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Abstract

Abstract

Public health experts launched several research programs in the context of the Algerian
health security. One of the most interesting areas is the use of natural products as
complementary or alternative medicines. Algerian traditional medicine offered several endemic
plants, which are considered as sources of powerful active ingredients against oxidative stress,
diabetes and neurodegenerative diseases such as Alzheimer. On the technical level, we
evaluated the total content of phenols and flavonoids and the antioxidant activity of four extracts
of the plant Ptychotis vertiicillata L. using standard methods, in vitro, the scavenging of DPPH
and ABTS radicals , the reduction of iron (FRAP and Phenanthroline) and Silver (SNP). In
addition, type 2 antidiabetic activity was characterized through the inhibition of a-amylase and
the anti-Alzheimer activity via the inhibition of acetylcholinesterase. Finally, the sun protection
factors (SPF) was evaluated for each sample. The obtained results showed considerable levels
of total phenols and flavonoids, especially for hydroalcoholic extract and ethyl acetate extract.
In the antioxidant activities, the results showed moderate activities for the tested extracts in
DPPH and ABTS methods, exceptionally the ethyl acetate extract which is comparable to the
BHA and BHT. In parallel, our samples showed variable activities in FRAP, Phenanthroline
and SNP methods. Ethyl acetate extract exhibited the best effect while chloroform exhibited
the weakest. On the other hand, the inhibitory activity of enzymes showed that the crude extract
inhibited potentially the o- amylase, in a dose-dependent manner, while the chloroform extract
was the most potent in the inhibition of acetylcholinesterase. In addition, our extracts showed
excellent sun protection factors. The obtained results confirmed the traditional use of the
selected plant in Algeria and enhanced the therapeutic virtues of its extracts. They also opened

multiple perspectives in the near future.

Keywords: Antioxidant, oxidative stress, Alzheimer, T2DM, Ptychotis verticillata



Résumé

Résumé

Les experts de la santé publique ont lancé plusieurs programmes de recherches dans le cadre
de la sécurité sanitaire algérienne. L’un des axes les plus intéressants est la recherche des
alternatifs naturels qui peuvent étre utilisés d’une maniére complémentaires ou alternative a
I’utilisation des médicaments de synthése dans le marché. La médecine traditionnelle algérienne
nous offre plusieurs plantes endémiques qui sont considérées comme sources des principes
actifs puissants afin de lutter contre le stress oxydatif, le diabéte et les maladies
neurodégénératives comme 1’Alzheimer. Ce travail s’insére dans le cadre de connaissance et
valorisation des produits naturels vivants notamment dans la neutralisation du stress oxydatif
et la maitrise des maladies Diabéte type 2 et 1’Alzheimer. Sur le plan technique, nous avons
¢valué d’une part, le contenu en phénols et flavonoides totaux et ’activité antioxydante de
quatre extraits de la plante Ptychotis verticillata L. par des méthodes standards, in vitro, le
piégeage des radicaux DPPH et ABTS, la réduction des fer (FRAP et Phenanthroline) et
d’Argent (SNP). D’autres part, nous avons caractérisé 1’activité antidiabétique de type 2 via
I’inhibition de I’a-amylase et 1’activité anti-Alzheimer via I’inhibition de I’acétylcholinestérase.
Ce travail a été finalisé par une étude des facteurs de protections solaire. Les résultats obtenus
ont montré des teneurs intéressants en phénols et flavonoides totaux particulierement pour
I’extrait hydro-alcoolique et I’extrait d’acétate d’éthyle. A propos de 1’activité antioxydante, les
résultats ont montré des activités moyennes a modérées pour les extraits testés a I’exception de
I’extrait d’acétate d’éthyle qui est comparable aux références BHA et BHT dans les méthodes
de neutralisation des radicaux DPPH et ABTS. Parallélement, nos échantillons ont présenté des
activités variables dans les méthodes FRAP, Phenanthroline et SNP. L’extrait d’acétate d’éthyle
a presenté le meilleur effet tandis que le chloroformique est le plus faible. L’ensemble des
échantillons sont loin & étre comparés avec standards BHA et BHT. D’autre part, I’activité
inhibitrice des enzymes a montré que I’extrait brut a inhibé fortement I'-a amylase, d’une
maniere dose-dépendante, Tandis que 1’extrait chloroformique est le plus intéressant dans
I’inhibition de I’acétylcholinestérase. En plus, nos extraits ont donné des excellents facteurs de
protections solaire. Les résultats obtenus confirment 1’usage traditionnel de la plante
sélectionnée en Algerie, ils valorisent les vertus thérapeutiques de ses extraits. 1ls ouvrent

¢galement des perspectives multiples qui permettent d’approfondir nos études dans ce domaine.

