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Introduction

Introduction

Les plantes medicinales sont utilisées depuis l'antiquité, pour soulager et guérir les
maladies humaines. En fait, leurs propriétés thérapeutiques sont dues a la présence de
centaines, voire des milliers de composés naturels bioactifs appelés: les métabolites
secondaires. Ces derniers sont par la suite accumulés dans différents organes et parfois dans
des cellules spécialisées de la plante. (De Pascual et al .,1984 ; Rauter et al ., 1989 ; Joao et
al .,1998 ; Akrout et al., 2001).

Actuellement, le développement de la résistance microbienne aux antibiotiques et la
toxicité des antioxydants synthétiques ont conduit les chercheurs a puiser dans le monde
veégetal et particulierement les plantes médicinales et culinaires en quéte de molécules
naturelles efficaces et dénuées de tout effet adverse. (Memmi et al ., 2007 ; Sefi et al., 2010 ;
Akrout et al., 2011).

Le stress oxydatif est un facteur de risque important dans la pathogenese de
nombreuses maladies chroniques. Les radicaux libres et d'autres especes reactives d'oxygene
sont reconnus comme des agents impliqués dans la pathogenése de maladies telles que
I'asthme, les arthropathies inflammatoires, le diabete, les maladies de Parkinson et
d'Alzheimer, les cancers ainsi que l'athérosclérose. Les especes réactives d'oxygene sont
également dites responsables du vieillissement humain (kanwar et al .,2009);(Chiavaroli et
al., 2011).

Un antioxydant peut étre largement defini comme toute substance qui retarde ou
inhibe les dommages oxydatifs a une molécule cible (Yamagishi et al., 2011). La principale
caractéristique d'un antioxydant est sa capacité a piéger les radicaux libres. Les composés
antioxydants comme les acides phénoliques, les polyphénols et les flavonoides récupérent les
radicaux libres tels que le peroxyde, I'nydroperoxyde ou le peroxyde lipidique et inhibent
ainsi les mécanismes oxydatifs qui conduisent & des maladies dégénératives (Wu et al.,
2011) . Les extraits a base de plantes considérés comme de baux antioxydants depuis

I'Antiquité.

Lantana camara L. (Verbenaceae) (Lantana camara L.) est une mauvaise herbe
significative dont il existe 650 variétés dans plus de 60 pays ou groupes d'iles. Les guérisseurs
traditionnels ont utilisé des especes de Lantana pendant des siécles pour traiter diverses
maladies. Différentes parties de Lantana camara L. ont été utilisées pour le traitement de
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diverses maladies humaines telles que les démangeaisons, les coupures, les ulcéres, les
gonflements, la fiévre bilieuse, I'eczéma, le tétanos, le paludisme, la tumeur, le rhumatisme et
les maux de téte (Abou-karam ,Shier., 1990).

Notre travail s’inscrit dans le cadre d’évaluer l'activité antioxydante de différents
extraits des feuilles de Lantana camara L. en utilisant le dosage de piégeage de DPPH, et le
phosphomolybdate.

Le plan de cet manuscrit est le suivant :

Une partie bibliographique qui englobe:

- Une étude botanique de Lantana camara  (classification, description, répartition
géographique, .....)

- Etude de I’activité antioxydante.

Une partie expérimentale qui met en évidence I’activité antioxydante de cette plante
par deux méthodes: le piégeage du radical libre DPPH et le phosphomolybdate d’ammonium.
Et une partie contenant les résultats obtenus ainsi leurs discussion.

Finalement une conclusion générale et des perspectives.
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Chapitre I : synthese bibliographique

Partie 01 : Présentation de la plante

Lantana camara, Lantanier est une espéce d'arbuste de la famille des Verbenaceae.
Elle est originaire des Antilles ( Anonime 2017).Le mot Lantana camara dérive du latin 'lento’
qui signifie plier (Ghisalberti, 2000). L'espéce a été décrite pour la premiére fois par Linnaeus
en 1753 (Munir, 1996; Kumarasamyraja et al., 2012).Le genre Lantana est le genre de la
famille Verbenaceae avec 600 variétés existant dans le monde entier.

1. Classification selon Cronquist (1988)

La premiére classification décrite par Linnier en 1753, ensuite déférentes
classifications ont été mis en évidence sur Lantana Camara, selon Cronquist(1988).
Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Sous-classe :Asteridae
Ordre : Lamiales
Famille : Verbenaceae
Genre :Lantana

Espéces :Lantana camara L.
2. Synonymes et noms locaux

» Synonymes: Lantana aculeatalL. LantanaantidotalisThon .
» Nom local (Francais) : Mille fleurs

» Nom local (Mooreé) : Nasarliulisibi
3- Caractéristiques morphologiques

% Tige: Lantana est un arbuste tres ramifie, formant des fourrés, de 2 a 4 m de haut. Les
tiges ligneuses sont carrées en section transversale et velues quand elles sont jeunes, mais
deviennent cylindriques et attiennent 150 mm d'épaisseur avec I'age.

¢ Feuille: Les feuilles de Lantana camara sont rugueuses avec une odeur aromatique. Elles
sont ovales ou ovales oblongues, aigués ou subaigués, crénelées serrées, rugueuses au-
dessus, scabridées des deux cotés ; elles sont de 2-10 cm de long avec des bords dentés,
vert vif sur la surface supérieure, poilues et fortement nervurées sur le dessous. Elles
grandissent en face I'une de l'autre le long des tiges, et leur taille et la forme dépend de

variété de Lantana, et la disponibilité de I'humidite.
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FigureO1 :Feuilles de Lantana camara (photo personnelle 2017)

Fleur: petite fleur tenue en grappes (appelé ombelles), de couleur généralement
orange, parfois variant du blanc au rouge dans diverses nuances et elle change
habituellement les couleurs a mesure qu’elle vieillit. Les fleurs ont une gorge
jaune, dans la téte axillaire presque toute I'année. Le calice est petit, la corolleest
en tube mince, le membre s'étendant de 6 a 7 mm de large et divisé en lobes
inégaux.

Les inflorescences sont produites par paires dans les aisselles des feuilles
opposées. Elles sont compactes, en forme de déome de 2-3 cm de diametre et
contiennent 20-40 fleurs sessiles.

La floraison se produit entre ao(t et mars, ou toute I'année si I'humidité adequate et

la lumiére sont disponibles

Figure 02 :Différentes fleurs de Lantana camara(photo personnelle2017).
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+ Racine: Le systéme racinaire est trés fort avec une racine principale et un tapis de
nombreuses racines latérales peu profondes.
% Fruit : Les fruits sont noiratres et drupacés (fruit charnu a noyau). La floraison et la

fructification se déroulent presque toute I’année.

Figure03: Fruits de Lantana camara L. (photo personnelle2017).

4-Cycle de vie

Un cycle de vie typique de Lantana camara commence avec la dispersion des graines
par divers agents de dispersion tels que les oiseaux mangeurs de fruits et peu de mammiferes.
Chaque annee, une plante produit jusqu'a 12 000 fruits (Mack et al., 2000). Diverses études
montrent que le processus de germination commence une fois que la semence a traverse
I'intestin d'un oiseau ou d'un mammifére (Khoshoo et Mahal, 1967). La pollinisation par des
insectes comme les papillons, les papillons de nuit, les abeilles et les thrips sont courantes
(Goulson et Derwent, 2004). Outre ces derniers, le mode de propagation végétatif inclut,
répandu a travers la stratification, ou le décollage. La croissance répétitive de Lantana camara
a la base des tiges confirme sa ténacité. Diverses études ont des attributs de viabilité des

semences allant de 2 a 5 ans (Wijayabandara et al., 2011).

