Chapitre III                                                             Activités antioxydants et antifongiques                                         

III.1.Les Activité antioxydants

III.1.1. Définition des Antioxydants


            On entend par antioxydant, toute substance qui lorsqu’elle est présente en faible concentration  comparée à celle du substrat  oxydable , retarde ou prévient de manière significative l’oxydation de ce  substrat. [22].
           Le terme de substrat  oxydable inclut toutes sortes  de types de molécules in vivo. Ainsi lorsque des  espèces réactives de l’oxygène sont générées in vivo, de nombreux. antioxydants interviennent. Il s’agira principalement d’enzymes : la superoxyde dismutase   , la glutathion peroxydase, la catalase et aussi des molécules de faibles masses moléculaires comme le tripeptide gluthation ou l’acide urique En plus de ces substances propres à l’organisme, les médicaments et  l’alimentation  peuvent être  également    d’autres sources d’antioxydants.

          En ce qui concerne les médicaments, de nouveaux composés aux propriétés antioxydants sont 
 en cours de développement.

          Actuellement, plusieurs agents thérapeutiques comme les anti-inflammatoires non stéroïdiens, les antihyperlipo - protéiniques, les bloquants, et les antihypertensifs ont été évalués pour leur propriétés antioxydants. Citons deux exemples :

· Le probucol :(Lurselle): est un médicament qui en plus de ces effets reconnus dans labaisse du taux sanguin de cholestérol, prévient l’athérogenèse en agissant comme antioxydant et en supprimant l' oxydation des lipoprotéines de faible densité (LDL).

· La N- acétylcystéines: est une molécule intéressante qui pénètre les cellules et agit de manière très efficace dans la régénération du gluthation. Des recherches ont également démontré que la N – acetylcystéine peut être utile dans le traitement des blessures de poumon dues à des espèces réactives de l’oxygène.

Pour ce qui concerne l’alimentation, l’organisme utilise les substances ingérées comme antioxydants. Les principaux antioxydants naturels sont les Acide ascorbique et la Tocophérol ainsi que le carotène.

· Acide ascorbique: Vitamine C : est un puissant réducteur et joue un rôle important dans la régénération de la vitamine E[23]. On retrouve la vitamine C principalement dans les aliments suivants : les légumes, le chou, le poivron, le persil, les agrumes et la kiwi.

· Tocophérol: Vitamine E prévient la peroxydation des lipides membranaires in vivo en capturant les radicaux peroxyles. Elle est présente dans les huiles végétales ( huiles d’arachide, de soja, de chardon, de tournesol et d’olive pressées à froid) ainsi que dans les noix, les amandes, les raines, le lait, les oeufs, et les légumes à feuilles vertes.
· Le B – carotène: qui outre l’activité provitaminique A possède la capacité de capter l’oxygène singulet. On le retrouve dans les légumes verts, la salade, les carottes, l’abricot, le melon, les épinards, la papaye et autres fruits jaunes.

             La recommandation officielle parle d’un apport quotidien de 60 mg de vitamine Cet10 mg de vitamine E. Il n’en existe pas pour le ß-carotène. Toutefois ces quantités suffisent juste pour prévenir les phénomènes de carences. C’est la raison pour laquelle les spécialistes recommandent en général un apport quotidien nettement plus élevé : 150 à 300 mg de vitamine C, 50 à 150 mg de vitamine E et 2 à 6 mg de ß-carotène.

III.1.2.les Antioxydants naturels 


         L’intérêt porté aux antioxydants naturels ne cesse de croître ces dernières années. En effet, on trouve dans la littérature de plus en plus de publications sur des composés naturels aux propriétés antioxydants[24].
 Les procyanidines du thé vert et du thé noir[25].  et les poly phénols du vin rouge ont été particulièrement étudiés  dans  cette  optique En ce qui concerne les plantes médicinales  bien connues et  économiquement importants,  nous  pouvons  citer l’ail  ( Allium sativum L  ;  Liliaceae)  et  le  ginkgo  ( Ginkgo biloba  L ; Gingkoaceae) qui sont utilisés dans le traitement des maladies cardio-vasculaires et circulatoires dues à la vieillesse [26].  

