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ABSTRACT

ABSTRACT

Oxidative stress, the main initial cause of several diseases, corresponds to an imbalance
between the body's antioxidant defenses and the production of pro-oxidant molecules
(reactive oxygen species, in particular). These reactive oxygen species produced by cellular
respiration, are also generated during immune reactions and under the effect of environmental

oxidants, such as tobacco or pollution.

The intake of antioxidants in our diet is likely to improve the level of antioxidant
defenses and therefore prevent the onset of pathologies associated with oxidative stress. As
such, the use of medicinal plants with antioxidant properties has been particularly studied.
The action and effectiveness of medicinal plants derive from their chemical compounds
(polyphenols), which are considered a major group of compounds that contribute to the

antioxidant activities of plants as captelated pro-oxidant molecules.

For a good understanding of the phenomenon of oxidative stress, we will detail in this
work, the cellular oxidant and antioxidant systems and will present an example of natural
antioxidant (medicinal plants). We will also discuss studies that seem to highlight these plants

as a means to combat oxidative stress.

Key words: Free radicals, Reactive oxygen species, Oxidative stress, Antioxidants,

Natural antioxidants, Polyphenols, Medicinal Plants.



ABSTRACT

RESUME

Le stress oxydant, la principale cause initiale de plusieurs maladies, correspond a un
déséquilibre entre les défenses antioxydantes de I’organisme et la production de molécules
pro-oxydantes (espéces réactives de I'oxygene, notamment). Ces espéces réactives de
I’oxygene produites par la respiration cellulaire, sont également générées lors des réactions

immunitaires et sous I'effet d'oxydants environnementaux, comme le tabac ou la pollution.

L’apport d’antioxydants dans notre alimentation est susceptible d’améliorer le niveau
des défenses antioxydantes et par conséquent de prévenir I’apparition des pathologies
associées au stress oxydant. A ce titre, ’utilisation des plantes médicinales aux vertus
antioxydantes a été particulierement étudiée. L’action et 1’efficacité des plantes médicinales
proviennent de leurs composés chimiques (polyphénols), qui sont considérés comme un
groupe majeur de composés qui contribuent aux activités antioxydantes des plantes en tant

que piégeurs de molécules pro-oxydantes.

Pour la bonne compréhension du phénoméne de stress oxydant, nous détaillerons dans
ce travail, les systemes oxydants et antioxydants cellulaires et présenterons un exemple
d’antioxydant naturel (les plantes médicinales). Nous discuterons aussi des études qui

semblent mettre en évidence ces plantes comme un moyen pour lutter contre le stress oxydant.

Mots clé : Radicaux libres, Especes réactives de I’oxygene, Stress oxydant,

Antioxydants, Antioxydants naturels, Polyphénols, Plantes médicinales.
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Introduction

Gaz indispensable a la vie, ’oxygeéne est nécessaire pour produire de 1’énergie sous
forme d’adénosine triphosphate (ATP) par ’intermédiaire des chaines mitochondriales de
transport d’¢lectrons. Ce gain d’électrons aboutit a la formation d’espéces réactives de
I’oxygeéne (ERO), appelées également formes réactives de 1’oxygeéne par certains auteurs, au

potentiel oxydant tres élevé dont font partie les radicaux libres.

Dans des conditions physiologiques, cette production d’ERO participent directement a
I’homéostasie cellulaire ; en permanence, dans notre organisme, elle intervient dans le
contr6le de nombreuses fonctions biologiques (Zbadi et al., 2018). Cependant, les EROs
peuvent devenir toxiques pour les composants de la cellule (ADN, protéines, lipides),

lorsqu’elles sont produites en quantité excessive et non controlée (Sanchez, 2017).

Pour se protéger des effets toxiques d’ERO, I’organisme est capable, dans une certaine
mesure, de limiter les dommages dus aux radicaux libres, grace a des mécanismes de défense
dits antioxydants (Hennebelle, 2006). Ces mécanismes font intervenir un systeme endogéne
(enzymatiqgue ou non enzymatique), mais également des molécules provenant de
I’alimentation incluant des vitamines et des oligoéléments (Hybertson et al., 2011). Toutefois,
un déficit ou un dysfonctionnement de ces mécanismes engendre une augmentation des

dommages tissulaires, c’est le stress oxydant (Droge, 2002).

Le stress oxydatif (ou stress oxydant) est donc un type d’agression des constituants de la
cellule dii aux espéces réactives oxygénées. Tout comme I’inflammation, le stress oxydant est
reconnu comme étant un acteur clé dans D’apparition et les complications de nombreuses
pathologies chroniques, telles que le diabéte, la maladie d’alzheimer, les rhumatismes et les

maladies cardiovasculaires (Bidie et al., 2011).

Vu la diversité et la gravité des maladies qu’induit le stress oxydant, de nombreuses
études scientifiques ont été établies sur les vertus thérapeutiques des plantes médicinales ; qui
fournissent une protection contre les maladies associées au stress oxydatif ; dont le but de
rechercher de nouvelles molécules bioactives alternatives aux substances chimiques
synthétiques qui présentent des effets néfastes sur la santé humaine (Ahmad et al., 2017 ;
Ighodaro et Akinloye, 2018).

A ce titre, les polyphénols pourraient jouer un role protecteur important qui a été

attribué, en partie, a leur potentiel antioxydant (Ibrahim Elsayed et al., 2015 ; Olayinka et al.,
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2015 ; Al-Shaaibi et al., 2016). Ces composeés issus du métabolisme secondaire des plantes
sont, en effet, connus pour leur capacité a piéger les especes réactives d'oxygene. Bien plus,
ils ont une multitude d’activités biologiques dépendant de leurs structures chimiques. Plus de
8000 structures ont été identifiees, les polyphénols constituent une importante famille

d’antioxydants présents dans les végétaux (Dziato et al., 2016).

A partir de ces connaissances, nous nous sommes intéressés dans ce mémoire de faire
une recherche bibliographique sur le phénomene du stress oxydatif et les systemes de défense
antioxydants, d'une part, et de discuter les résultats de recherches précédentes, qui ont été

menees dans le but de comprendre et de lutter contre ce phénomeéne, d’autre part.

Cette recherche est subdivisée en deux parties essentielles, dans la premiere partie, le
premier chapitre est une revue de littérature introduisant le concept du stress oxydant. Les
sources des ERO et leurs conséquences biologiques sont abordées dans un premier temps, les
propriétés des molécules antioxydantes et leur utilisation dans la lutte contre le stress oxydant,
sont ensuite présentés. Le second chapitre est quant a lui dédié a une généralité sur les plantes
médicinales et une classification de leurs métabolites secondaires. Les activités biologiques

des plantes ainsi que les propriétés antioxydantes des polyphénols y sont aussi décrites.

Dans la deuxiéme partie, nous avons expose les principales méthodes utilisées pour le
dosage des marqueurs du stress oxydant suivi d'une discussion des résultats issus des
précédentes études portant sur le stress oxydatif et lI'action protectrice de quelques plantes
médicinales. Enfin, les perspectives envisagées dans la continuité de cette recherche sont

également présentées.
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I. Stress oxydant
1. Radicaux libres
1.1. Généralité sur les radicaux libres
Un radical libre (fig.1) est une espéce chimique, molécule ou atome, capable d’avoir une
existence indépendante en contenant un ou plusieurs électrons célibataires. Le radical libre a la
propriété d’étre instable, trés réactif avec une durée de vie trés courte. Pour devenir stable, il
aura toujours tendance a remplir son orbitale en captant un électron, par 1’oxydation d’un autre

composé (Goudable et al., 1997).

Electrons appariés ; Electron célibataire

o = stabilité . o = instabilité
0.0
N\ _J S

Atome stable Perte d'un électron

Figure 1 : La formation d’un radical libre (Knopik et Dahmani, 2018)

En fait, un radical libre est symbolisé par un point (R") qui indique ou 1’électron libre se

situe et il peut se former par trois procédés (Bonnefont-Rousselot et al, 2003) :

= Addition d’un électron libre a un non radical (NR + e — R") ;
= Perte d’un électron par un non radical (NR —e— R") ;

= Scission homolytique d’une liaison covalente (A-B — A'+B").

Les radicaux libres peuvent déclencher des réactions en chaine tres rapides conduisant
souvent a la formation d’un nouveau radical (Carricre et al., 2006). La durée de vie d’un radical

libre est extrémement tres courte de la nano a la milliseconde (Jacob, 1995).

1.2. Les radicaux libres biologiques
En biologie, les radicaux libres sont formés le plus souvent par gain d’électron a partir de
1’02 (Droge, 2002). Les radicaux dérivés d'oxygene représentent, en effet, la classe la plus
importante d'especes radicalaires générées dans les systémes vivants a cause de I’importance de
leur métabolisme aérobie (Valko et al., 2007). Cependant, d’autres especes radicalaires sont

encore a considérer, a savoir les especes réactives de I’azote (Palmer et al., 1988).
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Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il

convient de distinguer (Favier, 2003) :

Des radicaux primaires : dérivent de I’oxygeéne par des réductions a un électron tel

I’anion superoxyde O™, et le radical hydroxyle OH"; ou de l'azote tel le monoxyde d'azote
NO*;

Des radicaux secondaires : se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les

composés biochimiques de la cellule ;

D’autres espéces dérivées de 1I’oxygéne dites :

Espéces actives de I'oxygéne : comme 1’oxygéne singulet 'Oz, le peroxyde d’hydrogéne

(H202) ou le nitroperoxyde (ONOOH), ne sont pas des radicaux libres, mais sont aussi réactives

et peuvent étre des précurseurs de radicaux.

L'ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs est souvent appelé especes réactives

de I'oxygéne (ERO), ou de I’anglais reactive oxygen species (ROS) (tab.1)

Tableau 1 : Principales ERO radicalaires et non-radicalaires (Halliwell et Whiteman, 2004).

Espéces réactives de I'oxygene (ERO)
Radicalaire Non radicalaire
Radical superoxyde: 0, Peroxyde d’hydrogéne : H20:
Radical hydroxyle: OH® lon hypochlorite : CIO-
Peroxyle: RO, Ozone : O3
Alkoxyle: RO Oxygene singulet : 10,
Hydroperoxyle: HO2 Peroxynitrite : ONOO"

Toutes ces espéces oxygénées sont produites par divers mécanismes physiologiques car
elles sont utiles pour ’organisme a dose raisonnable (Favier, 2003). En fait, les espéces
réactives de 1’oxygeéne (ERO) protégent, régulent la cellule et permettent de maintenir une

certaine homéostasie de 1’état redox de 1’organisme (Dikalov et al., 2007).

Cependant, les ERO provoquent des dommages cellulaires si elles sont produites d’une
maniére incontrolée (Kim et al., 2009). Leur hyperréactivité les engage dans des réactions de
dénaturation des constituants cellulaires de type peroxydation avec les glucides, les lipides, les

protéines et I’ADN (Curtay et Robin, 2000). De ce fait, ces entités oxydantes sont
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physiologiquement maintenues en équilibre par de nombreux systéemes dits antioxydants (Sies,
1991).

2. Définition du stress oxydant

Ce type de stress est une agression des constituants de la cellule du aux espéces réactives
oxygeénées et aux especes réactives azotées oxydantes qui vont s’attaquer aux membranes
cellulaires, aux protéines et a I’ADN (Peltier et al., 2004). Ce phénoméne surviendrait lorsque
les cellules sont soit dépassées par la quantité des radicaux libres a éliminer, soit ne disposent

pas de ressources antioxydantes suffisantes pour les éliminer (Niki, 2018 ; Tu et al., 2019).

