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Introduction générale

Introduction générale

Les plantes ont été utilisées par ’homme, depuis la période préhistorique, comme une

source principale de nourriture. Ensuite, leur intérét s'est développé pour étre employées
comme médicaments et remedes afin de soigner les différentes maladies (Damintoti, 2005).
Selon certaines estimations, environ 60 a 75% de la population mondiale et 80% de la
population africaine ont recourt a la médecine traditionnelle. Cette pratique répond a leurs
besoins pour lesquelles la majeur partie des thérapies implique 1’exploitation de principes
actifs de ces plantes (Biyiti et al., 2004 ; Oyedemi et Afolayan, 2011). Ces derniéres
produisent une large gamme de composés phytochimiques. Selon les statistiques récentes, les
deux tiers des medicaments actuels commercialisés sont d’origine naturelle. Ils ont été
obtenus par hémi-synthése a partir d’un pharmacophore ou par modification des produits
naturels ; composés issus des biotechnologies, vaccins, composés d’origine végétale,
microbiologique ou animale. Seul un tiers des médicaments posséde donc une origine

purement synthétique (Verpoorte et al., 2002).

par ailleurs, il est actuellement établi que 20.000 a 30.000 especes végétales, sur

1es500.000 répertoriées mondialement, sont utilisées dans la pharmacopée humaine et pas
moins de 75 % de médicaments sont d’inspiration végétale. En dépit du fait indiscutable que
les plantes constituent un réservoir de molécules bioactives, le potentiel floristique demeure

encore peu exploré.

4 ’Algérie, par la diversité de son climat et de ses sols, offre une flore particulierement

riche en plantes. Ces ressources végétales constituent incontestablement un réservoir riche en
substances biologiquement actives, ce qui lui permet d’occuper une place privilégiée parmi
les pays méditerranéens qui ont une longue tradition médicale et un savoir-faire traditionnel a

base de plantes médicinales (Quezel et al., 1963).

71 est impératif de donner beaucoup d’importance a cette catégorie d’especes végétale

d’une part, et d’autre part construire du savoir au tour des plantes médicinales et de réaliser de

recherches phytochimiques et pharmacologiques sur cette ressource naturelle pour isoler des

1
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nouvelles biomolécules aux activités biologiques prometteuses. Cette thématique transversale
s’intéresse donc a la substance naturelle support de ’activité biologique. La chimie et la
biologie sont donc indispensables pour préciser la relation structure-activité des biomolécules,
notamment celles d’intérét thérapeutiques. Ces composés bioactifs sont vraisemblablement a

I’origine du d’développement de 1’industrie pharmaceutique.

e’est dans ce sens que le Laboratoire (LOST), destiné a la valorisation de la flore du Nord

algérien, par la recherche de nouveaux composés ou principes actifs a débouchés
thérapeutiques. Pour cela, nous nous sommes intéressés a I’étude phytochimique et
I’évaluation de I’activité antioxydante de la plante médicinale Hedera appartenant a la famille
des Araliaceae.Cet intérét s’explique par la richesse desplantes du genre Hedera en
métabolites secondaires d’un grand intérét biologique, comme les saponosides triterpéniques,
les flavonoides et les composés phénoliques (Facino et al., 1987; Li et al., 2015; Parvu et
al., 2015; Uddin et al., 2011).

%otre travail sera présenté comme suit:

e La premiére partieconcerne la recherche bibliographique, réunit en trois chapitres

distincts

+ Lel® chapitre, consacré aux aspects botaniques inclus une présentation de la famille
Araliaceae, et du genre Hedera, leurs activités biologique, différentes classes de
métabolites antérieurement isolés et leurs utilisation en médecine traditionnelle.

+ Le 2°™chapitre consacré a 1’étude bibliographique des métabolites secondaires
(polyphénols flavonoides et saponosides):leur définition, leur classification ainsi que

leur intérét thérapeutique

+ Le3eme chapitre est un apercu sur les antioxydants.

e La deuxiéme partie du manuscrit évoque nos travaux personnels menés en deux
volets. D’abord : I’extraction, le fractionnement Puis, 1’évaluation du potentiel
antioxydant de la plante du genre Hederapar la mise au point de deux différents tests a
savoir : DPPH et CUPRAC.

e La troisieme partieest consacrée a la présentation des résultats obtenus suite a cette

invistigation phytochimique et les tests biologique.
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Chapitre | Aspect botanique et études chimiques antérieures

.1 L’ordre Apiale

Les Apiales rassemblent plus 5200 espéces reparties en 7 familles dont les deux principales
sont les Apiécées et les Araliacées. Citons également les Pittosporaceae (250 espéce) dont
Pittosporum tobira qui orne souvent les haies persistantes et parfumées dans les jardins du
Midi mais devient aussi invasif notamment au pays Basque est sous d’autres climats
subtropicaux. Nous traiterons ici la famille des Araliaceae qui renferme le genre Hedera que

nous avons travaillée.

1.2 Les Araliaceae

Famille de Dicotylédones, de I'ordre des ombelliflorales (dialypétales caliciformes), les
Araliaceae sont des plantes généralement ligneuses, a feuilles alternes. Leurs fleurs sont
groupees le plus souvent en ombelles, actinomorphes, tetracycliques et pentameres. Les
ombelles ne sont pas composées mais simples, en grappe (Lierre) ou proliférés (Hydrocotyle).
Le nombre de carpelles n’est pas fixé mais varie entre 1 et 5. Le fruit est typiquement une
drupe (Lierre, Ginseng) (Boullard, 1997; Dupont, 2007).

La famille des Araliaceae comprend environ 1500 espéces, reparties en 55 genres, qui
appartiennent pour la plus part aux régions tropicales qui, en dehors du Lierre, ne comprend
que des especes exotiques (Wen et al, 1996). Cette famille est représentée par des arbustes
subtropicaux ou tempérés arbustifs (Aralia), grimpantes (Hedera) ou herbacées (Ginseng). La
flore africaine en comprend de nombreuses especes, toutes endémiques, dont quelques unes
ont été decrites. (Chazan, 1971).

.2.1 Répartition Géographique

La famille vit principalement dans les régions subtropicales (en particulier dans le sud-est,
le sud d’Asie et les iles du Pacifique) et tropicales d'Asie et d’Amérique. Hors des régions
tropicales, les Araliacée sont peu nombreuses. Le lierre (Hedera helix), est par exemple le
seul représentant de la famille indigene d'Europe. En Asie septentrionale et en Amérique du

Nord, par contre, plusieurs espéces dont certaines ont acquis I'état herbacé (Wen et al, 2001).
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Figure 01 : Carte de répartition géographique des Araliaceae (Nicolas et Plunkett, 2009).

1.2.2 Position systématique de la famille Araliaceae

Selon la classification de Cronquist et la classification phylogénétique APG III, les

Araliacées sont composées de 1500 espéces réparties en 55 genres.

Cette famille suit dans les classifications celle des Apiaceae aves laquelle elle partage de

nombreux caracteres, a tel point que les deux familles avaient été rassemblées dans APG 1.

Tableau 01 : Position taxonomique de la famille des Araliaceae selon Cronquist (1981).

Classification selon Cronquist (1981)
Reégne Plantae
Sous-Regne Tracheobionta
Division Mgnoliophyta
Classe Magnoliopsida (Dicotylédones)
Sous-classe Rosidae
Ordre Apiales
Famille Araliaceae
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1.2.3 Description botanique de la famille Araliaceae

Les Araliaceae constituent un groupe a peine distinct des Ombelliferes. Ce sont des
végetaux herbacés ou quelquefois des arbres trés élevés. Leurs fleurs, également trés-
petites, sont disposées en ombelles simples ou en ombelles paniculées. Leur calice est
également adhérent et denté; leur corolle, formée de cing a six pétales.Leur ovaire présente de
deux a six loges monospermes, et est surmonté d’autant de styles, que terminent des stigmates
simples. Le fruit est tant6t charnu et indéhiscent, tant6t sec et se séparant en autant de coques
monospermes qu’il avait de loges a l'ovaire. Nouveaux €léments de botanique et de

physiologie végétale (Nicolas et Plunkett, 2009).

Figure 02 :Représentation schématique d’une plante de la famille Araliaceae

1.2.4 Etudes chimiques antérieures

Une recherche bibliographique réalisée sur les espéces de la famille Araliaceae montre
qu'elles ont fait l'objet de nombreuses investigations phytochimiques. Celles-ci ont permis
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d'isoler un grand nombre de métabolites secondaires. Les substances dominantes sont
les,sterols, diterpenes, cerebrosides, dérivés acétyléniques,sesquiterpenes (Wang et al., 2019)
et saponines triterpéniques qui présentent de multiples propriétés biologiques et
pharmacologiques : anti-proliferative, anti-inflammatoire, anparasitaires, antidiabétiques et de
nombreuses activités relatives aux systeme nerveux et cardiovasculaire antifongique
(Clement , 2014).

1.2.5 Utilisation en médecine traditionnelle des Araliaceae

» En médecine populaire traditionnelle, les espéces du genre Hedera (Araliaceae), sont
utilisées pour traiter diverses maladies et affections, comme les troubles gastro-
intestinaux, les ulceres, les brulures, les plaies, les callosités, la cellulite et les infections
parasitaires, grace a leurs propriétés antiseptique, cicatrisante, anti-inflammatoire et anti-
infectieuse (Villani et al., 2001).

> Les racines de Ginsing (Araliaceae), sont utilisées pour le traitement de troubles
hémorragiques, athérosclérose et pour soulager les symptoémes de vieillissement et sont
aactuellement utilisés comme herbe populaire pour le bien-étre général (Kim et al., 2014).

» L’espéce Schefflera leucantha R.Vig. (Araliaceae), est tres utilise en pharmacopée
traditionnelle chinoise pour le traitement desmaux de téte le sciatique etle rhumatisme
(Chinese Pharmacopoeia Commission, 1977).

> En Asie, les feuilles de Polyscias (Araliaceae) sont employées comme remede pour
soulager les maux gastriques, I’inflammation et pour leurs propri¢tés antibactériennes et
également toniques, tandis que les racine sont reconnues pour leurs effets diurétique, anti-

dysenterie et pour la névralgie (Huan et al., 1998).

» L’espeéce Polyscias.fulva (Araliaceae) pour traiter le paludisme, I’obésité, la ficvre, les

infections vénériennes et les maladies mentales (Sugimoto et al., 2017).

» Certaines espéces du genre Cussonia sont utilisées en médecine traditionnelle Africaine en
raison de leurs propriétés anti-inflammatoire, anti-paludisme, anti-diarrhéiques et pour le

traitement des maladies sexuellement transmissibles (Villiers et al., 2010).

.3 Présentation du genre Hedera

Le genre Hedera, communément appelé lierre, comprend plusieurs especes sauvages ou
sélectionnées et cultivées comme plantes ornementales d'intérieur ou d'extérieur. La plus

commun est le lierre grimpant ou lierre commun, Hedera helix.
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C'est une liane grimpante phanérophyte qui peut étre rampante et grimpante de la famille
des Araliacées, elle est la liane la plus répandue dans les régions tempérées.

Le nom frangais « lierre » vient du latin Hedera, (de haerere: étre attaché). Hedera a d'abord
donné édre, puis ierre, et ce dernier agglutiné avec larticle défini a donné lierre (Couplan,
2012).

1.3.1 Description botanique du genre Hedera

Hedera est un genre de plante a fleurs polypétalées, qui a des rapports avec les Cornouillers,
les Aralies, etqui comprend des arbrisseaux sarmenteux toujours verts. Les feuilles sont

alternes ou éparsesdont les fleurs petites pédonculées, sont ordinairement disposées en ombelle.

Le caractére essentielle de ce genre est d'avoir un calice supérieur a cing dents; cinq pétales
cing étamines et une baie semi-inférieure a cing semences,
Chaque fleur offre :
1-un calice supérieur tres-petit, a cinq dents caduques.
2-Cinq pétales ovales-oblongs, larges a leur base, plus grands que le calice, ouverts en rose.
3- Cing étamines a filaments subuleés, a peine de la longueur des pétales, a anthere inclinées.
4-Un ovaire semi -inférieur surmonté
5-Le fruit est une baie globuleuse, couronnée d'un rebord circulaire un peu au dessous de son
sommet a cinq loges qui contient cinq semences ovales. , ridées, convexes sur leur dos

anguleuses en leur face interne.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Liane_(plante)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Phan%C3%A9rophyte
https://fr.wikipedia.org/wiki/Araliaceae
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Figure 03: planche botanique de lierre rampant ou grimpant.

