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Résumé

Les maladies cardiovasculaires constituent la premicre cause de mortalité a 1’échelle mondiale. A ’origine
de la majorité¢ de ces maladies cardiovasculaires : 1’athérosclérose. Cette pathologie est favorisée par
différents facteurs de risques dont beaucoup sont en lien avec 1’alimentation et I’hygiéne de vie. Certaines
régions comme 1’lle de La Réunion sont particuliecrement exposées aux maladies cardiovasculaires en
raison de la prévalence ¢levée de nombreux facteurs de risques. Un grand intérét est notamment porté aux
polyphénols présents dans les produits d’origine végétale, connus pour leur activité antioxydante et leur

capacité a moduler les voies de signalisation cellulaire et le métabolisme.

La Réunion compte 22 plantes médicinales inscrites a la Pharmacopée Frangaise qui pourraient
potentiellement contenir des polyphénols. L’utilisation de tisanes traditionnelles a base de plantes
médicinales pourrait donc étre envisagée dans la prévention ou le traitement de [’athérosclérose.

Cependant, il existe un manque de données scientifiques sur leur réelle bioactivité.

L’objectif de cette étude a ét¢ dans un premier temps de quantifier et de caractériser le contenu en
polyphénols de huit plantes médicinales utilisées a La Réunion (préparées sous forme de tisanes ou
d’extraits hydroacétoniques : Hubertia ambavilla, Ayapana triplinervis, Dodonaea viscosa, Aphloia
theiformis, Hypericum lanceolatum, Pelargonium x graveolens, Syzygium cumini et Psiloxylon
mauritianum. L’activité antioxydante des différentes préparations de plantes médicinales a aussi été
évaluée. Dans un second temps la bioactivité de décoctions de plantes a été évaluée sur un modele cellulaire
soumis a des conditions mimant 1’athérosclérose. Nous avons mis en évidence la présence de polyphénols
dans les préparations de plantes médicinales étudiées. Des expérimentations biochimiques et en in vitro ont
montré que les tisanes a base de plantes médicinales ont exercé une activité antioxydante de maniere dose-

dépendante.

Nos travaux menés sur un modele in vitro de macrophages ont montré les effets protecteurs des décoctions
de plantes médicinales sur la cytotoxicité et la production de radicaux libres intracellulaires induites par
des LDL oxydées, la captation des LDL oxydées et enfin sur ’activation de la voie NF-kB en présence de

LPS d’E. coli.

Nos découvertes constituent une premiere avancée sur I’étude de la bioactivité tisanes utilisées a La
Réunion. Nos résultats suggerent qu’il existe un réel potentiel des plantes médicinales utilisées a La

Réunion dans la prévention ou la régression de I’athérosclérose.

Mots-clés : Plantes médicinales, Ile de La Réunion, tisanes, bioactivité, polyphénols, antioxydant,

athérosclérose



Abstract

Cardiovascular diseases are the leading cause of death worldwide. Atherosclerosis is the cause of the
majority of these cardiovascular diseases. This pathology is promoted by several risk factors, many of
which are related to diet and lifestyle. Certain regions such as Reunion Island are particularly exposed
to cardiovascular diseases due to the high prevalence of multiple risk factors. In particular, there is a
strong interest in the polyphenols present in plant-based products, which are known for their

antioxidant activity and their ability to modulate cell signaling pathways and metabolism.

Reunion Island has 22 medicinal plants listed in the French Pharmacopoeia which could potentially
contain polyphenols. The use of traditional herbal teas based on medicinal plants could therefore be
considered in the prevention or treatment of atherosclerosis. However, there is a lack of scientific data

on their effective bioactivity.

The objective of this study was first to quantify and characterize the polyphenol content of eight
medicinal plants used in Reunion Island (prepared in the form of herbal teas or hydro-acetone extracts:
Hubertia ambavilla, Ayapana triplinervis, Dodonaea viscosa, Aphloia theiformis, Hypericum
lanceolatum, Pelargonium x graveolens, Syzygium cumini and Psiloxylon mauritianum. The
antioxidant activity of the various herbal preparations was also evaluated. Secondly, the bioactivity of
plant decoctions was evaluated in a cellular model under conditions mimicking atherosclerosis. The
presence of polyphenols in the medicinal plant preparations studied was demonstrated. Biochemical
and in vitro experiments showed that herbal teas based on medicinal plants exerted antioxidant activity

in a dose-dependent manner.

Our work carried out in an in vitro macrophage model showed the protective effects of medicinal plant
decoctions on cytotoxicity and the production of intracellular free radicals induced by oxidized LDL,
the uptake of oxidized LDL and finally on the activation of the NF-xB pathway in the presence of E.

coli lipopolysaccharide.

Our discoveries constitute a first step forward in the study of the bioactivity of herbal teas used in
Reunion Island. Our results suggest that there is a real potential for the medicinal plants used in

Reunion in the prevention or regression of atherosclerosis.

Keywords: Medicinal plants, Reunion Island, herbal teas, bioactivity, polyphenols,

antioxidant, atherosclerosis
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file://///Users/elo/Desktop/Manuscrit%20de%20thèse%20final%20.docx%23_Toc67481195
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Introduction genérale

Les maladies cardiovasculaires constituent la premiére cause de mortalité au monde. L’athérosclérose
est a I’origine de la majorité des maladies cardiovasculaires et se caractérise par des dépdts d’origine
lipidique associés a une fibrose et éventuellement une calcification menant a une rigidification de la
paroi artérielle. Il existe différents facteurs de risque favorisant I’initiation et la progression de
I’athérosclérose. A La Réunion, la prévalence de ces facteurs de risque comme le diabéte,
I’hypertension, 1’obésité, la sédentarité ou le tabagisme est €¢levée et pres d’un quart des déces est di a
des complications cardiovasculaires. Parmi les stratégies de prévention et de traitement de
I’athérosclérose, 1’approche nutritionnelle est particuliérement importante. Par ailleurs, une autre
alternative se dessine dans ce contexte : I’utilisation de tisanes a base de plantes médicinales
est plébiscitée a La Réunion. Cependant, le manque de documentation scientifique sur le mode de
préparation et la bioactivité des tisanes rend leur utilisation hasardeuse. Pourtant, la bioactivité de ces
plantes médicinales pourrait étre associée a des composés bioactifs connus et largement documentés

dans la littérature scientifique : les polyphénols.

L’enjeu de ce travail de these est d’abord d’apporter des informations nouvelles sur la composition en
polyphénols des plantes médicinales de La Réunion préparées soit de maniére traditionnelle sous forme
de tisanes (infusions ou décoctions) soit sous forme d’extraits hydroacétoniques riches en polyphénols.
A TD’issue de cette premiere approche, la bioactivité d’un type de tisane sera évaluée sur un modele
cellulaire dans un contexte mimant certains aspects de I’athérosclérose. Pour ce projet, huit plantes
médicinales utilisées a La Réunion ont été choisies : Hubertia ambavilla, Ayapana triplinervis,
Dodonaea viscosa, Aphloia theiformis, Hypericum lanceolatum, Pelargonium x graveolens, Syzygium

cumini, Psiloxylon mauritianum.

Les arguments soutenant la pertinence de ce projet scientifique sont présentés en premiere partie. Il
s’agit de comprendre pour quelles raisons cette étude s’axe sur 1’athérosclérose et pourquoi I’utilisation
des plantes médicinales de La Réunion (qui connait actuellement un essor majeur favorisé¢ par
I’industrialisation) est une piste de recherche vers de nouvelles approches thérapeutiques. Une
attention particuliére est alors portée sur des composés reconnus pour leur bioactivité et pouvant étre

contenus dans ces plantes médicinales : les polyphénols.

Le raisonnement que nous avons apport¢ pour répondre a notre questionnement est dévoilé

implicitement dans la seconde partie : Comment 1’utilisation des plantes médicinales de La Réunion
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pourrait présenter un intérét dans la prévention ou le traitement de 1’athérosclérose ? L’étiologie de

I’athérosclérose est abordée de facon a :

e Mettre en avant des phénomenes (par exemple : le stress oxydant ou la formation de cellules
spumeuses) sur lesquels nous avons évalué la bioactivité des tisanes a base de plantes médicinales.
e Mettre en évidence le choix des conditions expérimentales (modele cellulaire, conditions pour

reproduire certains aspects de [’athérosclérose)

Une argumentation est apportée sur 1’intérét d’utiliser les plantes médicinales de La Réunion dans ce
contexte. Dans cette partie, les expérimentations effectuées par le Laboratoire DETROI et d’autres
équipes de recherche sur les plantes médicinales utilisées a L’Ile de La Réunion sont renseignées de

facon a présenter les ressources scientifiques dont nous disposions pour mener a bien notre projet.

Des travaux plus poussés (études cliniques, expérimentations animales), menés sur des plantes
médicinales non connues a La Réunion ou sur des polyphénols pouvant étre potentiellement présents
dans les plantes médicinales utilisées a La Réunion ont aussi ét¢ mentionnés de facon a étayer les
arguments en faveur de I’utilisation de 1’utilisation des plantes médicinales dans le contexte de

I’athérosclérose.

Les travaux menés sur notre thématique sont présentés sous la forme de différents articles.

L’article 1 : « Evaluation of Polyphenol Content and Antioxidant Capacity of Aqueous Extracts from
Eight Medicinal Plants from Reunion Island: Protection against Oxidative Stress in Red Blood Cells
and Preadipocytes » ayant pour objectif de déterminer I’impact des procédés de transformation sur la
composition en polyphénols, la composition et I’activité antioxydante de huit plantes médicinales de

La Réunion, est présenté et fait 1’objet d’une discussion.

La revue : « Macrophages in atherosclerosis : first or second row players ? » apparait ensuite. Dans ce
travail, une discussion opposant deux points de vue sur I’implication des macrophages dans
I’athérosclérose est mise en avant et apporte les arguments ayant conduit au choix du modéle cellulaire

utilisé expérimentalement.

Enfin, I’article 2 : « Protective effects of medicinal plant decoctions on macrophages in the context of
atherosclerosis » ayant pour objectif d’étudier les effets de tisanes a base de plantes médicinales de La
Réunion sur un modele in vitro mimant des aspects de 1’athérosclérose est présenté et fait ’objet d’une

discussion.

Une discussion générale et les perspectives apportées par ces travaux sont ensuite présentées. La
conclusion de ce manuscrit met en avant les actions menées pour apporter des informations nouvelles

a cette thématique et les possibles axes de recherche envisageables a 1’issue de ces travaux.
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Approche bibliographique

Partie 1 : Contexte du travail de thése

1. Contexte épidémiologique des maladies cardiovasculaires

1.1. Les maladies cardiovasculaires a I’échelle mondiale

Les maladies cardiovasculaires (MCV) constituent la premicre cause de mortalit¢ dans le
monde et sont a ’origine de 31 % des déces dans la population mondiale soit 17,9 millions de
décés par an. L’athérosclérose, a I’origine de la majorité des événements cardiovasculaires
mortels, se caractérise par la rigidification et I’obstruction progressives des artéres en raison
d’un dépdt d’origine lipidique constituant une plaque d’athérome. L’infarctus et les accidents
vasculaires cérébraux, résultats du processus d’athérosclérose, arrivent en téte de liste et

constituent pres de 85 % des causes de mortalité cardiovasculaire.

Il existe une inégalité dans la répartition des maladies cardiovasculaires dans le monde. En
effet, I’étude menée par Roth et al., sur leur épidémiologie a I’échelle mondiale a révélé qu’il
existait un lien entre certains indices socio-démographiques (revenu par habitant, niveau
d’instruction et fécondité) et la mortalité associée a ces pathologies (Roth et al., 2017). Dans
I’¢tude « PURE Study », I’équipe de Yusuf ef al. a mis en évidence que les pays émergents,
présentant un indice socio-démographique peu élevé, font partie des régions les plus concernées
avec pres de 75 % des déces associés aux maladies cardiovasculaires et que la dégradation des

conditions de vie est associée a ces maladies (Yusuf et al., 2011).
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Figure 1 : Répartition de la mortalité associée aux maladies cardiovasculaires a [’échelle mondiale
(Source : Roth et al. 2017)

La carte présentée en Figure 1 met en évidence la répartition de la mortalité associée aux
maladies cardiovasculaires en fonction de la zone géographique. Il est possible d’observer que
dans des régions présentant une forte croissance de 1’indice socio-démographique (revenu par
habitant, niveau d’instruction et fécondité), le risque de mort par MCV est relativement bas :

c’est le cas pour I’Europe Occidentale, le Canada, 1’ Australie et la Chine (Roth et al., 2017).

1.2. Les maladies cardiovasculaires a I’échelle nationale

Selon I’étude menée par de Peretti ef al. parue dans les dossiers de la Direction de la recherche,
des études, de I'évaluation et des statistiques (DREES) en Mars 2017, les maladies
cardiovasculaires constituent la deuxiéme cause de mortalité (aprés le cancer) en France chez
les hommes et la premiére cause de mortalité chez les femmes. En 2014, prés de 139 000 déces
dus aux MCV ont été recensés en France. Cette mortalité est d’autant plus exacerbée chez les
hommes qu’elle présente trois fois plus de mortalité¢ précoce (en dessous de 65 ans) que chez
les femmes. Dans le bilan national établi par 1’Observatoire Régional de la Santé Réunion
Océan Indien (ORS OI), il est précisé¢ qu’en France, les maladies cardiovasculaires sont non

seulement les premicres causes de demande d’hospitalisation en court séjour mais qu’elles
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constituent aussi le premier motif d’admission en Affections de Longue Durée (ALD). Sur la
période allant de 2012 a 2014, pres de 430 000 admissions ont été recensées. Des statistiques
plus récentes obtenues en 2017 ont mis en évidence I’'importance des dépenses liées au

traitement du risque vasculaire (hors pathologies) qui s’¢élevaient a 4,8 milliards d’euros (Lyon-

Caen, 2019).

De la méme fagon qu’a 1’échelle mondiale, la répartition des maladies cardiovasculaires sur le
territoire Francais reste inégale comme le montre la Figure 2, issue d’une étude reposant sur

les montants remboursés par 1’assurance maladie en France (Tuppin et al., 2016).

i~ Maladies coronariennes Insuffisances cardiaques AVC Maladies cardiovasculaires
(o)
=]
=
=

Prévalence

J?}Q}DQQ'} %DQQ? %\QQQC} \?SDQQ@

Guigeope  Matrigue  Goyane Riuncn  Mayotte Guaddoupe  Martnique  Guyane Abrion  Mapette
Gudelpe  Mateiqe  Guyane Riwnon  Mayotte Gudécupe  Matriqe  Guyane Rixnen

Figure 2 : Taux standardisés (dge et sexe) (%) de personnes ayant recu des soins pour des maladies
cardiovasculaires parmi les bénéficiaires du régime genéral de santé, par région frangaise, en 2014. Inspiré par -
Archives of Cardiovascular Disease (2016)

A la lecture de la Figure 2, il est possible de distinguer différentes tendances non seulement en
termes de répartition des MCV mais aussi en termes de type d’expression clinique de
I’athérosclérose. Par exemple, les régions du nord de la France et la région Corse sont celles
qui présentent une prévalence plus élevée pour les maladies coronariennes contrairement a la

tendance observée dans les Départements d’Outre-Mer (DOM), hors Ile de La Réunion.

Une premiére hypothése pouvant étre émise pour expliquer cette disparité dans la répartition de
ces maladies est la suivante : certains facteurs environnementaux et comportementaux (associés
notamment au mode de vie) pourraient avoir une influence sur les facteurs de risques

d’apparition des maladies cardiovasculaires.
Un autre aspect important révélé au travers de cette carte est que les DOM ne présentent pas

forcément les mémes tendances entre eux. Il existe notamment une différence de niveaux de

vie dans ces régions mesurée par 1’Indicateur de Développement Humain (IDH, qui tient

18



compte du Produit Intérieur Brut par habitant, de I’espérance de vie a la naissance et du niveau

d’éducation des jeunes de 17 ans et plus).
Le Tableau 1 publi¢ par I’Agence Frangaise de Développement en 2010 (Dolige & Vergoz,
2014) montre les différences d’indicateur de développement humain entre différents

départements d’Outre-Mer en comparaison avec la France métropolitaine.

Tableau 1 : Indice de développement humain et classement au rang mondial de différentes régions

de France
| ren | wm ] Cosementanrang mondin

France métropolitaine 0,883 20
Guadeloupe 0,822 38
Martinique 0,814 39

IDH seuil des pays a niveau d’IDH trés élevé 0,780
La Réunion 0,774 54
Guyane 0,740 73

IDH Seuil des pays a niveau d’IDH élevé 0,697
Mayotte (2005) 0,637 107

L’Ile de La Réunion, malgré son classement parmi les régions au niveau de développement
¢leve, affiche une forte prévalence pour toutes les pathologies citées (maladies coronariennes,

insuffisances cardiaques et AVC).

1.3. Les maladies cardiovasculaires a 1’échelle de La Réunion : Une

situation alarmante

Selon I’étude de 1’Observatoire Régional de la Santé Océan Indien (ORS OI), en 2014, pres de
22 600 réunionnais étaient atteints d’une pathologie cardiovasculaire, ce qui représente 19 %
de I’ensemble des patients inscrits en ALD. A La Réunion, prés de 1100 déces dus aux MCV
sont recensés chaque année, représentant plus d’un quart des décés. Le taux de mortalité
observé dans cette région est 1,3 fois plus €élevé qu’en France métropolitaine quel que soit le
sexe (Premiers résultats du Barometre santé DOM 2014 - La Réunion, 2014; Tableau de Bord
Des Outre-Mer, 2018).
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A TI’lle de La Réunion, la mortalité associée aux MCV reste inégalement répartie en fonction

des communes comme présenté en Figure 3.

Arrondissement Nord
224 pour 100 000

Arrondissement Est

X 261 pour 100 000
Arrondissement Ouest

218 pour 100 000

Taux pour 100 000
habitants

[ ] <20
[ 122052500
Bl 250,270
..,

Arrondissement Sud La Réunion
248 pour 100 000 237 pour 100 000 habitants

Figure 3 : Répartition des taux de mortalité par maladies cardiovasculaires selon la commune a
La Réunion (2011-2013). Source Tableau de bord ORS Ol

Sur la période de 2011 a 2013, I’Est et le Sud de I’ile présentaient des taux de mortalité
respectifs de 261 et 248 pour 100 000 habitants. Certaines communes rurales telles que I’Entre-
Deux, Salazie, Bras-Panon et Ste Suzanne font partie des zones affichant des taux de mortalité
plus élevés, supérieurs a 270 déces pour 100 000 habitants. Contrairement a ces régions, le

Nord et I’Ouest de I’ile présentent des taux de mortalité beaucoup moins élevés.

Le rapport émis par ’ORS OI montre une diminution de la mortalit¢é par maladies
cardiovasculaires de I’ordre de 40 % entre les périodes 2000-2002 et 2011-2013. Cependant les
statistiques avancées par 1’étude Inserm CépiDC montrent que les MCV restent une des causes

prédominantes de la mortalité.

Avec une moyenne de 522, soit 23 % des déces sur la période 2011-2013, les MCV constituent
la deuxiéme cause de mortalité chez I’ Homme (la premicre cause étant les cancers). Chez les
femmes le nombre de déces observé sur la méme période était de 559 soit 30 % de I’ensemble

des déces sur I’lle et constituant la premiere cause de mortalité.
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Comme le montre le Tableau 2, a la Réunion, les maladies vasculaires cérébrales et les
cardiopathies ischémiques représentent a elles seules prés de 57 % des causes de déces par
maladie cardiovasculaire (Premiers résultats du Barometre santé DOM 2014 - La Réunion,
2014).

Tableau 2 : Répartition des déces par maladies cardiovasculaires selon les pathologies a La
Réunion (2011-2013) - Sources Tableau de bord ORS OI (2017) / Inserm, CépiDC, INPES

Maladies vasculaires cérébrales 324 30
Cardiopathies ischémiques 291 27
Insuffisance cardiaque 93 9
Maladies hypertensives 92 8
Autres 281 26
Ensemble 1081 100

Bien que la mortalité associée aux maladies cardiovasculaires soit décroissante, les hommes
sont davantage concernés par les déces prématurés (avant I’age de 65 ans). Par exemple, en
2012 la part des déces prématurés chez 1’homme était de 30 % tandis que celle des femmes
¢taient de 13 %. Cependant, le taux de mortalité régional reste supérieur a celui observé en
France métropolitaine pour les deux sexes : chez les hommes les taux observés sont 1,5 fois

supérieurs et chez les femmes les taux sont 2 fois supérieurs a la moyenne nationale.

2. La population de I’'lle de La Réunion exposée aux risques

d’apparition des maladies cardiovasculaires

Différents parametres peuvent étre a I’origine du contexte épidémiologique observé a La
Réunion. Plusieurs facteurs de risque ont un impact direct sur I’apparition des maladies
cardiovasculaires. Certains, directement liés au comportement et au métabolisme sont

modifiables, tandis que d’autres comme la génétique ou 1’age ne le sont pas. Dans le cadre de
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la prévention et du traitement primaire des MCV, des actions sont menées sur les facteurs de

risque modifiables .

Rappels sur les facteurs d’apparition de I’athérosclérose et des maladies cardiovasculaires

Selon les Guidelines publiées par I’ European Society of Cardiology (ESC) en 2019, il existe différents
types de composantes pouvant avoir un impact sur 1’apparition de 1’athérosclérose et des maladies

cardiovasculaires :

® Les facteurs comportementaux
- Tabagisme
- Inactivité physique
- Déséquilibre alimentaire
- Alcoolisme

® Les facteurs métaboliques
- Hypertension artérielle
- Hyperglycémie (Diabéte)
- Dyslipidémie (notamment 1’hypercholestérolémie)
- Surpoids
- Obésité
- Composition du microbiote

® Les autres facteurs
- Pauvrete
- Age avancé
- Genre
- Prédisposition génétique
- Facteurs psychologiques (stress)

Selon les chiffres de ’Enquéte menée par 1’Institut national de prévention et d'éducation pour
la santé (INPES) sur 2094 individus agés de 15 a 75 ans, la population réunionnaise serait
fortement exposée a certains facteurs de risques de maladies cardiovasculaires (FPremiers

resultats du Barometre santé DOM 2014 - La Réunion, 2014).
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2.1. Le changement de régime alimentaire conduisant au déséquilibre

nutritionnel

L’analyse du comportement alimentaire de la population réunionnaise a mis en évidence une
consommation excessive de corps gras (huile, beurre et margarine) soit 31 % de plus qu’en
France métropolitaine et une surconsommation de sucre (15 % de plus que la moyenne
nationale) (Brasset et al., 2015). Cette étude a aussi montré que les ménages a revenus peu
¢levés présentaient les plus forts taux de consommation de maticre grasse et de sucre. En 2014,
le pourcentage de Réunionnais consommant des boissons sucrées au moins 4 fois par semaine

était de 30 %, parmi eux 20 % en consommaient tous les jours (Ricquebourg, 2018).

Il a également été observé que la consommation de riz était dix fois supérieure a celle de la
population métropolitaine. Concernant les fruits et légumes, la consommation observée chez
les ménages réunionnais est respectivement 52 % et 6 % moins élevée qu’en France
métropolitaine. Il faut savoir que le riz est & la base de 1’alimentation réunionnaise et sa

consommation remonte a I’époque de 1’esclavage et de I’engagisme.

Dans I’article de L. Pourchez décrivant 1’évolution des habitudes alimentaires a 1’lle de La
Réunion, il est précisé que le passé colonial de I’ile a eu une forte influence sur la tendance
alimentaire, par exemple : favoriser les féculents au détriment des fruits. A cette tendance
alimentaire s’est ensuite ajoutée 1’influence de la société de consommation favorisant la
substitution d’aliments « frais » par des aliments transformés, jugés plus modernes et plus
pratiques. Cette modification du régime alimentaire traditionnel pourrait étre a 1’origine d’une
nutrition inadaptée favorisant I’installation de perturbations métaboliques (Brasset et al., 2015;

Pourchez, 2006).
2.2. La sédentarité

La sédentarité peut étre évaluée selon quatre parametres : les activités professionnelles, les
déplacements hors du domicile, les activités dans le cadre de la vie domestique et celle dans le

cadre des loisirs (sport).

Les analyses du Baromeétre Santé auprés de la population, reposant sur un seul parametre (la

pratique d’une activité sportive) ont souligné que plus de 4 Réunionnais sur 10 pratiquent une
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activité physique réguliére (sport/loisirs). Bien que les ressources en équipements sportifs
soient inférieures a la norme nationale (29 équipements pour 10 000 habitants contre 40 pour
10 000), la fréquence de la pratique d’une activité physique a La Réunion est supérieure a celle

observée en métropole.

Sur I’étude menée, 10 % de la population étaient concernés par la sédentarité. En revanche,
I’enquéte menée en milieu scolaire et chez les moins de 18 ans a montré qu’il existait un
phénomene de sédentarité (mesuré a partir du nombre d’heures passées devant la télévision)
qui pourrait étre a I’origine d’un surpoids et d’une absence de pratique d’une activité physique

a I’age adulte (Ricquebourg, 2018).
2.3. Les perturbations métaboliques

Les perturbations métaboliques comme le diabete, les dyslipidémies, le surpoids et 1’obésité
sont des facteurs favorisant I’apparition de maladies cardiovasculaires. En effet, ces pathologies
sont associées a des taux anormaux de glucose (pour le diabéte) et de lipides circulants (pour
les dyslipidémies, le surpoids et 1’obésité). De plus, elles s’accompagnent de phénoménes de
stress oxydant et d’un état pro-inflammatoire chronique qui ont pour effet d’aggraver la maladie

(Tune et al., 2017).
2.3.1. Le diabéte

Le bilan de I’ORS OI de 2012, reposant sur les données de I’étude Réunion Diabéete (REDIA),
a montré que la prévalence du diabéte traité pharmacologiquement a La Réunion atteignait les
9,8 %, soit plus du double de la prévalence observée a I’échelle nationale. Ce résultat alarmant,
laissant présager un nombre de diabétiques (dépistés et non dépistés) encore plus élevé, a connu
une évolution au cours des années puisqu’en 2015, ’enquéte du SNIIRAM -DCIR a estimé que
la prévalence du diabeéte & La Réunion était de 10,21 % (contre 5,4 % a I’échelle nationale)

(Favier et al., 2005; Filipovic-Pierucci et al., 2016; Polton & Ricordeau, 2011).
2.3.2. Le surpoids et I’obésité

L’obésité et le surpoids sont des facteurs de risque d’apparition du diabéte de type 2,
d’athérosclérose et des maladies cardiovasculaires. Il faut savoir que prés de 38 % de la

population réunionnaise est concernée par le surpoids (indice de masse corporelle IMC
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supérieur a 25 km/m?) ; on y compte également 11 % d’obeses, ce qui représente plus d’un
réunionnais sur 10 en situation d’obésité. Bien que les prévalences de I’obésité et du surpoids
soient légérement inférieures a ce qui est observé en métropole (respectivement 11 et 27 % vs
12 et 29 % a I’échelle nationale), on remarque une répartition différente de ces dernicres. A La
Réunion, les femmes sont plus concernées par 1’obésité que les hommes (14 % vs 8 %). De
plus, le surpoids et I’obésité maternelle affichent aussi des prévalences €élevées. Le taux régional
de recours hospitalier pour obésité et surpoids est beaucoup plus élevé a la Réunion, il dépasse

le taux national de pres de 1,5 fois (7ableau de Bord Des Outre-Mer, 2018).

Cependant, le rapport du Barométre santé met en évidence qu’il existe une différence selon
I’age des individus : a La Réunion le taux d’obésité avant les 45 ans est plus élevé qu’en
métropole (8 %). Le tableau de bord de I’ORS a également souligné une prévalence élevée
d’obésité et de surpoids infantiles a La Réunion en 2017. La fréquence de I’obésité augmente
avec 1’age chez les enfants : 6 % des enfants de 5 a 6 ans sont concernés par 1’obésité. Cette
prévalence atteint les 9 % pour les 15-25 ans ce qui représente 1 jeune sur 5. La encore,
I’obésité, le surpoids maternel, le diabete pendant la grossesse, associés a une alimentation non
équilibrée et a une sédentarité pourraient étre a I’origine de la forte prévalence observée a La

Réunion (Ricquebourg, 2018; Tableau de Bord Des Outre-Mer, 2018).
2.3.3. Les dyslipidémies

Bien que les statistiques relatives aux dyslipidémies a La Réunion soient peu documentées, il
existe quelques ressources apportées par les travaux du Laboratoire DETROI sur la prévalence
des dyslipidémies chez les patients atteints d’'une maladie cardiovasculaire. L’étude du Dr
Catan a ¢t¢ menée dans le cadre de la recherche de marqueurs d’athérothrombose carotidienne.
Les statistiques d’une cohorte de 109 patients ayant subi une endartérectomie, ont mis en
¢vidence la prévalence de la dyslipidémie (présente chez 87 % des patients) (Catan, 2018).
D’autres études prospectives, comme celle menée par le Dr Couret, ont permis d’établir un lien
entre les événements cardiovasculaires (AVC ischémiques ou hémorragiques) et les
dyslipidémies. Dans son étude menée sur 124 patients réunionnais présentant des symptomes
d’AVC, l'antécédent “dyslipidémie” arrive en troisieme position derriere 1’hypertension

artérielle et le diabéte (Couret, 2018).
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2.4. La Réunion, un département fortement exposé aux facteurs de risque

Malgré une faible sédentarité, des taux de surcharge pondérale, d’obésité et de tabagisme
inférieurs a la moyenne nationale, La Réunion affiche des chiffres alarmants de prévalence du

diabéte et de 1’obésité avant les 45 ans.

Parmi les facteurs de risque d’apparition des maladies cardiovasculaires présentés dans le
Tableau 3, le diabéte constitue le facteur de risque auquel la population de La Réunion est la
plus exposée avec une prévalence 1,8 fois plus élevée qu’a I’échelle nationale. Le diabéte de
type 2 (qui concerne pres de 1 réunionnais sur 10) est lui-méme favorisé par le surpoids,

I’obésité et le déséquilibre nutritionnel.

Tableau 3 : Comparaison des facteurs de risque d’apparition d 'une maladie cardiovasculaire entre
La Réunion et la France meétropolitaine. Source : Tableau de bord sur les maladies
cardiovasculaires a La Réunion (2017)

Fréquence du diabéte traité pharmacologiquement en 2015 10,21 % 5,4 %
Fréquence de la surcharge pondérale en 2014 (population 15-75 ans) 38 % 41 %
Dont fréquence de I’obésité 11% 12%
Fréquence de 1’obésité avant 45 ans 12 % 8%

Fréquence d’une activité physique moins d’une fois par semaine 12 % 22%
Fréquence du tabagisme quotidien en 2014 (population 15-75 ans) 25 % 28 %

Bien qu’il n’y ait que peu d’informations quant au nombre de patients atteints de dyslipidémie
a La Réunion, les études aupres de patients atteints de maladies cardiovasculaires suggerent
une prévalence de la dyslipidémie chez ces patients. Cette hypotheése semble confortée par les
statistiques portant sur 1’obésité et le surpoids qui suggerent aussi qu’une partie de la population
réunionnaise pourrait étre concernée par les dyslipidémies qui sont associées a ces pathologies

(hypercholestérolémie et hypertriglycéridémie).
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[ ]
Bllan Les maladies cardiovasculaires : ce qu’il faut retenir

s La prévention et le traitement des maladies cardiovasculaires constituent un enjeu mondial.
% A Dorigine de la majorité de ces maladies cardiovasculaires, un processus d’obstruction et de

durcissement des arteres sous 1’effet de dépots d’origine lipidique : 1’athérosclérose.

Obstruction :

Lumiére de
l'artére IZ‘)é|.)6.ts
d’origine
lipidique

Hllustration bilan 1 : Schématisation de [’obstruction d’'une artére dans le contexte d’athérosclérose (Images SERVIER)

% La répartition mondiale des maladies cardiovasculaires est hétérogéne, certains pays et régions
s La répartit diale d lad d 1 t hétérog 1t pays et rég

présentent des prévalences plus é€levées : c’est le cas du département francais de I’'lle de La

Réunion.

1 iere cause de mortalité

1 7 9 millions de décés 1 ,5 fois plus de mortalité masculine
)

2 fois plus de mortalité prématurée par
7 5 % des déces dans les pays 2 2 :

) rapport a la métropole
émergents

Prévalence de facteurs de risque

2 ieme cause de mortalité

Diabete
6 Surcharge pondérale
départements a prévalence élevée Obésité
Sédentarité

4 8 Tabagisme
y milliards d’euros de dépenses Dyslipidémies

Hllustration bilan 2 : Les maladies cardiovasculaires : ce qu’il faut retenir.
Dans ce contexte, I’utilisation de méthodes de prévention de 1’athérosclérose comme I’amélioration de
I’hygiéne de vie et ’approche médicamenteuse est appropriée. A la Réunion, on notera que les facteurs
de risques associés a une prévalence plus €levée sont associés a I’hygiene de vie (diabéte, surcharge

pondérale). L’approche nutritionnelle s’aveére donc étre intéressante dans ce contexte.

A La Réunion, l'utilisation traditionnelle de tisanes a base de plantes médicinales pourrait
s’inscrire dans cette approche nutritionnelle.
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3. L’utilisation des Plantes Médicinales : de la tradition a

P’industrialisation

La Réunion fait partie des hotspots mondiaux de la biodiversité et compte 27 plantes

médicinales enregistrées a la Pharmacopée Frangaise. Ces dernicres sont présentées en Figure

4 et sont utilisées traditionnellement pour leurs propriétés antidiabétiques, hypolipémiantes,

Fleur Jaune

Change Ecorce

Jamblon

Ravenale

Bois Jaune Tamarin des bas Badamier Tombé

Figure 4 : Les plantes médicinales de La Réunion inscrites a la Pharmacopée Frangaise

(Sources: aplamedom.org ;https://boutik-lontan. fr/guerit-vite-colle-colle-de-la-reunion/, https://www.researchgate.net/figure/L eucas-aspera-
Willd-Link fig4 301695265, https://pedagogie.ac-reunion. fr/svt/local/ressources-locales-
enbiologie/palynologie/articlepalynotheque/news/detail/News/bois-dolive-blanc.html ; http.//publish.plantnet-
project.org/project/planttreerun/collection/collection/synthese/details/PSIDE (Photographie d’Annaig Perroud), http://www.mi-aime-a-
ou.com/Ravenala_madagascariensis.php (Photographie du ravenale) ; Photographie du Vacoa par Eric Gaba, Wikipedia Commons user;
Photographie du Tamarin par Forest & Kim Starr ; Photographie du Badamier par C. Delnatte.
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3.1. Origines des plantes médicinales de L.a Réunion

Les plantes médicinales de La Réunion ont différentes origines :

Les plantes indigénes sont des especes qui ont ét¢ importées naturellement a La Réunion (sans
intervention de I’Homme). Il est possible de retrouver des especes dites « indigénes de La
Réunion » dans d’autres zones des Mascareignes, par exemple a 1’Ile Maurice (située a 224 km
de La Réunion). Selon les travaux de Lavergne, il existe différents « apports » permettant le
peuplement végétal d’une région.

e Les apports via les courants marins auraient par exemple favorisé I’implantation des
genres Terminalia, Sophora (ex : Le Faux Benjoin, Terminalia bentzoe, Le Petit
Tamarin des Hauts, Sophora denudata) a 1’origine de nouvelles espéces spécifiques a
La Réunion.

e Les apports éoliens sont issus des déplacements des semences, fruits et spores via les
alizés et les cyclones. Ils sont par exemple a 1’origine de I’implantation des especes du
genre Dodonaea (ex : Le Bois d’Arnette, Dodonaea viscosa) sur 1’lle.

e Les apports par la faune, comme les oiseaux marins et oiseaux migrateurs parfois
détournés de leur trajectoire par les cyclones et pouvant transporter des spores ou des

graines (sur leurs plumes, leurs pattes ou dans leur tube digestif) (Lavergne, 1989).

Les plantes endémiques sont présentes uniquement sur une région déterminée. Les plantes
endémiques insulaires tiennent leur origine d’une espece indigene ayant évolué sous I’influence
de son milieu (climat, compétition inter-especes, abondance de substrat, stress) via un processus
de spéciation pour aboutir a une nouvelle espece (Hobohm, 2000; Prawiradilaga, 2017; Shapiro

etal., 2016).

Les plantes exotiques : sont des especes importées par ’Homme. Les différentes ethnies ayant
participé¢ au peuplement de L’lle auraient accentué¢ la diversit¢ végétale en permettant
I’implantation d’especes provenant d’Amérique (comme 1’Ayapana triplinervis), d’ Afrique,
d’Asie (Litchi chinensis) ou encore d’Europe (Euphobia leucocephala). Ces plantes ont par
ailleurs été implantées par ’Homme pour des raisons médicinales, culinaires, culturelles, ou

encore ornementales (Lavergne, 1989).
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3.2. La connaissance des plantes médicinales

Les plantes médicinales ont constitué le principal remede aux différents maux de la population
réunionnaise que ce soit a I’époque du peuplement de I’lle, de la période de 1’esclavage ou
encore avant la départementalisation de I’Ile. Initialement, les connaissances relatives aux
plantes médicinales étaient propres aux tradipraticiens de I’lle appelés « tisaneurs ». La
transmission de ces savoirs se faisait de générations en générations, au travers des livres et des

médias (télévision, radio) (Boissiere, 2019).
3.2.1. Les ouvrages

Des ouvrages tels que « Plantes médicinales de 1’1le de La Réunion » ou encore « Les plantes
médicinales réunionnaises d’aujourd’hui » ont permis d’établir un recueil de témoignages et
d’informations concernant I’utilisation traditionnelle des plantes médicinales a La Réunion

(Lavergne, 2018; Smadja & Marodon, 2016).
Les utilisations (partie de la plante, mode de préparation et pathologies concernées) different

selon la région, le tradipraticien, la disponibilité de la plante et les traditions. Des exemples

d’utilisation de plantes médicinales de la Réunion sont présentés dans le Tableau 4.
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Tableau 4 : Exemples d’utilisation de plantes médicinales de La Réunion inspiré de ['ouvrage « Plantes médicinales de [’ile de La Réunion » (Smadja &

Marodon, 2016)

Change écorce Aphloia Aphloiaceae | Feuilles, écorces, racines Problémes digestifs ou urinaires, paludisme, rhumatismes
theiformis Décoction, infusion
Ayapana Ayapana Asteraceae | Feuilles Vomissements, dysenterie, problémes liés a la digestion.
triplinervis Décoction, infusion, cataplasme diabéte, probléme de foie, maladies de peau, fievre, plaies et
infections
Bois d'arnette Dodonaea Sapindaceae | Feuilles, écorces, graines, fleur Rhumatismes, problémes de  digestion coliques,
viscosa Infusion, décoction, macération, cataplasme détoxification, goutte, problémes urinaires, inflammation,
maladies de peau, hypercholestérolémie
Ambaville Hubertia Asteraceae | Tiges feuillées et/ou sommités fleuries Erythémes fessiers, problémes de peau, diabéte, problémes
ambavilla Infusion (usage interne) ou décoction (lavages | de circulation, d’ulcéres, digestifs ou urinaires
externes)
Fleur Jaune Hypericum Hypericaceae | Fleurs, boutons floraux, sommités fleuries Asthme, problémes gastro-intestinaux, inflammation,
lanceolatum Infusion de fleurs fraiches ou séchées problémes urinaires (cystite, infection...), dysménorrhées,
problémes de circulation sanguine, dépression
Bois maigre Nuxia Stilbaceae Feuilles, écorces Intoxications, maladies vénériennes, albuminurie, problémes
verticillata Infusion, décoction des feuilles d’acide urique, néphrites, hypercholestérolémie
Bois de péche Psiloxylon Psiloxylaceae | Feuilles, écorces Aménorrhée, dysenterie, hypercholestérolémie
marron mauritianum Décoction, infusion
Jamblon Syzygium cumini | Myrtaceae | Feuilles, tiges, racines, poudre d’écorce et graines | Diabéte gras, diarrhée, dysenterie, maux de gorge, bronchite,

torréfiées
Décoction, infusion

dents et gencives fragilisées, problémes digestifs ou rénaux,
rhumatismes.
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Des travaux comme ceux de Poullain et al., ont permis de préciser le potentiel de ces différentes
plantes tout en explorant leur contenu en principes actifs (Poullain et al., 2004). Cependant, les
connaissances sur les plantes médicinales sont majoritairement empiriques et a I’heure actuelle,
les informations sur leur contenu en principes actifs et leurs impacts (aspects physiologiques et

mécanistiques) sur la santé sont pauvres (Boissiere, 2019).
3.2.2. Les études auprés de la population

Des études ethnopharmacologiques menées par des médecins sur des patients de I’Ile de La
Réunion ont permis d’apporter davantage d’informations sur ’utilisation actuelle des plantes
médicinales. Parmi ces études il est possible de citer celle du Docteur Dutertre, réalisée aupres
de 10 cabinets médicaux sur un total de 300 patients (83% de femmes, 17% d’hommes) ou
encore celle du Docteur Boissiére réalisés sur un panel de 11 patients (7 femmes, 4 hommes) a

différents endroits de I’Ile (Boissiere, 2019; Dutertre, 2011).

Le concours « Zerbaz péi » a été initié en 2005 par 1’ Association des Plantes Aromatiques et
Meédicinales de La Réunion (APLAMEDOM). 1l consiste a demander a des €léves de primaire,
colleges et lycées de I’Ile de réaliser un herbier traditionnel présentant des plantes médicinales,
leurs caractéristiques et leurs utilisations traditionnelles sans avoir recours a internet. Ces
conditions permettent notamment aux éleves de recueillir des informations auprés de leurs
parents, grands-parents et de mettre en évidence le savoir et les témoignages qui perdurent au
sein des familles réunionnaises. Chaque herbier est ensuite analysé par un jury composé de
tradipraticiens, médecins, pharmaciens, chimistes et anthropologues. Ce concours réalisé
chaque année permet la transmission de savoirs intergénérationnels mais aussi d’apporter des
informations nouvelles aux études d’anthropologie et d’ethnopharmacologie (APLAMEDOM,

2013).
3.2.3. Les médias

Certaines connaissances apportées par les tisaneurs font couramment 1’objet de reportages et

sont médiatisé€es a la télévision, a la radio ou encore sur internet. Il est possible de citer par

exemple :

o Les conférences “Tizanes et Zerbaz péi” animées par Claude MARODON sur la radio
réunion premiere (/izanes et Zerbaz pei, 2016).

e L’émission télévisée “Zerbaz Péi” financée par le Département, mettant en avant les

connaissances du tisaneur Francois TIBERE sur les plantes médicinales de La Réunion
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comme par exemple sur le Change Ecorce ou encore I’ Ambaville (Zerbaz Péi - Exemple :
Zanbavil, 2015).

e Les rubriques “Kosalaf¢” diffusées a la fin du journal télévisé local, mettant en avant les
témoignages et explications de tisaneurs tels que Raymond Lucas (La Réunion, terre de
tisaneurs, 2020).

o Le reportage court “les plantes médicinales de La Réunion, de la canopée aux labos de
pointe” diffusé en 2019 par les chaines arte et France 24, mettant en avant les liens entre la
valorisation traditionnelle des plantes médicinales par les tisaneurs (comme Frantz
Ledoyen) et la valorisation de ces derniéres a 1’échelle des laboratoires (DETROI) et startup
(Pat’Zerbaz) locales (Les Plantes Médicinales de La Réunion, de La Canopée Aux Labos

de Pointe, 2019).
3.24. Les manifestations organisées par les associations

A La Réunion I’Association des Plantes Aromatiques et Médicinales de La Réunion
(APLAMEDOM) est un pilier de la préservation des connaissances sur les plantes médicinales
et ceuvre depuis 1999 pour I'inscription des plantes médicinales a la Pharmacopée Frangaise.
Cette association qui regroupe a la fois des tisaneurs, des chercheurs, pharmaciens, des
producteurs de plantes médicinales et des passionnés de botanique a pour objectifs de
promouvoir I’étude et la connaissance des plantes médicinales de La Réunion, de favoriser le
développement des filieres de production des plantes médicinales et d’agir pour la vulgarisation
scientifique (animation de conférences, participation a des colloques internationaux, animation
d’atelier grand public lors de manifestations) (Aplamedom Réunion - Plantes aromatiques et

Médicinales, n.d.).

Les actions de vulgarisation scientifique menées localement par cette association sont
nombreuses. L’APLAMEDOM s’investit notamment dans les événements tels que la féte de la
science, les journées du patrimoine et organise aussi des manifestations comme “Zerbaz en fet”

(Les manifestations - Aplamedom, 2016).

3.3. Les fréquences d’utilisation et modes de préparation des plantes

médicinales

L’¢étude du Docteur Dutertre menée en 2011 sur 300 patients a La Réunion, a mis en évidence
que 87% des patients utilisaient une plante médicinale pour ses potentiels effets bénéfiques sur

la santé (25% d’entre eux consommaient des plantes médicinales quotidiennement). Dans la
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plupart des cas, I’utilisation des plantes médicinales par la population réunionnaise est associée
a des pathologies « simples » que sont le syndrome grippal (48%), les troubles digestifs (24%)
et la cicatrisation de plaies cutanées (8%). Il existe différentes méthodes de préparation des
plantes médicinales comme les huiles essentielles, les extraits alcooliques, les baumes, les
cataplasmes, macérats, infusions ou encore les décoctions (Dutertre, 2011). La Figure 5
présentée ci-dessous montre la répartition des différents modes d’utilisation des plantes

médicinales a I’Ile de La Réunion.

Utilisation des plantes médicinales a La Réunion
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Figure 5 : Modes d’utilisation des plantes médicinales de [’lle de La Réunion (Source : Dutertre

2011)

Parmi les formes d’utilisation des plantes médicinales, I’utilisation des tisanes est la plus
courante (qu’elle soit issue de I’infusion, la décoction ou de la macération). Les plantes les plus
couramment utilisées sont la citronnelle (Cymbopogon citratus), 1’ayapana (Ayapana

triplinervis) et la cannelle (Cinnamomum zeylanicum) (Dutertre, 2011).

I1 existe trois formes de préparation de tisane :

e La macération : qui consiste a placer la maticre végétale (feuilles ou écorces) dans un
solvant (eau ou parfois alcool pour la préparation de grog) pour permettre une extraction
des principes actifs de la plante par un procédé de diffusion passive.

e L’infusion : qui consiste a placer la matiere végétale (feuilles, écorces ou broyat de
feuilles) dans de I’eau bouillante sur une durée déterminée (allant jusqu’a 15 minutes).
Le processus d’extraction des principes actifs est facilité par la chaleur qui permet la

lyse des cellules végétales.
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e Ladécoction : qui consiste a placer la matic¢re végétale (feuilles, écorces ou broyat de
feuilles) dans de 1’eau a température ambiante et de chauffer le mélange sur une durée
déterminée (allant de 30 min a quelques heures selon la plante considérée). Ce procédé
de transformation est davantage utilisé pour I’extraction des principes actifs contenus
dans les écorces et tissus lignifiés (qui nécessitent des températures et une durée de

cuisson plus ¢élevées pour permettre la lyse des cellules végétales).
3.4. Les points de distribution des plantes médicinales a La Réunion

Bien qu’il ait été décrit que les utilisateurs se procuraient majoritairement les plantes
médicinales au niveau de leur jardin (28 %) et de leur famille (24 %), les marchés forains, les
tisaneurs, les pharmacies et les sites internet constituent aussi des zones de distribution ou il est

possible de se procurer des plantes médicinales (Dutertre, 2011).

Au niveau des grandes et moyennes surfaces apparaissent peu a peu des produits transformés a
base de plantes médicinales tels que les mélanges a infuser. L’Entreprise HABEMUS PAPAM,
spécialisée dans la production de plantes médicinales a La Réunion, se place d’ailleurs parmi

les premiers producteurs de plantes médicinales a 1’échelle industrielle.

® Une these sous contrat CIFRE : une opportunité de faire avancer la recherche sur des

plantes médicinales couramment consommées a 1’Ile de La Réunion 4

L’entreprises HABEMUS PAPAM est une industrie spécialisée dans la transformation de fruits et dans
la fabrication de préparations pour tisanes a base de plantes aromatiques et médicinales (PAM) de La
Réunion. Cette société créée en 2014 exerce ses activités dans I’Est de 1’1le a La Plaine des Palmistes.
Fortement sensible a la préservation et au respect des ressources naturelles, I’Entreprise HABEMUS
PAPAM travaille en collaboration avec différents fournisseurs de plantes sur toute 1’Ile afin d’éviter
I’épuisement des ressources. L’entreprise propose principalement des produits issus de 1’ Agriculture
Biologique. Afin de contribuer a la valorisation des ressources naturelles, le projet « Valorisation des
Plantes a Parfum Aromatiques et Médicinales de La Réunion » a été lancé en vue de développer des

solutions innovantes de valorisation.

C’est dans cette optique que I’Entreprise a été favorable a 1’établissement d’un contrat CIFRE avec le
Laboratoire DETROI : I’objectif principal du projet étant d’acquérir des informations sur le potentiel
préventif ou curatif de plantes médicinales traditionnellement utilisées a La Réunion dans un contexte

de perturbations métaboliques (dyslipidémie, athérosclérose).
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3.5. Les plantes médicinales : de la tradition a ’industrialisation

L’industrialisation de la production de plantes médicinales passe par le respect d’un certain

nombre de directives et de procédures.
3.5.1. Aspects réglementaires

En Novembre 2008, la déclaration de Beijing a été signée lors d’un Congres de I’Organisation
Mondiale de la Santé. Cette déclaration avait pour but d’encourager les Etats a développer
I’innovation et la recherche dans le domaine de la médecine traditionnelle et de favoriser les
échanges entre les médecins et les tradipraticiens. Cette décision a été un premier pas vers

I’autorisation d’utiliser les plantes médicinales a des fins thérapeutiques.

L’OMS a ensuite émis en 2014 un plan stratégique d’intégration de la médecine
traditionnelle. 1’ objectif de ce plan pour la période 2014-2023 est d’apporter un soutien et un
encadrement des pratiques de médecine traditionnelle (dont celles faisant intervenir I’utilisation
des plantes médicinales a des fins thérapeutiques). Cela passe notamment par le renforcement
des connaissances relatives a ces médecines traditionnelles et complémentaires (recherche), le
renforcement de la sécurité (au niveau des pratiques de médecine mais aussi des produits
utilisés) et la promotion de 1’auto-prise en charge sanitaire (OMS | Stratégie de I'OMS Pour La

Meédecine Traditionnelle Pour 2014-2023,2013).