Le stress oxydant (fig.2) correspond donc a un déséquilibre entre molécules pro-oxydantes
(especes réactives oxygénées) et molécules de défenses antioxydants (vitamines, enzymes) au
niveau cellulaire (Peltier et al., 2004). De nombreuses pathologies, a savoir les maladies
neurologiques, les cancers, les processus inflammatoires ou encore le vieillissement accéléré,

sont associées a ce dernier (Favier, 2003).

ERREE FRACSC AL S \\
——— OXIDATIVE
~—~— STRESS

=

J

ML TIFPLE
PATHOLOGIES

Figure 2 : Stress oxydant : déséquilibre entre les radicaux libres et les antioxydants
(Ighodaro et Akinloye, 2017)

3. Mécanismes de production des principales ERO
Parmi les EROs, on peut distinguer quatre especes principales (fig.3) : ’anion superoxyde

(O, le peroxyde d’hydrogéne (H.O,), le radical hydroxyle (OH") et ’oxygéne singulet (*0,) :

3.1. L’anion superoxyde Oy
L’anion superoxyde O~ constitue le précurseur de la plupart des ERO et induit les
réactions oxydatives en chaine (Abele et al., 2002). C’est I’espéce la plus couramment générée
par la cellule, par réduction d’une molécule d’O2 (Wolin, 1996). A 1’état fondamental, I’O> est

une molécule biradicalaire formée de deux atomes présentant sur leurs orbitaux externes deux
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électrons non appariés (Sies, 1993 ; De Leiris, 2003). En présence d’une quantité d’énergie
suffisante, la molécule d’oxygene peut acquérir un électron supplémentaire et former ainsi

I’anion superoxyde (Bisbal et al., 2010) :

O, +6 —» Oy

Les anions superoxydes ne sont pas trés réactifs et ont une demi-vie courte, mais ils

exercent leurs effets par la formation d’espéces radicalaires beaucoup plus réactives (Ronald

St-Louis, 2011).

Qs 2
-
©,7 (anion superoxyde)
| =
Oy A
(oxyaéne singulet)
HZ"D?

(peroxyde d'hydrogéna)
OMNOO-
{peroxynitrite)

OH
(radical hydroxyle)

Figure 3 : Mécanismes de production des différents radicaux libres oxygénés et espéces
réactives de I’oxygene impliqué en biologie (Behrend et al., 2003)

3.2. Le peroxyde d’hydrogéne H20:
Le peroxyde d’hydrogéne H2O> (appelé €également eau oxygénée) est formé par 1’addition
d’un second électron sur 1’0" donnant comme intermédiaire I’anion peroxyde O,%, qui se
protone facilement pour donner H2O2. Toutefois, la principale production de H20; résulte de la

dismutation de 1’0O," selon la réaction suivante (Daum-Badouard, 2006) :

202" + 2H" ———— H0, + O,

L’absence de charge a sa surface rend cette ERO trés lipophile et peu réactif en milieu
aqueux (Cash et al., 2007). Contrairement a 1’anion superoxyde, le peroxyde d’hydrogene est
donc capable de traverser les membranes des cellules et des organites cellulaires pour
engendrer des dommages loin de son site de production (Halliwelt et Gutteridge, 1996).
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3.3. Le radical hydroxyle HO®
Le radical hydroxyle, est généré par la réaction du peroxyde d’hydrogéne avec 1’anion
superoxyde (réaction d’Haber-Weiss), engendrant alors un ion OH- inoffensif et un radical
hydroxyle HO® (Combhair et Erzurum, 2002) :

H,O0+ O ——— » HO*+ O, + OH-

Cette réaction est lente et probablement inopérante dans les tissus vivants. Mais, en
revanche, en présence de métaux de transition (fer, cuivre), I’H20, donne naissance in vivo via

la réaction de Fenton a un radical hydroxyle HO® hautement réactif (Goldstein et al., 1993) :
O+ Fe® ——» Oy + Fe*?

HoOz+ Fe? — 5 OH-+ HO" + Fe3

Les réactions en chaine représentent 1’un des plus grands dangers du radical OH*. En
revanche, I’'H202 et 1’0, ne sont pas suffisamment réactifs pour déclencher des réactions en
chaine (Lau et al., 2008 ; Aprioku, 2013). Le radical hydroxyle apparait donc comme 1’espece
réactive ayant une responsabilité majeure dans la cytotoxicité des radicaux libres (Guetteridge,
1993), et serait a ’origine de la production des radicaux libres « secondaires », suite a sa

réaction avec différents composes cellulaires (Boubekri, 2014).

3.4. L’oxygene singulet 1O
L’oxygeéne singulet (*O2), une autre espéce réactive de 1’oxygéne, est principalement
produit dans le vivant suite a une exposition a des rayons lumineux (Freinbichler et al., 2011).
L’oxygene singulet n’est pas un radical libre parce qu’il ne contient pas d’électrons non
appariés, mais formé dans certaines réactions radicales (Shiv, 2011). En fait, lorsque de
I’énergie est apportée a 1’oxygeéne, celui-ci passe a 1’état singulet qui représente la forme
activée. C’est une forme tres énergétique de grande réactivité qui peut oxyder de hombreuses

molécules. Il est formé a partir de I’ion superoxyde selon la réaction suivante (Justine et al.,

2005) :

Lumiére
0, —— 10,
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L’¢tat “excite” de 1’oxygéne singulet lui confere un potentiel oxydant supérieur a
celui de I’oxygene (Bonnefont-Rousselot et al., 2003), qui peut directement oxyder des

protéines, d'’ADN et des lipides et causer des dommages tissulaires (Halliwel, 2006).

Toutefois, il existe d’autres ERO tel que le monoxyde d’azote (NO*), qui a un rble dans de
multiples fonctions physiologiques (De Backer, 2006). Mais, a forte concentration, le NO*
devient délétére pour les cellules notamment en réagissant avec O, pour former un puissant
oxydant le peroxynitrite (ONOO®), qui peut secondairement se décomposer en d’autres
oxydants comme "NOzet le OH* (Densiov et Afanas’ev, 2005).

4. Sources des ERO ou ROS

Les RL sont produits dans 1’organisme par de nombreux mécanismes tant endogénes

qu’exogenes (Halliwell, 2006).

4.1. Sources endogénes

Le principal processus endogéne de production d’EROs in vivo est la respiration cellulaire
(la chaine respiratoire mitochondriale) (Yu, 1994). Ainsi, les peroxysomes, la membrane
plasmique (NADPH oxydase) et le reticulum endoplasmique sont les siéges principaux de
libération d’ERO (Barouki et Morel, 2001) :

e Mitochondrie

La mitochondrie est considérée comme une des principales sources de ROS dans la cellule
par l'intermédiaire de sa chaine respiratoire (fig.4). Elle produirait, en effet, 90% des ROS
cellulaires (Balaban et al., 2005). Cette production centralisée de ROS est due au fait que la
mitochondrie est le lieu central de consommation de lI'oxygéne au cours de la phosphorylation
oxydative (Qutub et Popel, 2008).

Espace
intermembranaire

H* . H* 7 H*

1 / / ) : |

e H*

Complex| Complex 1l Complex I Complex IV Complex V
NADH Succinate Ubiquinol- Cytochrome ATP
Dehydrogenase Dehydrogenase Cytochrome ¢ c Oxidase Synthase
Reductase

Figure 4 : Fuite d’¢lectrons source de ROS au sein de la chaine de transport d’électrons
D’aprés (Ghouleh et al., 2011) : (UQ : Ubiquinone ; Cyt C : Cytochrome C)
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Cet organite produit la majeure partie de I'énergie cellulaire grace aux processus de
phosphorylation oxydative ou I'oxydation de divers substrats métaboliques (tels les glucides et
les acides gras en particulier) produit de l'eau et de l'adénosine triphosphate (ATP), avec

I’oxygéne (O2) comme accepteur final d'électrons (Nicholls et Ferguson, 2002).

Comme le montre la figure 4, la réduction de 1’oxygéne en eau nécessite I'apport de quatre
électrons (Beckman et Ames, 1998). Or, des réductions a un seul électron, produisant des
anions superoxyde, peuvent aussi survenir (Abele et al., 2002). Cette réduction partielle
d’oxygene dans la mitochondrie est due a la fuite d’électrons dans la chaine respiratoire qui a

lieu dans la membrane interne mitochondriale.

Cette fuite se produit principalement au niveau des complexes | (NADH deshydrogénase)
et I1l (ubiquinone — cytochrome ¢ réductase) et méne a la production du radical superoxyde
(059, le précurseur des ROS (McLennan et Degli Esposti, 2000). Selon les sources, cette fuite
d’¢lectrons représente entre 0,1 et 3% du flux total de la chaine respiratoire (Beckman et Ames,

1998).

e NADPH oxydase

En parall¢le de la production d’ERO par le complexe enzymatique mitochondrial de la
chaine respiratoire, la plupart des cellules sont capables de produire des radicaux superoxydes
O, via une activitt NADPH oxydase membranaire (NOX) (Migdal et Serres, 2011), qui joue
un role fondamental dans la réponse immunitaire et plus précisément dans la lutte contre les

micro-organismes (Babior, 1999).

En effet, lors de la phagocytose, cette enzyme présente dans la membrane plasmique des
phagocytes, catalyse la réduction monoélectronique de 1’02 en utilisant le NADPH ou le

NADH comme donneur d’électrons selon la réaction (Bennamara, 2017) :

NADPH oxydase
NADPH +2 Oz » NADP*+H*+202"

Il existe aussi une NADPH oxydase dans des cellules non phagocytaires dont le role serait

de réguler la croissance cellulaire (Krause, 2004).
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e Peroxysomes

Les peroxysomes sont des organites retrouves dans pratiquement toutes les cellules de
I’organisme a 1’exception des hématies. Ils sont les seuls organites cellulaires avec les
mitochondries et les réticulums endoplasmiques a consommer de 1’oxygéne lors du
métabolisme (Delattre et al., 2005). Ils sont, en fait, le siége d’une forte activité métabolique

tres centrée sur le métabolisme oxydatif (Nyathi and Baker, 2006).

Ainsi, les peroxysomes sont constitués d’'une membrane cytosolique phospholipidique
simple et d’un contenu de composition trés différente de celle du cytosol, dont de nombreuses
oxydases (glycolate oxydase, urate-oxydase, acyl-CoA,...) et des antioxydants enzymatiques
comme la catalase (Halliwell et Gutteridge, 2008). En raison de ces caractéristiques, les
peroxysomes ont longtemps été considérés comme des organites spécialisés dans la

détoxication du peroxyde d’hydrogéne (H202).

En fait, les oxydases sont des enzymes utilisant le dioxygene O, comme accepteur
d’¢électrons pour leur catalyse. Les enzymes oxydases enlévent des atomes d'hydrogéne libres a
des substrats organiques spécifiques potentiellement dangereux pour la cellule. La
déshydrogénation de ces molécules produit également du peroxyde d’hydrogene (Halliwell et

Gutteridge, 2008) :

Oxydase
R—H2 + Oz » R+ H0O,

Toutefois, I'H20. généré est rapidement détoxifié par la catalase peroxysomale. Cette

utilisation par la catalase joue un réle particulier dans I’homéostasie (Hwang et al., 2012).

e Réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique est un sous compartiment de la cellule. 1l est séparé en
réticulum endoplasmique rugueux et lisse. Le réticulum endoplasmique lisse contient des
enzymes qui catalysent des réactions de détoxification des drogues liposolubles et d’autres
métabolites toxiques. La plus connue de ces enzymes est le cytochrome P450 qui oxyde les

acides gras insaturés et les xénobiotiques tout en produisant des ERO.

Les cytochromes P450 (CYP450) sont des complexes enzymatiques qui utilisent le
dioxygéne pour oxyder un substrat (Halliwell et Gutteridge, 1986 ; Halliwell et Gutteridge,
1988).