Toutefois, I'neure exacte de la viabilité des semences est encore inconnue et dépend
principalement des variétés végétales, des types de sol et des taux d'’humidité (Raizada et
Raghubanshi, 2010). Les perturbations anthropiques (brilage, coupage, défrichage, activités
de construction) facilitent sa germination et sa propagation. La croissance de la plante se

produit toute l'année mais le pic est atteint aprés les pluies d'été. L'espece ne prend que
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guelques semaines pour germer. La sécheresse et la canopée ouverte favorisent la germination

précoce. Les fourrés matures une fois établis, continuent a persister pendant longtemps.
5-Niveau de ploidie

En Australie, la plupart des variétés naturalisées sont tétraploides (n=44), mais
plusieurs variétés sont triploides (n= 33), I'une diploide (n= 22) et l'autre pentaploide (n= 55)
(Everist 1981). Les niveaux de ploidie de Lantana en Inde sont semblables a ceux de
I'Australie, a lI'exception qu'aucune variété de mauvaises herbes n'a été trouvée étre diploide
en Inde (Sinha & Sharma 1984). Cependant, en dehors des preuves corrélatives suggérant que
les formes pentaploides sont mieux adaptées que d'autres formes aux conditions de haute
altitude en Inde (Ojha et Dayal, 1992), peu de preuves suggerent que les différents niveaux de
ploidie ont des traits distinctifs ou ont une signification écologique dans le potentiel
d'invasion de l'espéce. Il est maintenant largement reconnu que le Lantana est
morphologiquement distinct dans différentes régions de sa zone naturalisée par rapport a

Lantana dans son aire de répartition native (Smith et Smith, 1982).
6- Distribution géographique

Lantana camara est une plante d'origine tropicale et originaire du centre et du nord de
I'’Ameérique du Sud et des Caraibes. Elle est maintenant répandue dans pres de 60 pays, a
savoir la Nouvelle-Zélande, le Mexique, la Floride, la Trinité, la Jamaique et le Brésil. Elle est
signalée dans de nombreux pays africains, notamment au Kenya, en Ouganda, en Tanzanie et
en Afrique du Sud. En Inde, Lantana camara a probablement été introduit avant le 19°™

siecle en tant que plante ornementale. Actuellement, elle est distribuée dans toute I'Inde.



Chapitre I : synthese bibliographique

Figure 04: Répartition géographique de Lantanacamara(Julissa Rojas, 2013).

7- Ecologie de la plante

Elle se produit dans divers habitats et sur une variété de types de sol. La plante pousse
généralement mieux dans des situations ouvertes et non ombragées, comme des terres
dégradées, des paturages, des bordures de foréts tropicales et subtropicales, des foréts
tempérées chaudes, des bords de mer et des foréts se remettant d’incendies. Elle envahit aussi
les plantations forestieres et les zones riveraines. Dans sa zone indigene en Ameérique
tropicale, Lantana se rencontre généralement en petits amas de 1 m de diametre (Palmer et
Pullen, 1995). Dans sa zone naturalisée, elle forme souvent des fourrés mono spécifiques
denses de 1 a 4 m de haut et d'environ 1 a 4 m d'épaisseur (Swarbrick et al., 1998), bien que

certaines especes grimpent a des arbres de 8 a 15 m (Swarbricket al., 1998).

8-Utilisations de Lantana camara

e Utilisations médicinaux

L'extrait méthanolique des feuilles de Lantana camara semble faciliter la cicatrisation

d'ulceres gastriques et empécher le développement d'ulceres duodénaux chez le rat(R.
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Sathisha et al.,2011).des extraits des feuilles fraiches ont un effet antibactérien et sont
traditionnellement considérées au Brésil comme ayant des
vertus antipyrétique, carminatives et utiles pour le traitement d'infections respiratoires
(Barreto et al.; 2010).

e Utilisations thérapeutiques

Un certain nombre d'utilisations thérapeutiques de différentes parties de Lantana camara

ont été documentées qui indiquent :

Lantana camara est utilisé pour le traitement de diverses affections dans de nombreuses
régions du monde depuis l'antiquité. Il a été documenté que la décoction de racine a été
utilisée pour traiter les maux d'estomac et les vomissements chez les nourrissons en Afrique
de I'Ouest. A c6té de celles-ci, les mémes parties de Lantana camara ont été utilisées contre le
paludisme résistant a la quinine. Dans le méme temps ; les feuilles sont également ont été
utilisés médicalement pour le traitement des maux de gorge, la toux, la conjonctivite, les
maux de dents, les éruptions cutanées et les démangeaisons ; et la vapeur des feuilles
bouillantes pour les maux de téte et le froid. En Afrique de I'Ouest, les feuilles ont également
été utilisées comme diaphorétique, stimulant et traitement de la jaunisse et des rhumatismes.
(Hedberg et al., 1983) . Au Nigéria et au Sénégal, ont également utilisé des extrais de
Lantana camara dans la prise en charge de la toux, des rhumes, de I'asthme et de la pyrexie
EnAmérique et en Ghana ; les feuilles et les fleurs de Lantana camara ont été utilisées contre
la fievre, la grippe et les maux d'estomac, la varicelle et la rougeole (Bever, 1983).

Ces parties de la plante ont été également employés pour le traitement des cancers et des
tumeurs. Parallelement, I'utilisation thérapeutique des Lantana camara a été documentée dans
le traitement des coupures, des rhumatismes, des ulcéres, du vermifuge, de la lépre et de la
gale dans les pays asiatiques. En outre, les Lantanacamara ont également été utilisés dans la
libération de maladies gastro-intestinales (au Mexique) (Hernandez et al., 2003).Les troubles
ORL tels que le rhume, la toux, I'amygdalite, I'otite moyenne (Au Kenya) (Njoroge and
Bussmann., 2006). La lepre (Bangaladesh) Diarrhée (dans les Ghats occidentaux de I'Inde)
(Tetali et al.,2009). Les rhumatismes et les maladies pulmonaires.Lantana camaraégalement
été signalés pour étre utilisés dans le traitement des fievres biliaires, les infections catarrhales,
le tétanos, lI'atoxy de abdominalviscera(Nayak et al.,2009).L’affaiblissement du mémoire

(Nguta et al.,2010).Et antiinflammatoire, antipyrétique, antispasmodique,(Garcia et al.,2010).
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Elle peut étre utilisee comme sudorifique, carminative, antiseptique, antispasmodique,

antiémétique et insecticide.

9-Toxicite des grains de Lantana camara L.

Outre une propension a occuper la niche écologique d'autres espéces, cette plante
produit des fruits tres toxiques encore verts, avant leur maturité, pour I'nomme et de
nombreux animaux qui les ingerent (Anonime 2017).Son feuillage produit des
triterpénoides:des composés organiques a 30 carbone pentacycliques qui le rendent
hépatotoxique et induit une photosensibilité chez les animaux de paturages (moutons, chévres,
bovins et chevaux), avec des pertes importantes par mortalité aux Etats-Unis, en Afrique du
Sud, Inde, Mexique et Australie( ISSG database 2009).

Figure05 : Fruits toxique de Lantana camara L.(Anonime 2017).

10 - Impacts de Lantana camara L.

Lantana camara a de nombreux impacts négatifs, y compris le risque de perturber le
cycle de succession, le déplacement dubiotope indigéne entrainant une diminution de la
biodiversité (Murali et Setty, 2001). Ses infestations modifient la structure et la composition
florale des communautés indigénes (Sharma et Raghubanshi, 2010). A mesure que la densité
de Lantana camara dans la forét augmente, les interactions allélopathiques augmentent et, par
conséquent, la richesse en especes diminue (Day et al., 2003). C'est un probleme majeur dans
les terres agricoles dans diverses régions de I'Inde parce qu'une fois établie, I'espéce forme des
fourrés denses et impénétrables qui compensent les péturages indigenes, bloquant le

mouvement des herbivores en plus de causer I'empoisonnement. Lantana camara a de
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nombreux impacts secondaires car il héberge des ravageurs sérieux tels que les moustiques et
les mouches tsé-tse, entrainant de graves problémes de santé. Ceux-ci modifient les régimes
d'incendie de maniére significative en fournissant la charge de carburant fournie. L'espéce a
été impliquée dans des incendies de forét destructeurs dans diverses régions de I'Inde
(Hiremath et Sundaram, 2005).

11 - Importance deLantanacamara L.

Elle est également utile dans I'amélioration du statut socio-économique des
communautés arrierées. La tige de cette mauvaise herbe, si elle est traitée au sulfate, peut
également étre utilisée dans la préparation de la pate a papier qui est utilisée pour I'emballage,
I'écriture et I'impression du papier et des paniers de fabrication (Ray et Puri, 2006; Nithani et
Pandey, 2009). La tige est également utilisée dans la fabrication d'abris temporaires ainsi que
de biocarburants pour la cuisson et le chauffage (Prasad et al., 2007, Sharma, 1988).

Lantana est eégalement utile dans la gestion du sol naturel; elle empéche le compactage
du sol et I'érosion. C'est aussi une excellente source de matiére organique pour la rénovation
des paturages. L'espece présente une capacité comparativement moindre d'absorption de I'eau
de pluie que les terres sous bonne couverture herbeuse. Ceci augmente la quantité de
ruissellement et expose le sol a I'érosion dans les zones infestées par la mauvaise herbe
(Bhushan et Sharma, 2002).