A T¢chelle européenne, il n’existe pas de protocole d’évaluation de I’innocuité ou de
I’efficacité pour les préparations a base de plantes médicinales. Cependant, il existe une
Directive Européenne (2004/24/CE) permettant d’enregistrer les médicaments traditionnels a
base de plantes médicinales. Cette directive a mis en place des procédures d’enregistrement, de
tragabilité et de contrdle de la qualité (efficacité) pour ces produits (“Directive 2004/27/EC of
the European Parliament and of the Council of 31 March 2004,” 2009).
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En France, il existe un ensemble de lois visant a promouvoir et a autoriser 1’utilisation des
plantes médicinales. Le Tableau 5 représente les statuts applicables aux produits a base de
plantes dont les plantes aromatiques et/ou médicinales. Certaines plantes sont reconnues sous

le statut de médicaments et d’autres sont reconnues comme produits alimentaires (l.abbe¢,

2018).

Tableau 5 : Les principaux statuts applicables aux plantes et produits a base de plantes (Source : J Labbé ; 2018)

Statut

Médicaments

Catégories de produits

Plantes médicinales de la
pharmacopée

Préparation officinale ou
magistrale

Médicament et

Tutelles
nationales

Ministére
santé / ANSM

(ANSES pour
médicaments
vétérinaires)

Surveillance

Pharmacovigilance

ANSM

Cadre/Particularités

Monopole officinal
Dérogation pour 148 plantes (décret 2008-841)

Menopole officinal
Bonnes pratiques de préparation, formulaires et
monographies (ex : mélanges pour tisanes)

Monopole officinal

médicament traditionnel a Autorisation de mise sur le marché (AMM) par EMA

base de plantes (agence européenne du médicament) ou ANSM

Déclaration préalable (télé-portail DGCCRF)
L - . +
) . _ Nutrivigilance Plantes autorlse_es : liste de 541 plantes (arrété 2014)
Complément alimentaire DGCCRF reconnaissances mutuelles entre Etats
Denrées DGCCRF/ANSES o per s 4711 . . ,
" tai Possibilité d’allégations de santé, encadrées par
alimentaires
réglement (CE) 1924 /2006
Produits H1.1.1]e5 essentle]]e‘s, Ministére Cosmétovigilance Enregistrement européen
stiaues produits complexes a base santé / ANSM ANSM
cosmetq d'huiles essentielles
Dispositifs Ministére Matériovigilance | Depuis 2017 nouvelle procédure d’'enregistrement au
médicaux santé / ANSM ANSM niveau européen
Arémes alimentaires
At (dont huiles essentielles) DGCCRF /
utres
Parfums d’ambiance (dont ANSES Réglementation REACH : pictogrammes de sécurité
huiles essentielles) obligatoires

Par exemple, le Décret n°2008-841 du 22 Aoit 2008 énonce les 148 plantes aromatiques et/ou
médicinales autorisées a la vente sous tutelle de la « Direction générale de la Concurrence, de
la Consommation et de la Répression des fraudes » (DGCCRF), (hors monopole
pharmaceutique). Ce décret permet notamment la mise sur le marché de plantes médicinales

sous forme de produits « de confort » (infusions « bien -&tre »)

I faut savoir que la DGCCREF encadre aussi les modalités de commercialisation des plantes
médicinales comme compléments alimentaires via 1’application du reglement (CE) 1924/2006
et de "Arrété du 24 Juin 2014 -J.O du 17 Juillet 2014. De maniere générale, les produits
encadrés par la DGCCRF ne peuvent pas disposer d’allégation thérapeutique (Labbé, 2018).

L’article L5112-1 du Code de la Santé Publique, définit les textes de la pharmacopée
européenne, frangaise et des Outre-Mer. L’alinéa « Un décret en Conseil d'Etat fixe les

adaptations de la pharmacopée francaise nécessitées par les particularités des plantes
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médicinales d'usage traditionnel dans les départements et collectivités d'outre-mer » s’associe
a I’article 13 de la Loi n°® 2009-594 du 27 Mai 2009 visant au développement économique des
Outre-mer (Article L5112-1 - Code de La Santé Publique - Légifrance, 2016).

L’Agence Nationale de la Sécurité du Médicament et des produits de sant¢ (ANSM) est a
I’origine de I’intégration ou non de plantes médicinales a la Pharmacopée Frangaise. En
Janvier 2020 ont été rééditées les listes de plantes médicinales inscrites a la pharmacopée :
- Liste A : les plantes médicinales utilisées traditionnellement en 1’état ou sous forme de
préparation dont les plantes pouvant avoir des effets bénéfiques sur la santé. - Regroupant
plus de 400 plantes.
- Liste B : les plantes médicinales utilisées traditionnellement en 1’état ou sous forme de
préparation dont les effets indésirables potentiels sont supérieurs au bénéfice thérapeutique
attendu. - Regroupant plus de 200 plantes.
Une monographie « Mélange pour tisanes pour préparations officinales » a été ajoutée a la
Pharmacopée Francaise en Aout 2013, cette derniére permet aux pharmaciens d’officine et
herboristes de faire des mélanges de plantes pour tisanes (préparations officinales) sans
prescription médicale. Dans le cadre de la vente en pharmacie, I’allégation thérapeutique peut
étre énoncée par le pharmacien mais ne doit pas étre mentionnée sur 1’emballage du produit

(ANSM : Agence Nationale de Sécurité Du Médicament et Des Produits de Santé, 2017).

L’Agence Européenne du Médicament dispose d’un comité d’experts scientifiques européens
(Committee on Herbal Medicinal Products) en charge de la validation de 1’'usage de plantes
médicinales utilisées comme « médicaments d’usage traditionnel ». Ces plantes disposent d’une
reconnaissance de leur possible efficacité dans une indication précise liée a une tradition
d’utilisation en Europe (hors étude clinique). Dans ce cas, il est nécessaire que le remede ait été
utilisé¢ depuis de plus de 30 ans dont au moins 15 en Europe pour ’indication thérapeutique
décrite (Comment Un Médicament a Base de Plantes Est-1l Autorisé? - ANSM : Agence

Nationale de Securite Du Médicament et Des Produits de Santé, 2017).

A T’heure actuelle, 27 plantes aromatiques et médicinales de La Réunion sont inscrites a la

Pharmacopée Francaise.
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3.5.2. Aspects propres a ’industrialisation

L’industrialisation et la commercialisation de plantes médicinales impliquent le respect de

différentes conventions et procédures :
3.5.2.1. La standardisation

Comme tout produit issu d’une transformation industrielle, les préparations de plantes
médicinales sont standardisées et répondent aux mémes critéres de qualité. La standardisation
des lots passe notamment par le respect de différents cahiers de charges. Par exemple, pour les
producteurs, le respect du cahier des charges implique la mise en ceuvre de toutes les mesures
relatives a I’agriculture biologique. Ainsi, le cahier des charges prend en compte prend en
compte a la fois la réglementation CE n° 834/2007 (pour la production des plantes) mais aussi

le réglement européen n° 889/2008 (pour I’étiquetage et les contrdles des produits BIO).
3.5.2.2. La tracabilité

La tragabilité est une démarche utilisée en industrie (qu’elle soit agro-alimentaire, cosmétique
ou pharmaceutique) qui a pour objectif de garantir la sécurité de 1’aliment. Cet ensemble de
procédures effectuées « de la fourche a la fourchette » vise a détailler étape par étape les
procédés de récolte/transformation impliqués dans la production d’un aliment ou d’un
médicament. A chaque étape sont listés les « dangers » (chimiques, biologiques ou physiques)

pouvant altérer la qualité du produit ou induire un risque pour le consommateur.

Dans le cadre de I’industrialisation de produits a base de plantes médicinales, la démarche de
tracabilité est effectuée selon les conditions de la norme ISO 22000 (décrivant les procédures
de management de la sécurité de I’aliment), du réglement CE 178/2002 et du réglement CE
852/2004.

3.5.2.3. Le procédé de fabrication des produits

Le procédé de transformation des plantes médicinales constitue un paramétre majeur dans le
cadre de ce travail de thése. Le procédé de transformation des plantes médicinales au sein de

I’Entreprise HABEMUS PAPAM est présenté en Figure 6.
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Figure 6 : Diagramme de fabrication d 'une préparation de plante médicinale a [’échelle
industrielle

1) Les lots de plantes (cultivées selon le cahier des charges fourni par I’Entreprise HABEMUS
PAPAM) sont livrés a l'usine par les fournisseurs. Chaque lot correspond aux feuilles/
branches/ fleurs récoltées le méme jour, sur la méme parcelle par le méme fournisseur.
Démarche qualité/tragabilité : Respect du cahier des charges par le fournisseur respect des

conditions de culture (Agriculture Biologique), de récolte et de transport.

2) Le contrdle a la réception de la matiére premicre est effectué dés son arrivée en usine. Une
identification de la plante est alors effectuée par le pharmacien référent qui donne son accord
pour la transformation de la matiere premiere. Un échantillon témoin de la matiére premiére est
conserve au sec.

Démarche qualité/tracabilité : remplissage de la fiche de réception, controle de la qualité de
la matiére premiere a réception et identification de la matiere premiere. (Bien que les parcelles
de productions aient été controlées en amont, [’identification a la réception est obligatoire).

Création d’'un numéro de lot industriel et pesée des réception.

3) Une étape de parage est effectuée par les ouvriers afin d’enlever les impuretés et les éventuels
débris / feuilles mortes pouvant étre présents dans les lots.

Démarche qualité/tracabilité : remplissage de la fiche de production, description du travail

effectué.
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4) 11 s’ensuit alors des cycles de « séchage sous vide partiel » (85% de vide par rapport a la
pression atmosphérique) a basse température dans un four a micro-ondes industriel. En
moyenne le four réalise 4 cycles de « cuisson », dont la durée moyenne est de 40 minutes. Les
barémes de temps et températures dépendent de la plante utilisée. (Par exemple, certaines
plantes présentant beaucoup d’huiles essentielles nécessitent des cycles de 190 minutes, car
I’extraction de ’eau présente dans les feuilles y est limitée). Cette étape de séchage constitue
en fait un procédé d’extraction sans solvant au four a micro-ondes facilité par vide partiel.
Démarche qualité/tragabilité : remplissage de la fiche de production. Cycles et barémes

temps/température décrits, et pesée.

5) Le lot de plantes une fois séché est broyé sur un tamis de 5 mm. Le produit obtenu est de
nature hétérogéne (mélange de poudre et de flocons de moins de 5 mm).

Démarche qualité/tracabilité : évaluation de [’aspect du broyat.

6) Le conditionnement est alors effectué¢ dans des sachets pyramidaux en tissu contenant en
moyenne 4,5 grammes de préparation de plantes. Les sachets pyramidaux sont ensuite placés
dans un emballage secondaire étiqueté avant d’étre stockés et distribués dans les différents
points de vente.

Démarche qualité/tracabilité : pesée des sachets individuels.
3.6. Stratégies de valorisation

Les travaux de recherche sur les principes actifs de plantes médicinales peuvent permettre a
I’entreprise d’effectuer une demande auprés de 1’Autorit¢ Européenne de la Sécurité des
Aliments (EFSA) pour obtenir une allégation nutritionnelle (mettant en avant la présence de
nutriments d’intérét). Au-dela de la préparation traditionnelle (sous forme de tisane) par le
consommateur, il existe différents moyens de valoriser les principes actifs des plantes

médicinales.

I1 a été estimé que dans les pays développés, les médicaments a base de plantes constituent prés
de 25 % des médicaments disponibles sur le marché. Dans les pays en voie de développement,
la contribution des médicaments a base de plantes est de I’ordre de 80 %. L’utilisation a visée
thérapeutique va de la simple consommation directe du produit (sous forme de tisane, gélules,
poudres a diluer) a I’extraction des principes actifs associée ou non a différentes étapes de
transformation afin de les intégrer a des produits pharmaceutiques. La valorisation des phyto-
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molécules peut aussi impliquer leur utilisation dans la formulation de produits cosmétiques ou

alimentaires (Kumar & Tewari, 2018).

L’extraction des principes actifs constitue le mode de séparation des composés bioactifs de la
matrice végétale. Traditionnellement, I’extraction se fait en utilisant des solvants présentant des

affinités avec les composés bioactifs a extraire.

Il existe différents modes d’extractions applicables a la matiére végétale, ils permettent
I’obtention d’extraits secs, liquides ou solides. Comme le montre la Figure 7, les concentrés,
les hydrolats et les eaux florales sont les premiers produits issus de 1’extraction et de la
distillation du végétal. Des étapes d’atomisation (déshydratation sous flux d’air a haute
température) ou de formulation liquide ou solide permettent d’aboutir a la formation de produits
plus élaborés comme les extraits issus d’atomisation, les extraits hydro-alcooliques, extraits

aqueux, ou encore les concrétes et résines.

Extrait sec
Extrait liquide
{ Pate

» ATOMISATION

H :
’ "
’ "
w bossmsssnsensnensnns ey ’

Matiere * FORMULES SOLIDES
premiere | T

dorigine

végétale Distillation

CONCRETES
Extraction a froid
RESINES et concentration

¢ EXTRAITS

ABSOLUS

Figure 7 : Les différentes méthodes d’extraction des principes actifs végétaux et leurs produits de transformation — Traduit et adapté

de hittp://www.berkem.com/en/expertise-en/plant-extraction

La stratégie de valorisation utilisée par I’entreprise HABEMUS PAPAM est représentée par les

cadres bleu et vert. Les étapes d’extraction et de concentration sont effectuées industriellement.
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La formulation liquide est effectuée par le consommateur via les procédés d’infusion ou de

décoction. Ces transformations aboutissent a I’obtention d’un extrait aqueux (tisane).

Selon le livre « Extraction technologies for medicinal and aromatic plants », il est possible de
distinguer les méthodes d’extraction adaptées aux plantes médicinales (macération, infusion,
décoction, percolation, extraction alcoolique, sonication, extraction au fluide supercritique) de
celles qui sont dédiées a la formulation d’extraits de plantes aromatiques (davantage axées sur
I’extraction des huiles essentielles : hydrodistillation, enfleurage, macération) (Sukhdev Swami
et al., 2008). D’autres méthodes comme 1’extraction assistée par microondes ou les procédés
d’extraction a contre-courant et d’entrainement a la vapeur sont aussi possibles. La méthode

utilisée conditionnera le type d’utilisation du produit d’extraction (Gupta et al., 2012).
3.6.1. Le cas de ’extraction assistée par micro-ondes

La méthode d’extraction assistée par micro-ondes (MAE) est utilisée par 1’Entreprise
HABEMUS PAPAM dans son procédé¢ industriel. En effet, cette méthode est rapide et se
substitue aux étapes de séchage/distillation de la plante (qui nécessite plusieurs heures). Les
travaux de Lucchesi et al., ont montré par exemple que I’extraction aux micro-ondes sans
solvant était un procédé plus rapide que I’hydro-distillation traditionnelle avec le méme
rendement obtenu en 30 minutes contre 4,5 h pour I’hydro-distillation (Lucchesi et al., 2004).
Elle permet d’engendrer de la chaleur via deux mécanismes se faisant simultanément : la
rotation dipolaire et la conduction ionique (Veggi et al., 2012). En effet, I’agitation moléculaire
engendrée par le champ électromagnétique du four microonde va permettre la « sortie » des
molécules d’eau présentes dans la matrice végétale. Ce phénomene de déshydratation va aussi
conduire a la rupture des vacuoles contenant les molécules aromatiques et les molécules
bioactives. Les travaux menés par 1’équipe de Proestos ont montré que 1’utilisation des micro-
ondes était adaptée a I’extraction des composés phénoliques (avec des rendements d’extraction
allant de 89,9 % + 2,6 % pour ’acide gallique a 104,3 % + 11,2 % pour I’acide p-coumarique)
(Proestos & Komaitis, 2007).

L’utilisation du procédé d’extraction aux micro-ondes et de broyage permet a 1’Entreprise
HABEMUS PAPAM de produire des « concentrés de plantes ». Ces derniers sont des ¢léments
de base qui, une fois transformés, permettront la formulation de différents produits : poudres

pour gélules, extraits hydro-alcooliques, huiles enrichies et concretes.
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3.6.2. De P’extrait au médicament

L’extraction de molécules bioactives est a la base de la conception de médicaments. Comme le
présente la Figure 8 ci-dessous, différentes étapes sont nécessaires a la mise en place d’un
médicament. Les phases de recherche effectuées a I’échelle du Laboratoire DETROI concernent

majoritairement les phases d’identification et d’optimisation.

Figure 8 : Processus de formulation d’un médicament a partir des plantes médicinales. (Source : Balunas & Kinghorn,
2005)

Les étapes d’extraction et d’optimisation constituent la phase de « screening » du potentiel de la plante et des molécules
bioactives qu’elle contient (3 a 4 ans). 1l s ensuit la phase développement du produit pharmaceutique (étude pré-clinique),
cette phase permet d’évaluer [’efficacité du médicament et ses effets indésirables tout en étudiant le devenir des molécules
bioactives dans [’organisme (2 ans). La formulation de prototypes permet d’adapter le mode d’administration du
médicament si nécessaire, elle précéde les premiers essais cliniques. Les essais cliniques (5 a 6 ans) se décomposent en
différentes phases :1-Evaluation de la tolérance et pharmacocinétique ; 2 — Détermination de [ efficacité du médicament
chez un patient malade ; 3- Evaluation de ’efficacité et de la tolérance dans les conditions normales d’emploi. Une
demande d’autorisation de mise sur le marché est effectuée aupres de I’ANSM (1-2 ans) avant une mise sur le marché et
une étape de surveillance post-commercialisation. (Ashburn & Thor, 2004)

L’extraction de molécules d’intérét (par exemple les antioxydants) peut parfois étre difficile en
raison des interactions des molécules avec la matrice végétale et avoir un impact négatif sur la
bioactivité finale. Ces dernieres peuvent étre soit synthétisées totalement par voie chimique,

soit faire I’objet d’une hémi-synthese.

La synthése chimique permet a la fois d’obtenir un rendement de production d’une molécule
d’intérét de facon tragable et reproductible tout en préservant la ressource végétale dont elle est
naturellement issue. Le cas de la galégine est un exemple de composé extrait naturellement des
feuilles de Galega officinalis qui, par la suite, a servi de modele pour la syntheése de la
metformine, un antidiabétique oral utilisé dans la prise en charge du diabete de type 2 (Fabricant

D S & Farnsworth N R, 2001).

44



L’hémi-synthése est une alternative a I’extraction des molécules. Les travaux de Es-Safi ont
montré que 1’hémisynthése de catéchines pouvait aboutir & une amélioration de ’activité
antiradicalaire de la molécule (Es-Safi, 2012). Les travaux de Mei ef al., ont permis la synthése
de I’icariine, un flavonoide majoritairement présent dans les plantes du genre Epimedium a

partir d’un autre composé : le kaempférol (Mei et al., 2015).

® Un exemple de valorisation d’une molécule bioactive du Change Ecorce A theiformis a I’échelle

industrielle 2

En 1995 a été déposée par I’Entreprise Yves Rocher, une demande de brevet relative a 1’utilisation de la
mangiférine ou ses dérivés pour une application en cosmétique. Cette demande a été acceptée et publiée
en 2001 par I’Office Européen des brevets. La mangiférine est un composé trés abondant dans les feuilles
des végétaux du genre Aphloia. Ce composé encore connu sous le nom d '«aphloiol » est un C-glucoside
de la tétrahydroxy-1,3,6,7 xanthone et est assimilé au groupe des polyphénols. Suite aux recherches
effectuées sur le composé il a été démontré que la mangiférine et ses dérivés (comme 1’iso-mangiférine)
présentaient une forte photostabilité, des activités antiradicalaires intéressantes associées a des activités
anti-hyaluronidases, anti-élastases, anti-tyrosinases et anti-collagénases. Ces propriétés sont protégées par
le brevet. De plus, I’utilisation des extraits de feuilles des plantes de I’espéce Aphloia, I’extraction de la
mangiférine et de ses composés a partir des végétaux cités dans la demande de brevet, la synthése et
I’hémisynthese de la mangiférine et de ses composés a des fins d’¢laboration de produits cosmétiques sont

aussi protégés par ce brevet. (Josse et al., 2001)
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Bllan Les plantes médicinales a La Réunion : ce qu’il faut retenir

*¢ Les plantes médicinales sont traditionnellement utilisées a La Réunion depuis son
peuplement.
¢ Bénéficiant d’un contexte juridique qui tend a leur étre favorable, les produits a base de

plantes médicinales peuvent é&tre valorisés a différentes échelles industrielles

(agroalimentaire, pharmaceutique)

H 2 7 plantes médicinales de La Réunion inscrites a la Pharmacopée

Colle —Colle

Frangaise

6 7 y 3 % d’utilisation traditionnelle sous forme de tisanes

2 tutelles garantes de I'utilisation des plantes médicinales : ANSM

e a——

Liane d’olive Bois d'Olive Noir

Ravenale

et DGCCRF

1 industrie a La Réunion spécialisée dans la production de

Bois de Demoiselle

préparations pour tisanes a base de plantes médicinales : HABEMUS
PAPAM

Bois de Joli Ceeur

h Différents moyens de valorisation C'é

Bois Jaune

Bois d'Olive Blanc Bois Maigre famblon Recherche des molécules bioactives d’intérét

Thése CIFRE = Etude de la bioactivité

1llustration bilan 3 : La valorisation des plantes médicinales : un secteur prometteur (Sources de images citées en Figure 4)

Les plantes médicinales traditionnellement utilisées a La Réunion pourraient certainement
constituer une ressource de molécules bioactives intéressantes d’un point de vue thérapeutique.
La connaissance des principes actifs pouvant étre présents dans ces plantes médicinales est un
enjeu majeur dans la mesure ou certains d’entre eux, comme les polyphénols, sont connus pour

étre bioactifs.

Certains principes actifs présents dans les plantes médicinales sont largement décrits dans
la littérature scientifique pour leur bioactivité notamment dans le contexte des
perturbations métaboliques et des maladies cardiovasculaires.
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4. Les polyphénols, principes actifs de plantes médicinales : une

opportunité dans la lutte contre les maladies cardiovasculaires

De nos jours, la consommation de produits d’origine végétale est a la base des recommandations
nutritionnelles de nombreux pays notamment en raison de leur abondance en fibres alimentaires
mais aussi de leur faible apport calorique et de leur contenu en micronutriments comme les
vitamines, les minéraux et les antioxydants. Bien que les recommandations nutritionnelles
s’appliquent majoritairement aux fruits et Iégumes, il n’est pas exclu que les boissons a base de
plantes médicinales constituent elles aussi une source importante de nutriments et de principes
actifs. Ces principes actifs sont définis comme des métabolites secondaires synthétisés par les
végétaux soumis aux conditions de stress (changement de climat, présence de prédateurs,

carence en substrat...) et pouvant avoir des effets bénéfiques sur la santé (Alamgir, 2018).

En effet, des études menées sur les effets du thé vert (Camelia sinensis), de la menthe (Mentha
piperita) ou encore du moringa (Moringa oleifera) mettent en avant I’intérét que peut avoir
I’utilisation des principes actifs de plantes médicinales dans le cadre de la prévention ou du
traitement de maladies métaboliques (Figueroa Pérez et al., 2014; J. Lin et al., 2005; Sugahara

et al., 2018).

Les principes actifs des végétaux sont des molécules bioactives pouvant intervenir dans la
prévention des perturbations métaboliques. Parmi ces composés, présentés en Figure 9, trois
types de composés majoritaires sont recensés : les polyphénols, les terpénes et stéroides et les

alcaloides.

m Polyphénols
B Terpénes et stéroides
Alcaloides

Autres (Vitamines,
minéraux ...)

Figure 9 : Les différents types de principes actifs retrouvés dans la matiere végétale (Source Alamgir, 2018)
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Les polyphénols constituent prés de la moitié¢ des principes actifs présents dans les végétaux et
sont trés étudiés depuis les années 1990 pour leurs propriétés bénéfiques pour la santé

(Tresserra-Rimbau et al., 2017).

Les polyphénols sont les antioxydants les plus abondants de 1’alimentation humaine. En
moyenne 1 g de polyphénols est consommé chaque jour ; cela représente 10 fois les teneurs en
vitamine C et 100 fois les teneurs en vitamine E et caroténoides consommées quotidiennement.
Ces composés sont majoritairement retrouvés dans les fruits, légumes et boissons a base de
végétaux, notamment les tisanes. Chimiquement, les polyphénols sont des molécules
caractérisées par un ou plusieurs cycles aromatiques (encore appelés « noyaux phénoliques »)
disposants d’un ou plusieurs groupements hydroxyles (encore appelés « extrémités réductrices

») (Pereira et al., 2009).

Leurs fonctions biologiques au sein des végétaux varient en fonction de leurs structures : les
polyphénols comme les anthocyanes peuvent avoir des fonctions de protection contre les
ultraviolets mais aussi un rdle de pigment afin d’attirer les pollinisateurs. D’autres polyphénols
comme les tanins jouent un role de protection contre les parasites, herbivores et insectes par
leur propriétés astringentes. Certains polyphénols peuvent aussi inhiber la croissance de
microorganismes pathogenes, limiter la production de radicaux libres et diminuer le stress

associé a la photosynthése (Kondratyuk & Pezzuto, 2004).
4.1. Voies de synthése des polyphénols

Les polyphénols sont des métabolites secondaires de végétaux, produits par des voies de
syntheése comme la voie des shikimates, la voie des phénylpropanoides ou encore la voie des
acétates/mévalonates (Cheynier et al., 2013). Ces composés, contrairement aux métabolites
primaires (acides aminés, lipides, acides nucléiques, sucres) ne sont pas essentiels a la survie
de la plante (assimilation des nutriments, croissance, développement) mais constituent des
molécules de structure, défense ou encore de pigmentation. Au niveau de leur biosynthese, les
métabolites primaires et secondaires ont en commun des intermédiaires et peuvent dériver des
mémes voies métaboliques (par exemple : les protéines et les phénols sont synthétisés a partir

d’acides aminés issus d’une voie de synthése de métabolites primaires) (Hopkins, 2003).

L’une des premicres étapes de formation des métabolites secondaires d’une plante est la voie
des shikimates (qui se partage entre le métabolisme primaire produisant les acides aminés et le
métabolisme secondaire a 1’origine des métabolites secondaires). Cette étape permet la synthése
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de I’acide shikimique a partir de phosphoénolpyruvate et d’érythrose-4-P (respectivement issus
de la glycolyse et de la voie des pentoses phosphates), la formation précoce de composés
nommés « acides hydroxybenzoiques » (comme 1’acide quinine et I’acide gallique) et la
synthése de trois types d’acides aminés : phénylalanine (Phe), tyrosine (Tyr) et tryptophane
(Trp). Parmi ces acides aminés, le tryptophane (Trp) sera consacré a la synthése des protéines
tandis que la phénylalanine (Phe) et la tyrosine (Tyr) seront utilisées pour celle des métabolites
secondaires comme les lignines, les flavonoides, les alcaloides et les phytoalexines (Herrmann,

1995).

La phénylalanine obtenue a I’issue de la voie des shikimates sera transformée par la PAL
(Phenylalanine Ammonia Lyase) pour former I’acide cinnamique. La transformation de 1’acide
cinnamique (via I’enzyme Cinnamate-4-Hydrolase), ou celle de la tyrosine (via la Tyrosine
Ammonia Lyase) vont aboutir a la formation de 4-coumaroyl-CoA, le précurseur de différents
types de polyphénols tels que les phénylpropanoides (Urrutia et al., 2016; Vogt, 2010). Ces
derniers seront stabilisé€s sous forme acétylée, glycosylée ou estérifiée mais pourront aussi étre

détectés sous forme libre « aglycone » (Cheynier et al., 2013; Scalbert & Williamson, 2000).

Une étude récemment menée sur des cellules de péricarpe de pomme (Malus x domestica),
exposées a des rayons ultra-violet (UV-B), a montré que ce stress s’accompagne d’une
accumulation des polyphénols (ce qui suggere une forte activation des voies de biosynthése).
De plus, la présence d’UV-B a provoqué la modulation de la voie de signalisation cellulaire
UVRS a I’origine de I’expression de facteurs de transcription impliqués dans la synthese des

flavonoides (Henry-Kirk et al., 2018).

La synthése de polyphénols dépend donc a la fois de facteurs intrinséques a la plante, mais aussi

de facteurs environnementaux.

Certains facteurs de stress extérieurs peuvent conduire a la formation de molécules bien
spécifiques. Dans I’étude de Constabel et al., les tanins condensés sont spécifiquement et
massivement produits suite a des 1ésions du tissu végétal : ce mécanisme implique notamment
la surexpression de genes permettant 1’activation préférentielle d’une voie de synthése des
tanins. Les parametres environnementaux déterminent non seulement les voies de biosynthése
utilisées mais aussi la structure et le type de polyphénols qui seront formés (Barbehenn & Peter

Constabel, 2011; Weaver & Herrmann, 1997).
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4.2. Une classification en fonction de leur structure

Il existe plus de 8000 polyphénols différents déja identifiés et regroupés en fonction de leur

structure dans différentes familles que sont : les flavonoides, les acides phénoliques, les

curcuminoides, les stilbénes et les lignanes. Les flavonoides et les acides phénoliques

constituent les plus grandes familles de polyphénols, ils représentent respectivement 60 % et 30

% des polyphénols retrouvés dans 1’alimentation (L. Bravo, 2009; Garcia-Salas et al., 2010;

Scalbert & Williamson, 2000, 2000). La Figure 10 représente les différentes familles de

polyphénols et leurs composés (Manach et al., 2004).

Acides
phénoliques

Figure 10 : Les differentes familles de polyphénols et leurs composés. Traduit et adapté de Manach et al. (2004)

La famille des acides phénoliques se divise en deux groupes majeurs
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les acides

hydroxybenzoiques et les acides hydroxycinnamiques qui se distinguent selon leur abondance

dans les végétaux et selon la forme sous laquelle ils sont retrouvés :

o Les acides hydroxybenzoiques sont les plus abondants et se présentent généralement sous

la forme d’esters associés a une fonction acide carboxylique ou un résidu glucose. Ces

composés, comme [’acide gallique et 1’acide protocatéchique sont retrouvés dans les

aliments comme le cassis (4 - 13 mg d’acide gallique /100 g de fruits frais), ou la framboise

(6 - 10 mg d’acide protocatéchique / 100 g de fruit frais) mais aussi dans des plantes
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médicinales comme le thé vert Camellia sinensis (4,5 g d’acide gallique / kg de plante
séche) (Manach et al., 2004).

o Les acides hydroxycinnamiques sont moins abondants dans 1’alimentation et sont
généralement retrouvés sous de forme de glycosides ou d’esters. On retrouve ces composés
dans le café (70 — 350 mg d’acide chlorogénique par tasse) ou encore dans les fruits comme
le kiwi (60 -100 mg d’acide caféique / 100 g de fruits frais). L’acide hydroxycinnamique
le plus abondant est ’acide caféique : il représente 75 a 100 % du contenu en acide
hydroxycinnamique de certains fruits et permet lorsqu’il est associé¢ a 1’acide quinique de
former 1’acide chlorogénique. Les infusions de feuilles de café Coffea arabica et Coffea
canephora (traditionnellement utilisées en Amérique du Sud pour le traitement des
migraines et de la toux) présentent méme trois isomeres différents de I’acide chlorogénique

(Patay et al., 2016; Rodriguez-Gomez et al., 2018).

Les flavonoides constituent la plus vaste famille de polyphénols. Ils présentent dans leur
structure deux cycles aromatiques associés a trois atomes de carbone formant un hétérocycle
oxygéné. Cette famille se décompose en différents groupes qui parfois peuvent étre retrouvés
uniquement dans certains types d’aliments :

o Les isoflavones (daidzéine, glycitéine et la génistéine) sont spécifiques des produits
dérivés du soja. Un litre de lait de soja contient par exemple 30 a 175 mg de glycitéine
(Bowey et al., 2003; Manach et al., 2004).

e Les flavanones comme 1’hespéridine et la naringénine, sont spécifiques des agrumes.
Les teneurs en naringénine de 1’orange (variété « sour orange ») Citrus aurantium
peuvent atteindre les 693 mg / 100 g d’orange (E. Bravo et al., 2008; Nogata et al.,
2006).

e Les flavanols regroupent a la fois des formes monomériques et des polymeres. Les
catéchines et I’épicatéchine sont des formes monomériques de flavanols que I’on
retrouve dans le thé vert Camellia sinensis (Reygaert, 2018). Les proanthocyanidines
(encore appelés « tanins condensés ») sont des polymeéres (diméres, ou trimeres) de
catéchine que 1’on retrouve dans des fruits comme les péches, poires ou kakis auxquels
ils apportent de I’astringence. Leur présence dans les aliments est difficilement
quantifiable en raison de la variabilité de leur poids moléculaire (dépendant de leur
degré de polymérisation) (Manach et al., 2017; Sun et al., 2019).

e Les flavonols regroupent trois flavonoides majoritaires : la quercétine, le kaempférol et
la myricétine. Ces composés sont majoritairement retrouvés sous forme glycosylée.

L’oignon est un aliment riche en quercétine (35-120 mg / 100 g). Des plantes
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médicinales comme Hibiscus sabdariffa (traditionnellement utilisée dans le traitement
de [I’hypertension et des dyslipidémies) et Talinum triangulare (utilisée
traditionnellement au Nigéria dans le traitement de 1’asthme) contiennent, elles aussi,

de la quercétine et du kaempférol (Ikewuchi et al., 2017; Ojulari et al., 2019).

o Les flavones sont moins courants que les flavonols dans les fruits et 1égumes. Ils
regroupent des formes glycosylées de lutéoline ou d’apigénine. Certains agrumes
présentent des formes de flavones polyméthoxylées comme la tangerine, la nobiletine
et la sinensetine qui ont la particularité¢ d’étre hydrophobes. La présence de flavones a
aussi €té décrite dans les plantes médicinales telles que Dodonaea viscosa. (Ojulari et

al., 2019).

Certains polyphénols, comme la curcumine issue du Curcuma longa, ont fait ’objet d’études
au Laboratoire DETROI. Le rhizome du curcuma est traditionnellement utilisé a la fois comme
épice, colorant alimentaire et comme plante médicinale (Tsuda, 2018). Les travaux menés par
Septembre-Malaterre et al. ont permis 1’identification de la curcumine et de deux de ses
métabolites : la déméthoxycurcumine et la bisdeméthoxycurcumine dans des extraits de

Curcuma longa. (Septembre-Malaterre et al., 2016).

D’autres travaux menés au Laboratoire ont eu pour objectif d’évaluer le contenu en polyphénols
et la bioactivité de différentes plantes médicinales comme Antirhea borbonica, Doratoxylon
apetalum et Gouania mauritiana. Ces plantes utilisées en médecine traditionnelle se sont
révélées riches en acide chlorogénique, kaempférol, acide protocatéchique ou encore en
quercétine. Ces études ont montré que des plantes médicinales comme D. apetalum étaient
beaucoup plus riches en polyphénols (7 g d” équivalent acide gallique /100 g de matiere séche)
que le thé vert Camellia sinensis (4,5 g d’ équivalent acide gallique /100 g de matiére seche)

(Marimoutou et al., 2015; Veeren et al., 2020).
A T’heure actuelle, un intérét croissant est porté¢ a I’étude des polyphénols contenus dans les

plantes médicinales. En effet ils sont connus pour étre bioactifs, métabolisés par 1’organisme

(biodisponibles) et pourraient étre absorbés par simple consommation de tisane.
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4.3. La biodisponibilité des polyphénols

La biodisponibilit¢ est un parameétre essentiel pour qu’un compos€ puisse exercer une
bioactivité. La biodisponibilité définit le potentiel d’un composé a étre absorbé par I’organisme
et a atteindre les tissus et organes cibles pour y exercer une bioactivité. Cette notion regroupe
différents paramétres : la capacité a étre absorbé, distribué, métabolisé et excrété (ADME) (Fan

& de Lannoy, 2014).
4.3.1. L’absorption intestinale et le transport des polyphénols

L’absorption des polyphénols au niveau des cellules intestinales est un processus dynamique.
Des travaux in vitro menés sur 1’absorption des flavonoides ont montré que certains d’entre eux
étaient absorbés au niveau de I’intestin gréle et pouvaient étre pris en charge par des complexes
protéiques tels que les « Intestinal Sodium-Dependent D-glucose co-transporter » (SGLT1) qui
permettaient notamment leur accumulation au niveau apical (R. A. Walgren et al., 2000). A
I’inverse, il existerait d’autres complexes protéiques tels que les « Multridrug Resistance
Associated Protein » (par exemple MRP1 et MRP2 qui font partie de la famille des ATP-
Binding Cassettes) qui joueraient un réle dans le transport intracellulaire et I’efflux des
flavonoides sous forme glycosylée, limitant leur absorption au niveau des cellules de I’intestin

gréle (Richard A. Walgren et al., 2000).

Les polyphénols contenus dans 1’aliment se retrouvent majoritairement sous forme estérifiée
ou glycosylée, certains comme les tanins se retrouvent sous la forme de polymeres. Afin de
permettre leur absorption par I’organisme, une premiere réaction d’hydrolyse a lieu au niveau
de I’intestin grace a I’activité d’enzymes telles que la Lactase Phlorizine Hydrolase (LPH) ou
encore la Cytosolic Beta-Glucosidase (CBG). Ces réactions d’hydrolyse permettent d’obtenir
des formes aglycones et des glycosides qui seront plus facilement absorbables et qui entreront
dans les cellules épithéliales par diffusion passive et atteindront les organes via la circulation

sanguine (Manach et al., 2004).

Une étude chez ’'Homme a justement confirmé que ce mécanisme de transformation en
aglycones facilitait I’absorption des polyphénols. L’objectif de I’expérience était de déterminer
si le retrait de résidus (tels que rhamnose ou rutinoside) pouvait améliorer la biodisponibilité
des polyphénols. L’expérience a été¢ effectuée sur 16 sujets sains qui ont ét€¢ amenés a

consommer :
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e Dujus d’orange contenant naturellement de 1’hespéridine (un flavonoide abondant dans
les agrumes mais faiblement biodisponible en raison de la présence d’un résidu
rutinoside sur sa forme native) — « Low dose Hesperidin »

e Du jus d’orange traité avec une enzyme, 1’hespéridinase, permettant de former le
métabolite aglycone « hesperétine-7-glucoside »

e Dujus d’orange concentré en hespéridine (3 fois plus concentré que la norme) — « High

dose Hesperidin »

L’analyse des plasmas a différents intervalles de temps aprés consommation des jus a
montré le résultat suivant (Figure 11) : des cinétiques différentes sont observées selon la

boisson consommeée.
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Figure 11 : Evolution de la concentration plasmatique en hespérétine aprés consommation de différentes
boissons (Nielsen et al., 2016)

Chez les sujets ayant consommé le jus d’orange supplémenté en hespéridinase, le pic de
concentration plasmatique en hespérétine était respectivement 4 fois et 1,5 fois plus élevée que
chez les sujets ayant consommé le « Low dose hesperidin » et le « High dose hesperidin ». De
plus, le temps nécessaire pour atteindre cette concentration maximale €tait significativement
réduit par rapport aux sujets des autres groupes. Ce résultat montre I’intérét des réactions de
transformation des composés sous forme aglycone pour faciliter leur absorption. On notera qu’a
la suite d’une consommation de « High dose hesperidin », une distribution plasmatique
progressive est observable sur une durée de 10 heures (représentant la cinétique d’absorption
d’un aliment riche en polyphénols). Au cours de cette étude, il a ét€ démontré que ces réactions

conditionnent a la fois les temps d’apparition et les concentrations de métabolites dans le
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plasma mais également le site d’absorption des polyphénols (intestin gréle ou colon) (Nielsen

et al., 2000).

En effet, les réactions enzymatiques ayant lieu au niveau de 1’épithélium de I’intestin gréle ne
permettent pas I’absorption de tous les polyphénols contenus dans le bolus alimentaire. Certains
polyphénols sous des formes glycosylées (présentant des résidus rhamnose, glucoside,
glucuronide, sulfate, amide, ester ou encore les polymeéres d’ellagitanins et tanins condensés)
doivent atteindre le colon avant d’étre hydrolysés et transformés par les enzymes du microbiote
intestinal. Une fois ces étapes effectuées, ces polyphénols et leurs métabolites pourront eux
aussi étre métabolis€s au niveau du foie, distribués au niveau des différents organes avant d’étre

excrétés (L. Bravo, 2009; Gonzalez-Sarrias et al., 2017).

Rapportés a notre contexte d’étude (la consommation de tisanes a base de plantes médicinales),

deux remarques peuvent étre faites :

o La transformation préalable des composés en aglycones permet d’atteindre rapidement une
concentration maximale de métabolites circulants. L’absorption rapide des métabolites
pourrait présenter un intérét dans le cas des tisanes traditionnellement consommées avant
et apres le repas (par exemple : pour la régulation de la glycémie) car il permettrait une mise
a disposition rapide des métabolites a des concentrations élevées. Cependant, cela
impliquerait que les métabolites contenus dans les tisanes soient présents sous formes
aglycones.

o L’absence de transformation préalable en aglycones conduit a une distribution plasmatique
continue et progressive des métabolites sur une durée plus longue. Ce phénomene est
observé dans des conditions normales de consommation. Cette absorption progressive est
liée a la transformation des composés par le microbiote intestinal et présenterait un avantage
dans le cas des tisanes consommeées quotidiennement dans le cas du traitement de maladies

chroniques comme le diabéte.

4.3.2. La transformation des polyphénols par le microbiote

intestinal

Les polyphénols n’ayant pas été absorbés au niveau de I’intestin gréle, sont acheminés jusqu’au
colon ou ils seront métabolisés par le microbiote intestinal (Williamson & Clifford, 2017).
Il existe trois grands types de réactions enzymatiques effectuées par le microbiote : les

réactions d’hydrolyse, de clivage et de réduction. Ces modes de dégradation favorisent non
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seulement 1’absorption des polyphénols alimentaires mais permettent aussi de générer des «
métabolites », plus petits en taille et présentant, selon leur structure, plus ou moins d’extrémités

réductrices comparé aux composés parents (Espin et al., 2017).

Les acides phénoliques par exemple, sont généralement transformés par le microbiote intestinal
via des réactions de clivage et de scission de leur cycle aromatique. Ils sont a 1’origine de
différents composés comme 1’acide 3-(3-hydroxyphenyl)-propionique pouvant étre issu de la
transformation de 1’acide chlorogénique, 1’acide férulique, ou 1’acide caféique (Rechner et al.,
2004).

L’étude menée chez I’Homme, par 1I’équipe d’Alan Crozier a permis d’identifier par
spectrométrie de masse HPLC-MS, les métabolites plasmatiques et urinaires de différents
acides hydroxycinnamiques associés a la consommation de café. Il était alors possible de
distinguer :

e Les métabolites ayant été directement absorbés au niveau de I’intestin gréle (présents
dans le plasma une heure aprés consommation) : I’acide caféique 3-O-sulfate, I’acide
férulique-4-O-sulfate et les 3- et 4- acide caffeoylquinique lactones.

e Les métabolites transformés par le microbiote intestinal (présents dans le plasma au
bout de 4 h) : I’acide dihydroférulique, les acides dihydrocaféiques 3-O et 4-O sulfate.
(Stalmach et al., 2009).

Parmi les flavonoides, seuls 10% d’entre eux sont absorbés au niveau de 1’intestin gréle, les
90% restants subissent au niveau du colon des réactions de scission pouvant aussi libérer des
acides phénoliques. La quercétine, par exemple, a été décrite comme pouvant étre transformée
par le microbiote en acide 3,4-dihydroxyphénylacétique, en acide 3-hydroxyphénylacétique, en

acide hippurique ou en acide protocatéchique (Murota et al., 2018).

L’équipe du Pr Wenhua Ling a étudié le catabolisme des flavonoides quercétine, kaempférol
(flavonols), apigénine, lutéoline (flavanones) et naringénine (flavanone) dans un modéle murin.
A T’issue de I’analyse des métabolites retrouvés dans les urines et les feces par HPLC-MS/MS,
différentes hypothéses ont été émises quant aux mécanismes de transformation des
polyphénols. De manicre globale, on notera que le catabolisme des flavonoides peut aboutir
aux mémes types de métabolites et commence par une réaction de scission du cycle aromatique.
Cependant, le type de réaction et le nombre de réactions pour y aboutir peut différer (c’est le
cas pour la lutéoline dont le produit de scission, 1’acide hydroxycaféique, doit étre réduit pour

permettre la formation d’acide 3-(4-hydroxyphénylpropionique))(W. Lin et al., 2016).
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Les anthocyanes sont séparées de leurs chalnes glucidiques et subissent un clivage de leur
hétérocycle pour former des dérivés phloroglucinol et des acides benzoiques (Tian et al., 2019).
Les tanins ellagiques et 1’acide ellagique sont métabolisés par le microbiote sous la forme
d’urolithines. Une étude des métabolites microbiens issus de la transformation des polyphénols
de la grenade chez I’Homme a montré que I’urolithine A était la forme la plus représentée

(Nufiez-Sanchez et al., 2014).

Une étude menée sur la biodisponibilité des catéchines et des procyanidines présents dans le
thé vert Camellia sinensis, a montré la présence de différents métabolites d’origine microbienne
6 h a 48 h aprés consommation. La consommation de I’infusion de thé vert, qui contenait 400
mg de catéchines (catéchines, épicatéchine gallate, épigallocatéchine et épigallocatéchine
gallate) a permis la détection de I’acide 4-hydroxybenzoique, 1’acide 3,4-dihydroxybenzoique,
I’acide 3-méthoxy-4-hydroxy-hippurique et de 1’acide vanillique (acide 3-méthoxy-4-
hydroxybenzoique) (Pietta et al., 1998).

Les métabolites spécifiques a la transformation par le microbiote intestinal
Certains métabolites peuvent étre spécifiques a une transformation par le microbiote intestinal.
C’est le cas des métabolites présentés dans le Tableau 6 :

Tableau 6 : Métabolites issus de la transformation de composés parents par le microbiote intestinal

Mangiférine Norathyriol
Acide Ellagique Urolithines A et B
Quercétine Isorhamnétine, aci}:i;dii-;iglﬁzg;?;}gﬁggilg;zpionique, acide 3-
Myricétine Acide 3,5-dihydroxyphénylacétique
Catéchine Acide 3°,4’-dihydroxyphénylvalérique
Kaempférol Acide 2-4-hydroxyphénylpropionique
Secoisolariciresinol (lignane) Entérolactones, entérodiol
Isoflavones (génisteine, daidzéine) Equol, O-desméthylangolensine.
Hespéridine Hesperétine
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Par ailleurs, la composition du microbiote intestinal aura elle aussi un effet sur les teneurs et le

type de métabolites retrouvés dans la circulation sanguine (W. Lin et al., 2016).

/C) Les interactions entre les polyphénols et le microbiote intestinal

Les interactions entre le microbiote intestinal et les polyphénols ne se limitent pas aux réactions
de catabolisme précédemment citées. En effet, il a ét¢ démontré que la consommation réguliere
de produits riches en polyphénols aurait une action sur la composition du microbiote intestinal.
Au-dela du fait que cet apport en polyphénols soit associé¢ a un apport régulier en fibres
(prébiotiques dont I’impact sur le microbiote intestinal est connu), des études ont montré
spécifiquement I’impact des polyphénols sur la composition de la flore intestinale. Certains
polyphénols favorisent la croissance de bactéries non pathogénes comme Akkermensia
muciniphila qui a été décrite pour avoir des effets sur I’insulinorésistance et I’endotoxémie

associées au syndrome métabolique.

(Patrice D. Cani & de Vos, 2017; Roopchand et al., 2015)
4.3.3. La transformation par les enzymes hépatiques

Les enzymes de détoxification du foie sont aussi a l’origine des transformations des
polyphénols. Les réactions de méthylation, glucuronidation, oxydation et sulfatation par les
enzymes des phases 1 et 2 hépatiques ont pour objectifs de faciliter I’excrétion des composés
via les urines en augmentant leur solubilité. Concernant le métabolisme des flavonoides, il est
effectu¢ de facon prédominante par les enzymes de la phase 2. Les métabolites retrouvés
majoritairement in vivo sont les formes glucuronides et sulfates sont produits respectivement
via Pactivité de ’'UDP-Glucuronosyl transférase et les Phénol sulfotransférases (Scalbert &

Williamson, 2000).

Une étude menée sur une culture primaire d’hépatocytes humains a montré 1I’importance des
interactions entre le microbiote intestinal et les enzymes hépatiques. L’expérimentation a révélé
que les hépatocytes incubés avec de I’extrait de thé vert apreés conversion par le microbiote
intestinal (« converted green tea ») permettait une production significativement élevée d’acide
3-hydroxybenzoique (3-OHBA), d’acide 3,4-dihydroxyphénylpropionique (3,4-DiOHPPr),
d’acide hippurique et d’acide férulique (Vetrani et al., 2016).
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La Figure 12 résume le métabolisme des polyphénols.
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Figure 12 : Métabolisme des polyphénols issus de [’alimentation. Adapté de Marin et al., 2015. Les
polyphénols présents dans le bolus alimentaire sont sous forme glycosylée, une fois I’hydrolyse effectuée au
niveau de [’intestin gréle et/ou du colon, les aglycones seront absorbés et entreront dans la circulation
sanguine. lls seront distribués au foie par la veine porte. Ils seront alors métabolisés (méthylés, glucuronidés
ou encore sulfatés) afin d’augmenter leur solubilité et faciliter leur excrétion. Ils seront distribués par la
suite au niveau des tissus cibles puis éliminés via les urines.