10
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Les cytochromes P450 (CYP450) sont des complexes enzymatiques qui utilisent le dioxygene
pour oxyder un substrat (Halliwell et Gutteridge, 1986 ; Halliwell et Gutteridge, 1988). Il existe
chez ’homme de multiples isoformes des CYP450 qui sont chacun spécifique d’un ou plusieurs
substrats. La réaction catalysée par le CYP450 peut parfois conduire a la formation d’O * lorsque

1’0 subit une rédugtion monovalente (Rapoport et al., 1995).

4.2. Sources exogenes

A coté de ces productions endogénes, il existe également des sources exogénes qui sont
a l’origine d’une augmentation de la production de ROS dans notre organisme et sont

générateurs du stress oxydant. Ces sources exogenes peuvent étre représentées par :

v' des xénobiotiques comme les toxines, pesticides, herbicides, métaux lourds
(Demerdash et al., 2018) ;

v des rayonnements, qu’ils soient UV, X ou y (Tsai et al., 2017) ;

v' des polluants de I’air, comme la fumée des cigarettes et les contaminants
industriels (Al-Gubory, 2014).

La surproduction de ROS peut étre aussi liée a des carences en certains nutriments
(vitamines, oligoéléments,...) essentiels (Priyadarsini, 2005).

5. Cibles biologiques des ROS

Comme cité précédemment, les RLs non détoxiquées par le systéme antioxydant attaquent
et endommagent par oxydation les macromolécules contenues dans les cellules notamment les
lipides, les protéines et ’ADN (Menon, 2014). lls provoquent aussi des lésions secondaires
dues au caractére cytotoxique et mutagéne des métabolites libérés notamment lors de
I'oxydation des lipides (Favier, 2003).

5.1. Peroxydation lipidique

Les premiéres cibles des ERO sont les lipides, notamment ceux présents dans les
membranes cellulaires et subcellulaires (Hulbertl, 2005 ; Pamplona et al., 2000). Au sein des
lipides, les especes les plus sensibles sont les acides gras polyinsaturés (AGPI) (Acar et al.,
2007).

En fait, plus I’acide gras est insaturé et plus il est susceptible d’étre peroxydé (Halliwell et
Gutteridge, 1989). La position d’un ou plusieurs groupements méthyléne entre leurs doubles

liaisons les rend particuliérement sensibles a 1’oxydation par les métaux et les radicaux libres

11
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0Xygeénés, cette oxydation est appelée “peroxydation lipidique” (Therond, 2006). Le mécanisme

radicalaire comporte trois étapes successives (fig.5) :

< L’initiation : qui consiste en la rupture homolytique, occasionnée par un initiateur
radicalaire (tel que le radical hydroxyle OH"), d’une liaison C-H de la chaine d’un acide gras,
ce qui en fait un composeé radicalaire (diéne conjugué) tres réactif vis-a-vis de 1’oxygene et qui

va donc se transformer en radical peroxyle (LOO").

< La propagation : au cours de laquelle le radical peroxyle va arracher un hydrogene a
un autre acide gras, créant un nouveau radical et entretenant ainsi une réaction en chaine, pour

se transformer en hydroperoxyde.

< La terminaison : les hydroperoxydes peuvent subir plusieurs modes d’évolution, étre
réduits et neutralisés par la vitamine E (antioxydant) intercalée dans la bicouche lipidiques des
membranes (Luc et al., 1991 ; Halliwell, 1996 ; Favier, 2003), ou continuer a s’oxyder et a se
fragmenter en produits secondaires c'est-a-dire en aldéhydes trés réactifs, pouvant étre
considérés comme des messages secondaires toxiques qui augmente les dommages initiaux dus

aux radicaux libres (Marnett, 1999).

+02

A
D BDLID D D D ))), OIS > > S 53. TERMINAISON
503 20 a0 LELL LR IL4 28R

LOG LOOH +Le LOO* LOOH

/ 2. PROPAGATION \]’
OH*
LH : Acides gras polyinsaturés (PUFAs)
LOOH : hydroperoxyde @ @
LOOe : radical peroxyle U
A

Figure 5 : Réactions de la peroxydation lipidique (Daum-Badouard, 2006)

Parmi les aldéhydes formés : I’isoprostane, le malondialdehyde (MDA) et le 4-
hydroxynonénal (4-HNE), sont tres étudiés comme marqueurs de la peroxydation lipidique
(Echtay et al, 2003). Les deux derniers produits (MDA, 4HNE) réagissent avec les protéines et
I’ADN, une fois fixé a la molécule d’ADN, le MDA semble étre le produit le plus mutagene,
alors que le 4-HNE est le plus toxique pour la cellule (Marnett, 1999).

12
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La peroxydation lipidique est suivie d’un changement structural des membranes
biologiques (Pacifici et al., 1994), ou d’autres éléments contenant des lipides (Niki et al., 2005 ;
Stark, 2005 ; Al-Mutairi et al., 2007). Ces perturbations fonctionnelles peuvent aboutir a la
mort des cellules (Bonnefont-Rousselot, 1994).

5.2. Oxydation des protéines

Les protéines peuvent subir une oxydation de leurs acides aminés (fig.6), soit au niveau de
la chaine latérale, avec formation de produits d’oxydations, soit au niveau de la liaison
peptidique, entrainant la fragmentation de la chaine (Berlette et Stadtman, 1997). Les acides
aminés les plus sensibles aux attaquent radicalaires sont ceux renfermant un atome de soufre et
les acides aminés aromatiques (Dean et al., 1997).

L’oxydation de ces acides aminés génere des groupements hydroxyles et carbonyles sur
les protéines et peut également induire des modifications structurales plus importantes comme
des réticulations intra ou intermoléculaires, ce qui affecte leurs fonctionnements. Ils seront

particulierement susceptibles a la protéolyse afin d’éviter leur accumulation dans le noyau, le

cytoplasme ou le réticulum (Jung et al., 2007).
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Figure 6 : Nature de quelques modifications des chaines d’acides aminée des protéines
apres attaque radicalaire (Favier, 2003)

Les protéines dénaturées perdent leurs propriétés biologiques et deviennent incapables de
se fixer correctement sur un récepteur ou fixer spécifiqguement un ligand, altérant ainsi la
signalisation cellulaire. Elles deviennent hydrophobes, et forment des amas anormaux dans ou

autour des cellules. Ces amas, associés aux lipides, forment les dépdts de lipofuschines
caractéristiques des tissus agés (Favier, 2003).

5.3. Oxydation de ’ADN
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L'ADN est trés sensible aux attaques par les radicaux de I'oxygeéne (fig.7). Cing classes
principales de dommages oxydatifs incités par OH" peuvent étre générées (Hartmann et Niess,
2000 ; Cadet et al., 2002) :

 ’attaque directe des bases puriques et pyrimidiques engendre un grand nombre de bases
modifiées, particulierement la guanine qui est transformée en 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine (8-
OHdG) ;

* la formation d’un site abasique non fonctionnel suite a 1’attaque de la liaison entre la

base et le désoxyribose ;

* I’oxydation du désoxyribose provoque une coupure de chaine simple brin ;

\

* 1’agression radicalaire des protéines (histones), qui sont trés nombreuses a entrer en
contact avec I'ADN pour le protéger ou pour le lire (enzymes et facteurs de la réplication ou de

la transcription), entraine des pontages des protéines ;

» la création d’adduits avec des dérivés de la peroxydation lipidique, tel que le

malonaldialdéhyde-guanine.
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Figure 7 : Lésions de I’ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine
génétique des cellules (Favier, 2003)

Ces altérations du matériel génétique représentent la premiere étape impliquée dans la

mutagenése, la carcinogenese et le vieillissement (Favier, 2003 ; Valko et al., 2007).
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6. Antioxydants

Pour se protéger contre toute production excessive en especes radicalaires, notre
organisme est équipé d’un systeme complexe de défense antioxydante, localisé dans les

compartiments intra et extracellulaire (Pincemail et al., 2002 ; Berger, 2006).

6.1. Définition

Un anti-oxydant est une substance qui, a faible concentration, prévient ou retarde
significativement 1’oxydation d’un substrat (Halliwell et al. 1990). Ils ont pour role d’empécher
la formation de radicaux libres, de permettre leur élimination ou bien de réparer les dégats

causés par les radicaux libres.

Cette definition fonctionnelle s’applique a un grand nombre de substances,
comprenant des enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques, mais aussi aux petites
molécules hydro- ou liposolubles (Delattre et al., 2005). Cette grande variété physico-chimique
autorise la présence d’antioxydants dans tous organismes, qu’ils soient intracellulaire,

membranaires ou extracellulaires (Cano et al., 2006).

6.2. Mode d’action

Indépendamment de leur localisation, les antioxydants peuvent agir a deux niveaux : en
prévenant la formation de radicaux libres oxygénés ou en épurant les radicaux libres oxygénés.
(Penna et al., 2009). En fait, en fonction de leur mécanisme d’action on distingue des
antioxydants inhibiteurs des radicaux libres, décomposeurs des peroxydes, désactivateurs des
ions métalliques, ou des piégeurs d’oxygénes (Dziezak, 1986). En complément de ces
mécanismes, 1’organisme est en outre capable de réparer ou d’éliminer les molécules

endommagées par ’attaque radicalaire (Penna et al., 2009).

6.3. Les systemes de défense antioxydants

Les systemes antioxydants présents dans I'organisme sont, soit d'origine endogéne, soit
exogene. On distingue également les antioxydants enzymatiques des antioxydants non
enzymatiques (Niki, 2010). Les antioxydants peuvent donc étre produits de facon endogene ou
provenir de sources exogenes, comme I’alimentation ou les suppléments antioxydants
(Vertuani et al., 2004) :

6.3.1. Les systemes antioxydants enzymatiques
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Les enzymes existent a 1’état endogéne et permettent de protéger les cellules contre les
radicaux libres produits de maniere physiologique au cours du métabolisme cellulaire normal.
Les principaux systémes enzymatiques comprennent les superoxydes dismutases (SOD), la
catalase (CAT) et plusieurs formes de glutathion peroxydases (GSH-PX) (Jacob et al., 2006 ;
Garrel et al., 2007 ; Menon et Goswami, 2007). Ces enzymes ont une action complémentaire
(fig.8) sur la cascade radicalaire au niveau de 1’0 7~ et du H,0,, conduisant finalement a la
formation de I’eau et de I’oxygene moléculaire (Lehucher-Michel et al., 2001).

e La Superoxyde dismutase (SOD)

La superoxyde dismutase est I'un des antioxydants enzymatiques intracellulaires les plus
efficaces (Rahman, 2007). La SOD convertit le superoxyde en peroxyde d'hydrogéne et

oxygene moléculaire selon la réaction suivante (Mates, 2000) :

SOD
202" + 2H" » H02 + O2

Les superoxydes dismutases sont des metallos enzymes retrouvées dans toutes les cellules
animales ou végétales. Le mécanisme réactionnel est catalysé par un métal situé au cceur de
I’enzyme dont la nature distinguera un type précis (Chandel et Budinger, 2007). Il existe, en
effet, trois types de SOD chez I’homme notamment : la SOD a cuivre-zinc présent dans le
cytoplasme (Cu-ZnSOD), la SOD a manganese (Mn-SOD) présent dans les mitochondries, et
une SOD extracellulaire c¢’est une SOD a cuivre-zinc (Cu/Zn-SOD) (Zelko et al, 2002).

e LaCatalase (CAT)

La catalase une enzyme héminique capable de transformer par dismutation le peroxyde
d’hydrogene (généralement produit par les SOD) en eau et oxygéne moléculaire (Bonnefont-

Rousselot et al., 2003) :

Catalase
2 H,0O» » 2H0+0;

La catalase est essentiellement présente dans les peroxysomes, mais aussi dans les
mitochondries et dans les érythrocytes (Deaton et Marlin, 2003). Elle a un role essentiel dans

I'acquisition de la tolérance au stress oxydatif et dans la réponse adaptative des cellules (Goth et
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al., 2004), ou’ elle joue un réle significatif en permettant d'éliminer I'exces de peroxyde
d'hydrogéne afin que la réaction de Fenton ne puisse s'amplifier (Cantin, 1999). Ainsi, divers
états pathologiques et anomalies sont associés a la carence ou a la mutation de cette enzyme
(Goth et al., 2004).