12 -Effets sur la biodiversité

Les plantes exotiques envahissantes sont devenues une grave menace pour la
biodiversité végetale dans de nombreuses parties du monde (Mack et al., 2000). Lantana,
classée au sommet en termes d'especes envahissantes les plus touchées (Batianoff GN et
Butler DW, 2003) et considérée comme I'une des 100 espéces extrémes pires envahissantes du
monde, s'est répandue dans presque toutes les régions de la région seche a feuilles caduques.
(Sharmaet Raghubanshi en 2006 ; Sharma; al.,2005) a ont signalé que l'invasion de
communautés indigenes par des espéces exotiques a été parmi les problémes écologiques les

plus difficiles de ces derniéres années.
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Partie02 : oxydation et antioxydants

I- Le stress oxydatif

Le stress oxydatif est défini comme étant le déséquilibre entre la génération des
especes réactive de I’oxygene et la capacité du corps a neutraliser et a réparer les dommages
oxydatifs (Boyd et al., 2003).

1-Les radicaux libres

Un radical libre est une espéce chimique, atome ou molécule, contenant un électron
non apparié. Extrémement instable, donc trés reéactifs et, par conséquent, leur durée de vie est
généralement tres courte, de I’ordre de 10-4 secondes, ce composé peut réagir avec les
molécules les plus stables pour apparier son électron (André, 1998, Beckman , Ames, 1998).
Les radicaux libre possédants un ou plusieurs électrons non appariés (Jacques et André.,
2004), cette molécule est trés instable et réagie rapidement avec d’autres composants,
essayant de capturer I’électron nécessaire pour acquérir la stabilité, une réaction en chaine
débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche en lui arrachant son

électron, et la molécule attaquée devient elle-méme un radical libre (Martinez-Cayuela, 1995).

2- Les espéces réactives de I’oxygene

Parmi les espéces radicalaires les plus intéressantes se trouvent les especes reactives
de I’oxygene (ERO) qui sont des radicaux libres qui dérivent de la molécule d’oxygene, par
addition d’un électron. Les principales especes réactives de I’oxygéne sont: le radical
superoxyde (O,*), le radical hydroxyle (*OH), le monoxyde d’azote (NO*), et aussi certains
dérivés oxygenés réactifs non radicalaires dont la toxicité est importante tels que le peroxyde
d’hydrogéne (H.0,) et le peroxynitrite (ONOO-) ou I’oxygéne singlet (*O,), Dans cette
chimie particuliére, les métaux de transition, comme le Fe** et le Cu*"" agissent comme cata-
lyseurs dans la formation du radical hydroxyle.

Le role des EOA est trés complexe car elles peuvent avoir un role physiologique ou un
effet toxique en fonction de leur concentration. Dans des conditions normales, elles sont
générées en faible quantité et jouent un rdle de messagers secondaires capables, notamment,
de réguler le phénomeéne de I’apoptose ou d’activer des facteurs de transcription. Citons aussi
le processus de fécondation, au cours duquel les spermatozoides sécretent de grandes

quantités d’EOA pour percer la paroi membranaire de I’ovule.

12



Chapitre I : synthese bibliographique

Le monoxyde d’azote radicalaire ou NOe est un composé important; il est notamment
synthétisé par les cellules endothéliales via I’action de NO synthétases sur la L-arginine. C’est
une molécule labile tres diffusible, dont les effets régulateurs s’exercent sur la plupart
fonctions physiologiques de I’organisme (maintien du tonus vasculaire, neurotransmission,
fonctionnement rénal,...) (Delattre et al., 2005).

Toutefois, le NO+ peut former avec I’anion superoxyde de peroxynitrite (HOONO), un
oxydant puissant et diffusible, capable d’endommager de nombreuses molécules organiques.
Formés en trop grande quantite, les EOA deviennent «pathologiques» en activant I’expression
de genes codant pour des cytokines pro-inflammatoires ou des protéines d’adhésion. En outre,
leur nature instable les rend trés réactifs vis-a-vis de substrats biologiques et capables
d’induire des modifications oxydatives deléteres potentiellement impliquées dans I’apparition

de pathologies.

2-1- Le radical superoxyde

L’origine principale du radical superoxyde est sans conteste la chaine respiratoire
mitochondriale. En effet, ce systéme permet la production du radical superoxydepar I’addition
d’un électron a I’oxygéne moléculaire, cette réaction est catalysée par le
cytochrome oxydase mitochondrial: cytochrome oxydaseO, + e Oy~
Le radical superoxyde peut eégalement se former lors de la phagocytose grace a la NADPH

oxydase présente dans la membrane plasmique des phagocytes :
20, + NADPH 20,--+ NADP* + H*
Une autre source possible est la xanthine oxydase. Cette enzyme catalyse I’oxydation de la

xanthine en acide urique :Xanthine oxydase

Xanthine + 20, + H,0 Acide urique + 20, -+ 2H"
Le radical superoxyde est peu réactif, mais il entre comme agent oxydant dans la majorité
desréactions (Marfak, 2003 ; Antwerpen, 2006).

2-2- Le radical hydroxyle
Le radical hydroxyle (-OH) est une espéce radicalaire hautement réactive. Il est
principalement formé lors de réactions d’ions métalliques avec le peroxyde d’hydrogene, ces
réactions sont décrites sous le nom de réactions de Fenton:
Mn*+H,0,M(n+1)++OH.+OH
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Le fer peut également catalyser la transformation de I’anion superoxyde en présence de
peroxyde d’hydrogéne avec production de radical hydroxyle selon la réaction dite
Haber-Weiss. Cette réaction est relativement lente et moins courante que la précédente dans
les tissus vivants (Jacques et André., 2004).

FeO, "+ H202 02+ OH+ OH" (Réaction de Haber-Weiss).

2-3- Le peroxyde d’hydrogéne
Il se forme par une réaction de dismutation du radical superoxyde, catalysée par le
superoxyde dismutase (SOD).
20,--+ 2 H" Hy0,+02
Le peroxyde d’hydrogéne est moins réactif que I’anion superoxyde, mais il posséde une

capacité de diffusion importante (Jacques et André., 2004).

3-Principales cibles biologiques des EOA
3-1-L’acide désoxyribonucléique ou ADN

L’ADN est une cible privilégiée pour les EOA. La guanine, par exemple, peut reéagir
avec *OH pour former la 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine (8-OH-dG) qui, au lieu de s’apparier
avec la cytosine, s’associera avec |I’adénine, entrainant des mutations au sein de I’ADN et
conduisant a des altérations du message génétique impliquées dans le déclenchement du

cancer et le vieillissement.

3-2-Les protéines

Les acides aminés possédent des susceptibilités différentes vis-a-vis des EOA. Les
plus réactifs sont I’histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine. Toute attaque
radicalaire d’un acide aminé provoquera |’oxydation de certains résidus avec, pour
conséquences, I’apparition de groupements carbonylés, des clivages de chaines peptidiques et
des ponts bi-tyrosine intra- et inter-chaines. La plupart des dommages sont irréparables et
peuvent entrainer des modifications fonctionnelles importantes (non- reconnaissance d’un
récepteur par un ligand, perte d’activité enzymatique). Certaines protéines oxydées sont peu
dégradées et forment des agrégats qui s’accumulent dans les cellules et dans le compartiment

extracellulaire.
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3-3-Les lipides membranaires

Le radical hydroxyle est capable d’arracher un hydrogene sur les carbones situés entre
deux doubles liaisons des acides gras poly-insaturés (AGPI) : c’est la phase d’initiation.
Le radical lipidique réagit avec une molécule d’oxygéne pour former un radical peroxyle
(ROQe), suffisamment réactif pour arracher un H'a un AGPI voisin, propageant ainsi la
réaction (AtkinMAetal., 2005).

Il en résulte une altération de la fluidité membranaire qui conduit inévitablement a la
mort cellulaire. Les peroxydes génerés seront neutralisés par la glutathion peroxydase ou
continueront a s’oxyder et a se fragmenter en aldéhydes (malondialdéhyde,

4-hydroxynonénal) dont les activités pro-athérogénes sont bien connues.

3-4-Les lipoprotéines
L’ attaque radicalaire des lipoprotéines circulantes aboutit a la formation de LDL
oxydées, qui seront captées par des récepteurs spécifiques des macrophages. L’activité de
ces récepteurs n’étant pas régulée par la concentration intracellulaire en cholestérol, les
macrophages se transforment petit a petit en cellules spumeuses (réle important dans les
premiéres étapes de I’athérosclérose) (Nakajima Ket al.,2006). En outre, ces LDL oxydées
sont immunogenes et les immuns complexes formés peuvent activer la voie classique du
complément et générer la sécrétion de cytokines pro inflammatoires par les macrophages

(Saad et al., 2006).

4-Source des radicaux libres

La chaine respiratoire est une source permanente de production des ROS. Selon certains
auteurs, environ 1 a 3% de I’oxygéne utilisé par la mitochondrie sont incompletement réduit
et produisent des anions superoxyde, de I’eau oxygénée et éventuellement des radicaux
hydroxyles (Pincemail et al., 2002 ; Favier, 2003 ; De Moffarts et al.,2005).