1.3.2 Répartition géographique du genre Hedera

Les plantes du genre Hedera sont des vignes grimpantes a feuilles persistantes qui
appartiennent a la famille des Araliaceae. Ces plantes naturellement distribués en Asie,

Europe et en Afrique mais sont actuellement cultivés dans le monde entier (Sun et al., 2015).

En Algérie, le Lierre est une plante fréquente dans tout le pays sauf dans les régions arides
(Quezel et al., 1963).

1.3.3 Classification systématique du genre Hedera

Le genre Hedera est un genre dans la famille des Araleaceae dont la position systématique

est la suivante :
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e Selon Cronquist (1981)

Embranchement : | Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida
Sous classe : Rosidae
Ordre : Apiales
Famille : Araliaceae
Genre : Hedera
| | Archaiques |
Monocotylédones | —
_ Liliidées et autres |
Evoluces
T—— Commelinidées |
Dicotylédones archaiques ——— Magnoliidées |

Novau
- des
eudicotylédones

Rosidées

»|  Non classées |

e Classification phylogénétique

Clade : Spermatophyta
Clade : Angiospermes
Clade : Dicotylédones vraies
Clade : Asteridées

Super ordre : | Euastéridées Il

Ordre : Apiales
Famille : Araliaceae
Genre : Hedera


https://fr.wikipedia.org/wiki/Classification_phylog%C3%A9n%C3%A9tique
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1.3.4 Etudes phytochimiques antérieures sur le genre Hedera

De nombreuses études phytochimiques réalisées sur les especes du genre Hedera ont
montré la présence d'une haute teneur en composés saponosides triterpéniques, flavonoides et
les composés phénoliques (Facino et al., 1987; Li et al., 2015; Parvu et al., 2015; Uddin et
al., 2011).

1.3.5 Utilisation en médecine traditionnelle

Le genre Hedera est trés utilisé en pharmacopée traditionnelle chinoise, Européenne et
Britanique (Khdair et al., 2010; Stauss-Grabo et al., 2009) et les propriétés
pharmacologiques de certaines especes ont été démontrées par des études scientifiques.

L’utilisation traditionnelle de Hedra helix remonte au 19°™ sigcle (Hecker et al., 2002;
Rippe and Medejsky, 2006). Cette plante est utilisée pour traiter les toux grasses et les
troubles respiratoires notamment apres ou pendant un refroidissement. C’est une alternative
naturelle intéressante, car cette plante rend plus liquides les secrétions et calme les crampes
gréce a son effet spasmolytique (Khdair et al., 2010; Stauss-Grabo et al., 2009). Plusieurs
formulations d'extrait du lierre sont utilisées dans des industries pharmaceutiques et ont éte
normalisés en 1988 par la réglementation allemande (Lakemedelsverket Medical Products
Agency, 2014). On peut citer par exemple le médicament suisse Prospan® produit a partir de

I’extrait éthanolique de feuilles de lierre.
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E
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1.3.6  Quelques activités biologiques du genre Hedera

Les plantes du genre Hedera sont connues pour leur richesse en saponosides a squelette a-
hederin et hederacoside C(Timonet al., 1980; Julienet al., 1985; Hostettmann, 1980;
Majesteret al., 1991; Sieben et al., 2009) possédant diverses et intéressantes activités
biologiques, notamment les activités: antifongique , molluscicide, antileishmania et

antimutagéne.

Parailleurs, des études biologiques ont confirmé que les saponines triterpénique isolés de
Hedera helix L sont dotés d’activités : antibactériennes (Cioaca et al.,1978), antifongiques,
antioxydantes,(Greunke et al., 2015; Mendel et al., 2011; Trute et al., 1997). antitumorale,
antispasmolytiques (Trute et al., 1997; Haberlein, 2008; Sieben et al., 2009) et anti-
inflammatoires (Stleyman et al., 2003; Gepsdiremen et al., 2005).

Une autre étude in vitro a montré que l'a-hédérine et la hédérasaponine-C chez Hedera
helix présentent une forte activité antioxydante comparable a celle de 1’a-tocophérol, du

butylhydroxyanisole (BHA) et du butylhydroxytoluéne (BHT) (Gulgin et al., 2004).
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Chapitre 11 Les Métabolites secondaires

11.1 Introduction

Chez les végétaux, les molécules naturellement synthétisées peuvent étre classifiées en
deux grandes catégories. Elles sont, soit des métabolites primaires (les acides nucléiques, les
acides aminés communs, les acides gras et les sucres), ou des métabolites secondaires classés
en trois grands groupes : les polyphénols, les terpenes et les alcaloides. Les métabolites
secondaires marquent de maniére originale, une espece, un genre ou une famille de plante et

permettent parfois d’établir une taxonomie chimique.

Les métabolites secondaires se répartissent dans tous les organes (fleurs, feuilles, rhizomes,
racines, écorces, graines et fruits). IlIs sont trés utiles pour I’homme, comme colorants,

arémes, antibiotiques, herbicides, et drogues...etc.
1.2 Les composés phénoliques

Les polyphénols ou composés phénoliques, sont des molécules spécifiques du regne
vegétal. Cette appellation générique désigne un vaste ensemble de substances aux structures
variées qu’il est difficile de définir simplement (Bruneton, 1993). L’¢élément structural de
base qui les caractérise est la présence d’au moins d’un noyau benzénique auquel sont
directement liés un ou plusieurs groupes hydroxyles libres ou engagés dans une autre fonction

chimique (éther, ester ou encore hétéroside) (Bruneton., 2009).

A Theure actuelle, plus de8000 molécules ont été isolés et identifieés (Mompon et al.,
1998). Selon leurs caractéristiques structurales, ils se répartissent en une dizaine de classes
chimiques, qui présentent toutes un point commun : la présence dans leur structure d’au moins
un cycle aromatique a 6 carbones, lui-méme porteur d’'un nombre variable de fonctions
hydroxyles (OH) (Hennebelle et al., 2004).

Ces espeéces sont des monomeres, des polymeres ou des complexes dont la masse
moléculaire peut atteindre 9000 (Harbone, 1993). lIs sont divisés en plusieurs catégories :
anthocyanes, coumarines, lignanes, flavonoides, tannins, quinones, acides phénols, xanthones
et autres phloroglucinols ou les flavonoides représentent le groupe le plus commun et
largement distribué. Ces métabolites secondaires sont synthétisés par les plantes pendant leur
développement, ces dernier servent pour soulager et repondre aux conditions de stress, les

infections, guerrir les bleussures et proteger contre les radiations UV....etc (Bruneton., 2009).
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11.2.1 Biogénese des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont issus de deux grandes voies d’aromagenése, la voie de
I’acide shikimique et de l'acétate.
> La voie la plus courante est celle qui, via le shikimate, joue un role critique pour
contrdler le métabolisme de la voie du phénylpropanoide (Yaoet al., 1995).
Elle transforme les oses aux amino-acides aromatiques (phénylalanine et tyrosine) puis, par
désamination de ces derniers, aux acides cinnamiques et a leurs dérivés : acétophénones,
acides phénols, coumarines, lignanes, lignines.... etc (Ellis, 2009 ; Roberts, 1996).
> L’autre voie part de I’acétate et conduit a des poly-fB-cétoesters de longueurs variables
(les polyaceétates) qui engendrent par cyclisation (réaction de Claisen ou condensation
aldolique), des composes souvent polycycliques : chromones, isocoumarines,

depsides, depsidones, quinones.... etc (Javillier, 1969 ; Paech, 1956).

La pluralité structurale des composés phénoliques est due a cette double origine
biosynthétique, et encore accrue par la possibilité trés fréquente d’une participation
simultanée du shikimate et de ’acétate a 1’¢élaboration de composés d’origine mixte :

flavonoides, stilbénes, pyrones, xanthones... etc (Hemingway et al., 1992 ;Payne, 1973).

Parmi les nombreux composés phénoliques que sont les flavonoides, acide benzoiques,
acides hydroxycinnamiques, coumarines, stilbénes, subérines et les lignanes..., nous nous
intéresserons aux flavonoides. D’une part parce qu’ils sont plus représentés dans notre étude

et d’autre part parce qu’ils présentent quelque fois des activités biologiques importantes.

11.3 Les Flavonoides

Les flavonoides (de flavus, « jaune » en latin) regroupent un vaste ensemble de composés
polyphénoliques ubiquistes des plantes, plus de 7 000 flavonoides naturels ont été décrits
(Thilakarathna et Rupasinghe, 2013). Ces métabolites possédent une origine biosynthétique
commune, la structure de base est représentée par un squelette 1,3-diphénylpropane (Ar-C3-
Ar) (Figure 4), elle est constituée de deux noyaux aromatiques (cycle A et B) reliés par un
chainon propyle qui peut étre complété par une fonction éther (cycle C). Cet enchainement est
de type 1,3-diarylpropane pour les flavonoides, 1,2-diarylpropane pour les isoflavonoides ou

encore 1,1-diarylpropane pour les néoflavonoides (Bohm, 1998).
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Figure 4 : Structures de base des flavonoides.

11.3.1 Classification des flavonoides

Les flavonoides se divisent en plusieurs sous-classes qui se distinguent par une diversité
structurale selon le degré d’oxydation du noyau pyranique central lequel peux étre ouvert et
recyclisé en un motif furanique (dihydrofuranone). Les plus importants sont donnés ci-apres
(Figure 05).

e 2-phénylbenzopyriliums : comme les anthocyanes

e 2-phénylchromones : flavones, flavonols et leurs diméres ou flavanones et
dihydroflavonols (déerivés 2,3-dihydrogénes).

e 2-phénylchromanes : flavanes, flavan-3-ols et flavane-3,4-diols.

e Chalcones et dihydrochalcones (le cycle pyranique est ouvert).

e 2-benzylidene-coumaranones (aurones).
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Figure 05 : Les différentes classes des flavonoides.

11.3.2 Les Voies de biosynthese des flavonoides

La biosyntheése des flavonoides débute par la formation de thioester d’acide 3,5,7-

trioxoctanoique a travers plusieurs étapes d’addition de ’acétyl-SCoA et le malonyl-SCoA.

La réaction entre ce précurseur et le p-hydroxycinnamyl-SCoA permet de former une

chalcone (Figure 06). En présence d’une isomérase, cette derniere est en équilibre avec une

(2S)-flavanone.
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Figure 06 : Biogénese de la chalcone.

Cette chalcone est également le précurseur de toutes les classes de flavonoides.
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Figure 07 : Schéma récapitulatif de biogénese des différentes classes de flavonoides.

11.3.3 Propriétés physiologiques des flavonoides
11.3.3.1 Distribution dans les plantes et le regne végétal

A de rares exceptions, seules les plantes ont la capacité de biosynthétiser des flavonoides.
Les flavonoides peuvent étre présents dans toutes les parties des plantes. Dans la majorité des
cas, les flavonoides sont présents sous forme glycosylée dans les plantes car la glycosylation a
pour effet de les rendre moins réactifs et plus hydrosolubles permettant alors leur stockage
dans les vacuoles des cellules épidermiques des fleurs, de I’épiderme et du mésophylle des
feuilles, des parenchymes des tiges et racines (Bruneton, 1999). Les génines seules sont
présentes dans les exsudats farineux de certaines plantes, dans les cuticules des feuilles,
écorces et bourgeons ou sous forme de cristaux dans les cellules de certaines Cactaceae et

plantes de régions arides (Iwashina, 2000).
11.3.3.2 ROole dans les plantes

Les flavonoides sont les pigments colorés des fleurs. Par exemple, les couleurs orange,
rouges et bleues des légumes, fruits, fleurs et tissus de stockage des plantes sont dues a des

anthocyanes hydrosolubles (qui sont des flavonoides jaunes réduits). De ce fait, ils jouent un
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role important dans les interactions avec les insectes (attraction et role dans la pollinisation
entomophile et la dispersion des graines). lls sont impliqués dans les interactions plantes-
microorganismes : dans les pathogenéses comme dans les symbioses (nodules des
légumineuses). Ils agissent dans les systemes de défense des cellules végétales en réponses a
certains stress tels que les radiations ultraviolettes. Ce sont également des inhibiteurs
d’enzymes, des agents chélatants des métaux nocifs aux plantes. De plus ils sont impliqués
dans la photosensibilisation et les transferts d’énergie, la morphogenése et la détermination
sexuelle, la photosynthese et la régulation des hormones de croissance des plantes (Di Carlo
et al., 1999 ; Pietta, 2000).