ROOH
GSH
ROH
GPx
: GSSG + H,O
O™ =, H,O, .

MnSOD
CuZnSOD Catalase

H,O + O,

Figure 8 : Représentation schématique des mécanismes de défenses enzymatiques
antioxydantes (Descamps, 2004)

e La Glutathion peroxydase (GPx) et reductase (GR)

La glutathion peroxydase ou GPx est une enzyme tétramérique permettant également la
décomposition du H.O». Elle agit plus lentement que la catalase mais elle a une meilleure
affinité pour le H2O2 que cette derniere. La GPx est donc essentielle & la décomposition du

H20- produit de maniere continue et a des niveaux physiologiques dans la cellule.

Les GPx sont des enzymes sélénium-dépendantes ou seléenium-indépendantes et sont soit
cytosoliques, comme c’est le cas de la premiere GPx identifiee (Mills, 1957), soit
extracellulaires. Les GPx permettent la décomposition de H.O, par 1’oxydation de son co-
substrat le glutathion réduit (GSH) en glutathion oxydé (GSSG) qui sera réduit par la suite par
I’action de la glutathion réductase.

GPx
2GSH + H,0, > GSSG + 2 H,O

La glutathion réductase ou GR n’est pas une enzyme antioxydante & proprement parler
dans le sens ou elle n’a pas d’action directe sur les ROS. En revanche, elle a un réle tres

important dans la réduction du glutathion, puissant antioxydant et co-substrat de la GPx.
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En effet, le fonctionnement de la GPx nécessite un flux de glutathion recyclé par la
coopération de plusieurs enzymes dont la glutathion réductase (GR) qui réduit le glutathion
oxydé en consommant du NADPH, lui-méme régenéré grace a la glucose 6 phosphate
deshydrogénase (G6PDH) alimentée par le shunt des pentoses phosphates (fig.6) (Mate et al.,
1999).

Les GPx permettent aussi la détoxication des cellules de certains hydroperoxydes
(ROOH) qui sont les ROOH des esters de cholestérol, des phospholipides des membranes
cellulaires, des lipoprotéines et de I’ADN (Delattre et al., 2005 ; Schrader et Fahimi, 2006 ;
Valko et al., 2007). Ces hydroperoxydes vont alors se transformer en alcools (ROH) selon la

réaction suivante (Halliwell et Gutteridge, 2008) :

GPx
2 GSH + ROOH » GSSG + ROH + H,O

6.3.2. Les systemes antioxydants non enzymatiques

Dans ce groupe d'antioxydants on peut distinguer deux types : les antioxydants endogenes

et les antioxydants exogénes (Ribeiro et al., 2001) :

6.3.2.1. Antioxydants non enzymatiques endogenes

Ce groupe d’antioxydants renferme de nombreuses molécules endogénes synthétisées par

les cellules :

e Le Glutathion (GSH)
Le glutathion est un tripeptide (acide glutamique-cystéine-glycine). Il est le thiol (-SH)
majoritaire au niveau intracellulaire (I’albumine étant son équivalent plasmatique) ou il est
présent sous forme essentiellement réduite (GSH). Dans des conditions physiologiques, sa

forme oxydée (GSSG) est en concentration tres faible (fig.9) :
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Figure 9 : Etat d’oxydation du glutathion (Raman et Berry, 2011)
18



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE Stress oxydant

Au ceeur des défenses antioxydantes, le glutathion (GSH) et les thiols en général, sont
d'excellents réducteurs, donneurs d'hydrogene et de puissants piégeurs de radicaux, réagissant
directement avec le peroxyde d'hydrogene, le radical superoxyde, le radical hydroxyle (Pay Yu,
1994) et le monoxyde d'azote (Folkes et Wardman, 2004). Les autres propriétés antioxydantes
du GSH sont nombreuses : cofacteur de la GPx, chélateur des métaux de transition,

régénérateur final des vitamines E et C, a partir de leur forme radicalaire (Haleng, 2007).

Le rapport glutathion réduit/glutathion oxydé (GSH/GSSG) est souvent utilisé comme un
marqueur du stress oxydant car, plus le flux d'H.O est important, plus le glutathion réduit est

consomme et le glutathion oxydé augmenté (Ji et al., 1992).

e L’Acide urique
L’acide urique (AU) comme produit final du métabolisme des purines, augmente dans le
plasma lors d’efforts physiques intenses, ou lors d’une exposition a ’hypoxie (Baillie et al.,
2007). 1l a été proposé comme un des meilleurs antioxydants du plasma in vivo, ou il pourrait
contribuer a 35-60 % de la capacité antioxydante totale (Waring et al., 2003 ; Finaud et al.,
2006 ; Johnson et al., 2009).

Au début des années 80, Ames et al ont proposé que I'AU puisse avoir une signification
biologique en tant gqu'antioxydant et ont montré, par des expériences in vitro, gqu'il est un
puissant capteur de radicaux peroxyle (RO ), de radicaux hydroxyle (OH") et d'oxygene
singulet (10y). Il est également un neutralisant puissant de 'ozone, de 1’acide hypochloreux et
du radical superoxyde (Sekli-belaidi, 2011 ; Mimouni, 2020). Aprés réaction avec les ERO et
d'autres agents oxydants, I’acide urique peut étre oxyde en différents produits dont le
prédominant est I’allantoine (Hellsten et al., 2001), puis est régenéré par la vitamine C
(Vasconcelos et al., 2007).

e Labilirubine

La bilirubine est un produit terminal de la dégradation de 1’héme et résulte essentiellementdu
catabolisme de 1’hémoglobine par les cellules réticuloendothéliales. Elle est fortement liée
aux protéines et lipoprotéines plasmatiques et potentialise la défense antioxydante sanguine

(notamment avec 1’albumine) (Halliwell et Gutteridge, 2008).

Ce composé liposoluble est capable de piéger les radicaux peroxyle, I’oxygene singulet et le

radical hydroxyle, protégeant ainsi I’albumine et les acides gras liés a I’albumine des attaques
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radicalaires (Algeciras-Schimnich et al., 2007). Elle trouve donc toute son expression dans la
protection des membranes cellulaires contre la peroxydation lipidique (notamment des cellules

sanguines) et des protéines plasmatiques (Paredi et al., 2002).

e LaCoenzyme Q10

La coenzyme Q, également connu sous le nom Ubiquinone (UQ), synthétisé dans les
cellules du corps ou peut également étre obtenu a partir de I'alimentation est un puissant
antioxydant qui neutralise les EROs et protége la muqueuse interne de la lymphe, des vaisseaux
sanguins et de I'endothélium (Quinzii et al., 2007 ; Motohashi et al., 2017).

6.3.2.2. Antioxydants non enzymatiques exogenes

En outre, le systeme antioxydant du corps humain comprend des molécules exogenes,
c'est-a-dire apportées par I’alimentation, telle que la vitamine E, les caroténoides (vitamine A),

la vitamine C (acide ascorbique), les polyphénols et autres phytonutriments.

e LaVitamine E

Les vitamines sont des substances qui proviennent de notre alimentation et qui jouent un
role important dans le renforcement des systémes antioxydants endogenes (Pham-Huy et al.,
2008).

La vitamine E (alpha-tocophérol) est un composé liposoluble (fig.10), connu par sa haute
capacité antioxydante. Elle agit in vivo et in vitro en captant les especes radicalaires, formant

un radical non toxique et régénérable par d’autres antioxydants (Pham-Huy et al., 2008 ; Azzi,
2007).

CH,

CH,
HO.__

CH;—(CH; CHy—CH—CHy);— H
’/ > ~

H,r/\( 0~ CH,

CH,

Figure 10 : Structure chimique de Vitamine E (alpha-tocophérol) (Flora et al., 2008)
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Le caractere hydrophobe de la vitamine E lui permet de s’insérer au sein des acides gras
de la membrane cellulaire et des lipoprotéines, ou elle joue un rdle protecteur en empéchant la
propagation de la peroxydation lipidique (elle capte le radical lipidique peroxyle LOQO") induite
par le stress oxydant (Khalil, 2002 ; Vertuani, 2004).

La régénération de I’alpha tocophérol se fait selon 2 voies : soit via la vitamine C, soit en
mettant en jeu la tocophéryle réductase qui en présence de GSH redonne de 1’a-tocophérol
(Brigelius-Flohe et al., 1999).

e LaVitamine C

La vitamine C ou acide L-ascorbique est hydrosoluble (fig.11). Elle joue un rdle de
prévention de I’oxydation dans le plasma et les fluides extracellulaires, dont elle est considérée
comme le plus important antioxydant (Delattre et al., 2005). Son action est directe et indirecte,
elle agit directement sur les ERO (superoxydes, hydroxyle, oxygéne singulet, radicaux

lipidiques) et indirectement par son action de régénération de la vitamine E et du GSH.

OH
). L)
=" ™Sy—C—CH;—OH
|
s\ H
H OH

L8
Figure 11 : Structure chimique de Vitamine C (Flora et al., 2008)

L’organisation spatiale de la vitamine C lui permet de se lier a la phase aqueuse de la
vitamine E oxydée dans la membrane cellulaire, et de rapidement lui céder son électron. Apreés
avoir cédé son électron, la vitamine C forme un radical tres peu réactif, qui sera ensuite
reconverti en vitamine C par une enzyme réductase, qui utilise du GSH (Duarte et Jones, 2007 ;
Mac Laren, 2007 ; Fisher- Wellman et Bloomer, 2009).

e Les caroténoides
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Les caroténoides sont notamment connus pour étre des pigments rouges et oranges de
nombreux fruits et Iégumes. Parmi les 600 caroténoides identifiés, 50 d’entre eux sont reconnus

pour étre des précurseurs de la vitamine A, le plus connu étant le B-caroténe (fig.12).

Figure 12 : Structure chimique du p-caroténe (Flora et al., 2008)

L'activité antioxydante est connue pour étre I'une des propriétés biologiques les plus
importantes des caroténoides (Polyakov et al, 2006), elle résulte de la capacité de la double
liaison conjuguée a délocaliser les électrons non appariés (Rahman, 2007 ; Van Stijn et al.,
2008). Les caroténoides sont des éboueurs éminents de I'oxygene singulet et des radicaux

peroxyles (Deaton et Marlin, 2003).

e Les polyphénols

Les polyphénols constituent une famille de molécules trés largement répandues dans le
regne végétal. On les trouve dans les plantes, depuis les racines jusqu’aux fruits. Les
polyphénols sont des métabolites secondaires, ce qui signifie qu’ils n’exercent pas de fonctions
directes au niveau des activités fondamentales de 1’organisme végétal, comme la croissance, ou
la production (Yusuf, 2006). Les polyphénols comprennent une multitude de structures
chimiques, a partir de molécules simples comme les acides phénoliques, aux cOmMpOSeEs
hautement polymérisés, tels que les tannins condensés. La famille la plus abondante de

polyphénols présents dans I'alimentation humaine, est les flavonoides (Galleano et al, 2010).