4.3.4. Variabilité des paramétres de pharmacocinétique des
polyphénols et de leurs métabolites dans le plasma, les urines et

les organes

Les polyphénols et leurs métabolites ont des temps de rétention dans 1’organisme qui leur sont

spécifiques. Il est possible d’étudier la biodisponibilité d’un composé au travers de plusieurs

parametres :

e La durée pour atteindre la concentration maximale dans le plasma (qui marque la fin de
I’étape d’absorption et le début de I’étape de distribution)

e La durée pour atteindre la concentration maximale dans les urines (qui marque la fin de

I’étape de métabolisme et 1’étape d’excrétion)

L’¢tude menée par Xie et al. sur 6 adultes ayant pris une supplémentation de 500 mg de
polyphénols de baie d’aronia a mis en évidence que les temps nécessaires a la mesure d’une
concentration maximale d’un métabolite (tmax) sont différents selon que le métabolite se trouve
dans le plasma ou I’urine. L’analyse métabolomique ciblée de ces deux types d’échantillons

biologiques (plasma et urine) a permis de mettre en évidence des différences pour certains
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composés : 1’acide protocatéchique, par exemple, atteint une concentration maximale
plasmatique a tmax =1 h + 0,00 contre tmax = 4 h £ 0,52 pour atteindre une concentration
maximale dans les urines. Une méme observation est possible pour la cyanidine-3-O-glucoside
(tmax plasma = 1,60 h £ 0,24 contre tmax urine = 6,00 h £ 3,35) et I’acide hippurique (tmax plasma
= 5,33 h £ 0,67 contre tmax urine = 6,33 h = 2,25). Ces différences de tmax plasmatiques et
urinaires indiquent que les étapes de distribution, métabolisme et excrétion sont propres a
chaque composé. D’autres composés, comme le métabolite acide 3-(4-hydroxyphenyl)-
propionique, présentent cependant des tmax plasmatiques et urinaires trés proches (tmax plasma
tmax = 6,33 h £ 1,45 et tmax urine = 6,33 h + 2,25). Ce résultat suggere que ce métabolite (3-
4HDP) issu de la transformation par le microbiote intestinal n’est pas resté longtemps dans la

circulation sanguine et a été rapidement excrété (Xie et al., 2016).

Bien que les métabolites retrouvés dans les urines aient d’abord été présents au niveau
plasmatique, il existe une différence de répartition des métabolites dans le plasma et dans les

urines.

Une étude menée sur 10 volontaires sains agés de 18 a 35 ans ayant consommé une méme
quantit¢ de jus de cranberry, Vaccinium subg. Oxycoccus, a montré que 1’abondance des
métabolites retrouvés (plus de 24 heures aprés consommation) n’était pas la méme dans le
plasma et les urines. En effet, les métabolites majoritairement retrouvés dans le plasma étaient
les acides hippuriques (I’air sous la courbe, AUC, de 44,7 %) suivis des catéchols (22,4 %), des
acides benzoiques (14,7 %) et des acides phénylacétiques (10 %) tandis que les urines
contenaient des acides hippuriques (64 %), des acides phénylacétiques (14,5 %), des acides
benzoiques (9,2 %) et des catéchols (4,7 %) (Feliciano et al., 2016). Cet autre résultat pourrait
indiquer une utilisation ou une rétention (au niveau d’organes cibles) de certains composés qui

seraient alors moins présents dans les urines.

Des études de pharmacocinétique ont, justement, porté¢ sur la répartition des composés au
niveau des organes. Celle de Sale et al., par exemple, a évalué¢ par HPLC-MS, la biodistribution
des métabolites issus de la consommation de 240 mg/kg de resvératrol par des souris (0 a 120
min post-administration par voie intra-gastrique). Ces teneurs ont été mesurées dans le plasma,
le foie, les reins, les poumons, le cceur, le cerveau, la muqueuse intestinale et le colon. Les
organes présentant les teneurs les plus élevées en métabolites étaient I’intestin gréle, le cdlon,
le foie et le coeur (avec des teneurs respectives de 36 960, 2869, 2150 et 2072 nmoles. mL™!)
(Sale et al., 2004).
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4.3.5. Du transport des polyphénols a I’entrée dans la cellule

cible

La circulation sanguine permet le transport des composés, qu’il s’agisse de polyphénols ou de

leurs métabolites issus de la transformation par les enzymes intestinales, hépatiques ou par le

microbiote intestinal (Clifford et al., 2013). Bien que la présence et la circulation de
polyphénols au niveau du systéme lymphatique ait ét¢ décrite, la distribution des polyphénols
aux cellules de I’organisme se fait majoritairement par le biais de la circulation sanguine

(Nakamura et al., 2018).

e Les protéines plasmatiques comme 1’albumine peuvent se lier aux polyphénols et
permettre leur transport vers les cellules cibles (Latruffe et al., 2014). Les travaux de
I’équipe de Sengupta ont mis en évidence la liaison de la quercétine a I’albumine humaine
qui se traduisait par un changement drastique des profils de fluorescence (parametres
d’émission et d’excitation) (Sengupta & Sengupta, 2002, 2003).

e Leslipoprotéines sont aussi des éléments permettant le transport des polyphénols. En 1998,
les travaux de 1’équipe du Dr Gozzelino ont montré que le resvératrol se liait aux

lipoprotéines de basse densité (LDL et VLDL) (Belguendouz et al., 1998).

L’¢étude menée par Burkon et Somoza in vitro a mis en évidence que plus de 90% de la forme
libre de trans-resvératrol était liée aux lipoprotéines plasmatiques humaines via des liaisons

non-covalentes (Burkon & Somoza, 2008).

Les polyphénols étant connus pour leurs effets cardio-protecteurs, une étude a été effectuée par
I’équipe du Dr Joe Vinson sur 41 polyphénols différents afin d’étudier la capacité de ces
derniers a se lier a I’albumine et aux LDL. L affinité de chaque polyphénol pour 1’albumine ou
les LDL a été évaluée par des tests de fluorescence et par des séparations par HPLC. Les
constantes de liaison de Stern-Volmer (K) obtenues ont mis en évidence que les liaisons des
polyphénols étaient nettement plus fortes pour 1’albumine que pour les LDL. Par exemple :
pour la quercétine Kipr = 2,61.10°M!contre Kgsa = 6,96.10°M! et pour I’acide ellagique Kipr
=2,71.10°M"! contre Kgsa = 20.010°M™!. Cependant, les LDL présentent un nombre de liaisons
(n) avec les polyphénols, significativement plus €levé que 1’albumine. Cela s’expliquerait
notamment par la présence d’apoB100 qui présente plus de sites favorables a la formation de
liaisons (via les interactions électrostatiques et les forces de Van Der Waals). D’autres régions
comme la surface de I’apo-B100 et des phospholipides pourraient aussi (faiblement) contribuer

a I’affinité des polyphénols avec les LDL. II a aussi été¢ démontré que la présence de résidus O-
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méthylés augmentait 1’hydrophobicité des polyphénols et pourrait accentuer leur liaison aux

LDL (Poloni et al., 2019).

L’¢étude menée par Hernaez et al., a montré sur 47 sujets sains que la consommation d’huile
d’olive riche en polyphénols modulait la taille et les fonctions des HDL et augmentait la
présence des métabolites tels que le sulfate d’hydroxytyrosol, I’acide homovanillique et le
glucuronate d’acide homovanillique a I’intérieur des HDL. Cela montre que les polyphénols

peuvent aussi étre transportées par les lipoprotéines de haute densité (Hernaez et al., 2014).

La vectorisation des polyphénols hydrophobes (curcumine, resvératrol) par des HDL de

synthése est un axe de recherche du Laboratoire DéTROL.

Cette propension des polyphénols a se lier aux lipoprotéines comme les LDL et HDL pourrait

leur permettre d’atteindre les 1ésions athéromateuses pour y exercer leur bioactivité.
4.4. Bioactivité des polyphénols

Les polyphénols sont décrits dans la littérature pour leurs effets bénéfiques sur la santé
notamment dans la prévention de la survenue du cancer, des maladies métaboliques ou encore
cardiovasculaires (Baron-Menguy et al., 2007; Dai & Mumper, 2010; Santhakumar et al.,
2018). Ces effets sont dus a différentes propriétés : leurs propriétés antioxydantes, leur capacité
a interagir avec les enzymes (impliquées dans le métabolisme ou encore le maintien de
I’équilibre redox) et leur impact sur les voies de signalisation cellulaire (régissant notamment
I’expression des genes) (Andriantsitohaina et al., 2012; Kondratyuk & Pezzuto, 2004; Luca et

al., 2020).
4.4.1. L’activité antioxydante

Les radicaux libres tels que les espéces réactives de 1’oxygene (ROS comme OH°, 02°),
peuvent étre a I’origine d’un déséquilibre redox et altérer les lipides, les protéines et ’ADN. Ce
phénomene de stress oxydant, engendré par les radicaux libres, peut conduire a 1’activation de
voies de signalisation cellulaire impliquées dans I’apparition de maladies métaboliques et

cardiovasculaires (D’ Archivio et al., 2012; Sies, 1997).

La présence d’extrémités réductrices au niveau de leurs noyaux phénoliques confeére aux

polyphénols des propriétés antioxydantes (Perron & Brumaghim, 2009).
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Selon la littérature, les polyphénols (ArOH) peuvent exercer leur activité antioxydante sur des
radicaux libres (R°) selon quatre mécanismes distincts que sont le transfert de proton (HAT)
associé¢ ou non au transfert d’'un hydrogéne (PCET), le transfert séquentiel d’électron et de
proton (SET-PT), la réduction associée a un transfert d’électron (SPLET) et la formation
d’adduits (K. Yoshida et al., 2017).
e HAT (H-atom transfer) et/ou PCET (proton-coupled electron transfer)

ArO—-H+R°— ArO°+R-H
e SET-PT (sequential electron transfer-proton transfer)

ArO-H+R° — ArOH°" +R"— ArO°+R - H
e SPLET (sequential proton loss-electron transfer)

ArO—-H — ArO+H"; ArO+R° - ArO°+R; R+ H" - R-H
e AF (adduct formation)

ArO —H + R° — [ArOH - R]° ; ArO° + R — H et autres produits d’oxydation

Les polyphénols sont considérés comme des antioxydants car ces composés ont la capacité de
retarder I’oxydation engendrée par un radical libre tout en gardant leur stabilité (Rice-Evans et
al., 1996).

Des travaux menés au Laboratoire DETROI sur 26 polyphénols et 2 de leurs métabolites
microbiens (acide 3,4-DiOHphénylacétique et acide hippurique) ont mis en évidence leur
capacité antioxydante par les tests de réduction du radical libre DPPH et par le test ORAC
(Oxygen Radical Absorbance Capacity). Les catéchines (EGG, ECG, EC), la quercétine et
I’acide gallique faisaient partie des composé€s phénoliques ayant les plus fortes activités
antioxydantes (activités réductrices et activité¢ anti-radicalaire « radical scavenging »). Par
exemple, I’acide gallique et la quercétine a une concentration finale de 50 uM pouvaient réduire

respectivement 69,84 = 0,91 % et 60,15 = 0,73 % du radical libre DPPH (Hatia et al., 2014).

L’étude de Pérez-Jiménez ef al. a montré chez des sujets sains (n=14) que la consommation de
15 grammes de polyphénols associés a des fibres végétales (extraits de peau et pépins de raisins
riches en tanins condensés) augmentait significativement la capacité du plasma a réduire des
radicaux libres “ABTS” et “FRAP” (le maximum de la capacité antioxydante étant atteinte au
bout de 8 heures aprés ingestion) (Jara Pérez-Jiménez et al., 2009). Ces résultats montrent
I’intérét de la présence des polyphénols et de leurs métabolites dans la circulation sanguine.
Ainsi, les polyphénols circulants pourraient, par exemple, neutraliser les radicaux libres

circulants, ou présents a la surface des cellules et des lipoprotéines.
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Les travaux menés par Tedesco effectués sur les polyphénols contenus dans le vin rouge
valident cette hypothése. Lors de leur expérimentation, des globules rouges humains ont été
pré-incubés pendant 1 heure en présence de vin rouge puis soumis pendant 5 heures a un stress
oxydant mimé par 1’ajout de peroxyde d’hydrogene (H20.). Les résultats ont montré que le vin
rouge le plus riche en polyphénols avait permis une inhibition de la lyse des globules rouges de
I’ordre de 25%. Ces polyphénols majoritaires dans le vin rouge étaient : la catéchine (191,3

mg/L), I’acide gallique (95,0 mg/L) et I’épicatéchine (82,0 mg/L) (Tedesco et al., 2000).

L’¢étude de I’équipe de Kazuo Kondo en 2007 a mis en évidence que la consommation d’une
poudre de cacao riche en polyphénols (catéchine et épicatéchine) a eu pour effet de ralentir
I’oxydation des LDL plasmatiques. En effet, sur les 25 sujets sains testés, les 13 personnes
ayant consommé la poudre de cacao (26 g/ jour) sur une durée de 12 semaines présentaient des
LDL moins sensibles a I’oxydation que ceux qui n’avaient pas consomme¢ de cacao. Ainsi, il a
été observé que le temps de formation de diénes conjugués (Lag time) lorsque ces LDL étaient
soumis a une oxydation par le 2,2’-azobis-(4-methoxy-2,4-diméthylvaleronitrile) était
significativement plus ¢élevé chez les sujets ayant consommé du cacao que chez les individus
du groupe contrdle (Lag time Cacao = 62,8 + 1,8 min contre Lag time control =47,0 + 2,3 min)
(Baba et al., 2007).

L’activité antioxydante des polyphénols peut aussi, par exemple, participer a la réduction des
phénomeénes de stress oxydant (extra et/ou intracellulaire) ou encore de dysfonction
endothéliale, ces actions expliqueraient en partie le réle que peuvent jouer les polyphénols dans

la prévention des maladies cardiovasculaires (Cheng et al., 2017; Croft, 2016).

Cependant, il a déja été décrit dans la littérature que les produits d’oxydation des polyphénols,
les semi-quinones et quinones pourraient étre a 1’origine d’un effet pro-oxydant (Nemeikaite-
Céniené et al., 2005). Selon B. Halliwell, les polyphénols pourraient avoir un role pro-oxydant
dans le cas ou ils seraient en contact avec des ions métalliques non absorbés au niveau du tractus

intestinal (Halliwell, 2008).

De maniére générale, la réduction des effets déléteres des radicaux libres par les polyphénols
se fait grace aux propriétés réductrices conférées par leur structure mais aussi par leur capacité
a moduler la production d’enzymes antioxydantes endogénes comme la SOD ou la catalase

(Hua Zhang & Tsao, 2016).
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4.4.2. La modulation des activités enzymatiques

La bioactivité des polyphénols s’exprime aussi par leur capacité a inhiber ou réduire I’activité
d’enzymes impliquées dans le métabolisme mais aussi de celles qui sont impliquées dans le

dysfonctionnement vasculaire :

Influences sur Dactivité des enzymes impliquées dans le métabolisme énergétique
Les polyphénols peuvent impacter le métabolisme des lipides et des glucides en intervenant sur
I’activité enzymatique. Ce paramétre de bioactivité est particulierement important dans le

contexte des maladies métaboliques et plus particulierement dans le cas des dyslipidémies.

La phlorizine de la pomme (un polyphénol — hétéroside de chalcone) a été décrite comme un
potentiel agent hypolipémiant, diminuant a la fois les taux de triglycérides circulants et les taux
de cholestérol hépatiques et plasmatiques et participant activement a I’excrétion fécale des
stérols. Sur une période de 6 semaines, des hamsters Mesocricetus auratus (n=36 / 4 groupes
de 9) ont été nourris avec un régime supplémenté ou non en phlorizine. Les résultats ont montré
que cette supplémentation en phlorizine avait induit la diminution significative de I’activité de
I’HMG-CoA-Réductase (hydroxyméthylglutaryl-CoA réductase, enzyme impliquée dans la
syntheése du cholestérol) de prés de 30 % et celle de CETP plasmatique (cholesteryl ester
transfer protein, participant au « remodelage » des lipoprotéines circulantes) de pres de 23 %.
Cette étude a été complétée par une expérimentation in silico qui a montré que 1’inhibition de
I’HMG-Co-R par la phlorizine pouvait s’expliquer par le fait qu’elle possédait les mémes sites
de fixation (« pocket IHW9 ») sur ’'HMG-CoA-Réductase (HMGCoA-R) que la statine «

simvastatine » (L. Wang et al., 2019).

Les tests in vitro menés par 1’équipe de Kohji Yamaki sur 15 polyphénols (10 flavonoides et 5
acides phénoliques) ont mis en évidence la capacité des polyphénols a inhiber I’activité de la
lipase pancréatique. Les conséquences de cette inhibition a [’échelle physiologique se
caractérisent par une diminution des taux de triglycérides circulants. Le principe du test
d’inhibition consiste en le dosage du résidu 2,3-dimercaptopropanol (BAL) clivé par la lipase
pancréatique. Des valeurs d’ICso minimales ont été observées pour 1'épigallocatéchine (EGC)
—237,3 £ 34,8 uM, I’¢épigallocatechin-3-gallate (EGCG), 391,2 + 49,7 uM, I’acide gallique
387,2 £ 27,3 uM, et I’¢éthyl gallate (un dérivé de 1’acide gallique) 4,5.103 + 0,7 uM suggérant

leur potentiel a inhiber ’enzyme (Rahim et al., 2015).
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D’autres études in silico ont ét€¢ menées sur les interactions entre les polyphénols de la peau de
pomme et I’a-glucosidase (impliquée dans le métabolisme des glucides). La phlorizine a exercé
une inhibition compétitive sur ’enzyme. L’acide tannique, I’épicatéchine quant a eux ont
exercé des inhibitions de type mixte. L hypothése émise par les chercheurs a ét€ que I’ensemble
de ces polyphénols a pu inhiber I’activité enzymatique en changeant la conformation de

I’enzyme (diminuant le nombre d’hélices a et ) (Gong et al., 2020).

Influences sur les activités enzymatiques dans le contexte d’athérosclérose

L’action inhibitrice des polyphénols peut étre un ¢lément important pour empécher
I’augmentation du stress oxydant associée au contexte d’athérosclérose. Les polyphénols
peuvent par exemple diminuer I’activité enzymatique des NADPH oxydases (NOx) qui sont
des enzymes pro-oxydantes connues pour favoriser une production anormalement élevée de

radicaux libres (HO , O>7) (Calabriso, Scoditti, et al., 2016).

La capacité des polyphénols comme le trans-resvératrol, le kaempférol et la quercétine a inhiber
les métalloprotéinases matricielles (MMP2 et MMP9) a aussi été décrite dans la littérature. Par
cette action, les polyphénols pourraient limiter le processus d’athérosclérose dans ses phases

précoces (athérogénese) et tardives (complications cliniques) (Calabriso, Massaro, et al., 2016).
4.4.3. L’impact sur les voies de signalisation cellulaire

L’action des polyphénols sur les voies de signalisation est I'un des parameétres qui explique la

diversité de leurs actions a 1’échelle biologique.

L’influence des polyphénols dans le fonctionnement des voies de signalisation du
métabolisme énergétique

La bioactivité que peuvent exercer les polyphénols au niveau du métabolisme des lipides
constitue un enjeu majeur dans la diminution de certains facteurs de risque de 1’athérosclérose

(dyslipidémies, obésité viscérale, diabéte).

Par exemple, les extraits aqueux et éthanoliques de chayotte ou chouchou, Sechium edule,
contenant de I’acide protocatéchique, du gallocatéchine gallate, de 1’acide caféique, de la rutine,
de la quercétine et de la naringénine ont été étudiés par 1’équipe de Wang et al. Il a été¢ démontré
sur un modele cellulaire d’hépatocyte HepG2, que ces extraits riches en polyphénols induisaient
une diminution de I’accumulation des lipides dans ce modéle cellulaire. L’exploration
mécanistique a alors montré I’impact des extraits riches en polyphénols sur la voie de I’AMPK

(AMP-activating protein kinase) qui pourrait étre a 1’origine de la modulation de facteurs du
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métabolisme lipidique hépatique : diminution de la production des enzymes comme I’acide
gras synthase (FAS) et HMG-CoA réductase (HMGCoA-R), augmentation de 1’expression de
la carnitine palmitoyltransferase-1 (CPT-1) et diminution des facteurs de transcription Sterol
regulatory element binding protein (SREBP) et Peroxisomes proliferators activated receptor

o (PPARa) (Wuetal., 2014).

L’effet des polyphénols contenus dans la grenade Punica granatum (acide ellagique et
punicalagine) sur la conversion du cholestérol en acide biliaire a été particuliérement étudié. 11
s’est avéré que sur le modele cellulaire hépatique humain L-02, la présence de ces polyphénols
activait la voie de signalisation cellulaire PPARy /ABCA1/CYP7Al qui favorisait la

transformation du cholestérol et son élimination sous forme d’acides biliaires (Lv et al., 2016).

Dans un modele d’adipocytes murins, il a été montré que la quercétine pouvait moduler
I’adipogenese via les voies de signalisation ERK, JNK et p38MAPK et empécher I’expression
de facteurs de transcription permettant la différenciation adipocytaire (C/EBPfB ; PPARYy,
C/EBPa, FABP). 1l a aussi ét¢ dans un modele de zébrafish, que la quercétine engendrait une

diminution de I’accumulation des lipides (triglycérides) (Sco et al., 2015).

Dans un modele in vivo favorisant 1’apparition du diabéte de type 2, il a été observé que la
consommation d’acide corosolique par des souris C57BL/6 soumises a un régime riche en
graisses avait pour effet d’atténuer I’augmentation de leur hypertriglycéridémie et
hypercholestérolémie, d’augmenter leur sensibilité a I’insuline et leur tolérance au glucose.
Selon les chercheurs, 1’acide corosolique aurait activé la voie de signalisation de I’AMPK et
aurait aussi modifié la phosphorylation (Ser/Thr) au niveau du récepteur IRS-1 rétablissant ainsi

le fonctionnement de la voie de signalisation de I’insuline (PI3K/Akt) (J. Yang et al., 2016).

L’ameélioration de la réponse au stress oxydant : un résultat de l’intervention des polyphénols
sur les voies de signalisation cellulaire

Outre leur activité antioxydante exogene, les polyphénols ont la capacité de moduler 1’équilibre
redox en intervenant notamment au niveau de 1’activité et de la production des enzymes pro- et
antioxydantes.

Dans le contexte d’athérosclérose par exemple, il existe un stress oxydant vasculaire marqué.
Ainsi, les cellules endothéliales connaissent, elles aussi, un déséquilibre redox caractérisé par
la production massive de ROS par des complexes comme les NADPH oxydases (Nox), les

enzymes de la chaine respiratoire mitochondriale et la nitric oxide synthase endothéliale
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(uncoupled eNOS) lorsque cette derniére n’est pas fonctionnelle. Le maintien de I’équilibre
redox et la neutralisation des radicaux libres sont assurés par des enzymes antioxydantes
endogénes comme les superoxyde dismutases (SOD), la catalase (CAT), les glutathion

peroxydases (GSH), ou encore les paraoxonases (PON)(Forstermann et al., 2017).

L’impact que peuvent avoir les polyphénols sur les enzymes pro-oxydantes a été testé¢ dans un
modele in vitro de cellules endothéliales de cordon ombilical humain (HUVEC) utilisé par
Carnevale et al. Cette étude a mis en évidence la capacité de I’épicatéchine et la catéchine a
diminuer la production de NOx par les cellules HUVEC en présence de plaquettes provenant
de patients atteints d'artériopathie périphérique (R. Carnevale et al., 2014). Les polyphénols
sont aussi connus pour augmenter la production d’enzymes antioxydantes. Les travaux de Xue-
Wen Li ont montré que la consommation d’extraits riches en polyphénols issus de la plante
Dendrobium loddigesii par des souris obéses diabétiques db/db a eu pour effet d’augmenter les
teneurs en GSH, CAT et SOD dans les tissus hépatiques et rénaux (dans le foie des souris ayant
consommé I’extrait de plante, la teneur en catalase était de 70,35 + 5,07 unité /mg protéine
contre 47,21 £ 1,59 pour le groupe témoin) (L1 et al., 2018). La modulation des teneurs en
enzymes en présence des polyphénols montre que ces derniers sont a méme d’impacter les voies
de biosynthese et de signalisation cellulaire. En effet, la synthése des enzymes pro-oxydantes
Nox est régie par la voie de signalisation NF-kB/Nox/MMP tandis que celle des enzymes
Catalase, SOD, GPx est issue de ’activation de la voie p-Akt /mTOR/PGCl-a (Serino &
Salazar, 2018). La modulation de I’état pro-inflammatoire par les polyphénols intervient sur la

production de cytokines, de monoxyde d’azote et de chimiokines.

L’activation des voies de signalisation AMPK, MAPK, NF-«kB et TLR2/4 peut étre a I’origine
de la sécrétion massive de cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines. En modulant I’état
inflammatoire, les polyphénols participent a la prévention de I’apparition de maladies

métaboliques.

Les travaux menés au Laboratoire ont montré sur un modele d’adipocytes murins 3T3-L1 que
la curcumine issue de Curcuma longa inhibait la production des cytokines pro-inflammatoires
Interleukine-6 (IL-6), de Tumor Necrosis Factor-alpha (TNFa) et de la chimiokine Monocyte
Chemoattractant Protein 1 (MCP-1) (Septembre-Malaterre et al., 2016).

Une autre étude menée sur un modele murin “ICR” (from Institute of Cancer Research) soumis
a un régime riche en graisses (HFD) (n=30) a montré que les concentrations plasmatiques en
cytokines étaient modulées selon que la quercétine ou la curcumine étaient apportés en

complément du régime HFD. En effet, la supplémentation du régime en polyphénols a induit la
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diminution des taux de MCP-1, TNF-a, IL-1f et une augmentation des taux d’IL-10. Le mod¢le
in vitro d’adipocytes 3T3-L1 utilisé en parall¢le de I’expérimentation animale a confirmé cette
observation. De plus, il a été démontré une activité anti-inflammatoire des polyphénols sur le
modele de macrophages RAW 264.7 en réduisant notamment la sécrétion de monoxyde d’azote
(NO) lorsque les cellules étaient soumises a un stress pro-inflammatoire induit par le TNFa

(Seo et al., 2015).

L’intervention des polyphénols sur les voies de signalisation cellulaire directement associées
au processus d’athérosclérose

La production de molécules d’adhésion, Vascular Cell Adhesion Molecule (VCAM-1),
Intercellular Adhesion Molecule (ICAM-1) par les cellules endothéliales est fortement
influencée par 1’état pro-inflammatoire (notamment la présence de TNFa) ; elle constitue un
facteur d’initiation et d’aggravation de ’athérosclérose (Nizamutdinova et al., 2009). Les
travaux de Calabriso et al., ont montré que les extraits de polyphénols de vin rouge (contenant
des acides hydroxycinnamiques, des flavonols et des stilbénes) et les standards de polyphénols
(1-25uM) diminuaient I’expression des molécules d’adhésion VCAM-1, ICAM-1 et E-sélectine
par ces cellules (Calabriso, Scoditti, et al., 2016).

Les effets antiathérogénes des polyphénols sont aussi associés a leur capacité a limiter
DPactivation des macrophages. L’¢tude sur le modele murin (n=20) mené par Aharoni et al. a
montré que les acides gallique et ellagique, ainsi que la punicalagine contenus dans le jus de
grenade étaient a I’origine d’un changement phénotypique des macrophages situés au niveau
des lésions athéromateuses aortiques. En effet, la présence des polyphénols favorisait la
conversion de macrophages M1 « pro-inflammatoires » en macrophages M2 « anti-
inflammatoires » (Aharoni et al., 2015). Ce phénomene a aussi été décrit par 1’équipe de Liu et
al., qui travaillait sur les effets d’un polyphénol nommeé la « géraniine ». Ce dernier inhibait la
polarisation des macrophages M1 en intervenant sur la voie SOCS1/NF-kB (X. Liuetal., 2016).
D’autres travaux ont montré que les polyphénols pouvaient aussi inhiber le changement
phénotypique des macrophages en intervenant sur d’autres voies de signalisation comme celle
des Toll Like Receptors (TLR)/MAPK/NF-kB (Momtazi-Borojeni et al., 2019). Un autre aspect
des effets des polyphénols sur les macrophages est aussi leur potentiel a limiter la
transformation des macrophages en cellules spumeuses en diminuant [’expression des

récepteurs LOX-1 et CD36 (T.-T. Zhang et al., 2017).
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Bllan Les polyphénols : ce qu’il faut retenir

% Les polyphénols sont majoritairement contenus dans les produits d’origine végétale et ont été

identifiés/ quantifiés dans de nombreuses plantes médicinales.

% Ce sont des composés biodisponibles pouvant étre métabolisés par le microbiote intestinal et

transportés par 1’albumine ou encore les lipoprotéines.

¢ La bioactivité des polyphénols concerne aussi bien les actions antioxydantes et la protection

vasculaire que la capacité

microbiote.

Action antioxydante
Maintien de I"équilibre Redox

J Radicaux libres (RQOS)

4 LUhémolyse

{ La peroxydation lipidique

™ Production d’enzymes antioxydantes
(GSH, Cu/Zn SOD, MnSOD, Catalase, GPx)
- Production d’enzymes pro-oxydantes
(Nox 4, Nox 2, iNOS)

Maintien de I'équilibre du
microbiote

moduler le métabolisme, I’état inflammatoire, et 1’équilibre du

Protection vasculaire

J- Production de molécules d’adhésion
(ICAM, VCAM, E-sélectines) Modulation du métabolisme
J- Activation des macrophages

J» Formation de cellules spumeuses 4 Utilisation des lipides

J Croissance/différenciation
adipocytaires (C/EBPw,, FABP, PPARY)
- Production / Activité enzymes
(FAS, HMG-CoA-R, « amylase a
glucosidase, lipase pancréatique)
Acides phénoliques J, Facteurs de transcription du

Flavonoides métabolisme lipidique
(SREBP, PPARa)

™ Sensibilité a I'insuline

Action anti-inflammatoire

™ Sécrétion / Production Cytokines anti-inflammatoires
(Adiponectine, Visfatine, IL-10)

J, Sécrétion/ Production cytokines pro-inflammatoires
(TNFa, IL-6)

1 Sécrétion / Production chemokines (MCP-1)

Hlustration bilan 4 : Les polyphénols, des composés bioactifs

Les polyphénols présentent un intérét dans la prévention et/ou le traitement des maladies

cardiovasculaires. Ces composés pourraient étre a 1’origine de la bioactivité de nombreuses plantes

médicinales.

L’exploration du contenu en polyphénols des plantes médicinales de La Réunion s’avére
pertinente dans la mesure ou ces composés sont décrits comme abondants dans les aliments
d’origine végétale, biodisponibles et bioactifs.
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Partie 2 : L’intérét de Dutilisation des plantes

meédicinales dans le contexte d’athérosclérose

L’¢tude de la bioactivité des plantes médicinales et de leurs polyphénols dans le contexte
d’athérosclérose implique une compréhension des mécanismes cellulaires impliqués dans cette
pathologie. Dans cette partie seront présentés les principaux phénomenes associés a I’apparition

et a l’aggravation de 1’athérosclérose. Une attention particuliére sera apportée a un type

cellulaire impliqué dans cette pathologie : le macrophage.

5. L’athérosclérose

5.1. Définition et généralités

L’athérosclérose (présentée en Figure 13) est définie comme I’obstruction et le durcissement
progressif des arteres causés initialement par des dépots d’origine lipidique formant ce que 1’on

appelle une “plaque d’athérome”(Lusis, 2000).

Structure d’une artére saine
—

Artére dans le contexte d’athérosclérose

— Tunica intima
- Endothélium
- Membrane basale
(collagéne et protéoglycanes)
- Limitante élastique interne

Plaque d’athérome

— ]

Figure 13 : Organisation des différents feuillets composant une artére et schématisation du processus
d’athérosclérose. L artere est composée de trois feuillets que sont [ 'adventice (tunica externa), la média et 'intima
(de extérieur vers l'intérieur). Chaque feuillet rassemble différents types cellulaires qui leur conférent leurs
propriétés : soutien pour [’adventice (composée majoritairement de tissus conjonctifs, de fibroblastes et cellules
musculaires lisses conférant un réle de soutien pour la contention des arteres de gros calibre), contractile pour
la média (composé de cellules musculaires lisses a vocation contractile) et barriere pour l'intima (comportant des
cellules endothéliales). L’ intima est le feuillet le plus proche de la lumiéere artérielle, il est constitué d une limitante
élastique interne, de fibres de collagene et de protéoglycanes et d’une monocouche de cellules formant
I’endothélium directement en contact avec le flux sanguin. Dans un contexte d’athérosclérose, un dépot de lipides
(constituant la plaque d’athérome) s’effectue entre [’endothélium et la média. L’expansion de la plaque
d’athérome a pour conséquence [’obstruction de [’artéere. (Image du groupe SERVIER complétée et modifiée avec
les informations de (Lusis, 2000).

Tunica media
Cellules musculaires
lisses

- Limitante élastique
externe

Tunica externa
- Tissus conjonctifs
Cellules musculaires lisses
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Ce processus associant a la fois un stress oxydant et un état inflammatoire chronique est a
’origine de nombreuses maladies cardiovasculaires comme les accidents vasculaires cérébraux
(AVC) ischémiques, I’ Angor, I’infarctus du myocarde ou encore les artériopathies oblitérantes
des membres inférieurs. L’athérosclérose est par ailleurs une maladie silencieuse ne présentant
pas de symptome avant la survenue d’un événement clinique (Gotlieb, 2005; Spitaleri et al.,

1999).

Certaines techniques comme 1’échographie permettent de mesurer 1’épaisseur de 1’intima ou la
détection de plaques d’athérome. Le scanner (utilisation des rayons X) permet de détecter des
zones ou I’athérosclérose est a un stade avancé (présence de calcifications). Les méthodes
d’angiographie (artériographie, phlébographie et coronarographie) constituent des examens
invasifs permettant I’identification de sténose ou d’anévrisme et leur traitement (respectivement

par dépot de stent ou de microspires).

De manicre générale, les dépots lipidiques associés a des stades “précoces” de I’athérosclérose
sont difficilement détectables via des méthodes non invasives. Cependant, 1’étude de certains
parametres associés au métabolisme des lipides peut constituer une indication sur le risque
d’athérosclérose.
A Theure actuelle, il existe différentes stratégies de prévention et de traitement de
’athérosclérose :

o La modification de I’hygi¢ne de vie (par exemple : amélioration de la nutrition)

o L’approche médicamenteuse (par exemple : les statines)

e Les approches interventionnelles (par exemple : 1’angioplastie)

Les directives de la Société Européenne de Cardiologie (ESC) proposent différentes stratégies
de prévention et de traitement via la modification de I’hygiéne de vie. Premiérement, la
consommation d’un régime équilibré pauvre en graisses saturées et riche en produits d’origine
végétale est préconisée. Deuxiemement, 'utilisation de compléments alimentaires d’origine
végétale est aussi conseillée, par exemple, les phytostérols, les fibres et les polyphénols issus

du soja (Baigent et al., 2019).

Cette approche nutritionnelle, pourrait étre utilisée pour limiter un risque majeur de

I’athérosclérose : les taux de lipides circulants anormaux (dyslipidémies).
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5.2. Rappels sur le métabolisme des lipides

Les lipides sont des molécules amphiphiles présentant une téte polaire hydrophile et un corps

hydrophobe. Dans 1’organisme, ces composés peuvent avoir différents roles :

1) Réserve énergétique (en moyenne 1 g de lipides une fois métabolisé apporte 9 kcal)
2) Structurel (notamment en entrant dans la composition des membranes)
3) Fonctionnel (certains lipides sont a 1’origine de composés impliqués dans la signalisation

cellulaire)

Les lipides amphiphiles présents dans 1’organisme sont les acides gras, les phospholipides et le
cholestérol non estérifié. Les lipides strictement hydrophobes sont les triglycérides et le
cholestérol estérifié¢. Ces formes hydrophobes sont destinées au stockage d’énergie au sein de
la cellule. Les triglycérides et le cholestérol estérifi¢ sont insolubles dans I’eau (et donc dans le
plasma) et nécessitent 1’utilisation de transporteurs nommés “lipoprotéines” leur permettant

d’entrer dans la circulation lymphatique ou sanguine.
5.2.1. Les lipoprotéines

Les lipoprotéines sont des particules possédant un cceur hydrophobe (pouvant contenir des
triglycérides ou du cholestérol estérifi¢) entouré de lipides amphiphiles (phospholipides,
cholestérol non estérifi€¢) et de protéines nommées « apolipoprotéines ». Les apolipoprotéines
(apo) ont différentes fonctions :

1) Eléments de structure

2) Ligands de leurs récepteurs spécifiques

3) Intervention dans la synthése des lipoprotéines

4) Role de catalyseurs ou d’inhibiteurs d’enzymes impliquées dans le métabolisme des

lipoprotéines

(Feingold & Grunfeld, 2018)
5.2.2. La classification des lipoprotéines

Les lipoprotéines peuvent avoir des compositions en lipides et en apolipoprotéines différentes.
Elles sont classées en fonction de leur densité hydratée (évaluée apres ultracentrifugation)

(Chapman et al., 1981).
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Les différentes classes de lipoprotéines sont présentées dans le Tableau 7.

Tableau 7 : Classification des lipoprotéines adapté de Feingold et Grunfeld, 2018

Chylomicrons <0,930 75-1200 Triglycérides apo B48, apo C, apo E
Chylomicrons Triglycérides,
remnants 0,930-1,006 30-80 Cholestérol estérifié apo B43, apo E
VLDL 0,930-1,006 30-80 Triglycérides apo B100, apo E, apo C
IDL 1,006-1.019 25-35 Triglycérides, apo B100, apo E , apo C
’ ’ Cholestérol estérifié ’ ’
LDL 1,019-1,063 18-25 Cholestérol estérifié apo B100
Cholestérol estérifié,
HDL 1,063-1,210 5-12 Phospholipides apo Al, apo C, apo E
Lp(a) 1,055-1,085 30 Cholestérol estérifié apo B100, apo(a)

VLDL : Very Low Density Lipoprotein; IDL : Intermediate Density Lipoprotein ; LDL Low density
Lipoprotein ; High Density lipoprotein.

De maniere générale, 4 grandes classes de lipoprotéines sont étudiées. Trois types de
lipoprotéines sont riches en lipides et présentent des apo B : chylomicrons, VLDL et LDL. Les
chylomicrons et les VLDL transportent majoritairement des triglycérides tandis que les LDL
transportent majoritairement le cholestérol estérifi€¢. Un autre transporteur du cholestérol
estérifié est la lipoprotéine HDL. Cette derniére présente une apolipoprotéine différente : 1’apo

Al.
5.2.3. Le métabolisme des lipoprotéines

L’apport de cholestérol et de triglycérides exogénes

Le cholestérol et les triglycérides apportés par 1’alimentation sont absorbés au niveau intestinal.
A Tintérieur des entérocytes, I’enzyme Microsomal Transfer Protein (MTP) permet la
formation des chylomicrons en associant les lipides (triglycérides, cholestérol estérifi¢ et
phospholipides) a I’apolipoprotéine B48. Les chylomicrons (CM) sont ensuite sécrétés dans la
lymphe avant d’atteindre la circulation sanguine. Sous ’action de la lipoprotéine lipase, les

chylomicrons sont épurés en triglycérides (qui seront utilisés par les muscles ou stockés dans
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le tissu adipeux) et deviennent des chylomicrons remnants (CM remnant) qui seront captés par
le foie via le récepteur LDL-Receptor Related Protein (LRP) (Tso & Balint, 1986; VERGES,
2008).

Au niveau hépatique, les VLDL sont aussi assemblées par une MTP. Ces lipoprotéines riches
en triglycérides et présentant une apo B100 peuvent s’enrichir en cholestérol et s’appauvrir en
triglycérides sous 1’action de la Cholesteryl Ester Transfer Protein (CETP) ou subir des

hydrolyses successives pour aboutir a la formation d’IDL et de LDL.

Le transport du cholestérol
Les LDL sont le produit final de la voie métabolique « VLDL-IDL-LDL » et constituent la
forme préférentielle de transport du cholestérol dans 1’organisme. Elles sont captées par les
hépatocytes et les autres types cellulaires via le récepteur aux LDL (LDLR) (Joseph L.
Goldstein & Brown, 2009).

Le transport inverse du cholestérol

L’efflux de cholestérol libre par les cellules fait intervenir la lipoprotéine HDL. Les HDL
produites et sécrétées par le foie sont nommées “HDL natives” (HDL n), elles sont discoidales
et constituées de phospholipides et d’apo Al. Les HDL récupérent le cholestérol des cellules
via les transporteurs ATP-Binding Cassette A1 (ABCA1). Les HDL grossissent dans la
circulation en chargeant leur coeur hydrophobe en cholestérol qui est progressivement estérifié
par la Lecithin Cholesterol Acyl Transferase (LCAT). Ainsi, elles forment des HDL3 puis des
HDL2. Ces lipoprotéines sont captées au niveau du foie par le récepteur Scavenger Receptor
class B type 1 (SRB-1) c’est le “transport inverse du cholestérol” (présent¢ en vert sur la Figure

14 ) (Fielding & Fielding, 1995).
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La Figure 14 résume le métabolisme des lipoprotéines.
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Figure 14 : Le métabolisme des lipoprotéines adapté de Verges 2007 AGL Acide Gras Libre, CM Chylomicrons, HDL High
Density Lipoprotein, IDL Intermediate Density Lipoprotein,LDL Low Density Lipoprotein, VLDL Very Low Density
Lipoprotein, TG triglycerides, CETP Cholesterol Transfert Protein, LH Lipase Hépatique, LPL Lipoprotéine Lipase,
ABCAI ATP Binding Cassette Al, LDL R Récepteur aux LDL, NPC1-L1 Nieman Pick disease CI Like 1, SR-B1 Scavenger
Receptor Class B type [

5.2.4. Les lipoprotéines dites “pro-athérogénes”

Les LDL, sont les lipoprotéines a apoB100 majoritairement retrouvées dans la circulation
sanguine, elles sont impliquées dans le processus d’athérosclérose. Lorsque leur captation n’est
pas effectuée correctement (par exemple : déficience du LDLR, cause de
I’hypercholestérolémie familiale), les LDL, riches en esters de cholestérol, peuvent
s’accumuler au niveau de D’espace sous-endothélial des artéres et former une plaque
d’athérome. Des études mendéliennes ont montré une corrélation positive entre les taux de LDL
circulants et le risque d'événement cardiovasculaire (Ference et al., 2017; Joseph L. Goldstein
& Brown, 1977). Une autre lipoprotéine, la Lp(a), joue aussi un role dans la survenue des

maladies cardiovasculaires (Tsimikas, 2017).

Bien que le métabolisme des lipoprotéines soit un facteur impliqué dans la survenue de

I’athérosclérose, il existe un certain nombre de facteurs de risques induisant son aggravation.
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5.3. De la perturbation métabolique a I’athérosclérose
5.3.1. Les perturbations métaboliques: un ensemble de

parameétres pro-athérogénes

Selon I’¢tude INTERHEART menée dans 52 pays, il existe des facteurs de risques favorisant
la progression de 1’athérosclérose et I’apparition des maladies cardiovasculaires : tabagisme,

dyslipidémie, hypertension, diabéte, obésité viscérale, sédentarité (Yusufet al., 2011).

Parmi les facteurs de risques cités, nombre d’entre eux sont associés a des perturbations du
métabolisme et engendrent un stress oxydant (production de radicaux libres) et une réponse
pro-inflammatoire (sécrétion de cytokines, activation de voies de signalisation favorisant la

mort cellulaire) exacerbée.

L’obésité viscérale et le diabéte

Il existe un lien entre 1’obésité viscérale et 1’installation de 1’insulinorésistance associée au
diabéte de type 2. Ces deux pathologies (obésité viscérale et hyperglycémie chronique)
contribuent a I’aggravation du processus d’athérosclérose (Azul et al., 2020; Grattagliano et al.,
2008).

Dans un contexte d’alimentation peu équilibrée et de sédentarité, une hyperplasie et une
hypertrophie sont observables au niveau du tissu adipeux (notamment le tissu adipeux viscéral)
(de Ferranti & Mozaffarian, 2008). L’apport excessif d’énergie par 1’alimentation entraine un
fonctionnement excessif du métabolisme mitochondrial entrainant une surproduction de
radicaux libres (ROS) majoritairement a 1’origine du phénoméne de stress oxydant. A ce
phénomene s’ajoute aussi la production massive d’enzymes pro-oxydantes (Nox) (Bahceci et
al., 2007). Le stress oxydant induit une réponse pro-inflammatoire cellulaire et stimule
I’activation de voies de signalisation cellulaires comme la voie NF-xB a I’origine de la sécrétion
de cytokines comme I’IL-6 (Hofmann et al., 1999). L’insulinorésistance et le diabéte de type 2
conduisent a leur tour a la formation de radicaux libres (par les voies de glycation et de

formation des produits avancés de glycation) par 1’expression de génes pro-inflammatoires.
Les dyslipidémies

L’accumulation progressive des lipoprotéines au niveau de l’intima des artéres est le

phénomene central du processus d’athérosclérose. En effet, le contenu en lipides de la plaque
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d’athérome est réparti de la maniére suivante : 52 % d’esters de cholestérol, 25 % de cholestérol

sous forme libre, 14 % de phospholipides et 9 % de triglycérides (Felton C. V. et al., 1997).

Des concentrations plasmatiques ¢élevées en cholestérol transporté par les LDL (LDL-c) sont
fortement corrélées a un risque de développement de 1’athérosclérose. Les dyslipidémies
regroupent un ensemble de pathologies associées a des taux anormaux de lipides et
lipoprotéines circulants. Selon le guide des recommandations de la Sociét¢ Européenne de
Cardiologie (ESC), des taux ¢levés de LDL et triglycérides et des taux réduits de HDL-c
augmentent le risque d’athérosclérose et de maladies cardiovasculaires. Par ailleurs, la
prévention de I’apparition de 1’athérosclérose implique en premier lieu 1I’amélioration de
I’hygiéne de vie (alimentation équilibrée, pratique d’activité physique) ou I’utilisation de
traitements médicamenteux hypolipémiants (statines, fibrates, inhibiteurs de PCSK9) afin

d’améliorer le profil lipidique (Baigent et al., 2019).

Une étude menée en 2014 a montré I’intérét d’utiliser des stratégies médicamenteuses visant a
diminuer les taux de LDL (statines ou inhibiteurs de PCSK9) avant la survenue d’un événement
cardiovasculaire. Cette stratégie visant a controler spécifiquement les dyslipidémies avait
ralenti les dépdts lipidiques et avait aussi permis de faire régresser des plaques d’athérome

avancées (Robinson & Gidding, 2014).

I1 est important de retenir que les facteurs de risques d’apparition de 1’athérosclérose sont a la
fois des facteurs initiateurs et aggravants de la pathologie. Par exemple, 1’obésité viscérale, le
diabete et les dyslipidémies (hypercholestérolémies) peuvent jouer un role dans les différentes

¢tapes de formation de la plaque d’athérome (formation de la strie lipidique par exemple).

L’initiation et la progression de 1’athérosclérose est favorisée par deux phénomenes que sont le

stress oxydant et la réaction pro-inflammatoire.

5.3.2. Les facteurs d’initiation et d’aggravation de

I’athérosclérose a I’échelle cellulaire

5.3.2.1. Le stress oxydant

Le stress oxydant se définit comme un déséquilibre entre la production de radicaux libres
(especes réactives a ’oxygene : ROS et especes réactives a 1’azote : RNS) et leur neutralisation

par les défenses antioxydantes (Bonomini et al., 2008; Sies, 1997).
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Les impacts du stress oxydant sur les cellules

Le stress oxydant endogene provient de trois grands facteurs que sont la libération de radicaux

libres, I’activation de 1’oxygene et la production/propagation des ROS (Crawford & Davies,

1994; Rahal et al., 2014; Sies, 1997). Un exces de radicaux libres (quelle que soit leur origine)

peut conduire a des oxydations non spécifiques et irréversibles de molécules biologiques

conduisant a des pertes de fonctions (Burton & Jauniaux, 2011).

Il existe un certain nombre de mécanismes développés par les cellules pour lutter contre le stress

oxydant. Ces mécanismes de protection font majoritairement intervenir des enzymes. Il existe

cependant des antioxydants pouvant étre apportés par 1’alimentation (comme les vitamines ou

les polyphénols). Le Tableau 8 présente les sources de production de radicaux libres de la

cellule et les especes antioxydantes impliquées dans 1’équilibre réducteur/oxydant (redox).

Tableau 8 : Sources de production de radicaux libres et mécanismes antioxydants

Composé

Mécanisme

Composé

Mécanisme

Superoxydes dismutases

(SOD) Conversion de I’ion
(cytosolic Cu/Zn SOD, |superoxyde (O2™) en
. ,: mitochondrial peroxyde
. o Production de ion MnSOD,extracellular EC | d’hydrogéne (H205)
Chaine respiratoire| superoxyde par les SOD)
mitochondriale complex.es I e,t I et (Aon et al., Reduction de PH,0,
production d’H,O» le radical
2012; Nguyen ctle radica
Catalase hydroxyle en H>O,
etal., 2015; Neutralisation des Vi |
e ; incent et al.,
Rahangdale et l%p 1f1es.0xydes
Limitation de la 2007)
al., 2009; Paraoxonase-1 (PON-1) | peroxydation des
NADPH oxydases | Production directe de Sineh & lipides
(Nox 2, Nox 4) H,0;et d’0,™ tngh . Réduction du radical
) Gluthation péroxydase o
Jialal, 20006) (GPx) hydroxyle (°OH) en
HO
f Proc_luctlon . Réduction et
préférentielle de 1’ion . . . .
superoxyde au Antioxydants apportés |neutralisation directe
eNOS non couplée| ., . par I’alimentation des radicaux libres
. détriment du NO et de o . .
et INOS . . (vitamines A, E, C, et/ou intervention
la L-citrulline lorsque Polyphénols) 1l ies d
de BH4 devient Olyphenois suries voles de
L. signalisation
limitant
Martin-
Lipoxygénase / | Favorise la production ( i
. : Ventura et
cyclooxygénase | de ’ion superoxyde . ) Conversion de H>0; | (Bandyopadhya
al., 2017) Héme péroxydase
., A . en H,O y et al., 1999)
Myélopéroxydase Production d’HOCl1 a | (Vogiatzi et
partir du HoO» al., 2008)
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Impacts du stress oxydant sur les lipoprotéines

Les modifications des lipoprotéines de basse densité (LDL) par des molécules pro-oxydantes
est considérée comme un facteur pro-athérogeéne. Ces modifications sont associées a des
changements de structure, de vitesse de migration en 1’électrophorése ou de conformation de
I’apoB (modification/altération) favorisant une captation non régulée des LDL oxydées

(Esterbauer et al., 1992).