11.3.3.3 Importance dans ’alimentation

La contribution au régime alimentaire humain des flavonoides est tres importante : de 50 a
800 mg/jour en fonction de la consommation de fruits et léegumes mais aussi de boissons
comme le thé ou le vin rouge (environ 200 mg par verre ou tasse) (Pietta, 2000). On trouve
également des flavonoides dans de nombreuses plantes médicinales et des préparations a base
de plantes contenant de flavonoides sont utilisées en medecine traditionnelle partout dans le
monde (Hollman et Arts, 2000).

11.3.3.4 Activités biologiques des flavonoides

Les flavonoides sont souvent des molécules de défense contre les organismes pathogeénes,
il n’est donc pas surprenant que certains de ces composés possédent un potentiel en
thérapeutique contre les microorganismes (bacteéries, virus, champignons), contre les parasites
et les insectes. Leur capacité antioxydante peut aussi expliquer un certain nombre de

propriétés thérapeutiques.
11.3.3.4.1 Activité antioxydante

> Inhibition d’enzymes ou chélation des éléments traces impliqués dans la

formation de radicaux : suppression de la formation de dérivés réactifs de
I’oxygéne (ROS) (Pietta, 2000):

Les flavonoides inhibent la xanthine oxydase, source biologique importante du radical

superoxyde (O2°). Ils sont également connus pour inhiber d’autres enzymes impliquées dans

la génération de ROS telles que les cyclooxygénases, les lipooxygénases, ou les

monooxygénases microsomiales (Pietta, 2000).
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Le radical superoxyde réagit avec le peroxyde d’hydrogéne (en présence de fer) pour donner
par dismutation, des radicaux hydroxyles encore plus toxiques (OH"). C’est cette réaction,
appelée réaction de Fenton, catalysée par le fer, qui est inhibée par certains flavonoides (tels

que la quercétine) par une action de chélation du fer (Cuyckens et Claeys, 2004).

> Piégeage de radicaux

En raison de leur faible potentiel redox, les flavonoides peuvent réduire les radicaux libres
trés oxydés comme les superoxydes, les radicaux peroxydes ou les radicaux hydoxyles par
transfert d’hydrogéne (Pietta, 2000). L’oxyde nitrique qui forme, en se combinant avec le
radical superoxyde, le trés délétére peroxynitrite est également piégé par les flavonoides. Le
radical flavonoide ainsi formé est stable et interrompt les événements de dégradation

cellulaire initiés par 1’attaque radicalaire (Hollman et Katan, 1997).

Les radicaux seraient responsables d’altérations des acides nucléiques et des processus
d’altérations d’initiations et de cancérisation ainsi que de dégradations cellulaires liées a leur
réactivité avec les phospholipides membranaires (phénoménes de péroxydation). Ces
dommages oxydatifs peuvent étre impliqués dans de nombreuses affections : cancers,

inflammations chroniques, athéroscléroses...

11.3.3.4.2 Activité antibactérienne

De nombreux flavonoides possedent des propriétés antibactériennes (Cushine et al., 2005).
Il a été démontré que les 5-hydroxyflavanones et les 5-hydroxyisoflavanones avec un, deux
ou trois groupements hydroxyles en position 7, 2’ et 4’ inhiberaient la croissance de
Streptococcus sp. L’hydroxylation la plus importante pour I’activité étant celle en position 2’.
Par contre, les méthoxylations diminuent considérablement les effets antibactériens (Cushine
et al., 2005). Les flavonoides agiraient a plusieurs niveaux. Il semblerait que le cycle B joue
un role important dans I’intercalation avec les acides nucléiques et inhiberait ainsi la synthése
d’ADN et d’ARN. IIs peuvent également inhiber 'ADN gyrase d’E. coli, la encore une

hydroxylation du cycle B semble essentielle a I’activité (Cushine et al., 2005).
11.3.3.4.3 Activité antifongique

De nombreux flavonoides possedent des activités antifongiques, le plus grand nombre
appartient aux flavanones et aux flavanes (Grayer et al., 1994). Une flavanone prénylée (5,

7,4’-trihydroxy-8-méthyl-6-(3-méthyl-[2-butényl])-(2S)-flavanone) ainsi qu’une flavane (7-
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hydroxy-3’,4’-(methylenedioxy)-flavane sont actives contre Candida albicans. Alors que
plusieurs flavones polyméthoxylées sont actives contre Aspergillus flavus (Cushine et al.,
2005).

Quelque soit la classe de flavonoides considérée, il apparait que le caractere lipophile des
composés augmente I’activité, permettant aux molécules de pénétrer plus facilement a travers
la membrane fongique (Jimenez et al., 2008 ;Grayer et al., 1994). De plus, la présence d’une
chaine isopréne apparait comme importante pour I’activité mais pas essentielle (Jimenez et
al., 2008).

11.3.3.4.4 Activité antivirale

La génistéine, ainsi que d’autres flavonoides (quercétine, kaempférol, 5,6,7-
triméthoxyflavone, 3-méthylkaempférol) sont actifs in vitro sur plusieurs souches virales, que
ce soit des virus non-enveloppés (poliovirus, adénovirus) ou des virus enveloppés
(Retroviridae comme VIH, Flaviviridae, Herpes virus...). Le flavonoide le plus étudié est de
loin la génistéine, néanmoins les mécanismes d’action ne sont pas clairement élucidés

(Andres et al., 2009).

11.3.3.4.5 Effets anti-inflammatoire

In vitro, plusieurs flavonoides sont capables de modifier le métabolisme de 1’acide
arachidonique plaquettaire (Delporte et al, 2005 ; Pelzer et al., 1998 ; De Medinaet al.,
2002). C’est ainsi que la myricétine et la quercétine bloquent 1’action des cyclo-oxygénase et
lipoxygénase a des concentrations relativement élevées. A faibles concentrations, c’est la
lipoxygénase qui est inhibée préférentiellement. Certains travaux suggérent qu’ils
posséderaient une bonne activité anti-inflammatoire sans les effets indésirables de type
ulcérogene (Asongolem et al.,, 2004 ; Cruz et al.,, 1998 ; Friesenecker et al., 1995 ;
Middleton et al., 2000 ; Pelzer et al., 1998 ; De Medinaet al., 2002 ; Han, 2005).

L’hespéridine, administrée par voie sous-cutanée (car inactive per 0s), présente une activité
anti-inflammatoire significative chez le rat dont I’cedéme a été induit aussi bien par la

carragénine que par le dextran (Galati et al., 1994).
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11.3.3.4.6 Activité anti-ulcérogene

Les flavonoides sont capables de protéger la muqueuse gastrique contre divers agents
ulcérogenes. L hypolaetine-8- glucose, flavonoide présent dans diverses espéces du genre
Sideritis, présente une activité anti-ulcérogene significative (Villaret al., 1987). La naringine
et la quercétine exercent également une activité anti-ulcérogéne mise en évidence chez le rat
dont I'ulcére gastrique a été induit par I’éthanol. 11 a été suggéré que la quercétine exerce ses
effets cytoprotecteurs grace a un complexe impliquant la stimulation de la prostaglandine et
I’inhibition de la production de leucotriénes via la production de mucus et ses propriétés
antioxydantes (Mastuda et al., 2002). Par ailleurs, il a été établi que la quercétine inhibe la
croissance d’Helicobacter pylorii ainsi que la formation d’acide par les cellules pariétales en
réponse a une stimulation par 1’histamine et I’AMPc dibutyrique (Beil et al., 1995 ; Shih et
al., 2004).

11.3.3.4.7 Propriétés antiallergiques

Les flavonoides sont également connus pour leurs effets antiallergiques. lls agissent par
inhibition des enzymes qui favorisent la libération d’histamine a partir des mastocytes et des
basophiles: ’AMPc¢ phosphodiestérase et la Ca*™* ATPase (Amella et al., 1985 ; Berg et
Daniel, 1988 ; Kotani et al., 2000 ; Yamamura et al., 1998). En outre, la quercétine exerce
un puissant effet inhibiteur de la libération d’histamine a partir des mastocytes (Formica et

Regelson, 1995).
11.3.3.4.8 Activité anti-cancérigene

Le cancer se présente habituellement comme une tumeur formée d'une masse cellulaire qui
est l'aboutissement d'une série de transformation pouvant se dérouler pendant plusieurs
années, donc la cancérogénese est un processus complexe multi-séquentiel menant une cellule
de I'état sain a un état précancéreux et finalement a un stade précoce de cancer (Pincemail et
al., 1999).

Les substances polyphénoliques sont capables d’activer les mécanismes naturels de la
défenseanticancéreuse (Gonzalez et al., 2011 ; Galliano et al., 2012). Il y a déja plus de 20
ans, des études suggéraient que les flavonoides pouvaient « inhiber » le Cancer et qu'ils
avaient des propriétés antitumorales (Wattenberg, 1992 ; Wattenberg et al., 1985), parmi

les flavonoides les plus actifs sur les cellules tumorales, nous citons la quercétine et la
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catéchine qui sont tres abondantes dans les aliments. La quercétine prévient la cancérogeneése,
surtout le cancer de la peau et du colon. La présence de 20 % de quercétine dans
I’alimentation chez les animaux diminue le cancer du cblon et y prévient ’apparition des
cryptes anormales. Le mécanisme suggéré est que la quercétine joue le role d’un antagoniste
des topoisomérases | et 1l produites par les cellules tumorales. La catéchine, quant a elle, est
un inhibiteur de certaines réactions d’oxydation donnant un ADN anormal, elle inhibe surtout
la formation du 8-hydroxydesoxyguanosine (8-OHDG), un marqueur des dommages
oxydatifs de I’ADN. La catéchine a été démontrée comme étant plus active que la vitamine E
sur les radicaux libres. (Pietta, 2000 ; Tomofuji et al., 2009).

Enfin, les flavonoides peuvent inhiber les enzymes intervenant dans I’activation des

procarcinogenes en intermediaires mutagénes et carcinogénes (Obermeier et al., 1995).
11.3.3.5 Effets sur le systéeme cardiovasculaire

Les flavonoides sont réputés pour leur effet protecteur sur la santé cardiovasculaire en
modifiant plusieurs processus pathologiques qui interviennent dans I’apparition des maladies
cardiovasculaires. Certains flavonoides auraient un effet positif dans ’athérosclérose et les
formes stables de maladies cardio-vasculaires en diminuant I’oxydation de LDL par inhibition
de LOX, une atténuation du stress oxydatif et une diminution de I’'inflammation (Duchnowic
et al., 2012).

Les flavonoides auraient également un intérét dans la Régulation des réponses
inflammatoires et immunitaires au niveau de la paroi des vaisseaux sanguins, qui peut étre
anormale en cas de maladie cardiovasculaire (Ding et al., 2006) et dans le traitement des
arythmies et de I’hypertension artérielle, en particulier grace a une diminution du stress
oxydatif dans la prévention des infarctus myocardiques, les flavonoides agiraient par
inhibition de I’agrégation plaquettaire et une diminution des ROS (Mladinka et al., 2010 ;
Liu et al., 2012). Les flavonoides inhiberaient 1’agrégation plaquettaire par interaction avec
les récepteurs aux thromboxanes et posséderaient une action vasodilatatrice, néanmoins, les

mécanismes d’action qui interviennent sont encore flous (Mladinka et al., 2010).

11.3.3.6 Effets protecteurs vasculaires

Les flavonoides agissent sur les vaisseaux sanguins sous forme d’activité vitaminique « P »

(Beretz et al., 1991). Cette activité intervient dans le maintien d’une perméabilité¢ vasculaire
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normale (Shih et al., 2004 ; Youdim et al., 2002). Ils sont, de ce fait, utilisés dans certains
états pathologiques caractérisés par un défaut affectant la permeabilité vasculaire (Folts,
2002 ; Vitor et al., 2004). Les effets de I’O-B-hydroxyéthyl rutoside (HR) ont été étudiés chez
des patients présentant une insuffisance veineuse chronique : un traitement a base de HR a
permis de restaurer les parametres hémorhéologiques altérés. D’autres flavonoides sont
responsables d’une augmentation de la résistance des capillaires. Cette activité serait en
rapport avec les effets de certains flavonoides sur les plaquettes, les leucocytes et sur les
enzymes intervenant dans la coagulation sanguine (Stoclet et al., 2004 ; Ursini et al., 1999).

