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Introduction

L'oxydation est un phénomene indispensable a la vie ; elle permet de produire
I'énergie nécessaire aux cellules pour survivre et se défendre contre les agressions
extérieures. Ce processus génére entre autres des espéces réactives de 1’oxygéne
hautement toxiques, capables de réagir avec les constituants cellulaires et provoquent
ainsi des effets néfastes dansl’organisme (Cardenas et al., 2013). Dans la situation ou les
systemes antioxydants de I’organisme sont insuffisants face a une production accrue en
radicaux libres, apparait le phénoméne de stress oxydant. Ce dernier est a I’origine de
diverses pathologies liées au vieillissement comme les cancers, les maladies
cardiovasculaires et les maladies neurodégénératives (Liguori et al., 2018). Ces
dernieres années, beaucoup d'attention est accordée a l'utilisation d’antioxydantsd’origine
végétale pour remplacer les molécules de synthese (Taviano et al., 2013). Les plantes
medicinales constituent une source importante et inépuisable de substances ayant des
activités biologiques et pharmacologiques tres variées. De plus, il est largement
démontré que ces propriétés thérapeutiques sont fortement corrélées a la présence de
composes bioactifs dont les polyphénols qui sont connus pour leurs propriétes

antioxydantes (Ngom et al., 2014 ;Simioni et al., 2018).

Dans le cadre de ce travail nous nous sommes intéressees a la valorisation d’une
plante médicinale appartenant a la famille des Asteraceae. Cette plante est appelée
Hertia cheirifolia. L’objectif de notre étude est de quantifier les composés phénoliques
puis d’évaluer in vitro I’activité antioxydante des extraits de tige et de racine ainsi que

les mélanges de ces deux extraits. Notre travail est réalisé en deux parties principales :

1-Analyse quantitative du contenu en polyphénols et en flavonoides des extraits de tige et

racine et des mélanges.

2-Etude de I’activité antioxydante in vitro par estimation du pouvoir scavenger de deux

radicaux libres : OH et NO par les extraits de tige, de racine et de leurs mélanges.

Ce manuscrit est subdivisé en trois parties ; la premiére partie est consacrée pour la
revue bibliographique dont on a présenté des généralités sur le stress oxydant, le systeme anti
oxydants, ainsi la plante médicinale Heitia cherifolia, par contre la deuxiéme partie est
consacrée pour matériel et méthodes dont on a exposé les différentes métaux

expérimentaux, la troisieme partie synthétise les résultats et discussions de notre travail.
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1. Stress oxydant

Le stress oxydant est défini comme étant le résultat d’un déséquilibre entre la
production d’espéces réactives de I’oxygéne (ERO) et les systémes antioxydants. Dans
les conditions normales et a faible dose, les espéces réactives de I’oxygéne ont un role
important dans divers mécanismes physiologiques, notamment 1’apoptose, la défense
immunitaire et la régulation dela dilatation capillaire (Favier, 2003). Le stress oxydant
correspond a un exces d’especes réactives toxiques non controlé par les systémes de
protection de 1’organisme (Zbadi et al., 2018). Cet exces est un facteur clé aboutissant a
des dommages structurels et fonctionnels souvent irréversibles. Ces dommages sont
impliques dans le développement de nombreuses pathologies chroniques telles que le
cancer, les maladies neurodégénératives, les maladies cardio- vasculaires, le diabéte et

I’accélération du vieillissement (Bensakhria, 2018 ; Zbadi et al., 2018).

1.1 Radicaux libres et especes réactives

Un radical libre est une espece chimique ayant un ou plusieurs électrons non appariés
sur l'orbitale externe (Halliwell, 2006). Cette propriété lui confere une grande instabilité,
d’ou sonextréme réactivité et sa tres courte demi-vie (nano- a milliseconde). En effet, ce
composeé auratoujours tendance a capturer un électron pour devenir plus stable et va donc
réagir avec d’autres molécules cellulaires (Pefia-Bautista et al., 2019). Il se comporte
comme oxydant ou comme réducteur afin d’apparier son électron célibataire, créant ainsi
de nouveaux radicaux en initiant des réactions en cascade (Favier, 2003 ; Merouane et al.,
2014).

Les radicaux libres sont dérivés de 1’oxygene (ERO), ou de 1’azote (ERA). Ils

peuvent étre radicalaires ou non radicalaires (Halliwell et Whiteman, 2004).

1.1.1 Especes réactives oxygéneées et azoteées :

Les especes réactives de 1’oxygene sont des espeéces chimiques provenant de
I’oxygene. Elles représentent la plus importante classe d’espéces réactives générées dans
les organismes vivants en raison de 1’'importance du métabolisme aérobie (Valko et al.,
2007). Les ERO incluent le radical superoxyde (O2"), le radical hydroxyle (OH"), le
radical peroxyl (ROO'), mais aussi certains dérivés oxygéneés réactifs non radicalaires

dont le peroxyde d’hydrogéne (H20>) et I’oxygéne singulet (*O2) (Singh et al., 2019).
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Par ailleurs, les espéces réactives de 1’azote (ERA) sont générées de la réaction de

I’oxygeéne avec 1’azote, ayant a la fois un pouvoir d'oxydation et de nitrification (Ye et

al., 2015). Les ERA incluent le monoxyde d’azote (NO), I’anion peroxynitrite (ONOO)

et d’autres oxydes d’azote produits par la réaction du NO avec 1’02 (Singh et al., 2019).

Les principales especes réactives radicalaires et non radicalaires sont illustrées dans le

tableau suivant :

Tableau 1 : Les especes réactives radicalaires et non radicalaires (Pisoschi et Pop, 2015 ;
Phaniendra et al., 2015) .

Espéces réactives radicalaires
ERO/ERA Propriétés
Anion C’est le premier radical formé lors du transport des €lectrons au niveau de 13
superoxide chaine respiratoire. Il résulte d’une réduction de 1’0, par diverses
02°*" oxydases telles que la NADPH oxydase.
Radical Produit a partir de H,O, par la réaction de fenton en présence de métaux de
hydroxyle transition sous leur forme réduite telle que Fe**. C’est un radical libre trég
OH" réactif & une demi-vie extrémement courte. Il est capable de réagir fortement
avec des molécules organiques et inorganiques
Monoxyde Produit par la réaction catalysée par la NO synthétase a partir de
d’azote | >arginine. Il se combine 2’02 ou & d’autres radicaux libres contenant de
NO’ I’oxygéne pour produire des espéces réactives de I'oxyde d'azote (RNOS).
Espeéces réeactives non radicalaires
Peroxyde |Produit de la dismutation de 1’O," par la superoxyde dismutase. Le peroxyde
d’hydrogéne |d'hydrogéne peut interagir avec les métaux de transition, comme le fer et le
H.05 cuivre, via la réaction de Fenton pour former un radical hydroxyle HO®
hautement réactif.
Acide L'acide hypochloreux est généré a partir du peroxyde d'hydrogéne par une
hypochloreux [réaction catalysée par la myéloperoxydase (MPO) en présence de l'anion
HOCI chlorure. L'HOCI induit une chlorination oxydative de biomolécules.
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1.2 Sources des espéces réactives oxygénées :

Les espéces réactives oxygénées sont générées par le fonctionnement normal de
notre organisme mais aussi en état anormal en cas de déséquilibre (sources endogenes).
Leur production peut également étre stimulée et intensifiée par de nombreux éléments

extérieurs (sources exogenes) (Liguori et al., 2018).

1.2.1 Sources endogénes
1.2.1.1 Membranes mitochondriales

Les espéces réactives de 1’oxygeéne sont principalement produites en majorité au
niveau des chaines respiratoires mitochondriales des cellules (Figure 1). Environ 90% de
I’oxygéne consommé durant la respiration cellulaire est réduit en eau, tandis que 5% se
transforme en espéces réactives d’oxygene (Brand, 2010). Cette transformation est liée a
la présence de plusieurs enzymes au niveau des membranes mitochondriales telles que la
NADH déshydrogénase qui réduit 1’02 en O2". Les anions superoxydes sont ensuite
dismutés en peroxyde d'hydrogéene (H202) par lI'enzyme superoxyde dismutase (SOD)
(Becker, 2004). La perte d’électrons d’origine mitochondriale semble étre la source

principale d’ERO dans la cellule (Beaudeux et al., 2005).