L’inflammation est par ailleurs une source importante de radicaux oxygénes produits
directement via les cellules phagocytaires. L’activation de ces cellules immunitaires par des
stimuli exogene ou endogene s’accompagne d’une accélération de leur consommation

d’oxygeéne avec activation d’une enzyme membranaire, la NADPH oxydase qui catalyse la

réduction de cet oxygéne en anion superoxyde (02*-). Ce dernier donne le (H, O) par

dismutation. Le O2*- et H, O, participent a la libération d’hypochlorite sous I’influence d’une
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enzyme leucocytaire, la myéloperoxydase (Bonnefont-Rousselot et al., 2002 ; De Moffarts et
al., 2005).

A coté de ces sources majeurs des ROS, il existe des sources cytosoliques, essentiellement
le peroxysome qui constitue une source importante de la production cellulaire de H, O,
(Sevanian et al., 1990; Valko et al., 2007), la xanthine oxydase qui produit de I’ O2*- et H,
O, (Groussard, 2006), les enzymes de réticulum endoplasmique lisse (cytochrome P450 qui
oxyde les acides gras insatures et les xénobiotiques) (Massion et al., 2002).

A cela, s’ajoute d’autres facteurs qui peuvent contribuer dans la formation des radicaux
libres dont les rayonnements UV capables de générer des anions superoxyde ou de I’oxygene
singulet, les rayons X ou y sont aussi capables de couper la molécule d’eau en deux radicaux
par I’intermédiaire d’agents photo sensibilisants (Tamer, 2003) les poussieres d’amiante et de
silice sont des sources des ROS (Favier, 2003 ; Wang et al., 2008). Les fumées de combustion
(de cigarettes, de bois, etc.), la consommation de I’alcool et I’effort physique intense sont
aussi des parameétres a ne pas écarter (Pincemail et al., 2001 ; Lee et al., 2006 ; Pincemail et
Defraigne, 2004). Des infections bactériennes ou virales provoquent, elles aussi selon
Aurousseau (2002), des phenomeénes radicalaires a caractere exponentiel aprés augmentation

de la population des macrophages impliqués dans leur élimination.

5- Stress oxydant et atteintes pathologiques

Les radicaux libres ne sont pas toujours néfastes, ils permettent au corps de contréler
la tonicité des muscles lisses, de combattre les inflammations et de lutter contre les bactéries
(Pincemail et Defraigne, 2004). Cependant la notion de « radicaux libres » et de « stress
oxydant » est de plus en plus utilisée pour expliquer les différentes atteintes pathologiques,
soit comme un facteur déclenchant, soit comme des causes de complication dans leur
évolution (Halliwell et Whiteman, 2004 ; Huang et al, 2004).

Le stress oxydatif, principale cause initiale de plusieurs maladies: cataracte, sclérose
latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, oedéme pulmonaire,
vieillissement accéléré,le diabéte, et les rhumatismes (Favier, 2003), maladie de Parkinson,
les inflammations gastro-intestinales et I’ulcére les oedémes et vieillissement prématuré de la
peau (Georgetti et al., 2003 ; Atawodi, 2005).

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiées
de I’attaque par le radical OH°, réaction appelée la peroxydation lipidique (Lee et al., 2006 ;

Ré et al., 2005). Les conséquences seront différentes : I’attaque des lipides circulants aboutit a
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la formation de LDL oxydées qui, captés par des macrophages, forment le dép6t lipidique de
la plaque d’athérome des maladies cardiovasculaires ; [I’attaque des phospholipides
membranaires modifient la fluidite la perméabilité de la membrane, aboutissant a la
désorganisation compléte de la membrane, et altérant de ce fait le disfonctionnement de
nombreux récepteurs et transporteurs et la transduction des signaux (Koechlin-Ramonatxo,
2006).

Les ROS peuvent provoquer des lésions des acides nucléiques susceptibles d’entrainer
des mutations ou d’altérer I’expression des genes. Certains affectent les bases, d’autres
induisant des cassures dans les brins (Ré et al., 2005). lls conduisent a la dénaturation
oxydante des acides aminés et par conséquent modifient les structures primaires, secondaires
et tertiaires des protéines (Pincemail et al., 1999).

Par ailleurs, le glucose peut s’oxyder dans des conditions physiologiques, en preésence
de traces métalliques, en libérant des cétoaldehydes, H,O, et OH®°, qui entrainent la coupure
de protéines et leur glycation par attachement du cétoaldéhyde. Ce phénoméne de
glycosoxydation est trés important chez les diabétiques et contribue a la fragilite de leurs
parois vasculaires et de leur rétine (Favier, 2003).

Le stress oxydant serait également impliqué dans les maladies neurodégénératives,
notamment la maladie d’Alzheimer ou la mort neuronale pourrait étre liée a un phénomene
d’apoptose impliquant les radicaux libres. Enfin, les radicaux libres semblent également jouer
un réle non négligeable dans la cancérogenese, puisque ces especes peuvent étre responsables
de mutations dans I’ADN, ce qui constitue un facteur de risque dans Iinitiation et le
développement du cancer (Desport et Couratier, 2002 ).

I1- Les antioxydants

Les antioxydants sont I'ensemble des molécules susceptibles d'inhiber directement la
production, de limiter la propagation ou de détruire les espéces réactives de I'oxygene. Ils
peuvent agir en réduisant ou en dismutant ces espéces, en les piegeant pour former un
composé stable, en sequestrant le fer libre ou en genérant du glutathion (Favier, 2003).

On distingue au niveau des cellules deux lignes de défense inégalement puissantes pour
détoxifier la cellule.

Un antioxydant a concentrationrelativement faible capable d’entrer en compétition
avec d’autres substrats oxydables et ainsi retarderou empécher I’oxydation de ces substrats
(Berger, 2006). En d’autres termes, un antioxydantest une substance qui, en faible
concentration comparativement a la quantité des substance soxydables telles les especes

17



Chapitre I : synthese bibliographique

oxygenées réactives (ROS), retarde significativement ou prévient I’oxydation des substrats
comme les lipides, les protéines, les DNA et les carbohydrates.
1. Le stress oxydatif

Le déséquilibre entre la production de radicaux libres et de métabolites réactifs, que
I'on appelle des oxydants ou des especes réactives de I'oxygene (ROS), et leur élimination par
des mécanismes de protection, dénommes antioxydants est appelé stress oxydatif (Reuter et
al.,2010).

La balance oxydative définit donc I’équilibre entre les especes réactives de I'oxygeneet
les espéces antioxydantes. En médecine la balance oxydative est un concept pour
maintenirl’organisme en bonne santé (Davies, 2000; Finkel and Holbrook, 2000). Son
déséquilibre estsujet de nombreux problemes comme les maladies cardiovasculaires et
neurodégéneératives(Heim et al., 2002; Noguchi, 2002). Cette balance est dynamique et est
maintenue dans sonbon équilibre par des mécanismes enzymatiques ou par des apports

extérieurs de molécules trés actives (Noguchi, 2002).

Figure 06: Modeéle d’équilibre entre les pro-oxydants et les antioxydants (Noguchi, 2002).

Dans les conditions normales, les antioxydants doivent étre plus importants que les
prooxydants ,mais en conditions d'oxydation, les pro-oxydants emportent sur les antioxydants,

qui peuvent conduire & de nombreuses maladies inflammatoires (Reuter et al., 2010).
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2-Antioxydants et systemes de défense

Les antioxydants peuvent étre définis comme toute substance qui, présente a faible
concentration par rapport au substrat oxydable, est capable de ralentir ou d’inhiber
I’oxydation de ce substrat. Pour se protéger des effets délétéres des EOA, I’organisme dispose
d’un ensemble complexe de défenses antioxydantes (Fig. 2). On distingue deux sources
d’antioxydants : I’une est apportée par I’alimentation sous forme de fruits et légumes riches
en vitamines C, E, caroténoides, ubiquinone, flavonoides, glutathion ou acide lipoique; I’autre
est endogéne et se compose d’enzymes (superoxydedismutase, glutathion peroxydase,
catalase), de protéines (ferritine, transferrine, céruléoplasmine, albumine) et de systemes de
réparation des dommages oxydatifs comme les endonucléases. A cela s’ajoutent quelques
oligoéléments comme le sélénium, le cuivre et le zinc qui sont des cofacteurs d’enzymes

antioxydantes. Figure2.
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Figure 07 : Apercu des différentes especes oxygénées activées (EOA) et des antioxydants

régulateurs de leur production.

2-1-Antioxydants enzymatiques
Pour faire face a ces attaques, les organismes ont développé des systémes d’action
antioxydante qui visent :

1. A éliminé les espéces réactives de I’oxygene et les catalyseurs de leur formation.
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2. A induire la synthese des antioxydants.
3. A augmenté I’activite des systemes de réparation et d’élimination des molécules
endommagées. Trois types d’enzymes antioxydantes sont mis en oeuvre pour la destruction

des especes réactives de I’oxygene (Reuter et al., 2010).