11.3.3.7 Autres effets des flavonoides

Les flavonoides préviennent la cataracte diabétique par inhibition de 1’aldose réductase du
cristallin (Chaudhry et al., 1983). En effet, la myricétine présente des -effets
hypoglycémiants et hypo-triglycéridémiants chez les animaux diabétiques (Ong et Khoo,
1997 ; Ong et Khoo,2000).

L’effet des flavonoides sur le systéme immunitaire est complexe et demeure encore mal
élucidé (Middleton, 1993). Certains d’entre ecux réduisent I’activation du complément,
diminuant de facon générale la réponse inflammatoire (Berrens et al., 1997). A doses élevées,
ils inhibent les fonctions lymphocytaires, mais, a concentrations plus faibles, ils pourraient
agir comme immunostimulants chez les sujets immunodéprimés. L’activité immuno-
modulatrice des flavonoides dépend, d’une part, de leur capacité a inhiber la formation des
eicosanoides et de I’histamine et de leur pouvoir piégeur des radicaux libres d’autre part

(Damre et al., 2003 ; Kuo et al., 2004 ; Wang et al., 2004).
1.4 Les saponosides

11.4.1 Définition

Les saponosides, produits naturels issus du métabolisme secondaire, constituent un vaste
groupe d’hétérosides fréquemment rencontrés chez les végétaux (Saponaria, Quinoa, etc.).
Elles sont caractérisées par leurs propriétés tensioactives car ils se dissolvent dans 1’eau en
formant des solutions moussantes (Bruneton, 2009). Du point de vue chimique, elles se
caractérisent par un radical osidique (glucose, galactose...), li¢ a un radical aglycone via une

fonction éther ou ester.
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Les plantes & saponines ont été trés recherchées pour leurs propriétés détergentes (Sparg et
al., 2004), a I’instar de la Saponaire (Saponaria officinalis L.) qui a été largement employée
pendant des si¢cles. Les saponines ont été aussi recherchées par 1’industrie pharmaceutique
parce qu’elles forment le point de départ pour ’hémi-synthése des médicaments stéroidiens
(Mors et al., 2000). Leur nom provient du latin sapos ignifiant "savon™ en raison de leurs
proprietés a former des solutions moussantes en présence d'eau (Dewick, 2002). Ce sont des
hétérosides de poids moléculaire élevé, qui se composent d’une partie lipophile 1’aglycone (ou
génine) et d’une partie hydrophile osidique. Cette combinaison d’éléments structuraux
polaires et non polaires en leurs molécules explique leur comportement moussant en solution

aqueuse.

Elles présentent plusieurs propriétés pharmacologiques et sont employées dans la
phytothérapie et dans l'industrie cosmétique. Se basant sur la nature de leur squelette

aglycone, les saponines peuvent étre classees en deux groupes, triterpénes et stéroides.

11.4.2 Classification des saponosides

Les saponosides sont classés en deux groupes selon la nature de leur génine qui peut étre
soit triterpéniques, soit stéroidiques. Lorsque la génine est substituée par une seule chaine
osidique, les saponosides sont dits monodesmosidiques (liaison des sucres en C-3 ou en C-28
de I’aglycone) et lorsque la génine est substituée par deux chaines osidiques, on parle de
saponosides bidesmosidiques (liaison des sucres en C-3 et en C-28. Grace a la performance
des techniques chromatographiques et des techniques d’analyse, il a été mis en évidence
durant ces derniéres années des saponosides tridesmosidiques (trois chaines) ou

tétradesmosidiques (quatre chaines) (Kaipnazarov et al., 2004).

La partie osidique de certains saponosides ainsi que les fonctions hydroxyles libres des

géniens peuvent étre substituées par des acides aromatiques ou aliphatiques.
11.4.2.1 Saponosides a génines stéroidiques

Les  angiospermes  monocotylédones  Liliaceae  (Asperge, petit  houx),
Dioscoraceae(Discoreae) et Agavaceae sont assez fournies en saponosides stéroidiques
(Chawlek, 2004 ; Robinet, 2004). La génine de ces derniers (on dénombre plus d’une
centaine) est constituée d’un squelette a 27 atomes de carbone (Malecky, 1951). Deux

principaux types de squelette existent (Chawlek, 2004 ) : pentacyclique (furostane) et
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hexacyclique (spirostane). Ces saponosides ont généralement un hydroxyle en position 3. Ce

dernier est le plus souvent substitué par une chaine osidique.

spirostane furostane

Figure 08: Principaux squelettes stéroidiques.

D’autres hydroxyles peuvent étre présents sur ce squelette, en positions 2, 6 (nigroside), 11

(pentandroside C) (Bruneton, 1999 ; HostettmannetMarston, 1995) et 17 (aspaoligonin A)

..etc.
OH "o, 2
O,
HO o
HO
ORi R =rm OH o
R,=CHy oH OH
Nigrosides Pentandroside C

R,=GLC

Aspaoligonin A
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11.4.2.2 Saponosides a génines triterpéniques

Ils constituent la majorité des sapogénines des angiospermes dicotylédones (Sparg et al.,
2004) et possédent un squelette de 30 atomes de carbone qui comporte habituellement cing
cycles (Figure 09.). Ce sont des dérivés du noyau oléanane, ursane, lupane, friedelane, hopane
(pentacycle), ou parfois du noyau dammarane, cucurbitane, lanostane et cycloartane
(tétracycle).

30

ursane friedelane

lupane hopane

dammarane cucurbitane lanostane

Figure 09 : Principaux squelettes triterpéniques.
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11.4.2.3 Partie osidique

Les oses, constitutifs des saponines, les plus courants sont : le D-glucose, le D-galactose, le
D-Xxylose, le D-fucose, le D-apiose, le L-arabinose, le L- rhamnose et I’acide D-glucuronique
(figure 10) :

OH HO OH HOOC
o) o) o) 0
HO HO HO H
HO M ho oH MOH Ho ©
OH OH OH OH D-

glucose D-galactose D-xylose Acide D-glucuronique
OH
OH HO CHs
H3C (6]
HO HO
HO
OH OH OH
L-arabinose L-rhamnose D-fucose

Figure 10: les différents monosaccharides rencontrés dans les saponosides.
11.4.3 Biosynthése des triterpénoides

Les saponines sont produites a partir du squalene, lui-méme formé par la condensation de
deux unités farnésyl-pyrophosphate via la condensation d’unités isopréniques par la voie
mévalonique (MVA). Dans la plupart des cas, le squaléne est converti en 2,3-squalene
époxyde par une enzyme appelée squaléne époxydase, puis cyclise grace a une
oxydosqualénecyclase pour donner les cations dammarényle ou prostostéryle. La figure

suivante (Figure 11) montre le schéma de biosynthese des triterpénoides.
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Figure 11: Schéma de biosynthése des triterpénoides.
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11.4.4 Propriétés biologiques des saponosides

Les saponines sont considérées comme responsables de nombreuses propriétés
pharmacologiques (Sparg et al., 2004). Elles formeraient les principaux constituants de
plusieurs remeédes issus des plantes. Elles ont été recherchées par I’industrie pharmaceutique
parce qu’elles constituent le point de départ de I’hémi-synthese des médicaments stéroidiens
(Estrada et al., 2000). Elles sont considérées comme des éléments clefs dans la pharmacopée
traditionnelle chinoise et responsables de la plupart des effets biologiques observés (Liu et al.,
2000). Les saponines possédent des propriétés : expectorante, anti-inflammatoire,
vasoprotectrice, hypocholestérolémique, immunomodulatoire, hypoglycémique, molluscicide,
antifongique, antiparasite.

» Activité Hémolytique

Le pouvoir des saponosides a lyser les globules rouges ou hémolytique (érythrocytes) est
connu depuis tres longtemps (Magid, 2005). Cette propriété peut étre utilisee comme moyen
de détection au sein des plantes. Cependant, en raison de la variation structurale de cette
classe de métabolites secondaires, chaque saponoside n’est pas forcément hémolytique
(Magid, 2005). Le phénomeéne d’hémolyse est expliqué par I’adsorption du saponoside sur la
membrane cellulaire des érythrocytes. Cette adsorption se ferait par complexation du

saponoside avec les stérols membranaires (Magid, 2005).

Le pouvoir hemolytique dépend de la nature de la génine et du nombre d’unités osidiques
(Voutquenne et al., 2002). La comparaison des activités des saponosides monodesmosides et
bidesmosides a prouvé que les premiers cités sont généralement plus hémolytiques
(Voutquenne et al., 2002). De nombreuses saponines ont montré une activité cytotoxique in
vitro envers une grande variété de lignées cellulaires cancéreuses. Les valeurs d'ICso
mentionnées dans la littérature varient entre environ 4 pg/ml et 20 pg/ml en fonction de la

nature de la saponine et de la lignée cellulaire.

» Activités molluscicide

Depuis quelques années I’activitémolluscicide retient 1’attention de plusieurs chercheurs vu
son importance dans le domaine de I’agriculture. Les saponines triterpénoides a squelette
hédéragénine isolées de Sapindus mukorossi Gaertn (Sapindaceae) ont des effets
molluscicides contre I'escargot du pommier (Pomacea canaliculata) qui est devenu l'un des

principaux parasites du riz et d'autres récoltes aquatiques (Huang et al., 2003).
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» Activité immunomodulatrice

Actuellement, de nombreux nouveaux vaccins sont en cours de développement
parallélement a 1’amélioration des vaccins déja existants en vue de diminuer le nombre
d’injections ainsi que les doses injectées. Il est donc nécessaire d’effectuer des recherches en
vue de découvrir de nouvelles molécules qui auront un pouvoir immunostimulant plus
important que leurs prédécesseurs. Parmi ces nouvelles molécules, les saponosides semblent
étre promis a un bel avenir. Nous citerons ici un rappel bibliographique sur les saponosides
immunostimulants découverts (Lacaille-Dubois, 1999).

Certains saponosides ont montré une activité immunostimulante sur divers types
cellulaires. Ainsi, des auteurs ont mis en évidence le réle immunostimulant in vitro des
saponosides isolés de Randia dumetorum, qui augmente la prolifération in vitro de

lymphocytes humains.

L’extrait brut de saponosides de Q. saponaria, la Quillayanine, Quil-A et I’acide
glycyrrhizique ont tous montré la capacité a stimuler la prolifération des splénocytes de
souris. Un effet selectif a été mis en évidence sur les deux types cellulaires, les lymphocytes B
et les lymphocytes T. Les saponosides isolés a partir des racines d’Acanthophyllum
squarrosum ont montré un rdle immunomodulateur in vitro (Lacaille-Dubois et al., 1993) et

lymphoprolifératif sur cellules leucémiques humaines (Gaidi et al., 2000).

> Antibactérienne et antiparasitaire

Un bon nombre de saponosides assurent la défense des végétaux contre 1’attaque
microbienne, il a été démontré que les trois saponines isolées de Hedera helix L. (Araliaceae),
I’hédérine (alpha et beta) et hédéracolchiside Al, possédent une activité antileishmaniale
(Delmas et al., 2000). Les résultats ont montré que ces saponines présentent une forte action
antiproliférative dans toutes les étapes de développement du parasite Leishmania infantum
(Delmas et al., 2000).

» Anti-oxydante

L’a-hédérine, I’hédérasaponine C, I’hédéracolchisides E et F présentent une forte activité

anti-oxydante (Gulcin et al., 2004).
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» Activités Cytotoxique et Antitumorale

De nombreuses saponines possedent une activité cytotoxique in vitro envers une grande
variété de lignées cellulaires cancéreuses. Les valeurs d'ICsp mentionnées dans la littérature
varient entre environ 4 ng/ml a 20 pg/ml en fonction de la nature de la saponine et de la lignée
cellulaire (Lacaille-Dubois, 2000) OSW-1 ou 3p,16p,17a-trihydroxycholest-5-en-22-onel16-
O-[(2-O-(4-méthoxybenzoyl)-B-D-xylopyranosyl)-(1—3)-2- O-acétyl-a-Larabinopyranoside]
(figure 12),un cholestane acétylé isolé de Ornithogalum saundersiae, est I'une des saponines
stéroidiques les plus cytotoxiques connues jusqu'a ce jour Son ICsg inférieure a 1 nM en fait
un agent anticancéreux environ 10 a 100 fois plus puissant que ceux actuellement utilisés en
phase clinique comme le taxol, la camptothécine et la mitomycine C. Des études ont montré
que les effets cytotoxiques d’OSW-1 pouvaient étre causés par une induction de l'apoptose
des cellules cancéreuses. De surcrotit, cette saponine n'a exercé qu'une faible toxicite in vitro

sur des lignées cellulaires saines humaines (Deng et al., 1999).