Intermembrane space ROS
4

H* H* / H*

Da

ATP
v
H-t
e H
Complex | Complex Il Complex IlI Complex IV Complex V
NADH Succinate Ubiquinol- Cytochrome ATP
Dehydrogenase Dehydrogenase  Cytochrome ¢ ¢ Oxidase Synthase

Reductase

Figure 1 : Production des ERO au niveau de la chaine respiratoire (Al Ghouleh et al., 2011).
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1.2.1.2 Xanthine oxydase (XO)

La xanthine oxydase est une enzyme cytosolique issue de 1’oxydation et/ou de la
conversion protéolytique de la xanthine déhydrogénase. Elle est exprimée dans les
cellules vasculaires et peut circuler dans le plasma et se lier a la matrice extracellulaire
des cellules endothéliales (Wassmann et al., 2004). Il y a deux types de xanthine
oxydoréductase (XOR) ; soit de type xanthine oxydase (XO), dépendante de 1’02, soit de
type xanthine déshydrogénase (XD), dépendante du NAD* (Favier, 2003). La xanthine
oxydase (XO) catalyse 1’oxydation de I’hyoxanthine en xanthine puis la xanthine en acide

urique en produisant I’anion superoxyde (O’Mahony et al., 2013).

1.2.1.3 Les peroxysomes :

Les peroxysomes sont des organites cellulaires délimités par une seule membrane,
présents dans toutes les cellules et sont les seuls organites cellulaires avec les
mitochondries et les réticulums endoplasmiques a consommer de 1’oxygéne lors du
métabolisme (Delatter et al., 2005). Dans les conditions physiologiques, les peroxysomes
sont connus par le fait qu’en présence d’une large variété d’enzymes peroxysomales
regroupées sous le nom d’oxydases, ils synthétisent du H2O lors de la réduction de
I’oxygeéne moléculaire en eau (Del Rio et LOpez-Huertas, 2016). Les peroxysomes
génerent du H2O; principalement par la B-oxydation des acides gras et 1’activité

enzymatique des oxydases (Delatter et al., 2005).

1.2.1.4 NO-Synthase (NOS) :

Les NOS sont des protéines homodimeres, dans lesquelles chaque monomere
comprend un domaine réductase en C-terminal (source d’électrons pour la réaction de
NOS) et un domaine oxygénase en N-terminal qui est le site actif de I’enzyme
(Arzumanian et al., 2003). Les NOS catalysent la transformation de la L-arginine en
citrulline et produisent du monoxyde d’azote.Le NO permet la production d’autres ERA
telles que le peroxynitrite (OONO-) (Tsumbu et al., 2012 ; De Marco, 2013).

1.2.2 Sources exogenes :
Les facteurs exogenes associés a une production accrue et/ou a une diminution de

I'élimination de radicaux libres sont également trés variés. Parmi ces facteurs, les
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rayonnements (X ou y) qui sont capables de générer des radicaux libres, soit en scindant
la molécule d'eau soit en activant des molécules d'eau soit en activant des molécules
photosensibles (UV). lls produisent ainsi des anions superoxydes et de I'oxygene singulet
(Tsai et al., 2017).

Les métaux lourds peuvent également induire la génération de radicaux réactifs et
causer des dommages cellulaires en diminuant les activités enzymatiques par
peroxydation des lipides et réaction avec les protéines nucléaires et I'ADN (Birben et al.,
2012). Par ailleurs, lespolluants de 1’air, comme le goudron et la fumée des cigarettes
constituent une importante source d’ERO. Ces oxydants participent a la genése d’autres
radicaux libres car ils sont responsables de 1’auto-oxydation des acides gras
polyinsaturés, notamment dans les alvéoles pulmonaires (Al-Gubory, 2014).

Certains meédicaments, notamment l'adriamycine, la bléomycine et des substances
toxiques comme le paraquat, constituent une source renouvelable de radicaux libres,
grace a des phénomenes de recyclage, c'est-a-dire de régénération des formes
oxydeées/réduites (Allain, 2008 ; Demerdash et al., 2018). De plus, une alimentation riche

en graisses saturées et en sucre favorise la genese de radicaux libres (Mena et al., 2009).

1.3 Conséquences du stress oxydant

Lorsque la régulation du métabolisme de 1’oxygéne est perturbée, les especes
réactives d’oxygene peuvent conduire a des dommages cellulaires et a une altération de
leurs fonctions. Les principales cibles biologiques des radicaux libres sont les protéines,

les lipides et les acides nucléiques (Carocho et al., 2018).

1.3.1 Peroxydation des lipides :

Les lipides membranaires, en particulier les acides gras polyinsaturés des
phospholipides sont plus sensibles a I'oxydation par le radical hydroxyle capable
d'arracher un atome d'hydrogene sur les carbones situés entre deux doubles liaisons pour
former un radical diéne conjugué oxydé en radical peroxyle (Delattre et al., 2005). Ce
radical peroxyle subit un réarrangement via une réaction de cyclisation pour former des
endoperoxydes, qui forment du malondialdéhyde (MDA) et du 4-hydroxylnonénal (4-
HNA), produits toxiques finaux de la peroxydation lipidique qui endommagent I'ADN et

les protéines (Phaniendra et al., 2015).




Revue bibliograpliique Stress oxydant

1.3.2 Oxydation des protéines :

Les protéines les plus sensibles aux attaques radicalaires sont celles comportant un
groupement sulphydryle (-SH) et/ou un site actif contenant le groupement Fe-S. Le
radical hydroxyle est capable d’oxyder ces groupements, conduisant a I’inactivation de
certaines enzymes et a une dégradation irréversible des protéines, par la formation de
groupements carbonyles sur la chaine latérale de certains acides aminés aromatiques tels
que le tryptophane, la tyrosine et I’histidine (Hematyar et al., 2019). Les protéines
modifiées par oxydation perdent leurs propriétés biologiques et deviennent beaucoup
plus sensibles a l'action des protéases (Rosenfeld et al., 2018). Enfin, les ERO induisent
des modifications indirectes des protéines via la formation d’adduits par des aldéhydes

dérivant de la peroxydation des lipides (Lynch et al., 2001).

1.3.3 Oxydation de ’ADN :

Les especes réactives d’oxygene et de 1’azote peuvent endommager les acides
nucléiques. Les ERO particulierement le radical OH" réagit directement avec toutes les
composantes de I'ADN. Ceci provoque un certain nombre d’altération, I'oxydation des
bases azotées, engendrant un grand nombre de bases modifiées, site abasique des
cassures simple et double brin, des pontages ADN-protéines et la formation d’adduits
intra-caténaires (addition d’un produit a la molécule d’ADN) (Phaniendra et al., 2015).
Les bases de guanine, sont sensibles a 1’oxydation par le radical hydroxyle formant la 8-
hydroxy-guanine (8-OHG). Ce dernier est considéré comme un biomarqueur des
dommages oxydatifs de I’ADN et est impliquée dans lamutagenése, la carcinogenese et
le vieillissement. D’autre part, les ERA, notamment le peroxynitrite (OONQO) interagit
avec la guanine pour produire des lésions nitratées et oxydatives de I’ADN telles que la
8- nitroguanine et la 8-oxodéoxyguanosine respectivement (Phaniendra et al., 2015). Les
dommages d’ADN on comme conséquence une transcription réduite des ARNm et donc

une perte de fonction des biomolécules protéiques (Van Houten etal., 2019).
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Biomarkers of Oxidative Stress
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Figure 2: Effet des ERO/ERA sur les biomolécules (ADN, lipides et protéines) utilisées

comme biomarqueurs du stress oxydant dans I'environnement cellulaire (Singh et al., 2019).




Revue bibliograpliique Systéme antioxydant

2. Systeme antioxydant

L'organisme vivant est doté d’un ensemble de systéemes de défense antioxydant tres
efficaces permettant de maintenir un niveau non cytotoxique des ERO (Balaban et al.,
2005). Un antioxydant est toute substance capable, a concentration relativement faible,
de retarder, prévenir ou encore réparer les dommages causés a une molécule cible
(Halliwell et Gutteridge, 2007). Il existe deux sources majeures d'antioxydants, lI'une
exogeéne d'origine végétale, fournie principalement par I'alimentation (Tang et Halliwell,
2010) et l'autre endogéne, composée d'un grand nombre de substances, dont des enzymes
aux propriétés catalytiques spécifiques, ainsi que de petites molécules non enzymatiques
(Leverve, 2009). Ces substances sont classées en fonction de leur mode d'action et de

leur localisation cellulaire ainsi que de leur origine (Delattre et al., 2005).