» Les superoxydedismutases (SOD) qui catalysent la dismutation de I’anion superoxyde
en peroxyde d’hydrogene (Reuter et al., 2010).

» La catalase qui catalyse la dismutation du peroxyde d’hydrogéne en eau permettant
I’élimination de celui-ci (Reuter et al., 2010).

» La gluthathion peroxydase (GPX) qui décompose aussi le peroxyde d’hydrogene en
utilisant le gluthation comme donneur d’hydrogene (Reuter et al., 2010).

2-2-Systemes de défense enzymatique

e Les superoxydedismutases (SOD)

Ces metalloprotéines, qui représentent une des premiéres lignes de défense contre le stress
oxydant, assurent I’élimination de [I’anion super-oxyde O2e¢par une réaction de
dismutation, en le transformant en peroxyde d’hydrogéne et en oxygene. Chez I’homme,
on décrit 3 isoenzymes : la Cu/Zn-SOD1 cytosolique, la Mn-SOD2 mitochondriale et la
Cu/Zn-SOD3, qui different par la localisation chromosomique du géne, leur contenu
métallique, leur structure quaternaire et leur localisation cellulaire. La SOD3 est secrétée
par les cellules musculaires lisses et constitue le systeme antioxydant majeur de la paroi
artérielle : son expression et sa sécrétion sont augmentées par les facteurs vasoactifs

(histamine, endothéline 1, angiotensine 1) et diminuées par I’homocystéine.

e Les glutathion peroxydases (GPxs)

La GPx est une selénoprotéine (cing isoformes) qui réduit les peroxydes aux dépens de
son substrat specifique, le glutathion réduit (GSH). Son réle principal consiste en
I’élimination des peroxydes lipidiques résultant de I’action du stress oxydant sur les acides
gras polyinsatures. La GPx est effondrée en cas de déficit majeur en sélénium, elle est donc
un bon reflet de cette carence. Toutefois, pour un apport adequat en sélénium, les teneurs
en GPx atteignent un plateau. Le dosage en GPx ne peut donc étre utilisé comme marqueur
d’une intoxication en sélénium. Cependant, sa synthése étant rénale et hépatique, d’autres
facteurs tels que I’insuffisance rénale ou la cytolyse hépatique peuvent modifier sa

concentration.
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e Le systeme thiorédoxine

Le milieu intracellulaire est plutdt réducteur, les protéines contiennent des
groupements thiols libres et les ponts disulfures sont rares. L’antioxydant majeur
responsable du maintien des protéines a I’état réduit est la thiorédoxine qui sera régenérée
par le NADPH sous I’action de la thiorédoxine réductase (TrxR) qui posséde un
groupement sélénocystéine dans son site actif. Elle intervient dans la dégradation des
peroxydes lipidiques et du peroxyde d’hydrogene, ainsi que dans la régénération du radical

ascorbyl en acide ascorbique.

2-3-Antioxydants non enzymatiques
Ce sont des antioxydants naturels capables de prévenir les dommages oxydatifs. Ils peuvent se
comporter comme des piégeurs des radicaux libres par les interventions directes sur les
molécules prooxydantes ou indirectement, en chélatant les métaux de transition, empéchant
ainsi la réaction de Fenton. Ce type d’antioxydants possede un avantage considérable par
rapport aux antioxydants enzymatiques. Du fait de leur petite taille, ils peuvent en effet
pénétrer facilement au coeur des cellules et se localiser a proximité des cibles biologiques. Ce
type d’antioxydants regroupe un grand nombre de substances hydrophiles ou lipophiles et ils
sont en partie produits par I'organisme au cours de processus biosynthétiques. Néanmoins le
nombre d'antioxydants produits in vivo est tres limité ; on peut citer parmi lesplus actifs : le
glutathion (Avissar et al.,1989)., le NADPH, les dipeptides , l'acide urique (Avissar et
al.,1989)., l'acidelipoique(Avissar et al.,1989).ou la bilirubine (Avissar et al.,1989).

Le taux de ce systeme de défense dans I'organisme est essentiellement assuré par un

apportalimentaire. Parmi les antioxydants naturels de faible poids moléculaire.

3-Les antioxydants endogenes

L’organisme humain posséde un systéme enzymatique, constitué principalement de
troisenzymes: lasuperoxydedismutase (SOD), la catalase et la glutathion peroxydase (GPx)
(Avissar et al.,1989).

Ces enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau du
superoxyde et du peroxyde d’hydrogéne, conduisant finalement a la formation d’eau

etd’oxygene moléculaire (Marfak, 2003).

3-1- La superoxydedismutase
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Lasuperoxydedismutase (SOD), est une enzyme qui élimine I’anion superoxyde par
uneréaction de dismutation, elle produit de I’oxygene et du peroxyde d’hydrogéne.

Cette enzyme existe sous deux formes : une cytoplasmique nécessite comme cofacteur
lesions de cuivre et de zinc (Cu, Zn, SOD) et I’autre mitochondriale utilise le manganese
commecofacteur (MnSOD) (Jacques et André., 2004).

SOD20;+ 2 H+ H,0,+ O,
3-2- La catalase

Le peroxyde d’hydrogene produit par la réaction de dismutation peut subir une
réaction deFenton. Il ne faut pas donc qu’il s’accumule, c’est le role de la catalase, elle
transforme deuxmolécules de peroxyde d’hydrogene en eau et en oxygéene qui sont des
composés stables(Jacques et André., 2004).

Catalase2H,0, H,0 + O;

3-3- La glutathion peroxydase et les protéines thiols

La glutathion peroxydase est une enzyme qui constitue I’'un des plus importants
systémes enzymatiques de protection car elle est capable non seulement de détoxifier le
peroxyde d’hydrogéne, mais aussi d’autres hydroperoxydes résultant de I’oxydation du
cholestérol oudes acides gras (Ganther, 1999). 1l est le thiol (-SH) majoritaire au niveau intra-
cellulaire (I’albumine étant son équivalent plasmatique) ou il est present sous forme
essentiellement réduite (GSH). Dans des conditions physiologiques, sa forme oxydée (GSSG)
est en concentration trés faible. Le rapport GSH/GSSG est considéré comme un excellent
marqueur de la peroxydation lipidique et permet d’objectiver I’importance du stress. Au cours
du vieillissement et lors d’un exercice intense, ce rapport tend a diminuer. Les autres
propriétés antioxydants du GSH sont nombreuses : cofacteur de la GPx, chélateur des métaux
de transition, régénérateur final des vitamines E et C, a partir de leur forme radicalaire.
L’apport recommandé journalier est d’environ 300 mg (agrumes).

La plupart des protéines dont I’albumine contiennent des groupements « thiols » qui
possedent des propriétés réductrices et piegent facilement les especes oxygenées activées.

La glutathion peroxydase se trouve dans le cytoplasme et dans les mitochondries, elle
nécessite la présence de deux cofacteurs importants: le glutathion réduit et le sélénium.
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3-4- Les chélateurs de métaux

Plusieurs protéines qui circulent dans le serum peuvent prendre en charge des ions
métalliques libres qui sont potentiellement toxiques, il s’agit de la transferrine et de la
lactoferrine pour lefer et la céruléoplasmine pour le cuivre. Elles agissent comme des
chélateurs et maintiennent les ions métalliques sous forme inactive par rapport a la

combinaison possible avec le peroxyde d’hydrogene (Jacques et Andreé., 2004).

4- Les antioxydants exogéenes
De nombreuses molécules issues de notre alimentation : vitamines, nutriments,
composés naturels,...etc. sont considérés comme des antioxydants. Notons a titre d’exemples,

les plus courants:

4-1- Les vitamines
a- Lavitamine E

Ce terme désigne un ensemble d’isomeres, les tocophérols (constitués d’un noyau
chromanol et d’une chaine latérale saturée a 16 atomes de carbone) et les tocotriénols (qui
different des tocols par la présence de 3 doubles liaisons sur cette chaine latérale). D’un
point de vue biologique, deux isoméres sonrassent, 1’a- et le y-tocophérol. Leur caractére
hydrophobe leur permet de s’insérer au sein des membranes riches en acides gras
polyinsaturés, ou ils jouent un role protecteur en réagissant avec les radicaux peroxyles
(ROQe) pour former un radical tocophéryle, empéchant ainsi la propagation de la
peroxydation lipidique. Si ’a-tocophérol est le plus abondant, il semble que le y-
tocophérol soit le plus efficace a ce niveau. Les apports journaliers d’a-tocophérol sont de
I’ordre de 10 mg : il se retrouve en quantité variable dans les huiles (soja, malis, olive) et
dans les noix et noisettes. Le y-tocophérol est présent essentiellement dans 1’huile de
sésame.