Figure 12: la structure d’OSW-1.

Une autre saponine stéroidique, la dioscine (figure 13), a attiré l'attention des chercheurs.
Cette saponine isolée d'un grand nombre de légumes et plantes de la médecine traditionnelle
orientale exerce un vaste spectre d'activités biologiques (antitumorale, antivirale, antifongique
et antiinflammatoire) (Yui et al., 2001). La structure de la section osidique (chacotriose) de
cette saponine est trés particuliere. Elle consiste en une section D-glucose substituée aux
positions O-2' et O-4' par des sucres de type L-rhamnose. Une étude a mis en évidence que les
fonctions hydroxyles aux positions 6 et 8 du L-rhamnose en H-4' représentent les
groupements polaires clés responsables de l'activité antitumorale de la dioscine (Li et al.,
2003). Le potentiel cytotoxique de la dioscine et ces dérivés s'est révelé étre en lien direct
avec leur capacité a diffuser a l'intérieur des cellules cancéreuses. Il est tres intéressant de
noter qu'aucune interaction prolongée avec la membrane lipidique n'a été montrée lors de

cette étude.
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R

Figure 13: la structure de la dioscine.
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Chapitre 111 Stress oxydant et activité antioxydante

1.1 Stress oxydatif

"Le stress" est un terme général qui a été d'abord employé dans un contexte biologique par
I'endocrinologiste Hans Selye en 1936, pour décrire la réponse physiologique inadéquate d'un
organisme (Schiavone et al., 2013). Le stress occupe une place importante dans la recherche
biologique actuelle. L'intérét considérable porté a ce domaine est justifié par les multiples
implications des ROS dans diverses pathologies, comme le cancer, les maladies
cardiovasculaires et neurodégénératives. C'est pourquoi la recherche fondamentale du stress
oxydant s'efforce a déchiffrer les bases moléculaires des agressions oxydatives provoquées
par les ROS, ainsi que les systemes physiologiques de protection et de réparation des Iésions
d’origine oxydatives (Enoiu, 2001).

Le stress oxydatif se definit comme étant un desequilibre profond de la balance entre les
prooxydants et les antioxydants en faveur des premiers, ce qui conduit a des dégats cellulaires
irréversibles. La reduction univalente de I’oxygéne résulte dans la formation d’espéces
oxygenées réactives (EOR) dont font partie les radicaux libres (anion superoxyde, radical
hydroxyle, le peroxyde d’hydrogéne et 1’oxygéne singulet). Toutes ces especes sont
potentiellement toxiques pour ’organisme. En situation normale, les EOR sont produites en
permanence par notre organisme (rdle physiologique) mais un systeme efficace de défenses
antioxydantes (vitamines, enzymes, oligoéléments) permet de réguler cette production afin de
prévenir tout dégat cellulaire excessif. Dans certaines conditions, une surproduction d’EOR
due a Dactivation de divers mécanismes biochimiques peut submerger rapidement les
défenses antioxydantes : c’est le stress oxydatif. Celui-ci est de plus en plus impliqué pour
expliquer les dégats cellulaires observés dans les états inflammatoires aigus, le vieillissement,

le cancer, le diabéte et les maladies cardiovasculaires (Pincemail., 1999).
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Figure 14 :La balance oxydants/anti-oxydants en équilibre (Reuter et al., 2010).

111.2 Les radicaux libres

Un radical libre est une espece caractérisee par une instabilité et /ou un pouvoir oxydant
fort, il se différencie par la présence d’un électron non apparié sur la couche ¢électronique la
plus externe (Favier, 2003). Ils apparaissent soit au cours de la rupture symétrique d’une
liaison covalente (fission homolytique) pendant laquelle chaque atome conserve son electron,
soit au cours d’une réaction redox avec perte ou gain d’¢électrons a partir d’un composé non
radical. Du fait de leur instabilité énergetique, les radicaux libres ont tendance a revenir
immédiatement a un état stable en donnant un électron ou en prenant une a une autre molécule
ils peuvent donc étre réducteurs ou oxydants. En jouant le rdle d’accepteur ou donneur
d’¢lectrons, les radicaux libres ont donc la propriété d’étre extrémement réactifs vis-a-vis des
autres molécules, possédant un temps de demi-vie extrémement court (de la nano- a la milli

seconde) (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

111.2.1 Difféerents types des radicaux libres

Parmi toutes les espéces réactives oxygéenées (ERO), on distingue un ensemble restreint de
ces composés qui jouent un réle particulier en physiologie et que nous appelons les radicaux
primaires a savoir : 1’anion superoxyde (O2%), le radical hydroxyle ("OH), le monoxyde
d'azote (NO°), le radical peroxyle (ROO") et le radical alkoxyle (RO"). Les autres radicaux
libres, dits radicaux secondaires telles que 1’oxygéne singulet O,, le peroxyde d’hydrogeéne
(H202) et le nitroperoxyde (ONOOH), se forment par réaction de ces radicaux primaires sur
les composés biochimiques de la cellule (Favier, 2003).Les plus importantes sont 1’ion
superoxyde, le peroxyde d’hydrogene, le radical hydroxyle, I’hypochlorite et le peroxynitrite

(Figure 15). L’ion superoxyde est formeé spontanément ou par certaines enzymes comme les
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oxydases ou les complexes de la chaine respiratoire mitochondriale. Peroxyde d’hydrogene
par ’enzyme superoxyde dismutase. Cette molécule est plus stable que I’ion superoxyde. Elle
est dégradée en eau et oxygéne par la catalase et la glutathion peroxydase. En présence de
métaux de transition sous forme libre (fer et cuivre), elle peut donner naissance au radical

hydroxyle qui est la plus réactive et donc la plus toxique des ERO (Ichai et al., 2011).
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Figure 15: Apercu des espéces oxygénées activées (EOA) dérivant de I’oxygene et systémes
de protection permettant de limiter 1’effet toxique de ces espéces. GSH : glutathion, ClI- :
anion chlorure ; MPO : myeloperoxydase, SOD : superoxyde dismutase, Se-GPx : glutathion
peroxydase séléno-dépendante (Pincemail, 1999).

I11.3 Principales affections liées au stress oxydant

En faisant apparaitre des molécules biologiques anormales et en sur exprimant certains
genes, le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies: cancer,
cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, cedéme
pulmonaire, vieillissement accéléré, Alzheimer, Parkinson, infections intestinales,

rhumatisme, I’athérosclérose, le diabéte (Atawodi, 2005 ; Georgetti et al., 2003).
111.3.1 Athérosclérose

L’athérosclérose est une pathologie inflammatoire chronique et multifactorielle
(Varthaman et al., 2008), définie par un remaniement de I’intima des grosses et moyennes
arteres conduisant a la formation de plaques athéromateuses (Morozova et al., 2004).La

théorie oxydative de ’athérosclérose décrit I’importance des ERO dans la formation de ces
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plaques. En effet, les LDL (low density lipoprotein) circulantes diffusent dans la paroi
vasculaire ou elles vont subir des modifications oxydatives. Ces LDL oxydées perturbent
alors les fonctions des cellules endothéliales, des monocytes/macrophages infiltrés et résidents
et des cellules musculaires lisses (Poli et al., 2009). Il existe d’ailleurs une réelle relation
entre I’incidence des accidents coronariens et le taux plasmatique de cholestérol-LDL. De
plus, de nombreux facteurs de risque de I’athérosclérose sont des pro-oxydants, augmentant la
production d’ERO par les cellules et créant ainsi un environnement oxydant dans la paroi

artérielle.
111.3.2 Cancers

Le radical hydroxyle HO® semble étre le principal responsable des dommages oxydatifs sur
I’ADN. Ces espéces étant tres réactives, celles-Ci sont donc générées sur le site de réaction.
Certaines portions de I’ADN présentent des métaux de transition (Fe, Cu) et ne sont pas
protégées par les histones donc ces zones peuvent étre le siege des reactions qui sont
catalysées par les métaux de transition. De nombreux facteurs étant retenus comme
cancérigenes agissent en produisant des especes radicalaires. Cela peut se faire directement
comme pour le tabac, aprés phagocytose comme 1’amiante, par réaction de Fenton par des
métaux carcinogenes comme le nickel, par photolyse comme les UV A et B, comme par

redox-cycling lors du métabolisme comme le benzopyréne (Favier, 2006).
111.3.3 Diabéte de type 2

Les radicaux libres sont indispensables pour certaines réactions biologigues, notamment la
transduction du signal de I’insuline. Cependant, les radicaux libres peuvent étre impliqués

dans I’insulinorésistance.

L’insulinorésistance est une diminution de I’action de I’insuline a deux niveaux : la capture
cellulaire du glucose par le muscle et le tissu adipeux et I’inhibition de la production

hépatique du glucose (Bonnard et al., 2008).

D’autres perturbations biologiques sont observées a la suite d’un stress oxydant : baisse de
la fluidité des membranes, anomalies de récepteurs, diminution de la sensibilité a 1’insuline,
perturbation de I’immunité cellulaire, fibrose, dépots de lipides, affaiblissement musculaire,
voire mort neuronale ou apparition de mutations. De nombreuses anomalies pathologiques

sont également induites par le stress oxydant : mutations, carcinogenese, malformations des
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feetus, dépots de protéines anormales, fibrose, formation d’auto-anticorps, dépdts de lipides

oxydés, immunosuppression (Favier et al., 1995).
1.4 Les antioxydants

Les antioxydants sont des agents de prévention, ils bloquent I’initiation en complexant les
catalyseurs, en réagissant avec 1’oxygene, ou des agents de terminaison capables de dévier ou
de piéger les radicaux libres, ils agissent en formant des produits finis non radicalaires.
D’autres en interrompant la réaction en chaine de peroxydation, en réagissant rapidement avec
un radical d’acide gras avant que celui-ci ne puissent réagir avec un nouvel acide gras. Tandis
que d’autres antioxydants absorbent I’énergie excédentaire de 1’oxygeéne singulet pour la

transformer en chaleur (YYaacoub, 2009 ; Hellal, 2011).

Les antioxydants existent dans les cellules vivantes, I'un ou l'autre enzymatique (le
superoxyde dismutase, le glutathion peroxydase et la catalase) ou non-enzymatique (comme
le glutathion et 1’acide urique) comme des boueurs de ROS, pour empécher les dégats
oxydatifs des membranes biologiques. A coté de ces antioxydants trouvés dans les cellules,
les antioxydants naturels existent dans les légumes et la majeure partie d'entre eux incluant la

vitamine A, la vitamine C, la vitamine E et les caroténoides. (Pieme et al., 2017).

111.4.1 Les antioxydants enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques (la superoxyde dismutase, la catalase, la glutathion
peroxydase et la glutathion réductase) sont considérés comme la premiere ligne de défense de

notre organisme contre les EOR (Garait., 2006).
111.4.1.1 Superoxyde dismutase (SOD)

La superoxyde dismutase (SOD, EC : 1.15.1.1) (Barry et al., 1999). Les SOD sont I'un des
antioxydants les plus puissants, ils catalysent la conversion d'anions superoxydes en
dioxygéne et en peroxyde d'hydrogéne: (Kurutas, 2016).

SOD
20,°+2H  =—— H,0,+0,. (Nimse et al., 2015).

La SOD existe sous trois iso formes qui se différencient par leur localisation cellulaire et
par leur cofacteur métallique : une forme cytosolique et nucléaire associée aux ions cuivre et

zinc (Cu/Zn-SOD), une forme mitochondriale associée au manganése (Mn-SOD) et une forme
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extracellulaire (EC-SOD). Il a été montré que la Cu/Zn-SOD était également présente dans
I’espace inter membranaire (Okado et Fridovich, 2001).

111.4.1.2 La glutathion peroxydase (GPX)

La glutathion peroxydase est une enzyme (EC 1.11.1.9) (Chaudiere, 1983).C’est une
enzyme ubiquitaire. Dans la cellule, on la trouve essentiellement dans le cytosol et les
mitochondries. C’est une des défenses antioxydantes les plus importantes de 1’organisme
(Ichai et al, 2011).La glutathion peroxydase (GPx) agit en synergie avec la SOD puisque son
role est d’accélérer la dismutation du H2O2 en H20 et O2™ Lors de cette réaction deux
molécules de glutathion réduit (GSH) sont oxydées en glutathion-disulfure (GSSG).