            Les antioxydants naturels sont également étudiés dans le but de trouver de nouvelles structures modèles pour le développement des médicaments thérapeutiques ou protecteurs. Ils  représentent  une alternative à  l’utilisation  d’antioxydants synthétiques  tel que le  butylhydroxytoluène  (B H T) ou  le butylhydroxyanisol (BHA). Depuis ces 10 dernières années, il a été découvert de nombreuses classes de substances naturelles ; le nombre de composés connus ne cesse d’augmenter [27].  
*les flavonoides

            Ce sont des groupes de métabolites secondaires les plus répandus parmi les plantes et par conséquent également un des groupes les plus étudiés. On les trouve dans presque toutes les parties de la plante à différentes concentrations, où ils jouent un rôle déterminant dans le système de défense. Les flavonoïdes sont largement présents dans les fruits, les légumes, le thé et le vin.

              L’apport quotidien de flavonoïdes au sens large est estimé à 1 g dans les pays de l’ouest, mais ils sont généralement très mal résorbés dans le tractus gastro-intestinal. [28]. Les flavonoïdes sont également très intéressants du point de vue médical car ils sont associés à de nombreuses activités biologiques telles que anti-inflammatoires, antihépatotoxiques, anti-tumorales, anti-hypertensives, antithrombotiques, antibactériennes, antiallergiques et antioxydants [29].     

         Les flavonoïdes peuvent fonctionner soit comme chélateurs de métaux (quercétine, catéchine), soit comme capteurs de radicaux hydroxyles, super oxydes, alkoxyles, et peroxydes [30].     

         Les relations structure activité antioxydants des flavonoïdes et de composés phénoliques  ont démontré que l’activité antioxydants était déterminée par la position et le degré.d’hydroxylation 
*Les xanthones 



          Les propriétés pharmacologiques reconnues des xanthones sont l’inhibition de la mono amine oxydase, leurs activités antimicrobiennes et leurs cytotoxicités  [30]. Cependant, suite au rapport sur les propriétés antioxydants de la mangiférine  [31]. De nombreuses études ont démontré que ces polyphénols possèdent également de très intéressantes propriétés d’inhibition envers la peroxydation des lipides, ainsi que des propriétés capteurs de radicaux libres contre les anions superoxydes [29].     
*Les coumarines


          Les coumarines sont capables de prévenir la peroxydation des lipides membranaires et de capter les radicaux hydroxyles,  superoxydes et    peroxyles.  Les conditions structurales  requises pour  l’activité antiperoxydante des coumarines sont similaires à celles signalées pour les flavonoïdes [29].     
*les dérivés d'acides phénoliques 


           Ils sont présents dans de nombreux fruits et légumes, soit sous forme libre, soit sous forme de dérivés. On les retrouve principalement dans le café (4%), les prunes(0,9%), les myrtilles (0,2%), le raisin (0,2%), et les pommes (0,1%) [32].  Ces dérivés possèdent également des propriétés antimorales ; En effet, ils peuvent bloquer la nitrosation des amines soit par réduction du nitrite en oxyde nitrique, soit par formation de dérivés C-nitroso en agissant non seulement in vitro, mais également in vivo

[32].Ces composés possèdent des activités antioxydants et antiradicalaires. Ainsi, l’acide caféique, l’acide gallique et l’acide chorogénique captent non seulement les radicaux superoxydes produits par le système NADPH/methosulfate de phénazine mais présente en plus de fortes activités antioxydants et antiradicalaires envers le radical DPPH [31].      