I1 existe différents mécanismes aboutissant a 1’oxydation des LDL :

e Les interactions avec des ions métalliques (fer, cuivre) (Morgan, 1995)

e Les interactions avec les enzymes comme la lipoxygénase (qui permet I’oxydation en milieu
extracellulaire), la myéloperoxidase MPO (qui est produite par les leucocytes) (Carr Anitra
C. et al., 2000; Harats Dror et al., 2000)

e Les interactions avec les radicaux libres (ROS, RNS ion peroxynitrite issu de 1’oxydation

du monoxyde d’azote par 1’anion superoxyde) (Jessup et al., 1992)

Les LDL oxydées (oxLDL) sont caractérisées selon leur degré d’oxydation.

e Les « minimally modified LDL » (MMLDL) qui contiennent entre 3 et 12 nmol de
substances réactives a 1’acide thiobarbiturique (TBARS) / mg apoB. Elles ont une faible
affinité avec les récepteurs scavenger des macrophages mais peuvent étre toutefois étre
recyclées et détectées dans la circulation sanguine. Ces « minimally modified LDL »
stimulent la production de molécules d’adhésion et de chimiokines.

e Les « extensively oxidized LDL » qui contiennent plus de 30 nmol de TBARS / mg d’apoB
ne sont pas reconnues par le récepteur aux LDL et sont pris en charge par les macrophages
via les récepteurs scavengers. Ces Extensively oxidized LDL sont a 1’origine de la

formation des cellules spumeuses (Levitan et al., 2010; H. Yoshida & Kisugi, 2010a).
5.3.2.2. Les marqueurs de I’état pro-inflammatoire

Dans notre cas, 1’état dit “pro-inflammatoire” définit I’ensemble des marqueurs concourants a
la signalisation d’un stress a 1’échelle cellulaire, le déclenchement d’une réaction immunitaire
et I’activation de facteurs favorisant la mort cellulaire (apoptose/nécrose). De maniére plus
globale, 1’état pro-inflammatoire peut étre défini comme une réaction de la cellule en réponse
a un stress direct (stimulation de récepteurs comme le récepteur au TNF, conditions

environnementales) ou sous I’influence d’autres cellules exposées a un stress.
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Différents marqueurs de [’état pro-inflammatoire sont observables dans le contexte

d’athérosclérose.

Les molécules d’adhésion sont des marqueurs d’activation cellulaire associée a
I’athérosclérose. Une étude menée sur des patients (n=55) présentant des plaques d’athérome
au niveau de la carotide et sur 23 sujets sains a mis en évidence une corrélation entre la présence
d’ICAM-1 (r=0,36, p=0,001) et VCAM-1 (1=0,34, p=0,002) et 1’épaississement de I’intima au

niveau de la carotide (Varona et al., 2019).

Les sélectines ont, elles aussi, été associées au risque cardiovasculaire. C’est le cas des P-
sélectines qui ont fait I’objet de 1’étude MESA (Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis). Cette
¢tude a ¢été menée sur 1628 africains, 702 chinois, 2393 américains non-hispaniques et 1302
hispano-américains n’ayant pas eu d’événement cardiovasculaire. Les résultats de I’étude ont
suggéré que les P-sélectines sont un facteur de risque pour les maladies cardiovasculaires et
sont associées aux stades avancés d’athérosclérose (calcifications au niveau des coronaires)

(Bielinski et al., 2015).

Les chimiokines comme (Monocyte-Chemoattractant Protein 1) MCP-1 ont aussi été décrites
comme des facteurs critiques de I’initiation et de la progression de 1’athérosclérose. MCP-1
connue aussi sous le nom de CCL2 est sécrétée par les cellules endothéliales et les cellules
musculaires lisses. Son rdle est de favoriser le recrutement des monocytes et des macrophages

au niveau de la région sous-endothéliale (Harrington, 2000).

En 1991, une expérience d’hybridation in situ menée sur des carotides humaines issues
d’endartériectomies (n=14) a mis en évidence la présence d’ARNm de MCP-1 au niveau des
lésions athéromateuses. Selon les analyses, 33% des cellules présentes a un stade avancé
d’athérosclérose (thrombus) exprimaient I’ARNm de MCP-1 et 24 % de ces ARNm ¢étaient

présents a un stade intermédiaire (cceur nécrotico-lipidique) (Nelken et al., 1991)

Les cytokines sont des biomarqueurs de 1’état inflammatoire qui ont un impact sur ’initiation
et la progression de 1’athérosclérose (Fatkhullina et al., 2016). Ces éléments sont sécrétés par
différents types cellulaires que sont les cellules endothéliales, les monocytes, les macrophages

ou encore les cellules musculaires lisses.
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Les travaux sur la cohorte STANISLAS, regroupant 179 familles de sujets sains, ont montré
qu’il existait un lien entre les concentrations en cytokines IL-6 et TNF-a et les facteurs de risque
d’apparition de I’athérosclérose (ICAM-1 et sélectines). L’étude de cette cohorte a aussi
démontré que les taux d’IL-6 étaient inversement corrélés aux taux d’apoAl et d’HDL-c chez

les femmes (Haddy, 2003).

Des modeles cellulaires et murins ont aussi montré que le TNF-a contribuait a la formation des
lésions athéromateuses et favorisait ’infiltration des LDL en augmentant la perméabilité¢ de

I’endothélium (Branén et al., 2004; Y. Zhang et al., 2014).

L’activation de la voie NF-kB

Le « Nuclear Factor kappa B » est une famille de facteurs de transcription impliquée dans la
modulation des réactions immunitaires innées et/ou adaptatives (Sen & Baltimore, 1986).
L’activation de ces facteurs de transcription induit I’expression de geénes “pro-inflammatoires”
impliqués dans la production de cytokines, chémokines, de facteurs anti-apoptotiques, ou
encore de molécules d’adhésion. Chez certains types cellulaires comme les cellules
dendritiques, lymphocytes T et macrophages, I’activation de NF-kB conduit a des phénomenes

de maturation, d’activation et de différenciation (T. Liu et al., 2017).

L’activation de NF-kB peut étre induite par différents facteurs tels que les antigenes, les
lipopolysaccharides, les cytokines pro-inflammatoires (TNF-a , IL-1) ou encore les espéces

intermédiaires réactives de 1’oxygene (ROI) (Oeckinghaus & Ghosh, 2009).

L’implication de I’activation de NF-kB dans le contexte d’athérosclérose a été montré dans les
années 1990 sur modele murin. Dans son étude, 1’équipe de Liao et al., a soumis deux groupes
de souris a un régime athérogene (15,75% graisses, 1,25% cholestérol, 0,5% sodium cholate).
Le premier groupe (n=6) était constitué¢ de souris C57BL/6 susceptibles de former des stries
lipidiques en suivant le régime. Le second groupe était formé de souris C3H/HeJ (n=6)
résistantes a la formation de stries lipidiques. Les résultats ont montré que les souris C57BL/6
présentaient une activation de NF-xB contrairement aux souris C3H/HeJ. L’absence
d’activation de ces facteurs de transcription a été décrite comme une explication a la résistance

des souris C3H/Hel a I’initiation de 1’athérosclérose (F. Liao & Andalibi, 1993).
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Une étude récemment menée sur des artéres coronaires (n=22) et des carotides (n=32) humaines
issues d’une cohorte de patients morts d’un infarctus du myocarde, a mis en évidence
I’activation de la voie NF-kB et la présence de cellules immunitaires dans les plaques
d’athérosclérose avancée. L’analyse immunohistologique des artéres coronaires a montré que
sur des sténoses supérieures a 40 %, les patients atteints d’'une maladie inflammatoire chronique
(arthrite rhumatoide, arthrite psoriasique, maladies inflammatoires chroniques de I’intestin)
présentaient des niveaux significativement plus élevés du marqueur d’activation de NF-«B
(NIK : NF-kB Inducing Kinase). Il a aussi ét¢ montré que ces patients présentant des sténoses
avancées (>40%) présentaient des populations de cellules immunitaires (leucocytes,
macrophages, mastocytes) supérieures a celles des patients ne présentant pas de maladie
inflammatoire chronique. L’analyse des carotides a montré que les plaques d’athéromes
instables surexprimaient les génes des marqueurs de 1’activation de la voie NF-«kB tels que NIK,

TRAF2 et IKKa (Maracle et al., 2018).

Le lipopolysaccharide (LPS) : un facteur pro-athérogéne exacerbant la réaction pro-
inflammatoire

Le phénomene d’endotoxémie est associé a la circulation massive de lipopolysaccharides (LPS)
dans le sang. Ces endotoxines sont issues des parois des bactéries Gram négatives composant
notamment le microbiote intestinal (Beutler & Rietschel, 2003; Hurwitz et al., 1975). Elles sont
connues pour leur effet pro-inflammatoire via 1’activation de la voie de signalisation des Toll
Like Receptor 4 (TLR 4) et sont impliquées dans les complications métaboliques (P. D. Cani
et al., 2008; Horseman et al., 2017; Luche et al., 2013).

Une étude menée sur le modele de souris apoE -/- soumis a un régime riche en graisses et a des
injections de LPS a faible dose (5 ng/kg) pendant 8 semaines a montré que le LPS était un
facteur aggravant de 1’athérosclérose. Les souris ayant recu 1’injection de LPS présentaient des
dépodts de lipides et un cceeur nécrotico-lipidique significativement plus étendus (+ 40 % de
surface de dépdts lipidiques et + 10 % de surface pour le coeur nécrotique). De plus, 1’injection
de LPS a eu pour effet d’augmenter significativement les teneurs en cholestérol (libre et total)
au niveau des dépdts, et les teneurs en cytokines (TNF-a, IL-6, IL-10 et MCP-1)(Geng et al.,
2016).

En 2018, I’équipe du Docteur Violi a mis en évidence la présence de LPS provenant de la

bactérie intestinale Escherichia coli au niveau de plaques d’athérome humaines. Pour cette
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¢tude regroupant 15 sujets sains et 10 patients présentant une sténose de la carotide a plus de
70 %, des concentrations plus élevées en LPS sériques ont été détectées chez les patients que
chez les sujets sains (79,0 = 10,7 contre 43,5 £ 11,9 pg/ml). Aussi, le LPS d’Escherichia coli a
¢été détecté au niveau des plaques d’athérome des patients. L analyse des effets du LPS a aussi
¢été effectuée sur un modele in vitro de monocytes issus de sujets sains ou de patients présentant
une sténose. Les résultats ont montré que pour les monocytes issus de sujets sains ou de patients,
la présence de LPS a des concentrations allant de 20 a 80 pg/mL augmentait significativement

I’oxydation des lipides (hydroperoxydes et dienes conjugués) (Roberto Carnevale et al., 2018).

5.4. Les différents stades de I’athérosclérose

5.4.1. Les lésions

En conditions basales, le flux sanguin se déplace de fagon laminaire (parall¢le au sens des
artéres) dans le systéme circulatoire. Dans les zones de bifurcation, il existe cependant un
phénoméne nommé « shear stress » (force de cisaillement) qui perturbe le déplacement du flux
sanguin en engendrant des zones ou la pression et la vitesse du flux sont modifiées (pression
plus ¢élevée et flux sanguin réduit et oscillant). On définit I’« endothelial shear stress » (ESS)
comme une force tangentielle issue des réactions de frictions entre le flux sanguin et la surface
des cellules endothéliales constituant 1’artére. L’ESS est dépendant de la viscosité du sang et
de la vitesse du flux sanguin. Plus I’ESS est bas, plus il est athérogene (Cecchi et al., 2011). 11
est connu pour favoriser I’initiation de I’athérosclérose. Il peut contribuer aux différentes étapes
de I’athérogénese via la désorganisation des cellules endothéliales, 1’expression de genes
favorisant le stress oxydant et I’inflammation, ou encore I’augmentation de I’accumulation et
de la perméabilité de I’intima aux particules de LDL mais aussi via le remodelage vasculaire

(Chatzizisis et al., 2007).

L’ESS participe a la dysfonction de 1’endothélium en modifiant ses propriétés structurelles. Les
cellules endothéliales des régions tubulaires des artéres sont soumises a un flux laminaire
uniforme, elles se caractérisent par une forme ellipsoidale et une structure alignée dans le sens
de circulation. En revanche, les cellules se trouvant au niveau des bifurcations du systeme
circulatoire, soumises a un flux modifié, sont de forme polygonale sans orientation spécifique
(Reidy & Bowyer, 1977). Ces cellules subissent des forces de cisaillement plus fortes qui
favorisent une augmentation de la perméabilit¢ aux LDL. Ces régions deviennent alors des

zones préférentielles de formation de 1€sions artérielles (Lusis, 2000).
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L’initiation du recrutement de cellules immunitaires

Dés les premiers stades de 1’athérosclérose, les monocytes (précurseurs des macrophages)
migrent au niveau des lésions artérielles sous 1’influence des cytokines et de chimiokines
sécrétées par I’endothélium activé (Moore et al., 2018; Reape & Groot, 1999). L’activation de
I’endothélium est non seulement due aux conditions environnementales dont fait partie I’ESS
mais aussi a la présence de cytokines ou de vésicules extracellulaires circulantes favorisant le
stress oxydant et la sécrétion de molécules d’adhésion (Chatzizisis et al., 2007; Gaceb et al.,

2014).

Une étude menée en 1993 sur une population francaise (n= 3 779 hommes de 29 a 52 ans) a
montré qu’un nombre de monocytes ¢levé semblait étre un facteur prédisposant au

développement d’une maladie coronarienne (Olivares et al., 1993).

Il a été décrit que les premiéres 1ésions au niveau des artéres sont présentes deés 1’enfance. Il a
méme ¢été observé que des 1ésions présentant des dépdts lipidiques étaient observables chez des

feetus dont les meres étaient hypercholestérolémiques (Palinski & Napoli, 1999).
5.4.2. Les stries graisseuses

L’accumulation et I’oxydation de lipoprotéines de faible densité

L’augmentation de la perméabilit¢ de 1’endothélium au niveau des lésions y favorise
I’accumulation de LDL formant ce que I’on nomme « strie graisseuse » ou encore « strie
lipidique ». Il en résulte alors une hyperplasie de I’intima (« diffuse intimal thickening »)

(Joseph L. Goldstein & Brown, 1977; Virchow, 1860).

La rétention extracellulaire des lipoprotéines au niveau de I’épaississement de 1’intima via des
interactions entre leurs apolipoprotéines et les protéoglycanes a été mise en évidence dans des

modeles in vitro et in vivo (Bondjers & Camejo’, 1990; Yutaka Nakashima et al., 2007).
Par ailleurs, ces LDL oxydées ont été décrites comme des facteurs aggravant le phénoméene de

stress oxydant (notamment en diminuant I’expression d’eNOS) et augmentant la sécrétion de

molécules d’adhésion (ICAM-1, VCAM-1), chimiokines (MCP-1) et cytokines pro-
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inflammatoires (IL-6) par les cellules endothéliales (Ait-Oufella et al., 2011; Y. Nakashima et

al., 1998).

Le recrutement massif de cellules immunitaires et le phénoméne de diapédese
La présence de LDL oxydées au niveau de I’espace sous-endothélial contribue a 1I’exacerbation
du stress oxydant et favorise davantage la production de cytokines et de molécules d’adhésion

par ’endothélium et les cellules immunitaires déja présentes au niveau de la strie lipidique.

L’¢tude menée par Masuda et Ross a montré chez les primates non humains (Macaca
nemestrina) que les stries lipidiques présentaient un nombre important de cellules spumeuses
contenant des lipides (macrophages ayant internalis¢ les LDL oxydées), de matrice
extracellulaire et de cellules musculaires lisses. Aussi, leurs analyses histologiques des 1ésions
aortiques ont permis 1’observation de la structure des stries lipidiques mais aussi celle du
phénomeéne de migration des cellules immunitaires a travers les jonctions serrées de
I’endothélium (Masuda J & Ross R, 1990). Le phénomeéne d’infiltration des leucocytes est

observable en Figure 15 .

Figure 15 : Observations par microscopie électronique de I’adhésion leucocytaire au niveau des stries lipidiques
de ’aorte thoracique de macaques ayant consommé un régime riche en cholestérol sur une durée de 6 mois. (4)
Les irrégularités observées sont les stries lipidiques et les formes arrondies sont les leucocytess. (X 260) ; (B)
Démonstration de [’entrée des leucocytes au travers des jonctions serrées de [’endothélium (X 4000) Source :
Masuda ; 1990

Ce phénomene de diapédése des leucocytes et des monocytes est favorisé par la production de
molécules d’adhésion, ICAM-1, VCAM-1 et des sélectines par les cellules endothéliales (Y.

Nakashima et al., 1998; Quehenberger, 2005). Une fois que les monocytes ont rejoint 1’intima,
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ils se différencient en en macrophages (majoritairement) selon les conditions micro-
environnementales (présence de cytokines ou facteurs favorisant la formation de colonies MG-

CSF) (Bobryshev, 2006).

Selon la nature des glycoprotéines exprimées au niveau de leurs membranes et les conditions
environnementales (présence ou non de cytokines, facteurs de croissance ou molécules pro-
oxydantes), les monocytes peuvent engendrer différents types de macrophages qui peuvent
aussi bien aggraver 1’athérosclérose que le faire régresser. Certains phénotypes de monocytes
sont associés aux macrophages (dits de type “M1”) dont les actions (sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires comme le TNF-a, formation de cellules spumeuses, nécrose) favorisant
I’athérosclérose. D’autres sont associés a des macrophages (dits de type “M2”") dont les actions
favorisent la régression de 1’athérosclérose (sécrétion de cytokines anti-inflammatoires comme

I’IL-10; transport inverse du cholestérol) (Cappellari et al., 2017; Chistiakov et al., 2015).

La formation de cellules spumeuses

Dans les conditions d’homéostasie, en présence de LDL non oxydées, la captation des LDL par
les cellules se fait principalement par le récepteur au LDL (LDLR). L’efflux du cholestérol
(pour effectuer le transport inverse du cholestérol) est possible grace aux transporteurs ABCAL,

ABCGI1 et SR-B1 (Aiello et al., 2002; M. Brown & Goldstein, 1986).

La captation des LDL modifiées par les macrophages (par des processus de pinocytose et
phagocytose) se fait majoritairement par le biais de récepteurs « scavengers » et
minoritairement par le récepteur aux LDL dans le cas ou les LDL sont tres peu oxydées. Le
scavenger receptor A-1 (SRA-1), Cluster de différenciation 36 (CD36), (LOXT1) (spécifique
aux LDL oxydées) et (LRP1) sont des exemples de récepteurs scavengers. Contrairement a ce
qui est observé au niveau du récepteur aux LDL, la captation de LDL oxydées par les récepteurs
scavengers n’est pas régulée (Ben et al., 2015; M. Brown & Goldstein, 1986; J. L. Goldstein et
al., 1979). Les endosomes, lysosomes et la lipase lysosomale peuvent transformer les esters de
cholestérol contenus dans les LDL en cholestérol sous forme libre et en acides gras. Le
cholestérol peut aussi étre a nouveau estérifié et stocké dans le cytoplasme sous forme de

gouttelettes lipidiques (M S Brown & Goldstein, 1983; Tangirala et al., 1993).

Cependant, les LDL oxydées ne sont que partiellement dégradées par les lysosomes et s’y

accumulent (Hoppe et al., 1994; Li Wei et al., 1998; X. Xu et al., 2016). Ce phénoméne réduit
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la possibilité d’effectuer la “clairance de la plaque” des lipides par transport inverse du
cholestérol. En effet, dans le contexte d’athérosclérose, il existe un déséquilibre entre
I’expression des récepteurs scavengers (augmentée) et celle des transporteurs tels que ABCAI,
et ABCG1 permettant la libération du cholestérol (diminuée) : ’accumulation de cholestérol
issu des LDL oxydées est alors favorisée, le macrophage est alors défini comme une « cellule

spumeuse » (présenté en Figure 16) (Michael S. Brown et al., 1980; Chistiakov et al., 2017a).

Figure 16 : Observation par microscopie électronique du cytoplasme d’une cellule spumeuse (foam
cell) située au niveau d’une plaque d’athérome aortique (4). N : noyau ; L : gouttelette lipidique. Les
cellules spumeuses contiennent de nombreuses gouttelettes lipidiques dans leur cytoplasme. (Chistiakov
et al., 2016) (B) Observation d’une cellule spumeuse au niveau d’une plaque d’athérome de souris
LDLR-/- aprés deux semaines de régime riche en graisses. CC . cristaux de cholestérol ; Mi :
mitochondprie. Il est possible d’observer la présence de cristaux de cholestérol au niveau du cytoplasme
des cellules spumeuses. Source : Baumer et al., 2019

La différenciation des macrophages
Sous I’effet du stress oxydant, des cytokines présentes dans leur environnement et
I’exacerbation du métabolisme liée a la captation excessive des LDL, les macrophages
effectuent un changement de phénotype (modification de I’expression des récepteurs,
changement du type de cytokines sécrétées). L’activation des macrophages au niveau de la strie
graisseuse va avoir pour conséquences de favoriser :

e La production de radicaux libres (stress oxydant)

e La sécrétion de cytokines comme IL-1, IL-6, IL-1f et TNF-a par les macrophages

(Rosenfeld, 1996; Shapouri-Moghaddam et al., 2018).
e L’activation de la voie de signalisation cellulaire NF-xB et les phénoménes de mort

cellulaire (apoptose/nécrose secondaire).
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Cceeur nécrotique et formation de la chape fibreuse

Au-dela de I’exacerbation de la réponse pro-inflammatoire, 1’accumulation excessive de lipides
oxydés dans les cellules spumeuses conduit a leur destruction via des mécanismes de nécrose
et d’apoptose (Bjorkerud & Bjorkerud, 1996; Takahashi et al., 2002). Le déversement du
contenu cellulaire et des débris issus des cellules spumeuses va constituer le cceur nécrotique
(Tabas, 2005). En réponse a la présence de débris cellulaires, I’accentuation de la sécrétion de
cytokines et du stress oxydant, les macrophages et les cellules musculaires lisses ayant migré
au niveau de l’intima (en passant d’un phénotype contractile a sécrétoire) produisent
massivement du collagéne, de I’¢lastine et de la matrice extracellulaire pour constituer la chape

fibreuse entourant le cceur nécrotique (Bennett et al., 2016).

Une étude suédoise s’est intéressée a la présence d’espéces réactives a 1’oxygene ROS au
niveau des aortes présentant des 1ésions athéromateuses. Leur découverte a été la suivante : les
crosses aortiques de souris présentant un stade avancé d’athérosclérose présentaient des
concentrations en ROS plus élevées. Les ROS intracellulaires (produits par les macrophages)
¢taient prés de deux fois plus élevés que les teneurs en ROS extracellulaires (produits par les

cellules musculaires lisses) (Ekstrand et al., 2015).

Les macrophages et les cellules musculaires lisses sont impliqués dans 1’agrandissement du
cceur nécrotique et la formation de la chape fibreuse. L autophagie est un processus catalytique
cellulaire qui permet de dégrader les protéines et les organelles via les lysosomes. Elle est
stimulée par la présence de cytokines, du stress oxydant (ROS et lipides oxydés) et des facteurs
de croissance et joue un role protecteur dans le contexte d’athérosclérose. Cela se fait
notamment en améliorant la dégradation des esters de cholestérol, en supprimant la
transformation des macrophages en cellules spumeuses, en prévenant la mort cellulaire et en
modulant le changement phénotypique des cellules musculaires lisses (Grootaert et al., 2018;
Ouimet et al., 2011; Vindis, 2015). 1l a été montré dans un modéle murin qu’un processus
d’autophagie défectueux favorise le stress oxydant, I’apoptose et rend défectueux 1’efferocytose
par les macrophages (X. Liao et al., 2012). D’autre part, un processus d’autophagie anormal
favorise la mort des cellules musculaires lisses et fragilise la chape fibreuse (Moulis & Vindis,

2018; Nahapetyan et al., 2019).
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Evolution de la plaque d’athérome

La plaque d’athérome en évoluant entrainera 1’obstruction progressive de 1’artére. Différents

mécanismes seront alors observables au cours de son évolution :

e La calcification de la plaque en réponse a la réaction pro-inflammatoire favorisant la
différenciation des cellules musculaires lisses en ostéoblastes (Bostrom et al., 1995; Shioi
& Ikari, 2018).

e Les phénomenes d’hypoxie stimulant la formation de néovaisseaux (provenant des vasa
vasora de 1’adventice) et les phénomenes d’hémorragie intra-plaque (Chistiakov et al.,
2017b).

e Les phénomeénes de fragilisation de la plaque d’athérome par 1’action de protéases comme
les métalloprotéinases matricielles (MMP), I’¢lastase leucocytaire ou encore la plasmine
(Galis et al., 1994; Johnson, 2017).

e La rupture de la plaque et I’agrégation plaquettaire permettent la formation d’un thrombus

(Lusis, 2000).
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Bllan Le processus d’athérosclérose : ce qu’il faut retenir

«» L’athérosclérose est favorisée par des facteurs de risque (dyslipidémie, diabéte, obésité)
¢ Le stress oxydant et « I’inflammation » (ex : sécrétion accrue de TNF-a, activation de la
voie NF-xB) sont des facteurs aggravants de 1’athérosclérose

¢ Le processus d’athérosclérose se décompose en plusieurs étapes allant des premicres 1ésions

aux phénomenes de complication de la plaque (néovascularisation, calcification, rupture)

Premiéres Strie Graisseuse Cceur nécrotique et chape fibreuse Evolution de la plaque d’athérome
lésions LDL
Cellules immunitaires @ Ceeur nécrotique
Endocytose des LDL @ Chape fibreuse ===
Cellules spumeuses @
Cellules musculaires lisses =

Calcification o

Dégradation enzymatique A\
Néovascularisation "
Agrégation de plaquettes®

Hllustration bilan 5 : Les étapes majeures du processus d’athérosclérose (Images SERVIER complétées et modifiées ; Soren Dalager.
Stroke.  Artery-Related Differences in Atherosclerosis Expression, Volume: 38, Issue: 10, Pages: 2698-2705, DOI:
(10.1161/STROKEAHA.107.486480))

+¢ Au cours du développement de 1’athérosclérose, les macrophages jouent différents roles.
Décrits comme facteurs aggravants ou correctifs de la formation de la plaque d’athérome,
les macrophages constitueraient un modele d’étude pertinent dans la recherche de solution

(préventive ou curative) au processus d’athérosclérose.

L’effet préventif et/ou curatif de principes actifs de plantes médicinales dans le contexte
d’athérosclérose impliquent leur capacité a moduler ou inhiber certains facteurs
d’aggravation de I’athérosclérose comme le stress oxydant, la sécrétion de cytokines, la
formation de cellules spumeuses ou encore les processus de nécrose.
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6. L’intérét de ’utilisation des plantes médicinales dans le contexte
de perturbations métaboliques associées a D’apparition de

maladies cardiovasculaires

11 existe actuellement un manque d’informations sur la bioactivité des plantes médicinales de
La Réunion. Cette situation est liée d’une part a I’endémicité des espéces (ressources rare,
situation géographique €loignée rendant difficile I’acquisition de la mati¢re premiére pour un
laboratoire hors Ile de La Réunion) et au nombre limité d’études menées sur ces plantes (faible

rayonnement a I’échelle internationale).

Cependant, la bioactivité de certaines plantes médicinales exotiques et indigenes utilisées dans
d’autres régions et a I’lle de La Réunion font 1’objet d’études a I’échelle internationale. C’est
le cas notamment du Jamblon (Syzygium cumini), du Bois d’ Arnette (Dodonaea viscosa) et de
I’ Ayapana (Ayapana triplinervis). Dans d’autres cas, des especes du méme genre ont aussi été
analysées, par exemple, les especes du genre Pelargonium, ou encore Hypericum. Ainsi,
différentes publications scientifiques mettent en évidence le potentiel préventif et/ou curatif des

plantes médicinales dans le contexte d’athérosclérose.

Cette bioactivité des plantes médicinales peut s’expliquer d’une part via leur impact sur les
facteurs de risque de 1’athérosclérose (notamment les dyslipidémies) et d’autre part via leur
capacité a limiter des phénomenes, qui, a 1’échelle cellulaire, engendrent une aggravation de

I’athérosclérose.

Des expérimentations in vivo sur certaines plantes médicinales consommeées a La Réunion ont
¢été réalisées par des laboratoires étrangers. Par exemple, les équipe de Veerapur et al., Zou et
al., et Sharma et al., ont montré sur des modeles murins (rats) soumis a un régime riche en
graisses que la consommation réguli¢re d’extrait aqueux de Bois d’ Arnette (Dodonaea viscosa),
de Jamblon (Syzygium cumini) ou d’extrait éthanolique de millepertuis (Hypericum perforatum)
permettait d’améliorer le profil lipidique (triglycérides, cholestérol total, LDL et HDL-c) (S.
Sharma et al., 2017; Veerapur et al., 2010; Zou et al., 2005).

Différentes études plus avancées, menées chez I’Homme ont mis en évidence les effets d’autres

plantes médicinales comme 1’Amla (Emblica officinalis), le thé vert (Camellia sinensis), le
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tiwai (Eleutherine Americana Merr) sur la modulation du profil lipidique (Saragih et al., 2014;

Upadya et al., 2019; Zheng et al., 2011).

A ce jour, la majorité des plantes médicinales utilisées a La Réunion n’ont pas fait 1’objet
d’étude clinique permettant d’évaluer leur capacité a moduler le profil lipidique de sujets sains

ou dyslipidémiques.

A T’échelle cellulaire, les molécules bioactives issues des plantes médicinales (notamment les
polyphénols) peuvent exercer des effets sur le stress oxydant, les mécanismes de 1’état “pro-
inflammatoire” (sécrétion de cytokines, activation de la voie NF-kB, processus

d'apoptose/nécrose) et le métabolisme des lipoprotéines par les macrophages.

6.1. Les propriétés antioxydantes

Un exces de radicaux libres intracellulaires contribue au stress oxydant et a la détérioration des
protéines, lipides et acides nucléiques (Burton & Jauniaux, 2011; Sies, 1997). La capacité des
plantes médicinales a prévenir les phénomenes d’oxydation constitue donc un enjeu majeur

dans la prévention et le ralentissement de 1’athérosclérose.
6.1.1. La neutralisation des radicaux libres

La capacité antioxydante d’une préparation a base de plante médicinale peut étre évaluée via sa

capacité a réduire un radical libre.

Un projet mené par un laboratoire réunionnais en 2004 (Laboratoire de Chimie des Substances
Naturelles et des Sciences des Aliments) a permis d’étudier la capacité antioxydante de 274
préparations (macérats de feuilles ou de tiges dans du méthanol ou du dichlorométhane)
obtenues a partir de 75 plantes (médicinales et non médicinales) de La Réunion. La capacité
des extraits de plantes médicinales a réduire un radical libre (DPPH) et a limiter I’oxydation de
B-caroténe exposé aux ultraviolets a été¢ évaluée. Parmi les extraits de plantes analysés, 73%
d’entre eux ont réduit le radical libre DPPH et 32% ont exercé une activité antioxydante. Les
extraits (méthanol et dichlorométhane) de feuilles de Change écorce (Aphloia theiformis), Bois

d’Arnette (Dodonaea viscosa), Ambaville (Hubertia ambavilla), Fleur Jaune (Hypericum
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lanceolatum) et de Bois de Péche Marron (Psiloxylon mauritianum) ont exercé une activité
antioxydante. Ces plantes médicinales sont traditionnellement utilisées par la population et sont

inscrites a la Pharmacopée Frangaise (Poullain et al., 2004).

A T’¢échelle internationale, les effets antioxydants du Bois d’Arnette (Dodonaea viscosa) et sa
capacité a réduire les radicaux libres ont été confirmés par des équipes pakistanaises, iraniennes
et allemandes (Mothana et al., 2010; Muhammad et al., 2016; Samavati & Manoochehrizade,
2013). D’autres études sur les graines de jamblon (Syzygium cumini) et sur I’ Ayapana (4dyapana
triplinervis) préparés sous forme d’extrait méthanolique avaient mis en évidence une capacité

a réduire différents radicaux libres (Biswas et al., 2012; Priya et al., 2017).

6.1.2. La prévention de I’oxydation des LDL

L’oxydation des lipides est a 'origine d’un état pro-inflammatoire au niveau des stries
lipidiques, favorisant le recrutement des cellules immunitaires et leur différenciation au niveau
de I’intima de I’artére (Lusis, 2000; H. Yoshida & Kisugi, 2010b). L’oxydation des LDL fait

donc partie des premiers facteurs aggravant le processus d’athérosclérose.

Dans son étude, I’équipe de Dos Santos s’est penchée sur les effets antioxydants que pouvaient
exercer des infusions aqueuses de jamblon (Syzygium cumini) sur des LDL humaines soumises

a un stress oxydant mimé par I’ajout de sulfate de cuivre CuSOas.

Les résultats ont montré que 1’oxydation des LDL par le sulfate de cuivre était réduite en
présence des extraits aqueux de S. cumini. La présence des extraits aqueux de S. cumini a eu
pour effet de diminuer les teneurs finales en diénes conjugués (produits primaires de
I’oxydation des lipides). Ainsi, il a ét¢ démontré que les tisanes étudiées réduisaient
significativement la vitesse d’oxydation des LDL et ce d’'une manic¢re dose-dépendante (dos

Santos et al., 2018).
Ce résultat est intéressant dans la mesure ou il montre que 1’utilisation de 1’extrait aqueux de S.

cumini peut empécher ou retarder I’initiation d’un enchainement de réactions menant a la

formation de malondialdéhyde. Les principes actifs de ces extraits (acide gallique, acide
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chlorogénique, acide caféique, rutine, quercétine et kaempférol) ont été décrits par la littérature

pour exercer des propriétés similaires (Dictrich-Muszalska & Olas, 2010).

De plus, le dosage du malondialdéhyde (produit final d’oxydation) aprés une co-incubation des
LDL en présence du sulfate de cuivre et des extraits de S. cumini a mis en évidence que : les
taux de produits finaux d’oxydation des LDL étaient significativement réduits en présence

d’extraits a une concentration supérieure ou égale a 0,5 pg/mL.

Des résultats similaires ont été observés par I’équipe de Gugliucci, mettant en évidence les
propriétés protectrices des infusions de I’ Achyrocline (Achyrocline satureoides) sur des LDL
humaines exposées pendant 16 heures a du sulfate de cuivre. Dans cette étude, les auteurs ont
aussi montré que les extraits aqueux d’Achyrocline satureoides et du yerba mate (Ilex
paraguariensis) pouvaient réduire le phénomene d'agrégation des LDL qui est observable
lorsque ces dernicres sont placées en co-incubation avec du sulfate de cuivre (Gugliucei &

Menini, 2002).

L’effet protecteur des principes actifs de plantes médicinales sur 1I’oxydation des lipoprotéines
est aussi observable in vivo notamment via la quantification des especes réagissant avec 1’acide
thiobarbiturique (TBARS). Fuhrman et al, a démontré que [’administration d’extrait
¢thanoliques de gingembre (Zingiber officinale Roscoe) a des souris dyslipidémiques apoE-/-
permettait de réduire significativement la taille des 1ésions athérosclérotiques (44%). L analyse
histologique des 1ésions a par ailleurs montré que I’administration de 1’extrait de gingembre
dans I’eau de boisson avait réduit significativement la peroxydation lipidique (TBARS et

peroxydes) et la captation des LDL oxydées par les macrophages (Fuhrman et al., 2000).

6.1.3. La prévention de la lyse de globules rouges

La prévention de la lyse des globules rouges induite par un stress oxydant est un enjeu majeur
dans la prévention des perturbations métaboliques et des maladies cardiovasculaires. Au-dela
du fait que le stress oxydant impacte directement les fonctions (capacité a fixer de I’oxygene)
et la durée de vie des globules rouges, il peut aussi faciliter la propagation d’especes pro-
oxydantes au niveau de I’organisme. Dans le cas de 1’athérosclérose, la lyse des globules rouges

peut aussi intervenir dans les mécanismes de complication de la plaque d’athérome : aussi bien

95



au niveau de la formation du thrombus que dans 1’accumulation au niveau de la chape fibreuse
(fibromathérome) la détérioration des néo-vaisseaux et des sites d’hémorragie intra-plaque

(Buttari et al., 2015; Delbosc et al., 2017; Mohanty et al., 2014).

I1 a été décrit dans la littérature que des extraits de fruits ou de plantes peuvent avoir un effet
protecteur sur des globules rouges soumis a un stress oxydant (Aman et al., 2013; Gangwar et
al., 2014; Mariutti et al., 2014; Repon et al., 2013). En effet, cette action antioxydante peut
s’expliquer par la présence de polyphénols comme la rutine, la quercétine, le kaempférol et la
morine qui ont été décrits pour avoir inhibé (respectivement de 42,5 %, 40,5 %, 35,5 %, 26,9

%) la lyse de globules rouges induite par ajout du radical libre AAPH (Asgary et al., 2005).

Des travaux similaires ont également été effectués par le Laboratoire DETROI sur 14 standards
de polyphénols différents montrant I’effet protecteur de ces molécules sur la lyse des globules
rouges (Hatia et al., 2014). D’autres études utilisant des sources de stress oxydant différentes
telles que I’H20», ou encore I’HCIO ont confirmé ces résultats (Suwalsky et al., 2015; Tedesco

et al., 2000).

Le test de résistance des globules rouges a la lyse induite par un stimulus pro-oxydant est
largement utilisé en dehors des études portant sur I’athérosclérose, mais il revét une importance

particuliere dans le contexte de cette these.

6.1.4. La modulation de P’activité des enzymes impliquées dans

la régulation du stress oxydant

En plus de leur capacité a réduire les radicaux libres, les principes actifs de plantes peuvent
aussi moduler le stress oxydant en agissant sur des enzymes pro ou antioxydantes. Les effets
d’extraits de plantes médicinales sur les enzymes comme la catalase, la superoxyde dismutase,
les lipoxygénases ou encore les NADPH oxydases ont été décrits par exemple par différentes

équipes de recherche (Chen et al., 2009; Khan, 2013; Lee et al., 2003).

Des expérimentations in vivo ont montré que I’administration d’une tisane a base de poudre de
jamblon, Syzygium cumini, (trés couramment consommeée par la population réunionnaise) a des
souris diabétiques restaurait I’activité des enzymes antioxydantes pancréatiques : la superoxyde

dismutase, la catalase et la glutathion peroxydase (A. K. Sharma et al., 2012). Des travaux
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effectués sur des rats diabétiques ayant regu de I’huile essentielle de Géranium rosa,
Pelargonium graveolens par gavage ont mis en €vidence des résultats similaires (Boulkhris et

al., 2012).

A T’heure actuelle, les études portées sur les plantes médicinales (endémiques et indigénes) de
la Réunion et leur capacit¢ a moduler ’activité des enzymes de I’équilibre redox ont

majoritairement été effectuées par le Laboratoire DéTROLI.

Des travaux menés en 2020 par le Laboratoire ont permis de mettre en évidence la modulation
des enzymes impliquées dans la régulation du stress oxydant par des extraits de plantes
médicinales de La Réunion. En effet, les extraits de Bois d’osto (Antirhea borbonica), Bois
d’Arnette (Dodonaea viscosa), Faux Benjoin (Terminalia bentzoe) et d’Ayapana (Ayapana
triplinervis) ont non seulement diminué significativement la production de radicaux libres
intracellulaires (induite par I’hyperglycémie) par les cellules endothéliales, mais ont aussi eu
un impact sur I’expression des marqueurs redox. Les tests gPCR ont montré que la diminution
de ’expression des genes des superoxydes dismutases (Cu/Zn SOD ; MnSOD), de la catalase
et de I’héme oxygénase -1 (HO-1) engendrée par I’hyperglycémie était moindre en présence
des extraits. De plus, 1’analyse menée sur la modulation de 1’activité de ces enzymes par les
extraits de plantes médicinales a montré que ces derniers stimulaient majoritairement 1’activité
des superoxydes dismutases. Ces résultats ont suggéré un effet protecteur des extraits de plantes

dans des conditions de stress oxydant induit par ’hyperglycémie (Tail¢ et al., 2020).

D’autres travaux sur le Bois de Gaulette (Doratoxylon apetalum) ont montré que 1’extrait
hydro-acétonique de cette plante réduisait significativement la production de radicaux libres
intracellulaires par des cellules endothéliales humaines (EA.hy926) lorsqu’elles étaient

soumises a un stress oxydant induit par I'ajout d’albumine bovine glyquée (Dobi et al., 2019).

6.2. Les propriétés « anti-inflammatoires »

La modulation de I’état « pro-inflammatoire » (caractéris€ par 1’activation de voies de
signalisation cellulaire induisant une sécrétion anormalement élevée de cytokines soulignant la
détresse cellulaire et des processus de mort cellulaire) par les plantes médicinales constitue un

enjeu majeur dans le contexte de I’athérosclérose.
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Une étude a été menée sur le Calea (Calea urticifolia), une plante médicinale riche en
polyphénols, utilisée en Amérique du Sud pour ses propriétés anti-inflammatoires. L’analyse
des effets de I’extrait aqueux de cette plante in vitro sur un modele de macrophages murins
RAW 264.7 a mis en évidence une capacité a réduire la production de monoxyde d’azote, la
translocation du facteur NF-kB et la sécrétion de cytokines (atteignant un maximum de 88,3 +

8,2 % pour I’inhibition de la sécrétion d’IL-6) (Torres-Rodriguez et al., 2016).

Les mécanismes d’action d’un traitement de médecine traditionnelle (“Danlou’) regroupant
différentes plantes médicinales chinoises (Salvia miltiorrhiza, Ligusticum chuanxiong Hort,
Trichosanthes kirilowii, Allium macrostemon Bung, Radix Paeoniae Rubra, Radix Puerariae,
Rhizoma alismatis, Curcuma aromatic, Rhizoma Drynariae, et Astragalus membranaceus) ont
fait I’objet d’études in vivo et in vitro. Le modele in vivo basé sur I’administration de 1’extrait
de Danlou a des souris dyslipidémiques apoE-/- soumises a un régime riche en graisses a mis
en ¢évidence la capacit¢ de I’extrait a réduire I’expression d'ARNm de
molécules/cytokines/chémokines associés a 1’aggravation de 1’athérosclérose (MCP-1, IL-18,
IL-33, IL-1B et IL-10). Les travaux menés in vitro sur le modele de macrophages murins RAW
264.7 ont permis la compréhension de ces résultats d’un point de vue mécanistique : Les effets
de cet extrait riche en polyphénols (comme la puerarine, daidz€ine, ou 1’acide gallique) étaient

dus a I’inhibition de la voie NF-kB (Hao et al., 2019).

Le Laboratoire, DETROI a étudi¢ les effets d’extraits hydroacétoniques de Bois d’Osto
(Antirhea borbonica), Bois de Gaulette (Doratoxylon apetalum) et de la Liane Montbrun
(Gouania mauritiana) sur des préadipocytes murins 3T3-L1 exposés au TNF-a (5 ng/mL) ou
au LPS d’E. coli (1pg/mL). Les résultats ont montré que la présence des extraits de plantes
réduisait significativement la sécrétion de cytokines IL-6 et MCP-1 et I’expression de NF-xB
induites par la présence de ces différents stress (Marimoutou et al., 2015). Ces résultats
montrent I’intérét que peuvent présenter les plantes médicinales utilisées a La Réunion dans la

prévention ou le traitement de 1’état pro-inflammatoire associé a 1’athérosclérose.
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6.3. L’impact sur le métabolisme des lipoprotéines des

macrophages

Le métabolisme des lipoprotéines par les macrophages est a 1’origine de la formation des stries
lipidiques, de la présence de cellules spumeuses et de la formation du cceur nécrotico-lipidique.
Cependant, un parametre de ce métabolisme peut avoir des conséquences décisives sur la

progression de I’athérosclérose : I’efflux du cholestérol par les macrophages.

L’impact des plantes médicinales sur la formation de stries lipidiques et la régression des
plaques d’athérome a été évalué sur des modeles animaux présentant une dyslipidémie induite
par un régime alimentaire riche en cholestérol. Par exemple, les études de Asgary ef al., et
Quiles et al., ont montré les effets de la poudre d’Amirkabiria odorastissima et des extraits
de Curcuma longa sur des modeles de lapin de Nouvelle Zélande soumis a un régime
hypercholestérolémiant. Les résultats ont montré que ces préparations de plantes médicinales
ont eu pour effet de prévenir la formation des stries lipidiques. D’autres expérimentations sur
I’extrait éthanolique d’Artemisia aucheri ont mis en évidence sa capacité a diminuer

significativement la surface des stries lipidiques (Asgary et al., 2004; Quiles et al., 2002) .

La bioactivité des plantes médicinales sur le métabolisme des lipoprotéines par les macrophages
peut s’expliquer par leur capacité a réduire I’apport de cholestérol dans la cellule et/ou

I’amélioration de I’efflux de cholestérol par la cellule.

6.3.1. La capacité a moduler la captation des LDL

L’accumulation excessive de LDL oxydées par les macrophages entraine leur transformation
en cellule spumeuse et leur nécrose. L’ impact de principes actifs ou d’extraits de plantes sur la

captation des LDL par les macrophages a fait I’objet de différentes études.

Par exemple, des monocytes humains isolés et différenciés en macrophages ont été incubés
avec des LDL modifiées (acétylées) en présence d’extraits éthanoliques de basilic (Ocimum
basilicum). Une coloration au O Red Oil a été utilisée pour évaluer I’accumulation de lipides
au niveau des cellules. Les résultats obtenus ont montré que la présence d’extraits réduisait

significativement I’accumulation de lipides par les macrophages (E. Bravo et al., 2008).
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L’impact de la curcumine issue d’une plante médicinale couramment utilisée en médecine
traditionnelle a La Réunion (le Curcuma longa), a été évalué par différentes équipes de
recherche. Il a été observé que ce composé réduisait significativement la taille des 1ésions
athéromateuses des modeles in vivo, favorisait 1I’efflux de cholestérol par les macrophages et
diminuait la transformation des macrophages en cellules spumeuses (X. Lin et al., 2015;

Momtazi-Borojeni et al., 2019; Nimgulkar et al., 2015; J.-F. Zhao et al., 2012).

6.3.2. L’efflux de cholestérol

L’efflux de cholestérol est rendu possible par la présence de transporteurs du cholestérol
(ABCA1, ABCG]) et la présence de HDL en nombre suffisant pour permettre le retour du

cholestérol au niveau hépatique.

I1 a été montré que I’administration de statines par période était associée a une régression de la
plaque d’athérome. Les statines ont pour effet de diminuer les taux de cholestérol circulant.
Cependant, le fait d’observer une régression de la plaque d’athérome lors de ce traitement
montre qu’il existe un mécanisme de “clairance” qui est efficace lorsque I’apport en LDL est
diminué (Robinson & Gidding, 2014). Ce résultat suggere que la clairance des lipides de la
plaque d’athérome via I’efflux de cholestérol est une solution envisageable dans le traitement

de 1’athérosclérose.

La dysfonction de I’efflux de cholestérol par les macrophages et cellules spumeuses est corrélée
au risque d’aggravation de 1’athérosclérose depuis les années 1990 et pourrait constituer une

cible thérapeutique (Barrett, 2020; Yancey & St Clair, 1992).

Compte tenu du role important des macrophages et des cellules spumeuses dans ce contexte,
des chercheurs ont exploré I'impact que pouvaient avoir les plantes médicinales et les

polyphénols sur leurs mécanismes d’efflux.

C’est le cas d’une équipe canadienne qui a travaillé¢ sur ’extrait aqueux de marrube blanc
(Marrubium vulgare). Leurs résultats ont mis en avant les propriétés de cet extrait a favoriser
I’efflux de cholestérol sur le modele de macrophages humains THP-1 (Berrougui et al., 2006).

Des composés comme les polyphénols issus des baies de Camérisier (Linocera caerulea) ou
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encore de peau de grenade (Punica granatum) ont aussi été décrits pour les mémes effets sur le

modele de macrophage murin RAW 264.7 (S. Liu et al., 2019; S. Zhao et al., 2016).

Des principes actifs de plantes médicinales comme la curcumine, la quercétine ou encore la
chrysine (flavonoide) ont aussi été décrits pour augmenter I’expression du récepteur scavenger
SRB-1 et du transporteur ABCAT1 sur des modeles de macrophages murins (Chang et al., 2012;
S. Wang et al., 2015a; Zhong et al., 2018).

A T’heure actuelle, aucune étude n’a été faite sur les actions que pourraient jouer les plantes

médicinales de La Réunion sur la modulation du métabolisme des lipoprotéines par les

macrophages.
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[ ]
Bllan L’intérét de I'utilisation des plantes médicinales dans le
contexte d’athérosclérose : ce qu’il faut retenir

< Les plantes médicinales peuvent exercer des effets préventifs ou curatifs de 1’athérosclérose.
< Les principes actifs de plantes médicinales peuvent avoir un impact sur I’environnement intra-
plaque (ex : présence de produits d’oxydation, cytokines ou de LPS) et sur les mécanismes de

réponse des cellules exposées a cet environnement.
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oxydés Stress oxydant
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Hllustration bilan 6 : Les différents éléments conduisant a l’aggravation de ['athérosclérose a l’échelle cellulaire (Images SERVIER
complétées et modifiées)

>
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Les connaissances sur le mode d’action que peuvent avoir les tisanes a base de plantes

D)

médicinales utilisées a La Réunion dans le contexte d’athérosclérose restent limitées. Cependant,
des ¢éléments suggérant leur possible bioactivité dans ce contexte ont été apportés par la

littérature.
A partir des notions issues de la littérature, il est possible d’étudier le potentiel des tisanes de

plantes médicinales utilisées a La Réunion en focalisant les recherches sur des aspects allant de la

caractérisation du contenu en polyphénols aux études de bioactivité in vitro et in vivo.
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Objectifs du travail de these

Les maladies cardiovasculaires représentent la premiére cause de mortalit¢ au
monde. L’athérosclérose est a 1’origine de nombreuses maladies cardiovasculaires (AVC,
Angor, Infarctus du myocarde). A 1’lle de La Réunion, la prévalence de facteurs de risques de
I’athérosclérose est élevée (diabéte, obésité, surpoids) et un déces sur quatre est dit aux maladies

cardiovasculaires.

A I’heure actuelle, il existe des méthodes de prévention et de traitement de 1’athérosclérose
comme les mesures hygiéno-diététiques, approches pharmacologiques ou encore
interventionnelles. Certaines approches nutritionnelles mettent en avant 1’utilisation de

polyphénols d’origine végétale connus pour leur bioactivité.