2GSH + H202 e GSSGH+ 2 H20

Il existe également une glutathion peroxydase associée a la membrane mitochondriale, la
phospholipidehydroperoxyde glutathion peroxydase (PHGPx) qui est spécifiquement
impliguée dans la diminution de la peroxydation lipidique (Mates et al., 1999).La glutathion
réductase, quant a elle, a pour réle de regénérer le GSH a partir du GSSG gréace au NADPH
qui est utilis¢€ comme donneur d’électrons. En effet, la concentration cellulaire en glutathion
étant limitée, il est nécessaire de le reduire constamment pour que la GPx maintienne sa

fonction (Nomura et al., 2000).

111.4.1.3 La Catalase

La catalase est une enzyme (EC 1.11.1.6) (Chelikani et al., 2004). Les catalases sont
localisées dans les peroxysomes et sa cible principale est le H20,. Cette place est stratégique
puisque c’est ici que des enzymes comme les flavines, I'urate oxydase, la glucose oxydase et

les D-amino-oxydases produisent des radicaux libres H.O2 (Lehucher et al., 2001).

La catalase est également responsable de I'élimination d'H>O2 par une transformation en
H>0 et 02" .
Catalase
2H20; — 2H>0 + O2. (Starlin et al., 2013).

Contrairement a la GPx, l'affinité de la catalase pour I'H20- est élevée seulement lorsque les

teneurs en peroxyde d'hydrogéne sont accrues. (Mates et al., 1999).
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Il existe de nombreuses autres enzymes antioxydantes comme les peroxyredoxines, I'heme
oxygénase, le glutathion transférase, les thiorédoxines réductases ou les thiorédoxines
peroxydases. La plupart de ces enzymes, de méme que les enzymes de réparation des
dommages oxydants, vont utiliser un donneur d’équivalent réducteur, le NADPH, qui

constitue avec le glutathion les plaques tournantes de la défense antioxydante (Favier, 2003).
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Figure 16 : Moded’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants (Favier,
2003).

111.4.2 Les antioxydants non enzymatiques
111.4.2.1 Systemes antioxydants endogénes

Les systémes antioxydants non-enzymatiques endogenes incluent de nombreux thiols dont
le majoritaire est le glutathion, largement présent sous forme réduite, qui est capable de réagir,
in vitro, avec les radicaux HO", RO2 *, RO", 10,, ONOO", des radicaux centrés sur le carbone,

mais aussi ’acide hypochloreux HOCI (Selvaraj et al., 2006 ).
111.4.2.1.1 Le Glutathion (GSH)

Le glutathion est un tripeptide composé de cystéine, glutamine et glycine. C’est la plus
importante des défenses antioxydantes en quantité et probablement en qualité. Il possede une

activité antioxydante propre mais surtout en tant que cofacteur de la glutathion peroxydase.
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Une fois oxydé en glutathion disulfure, il est réduit par la glutathion réductase en présence de
NADPH. Le couple glutathion disulfure/glutathion est le principal responsable thiol de la
balance redox intracellulaire (Ichai et al., 2011).1l peut réagir chimiquement avec O2 *, *OH,
H20: et, donc peut fonctionner directement comme un boueur de radical libre (Sharma et al.,
2012),en se liant a des métaux comme le fer et le cuivre, il permet de les désactiver d’un point
de vue catalytique, et posséde la capacité de régénérer certains antioxydants endogenes et
exogenes (Panfili et al., 2003; Smith et al., 2004).

Dans la cellule, environ 90% du glutathion est situé dans le cytosol, 10% dans les
mitochondries et un petit pourcentage dans le réticulum endoplasmique. Environ 85% de
glutathion cellulaire total est libre et non lié tandis que le reste est lié aux protéines. (Main et
al., 2012).

111.4.2.2 Systémes antioxydants exogenes

Les antioxydants chimiques exogenes comprennent majoritairement les vitamines C et E,

les caroténoides et des composés phénoliques (McCall et Frei, 1999).
111.4.2.2.1Les vitamines
» Lavitamine C (acide ascorbique)

La vitamine C ou acide ascorbique est une molécule hydrosoluble présente dans la plupart
des fruits et légumes (non synthétisée par ’Homme). Elle est connue pour son action
protectrice contre 1’oxydation membranaire (Retsky et al., 1999). Elle est connue pour son
action protectrice contre I’oxydation membranaire. Son caractére antioxydant provient de sa
forme ionisée abondante (AscH?) qui peut aisément réagir avec des radicaux et produire le
radical ascorbate tricarbonyle (AscH"), stabilisé par résonance. Du fait de son trés faible pK,
la forme non protonée radicalaire faiblement réactive est privilégiée (Asc™), (Valko et al.,
2006).

Paradoxalement, les études in vivo de la supplémentation en vitamine C montrent, pour la
plupart, une réduction de I’oxydation de I’ADN, des protéines et de la lipoperoxydation, alors
que certains auteurs relatent I’effet prooxydant in vitro de cette molécule dans des milieux

tamponnés contenant du fer en accélérant la réaction de Fenton (Valko et al., 2006).
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Figure 17 :acide ascorbique.

» La vitamine E (a-tocophérol)

La vitamine E est la molécule antioxydante liposoluble la plus abondante de notre
organisme. Elle est présente dans les membranes cellulaires et circule dans le sang liée aux
lipoprotéines. Elle est chargée de neutraliser les radicaux libres en exces, et agit de deux
facons différentes, soit en piégeant directement les ROS, soit en régulant a la hausse les
enzymes antioxydantes, telles que la SOD, la glutathion peroxydase, la catalase du foie, la
glutathion-transférase et la NAD(P) H réductase (Vertuani et al., 2004).

Figure 18: Structures chimiques des tocophérols.

Elle joue un réle protecteur des structures membranaires et des lipoprotéines. Elle prévient
I’apparition d’hydroperoxydes (Yoshida et al., 1999 ; Kaiser et al., 1990). L’a-tocophérol est
le principal antioxydant contenu dans les LDL. Chaque particule de LDL contient en
moyenne de 6 a12 molécules de vitamine E (Halliwell et al., 1995). La vitamine E interrompt
la chaine de propagation radicalaire dans les membranes en limitant la peroxydation des
acides gras polyinsaturés (Burton et al., 1982).En effet, la cinétique de cette étape de
propagation étant lente (Sahnoun et al., 1997) la vitamine E peut l'arréter, en réparant le
radical peroxyl (AGPIOO* ) par la formation d'hydroperoxyde (AGPI-OOH).

De plus, il faut noter que la vitamine C associée a la vitamine E régénére la forme réduite

de I' o -tocophérol par une réaction de transfert d’hydrogeéne (Dreher et Junod, 1996).
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Figure 19:Réactions d'élimination des radicaux lipidiques par les vitamines E, C et
Glutathion (Leverse, 2009).

111.4.2.2.2 Les oligo-éléments

Le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganése (Mn), le selénium (Se) et le fer (Fe) sont des
métaux essentiels dans la défense contre le stress oxydant. Toutes les enzymes anti oxydantes
requiérent un cofacteur pour maintenir leur activité catalytique. Ainsi, la SOD mitochondriale
a besoin de manganése, la SOD cytosolique de cuivre et de zinc, la catalase de fer et la GPx
de sélenium. Cependant, certains oligoéléments, notamment le fer, lorsqu'ils sont en exces
dans Il'organisme et sous leur forme réduite, peuvent avoir une action pro oxydante (réaction
de Fenton, d'Haber-Weiss) (Ji et al., 1999).

111.4.2.2.3 Les caroténoides

Les caroténoides sont des pigments issus des plantes et microorganismes, et sont regroupés
en deux grandes familles : les caroténes et les xantophylles. On en dénombre environ 600
présents dans la nature (Léger, 2006). Leur role protecteur dans les systéemes biologiques
implique la désactivation d’espéces électroniquement activées telles 1'02 et la désactivation
d’espéces chimiques réactives telles les radicaux peroxyles (ROO) et alkyles (R"), qui
peuvent étre générés a lintérieur des cellules et occasionner des dommages oxydatifs

(Rousselet al., 2005) par simple addition électrophile et transfert d’électron .1ls permettent, en
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particulier, de neutraliser I'oxygéne singulet (Valko et al., 2006). lls protegent également
contre les réactions de photosensibilisation. Ils ont en effet la capacité de neutraliser par un
procédé de transfert d'énergie des espéces qui se trouvent dans un état excité (Rousselet al.,
2005).

111.4.2.2.4Les composés phénoliques

Les composés phénoliques, et en particulier les flavonoides, sont des métabolites
secondaires des plantes caractérisés par une structure commune de type 2-phénylbenzopyrane.
Leur capacité antioxydante réside dans leur faculté a « terminer » les chaines radicalaires par
des mécanismes de transfert d’¢lectrons et de protons, et a chélater les ions des métaux de

transition capables de catalyser la peroxydation lipidique (Leopoldini et al., 2011).

> Les flavonoides: Les relations structure activités antioxydantes des flavonoides et des
composés phénoliques ont montré que I’activité antioxydante était déterminée par la
position et le degré d’hydroxylation (Igor, 2002).

> Les tanins : ce sont des donneurs de protons aux radicaux libres lipidiques produits au
cours de la peroxydation. Des radicaux tanniques plus stables sont alors formés, ce qui
a pour conséquence de stopper la réaction en chaine de I’auto oxydation des lipides
(Cavin, 1999).

» Les coumarines : les coumarines sont capables de prévenir la peroxydation des
lipides membranaires et de capter les radicaux hydroxyles, superoxydes et peroxyles.
Les conditions structurales requises pour l’activité¢ antiperoxydante des coumarines
sont similaires a celles signalées pour les flavonoides (Igor, 2002).

> Les phénols : Parmi les dérivés phénoliques, le resvératrol est le composé qui est le
plus étudié. En effet, ce stilbene, isolé du raisin possede de fortes propriétés
antioxydantes (Igor, 2002).

» Les xanthones : La manguiférine est une xanthone qui posséde la propriété
d’inhibition envers la peroxydation des lipides, ainsi que des propriétés de capteurs de

radicaux libres contre les anions super oxydes (Diallo, 2005).
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Figure 20 : Métabolites secondaires et prévention des certaines maladies.
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I11.5 Méthode d’évaluation de I'activité antioxydante

Certaines méthodes pratiques ont été développées pour une quantification rapide, simple et
fiable de la capacité antioxydante in vitro et in vivo. En général, les méthodes pour déterminer
la capacité antioxydante totale ont été divisée en deux groupes principaux : les tests basés sur
une réaction de transfert d'un seul électron et les tests basés sur un transfert datome
d'hydrogene (Huang et al., 2005 ; Prior et al., 2005).

I11.5.1 Test du 2,2-Di-Phényl-1-Picryl-Hydrazyl (DPPH)

Le teste de DPPH est le plus ancien des tests indirecte pour détermination de l'activité
antioxydante. Le DPPH a été suggéré la premiére fois en 1950 comme un produit naturel
donneur de proton Plus tard. (Roginsky et Lissi, 2005).

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH.) est un radical stable et de couleur violette en
solution, il fut 'un des premiers radicaux libres utilisés dans 1’étude visant a déterminer la
relation structure-activité antioxydante des composés phénoliques (Blois, 1958). La stabilité
de ce radical résulte de la délocalisation importante de I’¢lectron célibataire sur la totalité¢ de
la molécule empéchant ainsi la dimérisation de se produire comme c’est souvent le cas pour
les autres radicaux. D’autre part, cette délocalisation est a ’origine de la coloration violette en

solution éthanolique ou méthanolique caractérisée par une bande d’absorption dans le visible

a 517 nm.

Figure 21: Mécanismeréactionnel entre I’espéce radicalaire DPPH" et un antioxydant (AH)
(Thomas,2011).
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[11.5.2 Test de P’activité antiradicalaire pour le radical ABTS*

L'ABTS" est un radical libre stable. 11 est trés utilisé pour évaluer le pouvoir antioxydant
des fluides biologiques, des huiles essentielles, des extraits ou bien des composeés purs (Rice-
Evans et al., 1995).