        De nombreux glycosides du phénylpropane, en particulier ceux qui possèdent une partie catéchols, ont montré de fortes activités antioxydants. Ainsi, le verbascoside , un composé ubiquitaire très étudié, inhibe l’auto oxydation de l’acide linoléique et la peroxydation lipidique microsomale. Il présente également une forte inhibition de la peroxydation lipidique dépendante du fer dans les mitochondries et possède une forte capacité de capter le radical libre DPPH [24].      
         Parmi les dérivés phénoliques, le resvératrol est le composé qui est le plus étudié. En effet, ce stilbène, isolé du raisin possède de fortes propriétés antioxydants. Il inhibe également le 
développement des lésions prénéoplastiques de la souris et rencontre un certain intérêt en tant qu’agent chimiopréventif potentiel chez l’être humain [33].      

 *Les tanins 

           Les tanins hydrolysables et les procyanidines présentent des propriétés antioxydants significatives. On a pu démontrer  qu’ ils  inhibent  aussi  bien  l’auto oxydation de l’acide ascorbique et du linoléate  que la peroxydation lipidique des mitochondries du foie et des microsomes.

          Les tanins agissent en donneurs de protons face aux radicaux libres lipidiques produits lors de la peroxydation. Des radicaux taniques plus stables sont alors formés, ce qui a pour conséquence de stopper la réaction en chaîne de l’auto oxydation lipidique. Ils sont par conséquent de très bons capteurs de radicaux libres. Un exemple très souvent relaté est celui du thé vert ( Camellia sinensis O.Kuntze, Theaceae). En effet, de part son utilisation abondante dans l’alimentation, de nombreuses recherches ont été effectuées sur les propriétés antioxydants ainsi que sur les mécanismes d’action de cette plante.
 *Les lignanes

         Les lignanes les plus étudiés du point de vue de leurs activités antioxydants sont les dérivés ifuranyles des graines de sésames (Sesamum indicum DC. Pedaliaceae).

         Les lignanes diarylfuranofuraniques tels que le sesaminol ont demontré des propriétés antioxydants expliquant ainsi la stabilité de cette huile [24]. 

-Méthodes de tests antioxydants

*Test en solution
         Détection de l'activité antioxydants d'une substance en solution par décoloration de la Crocine isolée du Safran (Crocus sativa L., Iridaceae) [34].       
*Test mesurant l'activité antioxydants contre le lysosyme
        Détection de l'activité antioxydants d'une substance par oxydation des lysozymes par le2,2'-azobis, 2-amidinopropane 
*Dépistage de l'activité antioxydants sur CCM par le DPPH 

        Réduction des radicaux libres fournis par le DPPH sur des plaques CCM Nous avons utilisé ce test dans notre méthodologie pour déterminer l'activité antioxydants [35].     
III.2.Les  Activités antifongiques

III.2.1. Généralité
       Dans la pathologie fongique ou mycosique, trois types de Mycoses humaines sont fréquentes et universelles : les Dermatophytoses, le Pityriasis versicolore et les candidoses Cutaneo-muqueuses. D’autres sont plus rares mais profondes et sévères [36].

       Les agents étiologiques des dermatophytoses, dits Dermatophytes, sont classes en trois genres anamorphiques Epidermophyton (E.), Microsporum (M.) et Trichophyton (T.) [37]. Ce sont des champignons ayant une affinité´ particulière pour la kératine.

        Les infections a` levures ont vu leur incidence augmenter et leur localisation se diversifier. Parmi le genre Candida, le Candida albicans reste l’espèce la plus fréquemment rencontrée.

Le traitement des mycoses cutanées bénéficie actuellement de nombreux antifongiques actifs et efficaces [38]. Malgré´ cela, le problème des résistances de plus en plus nombreuses a` un ou plusieurs antifongiques persiste encore. Par ailleurs, le problème des récidives n’est pas résolu et on sait qu’il n’y a pas d’immunité´ vis-a`-vis des champignons, mais plutôt un terrain favorable aux

mycoses. Ce problème des mycoses a` répétition a été´soulève´ et il semble plus s’agir d’une absence d’éradication du germe que d’une infestation. Ces différentes difficultés ont suscite´ notre intérêt pour la recherche d’autres substances fongitoxiques pouvant être une solution alternative aux médicaments actuels. Différentes espèces de végétaux sont connues depuis longtemps pour leurs effets antimicrobiens. 