Les flavonoides sont des piégeurs efficaces des radicaux libres les plus pro-oxydants,
particulierement impliqués dans la peroxydation lipidique. De plus, ils ont une activité
chélatrice des métaux tels que cuivre et fer, qui, a 1’état libre, peuvent étre a 1’origine de la

production de radicaux libres par les réactions de Fenton et d’Haber-Weiss (Puppo, 1992).
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7. Les maladies liées au stress oxydant

Le stress oxydant est impliqué dans de trés nombreuses maladies comme facteur
déclenchant ou associé¢ a des complications de 1’évolution (Favier, 2003). La multiplicité des
conséquences médicales de ce stress oxydant vient du fait que de nombreux organes ou tissus
peuvent devenir la cible d’un stress oxydant (Bonnefont-Rousselot et al., 2001 ; sohal et al.,
2002 ; Delattre et al., 2005).

De nombreuses pathologies (fig.11), a savoir les maladies neurologiques, les cancers, les
processus inflammatoires ou encore le vieillissement accéléré, sont associees au stress oxydant.
Ce dernier est aussi un des facteurs potentialisant 1’apparition de maladies plurifactorielles tels
le diabéte, la maladie d’Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaire (Zhang et

Jope, 1999 ; Favier, 2003).
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Figure 13 : Différents pathologies associes au stress oxydant (Morandat et al., 2013)

La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec 1’age car le
vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la production mitochondriale de
radicaux. L’augmentation de 1’apport nutritionnel en antioxydant visera donc essentiellement a
prévenir ces maladies, de méme, une consommation réguliére en antioxydant pourrait avoir un

effet bénéfique, mais essentiellement préventif (Favier, 2003).
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I1. Plantes médicinales en tant qu’antioxydants

Comme nous I’avons décrit, le stress oxydant peut étre induit par un dysfonctionnement
des défenses antioxydantes et/ou une surproduction d’EROs. L’apport d’antioxydants dans
notre alimentation est susceptible d’améliorer le niveau des défenses antioxydantes et par
conséquent de prévenir 1’apparition des pathologies associées au stress oxydant. A ce titre,

I’utilisation des plantes aux vertus antioxydantes a été particulierement étudiée.

1. Généralités sur les plantes médicinales

On appelle plante médicinale toute plante renfermant un ou plusieurs principes actifs
capables de prévenir, soulager ou guérir des maladies (Schauenberg et Paris ,2006). L histoire
des plantes médicinales est associée a 1’évolution des civilisations. Dans toutes les régions du
monde, I’histoire des peuples montre que ces plantes ont toujours occupé une place importante

en médecine (Sanago, 2006).

En fait, la médecine par les plantes, dite phytothérapie, est trés anciennes et s’est
maintenue depuis sous la forme de pratiques populaire. Les connaissances nouvelles sur la
fonction de 1’organisme, les récents découvertes sur les substances contenues dans les plantes et
leur valeur thérapeutique ont revalorisé et renouvelé ’antique medecine par les plantes. |l
existe sur la terre 380 mille variétés de plantes dont a peine 57 ont été plis ou moins étudiées,
c'est-a-dire qu’il reste un champ quasi inépuisable a la phytothérapie (Millogo et al, 2005).
Elles sont utilisées de différentes maniéres, décoction, macération et infusion. Une ou plusieurs

de leurs parties peuvent étre utilisées, racine ; feuille, fleur (Dutertre, 2011).

1.1. Principes actifs des plantes médicinales
L’action et I’efficacité des plantes médicinales proviennent de leurs composés chimiques
(métabolites primaires ou secondaires) ou de la synergie entre les différents composés présents
(Sanago, 2006).

Les principes actifs (sont aussi appelées dans le jargon de la phytothérapie métabolites
secondaires) d’une plante médicinale sont donc les composants biochimiques naturellement
présents dans une plante. lls lui conférent son activité thérapeutique. Les principes actifs se
trouvent dans toutes les parties de la plante, mais de maniére inégale et ils n’ont pas les mémes

propriétés (Benamor, 2008).
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1.2. Les métabolites secondaires
Une des originalités majeures des végétaux résident dans leur capacité a produire des
substances naturelles trés diversifiées. En effet, a coté des métabolites primaires classiques,
glucides, protides, lipides, ils accumulent des métabolites secondaires dont la fonction
physiologique n’est pas toujours évidente, mais qui représentent une source importante de
molécules utilisables par ’homme dans des domaines aussi différents que la pharmacologie ou

I’agroalimentaire (Macheix et al., 2005).

1.2.1. Classification
Actuellement, plus de 100000 métabolites secondaires ont été identifiées. |lls
appartiennent a trois classes principales qui sont : les terpenes (un groupe des lipides), les
alcaloides (dérivés d’acides aminés), et les composés phénoliques (dérivés de glucides)
(Benamor, 2008). Chacune de ces classes renferme une trés grande diversité de composés qui

possedent une trés large gamme d’activités en biologie humaine (Mansour, 2009).

1.2.1.1. Les terpénes
Les terpenes sont des hydrocarbures naturels de structure cyclique ou de chaine ouverte,
largement répandus dans le régne végétal, provenant de la voie de I’acide mévalonique (Bhat et
al., 2005). Leur particularité structurale est la présence dans leur squelette d’unité isoprénique

(fig.14) & 5 atomes de carbone (CsHg) dérivées du 2-méthylbutadiéne (Bakkali et al., 2008).

CH,
¢
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HZC’// ~c* = 2
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H

Figure 14 : Structure de I’unité isoprénique (CsHs) (Soléne, 2012)

Selon Hernandez-ochoa (2005), les terpénes sont subdivisés selon le nombre d’entités
isoprénes en :
= Monoterpénes : formés de deux isoprénes (C1oH1s).
= Sesquiterpénes : formés de trois isoprenes (CisH24).

= Diterpénes : formés de quatre isoprenes (C2oHs2).
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= Tétraterpenes : formés de huit isoprénes qui conduisent aux caroténoides.

= Polyterpénes : formés de (CsHs) n, ou, (n de 9 a 30).

La famille des terpénes comprend des hormones (Gibbérellines et acide abscissique), des
pigments caroténoides (carotene et xanthophylle), des stérols (ergostérol, sitostérol,
cholestérol), des dérivés de stérols (hétérosides digitaliques), le latex (qui est a la base du
caoutchouc naturel) ainsi qu’une grande partie des huiles essentielles qui conférent aux plantes

leur parfum ou leur gout (Hopkins, 2003).

1.2.1.2. Les alcaloides
Les alcaloides sont un groupe de composés azotés, hétérocycliques et doué de propriétés
physiologiques prononcées méme a faible dose (Zenk et Juenger, 2007). lls doivent leur activité

pharmacologique au groupe aminé qu’ils contiennent en permanence (Sebai et al., 2012).

O CHs
H3C\N)jl\{>
~
O/L\ITJ N

CHs3
Figure 15 : Structure d’alcaloide (Sebai et al., 2012)

Les alcaloides constituent 1’un des plus grands groupes de pres de 10000 a 12000
structures (Stockigt et al., 2002). Parmi les nombreux systemes proposés pour la classification
des alcaloides, on peut citer, selon leur biogénése et la position de 1’azote, celui qui regroupe

les alcaloides en trois classes. On distingue généralement (Dehak, 2013 ; Beddou, 2015) :

v' Les alcaloides vrais
Les alcaloides vrais (fig.16) représentent le plus grand nombre d’alcaloides qui sont
toxiques et disposent d’un large spectre d’activités biologiques. Ils dérivent d’acides aminés et
comportent un atome d’azote dans un systéme hétérocyclique. Ils sont présents dans les plantes,

soit sous forme libre, soit sous forme de sel, soit comme N-Oxyde (Tadeusz, 2007).
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e —

0 \ N\cmHac—N

Hygrine Cocaine Lobéline

Figure 16 : Structure de quelques alcaloides vrais (Tadeusz, 2007)

v Les pseudo-alcaloides

Ce sont des composés dont le squelette carboné de base ne dérive pas d’acide aminé. Il
s’agit d’alcaloides aromatiques qui sont, dans la majorité des cas, des isoterpénoides comme la

capsaicine. La caféine et la noréphédrine sont aussi des pseudoalcaloides (fig.17) :

CHy
HO ,.N\ .‘?,0
Jo s B
IS “CH,
O
capsaicine noréphédrine caféine

Figure 17 : Structures de quelques pseudo-alcaloides (Tadeusz, 2007)

v Les proto-alcaloides

Ce sont des amines simples (fig.18) qui dérivent d’acides aminés mais pour lesquels
I’azote est en dehors des structures cycliques (exemple : la colchicine), certains s’associent a
des résidus terpeniques, exemple : alcaloides indoliques monoterpéniques (utilisés contre le
cancer) (Tadeusz, 2007).

HyCO
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2 N HO: :

OCH, H CHs

Colchicine Adrénaline Dopamine

Figure 18 : Exemple des proto-alcaloides (Tadeusz, 2007)
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1.2.1.3. Les composés phénoliques (Polyphénols)

Les polyphénols ou « Composés phénoliques » regroupe un vaste ensemble de plus de
8000 molécules (Bahorun, 1997 ; Garcia-Salas et al., 2010). L’élément structural fondamental
qui les caracteérise est la présence d’au moins un noyau phénolique a 6 carbones (fig.19), auquel
est directement lié au moins un groupe hydroxyle (OH) libre ou engagé dans une autre fonction

: éther, ester ou hétéroside (Bruneton, 1999).

OH

Figure 19 : Structure du noyau phénol (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006)

Il est possible de classer les polyphénols selon le nombre de cycles phénoliques qu’ils
contiennent et selon les éléments structuraux qui lient différents cycles entre eux. Ainsi, on
distingue quatre grands groupes de polyphénols : les flavonoides, les acides phénoliques, les

stilbenes et les lignanes (Manach et al., 2004).

e Les Flavonoides

Les flavonoides (fig.20) possédent un squelette de base a quinze atomes de carbone,
constitués de deux noyaux aromatiques et d’une chaine de 3 atomes de carbone cyclique ou
ouverte (chalcones at aurones), formant une structure C6-C3-C6 (Ghedira, 2005). Ce
sont les composés les plus abondants parmi tous les composés phénoliques. Ils interviennent
dans la pigmentation des fleurs et dans les processus de défense contre le rayonnement UV,

les herbivores et les attaques microbiennes (Crozier, 2003).