2.1 Antioxydants endogénes
2.1.1 Systémes enzymatiques :
2.1.1.1 Super Oxyde Dismutase (SOD) :

C’est une métalloprotéine, qui représente une des premiéres lignes de défense contre
le stress oxydant. Elle assure 1’élimination de 1’0 * par une réaction de dismutation en le

transformant en H>O: et en O (Bensakhria, 2018).

2H* + 02" — > H202 + 02

Trois formes différentes sont retrouvées chez ’homme ; une forme cytosolique et
nucléaire associée aux ions cuivre et zinc (Cu/Zn-SOD ou SOD1), une forme
mitochondriale associée au manganése ou au fer (Mn- SOD ou SOD2) et une forme

extracellulaire également associé aux cuivre et au zinc (EC-SOD3) (Birben et al., 2012).

2.1.1.2Catalase :

C’est une enzyme que 1’on retrouve principalement au sein des peroxysomes, dans
les hépatocytes, les érythrocytes et les cellules rénales (Sharma et al., 2012). Elle
catalyse la réaction de détoxification du H.O2 par sa transformation en H20 et Oz (Tokarz
et Kaarniranta,2013).

2H202 ——» 2H20 + 02
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2.1.1.3 Glutathion peroxydase :

La glutathion peroxydase (GPx) est une enzyme dépendante du sélénium. Elle est
localisée dans le cytosol et la matrice mitochondriale. Elle est responsable de la
transformation du H>02 en H>O et des hydroperoxydes lipidiques (ROOH) en ROH
(Tsumbu, 2012). Le glutathion réduit (GSH) est utilis¢é comme donneur d’hydrogéne. Il
est ensuite régénéré grace a I’enzyme glutathion réductase (Jacques et André., 2004).
6GSH (réduit) + 2H,0, + 2ROOH > 6GSSG (oxydé) + 4H,0 + 4ROH

2.1.2 Systémes non enzymatiques :

Le systétme non enzymatique renferme de nombreuses substances endogénes de
faible poids moléculaire, notamment le glutathion, 1’acide urique et la bilirubine

(Pincemail et al., 2002).

2.1.2.1 Bilirubine :

La bilirubine est le produit terminal de la dégradation de I’héme. C’est une molécule
liposoluble capable de piéger les radicaux ROO et 1’O,, protégeant ainsi 1’albumine et
les acides gras liés a 1’albumine des attaques radicalaires (Algeciras-Schimnich et al.,
2007).

2.1.2.2 Acide urique :

L’acide urique est le produit terminal majeur du métabolisme des purines chez
I’homme. Contribuant a 35-60% de la capacité antioxydante totale. Il a été proposé
comme 1’un des meilleurs antioxydants plasmatiques (Haleng et al., 2007). L'acide urique
est un piégeur puissant de I’oxygene singulet, des radicaux peroxyle et hydroxyle et

protége la membrane érythrocytaire de la peroxydation lipidique (Pisoschi et Pop, 2015).

2.1.2.3 Glutathion :

Le glutathion est un composé de faible poids moléculaire impliqué dans la régulation
du stress oxydant. Il est ubiquitaire chez les animaux et les végétaux et se trouve sous
forme d’un tri-peptide (L-y-glutamyl-L-cysteinyl-glycine) avec un groupement thiol

(Descamps et al., 2006).

2.2 Antioxydants exogenes :

En plus des substances propres a 1’organisme, I’alimentation et les plantes sont
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également d’importantes sources d’antioxydants. L’organisme peut tirer profit de nombreux
antioxydants exogénes naturels présents dans son alimentation (Pham-Huy et al., 2008). Bien
que non indispensables a la vie, ces substances jouent un rdle majeur dans la lutte contre le
stress oxydant. Les plus importantes sont les vitamines (E et C), les caroténoides, les

polyphénols, ainsi que des oligo-éléments (sélénium, cuivre, zinc, manganése) (Favier, 2003).

2.2.1 Les vitamines :

La vitamine E est un antioxydant majeur des milieux lipidiques, elle est capable de piéger
les radicaux pyroxyles dans les lipides des membranes biologiques, et contribue ainsi a la
rupture de la chaine de peroxydation lipidique (Pisoschi et Pop, 2015). Sa forme naturelle
inclut quatre tocophérols isomeres (a, y, §) avec une activité antioxydante variable. L’apha-
tocophérol (a- TOCH) est la forme la plus active de la classe des tocophérols (Oroian et
Escriche, 2015). Par ailleurs, la vitamine C (acide ascorbique) est une autre vitamine
hydrosoluble présente dans les fluides physiologiques (Vertuani et al., 2004). Cette vitamine
empéche I’oxydation des lipoprotéines de faible densité¢ (LDL) produites par divers systémes.
Lors de son oxydation en acide déhydro- ascorbique, la Vit C passe par une forme radicalaire
intermédiaire (radical ascorbyl) qui joue un role essentiel dans la régénération de la vitamine
E oxydée (Chen et al., 2004).

2.2.2 Les caroténoides :

Les caroténoides dont la B-caroténe sont répandus dans les fruits et les légumes (Haleng
et al., 2007). Ils exercent un rdle efficace comme piégeur des radicaux hydroxyles (HO") et
peroxyles (ROQ") et de I’oxygene singulet ('O;). L’activité antioxydante des caroténoides est

liée a leur longue chaine carbonée riche en double liaisons (Valko et al., 2007).

2.2.3 Les polyphénols :

Les polyphénols sont des molécules bioactives ayant la capacité de piéger les radicaux
libres. Quand ils sont ingérés dans les aliments, ils renforcent les défenses naturelles qui
protegent les cellules et les tissus contre le stress oxydant (Scalbert, 2004). Les polyphénols
sont capables d’empécher les dommages oxydants par différents mécanismes d’action (Hodek
et al., 2002). Les polyphénols sont une catégorie de molécules organiques largement
réepandus dans le regne veégétal et dans nos aliments, réputés pour leurs propriétés

antioxydants (Macheix et al.,2006).

11
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2.3 Les polyphénols :

Les polyphénols sont des métabolites secondaires présents dans les différentes
parties des plantes. Leur répartition varie selon I’espéce, 1’organe, le tissu ou encore le
stade de développement du végétal (Macheix et al., 2006). Ils regroupent plus de 8000
molécules, divisées en une dizaine de classes chimiques. La présence d’au moins un cycle
aromatique a 6 carbones dans leur structure présente un point commun entre les
différentes classes. Ces structures aromatiques sont elles-mémes porteuses d’un nombre
variable de fonctions hydroxyles (OH) (Hennebelle et al., 2004). Les principales classes
des polyphénols sont : les acides phénoliques, les flavonoides qui représentent plus de la
moitié des polyphénols, les tanins et les coumarines (King et Young. 1999 ; Tapiero et
al., 2002).

2.3.1 Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont de petites molécules constituées d’un noyau benzénique
et d’aumoins un groupe hydroxyle. Elles peuvent étre estérifiées et/ou liees a des sucres
sous forme d’hétérosides. Ces phénols sont solubles dans les solvants polaires. Leur
biosynthése dérive de 1’acide benzoique, trés présent dans le régne végétal, et de 1’acide

cinnamique (Figure 3) (Bento-Silva et al., 2020).