La méthode de piégeage du radical ABTS est basée sur la neutralisation d’un radical-cation
(ABTS™) resultant de I’oxydation du chromophore synthétique I’acide 2,2’-azino-bis-(3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique). Cette réaction est suivie par spectrophotométrie a 734 nm
(Reetal., 1999).
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Figure 22: oxydationde I’ABTS par le persulfate de potassium et génération de
ABTS(Gllgin, 2012).

111.5.3 Test de Blanchissement de la Béta-carotéene

Le potentiel antioxydant d’un extrait végétal peut étre évalué par la détermination de la
capacité¢ d’inhibition de 1’oxydation du B-caroténe. Dans ce teste, I’oxydation de I’acide
linoléique produit des radicaux peroxydes qui attaque les onze doubles liaisons du B-caroténe,
ce qui entraine une décoloration de cette derniere mesuré spéctrophotométriquement a 470
nm. Cependant, la présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres dérivés
de I’acide linoléique et donc prévenir I’oxydation et le blanchiment du 3-carotene (Kubola et

Siriamornpun, 2008).
111.5.4 Test de la capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC)

La méthode CUPRAC (cupric ion reducing antioxidant capacity) est basée sur le suivi de

la diminution de 1’absorbance accrue du complexe néocuproéne (NC), cuivre (Cu*?) Nc2-
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Cu*?. En effet, en présence d’un agent antioxydant, le complexe cuivre-néocuproéne est réduit
et cette réaction est quantifiée spectrophotométriquement a une longueur d’onde de 450
nm(Apak et al., 2004). Le principe de ce test se base sur la conversion des hydroxyles
phénoliques en quinones a travers la réduction du complexe Cu+2-Nc, produisant ainsi un

complexe chromogéne de Cu+2-Nc qui absorbe a 450 nm (Figure 23).

Oxvdazed AON
ADX Product

Réactif CUPRACcouleur Blen Produit jaune-orangé

Figure 23 : Réaction de CUPRAC par une molécule antioxydante.
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Chapitre IV Matériels et méthodes

IV.1 Apercu et but de travail

Apres une recherche bibliographique exhaustive notre espece du genre Hedera n’a fait
I’objet d’aucune étude phytochimique ni biologique, antérieure. Ce présent travail a pour but
de rechercher de nouvelles molécules et de mettre en évidence les activités biologiques
présentes dans cette espece en vue de valoriser la richesse végétale de 1’Algérie en plantes
médicinales endémiques.

Aprés Dextraction des parties aériennes, 1’extrait brut de Hedera a été fractionné en
utilisant la technique de Chromatographie Liquide sous Vides sur phase inverse (VLC).

Notre étude a porté aussi sur le dépistage de I’activité antioxydante par 2 méthodes
(DPPH", et CUPRAC) de [I’extrait brut méthanolique ainsi que une fraction
chromatographique provenant de cet extrait.

IV.2 Matériel et méthode
IV.2.1 Matériel végétale
1V.2.1.1 Récolte de la plante du genre Hedera
Les parties aériennes de la plante du genre Hedera ont été récoltées dans la région de

Chateau d’anglais au Nord-Est de la wilaya d’ Annabaau mois de Juin 2019. L’identification

botanique de la plante étudiée a été réalisée par Monsieur KABOUCHE Kamel.

*Plage Ain Achir;

Figure 24 : Wilaya d’ Annaba (Google Earth; 2020) [1].
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IV.2.2 Matériel Chromatographique
IV.2.2.1 Chromatographie sur couche mince (CCM)

La chromatographie sur couche mince (CCM), est une méthode d’analyse qui permet

d’avoir des informations sur la composition chimique et la pureté des fractions analysees.

Des plaques de silice prétes a ’emploi ont été¢ employées :
Plaque de silice en phase normale (SiO2) sur support aluminium (Silice 60 F254, Merck)
(20x20 cm).

Des systemes de solvants ont été utilisés pour faire éluer les extraits, fractions et composés
sur les plaques CCM, soit des systemes binaire ou tertiaire solvants selon le type des produits
et leurs polarités.

Les systemes utilisés sont :
CHClIz: MeOH: H,0: 70: 30: 5
CHClz: MeOH: 80: 20

AcOEt: MeOH: H20: 100:10: 10.

L’observation des CCM s’effectue en lumicre visible et sous UV (254 et 365 nm), avant la
révélation par un révélateur a base de la vanilline sulfurique (1 g de la vanilline, dissous dans

100 mL de I’éthanol additionnée 2 mL d’acide sulfurique).
1V.2.2.2 Chromatographie liquide sous vide (VLC)

La chromatographie liquide sous vide (VLC : Vacuum Liquid Chromatography) est une
technique de fractionnement majeure et rapide. D’habitude elle est préconisée pour
fractionner grossierement les extraits. On utilise dans cette technique un entonnoir en verre
contenant un disque fritté (porosité N°4), une fiole a vide afin de récupérer les fractions et une
pompe ou une trompe a eau pour créer le vide L’entonnoir est rempli avec le gel de silice en
phase inverse (RP-18 43-60 um, Merck). La silice est éluée avec un systéme de solvants
polaire H20 : MeOH (70 : 20 a 0 : 100).
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1VV.2.3 Méthode physico-chimique
1V.2.3.1 Spectrophotométrie UV visible

Les spectres UV-visible des composés isolés sont enregistrés dans le MeOH sur un
spectrophotometre (NICOLET évolution 100). Grace a son monochromateur, le lecteur offre

une grande sensibilité aux essais.

Pour I’évaluation de I’activité antioxydante, un lecteur de microplaque de type Perkin
Elmer (EnSpire Alpha Plate Reader) multimode, des microplaques en plastique de 96 puits et

des micropipettes réglables ont été utilisés au cours de ’exploration de I’activité antioxydante.
IV.3 Etude phytochimique de la plante du genre Hedera
IVV.3.1 Extraction par macération a froid

Les parties aériennes et racines de la plante (1000 g) sont séchées et broyées finement puis
mises & macérer dans un melange (MeOH/H20:80/20). Cette macération est répétée 4 fois
avec renouvellement du solvant et dure dans chaque cas 48 heures. Aprés filtration et
concentration a sec a température de 45 °C, La solution extractive obtenue est concentrée par
évaporation pour donner 150 g d’extrait brut. Le protocole suivi figure dans les photos ci-
dessous (Figure25 ; 26).

Figure 25: Etapes de macération et de filtration des parties aériennes de la plante du genre

Hedera.
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Figure 26: Procédé de concentration des filtrats hydroalcooliques.

e Fractionnement de I’extrait méthanolique brut de la plante du Genre Hedera :

12 g de I’extrait méthanolique des parties aériennes de Hedera ont été fractionnés par VLC
en phase inverse Cig avec I’éluant H,O-MeOH (70/30, 60/40, 40/60, 20/80, 0/100 : v/v). Des
fractions de 200 ml (*3) sont recueillies pour chaque mélange.

Figure 27: Fractionnement de 1’extrait brut par VLC.

Ces fractions subissent une chromatographie sur couche mince (CCM) avec plusieurs
systéemes. Les chromatogrammes obtenus sont visualisés sous la lumiére UV a 254 nm puis
révélées a la vanilline sulfurique a 1% puis chauffées a 100 °C.
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IV.4 Mise en évidence des polyphénols

L’estimation de la teneur en composés phénoliques totaux a été réalisée par la méthode
colorimétrique de Folin-Ciocalteu décrite dans la littérature (singleton et al.,1999). Cette
méthode est basée sur la réduction en milieux alcalin de la mixture phosphotungstique (WO 4
) phosphomolybdique ( MoO:*) de réactif de Folin par les groupement oxydables des
composeés phénoliques, conduisant a la formation de produits de réduction de couleur bleue.
Ces derniers présentent un maximum d’absorption a 765 nm dont [’intensité est

proportionnelle a la quantité de polyphénols présents dans I’échantillon (Georgé et al., 2005).

Brievement, 125ul de 1’échantillon est mélangée avec 500 pl d’eau distillée et 125ul de
réactif de Folin-Ciocalteu. Aprés une agitation du mélange suivie d’un repos de 3 minutes on
rajoute 125ul d’une solution de carbonate de sodium a 2 %. Enfin le mélange obtenu est
ajusté par de I’eau distillée a 3 ml. 3 ml du réactif de Folin-Ciocalteu a 1 N sont additionnés;
aprés 30 minutes d’incubation a température ambiante, la lecture des densités optiques (DO)

est faite a 760 nm contre un blanc.

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parallele dans les mémes conditions
expérimentales en utilisant ’acide gallique comme contrdle positif a concentrations finales
allant de de 50 a 500 pg/ml. La teneur des composes phénoliques est exprimée en équivalents
de mg d’acide gallique (EAG) /g de plante séche. Tous les essais sont reproduits au moins
trois fois (Kim et al., 2003).

IV.5 Evaluation de P’activité antioxydante de I’espéce du genre Hedera

A travers notre étude bibliographique, il apparait clairement qu’une seule méthode ne suftit
pas ni pour caractériser les propensions antioxydantes in vitro et in vivo, ni ne peut donner une
prévision complete de I’efficacité antioxydante. L’utilisation de plus d’'une méthode est donc
nécessaire et nous avons choisi le test du CUPRAC et du DPPH pour leur facilité de mise en
ceuvre pour évaluer I’activité antioxydante de notre extrait brut et la fraction 60/40 de la

VLC, ceci nous permettra de mieux généraliser les résultats.

Les résultats, sauf pour le dosage CUPRAC, ont été enregistrés a la concentration 50%
d'inhibition (ICsp). L'activité antioxydante de ’extrait et la fraction 60/40 de la VLC, a été

comparée a celle de standard le BHA.
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IV.5.1 Test de piégeage du radical 2,2-Di-Phényl-1-Picryl-Hydrazyl (DPPH)

Le test chimique que nous avons utilisé pour déceler la présence de composés antioxydants
dans I’extrait brut et la fraction 60/40 de la VLC, repose sur le principe de la réduction des
radicaux libres fournis par le 1, 1'-diphényle-2- picrylhydrazyle (DPPH) (Takao et al., 1994).

Le développement des plaques CCM a été réalisé dans des systemes de solvants différents.
Apres migration, les chromatogrammes ont été séches et pulvérisés avec une solution
méthanolique de DPPH. En présence de substances antioxydantes, le DPPH est réduit et passe
de la couleur pourpre (violette sombre) au jaune. Sur les plaques CCM, les zones d’activités

anti-radicalaires apparaissent en jaune clair sur fond violet aprés un temps de 30 min.
> Dosage de I’activité anti radicalaire par le test DPPH

Le pouvoir antioxydant de nos extrait a été testé par la méthode de blois (Zhu et al., 2002).
Méthode au DPPH (Blois, 1958). Avec quelque modification ce radical libre stable (Figure
28) possede une coloration violette foncée, lorsqu’il est réduit, la coloration devient jaune pale
(Ozturket al., 2011).

Ainsi, 40 pul de chaque échantillon a des concentrations décroissantes, y compris le BHA,
ont ¢ét¢ additionnés a 160 pl d’une solution méthanolique de DPPH (0,1mM)
préalablementdéposée dans chacun des puits d’une microplaque. Un témoin négatif est
préparé en paralleleen remplagant les 40 pl d’échantillon par du méthanol. Aprés une
incubation de 30 min a températureambiante et a I’obscurité, 1’absorbance est mesuré a 517

nm.Les tests sont pratiqués en triplicata.

NO,

Q NO, Q NO,
S @ — 23 @

DPPH DPPH-H

W). (H Antioxydant W Radical de I'antioxydant

Figure 28:Mécanisme de la réaction de 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) avec un

antioxydant.
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Le pourcentage de ’activité antiradicalaire de DPPH a été calculé comme suit :

APR (%) = [(ApppH — Aexirait) / ApppH] X 100

OU ApppH est ’absorbance de la solution DPPH, et Agxiait est I’absorbance de 1’échantillon a

une concentration donnée.
IV.5.2 Test de la capacité antioxydante par réduction de I’ion cuprique (CUPRAC)

La capacité antioxydante réductrice du cuivre est basée sur la réduction du Cu (1) en Cu
(I) en présence d’un antioxydant, ou I’absorbance est enregistrée a la longueur d’onde

maximale de 450 nm (Apak et al., 2004)..