Figure 20 : Structure de base de flavonoides (Lhuilier-Chaigneau, 2007)
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Il existe plusieurs classes de flavonoides, dont les principales sont les flavones, les
flavonols, les flavan-3-ols, les isoflavones, les flavanones et les anthocyanidines. La structure
de base de ces différents flavonoides peut subir de nombreuses substitutions, les groupements
hydroxyles étant généralement en positions 3, 5, 4’ et 7. Ces substances existent généralement

sous forme de glycosides (Chira et al., 2008).

e Les acides phénoliques

Le terme d’acide phénolique peut s’appliquer a tous les composés possédant au moins une

fonction carboxyligue et un hydroxyle phénolique, on distingue :

v Acides hydroxybenzoiques
Les acides hydroxybenzoiques sont des dérivés de l'acide benzoique et ont une structure
générale de base de type (C6-C1). Ces molécules existent souvent sous forme d'esters ou de
glycosides. Les acides hydroxybenzoiques les plus abondants sont répertoriés dans le tableau 2
(Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Tableau 2 : Principaux acides hydroxybenzoiques (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006) :

R1 R2 R3 R4 Acides phénoliques
H H H H Acide benzoique R2 R
H H OH H Acide phydroxy benzoique
H OH OH H Acide protocatechique R} COOH
H OCHs OH H Acide vanillique
H OH OH OH Acide gallique
H OCHs OH | OCH;s Acide syringique Rd
OH H H H Acide salicylique
OH H H OH Acide gentisique

v Acides hydroxycinnamiques
Dérivent de I'acide cinnamique et ont une structure générale de base de type (C6-C3), les
acides hydroxycinnamiques (tab.3) existent souvent sous forme combinée avec des molécules
organiques comme l'acide chlorogénique (ester d'acides hydroxycinnamiques : acide caféique
avec I’acide quinique, pour former des mono-esters comme 1’acide caféylquinique (ACQ) ex.
les acides chlorogéniques : 3-ACQ, 5-ACQ, suivant que la liaison se fait en position 3 ou 5 sur
les hydroxyles de I'acide quinique).
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On rencontre aussi des composés formés de plusieurs acides hydroxycinnamiques
conjugués avec un acide quinique, comme [I’acide 3,5-O-dicaféylquinique. Les degrés
d’hydroxylation et de méthylation du cycle benzénique conduisent une réactivité chimique

importante de ces molécules (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Tableau 3 : Principaux acides hydroxycinnamiques (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006) :

R1 R2 R3 Acides phénoliques
H H H Acide cinnamique R OOH
H OH H Acide p-coumarique
OH OH H Acide caféique
OCHj3 OH H Acide férulique R
OCHs OH OCHs Acide sinapique R3

e Lesstilbenes

Les stilbénes sont des composés phénoliques contenant au minimum deux noyaux
aromatiques reliés par un double liaison, formant un systeme conjugué (fig.21). Ces composés

sont en trés petite quantité dans notre alimentation, le plus connu d’entre eux est le resvératrol

(Kundu et Surh, 2008).
OH
\ O

HO

OH

Figure 21 : Structure d’un stilbéne, le resvératrol (Harmatha et al., 2011)

e Les lignanes

Les lignanes constituent une classe importante de métabolites secondaire dans le régne
vegétal. Ce sont des composés dont le squelette résulte de 1’établissement d’une liaison entre
les carbones B des chaines latérales de deux unités dérivées du phénylpropane (fig.22). Bien
qu’ils entrent dans la composition de certaines graines, céréales, fruits et autres légumes, ils

sont environ 1000 fois plus concentrés dans les graines de lins (EI Gharras, 2009).
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Figure 22 : Structure et numérotation des atomes de carbone du phénylpropane (1) et des
lignanes (2) (liaison B-p’ ou 8,8”) (Sainvitu et al., 2011)

1.3. Activité biologiques des plantes médicinales

Les plantes médicinales ont présenté a travers plusieurs études des activités biologiques
tres intéressantes (tab.4) ; anti-inflammatoire (Elion Itou et al., 2017), antimicrobienne (Etobo
etal., 2017), antiasthmatique (Dabé et al., 2017) et antioxydante (Bettaieb Rebey et al., 2017).

Tableau 4 : Quelques plantes médicinales et leurs usages (Donath et al., 2000) :

Plante

Nom scientifique

Effet thérapeutique

Menthe poivrée

Mentha x piperita.. L

Clou de girofle

Syzygium aromaticum

- Anesthésiant (Santoro et al., 2011 ;
Scopel et al., 2014).

- Anti-inflammatoire et Anti-

Fréne Fraxinus excelsior
_ rhumatologique (Woodhead et

Préle des Equisetum arvence al., 1998 : Garcia et al., 2011).
champs
Géglisse Glycyrriza glabra
Galga Galga officinalis - Diurétiques (Steven et al., 1997).
Genivere Juniperus communis.L

) ) ) - Antiseptique (Bailen et al., 2013 ;
Ail Allium sativum . .

Pirbalouti et al., 2013).

Lavande Lavendula officinalis

Thym commun

Thymus vulgaris

Curcuma

Curcuma longa

If commun

Taxus baccata

- Anticancéreux (Ferreira etal., 2013 ;
John et al., 2014).
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1.3.1. Activité anti-inflammatoire

Les études sur les composés phénoliques issus de plantes utilisées traditionnellement
restent encore tres répandues (Conforti et al., 2008). Nombreuses d’entre-elles ont prouvé que
les flavonoides deploient leurs activités pharmacologiques, notamment anti- inflammatoires,

par I’inhibition d’importantes enzymes de régulation.

En effet, certains flavonoides sont de puissants inhibiteurs de la production des
prostaglandines et de trés actives molécules pro-inflammatoires. Cet effet serait d0 a la
réduction du métabolisme de 1’acide arachidonique par I’inhibition de la lipooxygénase, de la
cyclooxygénase et de la phospholipase A2. Certaines kinases (Protéine Kinase C, la
Phosphoinositol 3-kinase et tyrosine kinases) impliquées dans la réponse inflammatoire sont
aussi affectées par les flavonoides dont le potentiel anti-inflammatoire dépend du profile
d’hydroxylation de leurs cycles A et B, et de la présence de la double liaison C2=C3 dans leurs

noyaux (Namgoong et al., 1994 ; Kim et al., 1996 ; Manthey et al., 2000).

1.3.2. Activité antimicrobienne

Le mécanisme des effets antimirobiens des polyphénols est sans doute trés complexe. Les
composés, appartenant aux acides phénoliques, les plus représentatifs de ces effets sont les
acides cinnamiques et caféiques. Ils sont particulierement efficaces contre de nombreuses
souches de bactéries, de champignons et de virus (Cheng et al., 2008). De méme, les
flavonoides agiraient a plusieurs niveaux. Il semblerait que le cycle B joue un réle important
dans I’intercalation avec les acides nucléiques et inhiberait ainsi la synthése d’ADN et d’ARN

(Cushnie et Lamb, 2005).

Les tanins quant a eux, ont la capacité a créer des complexes avec les protéines par des
liaisons hydrogeénes, des liaisons hydrophobes ou des liaisons covalentes, cela leur permet alors
de désactiver les adhésions microbiennes, enzymatiques et les enveloppes cellulaires

transportant les protéines des microorganismes (Cowan, 1999).

1.3.3. Activité antiasthmatique

L’effet des polyphénols sur le systtme immunitaire est complexe, certains d’entre eux
réduisent 1’activation du complément, diminuant de fagon générale la réponse inflammatoire. A
doses élevees, ils inhibent les fonctions lymphocytaires, mais, a concentrations plus faibles, ils

pourraient agir comme immunostimulants chez les sujets immunodéprimés (Karnouf, 2009).
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Les flavonoides sont également connus pour leur activité antiasthmatique. En effet, dans
la pathologie asthmatique, I’activité immuno-modulatrice des flavonoides dépend, d’une part,
de leur pouvoir piégeur des radicaux libres et d'autre part, de leur capacité a inhiber la
formation de I’histamine. Ainsi, les flavonoides inhiberaient les enzymes, telles que I’AMP
cyclique phosphodiestérase et I’ATPase Ca®** dépendante, responsables de la libération de

I’histamine a partir des mastocytes et des basophiles (Ghedira, 2005).

1.3.4. Activité antioxydante

Les propriétés antioxydantes sont attribuées en partie, a la capacité des polyphénols a
piéger directement les radicaux libres, d’inhiber les ions métalliques et les enzymes impliqués
dans la production des EOR et de protéger les systemes de défense antioxydants (Halliwell,
1994).

1.3.4.1. Piégeage direct de radicaux libres

Les composés phénoliques ont des propriétés antioxydantes en raison de leur capacité a
piéger les radicaux libres et les espéces réactives de I'oxygeéne, le processus est radicalaire. Ils
interférent avec I'oxydation des lipides et d'autres molécules par la donation rapide d'un atome
d'hydrogéne aux radicaux libres selon un mécanisme proposé des 1976 par Sherwin :
I’antioxydant céde formellement un radical hydrogene, qui peut étre un transfert d’électrons
suivi, plus ou moins rapidement, par un transfert de proton, pour donner un radical

intermédiaire (fig.23). Il est stabilisé par ses structures mésomeres conjuguées (Portes, 2008).

B bty

Figure 23 : Mécanisme d’action des antioxydants phénoliques (Boubekri, 2014)

Les radicaux intermédiaires phénoxy (PO°) sont relativement stables en raison de la
résonance et donc une nouvelle réaction en chaine n'est pas facile a initié (Dai et al., 2010). Par
ailleurs, ils peuvent agirent avec d'autres radicaux libres selon la réaction :

PO +R"——— POR
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Les flavonoides en général et les flavan-3-ols en particulier sont de bons piégeurs des
radicaux libres (fig.24). A cause la présence de 3°,4’-dihydroxy et la présence du groupe o-
dihydroxy (structure des catéchol) sur le noyau aromatique B ; ils possédent la propriété de
donneur d’électrons. En outre, la présence du 3-OH du cycle C est également bénéfique pour
L'activité antioxydante des flavonoides. La présence de la double liaison C2-C3 conjuguée avec
le groupe 4-céto est responsable de la délocalisation des électrons du noyau B, ce qui améliore
encore I’activité antiradicalaire (Ami¢ at al., 2003 ; Khazai et al., 2011).

Figure 24 : Les caractéristiques structurelles des flavonoides avec une activité de
piégeage des radicaux libres élevée (Boubekri, 2014)

1.3.4.2. Chélation des ions métalliques

Les polyphénols contribuent a I’inhibition de la formation des radicaux libres par la
chélation de métaux de transition tels que le fer (Fe?*) et le cuivre (Cu*), qui sont essentiels
pour de nombreuses fonctions physiologiques. lls entrent notamment dans la composition des
hémoprotéines et sont de cofacteurs d’enzymes du systeme de défense antioxydant (Fe>* pour la
catalase et Cu* pour la superoxyde dismutase). Cependant, ils peuvent aussi étre responsables
de la production des radicaux hydroxyles tres réactifs (Pietta, 2000 ; Heim et al., 2002). Les
polyphénols abondants dans 1’alimentation, notamment les flavonoides, séquestrent ces ions

métalliques au niveau de différents sites (fig.25) :

Me"* = Fe3*, Cu?*

Figure 25 : Flavonoides et leurs sites proposés pour la chélation des ions
métalliques (Pietta, 2000)
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1.3.4.3. Inhibition enzymatique

Les polyphénols possédent une affinité pour une grande variété de protéines (Havsteen,
2002 ; Dangles et Dufour, 2008), via des interactions de van der Waals (cycles aromatiques) et
des liaisons hydrogéenes (groupements OH phenoliques). Par exemple, les aglycones des
flavonoides, essentiellement les flavones et les flavonols (noyaux tricycliques plans et
polarisables), ont une capacité de se lier avec beaucoup de protéines globulaires, notamment
des enzymes, des récepteurs et transporteurs (Dangles, 2012).

L’inhibition des enzymes génératrices des radicaux libres dans les systémes biologiques
est un mécanisme important d’effet antioxydant pour les polyphénols. Plusieurs travaux ont
rapporté que les flavonoides sont les molécules les plus susceptibles d’étre impliquées dans cet
effet (Lin et al., 2002), par formation de complexe inhibiteur-enzyme et/ou par piégeage direct
des ERO. C’est le cas de la xanthine oxydase, qui est considéré comme une source biologique

importante de radical superoxyde (Dangles et Dufour, 2008).
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I. Méthodes de dosage des biomarqueurs du stress oxydatif

1. Le choix des biomarqueures du stress oxydant

Les scientifiques se sont intéresses, dés le debut, des recherches sur le stress oxydant, a
la découverte d’un marqueur biologique qui identifierait a coup sir la présence d’un stress

oxydant dans diverses situations expérimentales ou cliniques.