2.3.2 Les flavonoides :

Le terme flavonoide désigne une tres large gamme de composés naturels appartenant
a la famille des polyphénols. Ils sont considérés comme des pigments quasiment
universels des végétaux, souvent responsables de la coloration des fleurs, des fruits et
parfois des feuilles. Al’état naturel les flavonoides se trouvent le plus souvent sous forme
d’hétérosides (Seyoum etal., 2006 ; Ghedira, 2005). Tous les flavonoides possedent la
méme structure de base (C6-C3-C6), laquelle est constituée deux noyaux aromatiques
(anneaux) que désignent les lettres A etB, reliés par un hétérocycle oxygéné, que désigne
la lettre C (Figure 4) (Erdman et al., 2007). Les flavonoides peuvent étre subdivisés en
plusieurs classes selon leur degré d’oxydation et lanature des substitutions portées sur le
cycle C (Pietta, 2000). Six groupes sont les plus répandus et les mieux caractérisés. Il
s’agit des flavones, isoflavones, flavanones, flavanols, flavonols, anthocyanidines
(Tableau 2) (Heim et al.,2002 ; Hendrich, 2006).
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HO (0]
HO 0 \
R3 R1 R3 R1

R2 R2
1, R1 = R2 = R3 = H, Benzoic acid 6, R1 = R2 = R3 = H, Cinnamic acid
2, R1 = R2 = R3 = OH, Gallic acid 7, R1 = R2 = OH, R3 = H, Caffeic acid
3, R1 = R2 = OH, R2 = H, Protocatechuic acid 8, R1 = R3 = H, R2 = OH, p-Coumaric acid
4, R1 = R3 = H, R2 = OH, p-Hydroxybenzoic acid 9, R1 = OCHj3, R2 = OH, R3 = H, Ferulic acid
5, R1 = OCH;, R2 = OH, R3 = H, Vanillic acid 10, R1 = R3 = OCHj3, R2 = OH, Sinapic acid

Figure 3: Structure chimiques de I’acide benzoique, des acides hydroxybenzoiques communs(2-5)

et des acides hydroxycinnamigue communs (6-10) (Bento-Silva et al., 2020)

3’

O 5
C

S 4

Figure 4: Structure de base d'un flavonoide (Erdman et al., 2007)
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Tableau 2 : Principales classes des flavonoides.

Classes Caractéristiques

Flavones Caractérisées par la présence d'un groupe cétone en C4 et
d'une double liaison C2, 3. Le cycle A de la majorité des
flavones est dérivé du phloroglucinol et le cycle B peut
étre substitué aux positions C3', C4' ou C5 (Malbert,
2014).

Exemples : Lutéoline, Apigénine.

Flavonols
Possedent une double liaison entre C2 et C3, et un
groupe hydroxyle en position C3 (D’Archivio et al.,
2007 ).

Exemple : Quercétine

Contiennent une chaine a trois atomes de carbone saturée

et un groupe hydroxyle en position C3 (D’Archivio et

AN M
- O\\//Q\V/K\W} al., 2007).
}
O\
R! Exemple : Catéchine.

Possédent un groupe cétone en C4 sans la double liaison
C2,3. lls possedent un centre chiral a C2 (Malbert,
2014).

Exemple : Naringénine, Eriodictyol.

14
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Caractérisées par le fait que I'anneau B est fixé
Isoflavones _ N
en C3 au lieu de la position C2 (Abbas et

al.,2017)

Exemples : Genisteine, Daidezine.

o Possedent un squelette basé sur le cation

Anthocyanidines ) L )

pyrylium. lls sont caractérisés par la présence

OH| d’une charge cationique et ne se trouvent

o® O généralement pas sous forme d’aglycones libres
~N
=

(Malbert, 2014).

2.3.3 Mécanismes d’action des polyphénols

Les polyphénols sont connus pour leurs diverses activités anti- inflammatoire, anti-
allergique, anti-carcinogénique, antivirale, antimicrobienne, vasodilatatrice et
cardioprotectrice (Ksouri et al., 2007). Ces bienfaits sont en grande partie liés a leurs
propriétés antioxydantes permettant la neutralisation des radicaux libres (Nijveldt et al.,
2001).

2.3.3.1 Piégeage ou réduction des radicaux libres :

Les composés phénoliques, en particulier les flavonoides, sont capable de piéger la
plupart des radicaux libres tels que les radicaux hydroxyles (OHe¢), les anions
superoxydes (O2") et radicaux péroxyles (ROO") (Pietta, 2000). Cette aptitude est due a

leur structure chimique (Figure 5), grace a la présence des éléments suivants :

> La structure 3°,4’-dihydroxy du cycle B, qui est essentielle a 1’activité des flavonoides
possédant un hétérocycle saturé.

> La double liaison C2-C3 conjuguée avec le groupe oxo (C4=0), qui est responsable
de la délocalisation d’électrons du noyau B, ce qui améliore encore plus I’activité anti
radicalaire.

> Les hydroxyles en positions C3 et C5 qui permettent une activité maximale (Pietta, 2000).
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Figure 5: Caractéristiques structurelles des flavonoides permettant le piégeage des radicaux
libres (Amic¢ et al., 2003).

Les flavonoides (Flav-OH) sont thermodynamiquement capables de reduire les
radicaux libres en raison de leur faible potentiel redox par transfert d’hydrogéne. Le
radical flavonox (Flav-Oe), qui en résulte peut réagir avec un autre radical pour former

une structure quinone stable (Jovanovic et al., 2012).

SEiPEsic )

Fhy-OH Flav-0  uinone

Figure 6: Réduction des ERO (Re) par les flavonoides (Jovanovic et al., 2012).

2.3.3.2 Chélation des métaux de transition

Les flavonoides et les tanins inhibent la formation de radicaux libres par la chélation
des métaux tels que, le cuivre et le fer. En plus de leurs réles essentiels dans de
nombreuses fonctions physiologiques, ces derniers renforcent les effets nocifs du stress
oxydant en stimulant la production des radicaux hydroxyles (Hider et al., 2001). Ces
composes en chélatant les ions métalliques, forment des complexes de coordination avec
ceux- ci, en occupant tous les emplacements et peuvent ainsi convertir ces métaux en
complexe insolublesempéchant leurs interactions avec les intermédiaires lipidique (Lee et
al.,2004).
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2.3.3.3 Inhibition des enzymes :

Les interactions polyphénols-protéines ont été largement étudiées in vitro,
particulierementdans le cas des flavonoides. Ces composés sont capables d’inhiber une
grande variété d’enzymes (Havsteen, 2002). Ces interactions, qui sont encore a valider in
vivo, sont vrai semblablement a la base des effets bénéfiques des flavonoides. Par
exemple, les acides hydroxycinnamiques sont des inhibiteurs de protéines de coagulation
(thrombine et facteur Xa) et jouent ainsi un role d’anticoagulant (Monien et al., 2006).

Ce type d’interactions est impliqué dans I’inhibition de la production des ERO par
formation d’un complexe inhibiteur-enzyme. Cette action est bien illustrée dans le cas de
la xanthine oxydase, une enzyme considérée comme une source biologique importante du
radical superoxyde (Hansaki et al., 1994). Dans une étude sur la maladie de la goutte, ont
montré que les flavonoides peuvent agir sur ’activité de la xanthine oxydase et par
conséquent, peuvent prévenir cette maladie en réduisant a la fois les concentrations de

I’acideurique et celles du radical superoxyde dans les tissus humains.
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3.Hertia cheirifolia:

Hertia cheirifolia est une plante médicinale qui fait partie de la famille des
Asteraceae. Celle-ci est une importante famille qui comprend prés de 23000 especes
réparties en 1500 genres décrites dont 750 endémiques (Barreda et al., 2015). Les
asteraceae sont des plantes herbacées, arbustes, et parfois des arbres ou plantes
grimpantes. Les feuilles sont alternes, opposées ou verticillées, simples parfois lobées ou
découpées. Les fleurs sont hermaphrodites,ou unisexuées, parfois stériles, actinomorphes
ou zygomorphes (Walters et al., 2002). Le genre Hertia, qui appartient a la famille des
Asteraceae, contient 12 especes réparties dans toute I'Afrique du Sud et du Nord et en
Asie du Sud-Ouest (Akhgar et al., 2012).

3.1 Description botanique :

Hertia cheirifolia également connue sous le nom d'Othonnopsis cheirifolia Jaub
(Massiot etal., 1990) est une petite plante a fleurs jaunes, qui pousse dans la bordure des
champs dans I’Est de 1'Algérie et le Nord et le centre de la Tunisie (Massiot et al., 1990 ;
Ammar et al., 2009). C’est une plante herbacée, tres répandue sur les hauts-plateaux.
Cette plante (Figure 7)est un sous-arbrisseau vivace aromatique de 0.2-0.3 m de hauteur,
se reproduisant par des graines. Le feuillage est charnu persistant, de couleur vert gris.
Ses feuilles sont alternes, spatulées, réunies en capitules solitaires a bractées oblongues et
pétiolées avec un bord entier,de couleur jaune citron (Quezel et Santa, 1963).

