - 0.02X3 + 0.06𝑋1
2 + 0.11𝑋2

2 - 0.004𝑋3
2 + 0.19X1X2 

- 0.03X1X3 - 0.23X2X3  
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➢ Variation du PDI des particules en fonction des 3 variables  

 

   

   
a) Variable fixée: Compritol: 5 g b) Variable fixée: Compritol: 10 g c) Variable fixée: Compritol: 15 g 
Fig. 85. Surface plot (cube + coupe) – réponse : PDI – variables plan de coupe : Lutrol (g) – Tween 80 (g) 

Variable fixée : Compritol : 5 g, 10 g, 15 g. 

 

Comme le montre la figure 85, pour une faible quantité de Compritol (5 g), il faut augmenter 

la quantité du Lutrol et diminuer celle du Tween 80 pour améliorer le PDI. Pour une quantité 

maximale de Compritol (15 g), il faut augmenter la quantité du Tween 80 pour améliorer le 

PDI. 

  



 
185 

 

 

   

   
a) Variable fixée: Tween 80: 2 g b) Variable fixée: Tween 80: 6 g c) Variable fixée: Tween 80: 10 g 
Fig. 86. Surface plot (cube + coupe) – réponse : PDI – variables plan de coupe : Lutrol (g) – Compritol (g), 

Variable fixée : Tween 80 : 2 g, 6 g, 10 g. 

 

Pour une faible quantité de tween 80 (2 g), il faut augmenter la quantité du Lutrol pour 

améliorer le PDI. Pour une quantité maximale de tween 80 (10 g), il faut augmenter la 

quantité du Compritol et diminuer celle du Lutrol pour améliorer le PDI (Fig. 86). 
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a) Variable fixée: Lutrol: 1 g b) Variable fixée: Lutrol: 4,5 g c) Variable fixée: Lutrol: 8 g 
Fig. 87. Surface plot (cube + coupe) – réponse : PDI – variables plan de coupe : Tween 80 (g) – Compritol (g), 

Variable fixée : Lutrol : 1 g, 4,5 g, 8 g. 

 

 

En fixant le Lutrol à son niveau inférieur (1 g), le PDI augmente avec l’augmentation des 

quantités du Compritol et du Tween 80. Pour une quantité maximale du Lutrol (8 g), le PDI 

s’améliore avec la diminution des quantités du tween 80 et du Compritol (Fig. 87). A noter 

que la variation du potentiel zêta n’est pas significative et la modélisation est très peu 

pertinente.  

 

 

7.6.8 Désirabilité  

Après avoir étudier la variation de la taille, du potentiel zêta et du PDI en fonction des 3 

variables, il est nécessaire de définir une zone de désirabilité qui correspond à nos objectifs. 

Dans le cas de notre étude, nous recherchons une taille des SLN de 100 nm et un potentiel 

zêta de – 8. Nous n’avons pas de préférence pour le PDI, il suffit d’avoir une valeur de PDI 

entre 0,08 et 0,7 pour avoir une polydispersité moyenne (Tableau 31). 
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Tableau 31. Etude de désirabilité. 

 Taille (nm)  P Zêta (mV) P.D.I. 

Préférence Bilatérale Unilatérale droite Aucune 

Cible 100 -8 50 

Min 0 0 0 

Max 200 -5 100 

  

Les nanoparticules lipidiques solides de taille ne dépassant pas les 200 nm sont susceptibles 

de traverser la barrière hémato-encéphalique sans être éliminées par le système réticulo-

endothéliale. Nous avons fixé une désirabilité de 0 à 200 nm avec une cible de 100 nm (Fig. 

88). 

 

 
Fig. 88. Désirabilité de la taille. Type : Bilatérale ; Min : 0, Max : 200 nm, Cible : 100 nm. 

 

 

 

La charge des nanoparticules joue un rôle important dans la stabilité de la formulation. Dans 

le cas de notre étude, les ingrédients non-ioniques utilisés ne permettent pas l’obtention d’un 

potentiel zêta élevé. La désirabilité du potentiel zêta sélectionnée de type unilatérale droite, 

varie entre un maximum de -5 mV et une cible de -8 mV (Fig. 89). 
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Fig. 89. Désirabilité du potentiel zêta. Type : Unilatérale droite ; Max : -5 mV Cible : -8 mV. 

 

 

L’optimisation graphique en fonction de l’étude de désirabilité, aboutit à une zone optimale 

représentée par des surfaces de réponses (cube). Cette zone optimale est visualisée en fixant le 

Tween 80 et le Compritol à leurs niveaux minimal (2 g et 5 g) et maximal (10 g et 15 g) 

respectivement (Fig. 90 et Fig. 91).  

  

  

a) Variable fixée: Tween 80: 2 g b) Variable fixée: Tween 80: 10 g 

Fig. 90. Désirabilité surface plot (Cube) - Réponse : Taille - Variables plan de coupe : Compritol (g) - Lutrol (g). 

Variable fixée : Tween 80 : 2 g, 10 g. 
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a) Variable fixée: Compritol: 5 g b) Variable fixée: Compritol: 15 g 

Fig. 91. Désirabilité surface plot (Cube) - Réponse : Taille - Variables plan de coupe : Tween 80 (g) - Lutrol (g). 

Variable fixée : Compritol : 5 g, 15 g. 

 

D’après ces plans de coupes, nous constatons la présence d’une zone optimale avec une 

multitude de points expérimentaux optimaux (zone jaune/verte). Nous avons sélectionné de 

cette zone, 4 formulations optimales qui répondent à l’étude de désirabilité (Tableau 32). 

Tableau 32. Formulations optimales sélectionnées. 

Formulation Compritol (g) Tween 80 (g) Lutrol (g) 

35 14,9 2 5,38 

36 14,9 6,28 1,12 

37 5,04 9,68 2,43 

38 15 2 8 

 

Le Tableau 33 présente les résultats de taille, de potentiel zêta et de PDI des 4 formulations 

sélectionnées de la zone optimale. 
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Tableau 33. Taille, potentiel zêta et PDI des 4 formulations optimales sélectionnées. 

Formulation Compritol 

(g) 

Tween 80 

(g) 

Lutrol 

(g) 

AT00X  

(g) 

Lactone 

(mL) 

Eau 

(mL) 

Taille  

(nm) 

P Zêta 

(mV) 

P.D.I. 

35 14,9 2 5,38 0,2 30 390 45,73 -3,96 0,447 

36 14,9 6,28 1,12 0,2 30 390 1113 Q.R 0,047 

37 5,04 9,68 2,43 0,2 30 390 59 -4,12 0,499 

38 15 2 8 0,2 30 390 46,42 -6,96 0,502 

*Q.R : refer to quality report 

 

Parmi les 4 formulations de la zone optimale, nous allons retenir la formulation 38 pour la 

suite de l’étude avec 15 g de Compritol, 2 g de Tween 80 et 8 g de Lutrol.  