[~ N 2+ [ B E:
\_;" f'f \- Les antioxydants \x—ff A
N, N== réduits M, N=
HyC R CH5y 5T e i CHiy
Cu le Cu (1D au Cu (1) Cu
HaC A CHa - H,C - CHy | 4+ W™
r M= M M=
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_ b _ 2
Cu(llyMNc CullyMNe

Figure 29:Réduction du complexe néocuproine / cuivre (11) (Ozyurek et al., 2011).
Briévement, dans les plaques de 96 unités, des solutions ont été ajoutées : 50 ul de Cu(II)
(10 mM), 50 pl de néocuproine (7.5 mM), 60 ul de tampon NH4Ac (1 M, pH =7), et 40 ul de
I’extrait a différentes concentrations. Aprés une heure du temps et a I’aide d’un lecteur de
microplaques, 1’absorbance a été enregistrée a 450 nm. Les résultats ont été calculés a titre de

Ao (ug/ml) correspondant a la concentration indiquant 0,50 d’absorbance.
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Chapitre V Résultats et Discussion

V.1 Rendement d’extrait brut

Le rendement d’extraction correspond au pourcentage des principes actifs dissouts dans un
solvant organique et/ou aqueux utilisé pour I’extraction. Il est déterminé a partir du poids de

I’extrait sec par rapport au poids de la matiére végétale séche réduit en poudre (Abe et al.,

2010).

Le rendement est exprimé en pourcentage massique par rapport a la quantité de matiere seche

selon la formule:

R (%) = [M1/ M0] x 100

R % : Rendement en extraits exprimee en g /100g de matiere seche.
M1 : quantité de I’extrait récupérée exprimée en g.

MO : quantité de la poudre végétale utilisée pour I’extraction exprimée en g.

Le processus de maceration nous a permis d’extraire a partir de 640 g(MO0) des parties
aériennes ( feuilles) de la plante du genre Hedera une masse (M1) de 150 g de couleur vert
foncée tres visqueuse qui donne un rendement a I’ordre de 23.43%.

En général, le calcul des rendements permet d’apprécier les extraits totaux qu’on peut
tirer de chaque espéce. Ces rendements permettent également d’envisager la quantité
d’organes a prélever en cas de besoin pour une éventuelle étude ultérieure, ce qui, rendrait

['utilisation rationnelle.

V.2 Fractionnement de I’extrait méthanolique

Un premier fractionnement de ’extrait méthanolique (12 g) a été réalisé par 1’utilisation de
la chromatographie liquide sous vide (VLC) sur silice greffée Cis, avec le mélange
H>O/MeOH (70/30,60/40, 40/60, 20/80, 0/100).

Chague fraction a été analysée par chromatographie sur couche mince (CCM) (figures 30 ;

31 ; 32) afin d’avoir une idée sur la richesse de chaque fraction.
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Figure 30 : Chromatogramme des fractions de la VLC de I’extrait brut (Systéme d’élution :
CHCI3 : MeOH : H20 (7:3:0.5).
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Figure 31: Chromatogramme des fractions de la VLC de I’extrait brut (Systéme d’élution :
Acétate : MeOH : H20 (10 :1 :1).
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Figure 32: Chromatogramme des fractions de la VLC de I’extrait brut (Systéme d’élution :
CHCI3 : MeOH (8 :2).

La chromatographie sur couche mince aprés la révélation par 'UV a 254-365 nm et la
vanilline sulfurique a montrée plusieurs taches dans chaque fraction de type flavonoides (les
fractions 60/40 et 40/60), saponosides et terpenoides (les fractions 20/80 et 100%). Ce type de
métabolites secondaires a été mis en évidence et purifiés a partir de plusieurs espéces de la

famille des Araliaceae (Wang et al., 2019).
V.3 Dosage des polyphénols totaux

L’¢étude quantitative de I’extrait méthanolique et de la fraction 60/40 de la VLC, préparé a
partir des parties aériennes de la plante du genre Hedera au moyen du dosage
spectrophotométrique avait pour objectif la détermination de la teneur des polyphénols totaux.
La raison principale pour le choix de ces substances réside dans le fait que la majorité des

effets pharmacologiques des plantes leur sont attribués.

La teneur en polyphénols est enregistrée en équivalent d’Ac gallique en microgramme par
milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait). La coloration produite est proportionnelle a la

quantité de polyphénols présente dans les extraits végétaux (figure 33 et 34).

Les résultats du dosage des polyphénols totaux montrent que fraction 60/40 est la plus
riche en composés phénoliques (148.46 +£0,5096pg EAG/mg d’extrait), suivi par 1’extrait
méthanolique (65,76 £2,16 pg EAG/mg d’extrait).
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D’aprés ces résultats obtenus, nous avons remarqué que la plante étudiée a présenté une
teneur en polyphénols estimée légérement moyenne. En interrogeant les différentes bases de
données bibliographiques, nous n’avons pas trouvé d’articles qui ont étudié les parties

aeriennes de notre espéce du genre Hedera en matiére d’étude phytochimique ou biologique.
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Figure 33 : Droite d'étalonnage de I'acide gallique (moyenne £ SD de trois essais).
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Figure 34 : Teneurs en polyphénols totaux de ’extrait méthanolique et de la fraction VLC
60/40 en mg/ml eq acide gallique.
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V.4 Résultats de I’évaluation de I’activité antioxydante

L’activité antioxydante de I’extrait méthanolique et la fraction 60/40 de la VLC a été
déterminée par deux méthodes, il est bien claire qu’une seul méthode n’est pas suffisante

pour caractériser le potentiel antioxydant d’un échantillon.
V.4.1 Test de I’activité scavenger du radical DPPH'

e Mise en évidence de P’activité

L’activité anti radicalaire a été mise en évidence grace a une révélation des plaques CCM de
I’extrait méthanolique el la fraction 60/40 de la VLC par le une solution de DPPH (figure 35).
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Figure 35 : Plaque CCM développée par deux systemes (CHCI; : MeOH : H20 (7 :3 :0) et
CHCIs : MeOH (8 :2) révéle par le DPPH.

Les zones claires sur un fond violet montre la activité antiradicalaire des deux extraits
notamment fraction 60/40 ceci nous a encouragé a doser I’activité antiradicalaire des deux

extraits.
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e Dosage de ’activité scavenger du radical DPPH

L’évaluation de I’activité antioxydante est basée sur le pouvoir inhibiteur des extraits sur le
DPPH. Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition de DPPH. Ce pourcentage de
DPPH permet d’utiliser le paramétre Clso qui est defini comme la concentration de substrat

qui cause une perte de 50% d’activité de DPPH.

Test DPPH
100
80

60

%d'inhibition

12.5 pg 25 ug 50 ug 100 pg 200 pg 400 pg 800 ug
concentration ug/mL

= extrait méthanolique  =====fraction vic 60/40 BHA

Figure 36 : Courbe de pourcentage d’inhibition du DPPH par différents extrait de plante.

La figure 36 révele que tous les échantillons testés ont une activité antiradicalaire dose

dépendante vis-a-vis du DPPH".
Les résultats obtenus ont été également utilisés pour la détermination de la valeur d’IC50, ce

qui permettra par la suite une évaluation de I’activité des échantillons par rapport a celle du

standard BHA.

% Détermination des ICsp

Les valeurs d’IC50 exprimées en pug/ml sont déterminées graphiquement a ’aide d’un
logiciel statistique (OriginePro 8) permettant une analyse de la droite de régression non
linéaire des pourcentages d’inhibition en fonction du logarithme décimal des différentes
concentrations préparées (Figure 38). Plus la valeur de ICso est faible plus I’activité

antioxydante de 1’échantillon est forte.
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Les valeurs de I’'ICso de chaque extrait ainsi que celle de BHA sont classés par ordre croissant

sous forme d’histogramme (Figure 37).
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Figure 37 :Valeurs des 1Cso pg/ml en ordre croissant.

Figure 38 : Palaque du test DPPH.

Parmi les extraits testés, la fraction 60/40 de la VLC représente la fraction la plus active
avec une ICso de I'ordre de 134,79 pg/ml en confirmant le résultat du CCM de criblage
phytochimique suivi par D’extrait méthanolique avec une ICso de 257,02 pg/ml. En

comparaison avec le standard, tous les extraits testés s’avérent moins actifs.
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V.4.2 Teste de la capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC)

L’activité réductrice a été étudiée par une méthode impliquant un réactif beaucoup plus
stable et facilement accessible (le complexe [Cu?*-Nc]) que le réactif radicalaire chromogéne
DPPH. En mesurant la capacité de réduction cuprique d’un échantillon a 450 nm, ce test peut
indirectement mais efficacement refléter le pouvoir antioxydant total de I'échantillon méme si

aucune espéce radicalaire n'est impliquée dans le test (Apak et al., 2013).

Les résultats sont représentés par ordre croissant sous forme d’un histogramme (Figure 39).
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Figure 39:Valeurs des Aosoexprimés en classer en ordre croissant.

L’activit¢ CUPRAC indique une relation inverse entre les Ao et la capacité antioxydante
des échantillons testés. La figure ci-dessous illustre le virage de la couleur par rapport au

blanc confirmant ainsi les résultats du test.
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Figure 40:Palque du test CUPRAC.

A partir de la figure 39 ont peut déduire que I’extrait méthanolique(Aos = 132,16+20,10
ug/mL) et la fraction 60/40(Aos = 41,86+22,48 ng/mL) montrent un pouvoir réducteurde
cuivre. Toutefois le BHA présente la plus forte activité réductrice de cuivre.

En partant de ces résultats, on peut déduire que les variations de la capacité antioxydante des
différents échantillons testés comparativement a celledes témoins (BHA) pourrait étre
principalement due a la présence et a la teneur de composés phénoliques notamment dans la

fraction 60/40, d’ou I’intérét de la soumettre a une purification.

63



%ﬁi' T,




Conclusion générale

Conclusion générale

Le présent travail porte sur I’investigation phytochimique et activité antioxydante de la
plante médicinale Hedera appartenant a la famille Araliaceae Cette famille est connue par sa
richesse en divers métabolites secondaires d’un grand intérét biologique tels que les
saponosides et les flavonoides.

Le criblage phytochimique préliminaire par chromatographie sur CCM, a montré la
présence de : flavonoides, saponosides, stérols et terpenes. A I’exception des alcaloideset
tanins, toutes les autres familles chimiques sont présentes. Le fractionnement de I’extrait
méthanolique des parties aérienne de Hedera a été essentiellement fondé sur I’utilisation
conjointe des techniques chromatographiques.

7

%+ chromatographie liquide sous vide sur phase inverse Cig (VLC)
%+ chromatographiechromatographisur plaquesanalytique de silicenormale (CCM)

Le dosage des phénols totaux de I’extrait méthanolique et de la fraction 60/40 a révélé des
teneurs limité dans notre espece.
L’activité antioxydante des extraits méthanolique et de la fraction 60/40 des parties aeriénnes
de notre espece a été évaluée par deux tests : le test DPPH et CUPRAC.Cette étude a réveélé
que Dextrait méthanoliqueet de la fraction 60/40 présentent une activité
antioxydantemoyenne par rapport a I’antioxydant standard.

Partant de ces résultats encourageant il serait donc intéressant de mener une étude plus
approfondis sur cette espece du genre Hedera, afin de mieux identifier et exploiter les

métabolites secondaires en genérale et les saponosides en particuliers.

64



/7

Résume

Le présent travail s’articule autour de la connaissance de la composition phytochimique et
I’activité antioxydante de 1’extrait éthanolique des parties aériennes d’une plante médicinale
Algérienne du genre Hedera appartenant a la famille des Araliaceae connue pour sa richesse
en métabolites secondaires biologiquement actifs comme les flavonoides et les saponosides

Ce travail a permis la caractérisation par les méthodes chromatographiques (VLC et CCM)
de différentes familles de métabolites secondaires.

L’activité antioxydante de I’extrait méthanolique ainsi que la fraction 60/40 a été évaluée

par les méthodes de DPPH et CUPRAC.

Mots clés : Araliaceae, HederaVLC, CCM, flavonoides, saponosides, Activité antioxydante.



Abstract

This work is based on the knowledge of the phytochemical composition and antioxidant
activity of the ethanolic extract of the aerial parts of an Algerian medicinal plant of the genus
Hederabelong to the Araliaceae family, known for its richness on various secondary
metabolites with interesting biological activities such as flavonoids and saponosids.

This work allowed the characterization by chromatographic methods (TLC and VLC), of
different families of secondary metabolites.

The methanolic extract and 60/40 fraction were evaluated for their antioxidant activities
using DPPH and CUPRAC methods.

Keywords: Araliaceae, Hedera, VLC, CCM, flavonoids, saponosids antioxidant activities
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