Cette plante est un sous-arbrisseau a souche semi-ligneuse poussant en grosses touffes
les tiges sont tres feuillées et de 20 a 40 cm de long, Les feuilles disposées sur la tige
selon une phyllotaxie alterne, elles sont persistantes, spatulées charnues (Burnie et al.,
2006). Les fleurs sont réunies en capitules jaune citron, de 2 a 3 cm de diamétre et
solitaires sur des pédonculesnus élargis au sommet. Les fruits sont des akénes (fruits secs
indéhiscents) surmontés d’aigrettes de soies appelées pappus. La période de la floraison

se situe au début du printemps(Quezel et Santa, 1963).
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Figure 7: Photographie de la plante Hertia cheirifolia

https://davesgarden.com/quides/pf/showimaqge/471507/

3.2 Classification et systématique : (Quezel et Santa, 1963).
Régne : Plantae

Sous-regne : Tracheobionta (Plantes vasculaires)
Embranchement : Phanerogamae (Phanérogames)
Sous-embranchement : Magnoliophytina (Angiospermes)
Classe : Magnoliopsida (Dicotyledones)

Sous-classe : Asterida

Ordre : Asterales

Famille : Astéraceae

Genre : Hertia

Espece : Hertia cheirifolia L.
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3.3 Utilisations traditionnelles :

Hertia cheirifolia est utilisée en médecine traditionnelle algérienne et tunisienne
comme anti-inflammatoire et antispasmodique (Iserin, 2001 ; Ammar et al., 2009). Les
infusat des feuilles de cette plante sont utilisés pour traiter les crampes et les douleurs a
I'estomac ainsi que certains troubles gastro-intestinaux tels que la dyspepsie et la
diarrhée. Elle est aussi utilisée pour traiter certaines infections (Iserin, 2001).

Les métabolites secondaires contenus dans H. cheirifolia conférent a cette plante
plusieurs propriétés biologiques et pharmacologiques. En effet, il a été montré que
I’extrait chloroformique de cette plante exerce une activité anti-spasmodique et anti-
inflammatoire (Ammar et al., 2009). Les éetudes portant sur des extraits alcooliques et
aqueux de H. cheirifolia ont prouvé son pouvoir antioxydant probablement associé a la
présence de polyphénols (Bousselsela et al., 2012 ; Majouli et al., 2017). Une activité
acaricide des huiles essentielles de cette plante contre les acariens phytophages,
particulierement 1’acarien Tetranychus urticae qui cause des dégats en agriculture a été
rapportée par Attia et al. (2012, 2015).
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1. Matériel

1.1. Végetal :

L'étude est réalisée sur des extraits méthanoliques de tige et de racine provenant de la
plante Hertia cheirifolia récoltée au stade de la floraison au mois d'avril 2014 dans la

région de Sétif.La méthode d’extraction est décrite en annexe.

1.2 Matériel non biologique :
1.2.1 Réactifs

» Folin-Ciocalteu [mélange d’acide phosphotungstique (HsPW12040) et d'acide
phosphomolybdique (HzPMo012040)].

= Acide gallique (C7HgOs).

= Trichlorure d’aluminium (AICI5).

= Sulfate ferreux heptahydraté (FeSo4.7H.0).

= Peroxyde d'hydrogéne (H20>).

= Sulfanilamide (HsN20.S).

= acide phosphorique (HsPO.).

= N(1-Naphthyl) éthylenediamine dichlorydrate (Ci2H14N2-2HCI).

= Quercétine (C1sH1007).

= Acide sulfurique (H2SOa4).

= Chlorure de sodium (NaCl).

= Carbonate de sodium(Na.CO:s).

» Phosphate dissodique  (NazHPO.)

* Phosphate dipotassique (K:HPOy).

= Chlorure de potassium (KCI).

» Salicylate sodium (C7HsNaOs).

= Nitroprussiate de sodium Naz[Fe(CN)sNO].

1.2.2 Appareils
= Spectrophotometre Uv-Visible (BIOTECH ENGINEERING MANAGRMENT

CO-LTD. (UK).
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= Balance de précision (RADWAG XA 310).

» Bain-marie (Raypa THERMOSTATIC BATH).
= Vortex (VELP SCIENTIFICA Zx3).

= Centrifugeuse (MO01)

= Plaque agitatrice (VELP SCIENTIFICA)

» pH-metre (BANTE instruments 820).

2. Méthodes:

2.1 Dosage des polyphénols et flavonoides

2.1.1 Dosage des polyphénols

Le dosage des composés phénoligue totaux contenus dans les extraits de racine et de
tige ainsi que dans le mélange de ces deux extrais de la plante H. cheirifolia a été estime
par le réactif du Folin-Ciocalteu selon la méthode de (Li et al., 2007). Le réactif de Folin-
Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué d’un mélange de deux acides ;
phosphotungstique (HsPW12040) et phosphomolybdique (HsPMo012040). 1l est réduit lors
de I'oxydation desphénols pour former un complexe bleu stable d'oxydes de tungstene et
de molybdéne. La coloration produite, dont I'absorption maximum est au voisinage de
760 nm, est proportionnelle a la quantité des composés phénoliques présents dans les
extraits végétaux (Boizot et Charpentier, 2006).

500 pl du Folin-Ciocalteu (1/10) est ajouté a 100 pl des extraits de racine et de tige
(2 mg/ml). Aprés 4 minutes d’incubation, 400 pl d’une solution de carbonate de sodium
(7.5%) sont additionnés au milieu réactionnel. Les tubes sont agités au vortex et une
couleur bleue est obtenue aprés incubation a 1’obscurité pendant 1h30 & 2h a température
ambiante. L’absorbance est mesurée au spectrophotométre a A=760 nm. Tous les
échantillons ont été analysés en triplicate. La teneur en polyphénols totaux a été estimée a
partir de 1’équation de régression de la gamme d’étalonnage utilisant ’acide gallique
comme standard (0-200 pg/ml). Elle est exprimée en microgramme équivalent d’acide

gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait).
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2.1.2 Dosage des flavonoides :

Le dosage spectrophotométrique des flavonoides est effectué suivant la méthode de
Bahorun et al. (1996) en utilisant comme réactif spécifique le trichlorure d’aluminium
(AICl3). 500ul d’AlClz3 (2%) ont été ajoutés a un volume égal de I’extrait de tige
(T100%), de racine (R100%) et des mélanges préparés aux différents pourcentages
(T75%, R75%, T/R50%). Les échantillons ont été vigoureusement agités au vortex.
Aprés 10 minutes d’incubation a tempeérature ambiante, les absorbances sont mesurées a
A=430 nm. Toutes les manipulations sont répétées en triplicate.

La teneur en flavonoides dans chacun des échantillons analyses a été calculée a partir
de la courbe d’étalonnage établit en utilisant la quercétine comme standard (0-50 pg/ml).

La teneurest exprimée en milligrammes équivalents de quercétine par grammes d’extrait
(mg EQ/Q).

2.2 Analyse de I’activité scavenger de radicaux libres
2.2.1 Activiteé scavenger du radical hydroxyle (OH) :

L’activité scavenger du radical OH par les extraits de tige et de racine ainsi que par le
mélange de ces deux extraits de la plante Hertia cheirifolia a été mesuré par la méthode
de Rajamanikandan et al. (2011).

500ul de chaque extrait de tige et racine dissout dans du méthanol et des différents
pourcentages du meélange de ces deux extraits (100%R, 100%T, 75%R, 75%T, 50% R/T)
ont été additionnés a 500 pL de FeSos (1.5 Mm) plus 350 pl de H2O2 (6 Mm) et 150 pL
de salicylate de sodium (20 Mm). Apres mélange au vortex, les échantillons ont été
incubés pendant 1 h dans un bain-marie a 37°C. Ensuite, les échantillons ont été
centrifugés a 3000 tours pendant 5 min. L’absorbance correspondant a la formation du
complexe salicylate hydroxylé a été mesurée a A = 562 nm. Le pourcentage d’inhibition
de I’oxydation du radical OH par les différents extraits analysés a été calculé selon
I'équation suivante :

% Inhibition = (Ao-At)/Ao x100.