 

7.7 Caractérisation des SLN 
 

7.7.1 Taille des Particules  

La taille moyenne, le potentiel zêta et l’indice de polydispersité (PDI) des Nanoparticules ont 

été mesurés par diffusion dynamique de la lumière à l’aide d’un appareil Zetasizer Nano ZS 

Malvern Instruments). Le Zetasizer Nano ZS est un analyseur de particules et de tailles 

moléculaires très performant, conçu pour la détection améliorée des agrégats. Le principe de 

la diffusion dynamique de la lumière est que les particules fines en mouvement thermique 

constant, appelé mouvement brownien, diffusent à une vitesse liée à leur taille. L'intensité 

diffusée par des grosses particules varie moins vite au cours du temps que pour des petites 

particules (Fig. 92). La vitesse du mouvement brownien est également déterminée par la 

température. Par conséquent, un contrôle précis de la température est essentiel pour une 

mesure précise de la taille. 

 

 

Fig. 92. Distribution de taille selon le principe de la diffusion dynamique de la lumière. 
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Pour mesurer la vitesse de diffusion, des rayons laser frappent l’échantillon. L'intensité de 

diffusion à un angle donné fluctuera avec le temps, ce qui est détecté à l'aide d'un détecteur à 

photodiode à avalanche sensible. Les changements d'intensité sont analysés avec un 

autocorrélateur numérique qui génère une fonction de corrélation. Cette courbe peut être 

analysée pour donner la taille et la distribution en taille. Les dimensions des particules sont 

déterminées dans la gamme submicronique, et même dans la gamme du nanomètre. Les 

échantillons sont dilués au 1/50 et les mesures ont été effectuées 3 fois (Fig. 93). 

 

 
Fig. 93. Taille et PDI de la formulation optimale SLN AT00X 38. 

 

7.7.2 Potentiel zêta  

La charge acquise par une particule ou une molécule dans un milieu donné est son potentiel 

zêta et provient de la charge de surface, de la concentration et des types d'ions dans la 

solution. Étant donné que les particules de charge similaire se repoussent, celles à charge 

élevée résistent à la floculation et à l’agrégation pendant de plus longues périodes, ce qui rend 

ces échantillons plus stables. Cela signifie que la stabilité peut être modifiée en modifiant le 

pH, la concentration ionique, le type d'ions et en utilisant des additifs tels que des tensioactifs 

et des polyélectrolytes.  

Le Zetasizer Nano ZS comprend également un analyseur de potentiel zêta utilisant la 

diffusion électrophorétique de la lumière pour les particules, les molécules et les surfaces. La 
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mesure du potentiel de surface par le potentiel zêta est basée sur la présence de charges 

provenant du polymère ou des tensioactifs adsorbés (Fig. 94). 

  

 
Fig. 94. Présentation schématique du potentiel zêta (Plusquellec, 2014). 

 

Le potentiel zêta peut être mesuré par l’intermédiaire de la mobilité électrophorétique des 

particules (déplacement dans un champ électrique), il permet de prédire la stabilité au 

stockage des nanoparticules en suspension et les interactions par attractions électrostatiques. 

En général, les particules chargées sont moins susceptibles d’être agrégées par la répulsion 

électrique. Le potentiel zêta de la formulation optimale SLN AT00X 38 est présenté dans la 

figure suivante (Fig. 95). 
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Fig. 95. Potentiel zêta de la formulation optimale SLN AT00X 38. 

 

7.7.3 PDI 

Après la préparation, les SLN doivent être caractérisés pour assurer leur adéquation aux 

applications in vitro et in vivo. En ce qui concerne la caractérisation de la distribution 

granulométrique, un paramètre utilisé pour définir la plage de taille des systèmes 

nanoparticulaires lipidiques est appelé «indice de polydispersité» (PDI). Le terme 

«polydispersité» est utilisé pour décrire le degré de non uniformité d'une distribution de taille 

des particules (Bera et al., 2015). Également appelé indice d'hétérogénéité, le PDI est un 

nombre calculé à partir d'un ajustement de deux paramètres aux données de corrélation 

(analyse des cumulants). Cet indice est sans dimension et mis à l'échelle de sorte que les 

valeurs inférieures à 0,05 sont principalement observées avec des normes hautement 

monodisperses. Des valeurs de PDI supérieures à 0,7 indiquent que l'échantillon présente une 

distribution de taille de particule très large et qu'il est probablement impropre à être analysé 

par la technique de diffusion dynamique de la lumière. Notre formulation optimale SLN 

AT00X 38 présente une polydispersité moyenne, avec une valeur de PDI qui se situe entre 

0,08 et 0,7 (Fig. 93). 
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7.7.4 Stabilité des SLN  

L'analyse de la stabilité colloïdale et la détermination de la durée de conservation sont des 

critères essentiels dans les études de formulation d'émulsions, de suspensions et de mousses. 

Le TURBISCAN LAB® (Formulaction Company, France) permet une identification rapide et 

sensible des mécanismes de déstabilisation dans des milieux dispersés concentrés (crémage, 

sédimentation, floculation, coalescence). Une cellule de mesure à température contrôlée 

permet soit de contrôler la stabilité à une température de stockage spécifique, soit d’accélérer 

le processus de déstabilisation. L’instrument détecte non seulement l’évolution de la stabilité 

à un stade précoce, jusqu’à 200 fois plus rapidement que les tests visuels, mais il quantifie 

également l’altération globale de la formule à l’aide d’une échelle TSI (Turbiscan Stability 

Index).  

Le Turbiscan est basé sur le principe de la diffusion statique multiple de la lumière. Cette 

technique consiste à envoyer des photons (lumière) dans l'échantillon. Ces photons, après 

avoir été dispersés plusieurs fois par des objets en suspension (gouttelettes, particules solides, 

bulles de gaz) émergent de l'échantillon et sont détectés par le dispositif de mesure du 

Turbiscan (Fig. 96). La diffusion statique multiple de la lumière peut être utilisée pour 

analyser des formulations sans dilution ni perturbation de la forme initiale. Par conséquent, 

elle offre une détermination plus précise des phénomènes physiques survenant au fil du temps 

dans des formulations complexes. 

 
Fig. 96. Principe de l'analyseur de stabilité TURBISCAN (Lu et al., 2017). 

 

Le profil de rétrodiffusion (24 h et 12 mois après la préparation) des SLN AT00X 38 est 

illustré par la figure 97. L’axe X représente la hauteur du tube, tandis que l’axe Y représente 

le pourcentage de variation de la rétrodiffusion par rapport à l'état initial. Les couleurs des 
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courbes sur le deuxième axe Y correspondent aux différents temps du test. Les droites bleue 

et rouge correspondent aux mesures effectuées à t24h et t1an respectivement. 

Comme le montre la figure 97, aucun changement du profil de la rétrodiffusion de 

l’échantillon analysé à deux temps différents, ce qui indique qu'il n'y a pas de croissance ou 

de migration de particules évidente dans la solution. La droite rouge présente un léger 

décalage (1%) par rapport à l’analyse originale représentée par la droite bleue à la suite d’un 

changement de température pendant 1 an qui a entraîné une évaporation ou une densification 

de l’échantillon (les particules sont un peu plus resserrées) (Fig. 99).  

 

 
Fig. 97. Profil de rétrodiffusion des SLN AT00X 38. 