L’usage traditionnel des plantes médicinales concerne déja prés de deux tiers de la population
mondiale. La Réunion fait partie des Hotspots mondiaux de la biodiversité. Elle compte 27
plantes médicinales utilisées traditionnellement et inscrites a la Pharmacopée Francaise.
Cependant, il réside encore un manque d’informations concernant le contenu en principes actifs

de ces plantes et leur bioactivité.

L’objectif de ce travail de theése a été d’évaluer la bioactivité de huit plantes médicinales
utilisées et commercialisées a La Réunion dans un contexte de perturbations métaboliques et
particulie¢rement celui de 1’athérosclérose : Hubertia ambavilla, Ayapana triplinervis,
Dodonaea viscosa, Aphloia theiformis, Hypericum lanceolatum, Pelargonium x graveolens,

Syzygium cumini et Psiloxylon mauritianum.

Dans un premier temps nous avons étudié¢ I’impact de différents procédés de transformation
(extrait hydro-acétonique, infusion, décoction) sur :
e Le contenu en polyphénols antioxydants (Quantification au réactif de Folin, Analyse en
spectrométrie de masse)
e Lacapacité antioxydante (Test biochimique au DPPH, Tests in vitro d’inhibition de la lyse
de globules rouges humains ou de production de ROS intracellulaires par des

préadipocytes murins soumis a un stress oxydant)
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L’approche méthodologique impliquant I’étude de la bioactivité d’extraits aqueux (infusions et
décoctions) s’avere étre innovante car la totalit¢ des données recueillies sur les plantes
médicinales utilisées a La Réunion et leur contenu reposent sur 1’étude de préparations issues

d’une extraction par solvant organique.

Dans un second temps, le modele cellulaire et les parameétres de la bioactivité a évaluer ont été

définis a la suite de recherches bibliographiques.

Dans un troisiéme temps, nous avons sélectionné un procédé de transformation utilisé
traditionnellement et étudié son impact sur un modeéle de macrophages murins dans un contexte

mimant les phases précoces de 1’athérosclérose. Les parameétres suivants ont été étudiés :

e Impact sur la cytotoxicité engendrée par la présence de LDL oxydées (Quantification au
Rouge Neutre)

e Impact sur la production d’espéces réactives de l’oxygéne (ROS) intracellulaires
(Utilisation de la sonde DCFH-DA)

e Impact sur Pactivation de la voie pro-inflammatoire NF-xB (Quantification de la
phosphatase alcaline sécrétée par des macrophages RAW Blue)

o Impact sur la captation de LDL oxydées (Marquage de LDL au Dil-C18, analyse par

cytométrie en flux et observations en microscopie a fluorescence/confocale)
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Démarche expérimentale

Expérimentations associées a ’article 1

Préparation des extraits hydroacétoniques riches en polyphénols et tisanes a base de
plantes médicinales

Les plantes médicinales H. ambavilla, A. triplinervis, D. viscosa, A. theiformis, H. lanceolatum,
P. x graveolens, S. cumini et P. mauritianum ont été préparées par 1I’Entreprise selon le procédé
de transformation industriel : parage, déshydratation aux microondes, broyage et packaging
sous forme de dosette. Les dosettes et les broyats de plantes ont ensuite été utilisés comme

matériel de départ pour les expérimentations au Laboratoire.

Préparation des extraits riches en polyphénols

Les broyats de plantes ont ét¢ homogénéisés dans un mélange acétone/eau (30:70) a raison de
4 g de plantes pour 20 mL de solvant pendant 90 minutes a 4°C. La préparation a ensuite été
centrifugée a 1372 g pendant 20 minutes a 4°C. Le surnageant riche en polyphénols a été
récupéré et stocké a -80°C jusqu’a utilisation. Cette expérience a ¢€té réalisée trois fois de

manicre indépendante.

Préparation des infusions et décoctions de plante médicinale

Les infusions ont été obtenues ont été préparées en incubant un sachet de préparation pour
tisane (1 g de broyat de plante) dans 1 litre d’eau distillée bouillante pendant 15 minutes. Pour
les décoctions, le sachet de préparation pour tisane a été placé dans 1 litre d’eau distillée a
température ambiante puis porté a ébullition pendant 30 minutes. A la fin des différents temps
d’incubation respectifs, les sachets de préparation pour tisane ont été enlevés et les solutions

refroidies a température ambiante avant d’étre stockes a -80°C.

Quantification et identification des polyphénols

Quantification des polyphénols par la méthode de dosage au réactif de Folin Ciocalteu

La quantification des polyphénols totaux a été¢ effectuée par la méthode de dosage au réactif de
Folin-Ciocalteu. L’acide gallique a été utilisé comme étalon. Dans une plaque de titration de 96

puits, 25ul d’échantillon (extrait riche en polyphénols ou tisanes) ont été ajoutés a 125 pl de
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réactif de Folin-Ciocalteu. Puis 100 puL de solution de NaCO. (75 g/L) ont été ajoutés. Apres
homogénéisation, la plaque a été mise a incuber pendant 5 minutes a 50°C puis refroidie a 4°C
pendant 5 minutes. Une lecture de la densité optique a 760 nm a ensuite été faite a I’aide d’un
spectrophotométre Fluostar Omega. Les concentrations en polyphénols ont été exprimées en g
équivalent d’acide gallique (GAE) / 1 g de plante pour les extraits riches en polyphénols et en
mg GAE / L pour les tisanes.

Identification et quantification des polyphénols présents dans les préparations de plantes
médicinales par spectrométrie de masse

L’identification des polyphénols contenus dans les préparations de plantes médicinales (extraits
riches en polyphénols, infusions et décoctions) a été réalisée par la plateforme Polyphenols
Biotech (210 Chemin de Leysotte / CS 50008 Villenave d’Ornon, Bordeaux,
France). L’identification a été réalisée par analyse UPLC-ESI-MS (ultra-high-performance
liquid chromatography analysis coupled to diode array detection and electrospray ionization-
mass spectrometry) Les échantillons ont été dilués et filtrés sur PTFE (0,45 pum) et injectés dans
un volume de 1 pL. dans une colonne C18 Agilent ZORBAX RRHD SB-C18 (1,8 um, 2,1 x
100 mm) pour la séparation. Le contenu de la colonne a été élué avec un gradient de 0,1%
d’acide formique aqueux (A) et 0,1 % d’acide formique dilu¢ dans de I’acétonitrile (B) a un
débit de 0,3 mL/min, avec 1 % B entre 0-0,4 min, 1-10% B a 0,4-2 min, 10-35% B a 2-6 min,
35-50 % B a 6-7 min, 50-70% B a 7-8,8 min, 70-92% B a §,8-10,8 min, 92-100% B a 10,8-12
min, 100-1% B a 12-15,2 min. La chromatographie a été réalisée a température ambiante et les
longueurs d’onde de détection utilisées étaient de 280, 320 et 380 nm. Pour I’analyse en

spectromeétrie, la source d’ionisation par électrospray a été utilisée.

Evaluation de la capacité antioxydante

Test de réduction du radical libre DPPH

L’évaluation de la capacité des échantillons a réduire le radical libre DPPH a été effectuée via
un test colorimétrique. La vitamine C a 100 uM a été utilisée comme témoin positif. Le mélange
acétone/eau ou l’eau ont été utilisés comme controle négatif. 200uL. d’une solution
méthanolique de DPPH (0,25 mM) ont été ajoutés dans une plaque de titration 96 puits
contenant 40 pl d’échantillon a tester. Aprés homogénéisation, la plaque a été incubée pendant

25 minutes a température ambiante. Le pourcentage de radicaux libres réduits par les
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¢chantillons a été¢ déterminé par lecture de la densité optique a 517 nm. La formule suivante a

ensuite été utilisée pour déterminer la capacité antioxydante des échantillons :

D.O témoin négatif—D.0 échantillon
%) = gatif X 100

Capacité antioxydante ( D.0 temoin négatif

Test d’inhibition de I’hémolyse de globules rouges humains

La capacité des extraits riches en polyphénols (ERP) et des tisanes (infusions et décoctions) a
inhiber I’hémolyse de globules rouges humains soumis a un radical libre a été évaluée de la
manigcre suivante :

Des globules rouges humains issus de 5 donneurs sains (groupe O+) de I’Etablissement Frangais
du Sang (EFS) ont été mis en suspension dans une solution saline (NaCl 0,15M ; pH 7). 140 ul
d’échantillons a tester ont ét¢ déposés dans une plaque de titration 96 puits, 100 pL. d’une
solution de globules rouges diluée au 1/100 puis 40 pl d’une solution d’AAPH (50 mM) ont été
ajoutés. Une cinétique a été réalisée a 450 nm pendant 18h a 37°C. Le temps de demi-hémolyse
correspondant au temps nécessaire pour obtenir une lyse de 50% des globules rouges a ainsi été

déterminé.

Culture cellulaire

Culture de préadipocytes murins 3T3-L1

Les préadipocytes murins 3T3-L1 provenant de I’ American Type Culture Collection (ATCCO)
ont été mis en culture dans du milieu Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM) contenant 4,5 g/L.
de glucose, 10% de sérum bovin feetal (SBF) inactivé par la chaleur, SmM de L-glutamine,
2pg/ml de streptomycine et 0,03 pg/ml de pénicilline. Les cellules ont été placées en incubation

dans une étuve a 37°C en présence de 5% CO..

Evaluation de la viabilité cellulaire en présence de préparations de plantes

Evaluation de la libération de lactate déshydrogénase (marqueur de nécrose)

Les cellules ont été incubées pendant 24 h en présence ou non des échantillons a tester ou de
Triton X-100 (1%). Apres le traitement, les surnageants ont été collectés et la quantification de
la lactate déshydrogénase a été effectuée a 1I’aide d’un kit enzymatique (LDH assay — Abcam).
Ce dosage enzymatique repose sur 1’évaluation de I’activit¢ de la LDH en présence d’un
substrat (LDH substrate) qui une fois transformé par I’enzyme donne un produit (rouge)

détectable en spectrophotométrie a 450 nm.
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Quantification des cellules viables avec la méthode au Rouge Neutre

La viabilité cellulaire a été évaluée en mesurant 1’internalisation (lysosomale) du rouge neutre
par les préadipocytes murins viables selon la méthode de Repetto et al., (Repetto et al., 2008).
Dans une plaque 96 puits, les cellules ont été co-incubées avec les échantillons pendant 24
h. Aprées élimination du milieu de culture et deux ringcages au PBS, les cellules ont été mises
en présence de 100 pl de solution de rouge neutre (40 pg /ml) pendant 2 h. Aprés €limination
du rouge neutre et ringage au PBS, 100 ul d’une solution de décoloration (49,5% éthanol ;
49,5% eau distillée / 1% acide formique) a ensuite ¢été ajoutée. Apres 5 minutes
d’homogénéisation, la densité optique a été lue a 540 nm. Les résultats ont été exprimés en

pourcentage de cellules viables par rapport au témoin (% controle).

Evaluation des effets de préparations de plante médicinale sur la production de radicaux
libres intracellulaires (ROS) par des préadipocytes 3T3-L1 exposés au peroxyde
d’hydrogéne

La sonde 2°,7’-dichlorofluorescéine diacétate (DCFH-DA) a été utilisée pour mesurer les ROS
intracellulaires. Aprés son entrée dans la cellule, le DCFH-DA est hydrolysé par une estérase
intracellulaire. Le DCFH ainsi formé est oxydé par les ROS intracellulaires aboutissant a la
production de DCF, dérivé fluorescent. La quantité de fluorescence est reliée a la quantité de
ROS. Dans une plaque 96 puits, les cellules ont été ensuite placées en co-incubation avec les
échantillons pendant 24h. Aprés un ringage au PBS, les cellules ont été exposées pendant 45
min a la sonde DCFH-DA. Apres élimination de la sonde par ringage au PBS, les cellules ont
¢€té incubées avec ou sans H.O, (200 uM). La fluorescence a été mesurée apres 1h d’incubation

(lcxcimliun:492 nm.; A.em.smm:SZO nm).

Analyses statistiques

Les données ont été exprimées comme la moyenne + SEM de trois expériences indépendantes.
Les analyses statistiques ont été effectuées avec le logiciel GraphPad Prism. Les différences
statistiques entre les différentes moyennes ont été¢ déterminées a la suite d’une correction par le

test de Bonferroni et ont été considérées comme significatives pour une p-value < 0,05.
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Expérimentations associées a ’article 2

Préparation des LDL

Isolement des LDL

Les LDL ont été extraites d'un pool de plasma de 5 sujets sains provenant de 1'Etablissement
francais du sang (EFS). La densité du plasma a été ajustée a une valeur de 1,063 par addition
de KBr solide, en agitant doucement. Dans les tubes a centrifuger Beckman Ultra-ClearTM ont
été déposées la solution aqueuse de KBr (d=1,063), puis la solution de plasma et enfin 1'eau
distillée. Les échantillons ont subi une ultracentrifugation a 252 000 g pendant 20 h, a 10°C.
Les fractions jaunes de LDL ont été collectées avec une seringue de 10 mL et ont suivi un
dessalage avec ajout de PBS et centrifugations successives (4000 g / 20 min) dans des
centricons de 50 mL. La puret¢ des LDL a été¢ évaluée apreés migration SDS-PAGE puis
coloration au bleu de Coomassie et leur teneur en protéines a été¢ évaluée a I'aide d'un kit de
dosage des protéines (DC Assay). Les LDL ont été conservées a 4°C a 'obscurité et filtrées sur

une membrane de 0,2 um avant d'étre utilisées en culture cellulaire.

Oxydation des LDL

Les LDL ont été diluées dans du PBS pour atteindre la concentration de 2 mg /ml puis
mélangées a 5 pM final de CuSO4 puis exposées pendant 2 h aux U.V. a température ambiante
pour obtenir des LDL modérément oxydées. Le degré d'oxydation a été évalué en quantifiant
les substances réactives a 1'acide thiobarbiturique (TBARS) selon la méthode d’Ohkawa et al
(Ohkawa et al., 1979). Les échantillons ont atteint des concentrations de 18,07 £ 0,5 nmol
TBARS /mg apo B. Les LDL oxydées ont été conservées a 4°C a l'obscurité et filtrées sur une

membrane de 0,2 pm avant d'étre utilisées en culture cellulaire.

Marquage des LDL

Les LDL ont d'abord été oxydées puis marquées avec la sonde fluorescente DilC18 selon la
méthode de Xu ef al (S. Xu et al., 2010). Les LDL ont été incubées en présence de DiC18 (0,1
mg/mL) pendant une nuit a 37 °C sous une légere agitation. L'exces de sonde non liée a été
¢liminé en ré-isolant les LDL par ultracentrifugation (dans une solution de KBr) a 252 000 g
pendant 20 h 4 10 °C. La couche de LDL oxydées marquées (Dil-ox-LDL) a été récupérée a la
micropipette. L’¢limination du KBr a été réalisée par des lavages successifs en présence de

PBS dans des centricons de 1 mL. La teneur en protéines a été évaluée sur un échantillon qui a
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suivi le méme processus sans ajout de sonde fluorescente DilC18. Les Dil-ox-LDL stérilisées
par filtration ont été rajoutées au milieu de culture cellulaire pour atteindre une concentration

finale de 100 pg/ml.

Culture cellulaire

Les macrophages RAW 264.7 (ATCC-TIB 71) et RAW-Blue ™ ont été obtenus a partir de la
collection de cultures ATCC et InVivoGen. Les cellules ont été mises en culture dans du milieu
Eagle modifié de Dulbecco avec 25 mM de glucose, 10 % de sérum bovin fcetal inactivé a la
chaleur, 5 mM de L-glutamine, 2 pg/ml de streptomycine et 0,03 pg/ml de pénicilline. Les
cellules ont été maintenues dans un incubateur humidifi¢ a 5 % de CO2 a 37 °C et ont été
passées 4 jours avant le test lorsquune confluence de 70 a 80 % fut atteinte. Pour les
macrophages RAW-Blue, 1’addition de zéocine (200 pg/ml) au milieu de culture a permis de

maintenir une pression de sélection.

Evaluation de I’'impact de décoctions de plantes médicinales sur la production de radicaux
libres intracellulaires par des monocytes/macrophages murins RAW 264.7 exposés a des
LDL oxydées (Data supplémentaires)

La présence de radicaux libres intracellulaires (ROS) a été déterminée en mesurant I’oxydation
de la sonde de 2’,7’-dichlorofluorescéine diacétate. DCFH-DA. Dans une plaque 96 puits, les
cellules ont été ensemencées a une densité de 10.10° cellules / puits. Les cellules ont ensuite été
co-incubées en présence des échantillons et des LDL oxydées pendant 24h. Un ringage au PBS
a ensuite ¢été fait et les cellules ont été exposées pendant 45 min a la sonde DCFH-DA. Aprées
I’incubation, la sonde en exces a été ¢liminées par lavage au PBS puis 100puL de PBS ont été
ajoutés. Les ROS intracellulaires ont ensuite été détectés par fluorimétrie 4 492 nm d’excitation

et 520 nm d’émission.

Evaluation de ’'impact de décoctions de plantes médicinales sur la viabilité cellulaire de
monocytes/macrophages murins RAW 264.7 exposés a des concentrations cytotoxiques de
LDL oxydées

Quantification des cellules viables avec la méthode au Rouge Neutre

La viabilité cellulaire a été évaluée en mesurant I’internalisation du rouge neutre par les
monocytes/macrophages murins. La quantification des cellules viables au rouge neutre a été
réalisée selon I’article de Repetto et al., (Repetto et al., 2008). Les cellules ont été placées dans

une plaque 96 puits a une densité de 10.10° cellules / puits et déprivée en sérum pendant 16h,

110



puis co-incubées avec les échantillons en présence de LDL oxydées ou non pendant 24h. Apres
deux ringages au PBS, 100 ul d’une solution de rouge neutre (40 pg/ml) a été ajoutée et incubée
pendant 2 h. Aprées ringage au PBS, une décoloration a été réalisée en utilisant 100 pl d’une
solution d’un mélange éthanol:eau:acide formique (49,5:49,5:1). Aprés 5 minutes
d’homogénéisation, la densité optique a été lue a 540 nm. Les résultats ont été exprimés en

pourcentage par rapport au témoin (% control)

Evaluation de ’impact de décoctions de plantes médicinales sur la captation de LDL

marquées au Dil C18 par des monocytes/macrophages murins RAW 264.7

Microscopie a fluorescence / confocale

Les macrophages RAW 264.7 ont été ensemencés a une densité de 200 x 10° cellules /ml dans
une plaque de 24 puits. Aprés 24 h, le milieu de culture cellulaire a été enlevé et déprivée en
sérum bovin foetal (SBF) pendant 16 h. Les cellules ont été lavées avec 500 pl de PBS puis
incubées pendant 4 h a 37°C / 5% CO2 avec un milieu de culture cellulaire complété avec des
Dil-oxLDL. Aprées une incubation de 4 h, les cellules ont été rincées 3 fois avec du PBS puis
incubées avec du PFA 4% pendant 15 min. Les cellules ont été rincées deux fois avec du PBS,
incubées avec du DAPI pendant 10 min et rincées deux fois avec du PBS. Les lamelles ont été
récupérées et scellées avant 1'analyse sur Nanozoomer (scanner de lames) ou en microscopie

confocale.

Cytométrie en flux

Les macrophages RAW 264.7 ont été ensemencés a une densité de 250 x 10° cellules/ml sur
une plaque de 96 puits. Apres 24h, les cellules ont été privées de sérum pendant 16 h. Les
cellules ont ensuite été stimulées avec un milieu de culture cellulaire supplémenté en Dil-ox-
LDL pendant 4 h, incubées avec de l'accutase pendant 15 min a 37°C et transférées sur une
plaque a 96 puits avec fond en U. Les cellules ont été fixées avec du PFA 4 % pendant 15 min
a la température ambiante et centrifugées a 700 g pendant 1 min. Le surnageant a été retiré puis
le PBS a été ajouté. Les cellules ont été centrifugées a 700 g pendant 1 minute et remises en
suspension dans 100 pl de PBS. L'absorption cellulaire de Dil-ox-LDL a été réalisée en
mesurant la fluorescence moyenne de phycoérythrine (PE-A) sur le cytométre de flux. La

fluorescence a été exprimée en % du controle.
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Evaluation de I’impact de décoctions de plantes médicinales sur ’activation de la voie de
signalisation cellulaire NF-kB par des monocytes/macrophages murins RAW 264.7
exposés au LPS d’E. coli

Les macrophages RAW-Blue sont des macrophages RAW 264.7 transfectés. Ils ont pour
particularité de sécréter une phosphatase alcaline lorsque la voie NF-«B est activée. Les cellules
ont été ensemencées a une densité de 100.10° cellules/puits dans une plaque de 96 puits. 20 ul
de milieu de culture supplémenté en décoctions ont été ajoutés aux cellules. Ensuite, les cellules
ont été traitées avec du LPS d’E. coli a une concentration finale de 0,5ug/ml. Aprés 24 heures
d'incubation, 20 pl de surnageant ont été récupérés et le réactif Quantiblue (substrat pour la
phosphatase alcaline) a été ajouté. L'absorbance a été lue a 620 nm et les résultats ont été

exprimés en % du contrdle.

Analyses statistiques

Les données ont été exprimées comme la moyenne = SEM de trois expériences indépendantes.
Les analyses statistiques ont ét¢ menées sur le logiciel GraphPad Prism. Les différences
statistiques entre les différentes moyennes ont été déterminées par le test de Bonferroni et ont

¢été considérées comme significatives pour une p-value < 0,05.
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Article 1

Date de soumission : 18 Aoiit 2020 - Date de publication : 7 Octobre 2020
Objectifs de I’étude

Cette ¢étude, a ¢été réalisée sur huit plantes médicinales de La Réunion : I’Ambaville (Hubertia
ambavilla), I’ Ayapana (Ayapana triplinervis), le Bois d’Arnette (Dodonaea viscosa), le Change
Ecorce (Aphloia theiformis), le Fleur Jaune (Hypericum lanceolatum), le Géranium rosa (Pelargonium

x graveolens), le Jamblon (Syzygium cumini) et le Bois de Péche Marron (Psiloxylon mauritianum).

Ces plantes ont été sélectionnées selon les critéres suivants :

e Utilisation traditionnelle a La Réunion

e Propriétés antioxydantes, antidiabétiques, anti-inflammatoires ou hypolipémiantes décrites
traditionnellement (données empiriques)

e Transformation industrielle et commercialisation par 1’Entreprise  HABEMUS PAPAM
(collaborateur CIFRE)

Au Laboratoire, trois procédés de transformation ont été appliqués a ces plantes médicinales (a partir

de sachets de tisanes commerciales) :

o Les infusions et les décoctions aqueuses utilisées traditionnellement par les consommateurs
(tisanes)

o Les extraits hydroacétoniques riches en polyphénols

Le premier objectif de cette étude a été de quantifier et d’identifier les polyphénols présents dans les
différentes préparations de plantes médicinales. Dans un second temps, il a été question de déterminer
I’impact des procédés de transformation sur le contenu en polyphénols (aspects quantitatif et

qualitatif).

Le second objectif de 1’é¢tude a été d’évaluer la capacité antioxydante des tisanes et des extraits riches

en polyphénols et de déduire I’impact du procédé de transformation sur ce parametre.
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Article 1: “Evaluation of Polyphenol Content and Antioxidant Capacity of Aqueous Extracts
from Eight Medicinal Plants from Reunion Island: Protection against Oxidative Stress in Red

Blood Cells and Preadipocytes”
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Abstract: Background—Medicinal plants are traditionally used as infusions or decoctions for their
antioxidant, anti-inflammatory, hypolipidemic and anti-diabetic properties. Purpose—The aim
of the study was to define the polyphenol composition and to assess the antioxidant capacity of
eight medicinal plants from Reunion Island referred to in the French Pharmacopeia, namely Aphloia
theiformis, Ayapana triplinervis, Dodonaea viscosa, Hubertia ambavilla, Hypericum lanceolatum, Pelargonium
x graveolens, Psiloxylon mauritianum and Syzygium cumini. Methods—Polyphenol content was assessed
by biochemical assay and liquid chromatography coupled to mass spectrometry. Antioxidant capacity
was assessed by measuring DPPH reduction and studying the protective effects of herbal preparation
on red blood cells or preadipocytes exposed to oxidative stress. Results—Polyphenol content ranged
from 25 to 143 mg gallic acid equivalent (GAE)/L for infusions and 35 to 205 mg GAE/L for decoctions.
Liquid chromatography coupled to mass spectrometry analysis showed the presence of major
bioactive polyphenols, such as quercetin, chlorogenic acid, procyanidin and mangiferin. Antioxidant
capacity assessed by different tests, including DPPH and Human red blood cell (RBC) hemolysis
of herbal preparations, demonstrated a dose-dependent effect whatever the extraction procedure.
Qur data suggest that decoction slightly improved polyphenol extraction as well as antioxidant
capacity relative to the infusion mode of extraction (DPPH test). However, infusions displayed a
better protective effect against oxidative stress-induced RBC hemolysis. Conclusion—Traditional
preparations of medicinal plant aqueous extracts (infusions and decoctions) display antioxidant
properties that limit oxidative stress in preadipocytes and red blood cells, supporting their use in the
context of metabolic disease prevention and treatment.

Keywords: antioxidant; medicinal plants; polyphenols; infusions; decoctions; pharmacopeia

1. Introduction

Reunion Island is a hotspot of vegetal biodiversity where the use of medicinal plant-derived
beverages is documented since the 17th century [1]. To date, 22 plants are referred to in the French
Pharmacopeia; they are traditionally used by the population for their antioxidant, antidiabetic,
hypolipidemic and anti-inflammatory properties. The commercialization of these plants (dry form) for

Antioxidants 2020, 9, 959; doi:10.3390/antiox9100959 www.mdpi.com/journal/antioxidants
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infusion or decoction is based on empirical data, urging for the need to investigate the composition
and antioxidant activity of these herbal preparations.

Eight commercially available medicinal plants were selected for this study according to the
following criteria: (1) wide use in traditional practices in Reunion Island, (2) reported biological
activity: anti-diabetic, antioxidant and cholesterol-lowering properties, and (3) marketability. The
bioactivity and traditional uses of the different medicinal plants is described in the Table S1.

Several ethnopharmacological studies have identified bioactive molecules from medicinal plants
exerting antioxidant and anti-inflammatory activity. These studies put in light the potential of the
use of medicinal plants in the prevention and management of metabolic disorders in which excessive
oxidative stress plays an important role.

Oxidative stress is the consequence of an imbalance between the production of free radicals and
antioxidant defense [2]. An excess of reactive oxygen species (ROS, such as *OH or O,* ) can induce
major damage on the main cell constituents including lipids, proteins, carbohydrates and nucleic acids.
Oxidative stress is known to be a trigger for several signaling pathways, leading to chronic, low-grade
inflammation (production of cytokines, activation of different cell types by increasing the expression
of adhesion molecules for leukocytes, etc.) and thus participating in the etiology of several human
diseases such as diabetes mellitus and obesity [3-6]. In the context of metabolic diseases, oxidative
stress and inflammation are the first signs of cellular dysfunction prior to the onset of symptoms.
For example, in case of intestinal dysbiosis and unbalanced diet, preadipocytes and adipocytes are
subjected to a high metabolic activity. In fact, the excess of energy provided by the diet leads to
an increased stimulation of the energetic metabolism (mitochondrial activity and respiratory chain)
causing overwhelming production of free radicals resulting in a marked oxidative stress. Oxidative
stress can impair preadipocyte differentiation and promotes insulin resistance [7,8].

Several studies have focused on dietary polyphenols [9]. Medicinal plants constitute natural
sources of polyphenols and are commonly used in traditional medicine all over the world. Polyphenols
are secondary plant metabolites with several hydroxyl groups on one or more aromatic rings. They are
omnipresent in the plant kingdom, notably in vascular plants, encompassing more than 8000 identified
components, including simple molecules but also high-molecular weight polymers. Polyphenols are
the most abundant dietary antioxidants as their dietary intake is about 1 g/day [10-13].

Evidence for the role of these abundant dietary micronutrients in the prevention of degenerative
diseases such as Alzheimer’s disease or cardiovascular disease is emerging [14-17]. For example,
various bioactive effects of flavonoids have been investigated, highlighting their anti-inflammatory,
antioxidant, anti-diabetic, cardioprotective and anti-cancer properties via their action on different
enzymes and signaling pathways [18-23]. Moreover, several studies have shown that dietary
polyphenols exert antioxidant activity and display protective effects on erythrocyte oxidative damage
and lipid peroxidation [24-28]. Among the plants selected for this study, some have been described
in the literature while others remain poorly documented, in particular because they are rare and
endemic. Despite their widespread use in Reunion Island, there is a real lack of information on the
chemical composition and biological properties of herbal teas (infusion or decoction) prepared from
these medicinal plants. The goal of this study was to explore the polyphenol composition (qualitative
and quantitative) of eight different Reunion Island medicinal plants and to assess their antioxidant
capacity according to their preparation mode (polyphenol rich extract, infusion or decoction) by
different approaches in vitro and in cell culture.

2. Material and Methods
2.1. Sample Preparation

2.1.1. Raw Material

The following industrial process was applied for the different plant leaves and stems (except for
S. cumini for which dehydrated seed powder was used): trimming, microwave dehydration, grinding
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and packaging in tea bags containing 1 g of dehydrated plant mash or powder. All raw material was
provided by HABEMUS PAPAM Industry. Industrial lots and corresponding GPS coordinates are
provided in Table 1.

Table 1. Industrial lots and raw material cropland localization according to the global positioning system.

Medicinal Plant Industrial Lot GPS Coordinates
Ayapana triplinervis PAY180111 -21.037151, 55.687405"
Hubertia ambavilla FLAM20171127 —21.131021, 55.640708"
Psiloxylon mauritianum FLBPM 20180427 —20.947334, 55.548979"
Dodonaea viscosa FLBA20171106 —21.059596, 55.507404"
Aphloia theiformis FLCE20171106 —21.059596, 55.507404"
Hypericum lanceolatum FLFJ20171016 —21.140988, 55.641630"
Syzygium cumini JAMBLON230617 —20.540390, 55.26290”
Pelargonium x graveolens FLOGE171113 —21.210391, 55.548644”

2.1.2. Polyphenol-Rich Extracts (PRE)

Plant powders were incubated with an acetone/water (70/30) solvent mixture at 4 °C for 90 min
(4 g of plant mash in 20 mL acetone/water). The mixture was then centrifuged at 1372 g, 4 °C for 20
min. The polyphenol-rich supernatant (ranging from 7 to 15 mL depending on the level of solvent
retention by the plant material) was collected and stored at —80 °C until analysis. Each sample was
prepared in triplicate.

2.1.3. Infusions and Decoctions

Infusions were prepared by the addition of one tea bag (containing 1 g of plant mash) to 1 L of
boiling distilled water followed by 15 min of incubation at room temperature (RT). For decoction, one
tea bag was added to 1 L of RT distilled water and kept boiling for 30 min. The tea bags were removed
and the infusions or decoctions were cooled at RT before storage at —80 °C until analysis.

3. Determination of Antioxidant Polyphenol Content in Medicinal Plant Extracts, Infusions
and Decoctions

3.1. Total Phenolic Content

To determine the total polyphenol content of the different samples, the Folin-Ciocalteu test was
used [29]. Briefly, 25 uL of each sample, 125 pL of Folin-Ciocalteu’s phenol reagent (Sigma-Aldrich,
St-Louis, MO, USA) and 100 pL of sodium carbonate (75 g/L) were added to a 96-well microplate and
incubated at 50 °C for 5 min. After cooling for 5 min at 4 °C, the absorbance was measured at 760 nm
(Fluostar Omega, Bmg Labtech, Cambridge, UK). A calibration curve was made using a standard
solution of gallic acid (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, USA). For the polyphenol-rich extracts (PRE), the
total polyphenol content was expressed as g gallic acid equivalent (GAE)/1 g plant mash. For infusions
and decoction, the total polyphenol content was expressed as mg GAE/1 g (=mg GAE/1 L since these
preparations are made at a ratio of 1 g/L)

3.2. Determination of Antioxidant Polyphenol Content in Medicinal Plant PRE, Infusions and Decoctions

Polyphenols contained in medicinal plant PRE, infusions and decoctions were identified by
ultra-high-performance liquid chromatography analysis coupled to diode array detection and
electrospray ionization-mass spectrometry (UPLC-ESI-MS, Agilent Technologies, Les Ulis, France) in
Polyphenols Biotech platform (ADERA, Villenave d'Ornon, France). Briefly, samples were diluted,
filtered on PTFE (0.45 pm) and injected at 1 uL on an Agilent ZORBAX RRHD SB-C18 column (1.8 pm,
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2.1 x 100 mm) for chromatographic separation. The content of the column was eluted with a gradient
mixture of 0.1% formic acid in water (A) and 0.1% formic acid in acetonitrile (B) at the flow rate of 0.3
mL/min, with 1% B at 0-0.4 min, 1-10% B at 0.4-2 min, 10-35% B at 2-6 min, 35-50% B at 6-7 min,
50-70% B at 7-8.8 min, 70-92% B at 8.8-10.8 min, 92-100% B at 10.8-12 min, 100-1% B at 12-15.2 min.
The column temperature was held at room temperature and the detection wavelength was set to 280,
320 and 380 nm. For the mass spectrometer conditions, an electrospray ionization source was used.

4. Evaluation Antioxidant Activity of Polyphenol-Rich Extracts, Infusions and Decoctions from
Medicinal Plants

4.1. Evaluation of the Free Radical-Scavenging Activity: DPPH Assay

Evaluation of the different sample radical scavenging activity on DPPH was performed according
to the method described by Yang et al. with slight modifications [30]. Briefly, 0.25 mM of DPPH
(Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, USA) was diluted in methanol and added to a 96-well microplate
containing plant PRE, infusion or decoction samples. An antioxidant standard of 100 pM vitamin C
(Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, USA) was used as a positive control. After 25 min of incubation at
25°C, the absorbance was measured at 517 nm (Fluostar Omega, Bmg Labtech, Cambridge, UK).
The percentage of free radical scavenging activity was determined based on the optical density (OD)
measured at 517 nm with a spectrophotometer, according to the following formula:

Antioxidant capacity (%) = [(OD negative control — OD sample)/(OD negative control)] x 100

The negative control is DPPH solution supplemented in sample vehicle diluted in methanol
following sample dilution conditions.

4.2. Evaluation of the Protective Effects on Erythrocyte Damage Induced by the Radical AAPH: Hemolysis Test

The capacity of the plant polyphenol-rich extracts (PRE), infusions and decoctions to inhibit free
radical-induced hemolysis was measured as described [26]. Red blood cells were obtained from five
healthy subjects (O + group) at the “French Blood Agency”. Cells were suspended in NaCl (0.15 M) at
pH 7; different concentrations of PRE (1, 5, 10, 25 and 50 uM GAE) were added and hemolysis was
triggered by addition of AAPH (50 mM). Red blood cell hemolysis was followed at 450 nm for 18.5 h at
37 °C using a FLUOstar Optima spectrophotometer (Bmg Labtech). Half time hemolysis (HT50) was
determined with the x-axis value corresponding to ((OD ty + OD endpoint)/2) value of ordinate axis.

4.3. Cell Culture

Mouse 3T3-L1 preadipocytes were obtained from the American Type Culture Collection (ATCC®©,
Manassas, VA, USA). Cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium containing 25 mM
glucose, 10% heat-inactivated fetal bovine serum, 5 mM L-glutamine, 2 pg/mL streptomycin and
0.03 pg/mL penicillin (Pan Biotech, Dutscher, Brumath, France). Cells were maintained in a humidified
5% CO, incubator at 37 °C.

4.3.1. Evaluation of the Medicinal Plant Extracts, Infusions and Decoctions on Cell Viability

LDH Assay

3T3-L1 preadipocytes were seeded at a density of 10 x 10° cells/well for 24 h. Then, cells were
incubated with PRE, infusions, decoctions or 1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, USA) for
24 h. After treatment, the supernatant was collected and LDH assay was performed according to the
supplier’s instructions (Abcam, Cambridge, UK).
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Neutral Red Assay

Cell viability was assessed by measuring the intake of the neutral red as described by Repetto and
colleagues with slight modifications [31]. This test is based on the capacity of viable cell lysosomes
to incorporate neutral red dye. After 24 h of incubation with medicinal plant PRE, infusions and
decoctions, the medium was removed and cells were washed twice with PBS. A Total of 100 uL of
neutral red medium solution (40 pg/mL) was added and the plate was incubated for 2 h at RT. The
medium was removed and the cells were washed twice with PBS. Finally, neutral red destain solution
(49.5% water, 49.5% ethanol, 1% glacial acetic acid) was added and absorbance was read at 540 nm.
Results are expressed as % of control.

4.3.2. Evaluation of the Effects of Medicinal Plants PRE, Infusions and Decoctions on Intracellular ROS
Production by 3T3-L1 Preadipocytes Exposed to H,O,

Intracellular levels of reactive oxygen species were determined by measuring the oxidation
of 2/,7'-dichlorofluorescein diacetate (DCFDA) (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, USA), as previously
described [29]. In a 96-well black plate, cells were seeded at a density of 10 x 10° cells/well and
incubated with cell culture medium containing the different medicinal plant preparations. After 24 h,
cells were washed with PBS and exposed to DCFH-DA (10 uM) for 45 min. After the incubation with
the probe, cells were washed and then incubated for 1 h with or without H>O; (200 pM). ROS were
detected by fluorimetry (Fluostar Omega, Bmg Labtech, Cambridge, UK) at 492 nm for excitation and
520 nm for emission.

5. Statistical Analysis

Data are expressed as means + SEM of three independent experiments performed in triplicate.
Statistical analysis was carried out using GraphPad Prism software (San Diego, CA, USA). Differences
between the means were determined by the Bonferroni test and were considered as statistically
significant for a p value < 0.05.

6. Results and Discussion

This study aimed at evaluating the composition and antioxidant properties of polyphenol-rich
extracts (PRE), infusions and decoctions of eight medicinal plants from Reunion Island:
Aphloia theiformis, Ayapana triplinervis, Dodonaea viscosa, Hubertia ambavilla, Hypericum lanceolatum,
Pelargonium x graveolens, Psiloxylon mauritianum and Syzygium cumini.

6.1. Determination of Polyphenol Content in Medicinal Plant Extracts

6.1.1. Total Phenolic Contents

As reported by Nowicka et al., the total polyphenol content can be used as an indicator of the
antioxidant capacity of the food matrix. In our study, the total polyphenol content of the different
medicinal plants was assessed by using the Folin—-Ciocalteu assay and expressed in g of gallic acid
equivalent (GAE)/g of plant (=GAE/L for infusions or decoctions since they were prepared using a
ratio of 1 g/L) [32].

As shown on Figure 1, polyphenol contents significantly varied depending on the medicinal
plant considered. S. cumini, H. lanceolatum and P. mauritianum extracts exhibited higher concentrations
of polyphenols with, respectively, 7.6%, 5.2% and 4.9% GAE, w/w. Furthermore, these values are
comparable to that of other dietary sources of polyphenols such as star anise, cocoa, spearmint,
rosemary or thyme [33]. Traditional extraction consisting in infusion and decoction provided similar
results, suggesting that these three aforementioned plants contained more polyphenols than the others.
As expected, the decoction procedure allowed a better extraction than infusion (statistical significance
was reached for A. theiformis, S. cumini, H. lanceolatum and P. mauritianum) (Figure 1B). Acetone/water
extraction led to a lower yield than aqueous extraction (decoction/infusion) probably due to a different
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ratio of mash to solvent (4 g/20 mL acetone-water then reduced to about 10 mL of extract for PRE
versus 1 g/1000 mL for decoction and infusion). Traditional preparation is therefore very efficient for

extracting polyphenols.

A. B.
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Figure 1. Total polyphenol content of the 8 medicinal plants depending on the preparation mode.
(A) Medicinal plant polyphenol-rich extracts (PRE); (B) Infusions and decoctions. Polyphenol content
was determined by Folin—Ciocalteu colorimetric assay and expressed as g gallic acid equivalent (GAE)/g
plant. Infusions and decoctions were obtained with a ratio of 1 g plant/L of water, therefore g GAE/g
plant = g GAE/L. Data shown are means + SEM of three independent experiments. *** p < 0.005 as

compared to decoctions.

6.1.2. Polyphenol Composition of Medicinal Plant PRE, Infusions and Decoctions by
UPLC-MS/MS Analysis

Ultra-performance liquid chromatography- tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS) analysis
performed on both infusion and decoction samples of Aphloia theiformis, Ayapana triplinervis, Dodonaea
viscosa, Hubertia ambavilla, Hypericum lanceolatum, Pelargonium x graveolens, Psiloxylon mauritianum
and Syzygium cumini allowed identification of 2 major families of polyphenols: phenolic acids and
flavonoids (Table 2).
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Table 2. UPLC-MS/MS analysis of the polyphenol content of medicinal plant PRE, infusions and decoctions.
— Re';;:‘tion M‘:rl:imillltar [[11\\:.11_-[[]]2—_/ [M-HJ* Assigned Identity Content in pg/mL % of Total Composition
(min) (Di) ” Extract Infusion Decoction Extract Infusion Decoction
34 354 353 Chlorogenic acid isomer 63.6 £0.2 0.40 £ 0.3 0.74 +£0.01 051+£0.00 071+£0.01 1.21+0.02
3.6 370 369 Unidentified / / / / / /
39 354 353 Chlorogenic acid 13379 +£55 718 +0.11 8.02+0.21 1098 +£0.04 1271+0.19 13.06 +0.34
5.0 610 609 Quercetin-hexose-rhamnose 369.8 +4.4 0.54 + 0.01 0.64 +0.01 295+ 0.04 0.6 + 0.02 1.04 +0.02
H. ambavilla 5.2 464 463 Quercetin-hexose 2473.5 +10.5 9.68 + 0.03 11.43 +0.08 19.71 +0.08 17.13+0.06 18.61 +0.13
(54;5.7;5.8) 516 515 Di-caffeoyl quinic acid isomers 4876.5 +24.7 23.34 £ 0.15 25.34+0.20 38.85+0.20 4131+027 41.27+0.32
Di-O-caffeoyl-O-[
5.8 682 681 (hydroxy-oxocyclohe-dienyl)acetyl] 930.5 + 139 434 +0.13 17.50 + 0.32 741+011 7.68+023 6.37+0.26
quinic acid + hydroxy
Di-O-caffeoyl-O-[
(6.3; 6.6) 666 665 (hydroxy-oxocyclohe-dienyl)acetyl] 2280.8 £2.7 10.13 £ 0.16 10.24 + 0.03 1817 +£0.02 1793 +0.28 16.68 +0.06
quinic acid isomers
7.0 650 649 Ineermategy O 178.0 £ 1.1 0.88 = 0.01 1.08+£001 1424001 156+002 1.76+0.02
(hydroxyphenyl)acetyl] quinic acid
(2':?;2?';;5:;'0; 372 371 Caffeoyl glucarate isomers 58.6 + 0.43 1.351 + 0.008 1.359 + 0.006 347+0.03 1255+0.08 13.17+0.07
4.3 534 533 Di-caffeoyl glucarate 69.7 £ 0.6 1.251 + 0.033 1.312 +0.003 413+0.04 11624031 12.72+0.03
610 609 in- -
5.0 S ol Sniescetin }‘ex‘jslfef:;'e"“‘”e orferioyl 4768420 26490009 247240046 2837+012 24614008 23.97+045
A. triplinervis 52 464 463 Quercetin hexose 1929 +£28 1.121 £ 0.015 1.205 £ 0.011 1143 +£0.17 1042+014 11.68+0.11
' 5.5 550 549 Quercetin-hexose-malonate 2327 +1.7 1.303 + 0.007 0.997 +0.034 13.79 £ 010 12.11+0.07 9.67 £0.33
6.0 696 695 Tri-caffeoyl glucarate 2126 +44 1.246 + 0.023 1.278 £ 0.013 1260+ 026 11.58+0.21 12.39+0.13
6.4 194 193 Isoferulic acid or thymohydroquinone 10905, 05 898+0018  079:0018 1120£003 834017 775017
dimethyl ether
10.5 !/ / / Unidentified / / / / / !
6.9 190 191 Ayapin 311+ 04 0.132 + 0.006 0.122 + 0.001 184+002 123006 1.18+0.01
7.5 176 177 Herniarin 2223 +07 0.707 + 0.015 0.671 + 0.004 1317+ 004 657+0.14 6.51+0.04
(2'6;33'50); - 372 371 Caffeoyl glucarate isomers 47 £0.15 0.759 + 0.002 1.434 +0.003 143+0.00 454+0.01 415+0.02
34 354 353 Chlorogenic acid isomer 479+ 0.6 0.331 + 0.005 0.480 + 0.003 1454002 198+0.03 2.66+0.02
(3.7;3.8,4.8) 1152 1151 Procyanidin tetramer type A isomers 646.3 + 247 4.538 + 0.034 5002+0049 1959+008 2715+021 27734027
4.0 354 353 Chlorogenic acid 1862 +29 0.888 + 0.017 0.733 £ 0.008 564+009 531+010 4.06+0.04
4.3 578 577 Procyanidin dimer type B 5485 £ 54 2.431 + 0.035 2.354 +£0.096 16.63 £0.16 1454 +021 13.05+0.53
D. viscosa 4.5 290 289 Catechin or epicatechin 388.0+ 8.7 1.112 + 0.025 1.118 + 0.010 11.76 £+ 026  6.65+0.15  6.20 +0.06
' 4.5 338 337 Coumaroyl quinic acid 1053 +25 0.449 + 0.009 3.557 + 0.044 319+008 269+005 264+0.08
(4.6; 5.0) 864 863 Procyanidin trimer type A isomers 988.9 + 6.25 4.389 + 0.021 5.085 £ 0.05 2998 +0.19 2625+013 28.19+0.27
5.0 610 609 Quercetin-hexose-rhamnose 59.8 £ 09 0.307 + 0.005 0.329 + 0.004 181+0.03 1.84+003 1.82+0.02
5.3 478 477 Quercetin-glucuronide 309+0.5 0.173 + 0.002 0.197 + 0.001 094 +0.02 1.03+0.01 1.09 £0.01
54 624 623 Isorhamnetin-hexose-rhamnose 1754 £ 1.15 0.881 + 0.010 0.991 + 0.005 586+003 526006 549+0.02
5.7 492 491 Isorhamnetin-glucuronide 74309 0.464 £ 0.007 0.525 £ 0.005 225+0.03 277004 291+003
(8.2;9.3;9.5; (416; 330; 454; (415; 329; 453;
9.6;9.7;10.7; 484; 398; 436; 483; 397; 435; Unidentified / / !/ / / /
10.9) 466) 465)

121



Antioxidants 2020, 9, 959 8of21
Table 2. Cont.
£ = . o, e
Plant Re'::lt;on M;Le;cglit‘ltar I[::_.;I]]z _/ [M-HT* Ko Tioveli ol Content in pg/mL % of Total Composition

Gii) (Da) Extract Infusion Decoction Extract Infusion Decoction
35 584 583 Neomangiferin 2431 +05 1.56 + 0.02 1.93 + 0.030 3.59 + 0.01 276 + 035 256 +0.04

3.9 408 407 Iriflophenone-C-hexoside / / o / / /
A. theiformis 42 422 421 Mangiferin 6488.6 + 27.0 54.9 +0.10 734 +£0.30 9571 £ 040 9724+0.18 97231040
(4.4:4.9) 436 435 2 Homomangiferin or 47.6 +0.85 / 0.16 + 0.01 0.71 + 0.01 / 0.21 + 0.00

-methylisomangiferin isomers

5.2 452 451 Aspalatin / i i 7 / /
34 354 353 Chlorogenic acid isomer 598.2 +7.0 4.36 £ 0.04 411 £ 0.06 370+£0.04 406+004 3.71+0.05
39 354 353 Chlorogenic acid 70223 £11.3 54.54 + 0.27 53.17 £ 0.21 4347 +007 5078+0.25 4794x0.19
43 578 577 Procyanidin dimer type B 669.1 +21.9 3.56 + 0.26 433+022 414+014 331+024 390+0.20
44 180 179 Caffeic acid 2405 + 4.5 1.30 + 0.02 2.82 £ 0.07 149003 121+002 254006
4.6 866 865 Procyanidin trimer type B 6423 +9.8 3.09 +0.29 3.51 + 0.07 398+0.06 288+027 3.17+0.06
4.8 1154 1153 Procyanidin tetramer type B 497.8 + 29.6 2.36 + 0.10 2.18 +0.16 3.08 + 0.18 2.20 + 0.09 1.97 £ 0.14
5.0 610 609 Quercetin-hexose-rhamnose 1971 +1.7 1.16 + 0.03 1.17 £ 0.04 1.22 £ 0.10 1.08 + 0.03 1.06 + 0.04
H. lanceolatum (5.2;5.3) 464 463 Quercetin-hexose isomers 1041.8 £ 2.35 6.13 + 0.03 6.90 + 0.04 645+ 002 571+0.04 6.22+0.05
5.5 550 549 Quercetin-malonate-hexose 7472 +7.1 3.75+0.04 3.52 + 0.07 4.62+004 349+004 3.17+0.06
5.7 448 447 Quercetin-rhamnose 4278 +4.9 2.10 £ 0.03 2.36 £ 0.02 2.65 + 0.03 1.96 + 0.03 2.13 +£0.02
(5.7;5.9) 516 515 Di-caffeoyl quinic acid isomers 34403 £ 194 21.61 £0.12 23.00+0.1 213+024 2012+011 20.74=+0.09
6.0 520 519 Isorhamnetin-acetyl-hexose 381+05 0.16 + 0.01 0.21 £ 0.01 024+000 015+£001 0.19+0.01
6.2 500 499 Caffoyl coumaroyl quinic acid 2526 +73 1.50 + 0.05 1.70 £ 0.01 1.56 + 0.05 1.40 + 0.05 1.53 + 0.01
6.4 530 529 Feruoy! caffeoyl quinic acid 153.7 £3.5 0.87 + 0.01 0.99 + 0.03 095+0.02 081+001 0.89+0.03
71 302 301 Quercetin 187.4 + 8.7 0.92 £ 0.01 0.93 +0.03 116 £+0.05 0.01+001 0.84+0.03
(2.9;3.5) 372 371 Caffeoyl glucarate isomers 282+ 0.75 0.227 + 0.004 0.146 + 0.003 1.73+0.05 241+0.04 1.88 + 0.04
45 612 611 Myricetin derivatives 414+11 0.198 + 0.006 0.153 + 0.005 255+0.07 210+0.06 1.97+0.06
47 626 625 Myricetin-rhamnose-hexose 559 +1.1 0.263 + 0.008 0.220 + 0.005 344 +0.07 279+008 2.83+0.06
48 480 479 Myricetin-hexose 103.6 £0.9 0.520 + 0.005 0.425 +0.011 637+0.06 551+005 547+0.14
49 596 595 Quercetin-pentose-hexose 268321 1.574 £ 0.019 1.312 £ 0.010 1651 £0.13 1669 £0.20 16.87+0.13
5.1 610 609 Quercetin-hexose-rhamnose 1223 £2.2 0.761 + 0.008 0.636 + 0.002 752+ 0.14 8.07 + 0.08 8.18 + 0.03
o1 450 449 Myricetin-pentose 434+13 0.184 + 0.009 0.150 + 0.002 267+0.08 195+010 1.93+0.03
P. x graveolens 52 464 463 Myricetin-rhamnose 91.1+07 0456+0.009  0381+0004 560+004 484+010 490005
(5.2;5.3) 464 463 Quercetin-hexose isomers 513.6 £29 3.058 + 0.006 2.558 + 0.009 316+0.18 3243+006 329+0.12
54 594 593 Kaempferol-hexose-rhamnose 164 + 04 0.089 + 0.002 0.067 + 0.005 1.01+002 094+002 0.86+0.06
(5.5;5.6) 448 447 Kaempferol-hexose isomers 112.4 + 0.8 0.655 + 0.004 0.534 + 0.004 507 +0.00 695+0.04 6.87+0.05
55 434 433 Quercetin pentose 189.2 +2.9 1.092 + 0.010 0.877 + 0.004 11.64 +£0.18 1158+ 0.11 11.28 +0.05
5.8 418 417 Kaempferol-pentose 446 £ 0.6 0.252 + 0.003 0.201 + 0.003 274 +0.04 267+003 258+0.04