Ao : absorbance du contr6le (sans 1’extrait)

At : absorbance du test (avec I’extrait).
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2.2.2 Activité scavenger du radical monoxyde d’azote (NO) :

L’activité antioxydante des extraits de racine et de tige ainsi que celle des différents
mélanges de ces deux extraits de la plante Hertia cheirifolia par la neutralisation du
radical NO a été évaluée par la méthode de Griess (Awah et Verla, 2010).

500 ul de I’extrait est ajouté a 500 ul de nitroprussiate de sodium NPS (5Mm)
préparé dansdu tompan phosphate salin (PBS, pH = 7.4). Les tubes sont passés au vortex
puis incubés 1h30 sous la lumiére. Ensuite, 500 pl du réactif de sulfamide (1% dans 5%
de H3PO4) sont rajoutés, puis incubés pendant 10 min a 1’obscurité. Aprés, 500 ul de
dichlorydrate de naphtyléthyléne diamine (NEDD, 0.1%) sont ajoutés dans chaque tube
puis incubé pendant 20min a I’obscurité a température ambiante. A la fin, une couleur

rose est obtenue et les absorbances sont mesurées au spectrophotometre a A=543 nm.

Le pourcentage du potentiel scavenger du radical NO par les deux extraits de tige et

de racine ainsi que par leurs différents mélanges a été calculé selon I'équation suivante :
% inhibition = (Ao-At) /Aox100.

A : absorbance du controle (sans
I’extrait). A : absorbance du test (avec

I’extrait).

3. Analyse statistique

Les résultats obtenus sont exprimés sous forme de la moyenne + écart-type (n = 3).
L’analyse statistique est réalisée par le logiciel GraphPad Prism.5 en appliquant [’analyse
de la variance (ANOVA). La significativité de la variance a été évaluer au niveau des

probabilités d’erreurs p < 0,05 ; p < 0,01.
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La présente étude a été réalisée sur les extraits méthanoliques de tiges et de racines
ainsi que sur les différents mélanges préparés a partir de ces deux extraits de la plante
Hertia cheirifolia. L objectif de ce travail est de déterminer le contenu en polyphénols et
en flavonoides de ces extraits, ainsi que 1’évaluation de leur potentiel neutralisant les

radicaux libres.

1. Contenu en polyphénols et en flavonoides totaux

1.1 Contenu en polyphénols :

Les polyphénols sont des meétabolites secondaires constituant une famille de
molécules bioactives largement répandues dans le régne végetal. Ils sont retrouvés dans
les différentes parties des plantes (Fleuriet et Deloire, 1982 ; Yusuf, 2006).

Le dosage des polyphénols a été réalisé en utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu
permettant la quantification des groupements hydroxyles présents dans les extraits des
racines et tiges et les mélanges de ces deux extraits. Le réactif du Folin-Ciocalteau, en
milieu alcalin, oxyde les phénols en ions phénolates et réduit partiellement ces hétéro-
polyacides, d’ou le changement de sa couleur jaune verdatre au bleu (Boizot et
Charpentier, 2006).

La teneur en polyphénols a été déterminée a partir de 1’équation de régression
linéaire de la courbe d’étalonnage (Figure 8), ou ’acide gallique a été utilisé comme
standard et les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent de 1’acide gallique par

gramme d’extrait (mg EAG/Q).
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Figure 8 : Droite standard a I’acide gallique pour le dosage des polyphénols.
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Les résultats enregistrés lors du dosage des polyphénols des extraits de tige et de
racine ainsi que leurs mélanges sont présentés dans la figure 9. La teneur la plus élevée
en polyphénols a été obtenue dans I’extrait 100%R (48.90 + 3.49 mg EAG/g), cette
valeur est significativement supérieure (p < 0.05) a la teneur des polyphénols dans
I’extrait 100%T (30.51 + 11.05 mg EAG/g). Parallelement, aucune différence
significative n’a été enregistrée entre des mélanges des deux extraits 75%R, 50% R/T et
75%T (35.35 + 13.62 mg EAG/g ;

30.99 +12.83 mg EAG/g et 27.10 £ 11.15 mg EAG/g, respectivement).

Des teneurs élevées en polyphénols dans I’extrait méthanolique sont généralement liées a
la solubilité élevée des phenols dans les solvants polaires (Bakchiche et al., 2013). 1l a été
constaté que la méthode d’extraction et le type de solvant utilisé jouent un réle tres
important dans les rendements des extraits. Un solvant polaire permet d’extraire un grand
nombre de composés biologiquement actifs, a partir de différentes matieres veégétales (Su
et al., 2014 ; Starliper et al., 2015).

Les teneurs en polyphénols totaux varient qualitativement et quantitativement dans
la méme plante ainsi que d’une plante a une autre. Ceci est probablement 1i¢ a la méthode
d’extraction et a la polarité des solvants utilisés (Park et Cha, 2003). Par ailleurs, la
diversité structurale des composés phénoliques de la matiéere végétale est responsable de
la grande variabilité de leurs propriétés physico-chimiques influencant leur extraction.
Elle peut également varier en fonction des conditions climatiques et environnementales,
la maturité de la plante et la durée de conservation de I’extrait (Mahmoudi et al., 2013 ;
Bentahar et al., 2020).

Les résultats obtenus montrent une répartition différente des polyphénols entre les
deux extraits 100%R et 100%T. Ceci pourrait étre expliqué par la différence de solubilité
des polyphénols contenus dans les extraits dans les solvants polaires (méthanol). Ce qui
dépendrait du nombre et de la position des groupements hydroxyles libres et de leur poids

moléculaire (Mohammedi et Atik, 2011 ; lloki-Assanga et al., 2015).

26



Résullalts el discussions

NS

50~ (a) * NS

Contenu en polyphénols(mg
EAG/g)

100%T 100%R 75%R  50%R/T

(b)__ «

Ul
e

NS

NS

N
T

w
T

EAG/Q)
=

Contenu en polyphénols(mg
-
‘P

o
L

100%R 100% T  75%T  50%R/T

Figure 9: Teneurs en polyphénols dans les extraits des racines (100%R) et des tiges (100%T)de
Hertia cheirifolia et dans leurs différents mélanges (75%R, 75%T et 50% R/T). Comparaison a
I’extrait de racine (100%R) (a). Comparaison a I’extrait de tige (100%T) (b). (NS : non
significatif ; * : p < 0.05).
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1.2 Contenu en flavonoides :

Les flavonoides est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Ce sont
des pigments quasi universels des végétaux et sont responsables des colorations jaune,

orange, et rouge de différents organes végétaux (Havsteen, 2002).

L’estimation quantitative des flavonoides dans les différents extraits analysés a été
réalisée par la méthode au trichlorure d’aluminium. Le principe de cette méthode
colorimétrique est basé sur la capacité de 1’AlClz a former un complexe jaune avec les
molécules flavonoiques. La teneur en flavonoides a été déterminée a partir de 1’équation
de régression linéaire de la courbe d’étalonnage (Figure 10), ou la quercétine a étée
utilisée comme standard et les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent de la

quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/Q).

. y = 0,031x + 0,0035
R2?=0,9993

Absorbance
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Figure 10 : Droite standard a la quercétine pour le dosage des flavonoides.

Les résultats enregistrés lors du dosage des flavonoides dans les extraits de tige et de
racine ainsi que dans leurs mélanges sont présentés dans la figure 11. L’analyse des
résultats a révelé qu’il n y a aucune différence significative (p > 0,05) entre 1’extrait

100%R et 100%T (8,54 = 2,77 mg EQ/g ; 10,27 £ 2,73 mg EQ/g et, respectivement).
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Figure 11: Teneurs en flavonoides dans les extraits des racines (100%R) et des tiges (100%T) de

Hertia cheirifolia et dans leurs différents mélanges (75%R, 75%T et 50% R/T). Comparaison a

I’extrait de racine (100%R) (a). Comparaison a I’extrait de tige (100%T) (b). (NS : non

significatif ; * : p < 0.05)
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Dapres les résultats présentés dans la figure 11a, le mélange R75% représente la
teneur la plus élevée en flavonoides totaux (14.89 + 0.86 mg EQ/g), significativement
différente (p < 0.05) par apport a 1’extrait pur de racines 100%R. Par contre, aucune
différence significative n’a été observée entre le mélange d’extraits 50% R/T (12.51 +
154 mg EQ/g) et I’extrait 100%R (8.54 + 2.77 mg EQ/g).