Toutes les méthodes proposées, qu’elles que soient, présentent toujours leurs propres
spécificités et limites, montrant qu’il serait utopique de croire en 1’existence d’un marqueur
idéal et unique de stress oxydant (Favier, 1997 ; Pincemail et al., 1999). Donc, les critéres

d’un bon biomarqueur peuvent étre définis comme suit (Carine Badouard, 2006) :

v Un produit majeur de modification oxydative qui peut étre directement impliqué

dans le développement de la maladie ;

v Un produit stable non susceptible d’induction artéfactuelle ou de perte durant la

conservation des échantillons ;

v Représentatif de la balance entre la génération des dommages oxydatifs et leur

élimination ;
v Déterminé par une analyse spécifique, sensible, reproductible et robuste ;
v’ Libre des facteurs confondants venant d’une prise alimentaire ;
v Accessible dans un tissu cible comme les lymphocytes et cellules mononuclées ;
v Mesurable dans les limites de détection d’une procédure analytique fiable.
Ainsi,

v Les dosages des biomarqueurs en fonction du matériel dont nous disposons au

sein de notre établissement et les réactifs disponibles.

Selon ces critéres, nous allons nous intéresser dans ce chapitre aux méthodes employées

pour déterminer les principaux parametres du stress oxydatif:
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2. Méthodes de dosage des principaux biomarqueurs du stress oxydatif
2.1. Dosage du glutathion réduit (GSH)

La méthode de Wekbeker et Cory (1988) a été appliquée pour le dosage du glutathion
dans les tissus. Le principe de ce dosage repose sur la mesure de I'absorbance optique de
I'acide 2-nitro-5-mercapturique. Ce dernier reésulte de la réduction de I'acide 5,5'-dithio-bis-2-
nitrobenzoique (DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion. Pour cela, une
déprotéinisation de 1’homogenat est indispensable afin de garder uniquement les groupements

thiol spécifiques du glutathion.

| — \Ill

DINB T C oGS : - , '

e
4

| s INB
COOH absorbant

I Acide ghutathunonyl-dithio-nmitrobenzoique

Figure 26 : Principe de dosage du glutathion

Pour I’homogénat, une préparation obtenue aprés broyage et homogénéisation des tissus
dans le TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4), la suspension est centrifugée a 9000 tours

par minute pendant 15 minutes a 4°C. Le surnageant est alors récupéré pour le dosage.
La procédure expérimentale du dosage du glutathion est la suivante:
v' Prélever 0.8 ml de I'hnomogénat.
v Ajouter 0.2 ml de la solution d’acide sulfosalicylique (0.25%).
Apreés agitation durant 15 mn dans un bain de glace:
v’ Centrifuger a 1000 tours/min pendant 5 min.
v" Prélever 0.5 ml du surnageant. Ajouter 1 ml du tampon Tris, pH 9.6. Mélanger et

ajouter 0.025 ml de I’acide 5,5 dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) a 0.01 M.

Aprés 5 min d'incubation, la lecture de I'absorbance s'effectue a A= 412. La

concentration en glutathion (GSH) est évaluée selon la formule :
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DO x 1 x 1,525
GSH (nmol GSH/ mg protéine)

13100 x 0.8 x 0.5 x mg proteine

DO : Densité optique ;
1 : Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation ;

1.525 : Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du
surnageant ;

13100 : Coefficient d’absorbance du groupement —-SH a 412 nm ;
0.8 : Volume de I’homogénat ;
0.5 : Volume du surnageant.

La concentration de la forme réduite du glutathion (GSH) est mesurée par apport a 1mg

de protéines. Ce dosage doit donc étre accompagné par le dosage des protéines.

2.1.1. Dosage des protéines

Le dosage des protéines a été effectué selon la méthode de Bradford (1976), qui utilise le
Bleu Brillant de Coomassie et I’albumine de beeuf comme standard.

Le bleu de Coomassi réagit avec les groupements amines (-NH.) des protéines pour
former un complexe de couleur bleu. L’apparition de cette couleur reflete le degré
d’ionisation du milieu acide et I’intensité correspond a la concentration des protéines dans
I'échantillon.

Pour cela, nous avons procédés aux étapes suivantes :

v’ Prélever 0.1 ml de I’homogénat ;

v Ajouter 5 ml du bleu de Coomassie ;

v’ Agiter et laisser reposer 5 minutes ;

v' Lire a 595 nm les densités optiques contre le blanc.

La densité optique obtenue est rapportée sur une courbe d'étalonnage préalablement
tracée. La concentration des protéines est déterminée par comparaison a une gamme étalon

d’albumine sérique bovine (BSA a 1 mg/ml), réalisée dans les mémes conditions (fig.24) :
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Figure 27 : la gamme d’étalonnage utilisée (BSA 1 mg/ml) pour le dosage des protéines.

2.2. Dosage de malondialdéhyde (MDA)
Le MDA est I’un des produits terminaux formés lors de la décomposition des acides gras

polyinsaturés (PUFA) médiées par les radicaux libres.

La peroxydation des lipides est estimée par mesure du malondialdéhyde (MDA) produit,
capable de réagir avec I’acide thiobarbiturique (TBA). La réaction de dosage du
malondialdéhyde, décrite par Esterbauer et al en 1992, repose sur la formation en milieu acide
et a chaud entre le malondialdéhyde et deux molécules d'acide thiobarbiturique, d'un pigment

absorbant a 530 nm.

OH
X H H . H
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Malonedialdéhyde OH o
Acide thiobarbiturique Produit coloré

Figure 28 : Principe de dosage du malondialdéhyde

La procédure s'est déroulée de la fagon suivante :

v' Prélever 375 ul de I'homogénat (surnageant) ;

v Ajouter 150 pl de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4) ;
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v Ajouter 375 pl de la solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%) ;

v" Vortexer et Centrifuger a 1000 tours/min pendant 10 min ;

v' Prélever 400 pul du surnageant. Ajouter 80 pl du HCI 0.6 M ;

v Ajouter 320 pl de la solution Tris-TBA (Tris 26 mM, TBA 120 mM) ;

v Mélanger et incuber au bain marie a une température de 80 °C pendant 10 minutes.

La lecture se fait par spectrophotométrie, I’absorbance est directement proportionnelle a
la quantité de MDA formé, donnant ainsi une évaluation précise des lipides peroxydés.

La concentration du MDA est calculée selon la loi de Beer-Lambert (DO =E.C.L):

DO . 106

C (nmol/mg protéine) =
e.x.L.Fd

C : Concentration en nmoles/mg de protéines ;

DO : Densité optique lue a 530 nm ;

E : Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1.56 10° M1 cm?;
L : Longueur du trajet optique = 0.779 cm ;

X : Concentration de 1’extrait en protéines (mg/ml) ;

Fd : Facteur de dilution : Fd = 0.2083.

2.3. Dosage de P’activité de la GPx
Le dosage de I’activité de la GPx tissulaire a été réalisé selon la méthode décrite par
Flohe et Gunzler (1984), fondée sur 1’oxydation du glutathion réduit (GSH) en glutathion
oxydé (GSSG) par la GPx parallélement a la réduction de peroxyde d’hydrogéne (H202) en

eau :
GPx

H0+2GSH ———»  GSSG+2H:0

Ce dosage a été fait selon les étapes suivantes :

v’ Prélever 0.2 ml de I'nomogénat (surnageant);

v' Ajouter 0.4 ml de GSH (0.1 mM);
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v Ajouter 0.2 ml de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4);
v"Incuber au bain Marie a 25 °C, pendant 5 min;

v Ajouter 0.2 ml de H202 (1.3 mM) pour initier la réaction, laisser agir pendant 10

minutes;
v Ajouter 1 ml de TCA (1%) pour arréter la réaction.

Apreés incubation pendant 30 minutes dans la glace:

v’ Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours /minutes;
v Prélever 0.48 ml du surnageant. Ajouter 2.2 ml de la solution tampon TBS;
v Ajouter 0.32 ml de DTNB (1.0 mM), puis mlélanger I’ensemble.

Aprés 5 minutes, I’activité de la GPx a ensuite été déterminée par spectrophotométrie a

412 nm selon la formule :

DO ¢chantilion X DO ¢taion X 0.04

GPx (nmol GSH/mg) =
’ DO étalon

DO ¢chantilion : Densité optique de 1’échantillon ;
DO stalon : Densité optique de 1’étalon ;
0.04 : Concentration de substrat (GSH).

2.4. Dosage de la catalase (CAT)

Les catalases sont présentes dans un grand nombre de tissus. Ce sont des enzymes
tétramériques, chaque unité portant une molécule d’héme et une molécule de NADPH. Ces
enzymes interviennent dans la défense de la cellule contre le stress oxydant en éliminant les
espéeces réactives et en accélérant la réaction spontanée de I’hydrolyse du peroxyde

d’hydrogéne (H20>) toxique pour la cellule en eau et en oxygene (Aebi, 1984).
La réaction se fait en deux étapes. La réaction bilan est :

2 H,O » 2HO+0
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L’activité de la CAT est mesurée a 240 nm a I’aide d’un spectrophotométre UV/visible
par la variation de la densité optique consécutive a la dismutation du peroxyde d’hydrogéne
(H20).

2.4.1. Mode opératoire

Réactifs Blanc (ul) Essai (ul)
Tampon phosphate (PBS) (0.1 M, pH 7.4) 800 780
H20, (0.5 M) 200 200
Homogénat - 20

On note que :

v Le zéro de I’appareil est réalisé par le tampon phosphate ;

v La quantité du surnageant (S9) doit étre déterminée en fonction de la quantité de
protéines qui doit étre comprise entre 1 et 1,5 mg/mL, soit une quantité de 10 a
20 pL de S9 dilué ;

v L’activité décroit rapidement, il est important de mettre toujours le méme temps

de pipetage et le moment ou on place la cuve au spectrophotométre ;

v La lecture de I’absorption se fait apres 15 secondes de délai et durant 60

secondes de mesure.

2.4.2. Calcul de P’activité de CAT :
ADO x 10

L’activité de la CAT (UM H202/min/mg protéines (50 mg/dl) =
eXLXxXXxFd

ADO : Variation de la densité optique par minutes ;

¢ : Coefficient d’extinction du H20 (0,04 mM-1.Cm-1) ;

L : Largeur de la cuve ou longueur du trajet optique (1 cm) ;
X : Quantité des protéines en mg/ml ;

Fd : Facteur de dilution du H20> dans le tampon (0,02).

42



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE Discussion d'études

I1. Discussion

Dans les derniéres décennies il y a eu un intérét croissant pour l'étude des plantes
médicinales et leur utilisation dans la prévention des dommages cellulaires et tissulaires liés
au stress oxydant. En fait, les antioxydants existent dans les plantes médicinales et
alimentaires tels que les composés phénoliques, appartenant a la classe des composes dits de
métabolisme secondaire, manifestent un spectre de propriétés pharmacologiques telles que :
antibactériennes, anti-inflammatoires, vasodilatoires, anticancerigénes, parmi tant d’autres. Ils

exercent ces propriétés en tant qu’antioxydants.

Dans cette partie de notre travail, nous présenterons a travers des exemples des études,
les résultats portaient sur le lien entre la consommation des plantes médicinales et le risque
engendré par certains agents pro-oxydants. Plusieurs études ont utilisé des modeles animaux
afin de déterminer les effets toxiques des agents environnementaux pro-oxydants comme les
pesticides et d’autres produits chimiques et d’étudier le pouvoir antioxydant des plantes
médicinales (Aprioku et al., 2023 ; Pourbabaki et al., 2020 ; Hamad Shareef et al., 2022 ; El-
Sokkary et Awadalla, 2019, Bellassoued et al., 2018 ; Bouhlali et al., 2021).