RO2- + o-TH RO2H + a-T-

b- La vitamine C
La vitamine Cou acide ascorbique est une vitamine hydrosoluble. L'ascorbate est un
trés bon capteur de radicaux libres oxygénés puisqu'il réagit non seulement avec les radicaux

hydroxyles -OH, mais aussi avec les radicaux superoxydes O2 . En outre, I'ascorbate capte
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les radicaux peroxyles RO,-..En réagissant avec ces divers oxyradicaux, l'ascorbate est oxydé
en radical ascorbyle (Asc-") qui est relativement inerte vis-a-vis des matériaux biologiques. La
plupart des mammiféres sont capables de syntheétiser la vitamine C dans leur foie ou dans
leurs reins. Ce n’est pas le cas de I’homme qui doit assurer un apport journalier d’environ 100
mg via une alimentation riche en fruits. La vitamine C est, avant tout, un excellent piégeur des
EOA (HOe ou O2¢). Elle inhibe également la peroxydation lipidique en régénérant la vita-
mine E a partir de la forme radicalaire issue de sa réaction avec des radicaux lipidiques. Ses
fonctions sont nombreuses : contribution au bon fonctionnement du systeme immunitaire,
implication dans la synthese du collagene et des globules rouges ainsi que dans les
meécanismes de métabolisation du fer.
AscH+ GS- Asc-'+ GSHAsCH+ o' T- Asc-+ o' TH

5- Antioxydants d’origine végétale

e Les caroténoides

Plus de 600 caroténoides différents ont été isolés a partir de sources naturelles, mais seul
un petit nombre d’entre eux se retrouvent dans le sang et les tissus animaux. Les fruits et
les légumes en sont les principales sources alimentaires. De facon formelle, tous les
carotenoides dérivent d’une structure linéaire (C40H56) avec de nombreuses doubles
liaisons, le lycopene, pigment rouge présent notamment dans la tomate et le
pamplemousse. Le chef de file des caroténoides est cependant le B-caroténe, également
appelé provitamine A car, apres hydrolyse hépatique, il donne naissance a deux molécules
de vitamine A. Tous les caroténoides ne possedent toutefois pas cette propriété particuliére.
Le B-caroténe se retrouve dans 1’abricot, le melon, la carotte, les 1égumes verts (épinards,
laitue...) : I’apport journalier recommandé est de 1 a 5 mg.

Plusieurs études, dont I’étude YALTA (Young Adult Longitudinal Trends in
Antioxidants), ont montré que I’effet bénéfique du B-caroténe ne survenait qu’a des doses
physiologiques ou alimentaires, alors qu’il est plutot délétére a doses pharmacologiques,
particulierement chez le fumeur (HozawaA. ,et al 2007). Le tabagisme expose a des taux
élevés d’EOA endogenes et exogenes et pourrait altérer le métabolisme de certains

carotenoides, libérant des métabolites pro-carcinogenes.

e Le Coenzyme Q10

Le coenzyme Q10, appelé ubigunone en raison de son ubiquité dans les cellules, est un

dérivé benzoquinolique avec une longue chaine latérale isoprénique. Cette chaine latérale
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confére a la molécule un caractére lipophile qui lui permet de s’insérer dans les membranes
et les lipoprotéines. Il joue un role essentiel dans la chaine mitochondriale de transport
d’électrons et est un puissant inhibiteur de peroxydation lipidique, en synergie avec la
vitamine E. S’il n’existe pas d’apport journalier recommandé pour cet particulierement
intéantioxydant, il semble toutefois qu’il soit nécessaire d’en ingérer au moins 30 mg par
jour.

Il est a noter que la synthese de cet antioxydant est, en tout point, paralléle a celle du
cholestérol. La formation de ces deux molécules dépend, en effet, de I’acide mévalonique
formé a partir de la transformation de la HMG CoA( 3-hydroxy-3 methylglutaryl-CoA) par
la HMG-CoA réductase. Or, les agents hypocholestéroléemiants comme les statines agissent
en inhibant cette derniére enzyme, ce qui a comme effet secondaire une réduction
significative du taux plasmatique d’ubiquinone. Connaissant le role de cette derniére au
niveau de la chaine respiratoire mitochondriale, on comprend pourquoi les personnes
prenant des statines se plaignent régulierement de douleurs musculaires (Langsjoen et al
.,2003).

e L’acide urique

Produit terminal majeur du métabolisme des purines chez I’homme, il est a pH
physiologique majoritairement ionise sous forme d’urate, un piégeur puissant de radicaux
(OHe, ROOe, NOOs...). Ces réactions conduisent a des espéces radicalaires qui seront a
leur tour réduites (notamment par la vitamine C). Les propriétés antioxydantes de I’urate in
Vivo peuvent étre appréciées indirectement par le fait qu’un produit de réaction de I’urate

avec les EOA, I’allantoine, est présent a des taux élevés lors d’un stress oxydant.

e Labilirubine

La bilirubine est un produit terminal de la deégradation de I’heme et résulte
essentiellement du catabolisme de I’hémoglobine par les cellules réticuloendothéliales.
Compose non hydrosoluble, elle se lie a I’albumine dans un rapport stoechiométrique 1/1,
ce qui empéche sa pénétration dans des tissus riches en lipides tels que le cerveau. La
bilirubine est capable de piéger ROOe- et I’oxygene singulet. Ainsi, elle protege I’albumine

et les acides gras liés a I’albumine des attaques radicalaires.

e Les polyphénols
Ils constituent une famille importante d’antioxydants présents dans les végétaux.

L’alimentation fournit environ 1g de polyphénols par jour principalement par I’apport en
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fruits et, dans une moindre mesure, en légumes et en céréales. lls sont présents sous forme
d’anthocyanine dans les fruits rouges et le vin rouge, sous forme de flavonoides dans les
agrumes, I’huile de lin et sous forme d’épicatéchine dans le vin, le thé, le chocolat, les
pommes, les oignons et les algues brunes. Globalement, ce sont d’excellents piégeurs des
EOA et de trés bons chélateurs des métaux de transition comme le fer et le cuivre.

6-Les oligoéléments

e Lesélénium

Le sélénium n’est pas un anti-oxydant en tant que tel, car il ne peut piéger les radicaux
libres, mais il joue un réle primordial comme cofacteur de la GPx. Dans I’alimentation, on
retrouvera essentiellement du sélénium organique, lié a un acide aminé, la cystéine. Le
sélénium organique est mieux absorbé, il subit une métabolisation hépatique qui conduit a
des intermédiaires nécessaires a la synthese de dérivés physiologiquement actifs comme la
GPx.

La dose journaliére recommandée est de 50-70 pg/jour. Les aliments riches en

sélénium sont, notamment, les noix de Brésil, les brocolis, I’ail...

e Lecuivre

A concentration physiologique, le cuivre est le cofacteur d’enzymes comme la SOD, le
cytochrome C oxydase, la dopamine B-hydroxylase. Cependant, en tant que métal de
transition, il joue un réle important dans le déclenchement de réactions de production
d’EOA (réactions de Fenton) et peut — lorsque sa concentration est élevée devenir pro-
oxydant. Les apports journaliers recommandés sont de I’ordre de 2,5 mg. Il est présent

dans le son, I’avoine, le seigle, le foie de veau.
e Lezinc

Le zinc joue un réle de cofacteur pour de nombreux enzymes et intervient ainsi dans
de nombreuses fonctions comme le métabolisme des nucléotides, la synthése des
prostaglandines, le fonctionnement de I’anhydrase carbonique. Comme le cuivre, le zinc est
un des cofacteurs essentiels de la SOD. Il protege également les groupements thiols des
protéines et il peut inhiber les réactions de formation d’EOA induites par des métaux de
transition comme le fer ou le cuivre. Le rapport Cu / Zn, (normalement inférieur a 1,5) sera un

excellent indicateur de I’état de stress oxydant d’un individu. Les aliments les plus riches en
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zinc sont les viandes et les poissons, les céréales complétes et les légumes secs; les apports

journaliers recommandés sont de I’ordre de 20 mg.
7-Le stress oxydant et les facteurs le favorisant

Dans des conditions physiologiques, la production des EOA est parfaitement maitrisée
par les systemes de défense de notre organisme : la balance anti-oxydants / pro-oxydants est
en équilibre. Le stress oxydant résultera d’une situation ou I’organisme ne contrdle plus la
présence excessive de radicaux oxygénés toxiques. Il est potentiellement impliqué dans le
développement du vieillissement ou de pathologies associées au vieillissement (maladies
cardio-vasculaires et neuro-dégéneératives, cancer, diabéte, dégénérescence maculaire, asthme,
...). Comme le montre le tableau I, les sources de stress oxydant peuvent avoir diverses

origines endogenes et exogenes.