Par ailleurs, les résultats du dosage des flavonoides totaux présentés dans la figure
11b, montrent que la teneur en flavonoides est similaire entre I’extrait pur 100%T (10.27
+ 2.73 mg EQ/q) et les deux mélanges 75%T et 50% R/T (10.41 + 3.23 mg EQ/g, 12.51 +
1.54 mg EQ/qg, respectivement).

Des teneurs en flavonoides supérieures a nos résultats ont été retrouvées dans la
racine de Tamus communis (Boumerfeg et al., 2009). Tandis que des valeurs plus faibles
ont été rapportées par Adida et al. (2015) dans I’extrait de racine de la plante Pituranthos
scopatius de famille Apiacées. D’autres études réalisées par Zaouali et al. (2018), sur la
plante Pistacia lentiscus ont montré des quantités en flavonoides dans les tiges qui
concordent avec nos résultats. Pour les mélanges d’extraits, nous n’avons pu trouver

aucune étude afin de comparer nos résultats.

La différence des teneurs en flavonoides observée entre le mélanges 75%R et
I’extrait pur 100%R, peut étre expliquée par le fait que les extraits de tige et de racines
contiennent certaines molécules flavonoides qui auraient la méme structure chimique
d’ou leur cumul dans le mélange d’extrait 75%R et 1’obtention d’une quantité plus
importante (p < 0.05). Cecin’a pas été remarqué pour le reste des extraits, ou des

concentrations similaires ont été obtenues.

2. Activité antioxydante

Plusieurs méthodes colorimétriques sont utilisées pour 1’étude de l'activité anti-
radicalaire d’extraits végétaux in vitro. La plupart de ces méthodes sont basées sur la
décoloration d'un réactif dans un milieu réactionnel (Georgieva et al., 2010). Le potentiel
antioxydant des extraits méthanoliques des racines et des tiges ainsi que de leurs
différents mélanges a été évalué in vitro, par le test de piégeage des radicaux

d’hydroxyles (OH) et le test de piégeage du monoxyde d’azote (NO).
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2.1 Piégeage des radicaux d’hydroxyles

Les radicaux hydroxyles sont considérés comme étant les radicaux les plus réactifs
pouvant induire de graves dommages aux tissus en interagissant avec les biomolécules
cellulaires (Zhang et al., 2011). Ainsi, le piégeage de ce radical est important pour la défense

antioxydante et la réduction des dommages oxydatifs (Pan et Mei, 2010 ; Li et al., 2014).

La capacité des extraits de racine et de tige de la plante Hertia cheirifolia et de leurs
mélanges (75% R ; 75%T et 50% R/T) a piéger le radical OH est estimée selon la méthode
décrite par Rajamanikandan et al. (2011). Le principe de cette méthode est basé sur la
production du radical hydroxyle par la réaction de Fenton qui consiste en la réduction du
peroxyde d’hydrogene par des métaux de transition ; des traces de fer ferreux Fe(ll) ou de
cuivre Cu (Il) (Enami et al., 2014).

Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure 12. Il apparait que tous les extraits de
tige, de racine et de leurs mélanges 75%R, 75%T et 50% R/T ont un effet scavenger variable
du radical hydroxyle. Nous pouvons constater d’apres ces résultats que I’activité de piégeage
du radical hydroxyle par I’extrait 100%R (49.19 £ 6.92%) est la plus ¢élevée par rapport aux
autres extraits Cependant, aucune différence significative n’a été observée entre 1’extrait
100%T (18.57 + 4.33%) et les mélanges d’extraits 75%R (40.04 + 17.70%) et 50% R/T
(39.36 % + 15.12%) par rapport a I’extrait pur 100%R (49.19 + 6.92%).

Par ailleurs, I’extrait 100%T semble avoir le potentiel anti-radical OH le plus faible (18.57
+ 4.33%) par rapport & I’ensemble des extraits analysés. Néanmoins, aucune différence
significative n’a été notée par rapport aux deux mélanges d’extraits 75%T et 50% R/T (28.10

+12.15% et 39.36 % * 15.12%, respectivement).

Le potentiel anti-radicalaire des extraits de la racine, de la tige ainsi que de leurs
différents mélanges (R75%, T75% et R/T 50%) peut étre expliqué par leur capacité a donner
un hydrogéne ou a inhiber les réactions d’initiation radicalaires par la chélation des métaux
comme le fer et le cuivre (Soucek et al., 2011). La réaction de Fenton sera donc bloquée in

vitro et par conséquent, une faible quantité de radicaux hydroxyles sera produite.
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Figure 12: Effet scavenger du radical hydroxyle (OH) par les extraits de racines (100%R) et de
tiges (100%T) de Hertia cheirifolia ainsi que par leurs différents mélanges (75%R, 75%T et 50%
R/T). Comparaison a I’extrait de racine (100%R) (@). Comparaison a 1’extrait de tige (100%T)
(b). (NS : non significatif).
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Deux types de mécanismes peuvent expliquer la capacité des composées phénoliques
a neutraliser le radical hydroxyle ; 1’un consiste a supprimer la production du radical
hydroxyleet 1’autre a piéger directement le radical hydroxyle (Nadour et al., 2015). Le
premier mécanisme est lié a la réduction des ions métalliques car le peroxyde
d’hydrogéne est relativement stable en 1’absence d’ions de métaux de transition (Zhang et
al., 2011). Des études antérieures ont montré également que le mécanisme par lequel les
flavonoides sont capables de diminuer la production des radicaux hydroxyles semble étre
la chélation du fer libre et le piégeage direct des radicaux hydroxyles en méme temps
(Soucek et al., 2011; Nadour et al., 2015).

Les flavonoides grace a leur forte tendance a céder des atomes d’hydrogéne portés
par les groupements hydroxyles, sont de puissants agents anti radicalaires (Sandhar et al.,
2011). Une des caracteristiques structurales des flavonoides est la variabilité du taux
d’hydroxylation des cycles phénoliques suivant le flavonoide considéré. Cette
caractéristique influe directement sur leur capacité donatrice en hydrogéene et donc sur
leur potentiel anti-radicalaire (Le et al., 2007).

L’étude de Joshi et Juyal (2018), sur les extraits éthanoliques de Thymus serpyllum a
montré une activité efficace de piégeage de radical hydroxyle avec un pourcentage
d’inhibition proche a celui obtenu dans notre étude. Une autre étude sur les extraits
méthanoliques et chlorofomiques d’UImus davidiana ont montré une activité de piégeage
desradicaux hydroxydes avec un pourcentage d’inhibition nettement plus important que

nos résultats (Jia et Wang, 2007).

L’analyse de corrélation entre 1’activité neutralisant le radical OH par les extraits
analysés et leurs teneurs en polyphénols a révélé une corrélation moyenne (r = 0.5087, p >
0.05). Ainsi,1’effet scavenger des radicaux OH ne serait pas seulement lié au contenu en
polyphénols. Ceci peut étre expliqué par le fait que les extraits analysés pourraient
contenir d’autres composés antioxydants agissant en synergie sur le piégeage du radical
hydroxyle. Il est largement accepté qu’une puissante activité antioxydante ne serait pas

nécessairement liée a une forte teneur en polyphénols (Mour et al., 2001).
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2.2. Piégeage du monoxyde d’azote (NO)

Le monoxyde d’azote est un composé radicalaire réactif sous forme gazeuse. Sa
solubilité dans 1’eau est comparable a la solubilit¢é du monoxyde de carbone et de
I’oxygene moléculaire. La charge nulle du NO le rend soluble dans les solvants apolaires,
ce qui facilite sa diffusion au travers des membranes cellulaires (Sennequier et Vadon-Le-
Goff, 1998).Les résultats de 1’activité scavenger du monoxyde d’azote exercé par les
extraits de tige, de racine et des différents mélanges de ces deux extraits de la plante
Hertia cheirifolia sont illustrés dans la figure 13.