L’étude de (Aprioku et al., 2023), a pour objet d’évaluer la toxicité hépatique du
mancozebe (fongicide utilisé principalement pour traiter le mildiou) chez les rats de la souche
Wistar. Au travers de cette étude, les auteurs ont montré que 1’exposition a une dose de (30
mg/kg p.c) du mancozebe, administré par voie intrapéritonéale pendant 10 jours, a provoqué
une augmentation de la peroxydation lipidique (augmentation du taux de MDA), indiquant
que les effets déléteres du mancozebe chez les rats sont associés a un stress oxydant au niveau
du foie. Ce résultat a permis aux auteurs de suggérer que le mancozebe agit au niveau du foie
via des phénomeénes oxydatifs liés a la production d’espéces réactives de 1’oxygeéne,
conduisant a la libération de différents aldéhydes toxiques comme le malondialdéhyde

(MDA), qui représente un bio marqueur de la peroxydation lipidique.

Ainsi, le pouvoir pro-oxydant du mancozebe, a été également confirmé par une
diminution de I’activité des enzymes antioxydantes (SOD, GPx et CAT) et du glutathion
(GSH), qui sont souvent considérés comme les marqueurs les plus significatifs du stress

oxydant cellulaire, chez les rats contaminés par le mancozebe.

Toutefois, ces mémes auteurs ont montré le pouvoir protecteur du curcuma contre la

toxicité hépatique induite par le mancozebe. Grace a ses propriétés antioxydantes, le
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traitement des rats par le curcuma a une dose de 100 mg/kg par gavage, a empéché
l'augmentation des niveaux de MDA et a amélioré significativement le taux de (SOD, GPx,

CAT et GSH) dans le tissu hépatique des rats traités par le mancozebe.

Le curcuma (Curcuma longa) est une plante tropicale qui appartient a la famille des
zingibéracées, elle a de nombreux bienfaits pour la santé grace a ses diverses vertus
médicinales. Elle est, en effet, une source riche en métabolites secondaires importants tels que
les polyphénols, les huiles essentielles et bien d'autres substances (Bruneton, 2009). Le
principal polyphénol, présent dans le rhizome de Curcuma longa est la curcumine,
exceptionnellement riche en substances antioxydantes, efficaces pour lutter contre les
radicaux libres (Aprioku et al., 2023).

Une autre étude utilisant également le rat comme modéle expérimental, confirme
également I’effet pro-oxydant des pesticdes. Les parametres du stress oxydant pris en
considération sont : ’'MDA et I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPXx).

En effet, Pourbabaki et ses collaborateurs en 2020, a montré que le traitement des rats
par le chlorpyrifos (insecticide employé dans le traitement des fruits et des légumes,
notamment des épinards) a une dose de 13 mg/kg p.c, entraine au niveau du tissu rénal une
augmentation des taux de MDA et une diminution significative de l'activité spécifique du
GPx, apres 4 semaines de traitement. Dans cette méme étude, Pourbabaki et ses collaborateurs
montrent également une présence d’effet bénéfique des plantes médicinales sur la toxicité du

chlorpyrifos. Le traitement des rats a une dose de 100 et 200 mg/kg de I'extrait de romarin, a

amélioré significativement le taux de MDA et GPx dans le tissu rénal. L'action bénéfique du
romarin résulte des processus de protection antioxydante, peut permettre d’abaisser la

génération d’espéces réactives de 1’oxygene induite par le chlorpyrifos.

Le Romarin (Rosmarinus officinalis L.) appartient a la famille des Lamiaceae, trés
répandu dans les régions méditerranéennes. Le romarin est connu a I’échelle mondiale comme
plante aromatique et médicinale qui fait 1’objet d’usages multiples allant du simple usage de
la médecine traditionnelle aux multiples usages industriels : pharmacologie, agroalimentaire,
cosmeétique et autres (Djerroumi et Nacef, 2004). Les extraits végétaux de Romarin présentent
un pouvoir antioxydant important, capable de réduire 1’effet oxydant des radicaux libres et de

renforcer le statut antioxydant de I’organisme (Pourbabaki et al., 2020).
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D’autres substances chimiques peuvent étre également responsables d'un stress oxydatif
plus ou moins important. En fait, une récente étude publiée dans dans le journal (Saudi
Journal of Biological Sciences), dirigée par Hamad Shareef et al en 2022 a montré que le
thioacétamide, administrée par voie intra-péritonéale, est a l'origine d'un stress oxydant chez
des rats méles de la souche Sprague-Dawley.

En fait, le thioacétamide est un composé organosulfuré, qui sert de source d'ions sulfures
dans la synthese de composés organigues et inorganiques. Cette substance est classée comme
substance probablement cancérigéne pour I’Homme » par le Centre international de recherche

sur le cancer (CIRC).

L’étude de Hamad Shareef et ses collaborateurs en 2022, montre que le traitement par la
le thioacétamide (TAA), a une dose de 200 mg/kg p.c, a entrainé une diminution des défenses
antioxydantes enzymatiques (superoxyde dismutase et catalase) et une augmentation de la
peroxydation lipidique (augmentation du taux de MDA), dans le tissu hépatique des rats.

Dans cette méme publication, Hamad Shareef et ses collaborateurs, ont également

montré le pouvoir protecteur de I'extrait de thé vert contre I'hépatotoxicité induite par

I'exposition des rats au thioacétamide (TAA). Le thé vert de part ses propriétés antioxydantes
aurait contribué a une amélioration significative du taux de MDA et d'enzymes antioxydantes
(SOD et CAT) dans le foie des rats traités par le TAA.

Le théier (Camellia sinensis), appelé parfois simplement thé, est une espéce d'arbustes de
la famille des Théacées. Il est originaire d'Extréme-Orient. Riche en polyphénols, le thé vert
est un puissant antioxydant. Il protége l'organisme des attaques des radicaux libres,

responsables du vieillissement cellulaire.

D’autres travaux récents, ont été aussi réalisés pour évaluer la protection que les
polyphénols peuvent exercer vis-a-vis des dommages oxydatifs causés par les produits
chimiques. EI-Sokkary et Awadalla (2019), ont par exemple montré le pouvoir protecteur de

I'extrait de safran contre la toxicité hépatique et rénale induite par I'exposition des rats au

tétrachlorométhane (un solvant utilisé en chimie organique, notamment pour des réactions
radicalaires ; son usage tend a diminuer en raison de sa forte toxicité et de sa nuisance pour la

couche d'ozone).
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Aprés administration orale de tétrachlorométhane (CCl4) aux rats a une dose de 0,5
mg/kg, ce derneir entraine au niveau des tissus hépatique et rénal une augmentation des taux
de MDA et une diminution de I’activit¢ des enzymes antioxydantes (SOD et CAT) et du
glutathion (GSH), aprés 24 heures de traitement. Cependant, ces perturbations sont nettement
diminuées par un traitement avec le safran a la dose de 20 mg/kg.

Epice réputée a travers le monde pour ses propriétés tant culinaires que médicinales, le
safran fait régulierement I'objet d'études scientifiques. Le safran étant riche en vitamine B2 et
flavonoides, qui ont une activité antioxydant plus élevée, en raison de leur capacité a piéger
les radicaux libres et donc a ralentir ou inhiber la peroxydation lipidique (EI-Sokkary et
Awadalla, 2019).

De modifications du taux des MDA et de ’activité des enzymes antioxydantes (SOD,
CAT et GPx) ont été également constatées dans le tissu hépatique et rénal des rats contaminés
par le tétrachlorométhane (Bellassoued et al., 2018). En outre, ces mémes auteurs ont aboutit
a une amélioration de la fonction hépatique et rénale des rats traités par le CCL4, par un

traitement avec la menthe poivrée.

La menthe poivrée (Mentha piperita) est une plante herbacée de la famille des
Lamiacées. Elle est fréqguemment utilisée pour ses propriétés médicinales. La menthe poivrée
est connue pour ses propriétés antioxydantes, grace aux flavonoides qu'elle contient, qui
contribuent a diminuer les dommages oxydatifs induits par les EROs (Bellassoued et al.,
2018).

De méme, les plantes ont également présentées un profil thérapeutique trés intéressant
avec une activité antihépatotoxique contre la toxicité hépatique du paracétamol, médicament
étudié du fait de son action déja connue sur le foie (Bouhlali et al., 2021). Au travers de cette
étude, Bouhlali et al ont montré que le traitement des rats par le paracétamol a provoqué une
réduction des défenses antioxydantes enzymatiques (CAT, SOD et GPx) et non enzymatiques
(GSH), indiquant que les effets délétéres du paracétamol chez les rats sont associés a un stress
oxydant au niveau du foie. En outre, ces perturbations oxydatives sont nettement diminuées
par I'administration d'antioxydants naturels (le dattier).

Le Palmier dattier ou Dattier (Phoenix dactylifera) est une plante monocotylédone de la

famille des Arécacées. La datte est riche en antioxydants qui sont un véritable soutien pour le
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systeme antioxydant et aident I’organisme a lutter contre le stress oxydatif esponsable de

nombreuses maladies.

Enfin, ces données expérimentales montrent dans leur ensemble que plantes médicinales
étaient capables de protéger les structures cellulaires des altérations oxydatives et stimulaient
I’activité des défenses antioxydantes enzymatiques et non enzymatiques face au stress

oxydant induit par les agents pro-oxydant.
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Conclusion générale et perspectives

De maniéere générale, le stress oxydant se définit comme étant le résultat d’un
déséquilibre de la balance entre les espéces oxydantes (ROS) et les systemes de défense
(antioxydants), avec comme conséquence, I’apparition de dégats souvent irréversibles pour la
cellule. 1l est ainsi important de noter que le stress oxydant peut étre également la

conséquence de I’effet de facteurs environnementaux.

En effet, la vie moderne confronte notre organisme a des facteurs provoguant une
surproduction de ROS tels que la pollution, I’absorption d’alcool ou de médicaments,
I’exposition au soleil ou encore le tabagisme. Ceci conduit soit a un affaiblissement de nos
défenses antioxydantes soit a la synthese directe de ROS. En parallele, la situation s'aggrave
du fait d'une alimentation moins saine et moins équilibrée. Une prise de conscience de
I'importance de I'alimentation, surtout a base de plantes, pour la santé est donc apparue. Les
données disponibles indiquent que ces produits naturels ont des effets bénéfiques sur la santé

humaine, notamment en ce qui concerne leur activité antioxydante.

A la suite d’une étude bibliographique sur le phénoméne du stress oxydant, notre
recherche apporte un éclairage sur les études faites précédemment, montrant qu'une
exposition a des agents pro-oxydants pouvant provoquer des effets néfastes sur I'organisme.
Ainsi, les résultats de ces études ont permis d’affirmer que les plantes médicinales, sont de
puissants antioxydants naturels capables, grace a leur composés phénoliques, de lutter contre

les effets néfastes des ROS.

Cette recherche documentaire que nous avons menée nous a permis également

d'identifier plusieurs perspectives :

1) intensifier les recherches sur les sources de stress oxydant qui sont I'un des éléments
essentiels pour répondre a des questions relatives a la compréhension de ces mécanismes

déléteres ;

2) étudier les effets toxiques des divers agents prooxydants (e.g métaux lourds et
pesticides) chez le rat ou d'autres espéces de mammiferes, par le dosage de marqueur
enzymatique (GPx, SOD, CAT) ou non enzymatique (GSH, MDA) ;
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3) determiner les effets d'une exposition (court et long termes) a des agents pro-
oxydants, afin de mettre en évidence des relations dose-effet et les éventuels risques potentiels

pour la santé de I’homme et de 1’animal ;

4) Contribution a I'identification des plantes médicinales et la confirmation de leur action

antioxydante par une supplémentation de ces composes naturels a I’organisme.
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