Tableau I : Sources de stress oxydant endogenes et exogenes.
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8-Une pathologie associée au stress oxydant :

De nombreuses pathologies, impliquant le stress oxydant dans leur développement, ont
été recensées. Outre les maladies cardio-vasculaires (oxydation des lipides) et le cancer
(oxydation de I’ADN), c’est certainement dans le cadre du diabéte (obésité, syndrome
métabolique) que des avancées spectaculaires ont été realisées au cours des derniéres
annees.Plusieurs mecanismes pathogéniques conduisent a une augmentation du stress oxydant
et semblent impliqués dans I’apparition des complications du diabéte (Defraigne ,2006 ;
Vincent, Taylor,2006).

Le stress oxydant sera la principale cause initiale de plusieurs maladies: cataracte,

sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse respiratoire aigu, cedéme
pulmonaire, vieillissement accéléré, Alzheimer, Parkinson, infections intestinales,

rhumatisme, I’athérosclérose.
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I. Matériels

1. Matériel végétal

Les feuilles de Lantana camaraont été récoltées dans la cité de Centre Universitaire
Abdelhafid BoussoufMila le mois de novembre 2016. Ensuite, elles sont séchées a I’abri de
la lumiére a une température ambiante. Apres le séchage des feuilles elles ont été broyées

avec un broyeur électrique jusqu’a réduire en poudre.

Figure 7 : matériels végétal

2. Matériels de laboratoires

» Ampoule a décanter
Agitateur mécanique.
Balance de précision.
Balance électrique.
Ballons pour le rota-vapeur.
Broyeur électrique.
Centrifugeuse.
Etuve.

Les barreaux magnétiques.

vV V V V V V V V V

Les boites de pétri.
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Les micros pipettes.
Les pipettes.

Les spatules.

Les tubes a essai.
Papier aluminium.
Papier filtre.
Papierpara film.

Spectrophotometre.

YV V.V V V V V V V

Rota-vapeur.

3. Solvants et réactifs
e Eaudistille.
e Méthanol.
e Ether de pétrole.
e DPPH.
e Ammonium Molybdate.
e Acide ascorbique.
. NaH;PO4
e H,SO,.

% Méthodes
4+ Extraction par les solvants organiques
Dans un erlenmeyer on met 50 g de poudre de la plantepuison rajoute 250 ml d’éther de
pétroleet placé sous agitation mécanique pendant 24 h a température ambiante. Apres
filtration sur papier filtre ; le résidu de I’extraction précédente va étre repris par 250 ml de
méthanol pendante 24h a température ambiante ; puis filtration sur papier filtre. Chaque étape

d’extraction est refaite 3 fois avec renouvelement du solvant.
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Figure 8 :Technique de filtration.

A la fin de I’extraction ; les extraits organiques vont étre concentrés sous vide au rota-
vapeur a température 40 °C puis séchés a I’aire libre et stockés a température - 4 °C a jusqu’a

leurs utilisation.

Figure 9 : Concentration sous vide des extraits au rota-vapeur
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Ether de pétrole
Décantation

Filtration

C Résidu végétale seD Gxtrait éther de pétr@

Méthanol
Décantation
Filtration

@sidu végétale sec ) ﬁ Gxtrait méthanoliq@

Figure 10: Schéma d’extraction par les solvants organiques de la poudre
des feuilles de Lantana camara L.
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4 Extraction par I’eau distillée
Dans un erlenmeyer ; on ajoute a 25 g de poudre de plante 250 ml d’eau distillée, en suite

placés sous agitation mécanique pendant 24h a température ambiante puis filtration et

séchage.
259 de la matiére
végétale broyé
50 ml d’eau
distillée

N

Résidus Extrait agueux
vegetale

Figure 11: Schéma de macération par I’eau distillée de poudre des
feuilles de Lantana camara L.
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I-Calcul de rendement
+ Teneur en substances extractibles par I’eau

On procéede a faire une décoction d’un gramme de poudre avec 20ml d’eau distillée
pendant 15 minutes. Apres refroidissement et filtration sur un papier filtre, le filtrat mis dans
une capsule pesée et taree au préalable (n) et evaporé a sec (n’), la teneur en substances

extractibles par I’eau est évalue par la formule suivante (Diallo, 2005) :
SEE % = (n -n") x 100/PE

SEE: Substances extractibles par I’eau.
n:Poids avant le séchage.

n’:Poids apres le séchage.

PE:Poids de I’échantillon.

4+ Teneur en substances extractibles par I’éthanol

Une macération pendant 24 heures a température ambiante. Apres filtration, le filtrat mis dans
une capsule préalablement pesée et tarée (n) et évaporé a sec. Apres refroidissement la
capsule a ensuite pesée (n’) et la masse de résidu déduite. La teneur en SEEt est évaluée
comme suit (Diallo, 2005) :

SEEt % = (n-n’) x100 /PE

SEEt: Substances extractibles par I’éthanol.
n:Poids avant le séchage.

n’:Poids apres le séchage.

PE:Poids de I’échantillon.
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I1- Evaluation de I’activité antioxydante
1-Test de 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle (DPPH)

Le DPPH (2,2 diphényl-1-picrylhydrasyl) est généralement le substrat le plus utilisé pour
I’évaluation rapide et directe de I’activité anti-oxydante en raison de sa stabilité en forme
radicale libre et la simplicité de I’analyse. Il absorbe dans le visible a la longueur d’onde de
515 a 520nm (Bozin et al., 2008).

Le DPPH, un radical libre de couleur violette, est réduit en un composé de couleur jaune en

présence de composes anti-radicalaires (Molyneux, 2004).

1ml de chaque extrait (aux différentes concentrations) est incubé (30mn) avec 1ml d’une
solution méthanolique de DPPH (0.1Mm) d’incubation a une température ambiante et a
I’obscurité, I'absorbance est lue a une longueur d'onde de 517nm (verrouillage de la couleur

du violet au jaune).

Les résultats obtenues pour chaque extrait teste vont étre comparés a ceux obtenus pour

I’acide ascorbique pris comme un antioxydant standard.

L'activité anti-oxydante, qui exprime la capacité de piéger le radicale libre, est estimé par le

pourcentage de décoloration du DPPH ou d’Inhibition (1%) suivant la formule :

Inhibition% = (abs control _ S test) / @abs x 100 control
Ou:
Absconiroi: Absorbance du controle a la longueur d'onde 517nm.
Absst: Absorbance de I'échantillon a la longueur d*onde 517nm.
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Figure 12 : Test DPPH

2- Evaluation de I’activité antioxydante par phosphomolybdate :

Le test du pouvoir réducteur du Molybdate Phosphate est un essai direct qu’on emploi
principalement pour mesurer la puissance des antioxydants non enzymatiques. Il repose sur la
réduction des molybdates en molybdéne en présence des extraits en donnant une coloration

verte détectable par I’UV a une longueur d’onde de 695nm.(Prieto et al., 1999).

Dans un tube on introduit 0.1 ml de I’extrait a différentes concentrations (aqueux,
méthanolique, Ether de pétrole) ; et 1ml de réactif composé de : H,SO, (0.6 Mm), NaH2PO4
(28Mm) et de molybdate d’ammonium (4mM).

Le tube a eté ensuite bien fermé puis incubé a 95c° pendant 90 minutes. Apres

refroidissement I’absorbance est mesurée a 695nm.
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Figure 13 : Test phosphomolybdate.
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I-calcul de rendement
L’essai des extractions des matieres avec I’eau et avec de I’éthanol a permet d’informer
sur la teneur en substances extractibles par I’eau et par I’éthanol ; ces derniéres sont

inférieur & ceux extractibles par I’eau (65% ,54%).

I1-Evaluation de I’activité antioxydante
1-Piégeage du radical libre DPPH (2.2-diphényl-1-picrylhydrazyl)

L activité antioxydante de nos extraits méthanolique, aqueux et éther de pétrole de lantana
camara et le standard (acide ascorbique) vis-a-vis le radical DPPH a été évaluée a I’aide d’un
spectrophotometre en suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de
la couleur violette (DPPH?e) a la couleur jaune (DPPH-H) mesurable a 517nm. Cette capacité
de réduction est déterminée par une diminution de I’absorbance induite par des substances

antiradicalaires (Majhenic et al., 2007).

A partir des valeurs obtenues (tableau N°Il), nous avons calculé les pourcentages d’inhibition
en utilisant la formule donnée auparavant. Les valeurs obtenues ont permis de tracer les
courbes de la figurel4, qui représentent la variation du pourcentage d’inhibition en fonction

des concentrations des différents extraits de la plante.

Tableau 11 : Pourcentage d’inhibition des trois extraits par DPPH.