6.2 318 317 Myricetin / / / !/ / /
7.1 302 301 Quercetin 193 +04 0.090 + 0.002 0.101 + 0.002 1.19 £ 0.02 0.95 + 0.02 1.30 + 0.03
7.7 286 285 Kaempferol 58+02 0.011 + 0.001 0.015 + 0.001 036+001 012+001 0.19+0.01
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Table 2. Cont.
Retenti Molecul -H]- < " i 9 iti
Plant eTei:-. :m v:l:ic‘i‘[ tar M. H]2 _/ M-HJ* Assigned Identity Content in ug/mL % of Total Composition
8 [M-H] : z : N
(min) (Da) Extract Infusion Decoction Extract Infusion Decoction
24 170 169 Gallic acid 210.7 £ 6.8 1.931 + 0.039 6.351 + 0.084 1954 £0.63 21.03+042 27.82+0.37
(2.5;29) 634 633 HHDP-galloyl-hexose isomers 59.5 + 0.8 1.025 + 0.016 2.969 + 0.021 552+ 007 11.16+0.18 13.01+0.18
26 484 483 Di-galloyl-hexose 77+03 0.090 + 0.002 0.143 + 0.003 071+003 098+0.02 0.63+0.01
3.0 igi 932;;;66 Vescalagin/di-galloyl-hexose 30.8 £0.7 0.255 + 0.014 0533+0.009 286+006 278+015 2.33+0.04
3.2 43'57); A 784 783 Bis-HHDP-hexose isomers 63.1+0.7 0.720 + 0.006 1.253 + 0.015 585+006 314+002 141003
S. cumini (3.2;3.6) 802 801 Galloyl tannin isomers 53.1+09 0.775 + 0.010 2583+0.023 492+008 8444011 11324011
934 933/466 ; v 5

34 1418 1417/708 Castalagin/ellagitannin 50.7 £ 0.7 0.623+0.007  0968+0.029 470+006 679+0.08 4.24+0.013
39 1945128 7 41975’,1708 Trisgalloyl-HHDP-hexose/ellagitannin ~ 53.7 + 1.7 0420+0.009  0.662+0.027 498016 457+010 290+0.12
40 1086 1085 Digalloyl-Gallagyl-hexose 97.2+0.85 0.802 + 0.008 1.511 + 0.013 9.01+008 529+013 4.18+0.07
43 952 951 Trisgalloyl-HHDP-hexose 517 £2.3 0.370 £ 0.017 0.814+0.035 479+021 403+019 357+0.15
(4.8;5.0) 434 433 Ellagic acid -pentose isomers 209.1+2.8 1.086 + 0.017 2.039 + 0.033 19.39+026 477 +0.10 3.86 £ 0.19
52 302 301 Ellagic acid 191.0 +3.5 1.083 + 0.038 3.005+0.072 1771+032 11.79+041 13.16+0.32
53 464 463 Quercetin-hexose 166.4 + 6.6 0.796 + 0.026 1.235+0.026  21.74+086 2543+0.83 32.85+0.69
5.7 448 447 Kaempferol-hexose 2749 + 10.6 1.094 + 0.035 1208 £0.053 3591+1.38 3495+1.12 3213+141
6.1 506 505 Quercetin-acetyl- hexose 66.7 + 3.9 0.256 + 0.003 0.283 + 0.015 871 +051 8.18 £ 0.10 7.53 +£0.40
6.4 490 489 Kaempferol-acetyl-hexose 165.3 £ 7.9 0.634 + 0.012 0.662 +0.002 21.59+1.03 2026+0.38 17.61+0.59
P. mauritianum 69 460 459 Kaempferol-acetyl-pentose 132 +04 0.039 + 0.002 0.042 + 0.002 1724005 125+006 1.12+0.05
7.0 474 473 Kaempferol-acetyl-thamnose 49.6 + 1.0 0.219 + 0.005 0.230 + 0.002 648 +0.13 7+0.16 6.12 + 0.06
7.7 286 285 Kaempferol 294 +15 0.092 + 0.006 0.100 =+ 0.005 384+020 294+019 266+013

8.8 488 487 Asiatic acid / / / / / /

(9.2;10.3) (238; 266) (237; 265) Unidentified / / / / / /
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Polyphenol composition was different depending on the plant considered. A. theiformis contained
almost exclusively mangiferin and its derivatives as reported by Dantu et al. [34]. This polyphenol,
widely contained in mangos, is known to exert antioxidant activity and to inhibit both glucose uptake
and carbohydrate metabolism enzymes such as a-glucosidase and (3-glucosidase [35,36]. The presence
of this polyphenol supports the use of A. theiformis for its antidiabetic properties in traditional medicine.
A. triplinervis contains a majority of quercetin glycosides but also specific polyphenols such as ayapin,
ayapanin and thymohydroquinone dimethyl ether, as previously described in the literature [37]. High
concentrations of catechin, procyanidin, quercetin, isorhamnetin and coumaroyl quinic acid were
found in D. viscosa. These polyphenols are mostly flavonoids, recognized for their antioxidant and
anti-inflammatory properties [21,38]. Chlorogenic acid, quercetin hexoses and di-caffeoyl quinic acid
derivatives were detected in H. ambavilla. Hydroxybenzoic acids contained in H. ambavilla also have
an antioxidant and healing potential [14]. Two major types of polyphenols were identified in H.
lanceolatum: phenolic acids such as chlorogenic acid and di-caffeoyl quinic acid and two types of
flavonoid represented by quercetin hexoses and procyanidin isomers. For P. x graveolens, polyphenols
such as caffeoyl glucarate, myricetin, quercetin and kaempferol hexoses were identified. Similarly,
most of the identified polyphenols in D. viscosa belong to the flavonoid family. S. cumini seed powder
extracts exhibited the higher polyphenol content mainly represented by ellagitannins; vescalagin,
castalagin, galloyl-hexoses, HHDP-hexose, galloyl tannin and ellagic acid were detected. This result
highlights differences in polyphenol composition between fruit seeds, skin and pulp; indeed, Tavares
et.al showed that S. cumini skin and pulp mainly contain anthocyanins, flavonols and flavanonols [39].
Finally, P. mauritianum extracts contained quercetin hexoses, kaempferol derivatives and also asiatic
acid. Interestingly, corosolic acid identified by Rangasamy et al. was not detected in our experimental
conditions [40]. This difference may be due to different environmental conditions (temperature, altitude,
biotope).

The main biological activities reported in the literature for the different compound identified in
our eight plant extracts are presented in the Table S2.

Our study shows that the identified polyphenolic compounds are frequently found in human diet
and medicinal plants [13,41] and are known for their bioactivity [10,15,42].

Interestingly, UPLC-MS analysis led to the detection of a wide range of polyphenols in infusions
and decoctions that may constitute the basis of their bioactivity. Indeed, these components, such as
quercetin, chlorogenic acid, gallic acid and kaempferol, that represent about 20 to 40% of the total
polyphenol composition of H. lanceolatum, P. x graveolens, S. cumini and P. mauritianum are known to
exert an antioxidant activity, for example, by limiting ROS production. As reported in detail in Table
52, most of the compounds detected and identified by mass spectrometry have already been described
in the literature for their antioxidant and/or anti-inflammatory bioactivity. Another example is the
composition of A. theiformis extracts; it has been shown that mangiferin and its metabolites represent
more than 95% of the total polyphenol content. Mangiferin may be responsible for A. theiformis
antidiabetic and cholesterol lowering effects traditionally reported for this medicinal plant. In fact,
the bioactivity observed in medicinal plants results from the synergistical or individual action of the
different components identified in aqueous extracts, and particularly polyphenols. Although our study
is intended to test the bioactivity of these eight medicinal plants, our results underline the importance
of studying the polyphenol contents of these extracts. The mode of preparation did not significantly
impact the polyphenol qualitative composition and further investigations are needed to understand
the mechanisms underlying plant bioactivity. (Table 2).

7. Impact of Infusion and Decoction Process on the Antioxidant Polyphenolic Contents

Data presented in Figure 1B show that polyphenol concentrations ranged from 25 to 143 mg acid
gallic equivalent (GAE)/L for infusions and 35-219 mg GAE/L for decoctions. Interestingly, polyphenol
contents of infusions and decoctions (1 g/L) are comparable to that of a chocolate beverage with milk,
soy milk or pure pomelo juice [33]. This result suggests that significant amounts of polyphenols can be
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extracted with water despite a low quantity of plant matrix (1 g/L). Indeed, plant infusions such as tea
or medicinal plants can be prepared with more than 2 g of plant mash/L [43—45]. Statistical analysis
shows an impact of the extraction process (infusion vs. decoction) on the total polyphenol content;
indeed, for A. theiformis, H. lanceolatum, S. cumini and P. mauritianum, the decoction process yielded
higher polyphenol contents. The difference of plant matrix immersion time and exposition at high
temperature between the two modes of preparation can explain this result. Decoction process may
allow the extraction of polyphenols from rigid tissues such as lignified tissues by promoting cell lysis.

7.1. Impact of Infusion and Decoction Process on Antioxidant Activity

7.1.1. DPPH Assay

The free-radical scavenging activity of medicinal plant infusions, decoctions and acetone extracts
was evaluated by the DPPH reduction assay. Data presented in Figure 2 show the percentage of reduced
DPPH in the presence of infusions, decoctions or PRE at different polyphenol final concentrations
(Figure 2A-C).

The results illustrate a dose-dependent antioxidant activity. This antioxidant effect is the result
of the radical scavenging by polyphenol reducing extremities (hydroxyl groups). As described by
Villafio et al., polyphenols can exert antioxidant activity by direct abstraction of phenol H-atom with
the nitrogen of the DPPH or by undergoing an electron transfer to the free radical. The number of
-OH groups available is also an important factor that impacts the antioxidant activity [46]. Infusions
and decoctions demonstrated higher antioxidant activity than observed for vitamin C (100 uM,
used as positive control). Interestingly, at a final concentration of 25 uM GAE, S. cumini infusions,
decoctions and PRE exerted the best free radical-scavenging activity reaching, respectively, 60.5 + 4.1%,
55 + 2.7% and 58.3 + 0.2% (Figure 2D). Overall, the antioxidant capacity of the different medicinal
plant infusions and decoctions, respectively, vary from 27.22 to 60.5% and from 28.5 to 55%, for a final
concentration of GAE fixed at 25 uM. Our results underline that the antioxidant capacity of S. cumini
and P. mauritianum infusions are close to that observed for tropical fruits cultivated in Reunion Island
that exerted radical-scavenging activities showed to reduce by 45 to 58% DPPH oxidation [29]. For a
fixed concentration of polyphenols, a trend towards an improved antioxidant capacity was observed
for decoctions vs. infusions. Statistical significance was reached for A. theiformis and H. lanceolatum at
10 uM GAE and for P. x graveolens and S. cumini at 50 uM GAE (p < 0.05, data not shown).

In Figure 3, results are presented after normalization to the initial 1g/L. concentration of dry plant
powder diluted in water for infusion and decoction, reflecting the herbal tea that a customer would
ingest. Significant differences between antioxidant activity of H. ambavilla, A. triplinervis, D. viscosa
and P. x graveolens infusions vs. decoctions were observed when evaluated without normalization to
polyphenollevels. This result can be linked to the differences of final polyphenol concentrations between
infusions and decoctions. Other plant herbal extracts reached their maximal radical-scavenging activity.

These results are in accordance with the total polyphenol concentrations reported in Figure 1,
suggesting that polyphenol account for most of the antioxidant activity of infusions and decoctions. For
example, A. triplinervis has the lowest polyphenol content and also the lowest radical scavenging activity.
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Figure 2. Antioxidant capacity of medicinal plant PRE, infusions and decoctions using DPPH assay after
normalization to GAE. Dose-dependent antioxidant capacity of PRE (A), infusions (B) and decoctions
(C) at different concentrations. (D) Antioxidant capacity of infusions versus decoctions at 25 uM GAE
final concentration. The radical-scavenging activity was evaluated through the DPPH colorimetric
method at 517 nm. Data are means + SEM of three independent experiments.

126



Antioxidants 2020, 9, 959 13 0f 21

Antioxidant capacity (1g/L): Infusions vs Decoctions

100.. T ***- ) * _ .
235 D .
G § 80-
23S ;
8T so- @8 nfusion
£ x
o I :
T @ 40- — Decoction
% 0O
Lo
b o
28 20
0 .
A ) > ] S O
fb“‘\\\ & & £ rS“)(o ¢ 0&(\ o‘(\\(\
& oy © XN & @ &© &
2 W0 ¢ @ °
: +
¥ ™R Q

Figure 3. DPPH assay comparing infusion and decoction modes based on traditional preparation (1 g
dry powder/L). Data are means + SEM of three independent experiments. * p < 0.5, ** p < 0.01, **p <
0.005 as compared to decoctions.

7.1.2. Evaluation of the Protective Effects of Medicinal Plant PRE, Infusions and Decoctions on Red
Blood Cell Damage Induced by the Radical AAPH

Oxidative stress induces biomolecule damage and alters redox intracellular signaling. Several
studies highlighted the protective effects of polyphenols against oxidative stress. On the one hand,
protective effects of the polyphenols rely on their ability to improve cellular antioxidant response by
promoting the Nrf2 pathway or by stimulating antioxidant enzymes such as glutathione peroxidase
(GPx), catalase or superoxide dismutase (SOD) [47]. On the other hand, the capacity of polyphenols
to act as free-radical scavengers and electron donors give them a protective effect against oxidative
stress [48]. Polyphenols prevent lipid peroxidation and cell membrane damage caused by oxidative
stress [49,50].

Several reports emphasize on the use of medicinal plants and polyphenols to prevent oxidative
stress damage notably in red blood cells [24,51-54]. Oxidative stress affects membrane stability
and fluidity [55]. To reproduce the conditions of an oxidative stress, AAPH was added to purified
human red blood cells. Interactions between red blood cell membrane polyunsaturated fatty acids
and AAPH-derived free radicals leads to membrane rupture and eventually hemolysis (detectable
through a progressive decrease in optical density at 450 nm) [56]. In our study, the ability of plant
preparations to protect red blood cells against oxidative stress was assessed by performing a hemolysis
inhibition test.

Red blood cells exposed to oxidative stress in the presence of infusions, decoctions or PRE,
presented a higher half-hemolysis time. Moreover, the half-hemolysis time was different according to
the plant, the preparation mode and the final polyphenol concentration (Figure 4).

It is important to note that PRE exert high protective effects at 25 uM by increasing the HT50 from
8.01 + 0.16 h (for H. ambavilla) to 11.72 + 0.12 h (for D. viscosa). As previously reported, polyphenols
may prevent hemolysis and thus increase red blood cell half-life [24,26]. As presented in Figure 4, at a
final concentration of 25 uM GAE, half-hemolysis time was prolonged from 2.9 + 0.2 h to 6.9 + 0.1 h for
the infusions, from 2.3 + 0.2 h to 5.8 + 0.1 h for the decoctions and from 1.5 + 0.2 hto 5.2 + 0.1 h for the
PRE. Our results suggest that, whatever the mode of extraction, polyphenols exert a protective effect
on red blood cell damage induced by AAPH. Interestingly, infusions of D. viscosa, H. lanceolatum, P. x
graveolens and S. cumini have a higher protective effect than decoctions.
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Figure 4. Effect of medicinal plant preparation on the half-time hemolysis (HT50) of red blood cells.
Red blood cell hemolysis was induced by AAPH. Optical density at 450 nm was measured every 3
min for 18.5 h. The decrease in optical density indicated the progression of hemolysis. (A) Example of
hemolysis kinetics when red blood cells where co-incubated with AAPH free-radical and D viscosa
infusions at different polyphenol final concentrations. (B) Table summarizing the delayed red blood
cell half-hemolysis time (h) in the presence of medicinal plant preparations (25 uM) depending on
extraction mode. Data are means + SEM of three independent experiments. ** p < 0.01, ** p < 0.005 as
compared to decoctions.

7.2. Impact of Medicinal Plant Preparations on 3T3-L1 Preadipocytes

Preadipocytes are the base of adipose tissue expansion and function; they enable energy storage
by differentiation mechanisms [57]. Protecting preadipocytes from oxidative stress is a major issue to
preserve their functionality and to avoid metabolic disorders such as insulin resistance.

7.2.1. Evaluation of the Impact of Medicinal Plant Preparations on Cell Viability

As described in the literature, medicinal plant extracts may have an impact on cell viability and/or
proliferation [58,59]. Before analyzing the protective effect that medicinal plants could exert on 3T3-L1
preadipocytes exposed to oxidative stress, we checked for their potential impact on cell viability
and proliferation.

As shown in Figure 5, PRE, infusions and decoctions did not have any significant impact on cell
necrosis at physiological (10 uM) and supraphysiological (25-50 uM) concentrations. The percentage
of viable cells relative to controls assessed by neutral red assay did not show any impact of plant
preparations on mortality or cell proliferation. At the doses tested (10-50 uM), our results showed that
PRE, infusions and decoctions were not cytotoxic and did not induce proliferation (Figure 5, Figure 6).
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3T3-L1

preadipocytes were incubated for 24h with polyphenol-rich extracts (PRE) (A), infusions (B) and
decoctions (C). LDH release (%) was measured in the supernatant. Triton X100 (1%) was used to
induce cell necrosis (considered as 100% necrosis). Absorbance was read at 450 nm. The data shown
are means + SEM of three independent experiments *** p < 0.005 as compared to control. LDH:
lactate dehydrogenase (an intracellular enzyme whose release into the extracellular medium reflects
cell necrosis).
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Figure 6. Effects of medicinal plant preparations on 3T3-L1 viability and proliferation. 3T3-L1
preadipocytes were incubated with different medicinal plant extracts: PRE (A), infusions (B) and
decoctions (C). Viability (% Control) was assessed by the neutral red method. Triton X100 (1%) was
used to induce cell necrosis. Results are presented as means + SEM of three independent experiments
*** p < 0.005 as compared to control (Ctrl).

7.2.2. Evaluation of the Protective Effect of Medicinal Plant PRE, Infusions and Decoctions on 3T3-L1
Preadipocyte Intracellular Oxidative Stress in Response to H>O»

Oxidative stress plays a major role on cell dysfunction. As reported by Sies, high concentrations
of hydrogen peroxide can lead to oxidative stress and DNA, protein and lipid damage [60]. ROS
production is associated with important biomolecule and cell damage [61]. Medicinal plant ability to
prevent oxidative stress may allow a control of metabolic disturbances by reducing cell damage and by
limiting the onset of chronic, low-grade inflammation [4,7,61].

As shown in Figure 7, medicinal plant PRE, infusions and decoctions did not have a significant
impact on 3T3-L1 preadipocyte intracellular oxidative stress in basal conditions.

However, results highlight the protective effects of medicinal plants against oxidative stress
induced by H;O,. This protective effect is more pronounced at 25 pM. Unexpectedly, only a few PRE
displayed a significant protective effect at this concentration despite their higher polyphenol diversity as
compared to infusions and decoctions. This suggests that the bioavailability of polyphenols contained
in PRE and water-based extractions is different, being more efficient for infusions and decoctions.
Moreover, the comparative analysis between infusions and decoctions did not reveal any significant
difference that could be due to the preparation mode; both significantly reduced the intracellular ROS
production to the basal level, for all plant tested (Figure S1). It should also be noted that a protective
effect has been observed for most of infusions and decoctions even at a low concentration of 10 uM: H.
ambavilla, D. viscosa, A. theiformis infusions and H. ambavilla, D. viscosa, A. theiformis, P. x graveolens, S
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cumini and P. mauritianum decoctions to totally inhibit ROS production induced by H,O, at 10 uM
GAE. These results point out the importance of the antioxidant activity of medicinal plant bioactive
compounds that are known to exert peroxide inactivation leading to a protective effect on oxidative
stress damages (mitochondrial stress, activation of redox signaling, cell death) [60,62].
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Figure 7. Effects of medicinal plant preparations on intracellular oxidative stress of preadipocytes
exposed to H;O,. 3T3-L1 preadipocytes were incubated for 24 h with PBS, polyphenol-rich extracts
(PRE) (A), infusions (B) and decoctions (C) at different concentrations (10-25 uM). DCF fluorescence
was measured after 45 min of incubation with 2’,7’-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA), followed
by 1 h of incubation with PBS + of H,O, (200 pM). Data shown are means + SEM of three independent
experiments. ### p < 0.005 as compared to PBS alone (left histograms) * p < 0.05, ** p < 0.01, **p <
0.005 as compared to controls (PBS alone, left histograms or HyO», right histograms).
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8. Conclusions

Medicinal plants from Reunion Island represent an interesting nutritional approach for the
prevention or treatment of metabolic disorders resulting from oxidative stress and inflammation. First,
medicinal plants preparations contain a large amount of bioactive polyphenols that enable them to
exert an important antioxidant activity. This has been evidenced by the ability of herbal preparations to
scavenge DPPH and AAPH radicals. Second, medicinal plant preparations showed protective effects
on preadipocyte intracellular oxidative stress production subjected to H;O, stimulation.

The preparation mode did not have a significant impact on the medicinal plant protective effects
except for red blood cell lysis where infusions were significantly more efficient than decoctions. One
limitation of our study is that we analyzed plant extracts, which implies a mixture of several antioxidant
compounds at different concentrations acting alone or in synergy. Further investigations would be
needed to investigate the individual contribution of each component to the global antioxidant activity.
In addition, depending on environmental conditions, industrial process (drying, milling, conditioning)
and extraction method, the composition of plant herbal tea may slightly vary from one preparation
method to another, but the main components and biological function should be globally similar.

These results scientifically support the potential of the traditional use of Reunion Island medicinal
plant preparations (infusions or decoctions) for limiting oxidative stress, involved in metabolic disorders
and associated complications.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2076-3921/9/10/959/s1.
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SUPPLEMENTARY DATA

Table 1 - SUPPLEMENTARY DATA: Reported bioactivity of the 8 selected medicinal plants

Aphloia theiformis

Aphloia theiformis belongs to the aphloiaceae family; its leaves, barks and roots are widely used as herbal beverage.
This plant is found in East Africa, Madagascar, Mascarene and Seychelles areas. Aphloia theiformis was
traditionally known and used for treatment of digestive disorders in young children [1], treatment of fever, stomach
pain and albuminuria [2], for blood pressure lowering [3], as a dewormer [4] and for its photoprotective properties
[5]. In the context of metabolic diseases, 4. theiformis is used for its antidiabetic and cholesterol lowering properties

[6].

Ayapana triplinervis

Ayapana triplinervis is a well-known asteraceae from Brazil. Also known as Eupatorium triplinerve, this plant was
traditionally used in India in case of pain and inflammatory disorders [7,8]. In Mauritius Island, this plant is usually
prepared as a decoction for children stomach pain, diarrhoea, colitis and vomiting symptoms [9]. Introduced in
Reunion Island in the 1800s, herbal beverages with Ayapana triplinervis leaves were used for their antiemetic
properties and protective effects against dysentery and digestive problems. The essential oil of 4. triplinervis and
its major component the thymohydroquinone dimethyl ether was recently reported to exert anti-viral activity against
Zika virus. [10,11]

Dodonaea viscosa

This indigenous plant of Reunion Island can be found in subtropical regions of South Africa, South America, Asia
and Oceania. Traditionally used as depurative, beverage against renal colic, kidney stones, osteoarthritis, gout and
rheumatism, this plant showed interesting antimicrobial, antioxidant, anti-inflammatory, analgesic and anti-ulcer
activity [12]. In the context of metabolic disorders, the use of D viscosa was found to have antispasmodic,
antidiarrheal and antidiabetic actions [6].

Hubertia ambavilla

This endemic asteraceae of Reunion Island is traditionally used to improve blood circulation, to prevent diabetes,
eczema, wounds, rheumatism, itch, asthma and ulcer. It has been described for its antioxidant properties [13,14].

Hypericum lanceolatum

This endemic hypericaceae of Reunion Island is traditionally prepared for preventing fever, cystitis, bad blood
circulation and dysmenorrhoea but also for its antioxidant and antimicrobial activities [ 14-16].

Pelargonium x graveolens

This plant is commonly used for its antioxidant, haemostatic, anti-inflammatory anti-eczema, and anti-rheumatism
activities but also as analgesic and skin astringent. This geraniaceae rich in essential oil is also known to have
antidiabetic and antioxidant properties [17,18].

Psiloxylon mauritianum

This endemic psiloxylaceae can only be found in Reunion and Mauritius Islands. Known for its contents in asiatic
and corosolic acids, this plant was firstly described as a treatment for amenorrhea and dysentery with diuretic, anti-
inflammatory, depurative and cholesterol-lowering properties [2].

Syzygium cumini

This plant is probably the most studied of our selection; it belongs to the myrtaceae family and is used in Brazil,
Reunion Island, India and Asia as an antidiabetic agent and has been described to exert antioxidant activity.[19,20]
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Table 2 - SUPPLEMENTARY DATA: Reported bioactivity of the main polyphenols detected

in medicinal plant polyphenol rich extracts (PRE), infusions and decoctions.

Component

Plant

Bioactivity

Mangiferin

Aphloiol

Aphloia theiformis

Prevents disorders in skin regeneration [21]
Action on key enzymes associated with type 2 diabetes complications
[22]

Inhibition of metabolic enzymes (acetylcholine esterase, cholesterol
esterase, glycogen phosphorylase a) and angiotensin (1) converting
enzyme [22]

Antioxidant capacity [23,24]

Cardioprotective effects [25]

Impairs Zika virus attachment to host cell surface[10]
Anti-chikungunya activity [26]

Prevent red blood cell lysis [2,27]

Caffeoyl glucarate

Ayapana triplinervis,
Pelargonium x graveolens,
Dodonaea viscosa

Modulation of pro-inflammatory response to LPS [28]

Coumarin derivatives Ayapin

Herniarin

Thymohydroquinone dimethyl

Ayapana triplinervis

Antinociceptive, antioxidant effects [8]

Protection against DNA damages [29], anti-inflammatory activity [30],
anti-cancer [31]

Inhibition of zika virus [11]

ether
Ayapana triplinervis,
Dodonaea viscosa, Hubertia Antihypertensive effects [32], anti-obesity effects [33], neuroprotective
Qusrostiii ambavilla, Pelargonium x effects and antioxidant activity [34], antidiabetic effects [35],

graveolens, Psiloxylon
mauritianum,, Hypericum
lanceolatum

cardiovascular protective effects [36], chemopreventive potential [37],
anti-inflammatory effects [38]

Chlorogenic acid

Dodonaea viscosa, Ayapana
triplinervis, Hubertia
ambavilla

Antioxidant activity [39], Anti-inflammatory effects [40], Anti-obesity,
improves lipid metabolism [41]
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Procyanidins

Hypericum lanceolatum,
Dodonaea viscosa

Inhibitory effects on a-amylase [42], anti-inflammatory activity by down-
regulating macrophage polarization [43], insulin sensitizer in adipocytes
[44], reduces liver fibrosis, over-deposition of extracellular matrix and
angiogenesis [45], modulation of gut microbiota and impact on Non
Alcoholic Fatty Liver Disease and Diet induced-obesity [46]

Catechin

Dodonaea viscosa

Protection against oxidative stress [47], prevention of infectious diseases
[48], antioxidant activity [49,50]

Epicatechin

Dodonaea viscosa

Antioxidant activity [50], reduces blood pressure [51], protects beta cell
activity [52], protective effects on steatosis and insulin resistance [53]

Isorhamnetin

Hypericum lanceolatum,
Dodoenaea viscosa

Protection against cardiac hypertrophy [54], ameliorates metabolic
disorders [55], hepatoprotective effects [56], anti-inflammatory effects
against LPS stimulation [57], prevention of oxidative stress induced by

H0; [58]

Coumaroyl quinic acid

Dodonaea viscosa

Antioxidant activity [55], anti-inflammatory effects by inhibition of
NF«B [59], peroxynitrite-scavenging effects [60]

Kaempferol

Psiloxylon mauritianum,
Pelargonium x graveolens

Antioxidant activity [61,62], anti-inflammatory properties [63],
cardiovascular protective effects [64—66], prevent red blood cell lysis
induced by Reactive Oxygen Species [67], anti-cancer action [68]

Myricetin

Pelargonium x graveolens

Cardioprotective effects [69], anti-inflammatory activity [70,71],
antidiabetic activity [72], protection against metabolic disorders [73]

Gallic acid

Vescalagin

Castalagin

Galloyl tannins

Ellagic acid

HHDP (hexahydroxydiphenic
acid)

Syzygium cumini

Antioxidant and neuroprotective agent [74], anti-inflammatory effects
[75], impact on metabolism and insulin resistance [76,77], protection
against oxidative stress [78]

Potential in chemotherapy [79,80], action on insulin resistance [81],
down regulation of lipid profile and glycemia [82]

Effects on osteoclastogenesis [83]

a-glucosidase inhibitory activity, cholesterol lowering [84]

Antioxidant, anti-inflammatory effects [85-87], cardioprotective effects
[88,89], protection against oxidative stress [11]

Anti-inflammatory activity [90] moderate lipase inhibition activity [91]
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Caffeic acid

Hypericum lanceolatum

Reduces oxidative stress [92-94] metabolic effects on hepatic steatosis
[95], anti-inflammatory effects [96,97]

Asiatic acid

Psiloxylon mauritianum

Anti-inflammatory effects [26,98—100], protective effects against
oxidative stress damage [101-103], cardioprotective effects [42,104]

Caffeoyl quinic acid

Hypericum lanceolatum,
Hubertia ambavilla

Antioxidant activity [105,106]
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Figure 1 SUPPLEMENTARY DATA: Comparative study of the protective effect of
medicinal plant infusions and decoctions at 25 pM GAE final concentration in response
to H>0:. 3T3-L1 preadipocytes were incubated with medicinal plant infusions and decoctions.
DCF fluorescence was measured at 492 nm for excitation and 520 nm for emission. Data shown
are means = SEM of three independent experiments ### p<0.005 as compared to control (PBS

alone, or H>0y).
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Discussion et perspectives

Les travaux présentés dans I’article 1 constituent une premiére approche quant a 1’évaluation
du contenu en polyphénols des plantes médicinales traditionnellement utilisées a La Réunion.
L’analyse des extraits hydroacétoniques a révélé, d’une part, la présence de polyphénols dans
toutes les plantes médicinales étudiées (avec des teneurs allant de 9,8 mg d’acide gallique
¢quivalent (GAE) / g de plante a 75,8 mg GAE / g de plante séchée). D’autre part, les plantes
médicinales les plus riches en polyphénols, comme le Jamblon (S. cumini), le Fleur Jaune (H.
lanceolatum) et le Bois de Péche Marron (P. mauritianum) présentent des teneurs en
polyphénols comparables a celles d’aliments riches en polyphénols comme 1’anis étoilée, le
romarin et le thym (J Pérez-Jiménez et al., 2010). Les concentrations en polyphénols contenus
dans les tisanes varient de 24 a 143 mg d’acide gallique équivalent (GAE) / L pour les infusions
etde 352219 mg GAE /L pour les décoctions. Un meilleur rendement d’extraction est observé
pour les décoctions. Ce résultat s’explique notamment par une durée de préparation plus élevée
que pour I’infusion, laissant alors davantage de temps de contact entre le broyat de plantes et

I’eau.

Nous avons pu comparer les teneurs en polyphénols des infusions d’Ambaville (H. ambavilla)
et de Fleur Jaune (H. lanceolatum) avec celles indiquées dans la littérature Morel et al., (Morel
et al., 2017) pour un procédé de décoction différent de nos conditions expérimentales (3 g de
plante / 50 mL d’eau désionisée ; température finale : 60°C - 5 min), les teneurs en polyphénols
relevées étaient de 19,67 g GAE / L pour I’Ambaville (H. ambavilla) et de 6,4 g GAE / L pour
le Fleur Jaune (H. lanceolatum). 1l est possible d’observer que pour une concentration en plante
60 fois plus ¢élevée que dans notre étude (60 g/ L vs 1 g/L), les teneurs en polyphénols extraits
de la plante médicinale H. ambavilla sont plus de 3 fois supérieures a celles de H. lanceolatum.
En comparant ce résultat a celui de notre étude, deux hypothéses sont envisagées :

e La différence de composition en polyphénols au sein méme de la matiere végétale (plantes
provenant de terroirs différents)

e La différence du procédé de transformation utilisé : dans notre étude, I’extraction des
polyphénols d’H. lanceolatum a ét¢ optimisée en utilisant un temps d’extraction plus long
(30 min). En revanche, ’extraction des polyphénols d’H. ambavilla a ét¢ limitée par la
quantité de broyat de plante utilisée (1 g/ 1L). Il est possible que I’extraction utilisée par

Morel et al., n’ait pas permis une extraction optimale des polyphénols issus d’H.
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lanceolatum en raison d’une plus faible durée de cuisson. Ainsi, les polyphénols issus de la
matrice végétale la plus « fragile » (H. ambavilla) ont rapidement été extraits, contrairement
a ceux de la seconde matrice (H. lanceolatum) plus rigide, dont les cellules n’ont pas été

lysées aussi efficacement (Morel et al., 2017).

Ces premiers résultats ont mis en avant la présence de quantités importantes de molécules
bioactives dans les préparations de plantes médicinales, dans les conditions d’utilisation
traditionnelle (tisanes) ou non (extraits riches en polyphénols). Dans notre étude, le procédé de
transformation permettant une meilleure extraction était la décoction. Ce mode de préparation
est utilisé traditionnellement a La Réunion pour la préparation de tisanes a base d’écorces, tiges

ou tissus végétaux rigides (dont I’extraction des principes actifs s’avere plus difficile).

L’identification des polyphénols présents dans les différentes plantes a été effectuée par
spectrométrie de masse. Des polyphénols largement décrits par la littérature pour leur
bioactivité ont été identifiés : la quercétine, I’acide chlorogénique, les procyanidines (A et B),

le kaempférol ou encore la mangiférine.

La composition en polyphénols est différente selon la plante meédicinale considérée. Par

exemple, pour le Change Ecorce (4. theiformis), la mangiférine et ses dérivés représentent plus

de 98% des composés détectés. Pour le Fleur Jaune (H. lanceolatum), les flavonoides

(quercétine et dérivés, isomeres de procyanidine) et les acides phénoliques (acide

chlorogénique, acide di-caffeoyl quinique) sont majoritaires. D’autres plantes médicinales

présentent essentiellement des polyphénols issus d’une seule grande famille, par exemple :

e Les flavonoides (quercétine, kaempférol et dérivés) pour le Bois d’Arnette (D. viscosa),
I’Ayapana (4. triplinervis), le Géranium rosa (P. x graveolens) et le Bois de Péche Marron
(P. mauritianum).

e Les acides phénoliques pour I’Ambaville (H. ambavilla) et le Jamblon (S. cumini).

Des polyphénols rares et spécifiques a certaines especes, comme 1’ayapanine, 1’herniarine (4.

triplinervis) ou encore ’acide asiatique (P. mauritianum) ont été détectés (parfois sous forme

de traces).

La composition en polyphénols observée pour Ayapana (4 triplinervis), Ambaville, Fleur

Jaune, Géranium, Jamblon et Change Ecorce est en accord avec les données de la littérature.

Cependant, certains composés comme 1’acide corosolique (pour le Bois de Péche marron), la

santine (pour le Bois d’Arnette) n’ont pu étre détectés dans les préparations de plantes
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effectuées au Laboratoire. Ces différences peuvent étre dues aux différences d’environnement
(terroir, climat), de préparation des extraits (solvants utilisés, procédé de transformation, masse
de plante) ou encore aux méthodes de détection utilisées (spectrométric de masse,

chromatographie) (Morel et al., 2017; Picot et al., 2017; Ulla et al., 2017).

De maniére générale, I’analyse en spectrométrie de masse a permis ’identification de différents
types de polyphénols dans les préparations a base de plantes médicinales. Les procédés de

transformation n’ont pas eu d’impact sur la nature des polyphénols qui ont été identifiés.

L’activité antioxydante des préparations de plantes médicinales a été évaluée dans un premier
temps selon leur capacité a réduire un radical libre (DPPH). Nos résultats montrent que les
principes actifs contenus dans les plantes médicinales exercent une activité antioxydante et ce,
quel que soit le procédé de transformation utilisé (infusion, décoction ou extraits riches en
polyphénols). Ce résultat est en accord avec les données de la littérature ayant souligné le
potentiel antioxydant des huit plantes choisies dans le cadre de notre étude (Biswas et al., 2012;
Mothana et al., 2010; Poullain et al., 2004; Priya et al., 2017). Les plantes médicinales ayant
présenté une activité antioxydante élevée quel que soit le mode de préparation utilisé sont le
Jamblon (S. cumini), le Bois de Péche Marron (P. mauritianum) et le Géranium rosa (P. x
graveolens). La capacité des préparations a réduire le radical libre dépend de la concentration
finale en polyphénols. Aucune différence significative n’a été observée entre les infusions et
les décoctions pour une méme concentration donnée (25 uM). Cependant, I’évaluation des
activités antioxydantes des infusions et décoctions sans standardisation de la concentration en
polyphénols a mis en évidence une activité antioxydante significativement plus €élevée pour les
décoctions d’Ambaville (H. ambavilla), Ayapana (4. triplinervis) et (P. x graveolens). Ce

résultat s’explique notamment par des teneurs plus élevées en polyphénols dans les décoctions.

L’analyse de I’impact de la présence de tisanes et d’extraits vis-a-vis de la lyse des globules
rouges humains soumis a un stress oxydant (AAPH) a montré que toutes les préparations de
plantes exercent un effet protecteur. De fagon intéressante, 1’inhibition de la lyse des globules
rouges s’est révélée étre significativement plus élevée pour les infusions de Bois d’ Arnette (D.
viscosa), de Fleur Jaune (H. lanceolatum), de Géranium rosa (P. x graveolens) et de Jamblon
(S. cumini) prolongeant respectivement le temps de demi-vie des globules rouges de 6,98 +

0,17;3,77+ 0,33 ; 6,35+ 0,32 et 5,25+ 0,16 heures.
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Aucune cytotoxicité n’a été mise en évidence sur les préadipocytes en présence des infusions,

décoctions ou extraits riches en polyphénols. D’autre part, I’analyse de la production de ROS

intracellulaires par les préadipocytes murins soumis au stress oxydant a montré que :

e Toutes les préparations de plantes réduisent significativement la production de ROS
intracellulaires associée a la présence de peroxyde d’hydrogene

e Les tisanes exercent un effet protecteur plus élevé que les extraits riches en polyphénols.
Ce résultat peut s’expliquer par une meilleure biodisponibilité des polyphénols issus d’une
extraction aqueuse. Parmi les tisanes, davantage de décoctions exercent une activité

antioxydante et ce a des concentrations de 10 uM

Cette bioactivité observée sur les modeéles in vitro peut s’expliquer par la présence de
polyphénols connus pour avoir exercé des effets protecteurs dans les mémes conditions
expérimentales. Cette hypothéese est confortée par les travaux menés par Hatia ef a/., au sein du

Laboratoire (Hatia et al., 2014).

Un point important a noter dans notre cas est que la bioactivité observée lors de cette étude
n’est pas exclusivement expliquée par la présence de polyphénols dans les plantes médicinales.
En effet, les préparations de plantes ont fait ’objet d’une analyse en spectrométrie de masse
ciblant spécifiquement les polyphénols, cependant d’autres composés comme les terpenes,
vitamines, alcaloides et stérols pourraient aussi étre présents dans les plantes et étre a I’origine

d’une activité antioxydante.

Dans le cadre de notre étude, des standards de polyphénols (quercétine, acide caféique et acide
gallique) ont été utilisés dans un premier temps comme témoins positifs pour les différentes
expérimentations (données non présentées dans D’article). Les différentes activités
antioxydantes observées pour ces standards sont inférieures a ce qui est observé pour les
préparations de plantes. Par exemple, pour le test d’inhibition de la lyse des globules rouges,
I’augmentation du temps de demi-vie des globules rouges en présence de quercétine (25 puM)
est de 4,20 = 0,41 h alors que pour I’infusion de P. x graveolens (25 uM) (contenant
majoritairement de la quercétine et des dérivés de quercétine) celle-ci est de 6,35 £ 0,32 h. Ce
résultat peut suggérer I’implication d’autres composés (hors polyphénols) responsables de
I’activité antioxydante observée. La forme (glycosylée ou non) sous laquelle les polyphénols

sont présents a aussi son importance et pourrait expliquer cette différence. Il aurait été
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intéressant de réaliser ce test avec un standard de mangiférine composant majoritaire des
préparations d’A. theiformis afin de déterminer I’impact d’un polyphénol et de ses dérivés sur
I’activité¢ antioxydante. Ce résultat peut suggérer I’implication d’autres composés (hors
polyphénols) responsables de I’activité¢ antioxydante observée. La forme (glycosylée ou non)
sous laquelle les polyphénols sont présents a aussi son importance et pourrait expliquer cette
différence. Il aurait été intéressant de réaliser ce test avec un standard de mangiférine composant
majoritaire des préparations d’A. theiformis afin de déterminer I’impact d’un polyphénol et de

ses dérivés sur I’activité antioxydante.

Aussi, il n’est pas exclu que les polyphénols présents dans les préparations de plantes réagissent
de facon cumulée ou synergique, comme le suggérent différentes études (Cirico & Omaye,

2006; Gong et al., 2020; Saucier & Waterhouse, 1999).

Pour conclure, ces travaux ont mis en évidence la présence polyphénols connus pour leur
bioactivité dans les préparations de plantes médicinales (infusions, décoctions et extraits riches
en polyphénols). Une activité antioxydante a été observée pour toutes les préparations de
plantes quel que soit le procéd¢é de transformation utilisé. Cette activité antioxydante est en
partie expliquée par la présence de polyphénols (détectés lors de I’analyse en spectrométrie de
masse). Les résultats obtenus constituent une premiere approche ayant permis d’évaluer la
bioactivité des plantes médicinales préparées selon un procédé de transformation traditionnel

ou non.
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Article de Revue

Date de soumission : prévue pour fin Décembre 2020 — Version DRAFT présentée

dans ce manuscrit.
Objectifs

Les monocytes/ macrophages jouent un réle majeur dans la survenue et la progression de
I’athérosclérose. 11 est possible de les considérer comme des facteurs initiateurs de
I’athérosclérose (notamment au moment de la migration des monocytes vers la 1ésion) mais
aussi comme des facteurs aggravants (lors de leur transformation en cellules spumeuses et leur
participation a la formation du cceur nécrotico-lipidique (Moore et al., 2013; Takahashi et al.,

2002).

Dans cet article de revue, une discussion est menée sur la véritable contribution de ce type
cellulaire dans ’athérosclérose. En effet, un autre type cellulaire présent constitutivement dans
la paroi des arteres, les cellules musculaires lisses, semble tout aussi impliqué dans cette

pathologie.

Au travers de cette revue seront confrontés deux visions mettant en avant soit I’implication des

macrophages, soit celle des cellules musculaires lisses dans le processus d’athérosclérose.
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Abstract: Macrophages represent a cell type that has been widely described in the context of
atherosclerosis since the earliest studies. However, their role, long considered to be major in the
onset and aggravation of atherosclerosis, is currently proving to be controversial dueto more recent
discoveries involving another cell type that is a major constituent of the arterial walls: smooth
muscle cells (SMCs). In thisreview, we will discuss the potential involvement of each of these two
cell types in atherogenesis and later complications. Are macrophages the main actors of
atherosclerosis? Could SMCs, described as second row playersin theformation of atheroma, finally
take the center stage in atherosclerosis? Is there only one culprit? Or is the crime the result of a
collective action?Evidencefor theinvolvement of macrophages and SMCswill be examined, aswell
as possible biases introduced by animal models.

Keywords: Macrophages; Smooth muscular cells; Atherosclerosis

1. Introduction

In the world, cardiovascular diseases represent about 31% of total death, constituting the first cause
total mortality [1]. Atherosclerosis is the major cause of cardiovascular disease and stroke. At the
origin of thisprocess: a progressive accumulation of lipidsand fibrous componentswithin the arterial
intimaleading to their stiffening and eventually to their obstruction [2].

First, endothelial stress and the accumulation of cholesterol-rich lipoproteins containing
apolipoprotein B in the subendothelial space trigger an immune and inflammatory response,
promoting the recruitment of monocytes (macrophage precursors). Secondly, after their
differentiation into macrophages, these cells participate in the clearance of the excess of LDL-
cholesterol. Accumulation of LDL in the subendothelial area favors their oxidation and their
subsequent unregulated uptake by macrophages (via the scavenger receptors), leading to the
formation of lipid-laden cells called "foam cells".

The omnipresence of monocytes and macrophages in the literature at all stages of atherosclerosis
suggests that this cell typeis predominantly involved in this pathology. However, the central role of
these cells in plaque formation and progression tends to be controversial. Unlike macrophages,
vascular smooth muscle cells (VSMCs) are thought to prevent plaque rupture by means of their
stabilizing properties of the fibrous cap [3]. Several recent studies using lineage-tracing techniques
pointed at VSMCsand VSM C-derived cells as major contributors of atherosclerosis from early to late
stages [4].
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The purpose of this review is, on the basis of bibliographical data, to evaluate the role of macrophages
and SMCs in atherosclerosis. In this work, we wanted to highlight the different arguments in favor
of the involvement of each cell types at the different stage of atherogenesis.

At the beginning of atherosclerosis

Everything starts in the circulatory system. In a context still not very conducive to atherosclerosis, a
first stress occurs at the level of the endothelium of the arteries: the shear stress. This stress is due to
a set of mechanical phenomena (vortices, vortex) related to the blood flow at the curvatures of the
arteries [5]. This "endothelial shear stress" is at the origin of a first disorganization of the endothelial
cells. Despite their polygonal shape allowing them to adapt to a modified blood flow, endothelial
cells located at the bifurcation zones are strongly impacted by mechanical stresses [6]. In this context,
the endothelium is therefore more permeable to low-density lipoproteins (LDL). In case of
hyperlipidemia, high blood levels of LDL-cholesterol (LDL-C) will promote their passage across the
endothelium and their subsequent interaction with the extracellular matrix. This accumulation of
cholesterol-rich lipoproteins in the subendothelial space will favor their modification by reactive
oxygen species (ROS) and enzymes (lipases and myeloperoxidase). Modified LDL particles (in
particular oxidized LDLs) will not be endocytosed by the regulated LDL-receptor pathway, but via
scavenger receptors whose expression are not subjected to negative feedback loop. The formation of
foam cells constitute the first step of early atheromatous lesions called fatty streaks [2].

Endothelial cells, responding to these stress conditions (presence of oxidized LDLs, shear stress,
reactive oxygen species), initiate the secretion of cytokines (TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8) [7,8], chemokines
(CCL2,CX3CL1) [9-11] and express adhesion molecules (ICAM-1, VCAM-1) [12].This primary
defense reaction aims at promoting the recruitment of leukocytes that play an important role in the
development and exacerbation of atherosclerosis.

Monocytes as initiators of atherosclerosis

The implication of monocytes has been described as a risk factor for cardiovascular diseases, notably
for coronary heart disease [13]. Dyslipidemia (including hypercholesterolemia) is a risk factor of
atherosclerosis as it promotes LDL-C accumulation within the arterial wall [14]. Studies on animal
models showed that hypercholesterolemia was associated with an increase in circulating monocytes
and then would promote the aggravation of atherosclerosis [15]. Moreover, their presence in
atherosclerotic lesions has been described in both humans and animal models [16-18]. Indeed,
monocytes are reported to initiate the atherosclerotic process via different steps: rolling, adhesion,
activation and migration through the activated endothelium.

Monocytes come from the differentiation and proliferation of hematopoietic stem and multipotential
progenitor cells (HSPCs) from the bone marrow. Studies show that cellular environments associated
with rheumatoid arthritis or hypercholesterolemia enhance HSPC differentiation into myeloid cells
(monocytes and neutrophils) [19-21].

Monocytes can be categorized according to glycoproteins expressed at their membranes. Monocytes
that will differentiate into macrophages express the high levels of the glycoprotein Ly6C (lymphocyte
antigen 6C "Ly6Chig"" in mice) known as CD14 humans (CD14+CD16-) and will actively contribute to
atherosclerosis in contrast to monocytes expressing low Ly6C levels and CD14+1ewCD16* for humans
[22,23]; Ly6Chish and CD14+CD16- are considered as precursors of M1 macrophages producing
inflammatory cytokines and leading to foam cell formation whereas Ly6Clw and CD14+ewCD16*
were described as resident and patrolling cells, responding to infections, producing high levels of
anti-inflammatory cytokines and able to remove damaged cells from the vasculature [24-26]. Recent
studies put in light the conversion of monocytes Ly6Chigh into Ly6Clow [27-29], an important process
that may lead to atherosclerosis regression [30].
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The trafficking of monocytes to the damaged area of the endothelium is regulated by interactions
between secreted chemokine (C-C motif) ligands (CCLs) and chemokine (C-C motif) receptors
(CCRs) present at the cell surface. Each monocyte subset has a different phenotype: CX3CR1lv and
CCR2high are associated with inflammatory monocytes (Ly6Chish; CD14+CD16" ) whereas CX3CR1high
and CCR2Pw are associated with resident monocytes [31]. It was described that CXC3CR1 expression
is stimulated by CCL-2 and leads to higher adhesion of monocytes [32]. On the other side CCR2
determines the number of Ly6Chigh cells and has an impact on the release of monocytes from the bone
marrow even if it is not required for the monocyte migration [33].