 

Les valeurs du TSI sont calculées et tracées en fonction du temps (Fig. 98). Le TSI, indicateur 

des phénomènes de déstabilisation, présente une légère augmentation négligeable (˂ 5), due à 

un effet migratoire des particules en surface. Cet effet non significatif pendant un an n’affecte 

pas la stabilité de la formulation. La mesure globale du TSI indique une bonne stabilité de la 

formulation. 
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Fig. 98. Évolution du TSI des SLN AT00X 38. 

 

 
Fig. 99. Évolution de la valeur moyenne de la rétrodiffusion des SLN AT00X 38. 

 

 

 

7.7.5 Efficacité d’encapsulation des SLN 

L'efficacité d'encapsulation de l’extrait AT00X dans les SLN a été déterminée par la 

technique d'ultrafiltration en mesurant la quantité de médicament encapsulée dans les 

nanoparticules selon la méthode de (Das et al., 2012) avec quelques modifications. 500 μL de 

SLN de la formulation optimale (SLN AT00X 38) sont introduits dans un dispositif centrifuge 

Amicon Ultra-4 10K, (Millipore, Irlande), avec une membrane de coupure de poids 

moléculaire de 10kDa. Une centrifugation à 20 °C pendant 30 min à 6000 rpm a été réalisée à 

l’aide d’une Centrifugeuse Eppendorf 5804 R (Fig. 100). Le surnageant récupérer est ensuite 

analysé afin de déterminer la concentration d’extrait encapsulé par dosage HPLC (même 

protocole chapitre 2, partie 4). 
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Fig. 100. Protocole d'ultrafiltration des SLN. 

 

 

7.7.5.1 Dosage de l’extrait AT00X dans les SLN 

Pour déterminer la quantité d’extrait encapsulé, nous avons besoin d’un étalon pour effectuer 

le calcul. Vu la complexité de l’extrait et la richesse en molécules, nous avons choisi l’acide 

benzoïque comme étalon. Pour cela, Une solution mère a été préparée en ajoutant (m = 10 

mg) d’acide benzoïque dans 1 mL de MeOH. À partir de cette solution mère (10 mg/mL), une 

solution fille de concentration 25 µg/mL a été préparée (dilution 1/400). Afin de tracer la 

courbe étalon (Fig. 101), on injecte 5, 10, 15 et 20 µL de cette solution fille d’acide benzoïque 

en HPLC (Tableau 34). 

 
Tableau 34. Aires du pic des différentes quantités injectées de l'acide benzoïque. 

Volume injecté (µL) Quantité injecté (µg) Aire du pic (µV*sec) 

0 0 0 

5 0,125 474025 

10 0,25 966399 

15 0,375 1447339 

20 0,5 1739586 

 
 

 

SLN-Actif

Filtre 

10 kDa

Centrifugation

30 minutes

6000 rpm

Surnageant

Ultrafiltrat
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Fig. 101. Courbe étalon de l'acide benzoïque. 

 
 
250 μL d’ultrafiltrat (eau + extrait dissous) et 250 μL de surnageant (SLN + extrait encapsulé) 

ont été récupérés. Ensuite du méthanol (1 mL) est ajouté au surnageant et bien mélangé à 

l'aide d'un vortex. Cela a facilité l'extraction de l’extrait du lipide au méthanol. Le mélange a 

ensuite été centrifugé pendant 15 min à 13200 rpm et le surnageant a été recueilli. La 

concentration de l’actif dans le surnageant a été mesurée par dosage en injectant 10 µL en 

HPLC (Tableau 35). La visualisation des pics est réalisée à λ = 274 nm. 

 
Tableau 35. Aire du pic du surnageant des SLN. 

Echantillons Volume injecté (µL) Aire du pic (µV*sec) 

Surnageant SLN AT00X 38 10 99871 

Ultrafiltrat (eau + extrait dissous) 10 105578 

 
 
L'efficacité d'encapsulation de l’extrait (EE) a été calculée à l'aide de l’équation suivante : 

 

(EE)% =
Concentration totale −  Concentration non encapsulée

Concentration totale 
 

 

Selon l’équation précédente, nous avons obtenu une efficacité d’encapsulation de 79,36%. 
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7.7.6 Dialyse à l’équilibre 

L'étude de libération de l’actif a été réalisée selon la méthode de la membrane de dialyse (Das 

et al., 2011; Hu et al., 2004). La dialyse est un procédé de séparation par membrane semi-

perméable des molécules ou des ions en solution selon un gradient de concentration. 

L’avantage de cette méthode réside dans le fait que les séparations se font dans la majeure 

partie des cas à température ambiante, respectant ainsi les substances thermolabiles, sans 

changement de phase liquide (avantageux sur le plan énergétique) et, enfin, sans accumulation 

de constituants dans la membrane, ce qui permet d’envisager un fonctionnement en continu 

donc sans cycle de régénération.  

Les expériences de dialyse d'équilibre ont été réalisées à l’aide d’un dialyseur composé d’un 

appareil rotatif Dianorm (Fig. 102) contenant 5 macrocellules de 10 mL en téflon, un matériau 

extrêmement inerte, permettant une récupération maximale de l'échantillon (Fig. 103). Les 

deux compartiments de chaque cellule étant séparés par une membrane MWCO (Molecular 

weight cut-off) de Diachema (5000 Da). Deux milieux de libération sont utilisés, l’eau et la γ-

valérolactone. Au début des expériences, chacun des deux milieux de libération a été injecté 

dans un compartiment (3 mL), et une solution de SLN AT00X 38 a été injectée dans l'autre 

compartiment (3 mL) (Fig. 104). Les cellules ont été maintenues sur un agitateur rotatif 

horizontal tournant à 8 rpm pendant 72 h. Les échantillons ont été ensuite analysés par HPLC 

pour déterminer la quantité d’actif libéré par la formulation (Tableau 36). L’acide benzoïque a 

été utilisé comme référence. 

 

                                   
           Fig. 102. Dialyseur Dianorm.                                        Fig. 103. Macrocellule en Teflon. 
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Fig. 104. Remplissage des deux compartiments de la cellule de dialyse. 

 
 
Tableau 36. Taux de relargage d'actif des SLN. 

Échantillons Volume injecté 

(µL) 

Aire du pic 

(µV*sec) 

Taux de relargage 

(%) 

Dialysat cellule 1 : eau + actif relargé 15 100227 26,31 

Dialysat cellule 2 : γ-valérolactone + actif 

relargé 

15 146598 38,9 

Dialysat cellule 3 : γ-valérolactone + actif 

relargé dilué 

15 84806 44,2 

 

 
Fig. 105. Relargage de l'extrait encapsulé des cellules 1 et 2 après 72 h de dialyse. 

 

La libération de l’extrait dans l’eau et dans la γ-valérolactone à partir des dispersions de   

nanoparticules a été calculée après 72 h de dialyse (Fig. 105). Compte tenu de la matrice de 

nanoparticules lipidiques et du milieu de libération aqueux, la libération du médicament est 

0

20000

40000

60000

80000

100000

120000

140000

160000

0 10 20 30 40 50 60 70 80

A
ir

e
 d

u
 p

ic
 (

µ
V

*s
e

c)

Temps (h)

Linéaire (Dialysat cellule 1)

Linéaire (Dialysat cellule 2)



 
201 

 

très probablement une libération contrôlée par diffusion. La formulation optimale (SLN 

AT00X 38) testée a démontré une libération contrôlée de l’extrait avec un taux de relargage 

de 26,31 % et 38,9 % dans l’eau et la γ-valérolactone respectivement (Tableau 36). Pour une 

même quantité de SLN au départ, le relargage est plus rapide dans la γ-valérolactone 

indiquant la présence d’un équilibre thermodynamique plus prononcé qu’avec l’eau. 