Concentrations  0.1mg/ml 0.2mg/ml 0.3mg/ml 0.4mg/ml 0.5mg/ml

Extraits

Méthanol 74.04% 75.27% 75.71% 75.81% 76.63%
Ether de 64.07% 65.23% 65.81% 66.01% 67.93%
pétrole
Extrait aqueux 0.40% 1.41% 3.26% 5.45% 9%
Acide 80.13% 83.05% 85.87% 87.45% 89.75%
ascorbique
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Figureld: Le % d’inhibition de DPPH en fonction des concentrations de différentsextraits.

L’acide ascorbique a servir comme un standard pour élaborer la courbe d’étalonnage ; ainsi
les composés ou les extraits qui sont capable a trés faible concentration de changer la couleur
du radical libre DPPH du violet au jaune sont considérés antioxydants (anti radicalaires)

(Hennebelle et al . ,2006).

Solon les résultats obtenus ; I’extrait méthanolique est dotée d’un pouvoir antioxydant
important, leur pourcentage d’inhibition est de 76,63%, cette valeur est relativement proche

de I’acide ascorbique dont la valeur est de 89,75%.

L’extrait éther de pétrole a un pourcentage d’inhibition de 67,93%, cette valeur est moins

importante par rapport a celle de I’extrait méthanolique et I’acide ascorbique.

L’extrait aqueux a un pourcentage d’inhibition de 9%, cette valeur est largement faible en

comparent avec celle de I’acide ascorbique et les deux autre extraits.

D’apres les résultats obtenus par Cetkavic et son équipe en 2007 sur les extraits de Satureja
montana L. qui est une espece riche en composées phénoliques qui sont responsable de
plusieurs activités biologiques notamment I’activité antioxydante et antibactérienne ; on peut
suggerer que I’activité antioxydante de notre espece Lantana camara est probablement dd a la

présence de ce genre de molécules.
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Comparativement a des études effectuées sur le méme espéce, notre résultat concorde avec
ceux obtenus par Rabia N et Asghari B en 2011sur les différents extraits de Lantana camara
L.

De méme nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Badakhshan et son équipe en
2012 sur I’extrait méthanoliquede différentes parties de la méme espeéce, ces chercheurs ont
trouvé une relation tres étroite entre I’activité antioxydante et la richesse de I’extrait en

composés polyphénoliques.

Les mémes résultats sont obtenus avec Sanjir Kumeret ses collaborateurs en 2014 sur les

extraits des feuilles de différentes variétés de Lantana camara L.

D’autres études sur les plantes médicinales ont montrée qu’il existe une corrélation entre

I’activité anti radicalaire et le taux de polypheénols et des flavonoides (Mariod et al ., 2009).
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2. Evaluation de I’activité antioxydante par le phosphomolybdate

L analyse de I’activité antiradicalaire par le molybdate phosphate est un essai simple et direct
employée principalement pour la mesure de la possibilité et la puissance des antioxydants non
enzymatique.

Les résultats obtenus par cette méthode sur les différents extraits de lantana camara sont

donnés dans la figure 15 et le tableau N° I11.

Tableau I11 : Pourcentage d’inhibition des trois extraits par phosphomolybdate.

Concentrations  0.1mg/ml 0.2mg/ml 0.3mg/ml 0.4mg/ml 0.5mg/ml
Extraits
| Méthanol  3227%  4939% = 5218% = 57.14% = 81.63%
Ether de 54.54% 85.95% 86.18% 87.28% 87.95%
pétrole
Extrait aqueux 30.9% 44.27% 45.43% 50.12% 54.34%
100

B Méthanol

mEP

%d'inhibition

mEAQ

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
concentrations mg /ml

Figurel5 : Pourcentages d’inhibition en fonction des différentes concentrations des différents

extraits.

A partir de I’histogramme on remarque que dans les différentes concentrations ; I’extrait

éther de pétrole que est un extrait riche en matiére grasse possede la plus grande activité
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antiradicalaire (54.54 % dans la concentration C; =0.1mg/ml) au-dela de cette concentration ;

cette activite est devenus presque totale entre (85% et presque 88%).

Les extraits méthanolique et aqueux qui sont des extraits riche en polyphénols ont des valeurs
tres proches (entre 30% et 57%) sauf dans la concentration 0.5mg/ml ou [I’extrait

méthanolique présent un pouvoir antiradicalaire important (81.63%).

Ces resultats sont tout a fait contraires avec ceux obtenus par le DPPH; et ca di

principalement aux types des tests utilisés et le mécanisme réactionnel mise en jeu.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par sanjir kumaret son équipe en 2014sur

les différents extraits de lantana camara L.
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Conclusion et perspective

L’étude de I’activité antioxydante des extraits issus de I’espéce lantana camara selon les
deux tests phosphomolybdate et celle du piégeage du radical libre DPPH a montré que les
trois extraits méthanoliques, éther de pétrole et aqueux possedent une activité antioxydante
modérée. Ces extraits pourraient donc constituer une alternative a certains additifs
synthétiques. Cette activité reste néanmoins nettement inférieure a celle de I’acide
ascorbique ; mais il s’agit d’extraits bruts contenant un grand nombre de composes différents.
Il est donc tres probable qu’ils contiennent des composés qu’une fois purifiés, peuvent
présenter une activité comparable a celle de I’acide ascorbique.

Notre étude reste toutefois incompléte, pour cela il serait intéressent de tester d’autre
méthodes pour mieux évaluer I’activité antioxydante, citant a titre d’exemple:
- Test de piégeage du peroxyde d’hydrogéné.
-Test de piégeage des radicaux d’hydroxyle.
De plus il serait mieux d’effectuer quelques dosages a savoir :

Le dosage des polyphénoles, des flavonoides et des tanins, pour établir la relation entre

I’activité antioxydante et la teneur en métabolites secondaires.
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Annexe | : Matériels laboratoires :

Appareillages :

Balance de préssion Balance éléctrique

Rota-vapeur Agitateur mécanique



Spectrophotométre Agitateur

Etuve

Annexe Il :



1- Préparation de (DPPH)

0,008mg DPPH ) e/ 250mI méthanol

2- Préparation d’acide ascorbique

1mg d’acide ascorbique 100ml méthanol.



Résumé

Les plantes aromatiques et médicinales occupent une large place et jouent un grand réle dans les
industries cosmétique et pharmaceutique voire méme en industrie agroalimentaire. Cela est dd
essentiellement a leur richesse en substances actives douées d’importantes activités biologiques. Dans ce
cadre, notre étude vise a étudier I’activité antioxydante de trois extraits (éther de pétrole, aqueux et
méthanolique) des fuilles d’une plante médicinale appartenant a la famille Verbénaceae (lantana
camara). L’évaluation du pouvoir antioxydant a été réalisée en utilisant la méthode de piégeage du
radical libre DPPH et celle de phosphomolybdate. Le test de DPPH a indiqué que I’extrait méthanoliquea
montré une bonne activité antioxydante avec un pourcentage d’inhibition de 76.63%,suivi par I’extrait
d’éther de pétrole 67.93% et I’extrait aqueux a montré une faible activité antioxydante avec un
pourcentage d’inhibition de I’ordre de 5.45%. En plus de ce test, le test de phosphomolybdate a révélé
aussi que I’extrait de éther de pétrole a un pourcentage d’inhibition élevé (87.95%) que celui de I’extrait
aqueux et méthanolique (83.97% et 81.63%, respectivement). Dans les deux tests, le pouvoir antioxydant
des trois extraits est relativement faible que celui de I’acide ascorbique (standard).

Mots clés: plante médicinale, activité antioxydante, lantana camara, test de DPPH, phosphomolybdate.

Abstract

Aromatic and medicinal plants occupy a large place and play an important role in the cosmetics and
pharmaceutical industries and even in the agro-food industry. This is mainly due to their richness of
active substances with important biological activities. In this context, our study aims to study the
antioxidant activity of three extracts (petroleum ether, agueous and methanolic) of the leaves of a
medicinal plant belonging to the family Verbénaceae (lantana camara). The evaluation of the antioxidant
power was carried out using the method of trapping the free radical DPPH and that of phosphomolybdate.
The DPPH test indicated that the methanolic extract showed good antioxidant activity with a percent
inhibition of 76.63%, followed by 67.93% petroleum ether extract and the aqueous extract showed low
antioxidant activity with A percentage inhibition of the order of 5.45%. In addition to this test, the
phosphomolybdate test also revealed that the petroleum ether extract at a high inhibition percentage
(87.95%) than that of the aqueous and methanol extract (83.97% and 81.63%, respectively) . In both tests,
the antioxidant capacity of the three extracts is relatively low than that of ascorbic acid (standard).

Key words: medicinal plant, antioxidant activity, lantana camara, DPPH test, phosphomolybdate.
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