     Les plantes aromatiques et médicinales (PAM) constituent une richesse naturelle très importante dont la valorisation demande une parfaite connaissance des propriétés a`mettre en valeur. Les propriétés médicales des plantes médicinales dépendent de la présence d’agents bioactifs varies et appartenant a` différentes classes chimiques. Ces propriétés, dues souvent a` la fraction huile essentielle (HE), peuvent être mises a` profit pour traiter les infections mycosiques [39].

   Les huiles essentielles sont utilisées en médecine Alternative depuis très longtemps pour leurs propriétés antimicrobiennes et notamment antifongiques. Le pouvoir antifongique de ces sécrétions végétales a fait l'objet de nombreuses études in vitro.
III.2.2. Les antifongiques

          Antifongique, et contre la candidose également. Nous avons fait des recherches pendant deux ans sur la candidose.Mais depuis maintenant plus de cinq ans, nous travaillons surtout sur un problème très important, celui de la toxicité des extraits de plantes et des huiles essentielles.

         Nous avons lancé un grand programme sur la toxicité des huiles essentielles et nous avons mis au point une technique de toxicité génétique, que nous avons appelée « étude de la génotoxicité ».
         Nous essayons d’étudier la toxicité génétique des huiles essentielles sur des modèles de laboratoire, genre drosophiles ou salmonelles, pour regarder s’il existe un pouvoir génotoxique des huiles essentielles. Et là, cela a été la surprise totale. La majorité des huiles que nous avons testées non seulement ne sont pas génotoxiques mais sont plutôt antigénotoxiques.

       Autrement dit, elles préviennent et corrigent même les aberrations du matériel génétique dues aux mutagènes synthétiques ou d’origine naturelle. Sur le plan antimutagène et tumoral, c’est extraordinaire. 

      L’efficacité thérapeutique du carvacrol et de l’eugénol, deux composants phénoliques d’huiles essentielles, a été évaluée dans le traitement d’une candidose buccale induite de façon expérimentale chez des rats avec un système immunitaire déprimé. L’activité contre Candida albicans a été analysée par des techniques microbiologiques et histopathologiques et a été comparée à celle de la nystatine, utilisée comme contrôle positif.

         Sur le plan microbiologique, le carvacrol et l’eugénol ont significativement réduit le nombre de levures présentes dans la cavité buccale des animaux traités pendant huit jours consécutifs. Le traitement avec la nystatine a donné des résultats similaires. Sur le plan histologique, les animaux

témoins non traités avaient de nombreux hyphes sur l’épithélium de la surface dorsale de la langue. Par contre, il n’y en avait pas chez les animaux traités avec du carvacrol alors que l’on ne trouvait que quelques zones focalisées sur la surface dorsale de la langue occupées par des hyphes. Dans le groupe traité avec de la nystatine, on trouvait des hyphes dans les plis de la muqueuse de la langue.

           Les données histologiques ont été confirmées par les tests microbiologiques dans les cas du carvacrol et de l’eugénol, mais pas dans celui de la nystatine. Le carvacrol et l’eugénol pourraient être considérés comme de puissants agents antifongiques et pourraient être proposés comme agents thérapeutiques pour les candidoses buccales [40]. Une étude a évalué l’activité antimicrobienne de l’huile de clou de girofle sur toute une variété de champignons pathogènes, incluant ceux responsables d’infections urogénitales. L’huile de clou de girofle a démontré une puissante activité antifongique contre des champignons pathogènes opportunistes tels que Candida albicans, Cryptococcus neoformans et Aspergillus fumigatus [41].  .

             Un grand nombre d’études in vitro ont montré que l’huile d’origan et ses constituants les plus actifs, le carvacrol et le thymol, détruisaient un vaste éventail de bactéries et de champignons.