 
Dans cette expérience, l’effet de la dilution de la formulation sur la libération d’actif a été 

étudié (Dialysat cellule 3). La dispersion de SLN a été diluée au 1/2 fois avec de la γ-

valérolactone puis une étude de libération a été réalisée dans un milieu de libération de 3 mL. 

Les résultats ont montré une amélioration considérable du taux de libération d’actif après 

dilution (38,9 % avant dilution et 44,2 % après dilution à 72 h). Par conséquent, les résultats 

mettent en évidence un effet significatif de la dilution sur la libération de l’actif à partir de la 

formulation et démontre que la γ-valérolactone joue le rôle de promoteur d’absorption de 

l’extrait. 

 

7.7.6.1 Cinétique de libération 

La même expérience a été réalisée dans le but d’étudier la cinétique du relargage de l’actif 

dans les SLN par rapport à l’actif seul afin de démontrer l’existence d’une libération 

prolongée avec les SLN. Dans un premier temps, 3 mL de la solution de SLN AT00X 38 ont 

été injectés dans un compartiment des 5 cellules, et dans l’autre compartiment 3 mL d’une 

solution de tampon phosphate à pH 7,4. La cinétique de libération a été étudiée en prélevant à 

des intervalles de temps précis le tampon phosphate (milieu de libération) et en dosant la 

quantité d’actif libéré en mesurant la quantité d’acide benzoïque après 1h, 2h, 3h, 6h et 24h 

(Tableau 37). 

 
Tableau 37. Cinétique de libération d'actif avec et sans SLN. 

Temps (h) Aire du pic SLN 

(µV*sec) 

Cinétique SLN 

(%) 

Aire du pic actif 

(µV*sec) 

Cinétique actif 

(%) 

0 0 0 0 0 

1 31578 8,31 122564 32,2 

2 67940 17,8 274459 72,2 

3 116411 30,6 302867 79,7 

6 246449 64,8 326695 85,9 

24 319827 84 343934 90,5 

 

La figure 106 montre les profils de libération de l’actif en fonction du temps obtenus à partir 

d'échantillons fraîchement préparés, de solution de l’actif AT00X et de SLN chargés d'actif, 
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en appliquant le procédé de la membrane de dialyse. Une forte libération de l’actif AT00X en 

solution a été immédiatement observée au cours de la première heure (32,2 %).   

En suivant la cinétique de libération de l’actif en solution, 79,7 % de l’actif est libéré pendant 

3 h, tandis que dans le cas des SLN seulement 30,6 % de l’actif est libéré. Ceci est attribué à 

une libération prolongée par les mécanismes de diffusion passive combinée à une dégradation 

ou une dissolution de la matrice lipidique. La libération prolongée continue dans le cas des 

SLN pour atteindre 84 % après 24 h. 

 

 
Fig. 106. Profil de libération de l'actif en fonction du temps des SLN. 

  

 

Le profil de libération obtenu pour l’actif dans les SLN, est caractéristique d'une libération 

contrôlée due à l’utilisation de lipide solide (Compritol), qui permet de mieux maîtriser la 

libération de l’actif par sa mobilité réduite dans une phase solide. 

L’agitation mécanique lors de la formation des SLN, conduit à la formation de nanoparticules 

lipidiques avec une matrice homogène. Les gouttelettes cristallisent et il n’y a pas de 

séparation de phase entre l’actif et le lipide. Ce modèle est approprié pour avoir une libération 

prolongée de l’actif. 

Ces résultats démontrent l’adéquation principale du SLN en tant que formulation à libération 

prolongée (Fig. 106).  
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7.7.7 Stabilité après lyophilisation 

Au cours de cette étude, une lyophilisation des SLN a été faite afin de pouvoir vérifier leur 

stabilité et mieux les étudier sous forme sèche notamment pour la diffraction des rayons X, 

l’analyse calorimétrique différentielle à balayage et la caractérisation morphologique de ces 

dernières par Microscopie électronique à Balayage (MEB).  

Les SLN ont été lyophilisés en utilisant un lyophilisateur « Christ Alpha 1-4 LSC ». 100 mL 

de la formulation optimale de SLN sont placés dans un flacon en verre de 500 mL et congelés 

à -30°C. Après la congélation, les échantillons sont lyophilisés selon un premier cycle de 

dessiccation primaire pendant 24 h et un deuxième cycle de dessiccation secondaire pendant 

48 h à l'aide d'une pompe à vide suivie d'un condenseur à vapeur à une température de -55 °C 

et une pression de 0,045 mbar. Après lyophilisation, la formulation a été reconstituée dans de 

l'eau ultrapure. La taille, le potentiel zêta et le PDI ont été déterminés (Fig. 107). 
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Fig. 107. Taille, potentiel zêta et PDI des SLN après lyophilisation. 

 

Tableau 38. Taille, potentiel zêta et PDI avant et après lyophilisation. 

Temps Échantillon Taille (nm) Potentiel zêta (mV) PDI 

Avant lyophilisation SLN AT00X 38 46,42 - 6,96 0,502 

Après lyophilisation SLN AT00X 38 52,86 - 8,51  0,501 

 

 

Le processus de lyophilisation a été étudié pour évaluer les propriétés de reconstitution du 

SLN. Après reconstitution, les formulations doivent conserver leurs propriétés physico-

chimiques. Le potentiel zêta et le PDI de la formulation SLN AT00X 38 lyophilisée n’ont pas 

subi une variation remarquable (Tableau 38). La dispersion de SLN lyophilisée a révélé une 

légère augmentation de la taille, suggérant une tendance des nanoparticules à s'agglomérer. 

Par conséquent, les SLN ont été stabilisées en utilisant du Lutrol F68 qui a permis de 

contrôler la croissance des particules. Cet effet stabilisateur du Lutrol F68 est lié à la 

déshydratation du surfactant présent dans la solution qui le contraint à la surface des 

particules, produisant un effet cryoprotecteur (Quintanar-Guerrero et al., 1998). La présence 

de Lutrol F68 empêche l’agrégation des nanoparticules et favorise leur dispersion lorsque des 

nanoparticules lyophilisées sont mises en suspension dans l’eau. La formulation développée 

dans le présent travail a démontré des propriétés adéquates pour le stockage sous forme 

lyophilisée. 
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7.8 Analyse calorimétrique différentielle à balayage (DSC)  

La calorimétrie différentielle à balayage ou « Differential Scanning Calorimetry » (DSC) est 

une technique d’analyse thermique utilisée pour déterminer la différence de flux thermiques 

entre l'échantillon testé et une référence, sur une plage de température contrôlée. Cette 

procédure analytique est réalisée dans un système fermé, isolé des environs par une limite, à 

travers lequel seules la chaleur et l’énergie, mais pas la masse, peuvent circuler. Elle permet 

de déterminer les températures de transitions de phase d’un composé chimique à étudier. 