Les résultats obtenus révélent que 1’extrait 100%T posseéde un potentiel anti-radical
NO significativement supérieur (p < 0.05) a celui exercé par I’extrait 100%R (53.80 +
6.86% vs 42.51 + 7.05%). D’autre part, une différence significative a été également
observée entre 1’extrait de racine pur 100%R et le mélange d’extraits 75%R (57.15 £
7.6% vs 42.51 + 7.05%,p < 0.01) ainsi que 50% R/T (63.99 + 4.07% vs 42.51 + 7.05%, p
< 0.05). Tandis qu’aucune différence significative n’a €té observée entre les mélanges

d’extraits 75%R et 50% R/T (Figure 13).

Pour I’extrait pur de tiges 100%T, aucune différence significative n’a été observée
par rapport a I’extrait 75%T (53.80 + 6.86% vs 59.56 + 6.47%). Par contre, le mélange
50% R/T aréveélé un pourcentage de neutralisation du NO, significativement supérieur (p
< 0.05) a celui obtenu par I’extrait 100%T. Celui-ci n’a montré aucune différence

significative par rapport aumélange 50% R/T avec une valeur de 63.99 + 4.07%.

Le monoxyde d’azote produit a partir du nitroprussiate de sodium dans une solution
aqueuse a pH physiologique interagit avec 1’oxygene pour produire des ions nitrites, qui

ont été mesureés a 1’aide du réactif de de Griess (Green et al., 1982).

Les acides phénoliques se sont avérés de bons scavengers du radical NO, ceci est da
a la grande capacité des groupements hydroxyles présents au niveau de leurs structures a
donner un atome d’hydrogéne pour piéger le radicale NO (Atmani et al., 2009).
Parallelement, le mélange de racine avec tige améliore le potentiel anti-NO de racine, cet
effet reviens probablement a des interactions entre les différentes structures des

molécules bioactives contenues dans le mélange par rapport a I’extrait pur.

34



Résullalts et discussions

**

80, (2)

NS

(2]
o
1

Effet scavenger du
monoxyde d'azote NO (%0)
-

100%T 100%R 75%R 50% R/T

80+ (b)

Effet scavenger du
monoxyde d'azote NO (%)

100%R 100%T 75%T 50% R/T

Figure 13: Effet scavenger du monoxyde d’azote (NO) par les extraits de racines (100%R) etde
tigess (100%T) de Hertia cheirifolia ainsi que par leurs différents mélanges (75%R, 75%T et 50%
R/T). Comparaison a I’extrait de racine (100%R) (a). Comparaison a I’extrait de tige (100%T)
(b). (NS : non significatif; *: p<0.05; **: p<0.01).
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Les résultats suggerent que les extraits des racines de Heirtia cherifolia ont une
capacité considérable de réagir avec les radicaux libres pour les convertir en espéces non
réactives et interrompre la chaine de réactions radicalaires (Tepe et al., 2005 ; Aslan et
al., 2006).

De Plus, des études ont montré que 1’effet antioxydant des substances naturelles est
largement da a leurs composés phénoliques (Yang et al., 2002 ; Nagai et al., 2003). Notre
étude le confirme étant donné que les deux extraits purs racine et tige sont une source de
ces polyphénols.

L’analyse de corrélation a montré qu’il y a une corrélation négative (r = - 0.9216, p <
0.05) entre I’activité scavenger du monoxyde d’azote et les teneurs en composés
phénoliques contenus dans les différents extraits analysés. Cela veut dire que dans ce cas,

plus I’extrait estriche en polyphénols, moins il est puissant dans la neutralisation du NO.
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Conclusion

Les plantes médicinales restent encore le premier réservoir de nouveaux médicaments.
Elles sont considérées comme une source de matiére premiére essentielle pour la
découverte de nouvelles molécules nécessaires au développement de futurs médicaments.
C’est pour cette raison que le patrimoine végétal doit étre absolument préservé dans sa

diversité et dans son étendue.

Au cours de ce travail, nous avons évalué le contenu en polyphénols totaux et en
flavonoides dans différents extraits de Heirtia cherifolia. De plus, nous avons étudié
I’activité antioxydante par analyse de 1’activité scavenger du radicale hydroxyl (OH), et

I’activité scavenger du monoxyde d’azote (NO).

Les résultats obtenus pour I’analyse quantitative des composés phénoliques et
flavonoides de la racine et de la tige, ainsi que les mélanges de ces deux extrais montrent
la richesse de ces derniers en polyphénols et en flavonoides. Le dosage des polyphénols
totaux, a révélé quel’extrait de racine pure est le plus riche en polyphénols (48.91 + 3, 49
mg EAG/qg) par rapportaux autres extraits analysés. Par contre, le dosage des flavonoides

a revelé des contenus similaires entre les extraits analyses.

Pour I’évaluation de l'activité antioxydante, les résultats ont montré que 1’activité
neutralisant le radical NO par le mélange d’extraits 50% R/T est la plus élevée (63.99 +
4.07%) par rapport aux extraits purs 100%R (42.51 + 7.05%) et 100%T (53.80 * 6.86%).
Ainsi, les capacités radicaux-libres révélées dans cette études peuvent étre liées
directement au contenu des extraits de Heirtia cherifolia en polyphénols mais également
a la structure de ces composés ainsi qu’aux différentes interactions pouvant exister entre

eux.

La plante sélectionnée dans ce travail contient probablement des molécules trés
intéressantes en tant que substances a pouvoir antioxydant. Elles peuvent a cet effet étre
employées pour des applications thérapeutiques. Notre étude valide scientifiquement
I’usage traditionnel de cette plante et supporte son intérét dans le développement

pharmaceutique.
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Annexe

Poudre de la plante + Méthanol (MeOH) pur
(10% m/v)

Macération (3 x | semaine)
Filtration {papier Whatman 3)

Filtrat

Evaporation du MeOH
(Evaporateur rotatif, 40°C)
Sechage
(Etuve, 40°C)

Extrait méthanolique brut
(Tiges et racines)

U

Délipidation
Liquide-liquide

f (n-hexane) x

Phase Phase polaire
apolaire résiduelle

Evaporation du Evaporation du MeOH

A-hexane i Séchage (Evaporateur rotatif,
(Fvaportices ot (Etuve, 40°C) 40°C)
v
Fraction Extrait méthanolique
lipidique délipidé

Procédure d’extraction et de délipidation & partir des tiges et racines de Hertia cheirifolia L.
(Abdelouhab, 2021).




Résumeé

Résumé

Hertia cheirifolia est une plante médicinale appartenant a la famille des Asteraceae
largement utilisée en médecine traditionnelle en mediterranée. La présente étude a été
réalisée sur deux extraits purs de tiges (100%T) et de racines (100%R) ainsi que sur leurs
mélanges 75%R, 75%T, et 50% R/T. L’objectif était de quantifier les composés
phénoliques et d’évaluer in vitro 1’activité antioxydante de ces extraits. D’abord,
I’évaluation du contenu en polyphénols a démontré que la teneur la plus élevée est
contenue dans I’extrait 100% R (48.90 £ 3.49 mg EAG/g). L’analyse de 1’activité
antioxydante vis-a-vis du radical NO a révélé que le mélange des deux extraits 50% R/T
possede la capacité antioxydante la plus élevée (63.99 + 4.07%).par rapport aux autres
extraits analysés. L’ensemble de ces résultats indique que les extraits de tige et de racine
de la plante Hertia cheirifolia présentent de tres bonnes propriétés antioxydantes liées

probablement a leur contenu en polyphénols

Mots clés : Hertia cherifolia, polyphénols, activité antioxydante, radical hydroxyle,

monoxyde d’azote.

Abstract

Hertia cheirifolia is a medicinal plant belonging to the Asteraceae family. It is widely
used inthe mediterranean traditional medicine. The present study was performed on two
pure extracts of stems (100%S) and roots (100%R) as well as on their mixtures 75%R,
75%S, and 50% R/S. The objective of this study was to evaluate the phenolic content and
the antioxidant activity of these extracts in vitro. Firstly, the evaluation of the polyphenol
content showed thatthe highest amount is contained in the 100%R extract (48.90 + 3.49
mg EAG/g). The analysisof the antioxidant activity towards the NO radical revealed that the
mixture of the two extracts 50% R/S has the highest antioxidant capacity (63.99 + 4.07%).
These results indicate that the stem and root extracts of the plant Hertia cheirifolia

displayed a very good antioxidant properties probably related to their polyphenol content.

Key words : Hertia cherifolia, polyphenols, antioxidant activity, hydroxyl radical, nitric oxide.
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