Des chercheurs ont testé l’effet d’huiles essentielles de romarin, de laurier, de coriandre et d’origan contre 25 bactéries. Ils ont observé que l’huile essentielle d’origan manifestait l’activité la plus large et la plus élevée contre presque toutes les bactéries testées. En fait, elle inhibait 19 des 25 souches bactériennes étudiées et montrait une bonne activité contre quatre d’entre elles et était inefficace à stopper la croissance de deux d’entre elles. Ils ont aussi constaté que les huiles 
essentielles de coriandre et d’origan avaient l’activité la plus élevée contre le champignon Aspergillus niger. Les zones d’inhibition étaient généralement beaucoup plus grandes pour l’huile essentielle d’origan que pour les autres huiles. Ainsi, la zone d’inhibition de l’huile d’origan contre la bactérie salmonelle atteignait 46,8 mm contre 7,6 à 12,6 pour les quatre autres huiles essentielles ; 29,8 contre Yersinia versus 6,7 à 12,3 pour les autres ; 31,1 mm contre Citrobacter versus 9,7 à 13 
mm pour les autres. Seules, les huiles essentielles d’origan et de romarin détruisaient Pseudomonas aeruginosa [42].
            Dans un abstract paru en 2001 dans le journal de l’American College of Nutrition, 18 souris ont été contaminées par injection par le Staphylococcus aureus. Trois des six souris ayant reçu de l’huile essentielle d’origan ont survécu à l’infection contre seulement deux des animaux ayant reçu un antibiotique, de la vancomycine. Les six souris n’ayant reçu aucun traitement sont mortes en trois jours.

          La même équipe de scientifiques a également testé les effets de l’huile essentielle d’origan sur des souris auxquelles la levure Candida albicans avait été injectée. 

Dans cette étude parue en 2001 dans le Journa of Molecular and Cellular Biochemistry, les six souris nourries avec de l’huile d’origan ont survécu plus de 30 jours sans aucun signe d’infection alors que les six autres animaux nourris avec un placebo sont morts en sept jours.

           Une étude a examiné une huile d’origan et des composants de l’huile d’origan comme le carvacrol et des antibiotiques comme l’amphotéricine B et la nystatine sur des cultures de Candida albicans et sur des souris infectées par cette levure. Dans la partie de l’étude in vitro, l’huile d’origan a totalement stoppé ou prévenu la croissance de Candida – jusqu’à 75 %. Dans la partie sur animaux, les souris infectées ont reçu de l’huile d’origan pendant 8 jours et ont été suivies pendant un mois. Les souris ayant reçu de l’huile d’origan ont toutes survécu.Celles qui ont reçu un placebo sont mortes en dix jours. L’huile d’origan a protégé les souris de candidose systémique aussi efficacement que l’amphotéricine B .
III.2.3.Mode d'action des huiles essentielles

         L'action antifongique des huiles essentielles est due à une augmentation de la perméabilité de la membrane plasmique suivie d'une rupture de celle-ci entraînant une fuite du contenu cytoplasmique et donc la mort de la levure [43]. En effet, les composé terpéniques des huiles essentielles et plus précisément ment leurs groupements fonctionnels tels que les phénols et les aldéhydes réagissent avec les enzymes membranaires et dégradent la membrane plasmique des levures [44].
 III.2.4.  Les principales huiles ayant un pouvoir antifongiques
           Parmi les nombreux travaux concernant l'utilisation des huiles essentielles pour inhiber la croissance des  levures, on retrouve les huiles essentielles suivantes (Tableau 4). 
Tableau 4 : Huiles essentielles qui inhibant la croissance des levures Melaleuca alternifolia (arbre de thé) Artemisia absinthium (armoise amére ou absinthe) ,Diverses espèces d'Origanum (origan) Diverses espèces de Pinus (pin),Diverses espèces de Mentha (menthe) ,Juniperus communis (genévrier) Citrus bergamia (bergamotier).