L'échantillon de référence doit avoir une capacité calorifique bien définie sur la gamme des 

températures à analyser. Bien souvent la référence est représentée par de l’air (creuset vide). 

La quantité de chaleur à déterminer pour l'échantillon dépend de la nature du procédé qu’il 

soit exothermique (fournissant de la chaleur) ou endothermique (absorbant de la chaleur). Par 

conséquent, la DSC permet de déterminer : 

- Au chauffage, les températures de fusion, d’oxydation ou de décomposition 

- Au refroidissement, la température de cristallisation, le phénomène de polymorphisme 

et pseudo-polymorphisme.   

 

Les principaux pics caractéristiques que l’on peut rencontrer lors d’une analyse par DSC sont 

(Fig. 108) : 

- Pic de la température de transition vitreuse : c’est un phénomène endothermique, qui 

traduit le passage de l’état solide (vitreux) à l’état caoutchouteux. 

- Pic de la température de cristallisation : c’est un phénomène exothermique, qui 

traduit le passage de l’état liquide à l’état solide. 

- Pic de la température de fusion : c’est un phénomène endothermique qui traduit le 

passage de l’état solide à l’état liquide. 

- Pic de la température de polymérisation : c’est un phénomène exothermique, qui 

traduit la plage de température à laquelle un composé peut se polymériser. 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Transition_de_phase
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Fig. 108. Schéma d’une courbe de DSC montrant les formes associées à des transitions de phase. 
 

La DSC est souvent utilisée pour obtenir des informations sur les propriétés et la composition 

de matériaux inconnus, étudier la pureté des échantillons et confirmer l'analyse de la 

composition. Elle est également très populaire dans les industries agroalimentaires et 

pharmaceutiques pour caractériser et permettre l’affinement de certaines propriétés 

physicochimiques comme la stabilité des macromolécules. 

Une étape de préformulation analysée par DSC est nécessaire, pour mettre en évidence les 

interactions et incompatibilités entre les différents composants d’une forme galénique. Toutes 

modifications des pics spécifiques traduisent une modification de la molécule (Fig. 109). 

 
Fig. 109. Schéma du principe de la DSC. 
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Avant l'analyse par DSC, les échantillons de SLN ont été lyophilisés. Le lipide (Compritol), 

l’actif (AT00X), les SLN chargés d’actif, ont été analysés à l’aide d’une calorimétrie 

différentielle à balayage (DSC SETARAM 131). Les échantillons (10 mg) scellés dans des 

récipients en aluminium sous atmosphère d'azote à un débit de 20 mL/min ont été évalués 

dans des plages de température à 30°C-150°C, à une vitesse de 10°C/min. Les 

thermogrammes des échantillons ont été enregistrés et présentés dans la Fig. 110. 

L’analyse thermique a été effectuée à l’aide d’une calorimétrie différentielle à balayage (DSC 

SETARAM 131). La vitesse de chauffage et de 10 °C/min allant de 25 °C jusqu’à 150 °C 

sous une atmosphère azotée. Des échantillons de 10 mg sont placés dans des creusets en 

aluminium scellés à l'aide de la presse fournie afin d'éviter toute fuite dans le compartiment 

DSC. L’échantillon est ensuite placé dans la cellule de DSC et de l'azote est mis sous tension. 

L'expérience est conçue sur l'ordinateur et une fois que le test est effectué complètement, le 

graphe de DSC est ouvert dans le logiciel d'analyse de DSC où l'on peut intégrer les pics afin 

de calculer l’enthalpie de fusion et de cristallisation. 

 

 
Fig. 110. Résultat de l'analyse par DSC de l'actif AT00X, du corps gras Compritol et des SLN AT00X 38. 
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Fig. 111. Résultat de l'analyse par DSC des SLN AT00X 38 placébo. 

 

La DSC a été réalisée pour évaluer les interactions de l’actif et la cristallinité des matrices 

lipidiques, cet aspect pouvant influencer la libération in vitro et in vivo du composé des 

systèmes. La cristallisation des lipides est un point important pour la performance des SLN. 

En fait, des cristaux moins parfaits avec de nombreuses imperfections peuvent offrir un 

espace pour accueillir le médicament (Müller et al., 2000) et peuvent également moduler la 

mobilité du médicament pendant le processus de libération (Mehnert and Mäder, 2001, 2012; 

Silva et al., 2011). L'absence de cristallinité parfaite est également indispensable pour éviter 

l'expulsion du médicament pendant le stockage. 

Les échantillons suivants ont été analysés : AT00X, Compritol, SLN AT00X 38, SLN placébo 

(sans actif). La figure 110 décrit les thermogrammes DSC obtenus. Le petit pic net à 70 °C 

ainsi qu’un large pic dans la plage de température (80 °C-120 °C) correspondent à la fusion de 

l’actif AT00X, sont absents du thermogramme des SLN chargées d’actif AT00X. Cela 

semblerait indiquer soit une solubilisation complète de l’actif dans la matrice lipidique, soit la 

transformation des cristaux de l’actif en une forme amorphe qui a été dispersée dans la 

matrice lipidique. Le pic endothermique du Compritol (74 °C) est passé à (70 °C) dans les 

SLN AT00X. Ce changement pourrait être dû à la transformation des lipides en une forme de 
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nanoparticule contenant un surfactant, ainsi qu'à la présence d’actif (SLN chargés d’AT00X). 

La diminution de l’intensité du pic indiquent probablement une réduction de la cristallinité de 

la matrice lipidique dans les SLN. Dans les thermogrammes DSC des SLN chargées, un petit 

pic endothermique a été observé à 40 °C. Ce pic indique la présence du Lutrol soit sous forme 

de revêtement entourant les nanoparticules, soit sous forme de résidu après lyophilisation 

(Fig. 111). Il serait judicieux de pouvoir investiguer l’état de cristallinité de notre actif au sein 

des SLN par des techniques de diffraction des rayons X telle que le SAXS (Small-angle X-ray 

Scattering). 

 

7.9 Caractérisation des SLN par microscopie électronique à balayage 

Les clichés de microscopie électronique à balayage ont été obtenus à l’aide d’un microscope 

électronique à balayage ZEISS de haute résolution, modèle Gemini 500.  