Different models of CCLs or CCRs deficient mice put in light the role of these proteins in the
monocyte recruitment and the development of atherosclerosis. For example, CCR2-/- mice showed a
delay in clearance after an intramuscular injection of LDL-c (suggesting that CCR2 is essential in
monocyte migration to the lesion) [34]. CX3CR1-/- apoE -/- mice model showed an impaired survival
of Ly6Clow monocytes and enhanced atherosclerosis [35]. Furthermore, studies done after inhibition
of CCL2, CX3CR1 and CCRS5 in apoE-/- mice highlighted the contribution of CCL2, CX3CR1 and
CCRb5 in the monocyte accumulation process and their impact on monocyte differentiation [36,37].
Another experiment done by Gu et al. showed that CCL2 depletion in LDL-/- was associated with
reduced lipid depositions (less 83%) in the aortas [38].

After reaching the damaged/activated endothelium, monocytes roll to the lesion by interacting with
the P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1) that can bind with P, E or L-selectins [39]. Other
interactions, in particular with endothelial adhesion molecules contribute to monocyte anchoring and
transendothelial migration. Indeed, the integrin-type cell adhesion molecules, leukocyte function-
associated antigen (LFA-1) and very late antigen (VLA-4) respectively bind to intracellular adhesion
molecule (ICAM-1,2,-3) and vascular cell adhesion molecule (VCAM-1) or fibronectin [40,41].
Recent in vitro studies showed the implication of «a-2,6 sialyltransferase 1 (ST6GAL1) in
atherosclerosis related transendothelial migration [42].

In brief, in the atherosclerosis context, high levels of cholesterol and cytokines produced by the
endothelium stimulate the production of two main subset of monocytes from the bone marrow. One
of these subsets is known to be a precursor of an atherosclerosis aggravating phenotype of
macrophages. Monocytes following the chemokine signalling roll, adhere and pass through to the
activated endothelium.

“First come, first served! At the early stage of atherosclerosis, monocytes are recruited into
endothelial lesions. It would be rational to think that these macrophages precursors, the first arrived
on the scene, not only play a second row in atherosclerosis “

Vascular Smooth Muscle cells and early atherosclerosis

VSMCs form the medial layer of arteries and are responsible for arterial contractility by expressing
contractile proteins including alpha-smooth muscle actin (xSMA) and smooth muscle myosin heavy
chain (SMMHC or myosin 11 (MYH11)) [43,44]. VSMCs also secrete extracellular matrix (ECM)
proteins such as elastin, collagens and proteoglycans which can modulate the elastic properties of
large arteries [3]. VSMCs also strongly contribute to diffuse intimal thickening (DIT) of human
arteries throughout the years but this process begins already in utero and is universally present at the
age of 2 [45,46]. DIT is thought to be a crucial step of lipid retention in early atherosclerosis as it occurs
predominantly in atherosclerosis-prone arteries [47,48]. Interestingly, while medial VSMCs are
elongated and spindle-shaped, VSMCs in DIT are less elongated and display a cobblestone
morphology [49]. Moreover, DIT VMSCs have more synthetic organelles such as rough endoplasmic
reticulum and ribosomes [50].This is consistent with the fact that DIT is abundantly composed of
VSMC-derived secretory products such elastin and proteoglycans. In contrast, DIT lacks
macrophages [46,51]. Atherogenic apoB100-containing lipoproteins such as LDLs enter the DIT and
bind to the negatively-charged carbohydrate chains of VSMCs-derived proteoglycans via their
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137  positively-charged apoB100 or apoE molecules [52-54]. As the first cells facing the arrival of blood
138  lipids, synthetic DIT VSMCs undergo lipoprotein uptake. In vitro studies showed that synthetic
139 VSMCs were more efficient to bind and accumulate lipoprotein cholesterol than contractile VSMCs,
140  resulting in a higher propensity to become foam cells [4,55,56].

141  Owing to chronic lipid deposition into the arterial wall, DIT can progress to pathological intimal
142 thickening (PIT) akin to an early atheromatous lesion [4]. At this stage of atherosclerosis, several cell
143 types including endothelial cells, platelets, and inflammatory cells release proinflammatory
144 mediators leading to an irreversible phenotype switch of VSMCs from quiescent contractile to
145  proliferative- and synthetic-macrophage like cells [57,58].

146 VSMCs migrate from the media the intima, acquire a synthetic and phagocytic phenotype, and thus
147  largely contribute to PIT, fibroatheroma and late atherosclerosis. According to the original “response-
148  to-injury” hypothesis of atherogenesis, this migration of phenotypically-switching VSMCs occurs in
149 part as a wound healing mechanism by overexpression of ECM components including proteoglycans
150  [59]. However, many studies highlighted also a role of VSMC-derived cells in plaque growth and
151 rupture.

152 VSMC phenotypic switch is modulated by transcription factors including myocardin (MYOCD) and
153 its cofactor serum response factor (SRF), the two main mediators driving the SMC contractile
154 phenotype [60,61], and Kriippel-like factor (KLF4) which is not expressed in contractile VSMCs.
155  Wang et al showed that together, MYOCD and SRF form a ternary complex over the CArG-box
156  elements located on the promoter region of genes coding for contraction-related protein [60]. In
157  contrast, KLF4 promotes phenotypic transition of VSMCs by inhibiting MYOCD/SRF interaction in
158  response to mediators like platelet-derived growth factor PDGF BB [62], oxidized phospholipids [63],
159 cholesterol loading [64], interleukin (IL) 1-f [65], or in response to environmental changes related to
160  cell-cell and cell-ECM interactions [66]. For example, in healthy conditions, a basal laminae composed
161  of proteins such as collagen IV or laminin surrounds medial VSMCs and limits their growth [67].
162  During early atherosclerosis the degradation of this basal laminae leads to increased interactions
163 between VSMCs integrins and collagen I/III of interstitial matrix [68]. Consistent with this, Kappart
164 et al. demonstrated that integrin inhibition reduces neointima formation induced by VSMCs
165  migration in vivo [69].

166 “First come, first served indeed! Despite macrophages are thought to be play the role of initiators of
167  fatty streaks, VSMCs are naturally present in both medial and intimal layers. Moreover, as major
168  cells of DIT, VSMCs and their secretory products involved in early lipid retention seem to be crucial
169  for the atherogenesis.”

170 At the origin of foam cell formation: Macrophages or SMC?

171  Atherosclerotic lesion is an environment where oxidative stress and inflammation occur. Through
172 the contact with subendothelial ox-LDL-c, monocytes undergo proliferation, development and
173 differentiation to macrophages influenced by environmental factors including the granulocyte-
174  macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) and the chemokine CXC ligand 4 (CXCLA4) [70-72].

175  Depending on environmental conditions (presence of cytokines, LPS, oxidized lipids), monocyte
176  differentiation may result in different macrophages phenotypes. For example, the better known
177  phenotypes M1 (induced by T-helper 1 / Th1 cytokine signature ) and M2 (induced by T-helper 2 /
178  Th2 cytokine signature) macrophages respectively involved in atherosclerosis progression or
179  resolution and some less known atheroprotective phenotypes (HA-mac ; M(Hb) ; Mhem) carrying
180  out haemoglobin, cholesterol and erythrocyte clearance [73]. As a general observation studies on
181  humans and mice put in light two major populations of macrophages: the M1 phenotype, sensitive
182  to interferon, TNF-a and LPS, known to secrete high quantities of pro-inflammatory cytokines, and 154
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183  the M2 phenotype, influenced by the cytokines IL-4 and IL-13, is more associated with the anti-
184  inflammatory reaction [74,75]. The term “polarization” is commonly used in reference to their ability
185  to switch to the other phenotype [74]. For instance, M2 macrophage polarization was described as
186  mediated by the Stat6 pathway [76]. Oxidized LDL-c (ox-LDL) present in the atherosclerotic lesions
187  also promotes monocyte differentiation into pro-inflammatory macrophages involving PPARy
188  expression [77]. Although the mechanisms of action of macrophages have been described, there is
189  still a real paradigm on their classification [78-80].

190  “An important point to note in the aggravation of atherosclerosis is this "cellular distress” caused
191 by a massive secretion of cytokines leading to the dysfunction and death of the surrounding cells. At
192 the origin of this phenomenon are the so-called "pro-inflammatory” macrophages. Depending on
193 their level of differentiation, macrophages could aggravate or delay the progression of
194 atherosclerosis. But what about VSMCs? ”

195  VSMC-foam cell formation

196  Due to the expression of macrophage-specific markers by synthetic VSMCs [81], the contribution of
197  VSMC-derived foam cells to all plaque foam cells has long been underestimated or even ignored.
198  VSMCs are now suggested to be the major cellular site of lipid accumulation leading to subsequent
199  stages of atherosclerosis. First evidence is that VSMCs, unlike macrophages, contribute to initial lipid
200  retention in the intima of atherosclerosis-susceptible arteries in utero as well as in infants and children
201 [45,46,82]. VSMCs also contribute significantly to the foam cell population in advanced plaques of
202 adults [48]. A major study from Allahverdian ef al. revealed that in human coronary artery sections
203 atleast 50% of total intimal foam cells were SMC derived and that about 40% of CD68+ cells were of
204 VSMC rather than myeloid origin [83]. They also showed that ABCA1 expression was significantly
205  reduced in VSMC-foam cells but not in macrophages-foam cells suggesting that VSMCs might
206  contain a much larger burden of lipids in atherosclerosis as they display an inability to release excess
207  lipid via ABCA1 [83]. In line with this observation, a recent study found that TNF ligand-related
208 molecule 1A (TL1A), a vascular endothelial growth inhibitor reducing neovascularization, was able
209  to inhibit the development of atherosclerosis by regulating VSMC- (but not macrophage-) foam cell
210  formation by activating ABCA1, ABCG1 and cholesterol efflux by a liver X Receptor (LXR)-
211  dependent signalling pathway [84].

212 Several studies reported mechanisms and processes by which VSMCs may accelerate foam cell
213 formation in atherosclerosis. First, the secretory properties of intimal synthetic VSMCs contribute to
214  ECM formation by an increased proteoglycan production [45]. ApoB100-containing lipoproteins
215  including LDL particles are retained and modified within the proteoglycan network built by VSMC
216  via hydrophobic interactions [85,86]. In vitro studies showed that VSMCs-foam cell formation can
217  occur irrespective of oxidative [87] or enzymatic [88] LDL modifications. However, enzymatic
218  modification of LDL appears as a more potent stimulus than oxidative modification in terms of
219  VSMCs-foam cells formation [89].

220  Unlike the early stage of DIT during which VSMCs are the only lipid-laden cells of intima, later stage
221  lesions contain macrophages-foam cells derived from activated monocytes [48]. In vitro study from
222 Vijayagopal et al. of VSMC-macrophage coculture showed that direct cell-cell contact significantly
223  increases both cholesterol accumulation and synthesis in VSMCs [90]. A more recent report from
224 Weinert et al. demonstrated that this cell-cell interaction might in part involve lysosomal transfer of
225  cholesterol from macrophages into VSMCs [91] which furthermore increase their phagocytosis
226 activity. Interestingly, Niu et al. also showed that extracellular vesicles released by macrophage foam
227  cells could promote VSMC migration and adhesion via ERK and Akt kinases phosphorylation [92].
228  However, the authors did not investigate whether such extracellular vesicles were also able to
229  promote VSMCs foam cell formation. In contrast, an early investigation reported that VSMCs were
230  able to phagocyte cholesterol ester-rich droplets isolated from macrophage foam cells in a metabolic 155
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231  activity-dependent manner [93]. A more recent study confirmed that macrophages were able to
232 transfer surplus cholesterol toward adjacent VMSCs even in the absence of HDL or ABCAL at the cell
233 surface of macrophages [94].
234 “All recent investigations including lineage-tracing studies that can accurately estimate the number
235  and the origin of each cell type in plaques consent that VSMCs are the principal contributors to form
236 foam cells at all stages of atherosclerosis.”
237
238  The scavenger receptors expression, a step towards foam cell formation
239  Foam cell presence is described at the early stages of atherosclerosis [95]. These cells are the result of
240  an excessive and unregulated engorgement of modified cholesterol-rich lipoproteins (including ox-
241  LDL) by macrophages [96]. It has been shown that ox-LDL also triggers surface expression of
242 “scavenger receptors” such as scavenger receptor A (SRA), lectin-like oxidized LDL receptor-1 (LOX-
243 1), cluster of differentiation (CD) 36 (CD 146 and CD 68 for humans) leading to foam cell formation
244 [97-100]. In vitro studies also put in light the close link between Toll-like receptors (TLR) pathway
245  and foam cell formation argued in particular by the improvement of lipid accumulation in presence
246 of bacterial lipopolysaccharide (LPS) [101-103].This uptake, in contrast with the LDL receptor
247  mechanism, has no feedback control [104]. Nonetheless, scavenger receptors don’t only play a role in
248  oxidized lipoprotein uptake, but they also act as lipid sensors [105].
249  The main scavenger receptors involved in atherosclerosis are presented in Table 1.
250 Table 1. The main scavenger receptors involved in atherosclerosis
Cell . .
Receptor Stimulus Function References
type
Scavenger
-LDL upt 11 tosi
receptor-Al Visfatin, ox-LDL Ox foalrfczlﬁef’oiinaifgf OstS [106-108]
(SR-A1)
ST Ox-LDL, ER stress
Lectin-like ¢ ¢ R
oxidized LDI.  modified lipoprotein, ox-LDL uptake, %nhlb_ltlon [109-112]
i macrophage migration,
receptor-1 advanced glycation . ‘ 1t i
LOX-1) improve foam cell formation
( end-products (AGEs)
Ox-LDL uptake, cytokine
& OX_LPI_" ox- release, NLRP3 inflammasome
o0 CD 36 phospholipids, IL-34, o ) [106,107,113,114]
= - activation, improve foam cell
a, visfatin
g formation
g Ox-LDL uptake, contributes to
CD 68 Ox-LDL ) . [115,116]
inflammation
Foam cell formation,
CD 146 Ox-LDL . [117]
macrophage retention
TLR4 Ox-LDL, LPS,‘ Mediates inflammatory [118-120]
saturated fatty acids response
Nii:i(;ihz;e Native or modified
& LDL (acetylated, Ox-LDL uptake [121,122]
receptor -1 oxidized
(MSR-1)
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SMC

Scavenger Ox-LDL uptake, foam cell
Phorbol esters, .
receptor-Al ROS. ox-LDL formation [123,124]
(SR-A1) ’ ’
Free fatty acids (Oleic  Free fatty acid and ox-LDL
CD 36 _ , [125]
acid), ox-LDL uptake, Foam cell formation
Scavenger Intracellular Cholesterol ester uptake, apoB
N . [126,127]
Receptor BI/II cholesterol content containing lipoproteins,
Lectin-like
LPS, TNF-a, IL-1b
idized LDL ’ ’ ’ M liferati -LDL
oxidize IFN-y, ox-LDL, shear SMC proliferation, ox . [110,128]
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Ox-LDL uptake is followed by an enzymatic degradation in the late endosome/lysosome to form free
cholesterol and fatty acids [129]. Free cholesterol can be reconditioned in cholesteryl esters by the
acylCoA cholesterol acyltransferase-1 (ACAT-1) and stocked in the endoplasmic reticulum. In
homeostatic conditions, cholesterol efflux may occur via neutral cholesteryl ester hydrolase (NCEH)
activity and free cholesterol transfer to ATP-Binding Cassette A1 (ABCA1), ABCG1 and scavenger
receptor B1 (SR-B1). However, atherosclerosis context is associated with unbalanced lipid contents
and promotes scavenger receptors expression to the detriment of cholesterol efflux mediators
[130,131]. This unregulated lipid uptake and their partial degradation in the lysosomes, leads to
endoplasmic reticulum (ER) stress mediated by unfolded protein response (UPR) and activation of
“cholesterol-induced apoptosis” (involving caspases, Jun-N-terminal stress activated protein kinases
(JNK), and the transcription factor CHOP) [132-134].

Nevertheless, red blood cells also constitute another substrate for foam cell formation. Indeed,
glycophorin from the erythrocyte membrane is recognized by macrophage scavenger receptors.
Beyond that, traces of erythrocytes at different stages of atherosclerosis (intimal thickening, fibrous
cap atheroma, neovascularization, intraplaque hemorrhages) would argue their implication in
promoting plaque initiation, progression, instability and rupture [135,136]. As a result, it is possible
that the cholesterol responsible in foam cell formation may also come from damaged erythrocytes
degradation by macrophages [137,138].

“- What can be added to this? The conclusion seems undeniable: the macrophages already present in
large numbers in the fatty streak undergo the processes of plaque clearance. Unfortunately this
unregulated uptake of cholesterol that is only partially degraded in the lysosomes leads them to
transform into foamy cells a well-known driver of atherosclerosis.

-Macrophages are not the only cell type with scavenger receptors. Indeed, VSMCs are also able to
transform themselves into foamy cells! “

CD36 is a major receptor for ox-LDL uptake by macrophages. Matsumoto et al. reported that certain
but not all primary human aortic VSMCs were able to express CD36, suggesting a clonal difference
between them [139]. During the same year, Ricciarelli and Azzi indicated that Vitamin E
downregulated CD36 expression by reducing its promoter activity and led to a parallel reduction of
ox-LDL uptake by human aortic VSMCs [140]. More recently, Xue et al. reported that hyperglycaemia-
induced foam cell formation in VSMCs was mediated by CD36-related ox-LDL and associated with
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increased oxidative stress and with the activation of the NF-«xB pathway [141]. In addition to its LDL-
C uptake capacity, CD36 is also able to induce VSMCs-foam cell formation by the uptake of free fatty
acids such as oleic acid [125]. CD36 is likely the most important scavenger receptor in VSMCs as
antisense oligonucleotides to CD36 mRNA are able to inhibit the uptake of fluorescent ox-LDL up to
80% [124].

VSMC-foam cells display several types of scavenger receptors involved in excess lipid loading. Like
macrophages, SR-AI is present on VSMCs of both rabbits [142] and humans [143] atherosclerotic
lesions. In human VSMCs, EGF and TGF-beta 1 together stimulate SR-Al activity in presence of either
IGF 1 or PDGF BB [144]. Pitas’ group showed that SR-AI mRNA expression in VSMCs was
upregulated by redox-sensitive transcription factors such as NFKB activating protein-1 c-Jun and
CCAAT enhancer-binding protein beta in presence of ox-LDL and ROS was correlated with
cyclooxygenase-2 expression and calcium flux [123,145,146]. Although SR-Al is a key receptor in the
uptake of LDL by macrophages, its involvement in the total cholesterol burden in VSMC appears to
be negligible [147].

LOX-1 is present on VSMCs cell membrane and its expression is increased in human atherosclerotic
lesions in response to ox-LDL and proinflammatory cytokines such as TNF-a, IL-1 and IFN-y
[148,149]. Hypertension and high blood cholesterol also induced LOX-1 expression in VSMCs
[150,151]. Mukai et al. reported that heparin-binding EGF (HB-EGF) significantly increased LOX-1
expression and Ox-LDL uptake by promoting phosphorylation of ERK, p38 MAPK and Akt in
VSMCs [152].

The scavenger receptor for phosphatidylserine and ox-LDL (SR-PSOX) is a transmembrane
chemokine also known as CXCL16 present on human aortic VSMCs cell surface [153]. The increase
in SR-PSOX levels at the cell surface of VSMCs is upregulated by IFN-y and followed by an
intracellular accumulation of ox-LDL [154]. Although this SR-PSOX has been identified as being
responsible for ox-LDL uptake by VSMCs, studies are lacking to decipher the role of this receptor in
the formation of VSMCs-derived foam cells.

Additional receptors such as receptors for advanced glycation end products (RAGE) [155], P2RY12
receptor [156] or LRP1 [157,158] have recently been suggested to be key mediators of VSMCs-derived

foam cell formation but further investigations are needed to clarify their influence in atherosclerosis.

“Image evidence, there could indeed be a phenotypic change in VSMCs that can be observed by
immunohistology!”

Our histological analyses on human carotids with atherosclerotic lesions showed areas where VSMCs
present both the smooth muscle actin alpha (alpha SMA) specific in addition to the scavenger receptor
CD 68 generally expressed by macrophages. Our results presented in Figure 1 suggest a phenotypic

change in smooth muscle cells and their contribution to foam cell formation.
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Towards the necrotic core formation

Under the influence of various environmental factors such as cholesterol levels or high concentrations
of cytokines secreted by smooth muscle cells, macrophages trigger apoptosis and secondary necrosis.
Foam cells, damaged cells and debris constitute the necrotic core [2]. The development of the necrotic
core is also mediated by phagocytes efferocytosis. Consequently, early lesions display more effective
efferocytosis as compared to vulnerable plaques because of the lower number of apoptotic cells
[159,160]. At this stage of atherosclerosis, the implication of macrophages seems undeniable, both
by their presence at the very initiation of atheroma and by their contribution to inflammation and

necrotic core formation.

Senescence is a natural protective mechanism leading to cell division blockage to prevent
transmission of defects to progeny cells [161]. However, intimal foam cell senescence mediated by
DNA damage, mitochondrial deterioration or oxidative stress is deleterious at all stages of
atherosclerosis [162]. In line with this observation, the telomere erosion observed in atherosclerotic
plaques [163] probably induced by repeated cell divisions of clonal VSMCs could activate their
senescence [4,164]. Moreover, a recent in vitro study from Wang et al. showed that VSMCs senescence
promotes plaque formation and exhibits marked effects on the fibrous cap and necrotic core. They
also showed that these negative effects were blunted by reduced DNA damage induced by the
expression of telomeric repeat-binding factor-2 (TRF2) in cultured VSMCs as well as in mice [165].
80xoG DNA glycosylase I (OGG1) is a base excision repair enzyme which displays anti-
atherosclerotic properties [166] Shah et al. showed that the necrotic core and total atherosclerosis area
were reduced in ApoE-/- mice expressing a VSMC-restricted OGG1 version compared with ApoE-/-
mice deficient in OGG1 [167], suggesting a major role of VSMCs senescence in necrotic core formation

irrespective of macrophages.

In addition to senescence, cell death including programmed apoptosis of VSMCs is a major event in
pathophysiology of atherosclerosis [164]. Several studies from Clarke et al. showed that VSMC
apoptosis alone increases necrotic cores volume of both developing and established plaques in apoE-
/- mice [168,169] whereas macrophages apoptosis appear to induce necrotic core growth only in
established plaques [170]. Furthermore, the potent efferocytosis capacity of human VSMCs is
significantly reduced by ox-LDL in vitro or hyperlipidaemia in vivo compared with macrophages
apoptotic cells [171,172]. This inefficient apoptotic-cell phagocytosis of VSMCs results in secondary
necrosis and the subsequent release of pro-inflammatory mediators further aggravating the
pathogenicity [172]. All these studies suggest that VSMCs can promote necrotic core development by

at least two distinct mechanisms involving both their apoptosis and reduced efferocytosis capacity.

“0Of mice and men”

First analysis of human atherosclerotic lesions was done by Virchow in the 1800’s. In his description
of the “Vertical section from a sclerotic plate in the aorta in process of fatty degeneration”, Virchow
revealed the presence of proliferating cells, vascular smooth muscle cells (“spindle shape cells”) and
foam cells (“fatty degeneration”) at the advanced stage of atherosclerosis (Cellular Pathology as

based upon physiological and pathological histology - Rudolf Virchow - Page 359). This observation
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constituted the first description of macrophage related. Almost a century later, Jonasson et al., showed
the predominance of macrophages in the different parts of human atherosclerotic plaque by
immunohistochemistry. Macrophages represented 23.9 +/- 3.7 % of the fibrous cap and 60.3 +/- 5.1 %
of the necrotic core showing their undeniable role in atherosclerosis [173]. To understand the
mechanisms of lipid uptake by macrophages in atherosclerosis, Goldstein et al., explored the
esterification of cholesterol in different cell types (macrophages or fibroblast) in presence of extracts
from human atherosclerotic plaques. Their results showed that macrophages were the only cell type
that took up the aortic extract and triggered cholesterol storage/esterification [174]. New
technological approaches by mass cytometry (CyTOF) highlighted the different clusters and subsets

of macrophages such as “resident-like”,” pro-inflammatory”, “anti-inflammatory”, involved in foam

cell formation” or “involved in cholesterol efflux” [175,176].

While the first animal model of atherosclerosis was developed on rabbits, the use of murine models
has enabled the study of the implication of macrophages in atherosclerosis [177]. Models involving
bone marrow transplantation as Linton’s in 1995 and Herijers in 1997 have introduced the hypothesis
that macrophages derived from hematopoietic cells play a crucial role in atherosclerosis. In these
pioneering experiments in the field of atherosclerosis, ApoE-/- and LDLR-/- mice were irradiated and
respectively transplanted with ApoE+/+ and C57BL/6 wild type bone marrow. In the two experiments
results showed a modulation of the lipid profile with downregulation of levels of circulating
cholesterol [38,178]. Bone marrow transplantation and mouse chimeric models are broadly used to
assess the role of macrophages in atherosclerosis. This can range from the study of macrophages pro-
inflammatory phenotypes to the study of their metabolic profile. For example, Kennedy et al.
highlighted the contribution of CCL3 in the aggravation of atherosclerosis on an LDLR-/- mouse
model transplanted with bone marrow from CCL3-/- donors [179]. In another study, Kubo et al.
showed the enhancement of atherosclerosis in LDLR-/- mice that received bone marrow from mice
with defective Fas-ligand expression (Ipr mice) [180]. Other studies such as those of Nong et al. and
Yu et al. have shown the importance of macrophage metabolism in the aggravation of atherosclerosis
notably by the functions of hepatic and lipoprotein lipases promoting foam cell formation and the
expression of apoE involved in cholesterol efflux and SRB-1 expression [181,182]. Furthermore, the

use of murine models allowed the exploration of macrophage subsets in atherosclerosis [183,184].

The implication of VSMC in atherosclerosis was established in the 1960’s following their
identification in both normal and injured arteries of rats, rabbits and humans by electron microscopy
[185-187]. Most plaque cells including a large part of the abundant foam cells were therefore already
thought to be SMC-derived exhibiting an altered phenotype [188]. The further development of
immunohistochemistry has provided a clearer clue of the importance of each cell type in different
sections of atherosclerotic early or advanced plaques. Numerous studies showed that DIT and fibrous
cap was mainly constituted of spindle-shaped cells positive for the anti-SMC monoclonal antibodies
(anti-desmin, whereas most of the lipid and necrotic core cells including foamy cells were positive
for the anti-macrophage monoclonal antibody [173,189-192]. However, some of these studies pointed
at the limits of such methodology as many specific VSMC markers such as desmin and YPC 1/3.12
are not expressed on the entire VSMC population [173,190]. In addition, several investigations

revealed that VSMC can also express myeloid and lymphoid origin cell markers such as CD68 and
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HLA-DR [64,193,194] leading to probable misinterpretations of histological sections of atherosclerotic
plaques in the past. Recently, the development of an elegant methodology for the lineage tracing of
VSMCs in animal models allowed them to precisely investigate the fate and role of VSMCs
throughout the different phases of atherosclerosis [81,195,196]. This methodology relies on labelled
probes targeting VSMC-specific gene promoters such as MYH11 and TAGLN14 enabling an
unambiguous in vivo tracing of both VSMCs and VSMC-derived cells during atherogenesis [195,197].

Unlike macrophages that stem from bone marrow, VSMC are naturally present in the intima of the
artery wall. Consequently, most animal studies on VSMCs consist in investigating their behavior after
a previous vascular injury-induced lesion. ApoE-deficient mice are the gold-standard model for the
investigation of atherosclerosis in vivo. Despite mice arteries are not composed of DIT which mainly
consists in VSMCs in humans' atherosclerosis prone arteries, a recent study showed that VSMCs
contribute to the majority of total foam cells in both WT and apoE—/- SMC lineage-tracing mice,
suggesting that despite structural differences between humans and mice arteries, VSMCs play a
central role in atherosclerosis in humans and murine models [198]. However, further investigations
are needed in order to evaluate the contributions of VSMCs in other in vivo models such as rabbits

and rats.

Arterial remodelling after vascular injury such as in atherosclerotic plaques leads to VSMC migration
and proliferation towards the intima [199]. In line with this observation, clinical interventions such
as percutaneous angioplasty can sometimes lead to rapid restenosis due to damages on the arterial
endothelium [200]. In 1972, Stemerman & Ross established an in vivo model in order to investigate
the arterial remodelling after vascular injury [201]. Arteries of non-human primates were exposed
and cannulated with an intravascular balloon catheter to induce endothelial denudation and were
then analysed by electronic microscopy. The migration of VSMCs from the media to the intima as
well as their subsequent proliferation were observed within 4 days after injury. After 28 days, the
injured intima consisted of multiple layers of VSMCs surrounded by collagen and elastic fibres. The
similarities of this in vivo model of vascular injury to the early stages of atherosclerosis have allowed

the role of SMCs in the development of atherosclerosis to be further investigated [201].

The limits of experimentations on animal models

Animal experimentation presents a particular interest in the context of the study of atherosclerosis.
It allows the study of different influential factors in atherosclerosis such as the impact of the mutation
of several genes or the impact of a diet on a population sharing the same intestinal flora (limitation
of the influences of the environment and dietary habits). In addition, it allows ex vivo analysis (for
example immunohistology) at early stages of atherosclerosis and can also permit to approach
atherosclerosis in different ways (accelerated atherosclerosis models by proximal middle cerebral
artery occlusion MCAO, or carotid abrasion) [202,203]. The study of Yin et al., was designed to
determine and compare the lipid profile of different animal models to a common lipid profile of

Human dyslipidemia (Figure 2) [204].
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Figure 2. Lipid profiles of different animal models according to Yin et al.,
Among the profiles obtained, those of diabetic rhesus is the one that comes close to the human
dyslipidemia profile. However, the rapid reproduction, the cost and the ability of the model to

develop atherosclerosis are additional arguments in favor of the use of the murine model [205,206].

However, while the predominant circulating form of cholesterol in humans is LDLc, the major
cholesterol-transporting lipoprotein in mice is HDL, likely owing to the absence of cholesteryl ester
transfer protein (CETP) in mice. Beyond the strong differences between both humans and WT mice
lipoprotein metabolism, other substantial differences between human and mice atherosclerosis are to
be noted. Although in both humans and mice atherosclerosis appears to develop in regions with
disturb blood flow, the primary sites of atherosclerosis in mice are the carotids and aorta, not the
coronary arteries. Also, DIT is a major feature of pre-atherosclerosis in humans but is not present in
mice. Plaque rupture followed by thrombosis is the main cause of heart attack in humans but is very

rare in mouse models [207,208].

From formation to destruction of the fibrous cap: the crucial role of macrophages

During the necrotic core expansion, a second structure can be observed on the luminal side of the
intima: the fibrous cap. Composed of macrophages and SMC extracellular matrix proteins (type L, 111,
IV and V collagen, elastin), this intimal thickening plays a determinant role in the atherosclerosis fate

[209-211]. In fact, mechanical stress (shear stress, high lipid accumulation), and endogenous factors

163



Biomedicines 2020, 8, x FOR PEER REVIEW 14 of 35

493  (proteinases, abundance of macrophages, low population of SMC, low synthesis of collagen)
494  contributes to the thinning of the fibrous cap and promotes its rupture [212,213].

495  Macrophage-derived matrix metalloproteinases (MMPs) have long been observed in human
496  vulnerable atherosclerotic plaques and described as a factor promoting the destabilization of the
497  fibrous cap [214,215]. The type of secreted MMPs depends on macrophage phenotype and
498  environmental factors. For example, MMP-1 (collagenase-1), MMP-3 (stromelysin) and MMP-9
499  (gelatinase B) can be produced under the influence of ox-LDL, NF-«xB activation or in response to
500  growth factors [216,217]. An imbalance between metalloproteinases production from macrophages
501  and levels in tissue inhibitors of MMPs (TIMPs) dramatically leads to atherosclerosis aggravation
502 [218,219]. Furthermore, recent studies showed the implication of macrophages metalloproteinases
503  (MMP-8, MMP-9) on SMC proliferation and differentiation into osteoclasts suggesting that
504  macrophages would probably orchestrate SMC responses [220,221]. Macrophages and monocytes are
505  described as the major source of protease nexin-1 (PN-1) a serine protease inhibitor (serpin) that may
506  regulate the lesion fate [222,223].

507

508  The degradation of the fibrous cap is one of the elements at the origin of the rupture of the atheroma
509  plaque. This effect is largely due to the activity of metalloproteinases secreted by macrophages,
510  however, it should be noted that the type of macrophages is also a factor influencing plaque rupture.
511 For example, it has been shown that greater concentrations of macrophages expressing CD68,
512  CD1lc¢t were found in patients suffering from symptomatic acute ischemic attack while
513  asymptomatic patients showed greater amounts of macrophages expressing CD163+ [224]. Analysis
514 by Virmani et al., demonstrated the influence of macrophages in the context of vulnerable plaques:
515 Thin Cap FibroAtheroma (TCFA) and ruptured plaques. Macrophages respectively constitute 14 +/-
516  10% and 26 +/- 20 % of TCFA (n=15) and ruptured plaques (n=25) whereas SMC represented 6.6 +/-
517  10.4 % and 0.002 +/- 0.004 % [225,226]. Furthermore, other studies put in light the correlation between
518  macrophages-derived-monocytes with the presence of ruptured plaques in patients suffering from

519  coronary artery disease [227,228].

520
521 VSMCs are indissociable of fibrous cap formation and rupture
522 The chronic deposition of LDLc into the intima results in pathological intimal thickening followed

523 Dby fribroatheroma characterized by the formation of the fibrous cap surrounding the necrotic core as
524  a protecting lid for plaque stability. A recent SMC lineage-tracing study in apoE-deficient mice
525  showed that in early stages of atherosclerosis the fibrous cap consists of 40 to 90% of VSMC-derived
526  cells and that a small but significant number of SMCs-derived cells expressed macrophage markers
527  after phenotype switching [229]. VSMCs located in the fibrous cap appear to maintain the fibrous cap
528  integrity and thickness by secreting proteoglycans and collagens [230]. In accordance with this
529  hypothesis Rheker et al. observed that VSMCs colocalize with collagen synthesis in fibrous caps in
530  human arteries [210]. Moreover, early evidence showed that a reduced number SMC results in plaque
531  thinning and vulnerability [231]. More recently, two SMC-lineage tracing studies highlighted that
532 both KLF4 and octamer-binding transcriptional factor 4 (OCT4), a key player involved in regulating
533 pluripotency in embryonic stem cells, respectively display pro- and anti-atherogenic properties due
534 to their effect on SMC phenotype and fibrous cap thickness. While KLF4 appears to decrease fibrous
535  cap thickness and plaque stability by promoting the phenotypic transition of SMC to mesenchymal 164
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stem cells and macrophage like pro-inflammatory cells, OCT4 may activate SMC migration and
proliferation from the media to the lesion fibrous cap and therefore contribute to its consolidation
[196,232]. Intriguingly, Gomez et al showed that excessive inhibition of pro-inflammatory markers
such as IL-1 increases the number of macrophages, reduces both SMC and collagen content in fibrous
cap of apoE-deficient mice [233]. Interestingly, senescent VSMCs secret less collagen and can release
MMP-9 therefore contributing to the degradation of the structural matrix that normally strengthens
the fibrous cap. Although the role of VSMCs in the formation of fibrous plaque is undeniable, the

mechanisms by which they increase or decrease the fibrous cap thickness remains to be established.

Intraplaque hemorrhage and neovascularization

In the context of advanced atherosclerosis, intraplaque hemorrhage occurs. This emergence of fragile
vessels near the necrotic core enhances monocytes and macrophages invasion and promotes the red
blood cells deposition [234]. Finn et al., showed that intraplaque hemorrhage macrophages
(stimulated by hemoglobin) differ from necrotic core macrophages that tend to accumulate lipids.
Indeed, it has been observed that hemoglobin impacts macrophage differentiation and prevents foam
cell formation by downregulating the expression of scavenger receptors: a promising issue to

promote reverse cholesterol transport from the atheroma plaque [235].

It is well established that intraplaque neovessels originate from adventitial vaso vasorum close to the
vascular lesions [236]. Despite the structure of intraplaque neovessels lack VSMCs [237] a recent
evidence of a role of VSMCs in angiogenesis showed that both mRNA and protein levels of vascular
endothelial growth factor-A (VEGF-A) was upregulated in medial SMCs following PPARY activation
by lipid mediators in early human atheromatous aorta [238,239]. Earlier in vitro studies have also
shown that VEGF-A can be expressed by SMCs and that endothelial cells cultured on collagen with
SMC-conditioned medium became spindle shaped, exhibited an increased proliferative activity and
organized a capillary-like branching cord structure in the collagen gel [240,241]. In addition, it has
been shown that SMCs can express angiopoietin-1, a glycoprotein promoting the formation of
tightened endothelial junctions, thereby reducing endothelial permeability and stabilizing vessels
[242]. Intriguingly, VSMCs can also express angiopoietin-2 [243]. In contrast with angiopoietin-1,
angiopoietin-2 may be associated with unstable plaque microvessels due to its association with an
increased MMP-2 activity [243].

Although further investigations are needed to understand precisely how VSMCs stimulate
intraplaque neovascularization, the studies cited above demonstrate the essential role of VSMCs and
their angiogenic activity in the formation of neovessels. Also, whether VSMCs improve or impair

neovessel stabilization remains unclear.

Towards the plaque calcification

Calcification is one of the processes that occurs in advanced plaques. Macrophages cytokines and
bone morphogenetic proteins contribute to plaque calcification by promoting osteogenic
differentiation of VSMC [244-246]. In addition, the presence of cholesterol crystals associated with

calcifications can be a potential marker of plaque vulnerability. Indeed, studies showed macrophages

165



577
578
579
580
581
582
583
584
585
586
587
588
589
590
591
592

593
594

595
596
597
598
599
600
601
602
603
604
605
606

607
608

609
610
611
612

613
614
615

616
617

618
619
620

Biomedicines 2020, 8, x FOR PEER REVIEW 16 of 35

accumulation associated with cholesterol crystals and calcifications in atherosclerotic lesions of

patients suffering from acute coronary syndrome or myocardial infarction [247-249].

VSMCs are closely linked to both medial and intimal calcification [250]. Indeed, VSMCs can adopt a
number of cell types besides macrophage-like cells, including osteogenic, chondrocytic, and
osteoclastic cells, resulting in downregulation of contractile proteins such as smooth muscle protein-
22a (SM22ax) and aSMA [251,252] and gain of osteochondrogenic markers including osteopontin,
osteocalcin, and alkaline phosphatase [250]. Osteogenesis is controlled by many cell regulatory
proteins themselves regulated by physiological and mechanical stimuli. For example, Runx2, BMP2
are osteogenic markers inducing drive changes in VSMC phenotype and subsequent calcification
[253,254]. Consistent with this, patients with a rare autosomal recessive disorder caused by a loss of
MGP, an inhibitor of BMP2-mediated calcification, display more cartilage and vascular calcification
than controls [255]. Among all physiological and mechanical changes promoting VSMC phenotypic
switching toward osteogenic, chondrocytic and osteoclastic-like cellular phenotypes, ROS-induced
oxidative stress [256,257], VSMCS senescence [258], mechanical stress [259,260] and apoptosis
[261,262] appear as the most detrimental.

Conclusion

As described in this study, macrophages and smooth muscle cells play key roles in atherosclerosis.
Recent studies suggest that the contribution of smooth muscle cells in atherosclerosis is explained in
particular by their ability to change phenotype to form foamy cells or by their ability to weaken the
fibrous cap. These elements are confirmed by older observations highlighting the contribution of
VSMCs to the diffuse thickening of the intima in the early stages of atherosclerosis. At the end of this
study, it is not really a competition between macrophages and VSMCs but rather complementary

effects favoring atherosclerosis.
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Objectifs

Lors d’une premicre approche visant a évaluer le potentiel antioxydant de différentes
préparations de plantes médicinales, nous avons observé que les décoctions de plantes
médicinales constituaient une source de polyphénols plus importante que les infusions avec des
capacités antioxydantes comparables. Notre hypothese est que 1’utilisation de décoctions de
plantes médicinales pourrait étre envisagée dans la prévention ou I’identification de molécules

actives utilisables dans le traitement de 1’athérosclérose.

Les recherches bibliographiques menées lors de la rédaction de la revue ont souligné

I’importance des macrophages dans le développement de 1’athérosclérose.

L’objectif de ces travaux est d’évaluer les potentiels effets protecteurs des décoctions de
plantes médicinales sur un modele de macrophage murin RAW 264.7 exposé a différents
phénomenes liés au contexte d’athérosclérose :

e La cytotoxicité induite par les LDL oxydées

e L’activation de la voie NF-«xB sous I’influence du LPS d’E. coli

e La captation de LDL oxydées marquées

o Le stress oxydant (data non présentées dans [’article)
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Abstract: Atherosclerosis is a hallmark of most cardiovascular diseases. The implication of macrophages
in this pathology is widely documented, notably for their contribution to lipid accumulation within
the arterial wall, associated with oxidative stress and inflammation processes. In order to prevent
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or limit the atherosclerosis damage, nutritional approaches and medicinal plant-based therapies
need to be considered. In Reunion Island, medicinal plant-based beverages are traditionally used
for their antioxidant, lipid-lowering and anti-inflammatory properties. The aim of our study was to
assess the protective effects of eight medicinal plant decoctions in an in vitro model of RAW 264.7
murine macrophages exposed to pro-atherogenic conditions (oxidized low-density lipoproteins—ox-
LDL—E. coli Lipopolysaccharides—LPS). The impact of polyphenol-rich medicinal plant decoctions
on cell viability was evaluated by Neutral Red assay. Fluorescent ox-LDL uptake was assessed by
flow cytometry and confocal microscopy. Activation of NF-«kB was evaluated by quantification of
secreted alkaline phosphatase in RAW-Blue™ macrophages. Our results show that medicinal plant
decoctions limited the cytotoxicity induced by ox-LDL on macrophages. Flow cytometry analysis
in macrophages demonstrated that medicinal plant decoctions from S. cumini and P. mauritianum
decreased ox-LDL uptake and accumulation by more than 70%. In addition, medicinal plant decoc-
tions also inhibited NF-kB pathway activation in the presence of pro-inflammatory concentrations
of E. coli LPS. Our data suggest that medicinal plant decoctions exert protective effects on ox-LDL-
induced cytotoxicity and limited macrophage lipid uptake. Moreover, herbal preparations displayed
anti-inflammatory properties on macrophages that can be of interest for limiting the atherosclerotic
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1. Introduction

Cardiovascular diseases are among the leading causes of death worldwide [1].
Atherosclerosis is considered to be one of the main pathophysiological causes leading
to a cardiovascular event. This process, causing progressive obstruction and stiffening of
the arteries is favored by several risk factors such as smoking, hypertension, diabetes and
dyslipidemia [2].

The first steps of atherosclerosis involve endothelial shear stress and low-density
lipoprotein (LDL) deposits in the subendothelial space [3]. LDL oxidation takes place
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within the intimal compartment and promotes monocyte attraction, leading to their dif-
ferentiation into macrophages [4-6]. The excessive and unregulated uptake of oxidized
low-density lipoproteins (ox-LDLs) by macrophages triggers their transformation into foam
cells and induces cell death (contributing to the necrotic core formation) [7-11]. Mechanisms
of oxidative stress triggered by ox-LDLs and inflammation (cytokine secretion, apoptosis
and necrosis) participate in the aggravation of atherosclerosis [12,13]. Macrophages play a
crucial role in the development and the potential resolution of atherosclerosis, by participat-
ing in all steps of atherogenesis, from the initial lipid accumulation to the plaque rupture
that leads to clinical events [14,15]. Targeting macrophage metabolism and response to
oxidative stress and inflammation in atherosclerosis could thus represent a therapeutic
option in the management of this pathology [16,17].

Polyphenols are the most abundant antioxidants in human diet. More than 8000 polyphe-
nols have been identified and several studies highlight their bioavailability and bioactiv-
ity [18-20]. Moreover, numerous studies underline the beneficial effects of dietary polyphenols
(notably flavonoids) and medicinal plant components in atherosclerosis [21-23]. In addition,
polyphenols are extensively described in the literature for their potential protective effects on
cytotoxicity, foam cell formation and cholesterol efflux in the context of atherosclerosis [24,25].

Reunion Island is a hotspot of biodiversity with 22 plants listed in the French Pharma-
copeia, widely used by the population for antioxidant, lipid-lowering and anti-inflammatory
properties [26]. Our previous study on eight medicinal plants used in Reunion Island re-
vealed the presence of bioactive polyphenols (such as quercetin, gallic acid, mangiferin) and
antioxidant properties on in vitro models (human red blood cells and murine preadipocytes
3T3-L1) [27]. Ethnopharmacological studies support the interest of medicinal plant antioxi-
dant and anti-inflammatory activities in the management of different pathologies including
atherosclerosis [28-31].

In this study, eight medicinal plant decoctions used in Reunion Island were evalu-
ated for their possible contribution to atherosclerosis prevention and treatment: Aphloia
theiformis, Ayapana triplinervis, Dodonaea viscosa, Hubertia ambavilla, Hypericum lanceolatum,
Pelargonium x graveolens, Psiloxylon mauritianum and Syzygium cumini. Based on our previ-
ous study [27] reporting the composition and antioxidant effects of infusions and decoction
of these eight plants, we hypothesized that the variety of polyphenols contained in these
extracts could confer them interesting properties to limit the processes underlying athero-
genesis. Medicinal plants with a higher polyphenol content, especially those containing
quercetin, isorhamnetin, chlorogenic acid or kaempferol, could have an interesting bioac-
tivity in this context [32-36]. The impact of the medicinal plant decoctions on macrophage
cytotoxicity induced by ox-LDL and inflammation-induced NF-kB signaling pathway as
well as on ox-LDL uptake was also investigated.

2. Materials and Methods
2.1. Raw Material

All raw material was provided by HABEMUS PAPAM Industry proceeded with the
following industrial process: trimming, microwave dehydration, grinding and packaging in
tea bags containing 1 g of plant powder. Industrial lots and corresponding GPS coordinates
are described in our previous study [27].

2.2. Preparation of the Decoctions

Decoctions were prepared by adding one tea bag containing 1 g of plant to 1 L of
room temperature (RT) distilled water and kept boiling for 30 min. The tea bags were
removed and the decoctions were cooled at RT before storage at —80 °C until analysis.
Characterization of the polyphenol contents and antioxidant activity of the decoctions are
reported in our previous study [27].
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2.3. LDL Isolation

LDLs were extracted from a pool of plasma from 5 healthy subjects obtained from
the “French Blood Agency”, according to an agreement signed between Inserm and “Etab-
lissement Frangais du Sang”, which governs the supply of blood-derived products, in
compliance with the French Ethical laws. Plasma was adjusted to a density of 1.063 g/mL
by addition of solid KBr (Bio basic Inc., Markham, ON, Canada), with gentle stirring. Beck-
man Ultra-ClearTM sealing ultracentrifuge tubes (Beckman Coulter, Villepinte, France)
were filled with an aqueous solution of KBr (d = 1.063) and the plasma (15 mL) was added
underneath to obtain a discontinuous density gradient. Finally, 3 mL of distilled water were
added before sealing. Samples underwent an ultracentrifugation at 252,000 g for 20 h, at
10 °C. Yellow LDL fractions were collected with a 10 mL syringe and followed a desalting
step using centrifugal devices (50 mL centricon, 10 kDa cutoff, Millipore, Merk, Darmstadt,
Germany) with 5 washed with PBS after successive centrifugations (4000 x g/20 min). The
purity of LDL was assessed by SDS-PAGE followed by Coomassie staining in order to
detect potential protein contaminants. LDL protein concentration was quantified by using
DC Protein Assay kit (Life Science, Bio-rad, Marnes-la-Coquette, France). LDL were stored
at 4 °C in the dark and sterilized by filtration on a 0.2 um membrane before use in cell
culture.

2.4. LDL Oxidation

LDLs were diluted in 1X PBS to reach the concentration of 2 mg/mL and 5 pM final
of CuSOy4 (Thermo Fisher Scientific, Dardilly, France) was added before UV-C exposure
for 2 h at RT, in order to obtain mildly oxidized LDL [37]. The degree of oxidation was
assessed by quantifying thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) according to
Ohkawa et al. [38]. The samples reached 18.07 + 0.5 nmol/mg proteins [38]. Ox-LDL were
stored at 4 °C in the dark and sterilized by filtration on a 0.2 pm membrane before use for
cell culture.

2.5. Dil-ox-LDL Production

LDLs were first oxidized and then labelled with DilCyg (3,3'-dioctadecyloxacarbocyanine
perchlorate) (Thermo Fisher Scientific, Dardilly, France), a lipophilic fluorescent probe that
interacts with phospholipid layer membranes, leading to the formation of fluorescent Dil-LDL
detectable at excitation and emission wavelengths of respectively 549 nm and 565 nm. Dil-ox-
LDL production was done according to Xu et al., with slight modifications [39]. Ox-LDL were
incubated overnight at 37 °C under gentle agitation with of Dil stock solution (3 mg/mL in
DMSO) to reach a final concentration of 0.1 mg/mL. The excess of the unbound probe was
filtered through a 0.2 pum membrane to discard undissolved crystals and then re-isolated by
ultracentrifugation as described above (in KBr at 252,000 g for 20 h at 10 °C). The pink Dil-
ox-LDL layer was recovered and desalted as described above. Filtered sterilized Dil-ox-LDL
were added to cells at a final concentration of 100 pg/mL.