7.9.1 Phase liquide diluée (1/20) 

Les images obtenues de la phase liquide diluée de l’échantillon SLN AT00X 38 sont 

présentées dans la Fig. 112. Elles mettent en évidence une matrice dans laquelle sont 

dispersés des objets de géométrie majoritairement sphérique. La dispersion de ces objets dans 

la matrice est homogène en forme et en taille avec une dimension minimale de l’ordre de 40-

50 nm. 
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Fig. 112. Images MEB obtenues pour la phase liquide diluée de la formulation SLN AT00X 38. 
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Les résultats obtenus par microscopie électronique sur la phase liquide diluée sont également 

en accord avec ceux obtenus par diffusion dynamique de la lumière, même si le facteur de 

dilution utilisé pour les deux expériences n’est pas le même : la présence d’objets de taille 

nanométrique (< 100 nm) est mise en évidence. Pour l’échantillon SLN AT00X 38, la taille 

de ces objets est comprise entre 40 et 55 nm.  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Conclusion  

- Les SLN constituent l’un des meilleurs systèmes colloïdaux de véhicule 

d’actifs à travers les barrières biologiques  

- La technique d’ultrasonication permet un screening rapide des différentes 

formulations de la matrice d’expériences  

- L’optimisation a permis d’obtenir une formulation optimale (SLN AT00X 

38) au niveau de la taille, du potentiel zêta et du PDI 

- La caractérisation de la formulation optimale valide l’étude ainsi que le 

modèle d’optimisation expérimental : 

o Taille (˂ 200 nm), potentiel zêta (- 6 mV), PDI (entre 0,08 - 0,7) 

o Stabilité physico-chimique et absence de phénomène de 

déstabilisation 

o Efficacité d’encapsulation de 79,36% indiquant une solubilité de 

l’extrait avec le Compritol. De façon corrélée avec la littérature, la 

nature chimique du Compritol permet la formation de complexes 

de cristaux avec l’actif, permettant une meilleure fixation de l’actif 

o Une libération prolongée de l’actif a été mise en évidence grâce 

aux SLN  

o Stabilité des SLN après lyophilisation favorisant leur conservation 

sous forme sèche  

o L’étude calorimétrique des SLN à l’aide de la DSC à mise en 

évidence un polymorphisme du Compritol nécessaire pour la 

libération prolongée 

o L'analyse par microscopie électronique à balayage (MEB) a montré 

que les SLN étaient de forme sphérique avec une taille d’environ 

40 - 50 nm, ce qui correspond à la taille des SLN mesurée par 

diffusion dynamique de la lumière 
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CONCLUSIONS GÉNÉRALES ET PERSPECTIVES 

 

Ces dernières années, le problème de la délivrance de médicaments au cerveau a fait l’objet 

de nombreuses recherches en raison de la propagation de maladies neurodégénératives 

(Begley, 2004; Neuwelt et al., 2008; Pardridge, 2002). En fait, le vieillissement de la 

population et l’accroissement des facteurs de risque ont considérablement favorisé l’incidence 

de pathologies telles que la maladie d’Alzheimer (Mathers et al., 2008). Bien que les 

structures cérébrales aient été étudiées, leur homéostasie complexe reste en grande partie 

inconnue, ce qui a limité la compréhension de la physiopathologie et de l'étiologie des 

troubles du système nerveux central (SNC). 

 

La croissance étonnante des médicaments pour le SNC sur le marché au cours des dernières 

années a généré d’énormes efforts de recherche pour tenter de développer de nouveaux 

médicaments pour la maladie d’Alzheimer. Cependant, le principal intérêt a été mis sur la 

découverte de nouvelles molécules thérapeutiques plutôt que sur le développement de 

nouvelles approches et systèmes pour cibler les actifs vers le cerveau. C’est une tendance 

générale en science pharmaceutique. 

 

Un problème fondamental dans le développement de médicaments pour la maladie 

d’Alzheimer est que la plupart des molécules sont incapables de traverser la barrière hémato-

encéphalique (BHE) ou n'atteignent pas le cerveau à des concentrations thérapeutiques 

(Neuwelt, 1989; Pardridge et al., 2002). Il existe par conséquent un fort besoin d’approches 

alternatives pour surmonter le problème de la BHE et, parmi les différentes stratégies 

proposées au fil des années, les systèmes de vectorisation colloïdaux semblent très 

prometteurs comme le confirme les premiers tests KRL effectués avec les SLN qui semblent 

démontrer une augmentation de l’activité 20 fois supérieure à celle de l’actif seul.  

 

Le faible nombre de molécules commercialisées et enregistrées (moins de 1%) reflète la 

complexité du développement de médicaments du système nerveux central, certainement en 

partie à cause de la présence de la BHE. Il est clair que cet échec est imputable à une 

conception erronée des programmes de découverte et de développement de médicaments, qui 

néglige la contribution fondamentale d’un programme d’administration de médicaments bien 

soutenu.  
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Parmi les nombreuses stratégies tentées pour surmonter ce problème, les nanovecteurs bien 

adaptés peuvent avoir un grand potentiel. Les nombreuses preuves relatives à l'administration 

de médicaments dans le cerveau au moyen de nanoparticules ne peuvent être ignorées ni 

considérées comme des preuves uniques, même si son mécanisme d'action n'est pas 

complètement compris. Les nanoparticules lipides solides (SLN) peuvent en fait être des 

porteurs prometteurs puisque leur prévalence sur d’autres formulations en termes de toxicité, 

de faisabilité de la production et d’évolutivité est largement documentée dans la littérature.  

 

Dans cette étude, nous avons travaillé sur deux axes complémentaires innovants : le 

développement d’une nouvelle approche non-médicamenteuse basée sur un extrait de plantes 

agissant en synergie et le développement d’une stratégie galénique innovante consistant sur 

des nanoparticules lipidiques solides adaptées à cet extrait de plantes afin de le vectoriser 

convenablement vers sa cible. 

 

Premier axe : consistait à développer une nouvelle formulation végétale brevetable qui 

s’appuie sur l’effet synergique et potentialisant des plantes médicinales Chinoises. 4 versions 

de l’extrait désignées par : AT000, AT00X, AT33X et AT33B ont été étudiées par rapport à 

leur activités antioxydante, anti-inflammatoire, anticytotoxique et neuroprotectrice. Une étape 

d’optimisation basée sur des plans d’expériences, était cruciale pour obtenir la formulation 

brevetable AT33B avec des effets thérapeutiques optimaux.    

 

Deuxième axe : avait pour but la conception d’une stratégie galénique innovante applicable à 

la formulation AT33B. cette stratégie consistait dans un premier temps à former des 

nanoparticules lipidiques solides (SLN) produites à partir de corps gras avec une température 

de fusion supérieure à 37 °C. Les SLN contenant l’extrait végétal, sont destinées à administrer 

l’actif au cerveau. Ensuite, une optimisation de la formulation des SLN selon la taille, le 

potentiel zêta et l’indice de polydispersité, a permis d’obtenir des SLN ayant de meilleures 

propriétés de taille, de stabilité et de cinétique de relargage assurant une meilleure 

vectorisation de l’actif vers sa cible. La caractérisation des SLN optimisées a mis en évidence 

la fiabilité de l’étude de l’optimisation.   

 

Il est clair que les domaines pharmaceutique et médical bénéficieront de ces nouvelles 

technologies, les nanoparticules sous leurs différentes formes (dendrimères, liposomes, SLN) 

étant particulièrement impliquées dans la délivrance et le ciblage de médicaments et, par 
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conséquent, jouent un rôle majeur dans l’administration de d’actifs par le cerveau. Il devient 

de plus en plus évident que les SLN auront un impact important sur les progrès de la 

délivrance de médicaments et, en particulier, du ciblage des médicaments dans le cerveau.  

 

Si le potentiel majeur des SLN en matière d'administration de médicaments pour le cerveau, 

devrait accélérer le processus par lequel les résultats des recherches effectuées en laboratoire 

seront directement utilisés pour développer de nouvelles méthodes de traitement des patients ; 

cet objectif ne peut évidemment être atteint qu'en établissant la sécurité et l'efficacité des 

formulations à base de SLN pour le cerveau. Des études in vivo/ in vitro approfondies doivent 

être également effectuées pour démontrer l’augmentation de la biodisponibilité ainsi que 

l’acheminement de l’actif tout en gardant sa stabilité vers le cerveau assurés par les SLN. 

 

Par conséquent, l’utilisation de ces transporteurs devrait faire l’objet d’une étude plus 

approfondie en tant que système d’administration de médicaments cérébraux. En outre, une 

stratégie optimale de développement de médicaments du système nerveux central devrait 

envisager la conception de supports appropriés pour ces médicaments dès qu’il est démontré 

qu’ils sont actifs mais qu’ils ne peuvent pas atteindre leur cible moléculaire. Cela permettrait 

de trouver le support approprié, en fonction des caractéristiques de la molécule, pour une 

évaluation préclinique et clinique précoce de la formulation finale. Une telle approche 

améliorerait certainement les stratégies de développement de médicaments en augmentant le 

nombre de traitements jusqu'ici non exploités mais qui pourraient effectivement atteindre le 

marché. 
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ANNEXE 2 
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ANNEXE 3 : TRAVAUX COLLABORATIFS SUR DES 

EXTRAITS BIOACTIFS 

 

Article 1 : revue de littérature 

Senankpon Martial Gnansounou, Samy Iskandar, Maxime Robin, Jean-Michel Brunel, 

Edwige Dahouenon and Philippe Piccerelle. Dialium guineense Willd. Parkia biglobosa 

(Jacq.) R. Br. Ex Benth.  And Tamarindus indica L.: Review of known and synergetic 

bioactive compounds. Journal of Medicinal Plants Studies 2018 ; 6(3) : 103-111.  

 

L’humanité est tributaire des végétaux à maintes égards. Ainsi, pour se soigner et se nourrir 

par exemple, elle puise dans la végétation. La phytothérapie est donc universelle et très 

ancienne. Toutefois, la connaissance des molécules bioactives issues des plantes est récente. 

Elle fut rendue possible grâce, entre autres, aux avancées de la chimie et de la microbiologie. 

Les firmes pharmaceutiques, se basant sur ces outils devenus très performants, ont réussi à 

isoler ou synthétiser des principes actifs. Toutefois, le coût de ces derniers les rend 

inaccessibles pour une grande partie de la population mondiale. La médecine traditionnelle 

(notamment la phytothérapie) demeure alors le premier recours dans les pays en voie de 

développement. C’est le cas au Bénin où les feuilles et écorces de Dialium guineense, Parkia 

biglobosa et Tamarindus indica (trois Fabacées) sont très utilisées comme remède contre les 

infections et leurs symptômes (inflammation, fièvre etc.). L’objectif de cette revue est de faire 

une description botanique des trois plantes, de présenter leur intérêt pharmacologique et de 

faire un inventaire de leurs molécules actives connues. 

La plupart des publications recensées rapporte une activité antimicrobienne d’extraits de 

Dialium guineense Willd. Cependant, aucune molécule n’est identifiée comme responsable de 

cette activité. L'anthraquinone trouvée dans l'extrait d'écorces est capable de former un 

complexe irréversible avec les acides alpha aminés nucléophiles conduisant à une inactivation 

des protéines enzymatiques contenant ces acides aminés. Les auteurs supposent que cette 

propriété est responsable de l'activité antimicrobienne. D’autres travaux lient l'activité 

antimicrobienne à la présence, de flavonoïdes, de tanins et de saponines. La nature exacte des 

composés actifs reste néanmoins inconnue. Enfin, deux composés ont été clairement identifiés 
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chez cette plante mais leur action est hors du champ antimicrobien. Ainsi, le précocène I 

est insecticide et la glycoprotéine appelée DigL a été mise en évidence pour son effet 

d'hémagglutination. 

Les molécules (lupéol et catéchine) identifiées à partir d’extraits de Parkia biglobosa (Jacq.) 

R. Br. Ex Benth n'ont aucun rapport avec les propriétés antimicrobiennes rapportées. Le lupéol 

isolé des feuilles stimulerait la fonction des cellules β et augmenterait la sécrétion d'insuline 

en inhibant l'α-glucosidase et l'α-amylase. En ce qui concerne la catéchine également isolée 

des feuilles, cette molécule est supposée être impliquée dans des mécanismes susceptibles 

d'augmenter les teneurs en thiol cellulaire dans des conditions de stress oxydant. 

La bibliographie révèle que peu de molécules ont été décrites chez Tamarindus indica L. 

L'alpha-tocophérol a été isolé à partir d'extrait éthanoliques des graines. C’est un antioxydant 

bien connu sous le nom de vitamine E. Une protéine isolée de cette plante a été identifiée 

comme étant inhibiteur de protéase de type Kunitz. La troisième molécule rapportée de 

Tamarindus indica L. est le tamarindienal ou (3E) -2,5-dioxo-3-hexénal. C’est elle qui donne 

le goût amer des fruits du tamarin. Aucune activité biologique intéressante ne lui est attribuée. 

Malgré la multitude de travaux mettant en évidence leurs activités pharmacologiques, peu de 

molécules actives ont donc été décrites. Ce manque de connaissances sur les composés 

bioactifs des trois plantes ne permet pas une analyse objective de leur utilisation contre les 

maladies infectieuses par les guérisseurs traditionnels du Bénin. Nous pensons alors qu’il 

serait intéressant de tester leurs extraits, de sélectionner les plus efficaces pour essayer d’en 

déterminer la composition.   
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Article 2 

Senankpon Martial Gnansounou, Samy Iskandar, Lydia Abou, Maxime Robin, Carole Di 

Giorgio, Edwige Dahouenon Ahoussi, Philippe Piccerelle and Dominique Koko 

Sonhounhloue. GC-MS Screening and Evaluation of the Anti-inflammatory and Antioxidant 

Activities of Ethanolic Leaves and Stem Barks Extracts from Dialium guineense Willd, 

Parkia biglobosa (Jacq.) R. Br. ex Benth. and Tamarindus indica L. Journal of 

Pharmacognosy and Phytochemistry 2019; 8(1): 295-301. 

 

 

Bien qu'étant un processus naturel, le vieillissement peut être accéléré par le stress oxydatif. 

Ce dernier est étroitement lié aux processus inflammatoires. Induite par les infections 

microbiennes, les allergènes, les radiations, les xénobiotiques etc. la réponse inflammatoire 

peut être aiguë ou chronique. Généralement bénéfique pour l'hôte, l'inflammation aiguë est 

une étape initiale médiée par l'activation du système immunitaire inné. Si elle dure longtemps, 

la deuxième étape de l'inflammation ou inflammation chronique s'installe et peut conduire à 

diverses pathologies chroniques, y compris le cancer. En effet, les leucocytes recrutés sur le 

site de la lésion induisent une stimulation du métabolisme oxydatif (cytochrome P450 des 

mitochondries, peroxysomes) d’où une libération et une accumulation accrue d’espèces 

réactives de l'oxygène. La défense de l’organisme humain contre la toxicité de ces radicaux 

libres est assurée par des enzymes comme la superoxyde dismutase, la catalase et la glutathion 

peroxydase. Pourtant, il arrive qu’un déséquilibre s’installe entre la production de radicaux 

libres et le système antioxydant de l’organisme en faveur des radicaux libres : c’est le stress 

oxydatif. 