2.6. Cell Culture

RAW 264.7 (ATCC® TIB-71™) murine macrophages were obtained from the American
Type Culture Collection (ATCC®O, Manassas, VA, USA). The culture medium included
Dulbecco’s modified Eagle’s medium with 25 mM glucose, 10% heat-inactivated fetal
bovine serum, 5 mM L-glutamine, 2 pg/mL streptomycin and 0.03 ug/mL penicillin
(Pan Biotech, Dutscher, Brumath, France). Cells were maintained in a humidified 5% CO;,
incubator at 37 °C for 4 days before the assay when a 70-80% confluency was reached.

2.7. Neutral Red Assay

Cell viability was assessed by measuring the intake of neutral red as described by
Repetto et al., with slight modifications [40]. This test is based on the capacity of viable
cell lysosomes to incorporate neutral red dye solution. Cells were first seeded at 250 x 10°
cells/mL in a 96-well plate for 24 h. Before incubation with LDL (native of oxidized), cells
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were serum-starved for 16 h. Stimulation with medicinal plant decoctions (40 nug/mL)
and/or with native or oxidized LDL (50 pg/mL to 300 ug/mL) was carried out for 8, 16
and 24 h. The medium was removed and cells were washed twice with PBS. 100 uL of
neutral red solution (40 ug/mL) was added and the cells were then incubated for 2 h at
37 °C. After 2 washes with PBS, neutral red destain solution (49.5% water, 49.5% ethanol,
1% glacial acetic acid) was added and the absorbance was read at 540 nm. Triton X100 (1%)
was used as positive control for cytotoxicity (100% of cell death). Results are expressed as
percentages of the control untreated cells.

2.8. Fluorescence and Confocal Microscopy

RAW 264.7 macrophages were seeded at 200 x 10% cells/mL on coverslips in a 24-
well plate and FBS-starved for 16 h before stimulation. Cells were washed with 500 uL
of PBS and incubated for 4 h at 37 °C/5% CO, with cell culture medium supplemented
with Dil-ox-LDL. After the incubation, cells were rinsed 3 times with PBS and fixed with
PBS containing 4% paraformaldehyde (PFA) for 15 min. Cells were rinsed twice with
PBS, incubated with DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindol, 1 ng/mL, Life Technologies) for
10 min and rinsed twice with PBS. The coverslips were then recovered and sealed before
analysis using a Nanozoomer scanner (Hamamatsu, Iwata City, Japan) and a Nikon C2Si
confocal microscope (Nikon, Melville, IL, USA).

2.9. Flow Cytometry

RAW 264.7 cells were seeded at 250 x 10® cells/mL in a 96-well plate. After 24 h,
cells were serum-starved for 16 h. Cells were then stimulated with cell culture medium
supplemented with Dil-ox-LDL for 4 h, lifted with Accutase™ (400 units/mL, Gibco,
Thermo Fisher Scientific, Dardilly, France) for 15 min at 37 °C and transferred into a 96-well
plate with U-bottom. Cells were fixed with 4% PFA for 15 min at RT and centrifuged
at 700x g for 1 min. The supernatant was discarded and PBS was added. Cells were
centrifuged at 700 g for 1 min and re-suspended in 100 pL PBS. Cellular uptake of Dil-ox-
LDL was evaluated by measuring the mean phycoerythrin (PE-A) fluorescence on flow
cytometer CYTOFLEX (Beckman Coulter, Villepinte, France). Fluorescence was expressed
as percent of control.

2.10. Evaluation of NF-xB Activation

RAW-Blue™ cells (monocyte-macrophages) obtained from Invivogen cell culture
collection (Invivogen, San Diego, CA, USA), were seeded at a density of 100 x 103 cells/well
in a 96-well plate. 20 uL of medium supplemented with decoctions (reaching 40 pg plant
mash/mL of cell culture medium) was added to the cells. Cells were then immediately
treated with E. coli lipopolysaccharides (LPS) Ultrapure (Invivogen, San Diego, CA, USA)
at a final concentration of 0.5 ug/mL. After 24 h of incubation, 20 pL of medium was
recovered and 80 pL of Quantiblue reagent (Invivogen, San Diego, CA, USA) was added.
RAW-Blue™ cells stably express secreted embryonic alkaline phosphatase (SEAP) inducible
by NF-«kB. NF-«B activation was evaluated by the measure of the absorbance at 620 nm.
Results were expressed as percentages of the control.

2.11. Statistics

Data were expressed as means + SD of three independent experiments performed in
triplicate. Statistical analysis was carried out using GraphPad Prism software (Version 6.01,
© 1992-2012 GraphPad Prism Software, Inc., San Diego, CA, USA). Differences between
the means were determined by the Bonferroni test and were considered as statistically
significant for a p value < 0.05.
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3. Results and Discussion
3.1. Medicinal Plant Decoctions Reduce ox-LDL Cytotoxic Conditions

Macrophages are involved in the different steps of atherogenesis from the initial
accumulation of foam cells (forming fatty streaks) to more advanced atherosclerotic lesions
in the necrotic core. Modulation of macrophage inflammation represents a potential target
for the prevention of atherosclerotic plaque development and for limiting plaque rupture
leading to clinical events [41,42].

In order to assess the influence of medicinal plant decoctions on macrophage viability,
medicinal plant decoctions (40 ug plant mash/mL) were incubated with RAW 264.7 for
24 h (Figure 1a). Cells were first incubated with different concentrations of ox-LDLs (from
50 to 300 pg/mL) (Figure 1b). Once the cytotoxic concentration of ox-LDL was determined,
the cytotoxicity was assessed at 8, 16 and 24 h (Figure 1c).
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Figure 1. Cell viability of RAW 264.7 macrophages incubated with medicinal plant decoctions (40 ug plant mash/mL) (a),
different concentrations of native (white) or oxidized low-density lipoproteins (LDL) (black) (b), cytotoxic concentration of
ox-LDL (200 pg/mL) (c). Data shown are means & SD of three independent experiments. *** p < 0.005 as compared to 1%
Triton X-100; # p < 0.05; * p < 0.01, ** p < 0.005 as compared to control (Ctrl).

As presented in Figure la, medicinal plant decoctions alone did not significantly
decrease cell viability (Figure 1a). In contrast, the significant increase of viable cells
incubated with H. ambavilla, A. triplinervis, H. lanceolatum, P. x graveolens and S cumini could
suggest an effect on cell proliferation. Figure 1b shows that incubation with 50 ug/mL
ox-LDLs did not induce any cytotoxic effect; the cell viability was comparable to control
non-stimulated cells. Using the same concentration of ox-LDLs (50 pg/mL), Ding et al.
reported vascular smooth muscle cell proliferation as measured by the MTT assay [43].
This effect was not found in our experimental conditions, using macrophages. A significant
decrease in cell viability was observed after the incubation with 200 and 300 pg/mL of
ox-LDL (Figure 1b). The concentration of 200 ug/mL of ox-LDL leading to 50% of cell
death was selected to assess the potential protective effect of medicinal plant decoctions.

Figure 2 shows the cell viability at 8, 16 and 24 h with cytotoxic concentration of
ox-LDL (200 pg/mL) in the presence of medicinal plant decoctions.

Incubation with cytotoxic concentrations of ox-LDL for 8, 16 and 24 h resulted in
decreased number of viable cells by 28.52 + 4.40%, 35.47 4+ 7.40% and 52.53 + 2.43%, re-
spectively. More than 80% of cell viability was observed in co-incubation with A. theiformis,
H. lanceolatum, and P. x graveolens, maintaining 83.78 & 10.91, 81.73 & 2.60 and 80.98 + 4.66%
of viable cells at 24 h. The presence of polyphenols in the different decoctions may explain
this bioactivity. As shown in Figure 2, most of the medicinal plant decoctions tested sig-
nificantly decreased the cytotoxicity induced by ox-LDL at 8, 16 and 24 h. H. ambavilla
and A. triplinervis displayed moderate effects that were only significant at 24 h and ques-
tion the physiological relevance of this protection. An interesting aspect that should be
taken into account is that A. theiformis which contains more than 98% of mangiferin and
derivatives showed the higher protective effect. Several studies on mangiferin revealed its

190



Nutrients 2021, 13, 280

60f12

(a)

Cell viability

{ % as compared to control)
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Figure 2. Cell viability of RAW 264.7 macrophages incubated with medicinal plant decoctions and cytotoxic concentration
of ox-LDL for 8 (a), 16 (b) and 24 h (c). Data shown are means + SD of three independent experiments. *** p < 0.005 as
compared to control untreated cells (0 in white); * p < 0.05, # p < 0.01, ¥ p < 0.005 as compared to cells treated with ox LDL

(0 in black).

3.2. Medicinal Plant Decoctions Reduce the Dil-ox-LDL Uptake by RAW 264.7 Macrophages

Fatty streak formation is defined by the presence of lipid accumulation within the arte-
rial subendothelial space (intima). In response to excessive accumulation of ox-LDL in the
intima, macrophages take up modified LDL (including ox-LDL) in an uncontrolled fashion,
leading to their transformation into foam cells. In contrast to native LDL endocytosis by the
canonical LDL receptor, oxidized LDL uptake by scavenger receptors is not downregulated
by a negative feedback loop [47]. Furthermore, lysosomal degradation of ox-LDL is partial
and leads to intracellular lipid peroxide accumulation [48]. When foam cells are unable to
accumulate more lipids, they trigger apoptosis and secondary necrosis processes. Several
studies also showed the contribution of foam cells in inflammation, notably by secretion of
cytokines and the release of cell debris [49,50]. Indeed, preventing foam cell formation is a
therapeutic strategy to slow down the atherosclerosis process and some components such
as quercetin and curcumin showed encouraging inhibitory effects [7,25,51].

As presented in Figure 3, quantitative analysis by flow cytometry (Figure 3a,b) showed
that H. lanceolatum, P. x graveolens, S. cumini and P. mauritianum significantly decreased
the Dil-ox-LDL uptake. Interestingly, S. cumini and P. mauritianum respectively inhibited
Dil-ox-LDL uptake by 71.4 & 8.67% and 74.3 & 7.01%. Cells incubated with A. triplinervis
showed similar profiles to that of control cells + Dil-ox-LDL, whereas P. mauritianum decoc-
tion, traditionally described for cholesterol lowering properties [26], was associated with a
decreased abundance of intracellular Dil-ox-LDL (Figure 3¢,d show immunocytofluores-
cence analyses of RAW 264.7 macrophages incubated with fluorescent Dil-ox-LDL with
A. triplinervis, P. mauritianum decoctions or PBS). This property could support the tradi-
tionally described beneficial effect of P. mauritianum in cardiovascular diseases. However,
this should be tested in vivo in order to assess its capacity to lower cholesterol levels (as
suggested by ethnopharmacological data) and potentially to prevent foam cell formation.
Our results suggest that medicinal plant decoctions could constitute a therapeutic option
to prevent or reduce atherosclerosis progression, that would deserve in vivo experiments
in pre-clinical models.
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Figure 3. Dil-ox-LDL uptake by RAW 264.7 macrophages in the presence of medicinal plant decoctions analyzed by
flow cytometry (a,b), nanozoomer scanner (c) and confocal microscopy (d), data shown in (b) are means & SD of three
independent experiments. * p < 0.05, # p <0.01, ¥ p < 0.005 as compared to cells treated with Dil-ox-LDL (0 in black). Blue
color refers to DAPI (4’ 6-diamidino-2-phenylindol) nuclear staining and red/yellow colors refer to Dil-ox-LDL, respectively,
observed by fluorescence and confocal microscopy.

3.3. Medicinal Plant Decoctions Reduce Lipopolysaccharide-Induced NFkB Activation in
RAW-Blue™ Macrophages

NF-kB signaling orchestrates different transcription pathways that regulate gene
expression implicated in cytokine, chemokine and adhesion molecule production, cell
survival and differentiation [52]. Atherosclerosis is associated with increased production
of pro-inflammatory biomarkers such as C-reactive protein (CRP), Interleukin-6 (IL-6) or
Interleukin-1p3 (IL-1p) [53]. Moreover, increased cytokine secretion by pro-inflammatory
macrophages favors atherosclerosis progression. RAW-Blue™ macrophages were stimu-
lated with different concentrations of ox-LDL in the presence of medicinal plant decoctions
in order to assess their capacity to modulate NF-«B activation (monitored by the detection
of secreted embryonic phosphatase alkaline -SEAP- in the medium, induced by NF-«B
activation). In our experimental conditions, we were unable to show a significant increase
in NF-«B activation after incubation with 100-200 pug/mL ox-LDL. Indeed, only ox-LDL
stimulation at the cytotoxic concentration of 300 ug/mL (83% cell death) led to a significant
increase of 61.1 + 5.48% of SEAP release whereas 0.5 pg/mL LPS led to an increase of
165 £ 19.82% without altering cell viability. Because lipopolysaccharides (LPS) from bacte-
ria such as P. gingivalis or E. coli are also known to exacerbate inflammation (IL-6, TNF-a
secretion, NF-kB activation) and may be associated with atherosclerosis [30,54], we tested
the macrophage response to LPS in the presence of medicinal plant decoctions. Our results
presented in Figure 4, showed that E. coli LPS triggers SEAP levels to 209.1 & 45.92% as
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compared to control. Medicinal plant decoctions (40 pug/mL) significantly reduced NF-xB
activation induced by E. coli LPS (0.5 ug/mL).

NF-xB activation (24 h)
300 -

N

o

o
1
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Figure 4. Modulation of NF-kB activation by medicinal plant decoctions (24 h). Data shown are
means + SD of three independent experiments. *** p < 0.005 as compared to cells untreated with
lipopolysaccharides (LPS) (0 in white); # p < 0.05, # p < 0.01 and #* p < 0.005 compared to cells
treated with LPS (black bar).

The greatest inhibition of LPS NF-«kB activation was observed for P. x graveolens,
H. lanceolatum and P. mauritianum with, respectively, 93.0 + 17.84, 86.4 + 27.06 and
76.1 £ 8.33% of inhibition. Surprisingly, even if our results confirmed H. lanceolatum
anti-inflammatory properties that were traditionally described, P. x graveolens showed
stronger effects. Our results also underline the potential of most of our selected medicinal
plant decoctions in the management of inflammation. Indeed, seven out of eight medicinal
plant preparations significantly reduced SEAP release. A decrease of SEAP release was also
observed for A. theiformis even if it was not statistically significant relative to the control
(48.0 £ 24.99%; p < 0.08).

4. Conclusions

Medicinal plant decoctions traditionally used in Reunion Island could represent the
basis of new therapeutic strategies aimed at preventing or limiting the progression of
atherosclerosis [27,31]. Many medicinal plants from Reunion Island are rich in polyphenols,
and their composition is described in our previous study [27]. Among these compounds,
flavonoids such as quercetin could be, at least in part, responsible for the bioactivity of
these plant-based herbal teas. Different studies also highlighted other polyphenols such
as chlorogenic acid, kaempferol or mangiferin, reported to limit the cytotoxicity induced
by fatty acids and oxidative stress [55—60]. This is consistent with the beneficial effects
of decoctions from the eight selected plants from Reunion Island tested in this study,
traditionally used for their antioxidant, anti-inflammatory and lipid-lowering properties.
It cannot be excluded that these active ingredients act synergistically. The interest of the
present study is to document the effects of complex mixtures of bioactive compounds
(herbal teas rich in polyphenols) according to their traditional use in Reunion Island.
Identification of the exact bioactive molecules in these plants is of interest and should be
further investigated in complementary studies.

Our study has a number of limitations:

- Murine macrophages were used and stimulated by human LDLs. This experimental
design is commonly used in the literature. In addition, this cellular model was chosen
as we plan to carry out in vivo studies to assess the bioactivity of decoctions in a
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mouse model of atherosclerosis. Furthermore, isolation of LDLs in mice is difficult to
achieve due to limited blood volume [55].

- The precise compounds and mechanisms responsible for the inhibition of the uptake of
ox-LDL by P mauritianum and S cumini decoctions would deserve further investigation
but cannot be explained by the presence of a single compound. Each decoction
constitutes a complex set of molecules that can exert their effects synergistically. In
addition, mechanistic aspects could to be investigated (for example, the study of the
impact of decoctions on the expression of scavengers’ receptors).

- Inaphysiological context, polyphenols can be transformed into secondary metabolites
by intestinal of hepatic enzymes (including both host and microbiota enzymes).

- In order to be able to evaluate the curative or preventive potential of the different
decoctions tested, our in vitro study would benefit from being extended by studies on
an in vivo model.

- In summary, we demonstrated the effects of eight medicinal plant decoctions on ox-
LDL cytotoxicity; we then showed that certain medicinal plant decoctions were able
to significantly limit ox-LDL uptake and subsequent foam cell formation. Finally, we
report the potential of decoctions to inhibit NF-«B activation, suggesting that herbal
teas may prevent the activation of inflammatory signaling pathways.
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Figure supplémentaire - Non présentée dans ’article
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Figure supplémentaire : (a) Evolution de la production de radicaux libres intracellulaires (ROS) par des
macrophages RAW 264.7 en présence de LDL oxydées (100 pg/ml). (b) Impact de la présence de décoctions
de plantes médicinales sur la production de radicaux libres intracellulaires par des macrophages RAW 264.7

exposés a des LDL oxydées.
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Discussion et perspectives

Les travaux ayant abouti a I’article 1 ont permis de mettre en évidence la présence de
polyphénols dans les tisanes a base de plantes médicinales utilisées a La Réunion. Ces
préparations de plantes ont des propriétés antioxydantes suggérant leur utilité dans le contexte
de perturbations métaboliques. L’objectif de notre seconde étude est d’évaluer le potentiel des
décoctions de plantes médicinales a prévenir ou réduire des phénomeénes associés a
I’athérosclérose : la cytotoxicit¢é des LDL oxydées, la production de radicaux libres
intracellulaires, la captation de LDL oxydées et I’activation de la voie pro-inflammatoire NF-
kB. Dans le cadre de cette étude, la concentration en polyphénols n’a pas été standardisée afin
de pouvoir comparer la bioactivité des décoctions pour une méme concentration massique (1 g

de plante / 1 L d’eau).

Premicrement, les expérimentations menées sur le modele de macrophages murins RAW 264.7
ont mis en évidence 1’effet protecteur des décoctions de plantes médicinales de La Réunion sur
la mort cellulaire induite par des concentrations cytotoxiques de LDL oxydées. Au bout de 24
h en présence de 200 pg/ml de LDL oxydées, une diminution de I’ordre de 50 % du nombre de
cellules viables est observée. En présence de décoctions de plantes médicinales (40 pug de broyat
de plante /ml), I’effet cytotoxique des LDL oxydées est diminué. D’autres études ont montré
des effets protecteurs dans les mémes conditions en présence de quercétine et d’extraits de

feuilles de mirier (Cao et al., 2019; M.-Y. Yang et al., 2011).

De maniere générale, la mortalité cellulaire engendrée par la présence de LDL oxydées répond
a un ensemble de processus (surcharge métabolique associée a la captation des ox-LDL, stress
du réticulum endoplasmique, autophagie, accumulation excessive de lipides, stress oxydant,
activation de la voie NF-kB, pic calcique) (Bhansali et al., 2019; Negre-Salvayre et al., 2006;

Robbesyn et al., 2004).

Nos observations concernant la diminution de la mortalité cellulaire peuvent s’expliquer par :

e Une action antioxydante « directe » des décoctions de plantes médicinales limitant la
peroxydation des LDL (oxydation dans le milieu de culture) ou leur conférant davantage de
stabilité (par exemple par des réactions de transfert de proton). Ces effets limiteraient alors

I’exposition des cellules a un stress oxydant délétere.
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e Une inhibition de certains mécanismes associés a la captation excessive des LDL oxydées
par les principes actifs de plantes (accumulation de lipides, production de radicaux libres

intracellulaires, activation de la voie NF-kB)

Bien que notre premiere hypothese soit confortée par des travaux comme ceux de Dos Santos
et al., nous ne sommes pas parvenus a évaluer un potentiel effet protecteur des tisanes a base

de plante médicinales sur [’oxydation des LDL (dos Santos et al., 2018).

Afin de comprendre comment les décoctions de plantes médicinales pourraient moduler la
captation des LDL oxydées, nous avons choisi de nous placer a une concentration en LDL

oxydées non cytotoxiques (100 pg/ml).

L’analyse de la production de ROS intracellulaires au cours du temps montre que cette derniere
est significativement augmentée (+ 25 %) au bout de 8 h pour des macrophages ayant été
incubés avec des LDL oxydées (100 pg/ml). Nos résultats montrent que la présence de
décoctions de plantes médicinales réduit significativement cette production de radicaux libres
intracellulaires. Ces résultats sont en accord avec les effets antioxydants précédemment
observés sur un autre modele cellulaire soumis a un stress oxydant mimé par 1’ajout de peroxyde

d’hydrogene. Ces résultats ne sont pas présentés dans la version définitive de I’ Article 2.

Notre analyse de la captation de LDL oxydées marquées au DilC18 en présence de décoctions
de plantes médicinales montre que les décoctions de H. lanceolatum, P. x graveolens, S. cumini
et P. mauritianum diminuent significativement la captation de 1’ordre de 31,9 a 67,2 %. Les
résultats montrant la capacité de la décoction de P. mauritianum a moduler le métabolisme des
LDL par un type cellulaire pourraient étre en lien avec une utilisation traditionnelle dans le but
de prévenir D’apparition de maladies cardiovasculaires. Traditionnellement, le mécanisme
d’action de cette tisane serait expliqué par un potentiel effet hypolipémiant, cependant nos
résultats suggerent que la décoction de P. mauritianum pourrait également ralentir le processus

d’athérosclérose notamment en inhibant la formation de cellules spumeuses (Lavergne, 2018).

D’autres études ont mis en évidence les effets inhibiteurs de polyphénols sur I’accumulation de
lipides suite a une incubation avec des LDL oxydées. Par exemple, la curcumine retrouvée dans

les racines de Curcuma longa, la chrysine pouvant étre retrouvée dans la passiflore Passiflora
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caerulea, le tanshindiol C extrait de la sauge de Chine Salvia miltiorrhiza ou encore la puerarine
issue des racines de Kudzu Pueraria lobata (Quiles et al., 2002; S. Wang et al., 2015b; Y. Yang
etal., 2018; Heng Zhang et al., 2015). La méthode principalement utilisée dans ces études, était
la coloration a I’O Red Oil (permettant la coloration des lipides neutres). Cette méthode a été
utilisée lors d’une premiere approche (données non présentées), cependant les limites de cette
méthode sont d’une part, I’impossibilité de distinguer 1’accumulation des triglycérides de celle
du cholestérol estérifié et d’autre part la difficulté d’obtenir des informations quantitatives sur
I’accumulation des lipides. L’utilisation d’une sonde fluorescente (DilC18) nous a permis en
méme temps de mettre en évidence I’internalisation des ox-LDL marquées et de quantifier par

cytométrie I’accumulation intracellulaire des lipides.

Les résultats que nous avons obtenus sur la capacité des décoctions de plantes médicinales a
réduire la captation de LDL oxydées constituent une information nouvelle. Ces observations
nous soulignent I’'intérét que peut présenter I'utilisation des plantes médicinales dans le
contexte d’athérosclérose. Des approches mécanistiques doivent par ailleurs étre menées afin
de comprendre quels sont les récepteurs impliqués (LDLR, récepteurs scavenger, CD36) et de
comprendre comment leur expression peut &tre modulée par la présence des différentes

décoctions.

L’effet des décoctions de plantes sur I’activation de la voie NF-kB a permis de mettre en
évidence leur potentiel « anti-inflammatoire ». Dans nos conditions expérimentales nous avons
sélectionné le LPS d’E. coli qui s’est réveélé pertinent dans le contexte d’athérosclérose pour
activer la voie NF-xB. Les observations apportées sur I’inhibition de la voie NF-xB par les
décoctions d’Ayapana triplinervis et de Dodonaea viscosa sont en accord avec les données de
la littérature. En effet, des études précédentes menées au sein du laboratoire ont montré que
les extraits hydroacétoniques de ces deux plantes inhibaient la voie NF-xB dans des
conditions d’hyperglycémie (mimant le diabete) sur un modele murin de cellule endothéliale

(bEnd3) (Tailé et al., 2020).

La voie de signalisation NF-«xB est a 1’origine de nombreux phénomeénes cellulaires comme la
sécrétion de cytokines, la différenciation des macrophages, la production de molécules
d’adhésion et la mort cellulaire (Taniguchi & Karin, 2018). Les résultats que nous avons
obtenus suggerent que les plantes médicinales que nous avons étudi€es pourraient exercer une

bioactivité sur les points précédemment cités dans le contexte d’athérosclérose ou d’autres
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pathologies impliquant 1’activation de NF-kB. Nos résultats constituent une premicre avancée
sur 1’évaluation du potentiel antiathérogéne des décoctions de plantes médicinales utilisées a

La Réunion.

Cette seconde étude met en avant d’autres perspectives de recherche :

e Quelle est I’influence des tisanes sur les mécanismes associés a la survie cellulaire ?

e Quelle est I’influence des tisanes sur I’expression des récepteurs scavengers (captation) et
des transporteurs du cholestérol (efflux) ?

e Quel est I'impact des décoctions de plantes médicinales sur 1’activité des enzymes
impliquées dans le métabolisme des lipoprotéines oxydées ?

¢ Quels mécanismes associés a 1’activation de la voie NF-kB sont modulés par la présence

des décoctions de plantes médicinales ?
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Discussion generale et
perspectives des travaux de
these

L’athérosclérose est a 1’origine d’une des causes majeures de la mortalit¢ mondiale : les
maladies cardiovasculaires. Certaines régions du monde sont davantage exposées aux maladies
cardiovasculaires en raison de leur prévalence €élevée en facteurs de risque (Yusufetal., 2011).
A I’lle de La Réunion, un quart des décés est dii a un événement cardiovasculaire et la
population est fortement exposée aux facteurs de risque d’ordre métabolique (diabéte, obésité,
dyslipidémies) (Observatoire Régional de la Santé Océan Indien, 2017). Au-dela des stratégies
médicamenteuses et/ou interventionnelles, il existe des approches nutritionnelles permettant de

prévenir ou ralentir la progression de I’athérosclérose.

A La Réunion, 'utilisation de plantes médicinales pourrait avoir sa place parmi les stratégies
d’ordre nutritionnel. En effet, la consommation de plantes médicinales remonte au peuplement
de I’lle, et leur préparation, principalement sous forme de tisanes, reste ancrée dans les
traditions (Dutertre, 2011; Lavergne, 1989). Cette pratique n’est pas isolée ; il faut savoir que
les plantes médicinales sont utilisées par 80 % de la population mondiale comme soins de santé
primaire (Woo et al., 2012). Cependant, les propriétés décrites pour les plantes médicinales
reposent majoritairement sur ’empirisme et il existe encore un manque de données
scientifiques relatives a leur composition et a leur réelle bioactivité. Ces arguments constituent
un frein a I’essor de la consommation de tisanes a des fins curatives. Des stratégies comme celle
menée par I’OMS tendent a instaurer de nouvelles mesures afin d’encadrer la
commercialisation et 1’utilisation des plantes médicinales a des fins thérapeutiques (Labbé,
2018; OMS | Stratégie de I’'OMS Pour La Médecine Traditionnelle Pour 2014-2023, 2013).
Actuellement, la filiere des plantes médicinales semble avoir le vent en poupe et fait I’objet de
nombreuses valorisations a 1’échelle industrielle (sous forme de compléments alimentaires ou,
d’extraits utilisés en cosmétique) (Gupta et al., 2012). A la Réunion, I’inscription des plantes
médicinales a la Pharmacopée Francaise et la commercialisation de tisanes a destination du

grand public sont des arguments confortant I’intérét a porter aux plantes médicinales.
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Ce contexte a été a ’origine d’un des premiers objectifs de ma thése : déterminer (1) si les
plantes médicinales utilisées a La Réunion contiennent des polyphénols ; (2) si ces composés
sont présents dans les tisanes préparées de maniére traditionnelle ; (3) si ces composés
détectés peuvent étre a ’origine de la bioactivité observée traditionnellement pour ces plantes

médicinales

Des études majoritairement menées sur des extraits organiques ont mis en évidence la
composition et la bioactivité de plantes utilisées en médecine traditionnelle a La Réunion : par
exemple 1’Ayapana (Ayapana triplinervis), le Bois d’Arnette (Dodonaea viscosa), le Fleur
Jaune (Hypericum lanceolatum) et le Jamblon (Syzygium cumini) (Ayyanar et al., 2013; Haddad
etal., 2019; Khan, 2013; Morel et al., 2017; Tailé et al., 2020). Ces études, consistent a évaluer
le potentiel des plantes médicinales dans un contexte non traditionnel et sont davantage
adaptées a des valorisations sous forme de compléments alimentaires ou d’extraits purifiés a

ajouter a des préparations cosmétiques ou pharmacologiques.

Notre méthodologie d’étude des plantes médicinales s’est démarquée en évaluant a la fois des
extraits organiques et des extraits aqueux préparés de manicre traditionnelle. Notre approche,
se voulant plus concréte, a permis de découvrir le contenu en polyphénols des tisanes a base de

plantes médicinales utilisées a La Réunion telles qu’elles sont consommeées par la population.

Nous avons décrit pour la premiére fois, 1’évolution des teneurs en polyphénols de huit plantes
médicinales utilisées a La Réunion en fonction du mode de préparation qui leur est appliqué.
L’analyse de la composition de nos extraits hydroacétoniques de plantes médicinales était en
accord avec les données de la littérature. Par exemple :

e [L’ayapanine et I’herniarine ont été détectés dans les extraits d’Ayapana triplinervis comme
I’ont décrit les travaux menés par le Laboratoire LCSNSA (Gauvin-Bialecki & Marodon,
2008).

e Les tanins galliques et ellagiques ont aussi été détectés dans les extraits de Jamblon
(Syzygium cumini) en accord avec les études de Tavares, ef al., (Tavares et al., 2016).

e Ladétection de la mangiférine et de ses dérivés dans les extraits de Change Ecorce (Aphloia
theiformis) est en accord avec les travaux de Picot et al., (Picot et al., 2017).

e Les extraits de Bois de Péche Marron P. mauritianum présentent effectivement de 1’acide

asiatique, comme le décrit la littérature (Mahomoodally et al., 2014; Rangasamy et al.,
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2014). Cependant, nous n’avons pas détect¢ d’acide corosolique. Cette différence de

composition peut étre due aux conditions environnementales et/ou expérimentales.

De maniére générale, les polyphénols que nous avons identifiés dans nos différents extraits
¢taient décrits dans la littérature pour ces mémes especes. La Figure 17 montre que pour
certaines especes, les polyphénols majoritaires détectés pouvaient différer d’une étude a 1’autre.
Cette différence peut s’expliquer par une variation des conditions environnementales (terroir,
climat, présence de substrat, intempéries, compétitions inter-espeéces), mais aussi par une
influence des facteurs génétiques (mutations pour s’adapter a un nouvel environnement,

changement phénotypique, convergence ou divergence évolutive).

Composition en polyphénols et
données de la littérature
Composés phénoliques,

w A. triplinervis T e Tailé et al., (2020)
\ daciae di-carreoyl-quinique, Morel et G/., (2017)

%, H. ambavilla

Ayapanine,

quercétine, Tailé et al., (2020)

kaempférol,
D. viscosa
Procyanidines, quercétine, Tailé et al,, (2020)
. . ) ) Sachdev & Kusum et al. (1986)
A. theiformis Uddin et al,, (2017)

Picot et al., (2017)
Mangiférine Danthu (2017)
Thése E. Clain (2018)

_ P.mauritianum

Kaempférol, quercétine, Clain et al,, (2018)
Theése E. Clain (2018)
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Rangasamy (2014)

acide asiatique,

Figure 17 : Eléments de la littérature relatifs au contenu en polyphénols des espéces A. triplinervis, A
theiformis, H. ambavilla, D. viscosa et P. mauritianum. Les composés détectés lors de [’analyse de nos
échantillons par spectrométrie de masse et confirmés par la littérature sont présentés en bleu. Les composés
décrits par la littérature et ne constituant pas des composés majoritaires dans nos conditions expérimentales
ont été représentés en jaune.

Ainsi, une importance particuliere doit €tre apportée aux conditions environnementales
associées a la plante médicinale ¢étudiée. Etant donné que le contenu en polyphénols varie en
fonction des conditions environnementales, il est possible d’envisager qu’une plante médicinale

puisse avoir des propriétés préventives ou curatives différentes selon son origine/terroir. Par
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ailleurs, il aurait été intéressant d’étudier 1’impact du terroir et des conditions de culture sur le
contenu en polyphénols et la bioactivité des huit plantes médicinales. Dans le cadre de notre
projet CIFRE il aurait aussi été intéressant d’explorer 1’évolution de la production de
polyphénols en fonction de son age et du nombre de récoltes effectuées. Nous pourrions émettre
I’hypothése qu’une récolte réguliére des feuilles des différentes plantes médicinales

constituerait un stress suffisant pour inciter la production de polyphénols par ces derniéres.

Le fait d’avoir observé que la nature des polyphénols présents dans les préparations n’était pas
modifiée par le procédé de transformation nous a permis de comparer la bioactivité de nos
tisanes a celles d’extraits utilisés dans le cadre d’autres études. Par ailleurs, les résultats que
nous avons obtenus lors de I’étude de la capacité antioxydante des préparations de plantes
médicinales étaient en accord avec les données de la littérature apportées par les travaux de
Poullain et al., (Poullain et al., 2004). Dans cette premicre approche nous avons comparé
I’activité antioxydante des préparations de plantes médicinales en standardisant la
concentration finale en polyphénols. Nous avons aussi observé une activité antioxydante a des
concentrations physiologiques < 25 uM GAE suggérant une bioactivité des composés suite a la

consommation des tisanes.

Dans le cadre de notre premier article nous avons mis en avant le lien entre la composition en
polyphénols de chaque plante médicinale et la bioactivité qui lui pouvait lui étre attribuée. Nous
avons ainsi confirmé les propriétés antioxydantes attribuées aux huit plantes médicinales que
nous avons étudiées et avons mis en évidence pour la premiere 1’activité antioxydante de tisanes

utilisées a La Réunion.

Dans la seconde partie de notre étude nous avons voulu étudier I’impact de décoctions de
plantes médicinales utilisées a La Réunion sur différents éléments concourant a

I’athérosclérose.

Nous avons voulu savoir si des décoctions de plantes médicinales pouvaient (1) avoir un
impact sur la viabilité de macrophages en présence de concentrations cytotoxiques de LDL
oxydées ; (2) limiter le stress oxydant associé a la présence de LDL oxydées ; (3) avoir un
impact sur la captation de LDL oxydées par les macrophages ; (4) moduler la voie de

signalisation pro-inflammatoire NF-kB.
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Afin de pouvoir comparer les différentes décoctions, la standardisation ne s’est pas faite par
rapport a la concentration finale en polyphénols mais par rapport a 1’extraction aqueuse (1 g/L
d’eau) afin d’étre en adéquation avec I’utilisation traditionnelle qui en est faite. La
concentration de 40 ug de plante /mL a été choisie de fagon a obtenir une quantité non
cytotoxique de tisanes contenant au minimum 25 uM GAE (une concentration physiologique

¢levée permettant d’observer une éventuelle bioactivité).

Nous avons découvert que la présence de décoctions réduit la mortalité cellulaire engendrée par
des concentrations trop élevées en LDL oxydées. Ces effets protecteurs peuvent étre attribués
a la présence de polyphénols dans les décoctions, comme le décrit la littérature (Cao et al.,
2019). Nos travaux ont aussi montré que les décoctions de plantes médicinales réduit
significativement la production de radicaux libres intracellulaires induite par la présence de
LDL oxydées. Ces résultats sont en accord avec ce qui avait été observé lors de notre premiére
étude (Checkouri et al., 2020). Nos résultats sur les effets inhibiteurs de H. lanceolatum, P. x
graveolens, S. cumini et P. mauritianum sur la captation de LDL oxydées constituent des
données encourageantes qui argumentent I’intérét d’utiliser les plantes médicinales dans le
contexte de 1’athérosclérose. En effet, la capacité des plantes médicinales a prévenir ou limiter
la formation de cellules spumeuses pourrait représenter une perspective intéressante pour

prévenir / ralentir la progression de I’athérosclérose.

De plus, nous avons mis en évidence la capacité des décoctions de plantes a limiter I’activation
de la voie NF-kB en présence de LPS d’E. coli. Ce résultat laisse présager une bioactivité des
décoctions sur d’autres parametres tels que : la sécrétion des cytokines (TNF-a ; IL-6 ; MCP-
1), la production des enzymes impliquées dans la réponse au stress oxydant, la différenciation

des macrophages et la mortalité cellulaire.
Les travaux que nous avons apportés ne sont qu’une premiere étape dans 1’exploration des

propriétés des plantes médicinales. Des études plus poussées comme les expérimentations

animales et études cliniques pourraient étre envisagées dans un second temps.
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Les modéles d’expérimentation animale adaptés au contexte athérosclérose

Il existe différents modeles murins reproduisant les conditions d’athérosclérose
(dyslipidémies). Parmi elles, les souris apoE -/- et LDLR -/- offrent la possibilité de mimer une
dyslipidémie (Emini Veseli et al., 2017). Dans nos conditions expérimentales, le modele apoE-
/- a ¢été choisi car les souris apoE-/- présentent deux types de dyslipidémies :
I’hypertriglycéridémie et I’hypercholestérolémie. Nous avons pu réaliser une étude pilote au
sein du Laboratoire sur des souris de réforme (destinées a 1’euthanasie) apo E-/- (n= 13) agées
de 9 a 24 mois afin d’étudier la bioactivité et la biodistribution des polyphénols du Bois de
Péche Marron, P. mauritianum, connue et utilisée en médecine traditionnelle pour des vertus

hypocholestérolémiantes.

Nous souhaitions déterminer si ces molécules pouvaient atteindre les plaques d’athérome et
éventuellement si la consommation de tisane a base de plante médicinale pouvait moduler le
profil lipidique des souris apo E-/-soumises a un régime normal (non supplémenté). Pour cela
deux décoctions de Bois de Péche marron provenant de deux terroirs différents ont été
administrées oralement a deux groupes de souris (G1 et G2) a une fréquence de 2 a 3 fois par
semaine afin de reproduire un mode de consommation régulier de tisane sur une durée de 2
semaines. La concentration en plante médicinale pour 1’élaboration de la décoction a été
sélectionnée sur la base d’études ethnopharmacologiques (Dutertre, 2011; Lavergne, 1989,

2018). Le protocole expérimental qui a été utilisé est présenté en Figure 18.

Tisane de P. mauritianum = Bioactivité et biodistribution ?

Expérimentation animale (pilote) I ‘5 Présentant des plaques d’athérome

Décoction (5 g/L)

‘ 4 n =13 apok -/- réforme (7 & ; 69 ; 9-24 mois)
4% , * Groupe contrble (ApoE-/-): n=4
“’% 2 * ecotypes §f « Groupe écotype 1 (ApoE-/- G1) :

n=3
§£ « Groupe écotype 2 (ApoE-/- G2) : n=5

P. mauritianum

SJo |1 |2 | a3 | e | s | e | 47 | us | us | a0 s | s | | 34
= = I B E
= = N = s

Figure 18 : Protocole utilisé pour l’expérimentation pilote. 13 souris ApoE-/- ont été utilisées pour
[’expérimentation et ont été réparties en trois groupes : un groupe contréle n’ayant pas consommé de tisane,
un groupe G1 ayant consommé de la tisane de Bois de Péche Marron (P. mauritianum) provenant du premier
écotype et un groupe G2 ayant consommé une tisane provenant du second écotype. Le schéma présente le
déroulement de [’expérimentation sur les 14 jours. Les gavages (G) ont été réalisés tous les deux a trois jours
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et sont représentés en bleu tandis que les prélevements sanguins (S) ont été représentés en rouge.
L euthanasie (E) par ponction cardiaque a éte réalisée au bout des 14 jours et a été représentée en mauve.

Résultats préliminaires de notre étude de la bioactivité sur notre modéle in vivo

Dans notre étude, 1’évaluation de la bioactivité de la tisane de P. mauritianum s’est limitée a la
quantification des lipides circulants au début de I’expérimentation et a I’issue de cette dernicre
(aprés 5 gavages). Les résultats que nous avons obtenus (présentés en Figure 19) ne montrent
pas de modulation particulieére du profil lipidique des souris apoE-/- ayant consommé de fagon

réguli¢re de la tisane réguli¢re de tisane de Bois de Pé&che Marron.

Cholesterol content Triglyceride content

L]
]
N
=]
1

et

S
1

T 151 o k)
aa - +

[
1

N
1

Cholesterol content (g/L)
a
1
[ ]
7]

SHe
Triglycerides content (g/L)
=]

1

o
=]
o

K,
+ ohe.

JoO J14 Jo J14

Figure 19 : Evaluation des teneurs en cholestérol et triglycérides plasmatiques

Nos conditions expérimentales présentent cependant des limites. L’influence de Ia
consommation de tisane sur les parameétres lipidiques n’a pas pu étre réalisée dans des
conditions optimales. En effet, les souris ayant fait ’objet de cette étude étaient beaucoup trop
agées et présentaient déja un stade avancé d’athérosclérose. De maniere générale, les études
menées sur les souris dyslipidémiques se font a I’dge de huit semaines car les souris apoE -/-
peuvent avoir la particularité de former des plaques d’athérome sans nécessité de consommer
un régime riche en graisses. D’autre part, le nombre de souris (n =12) n’était pas suffisant pour

pouvoir observer une différence significative entre les teneurs en lipides circulants.

Ces arguments font qu’a ’issue de 1’étude de la bioactivité sur notre modele pilote, nous ne
sommes pas en mesure d’affirmer que la consommation de tisane n’a pas d’influence sur un
modele présentant une pathologie avancée. L’¢tude de la bioactivité des tisanes devra se faire
sur des modeles plus « stables » (nombre de souris, jeunes, du méme age, du méme sexe, ne

présentant pas de plaques d’athérome en début d’expérimentation).
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Au Laboratoire DEéTROI, deux modéles d’étude de la bioactivité des tisanes en in vivo sont

actuellement en phase de mise au point :

- Un mode¢le mimant un processus d’athérosclérose progressif (souris apoE-/- soumises a un
régime riche en cholestérol associé ou non a une consommation réguliére de tisane).

- Un mod¢le mimant un processus accéléré d’athérosclérose (souris LDLR-/- soumises a un
régime riche en graisses et en cholestérol et ayant subi une intervention d’abrasion de la

carotide).

Résultats préliminaires de notre étude de la biodisponibilité sur notre modéle in vivo
Nous avons voulu évaluer la biodisponibilité des composés issus de la tisane de Bois de Péche
Marron en recherchant des métabolites de la quercétine dans des organes cibles et dans le

plasma.

En raison de la crise COVID-19, I’analyse des échantillons biologiques par spectrométrie de

masse a ¢été compromise et seuls le plasma et les broyats de foie des souris ont pu étre analysés.

Une analyse métabolomique ciblée a été réalisée. Notre approche a été€ la suivante ; a partir de
la composition en polyphénols de la tisane de P. mauritianum décrite dans notre Article 1, nous

avons recherché les potentiels métabolites issus de ces polyphénols.

Les résultats que nous avons obtenus sont présentés en Figure 20. Dans nos conditions
expérimentales nous avions observé que la tisane de P. mauritianum contenait majoritairement
des flavonoides (kaempférol et quercétine) sous forme glycosylée. L’analyse du plasma des
souris ayant consommé de la tisane a montré dans un premier temps que ces polyphénols

(kaempférol et quercétine) étaient retrouvés sous forme aglycone.
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Figure 20 : Les polyphénols majoritaires de la tisane de P. mauritianum et les métabolites détectés et quantifiés dans le

plasma de souris ayant consommé la décoction de P. mauritianum.

Une analyse des métabolites secondaires présents dans le plasma des souris ayant consommé
de la tisane a montré la présence de formes glycosylées de la quercétine (hexosides de
quercétine, myricétine, isorhamnétine, isorhamnétine -3-O-glucuronide) et desformes
glycosylées du kaempférol (kaempférol -3-O-hexoside, kaemférol-3-O-pentoside, kaempférol
-3-O-glucuronide, kaempférol-3-O-acétyl glucoside). Ces résultats sont présentés en Figure
21.

L’analyse des métabolites secondaires a mis en évidence deux origines possibles :

- Une faible transformation des métabolites primaires de polyphénols par les enzymes

intestinales et leur absorption rapide par les cellules de I’intestin gréle.
- Une absorption plus tardive et des transformations plus importantes par les enzymes du

microbiote intestinal et/ou par les enzymes hépatiques.

Dans nos conditions expérimentales, certains métabolites secondaires n’ont été retrouvés que
dans les groupes de souris ayant consommé de la tisane et constituent des marqueurs de
consommation de la décoction de P. mauritianum. De maniere générale, la nature des
métabolites n’a pas été influencée par le type de tisane (écotype). Concernant les teneurs en
métabolites, une faible différence significative a ¢été observée pour les concentrations

d’isorhamnétine pour le groupe G1.
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Figure 21 : Métabolites secondaires de quercétine et kaempférol détectés et quantifiés dans le plasma de souris ayant consommé
de la tisane de P. mauritianum. Parmi les métabolites détectés certains d’entre eux comme l’isoquercitrine [’hypéroside,
lastragaline et le kaempférol-3-O-pentoside pourraient étre issus de la faible transformation des hexoses de quercétine par les
enzymes intestinales et de leur absorption rapide au niveau de [’intestin gréle. D autres métabolites comme la myricétine et les
formes d’isorhamnétine, kaempférol-3-O-glucuronide et kaempférol-3-O-acétyl glucoside, pourraient étre issues de
transformations plus tardives par le microbiote intestinal ou par les enzymes hépatiques. Dans nos conditions expérimentales,
les éléments marqués par un symbole de cible rouge peuvent étre considérés comme des marqueurs de consommation de tisane
de P. mauritianum.
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Les résultats que nous avons obtenus lors de 1’étude de biodisponibilité¢ feront 1’objet d’une
valorisation sous forme de publication (short communication). Dans le cadre de ce travail de
thése, ces résultats préliminaires nous confortent dans 1’intérét d’explorer des parameétres
comme la bioaccumulation des principes actifs dans les tissus (compartiments cellulaires) et

dans les plaques d’athérome.

Vers des études cliniques chez ’Homme

Des ¢études chez I’Homme pourraient étre menées dans un premier temps chez des sujets sains
pour identifier et quantifier des biomarqueurs de consommation de tisane (polyphénols et leurs
métabolites). Dans un second temps, une étude clinique pourrait étre envisagée afin d’étudier
I’impact de la consommation de tisane sur I’évolution du profil lipidique de patients présentant
une dyslipidémie. Cependant, 1’étude de la bioactivité des tisanes chez des patients doit étre
confortée par des résultats probants obtenus préalablement sur des modéles animaux

(bioactivité observée a 1I’échelle tissulaire et expliquée de fagon mécanistique)

La valorisation des travaux de recherche dans le contexte de la thése CIFRE

Au niveau industriel mes travaux ont apporté¢ a I’Entreprise la possibilit¢ d’effectuer des
demandes pour des allégations nutritionnelles. Mes ¢tudes ont €té confortées par les
perspectives de I’Entreprise visant a développer une filiére pharmaceutique. Cette démarche est
envisagée dans le but de valoriser les principes actifs de plantes médicinales par exemple sous
la forme de compléments alimentaires. Certaines molécules pourront étre extraites et valorisées
dans le cadre pharmaceutique comme ¢a a pu étre le cas pour I’ayapanine, 1’acide corosolique
ou encore ’acide asiatique qui ont fait I’objet de dépdts de brevets par d’autres Laboratoires
(Figure 22).

Quelques exemples de brevets

2

Extraits de H. ambavilla et H. lanceolatum EXL@‘L dA mﬁ’/flO‘W”S
(propriétés antitumorales) (preparat‘lon cosmétique)
(Morel et al., ; 2017) (Rouillard ; 1994)

o 0.0
=

Dérivés de coumarine, ayapanine Acide corosolique

Acide asiatique

X o (cicatrisant)
(formulation d’antidépresseurs) (perte de poids et maintien de la glycémie) (Corvi Mora & Ranise ; 2000)

(Martinez-Vasquez et al., ; 2014) (Udell & Hari ; 2001)

Figure 22 : Molécules issues de plantes médicinales ayant fait l’objet de valorisations sous forme de brevets.
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Conclusion

Les travaux menés dans le cadre de mes travaux de thése ont mis en avant le potentiel de huit
plantes médicinales utilisées a La Réunion : Hubertia ambavilla, Ayapana triplinervis,
Dodonaea viscosa, Aphloia theiformis, Hypericum lanceolatum, Pelargonium x graveolens,
Syzygium cumini et Psiloxylon mauritianum. Mes résultats ont montré d’une part que huit
plantes médicinales traditionnellement utilisées a La Réunion contiennent des polyphénols
connus pour leur bioactivité et d’autre part que les tisanes et extraits hydro-acétoniques de
ces plantes exercent une activité antioxydante. Nous nous sommes ensuite intéressés a un
modeéle cellulaire a la fois impliqué dans la progression et la résolution de ’athérosclérose :
les macrophages. Mes expérimentations ont montré que les tisanes permettaient de protéger
des macrophages murins soumis a une concentration cytotoxique en LDL oxydées. Mes
travaux ont souligné les effets protecteurs des décoctions de plantes médicinales sur ce
modeéle cellulaire soumis a des facteurs aggravants de I’athérosclérose (LDL oxydées et
lipopolysaccharide d’E. coli). Dans mes conditions expérimentales, la présence de décoctions
de plantes médicinales a modulé la réponse au stress oxydant et la captation de LDL oxydées
par des macrophages murins. De plus, mes résultats ont montré qu’en présence des
différentes décoctions, la voie de signalisation cellulaire NF-xB régissant de nombreux
mécanismes de défense et de survie cellulaire est modulée. Ces résultats suggeérent qu’au-
dela de leurs propriétés antioxydantes, les principes actifs de plantes médicinales utilisées a
La Réunion interviennent sur des mécanismes complexes de signalisation cellulaire.
Ay

Ces découvertes mettent en avant l’intérét dé Dutilisation traditionnelle et de la valorisation
de ces huit plantes médicinales dans le cadre d’une stratégie de prévention ou de traitement

de ’athérosclérose.
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Mes travaux de thése en une image — (Diapositive finale de ma soutenance de thése)

Etude de la bioactivité des plantes médicinales utilisées aLa |
Réunion dans le contexte de perturbations métaboliques
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Figure 23 : Mes travaux de these en une image
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