Les espèces réactives de l’oxygène ont normalement un rôle bénéfique comme 

messagers secondaires capables de réguler l’apoptose ou d’activer des facteurs de 

transcription. Elles ne deviennent toxiques que si leur concentration s’accroît à cause du stress 

oxydatif. Pour éviter le stress oxydatif, un apport suffisant d’antioxydants est donc nécessaire.  

Ces derniers agissent en piégeant les radicaux libres évitant ainsi l’oxydation de l’ADN, des 

lipides et des glucides. 

Les inflammations et le stress oxydatif étant mis en cause dans des cas de diabète, de 

cancers ou de maladies cardiovasculaires, la recherche d’antioxydants et d’anti-

inflammatoires dépasse désormais le cadre anti-âge ou cosmétique. En Afrique et dans de 
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nombreux pays à revenu faible ou intermédiaire, les connaissances traditionnelles basées sur 

les plantes médicinales sont utilisées pour lutter contre le stress oxydatif et l'inflammation. 

Dans un second temps, notre étude a donc porté sur les activités anti-inflammatoire et 

antioxydante des feuilles et écorces de D. guineense Willd, P. biglobosa (Jacq.) R. Br. ex 

Benth. et T. indica L.  Nous avons ensuite, dans l’optique de formulation galénique à usage 

cutanée, estimé la phototoxicité des extraits et en avons évalué les compositions chimiques.  

Le test KRL (Kit Radicaux Libres) fut utilisé pour déterminer l’activité antioxydante 

de nos extraits. Ce test permet d’évaluer la résistance globale du sang standardisé de cheval 

soumis à une attaque radicalaire. Les défenses antioxydantes intra- et extra-cellulaires 

contribuent au maintien de l’intégrité membranaire et des fonctions cellulaires jusqu’à la lyse 

des cellules sanguines. Le KRT permet donc une mesure dynamique du potentiel global de 

défense antiradicalaire d’un individu. Il permet également de déterminer in vitro, dans des 

conditions biologiques, la capacité "antioxydante" ou l’action "pro-oxydante" d’un composé. 

Ainsi, en ajoutant au milieu un composé à action antiradicalaire, il y a augmentation du 

potentiel global de défense contre l’agression radicalaire d’un sang témoin (sang de cheval 

standardisé). Au contraire en ajoutant un composé à action pro-radicalaire, il y a diminution la 

capacité antiradicalaire globale du sang témoin. La résistance globale du sang témoin à 

l’attaque radicalaire en présence ou non du produit est exprimée par le temps au bout duquel 

50% des cellules sanguines sont lysées (T1/2 en minutes). L’efficacité antiradicalaire des 

produits est alors exprimée en pourcentage du potentiel global de défense antiradicalaire du 

sang témoin (%T1/2 du sang témoin). Les résultats sont standardisés en équivalents Trolox 

(analogue hydrosoluble de la vitamine E) et/ou en équivalents Acide gallique (acide 

phénolique).  

Le test anti-inflammatoire in vitro utilisé dans la présente étude repose sur la capacité 

des macrophages à générer une forte réponse inflammatoire lorsqu'ils sont stimulés par des 

antigènes. Des macrophages immortalisés de souris (lignée cellulaire RAW 264.7) ont été 

stimulés par une LPS (endotoxine) d’Escherichia coli et exposés aux extraits à tester pendant 

24 heures. À la fin de la période d'incubation, la production de NO est évaluée indirectement 

en mesurant l'accumulation de nitrite / nitrate (produits finaux stables de l'oxydation du NO) 

dans le milieu de culture à l'aide d'une méthode spectrophotométrique basée sur la réaction de 

Griess. La dexaméthasone fut utilisée comme contrôle positif. 
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Parallèlement à l'évaluation de la libération de NO, la viabilité cellulaire a été mesurée 

pour valider le test. Le réactif colorant vital WST-1 a été utilisé pour mesurer la respiration 

mitochondriale des cellules.  

Les extraits de Dialium guineense (feuilles et tige), des feuilles de Parkia biglobosa et 

des écorces de Tamarindus indica ont exercé une activité anti-inflammatoire supérieure à 

celle de la dexaméthasone. L’écorce de Dialium guineense a montré la meilleure activité anti-

inflammatoire et contient du sitostérol et de l’acétate de lupéol, molécules sont connues pour 

leur activité anti-inflammatoire intéressante. Ces molécules sont rapportées ici pour la 

première fois dans D. guineense.  En synergie avec les composés phénoliques contenus dans 

cet extrait, elles pourraient expliquer nos résultats et confirmer la pertinence de l'utilisation de 

Dialium guineense par les guérisseurs traditionnels. Toutefois, la phototoxicité de cet extrait 

rend son utilisation hypothétique dans la formulation d’anti-inflammatoires à usage cutané. 

En revanche, les feuilles de cette même plante ne sont pas photo-toxiques mais ont une 

activité anti-inflammatoire réduite de moitié par rapport aux écorces. Elles ont une teneur plus 

élevée en sitostérol (3,5%) et en acétate de lupéol (1,7%), ce qui semblent jouer un rôle clé 

dans la phototoxicité. En effet ces molécules sont également plus abondantes dans les feuilles 

de P. biglobosa (2,02% et 4,41%) et dans l'écorce de T. indica (0,80% et 1,53% 

respectivement).  

Les résultats du test KRL (Kit Radicaux Libres) indiquent que tous les extraits testés 

ont une activité antiradicalaire dose- dépendante. À 20 mg/L, les feuilles de Parkia biglobosa 

ainsi que les feuilles et écorces de Tamarindus indica ont des résultats remarquables. Ils ont 

augmenté la résistance à une attaque radicalaire du sang témoin à 109.48, 265.36 et 117.55% 

respectivement. En outre, ces extraits se sont révélés tout au moins aussi efficaces que le 

Trolox et l'acide gallique. L’extrait d’écorce de Tamarindus indica est particulièrement 

intéressant. Cinq fois plus actif que le Trolox et 2,5 fois plus actif que l’acide gallique, il 

contient du lupéol (0,83%), de l'amyrine (0,65%) et de l'acétate de lupéol (1,53%). Ces 

molécules ont déjà été rapportées dans la plante et leur propriété de piégeage des radicaux 

libres est bien connue.   

L’extrait des feuilles de Parkia biglobosa a une activité antioxydante de 109,48% selon 

le test KRL. Il contient de la lupénone (2,59%), de la β-amyrine (1,05%), du sitostérol 

(2,02%) et de l'acétate de lupéol (4,41), tous connus pour leur activité anti-inflammatoire ou 

antioxydante. Le sitostérol et l'acétate de lupéol sont décrits ici pour la première fois dans la 
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plante. Ils semblent contribuer aux activités anti-inflammatoire et antioxydante de cet extrait 

telles que rapportés par plusieurs auteurs. 

Les composés chimiques identifiés par GC-MS dans les extraits l’ont été par comparaison 

directe (avec une correspondance d'au moins 80%) des temps de rétention et des données 

spectrales de masse avec ceux des bibliothèques de l'Institut national de la normalisation et de 

la technologie (NIST) et de WILLEY. 
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