Mots clés : Antioxydants, Apiaceae, stress oxydatif, Alzheimer, DT2



Sommaire

Remerciements

Liste des tableaux

Liste des figures

Liste des abréviations

sasldll

Abstract

Résumé

Introduction ENErale............ovuiiiiiii i e

Synthese bibliographique
Chapitre 01 : Les métabolites secondaires

1. Les produits NAtUNElS. ...,
1.1. DesCription QENEIale. ........oouiieiit it
1.2. Les composés PhEnOlIqUES. . ...viintiitiiit et

121, GeNlralites.......oviiniiiiiii i e
1.2.2. ClassSification..........oouviiiiiii i e
1.3, Les @lcalotdes. .. ..vueneiie e e
131, GENEralites. .. ..ottt
1.3.2. Sources des Alcaloides..........coooveiiiiiiiiiiiiiiiii i
1.3.3. Classification des Alcalotdes. ..........c.covviviiiiiiiiiiiieen,
a. Classement des alcaloides selon leurs origines biosynthétiques...
b. Classement des alcaloides d’aprés leur structure chimique.........
1.4, Les COMPOSES tEIPENIGUES. ... .nee ettt ettt e
141, GENEralites ......oouriiiiiii i
1.4.2. Classifications des terpenes. ........c.ceivieriiiiiiiiiieiiieenenn,
2.Interéts des produits NAtUIElS. ... ..ot
2.1. Dans le domaine medical.............coooiiiiiiiiiii i,
2.2. Dans le domaine agroalimentaire...............oooviiiiiiiiiiiieeeceeeeeen
2.3. Dans le domaing COSMELIQUE. .......o.uiuiirie it e
3.Description de la plante : Ptychotis verticillata L....................coooiiiiiiiii i,
3.1. Etude botanique et géographique ............cooiiriiriiiiiii e
3.2. Intéréts thérapeutiques et pharmacologiqQUES...........cccevevevierierieereereeeeeeeieereeens

Chapitre 02 : Le stress oxydatif

LoLesradicaux lHDres. .......ooouii i,
1.1.DeSCription geNerale...........covirinii i
1.2.Source des radicaux lbres..........oooiiiiiii

1.2.1.50UrCeS ENUOGENES. ...\ vttt
1.2.2.50UrCES EXOQENES. ... vttt ettt et et et e et
1.3.CIaSSITICALIONS. ...ttt e e



2.5 antiOXYAaNTS. ... ..,

2.1. DesCription geNerale. ..........c.oviniriii e,
2.2.50Urces des antioXydantsS. .........c.o.iieiiiii e
2.2.1.Antioxydants eNdOgeNES. ........c.ouiiiiriiiie e

2.2.2. ANtioXYdants EX00ENES. ... .oovit ittt
2.3.Classification des antioxydants.............ccooeviiiiiiiiiiieee,
2.3.1.Antioxydants d’origine naturelle....................ocoiiiiiiiiinn,
2.3.2.Antioxydants d’origine synthétique ................cooeiiiiiiiin

3 Lestress OXydatif. ... ..o,
3L GANEIAlItES. ..o
3.2.Effets néfastes sur lasanté humaine...............oiiiiiiiiiiii i,
4.Stress oxydatif et maladies ChroniqUES. ..o
AL L DIADBIE. ..ottt
410 GANEraliteS. ...

4.1.2. Diabete type 0L, ... .o,

4.1.3. Diabete type 02. .. ..o

4.1.4. Modes de traitement .............coiiiiiiiiii e

4.2, L AlZNCIMET. .. o
4,21 GENEIalIteS. ...t

4.2.2. Modes de traitement ............ooiiiiiiii e

5.L’¢évaluation de ’activité antioXydante..............coooeiieiiiiiiiiiii i

S NAENE S

STLEIUAC IN VIVO ... oo et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
5.2.176tUde N SHICO ... e et oo e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
5317 BEUAC IN VITEO ... oee e e et e oo e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

Chapitre 03 : Mateériels et methodes

Collection du matériel vEgétal.............o.iuiuiiii i
Préparation de la matiere premiere. ... ... ...c.ooiiriiir i,

. Extraction des prinCipes actifs.............ooiiiiiiiii e,

Quantification des composes phénolIqQUES. ...........o.oviiiiiiii e,
Dosage des flavonoides. ... .....veerinit i
L’¢valuation in vitro de I’activité antioxydante..............c.ccoeiiiiiiiiiiiiiiinine e
6.1. Piégeage duradical DPPH................iiiii
6.2.  Piégeage duradical ABTS......cccoiiiiiiiii
6.4.  Activité du pouvoir réducteur (FRAP)..........coovviiiiiiiiiiiieeee,
6.5.  Activité de reduction par formation du complexe Fe+2-Phenanthroline.....
6.6. Activité de réduction de I’Ag+ en nanoparticule d’ Argent sphériques......

. Activité Inhibitrice des enzymes...........c.oiiiiiiiiiii e,

7.1.  Activité antidiabétique via I’inhibition de ’a-amylase.........................
7.2.  Activité anti-Alzheimer via I’inhibition de I’acétylcholinestérase............
7.3. L Activité inhibitrice de 'Uréase............cooviiiiiiiiiiiiiiiiinens
Activité protectrice vis-a-vis les rayonnements SOlaires..............ooovveveiininnnnnennnn.
Etude StatiStIqUE. .. ...eet ittt et



™=

=

Chapitre 04 : Résultats et discussion

Rendements d’eXtraction..........o.eiuuiuiin i
Dosage des phénols totaux et flavonoides.............cooiviiiiiiiiiiiiiiiiii e
AcCtiVItE antioXydante. ......o.uiiei i e
3.1.  Activité de piégeage du radical libre DPPH...................ccoeiiinnnia,

3.2.  Activité de piégeage du radical libre ABTS...........coooiiiiiiiiiiiiin,

3.3.  Activité de pouvoir réducteur (FRAP)..........coviiiiiiiiiiiiiiiee,

3.4. Activité de réduction du complexe Fe+2-Phenanthroline......................

3.5.  Activité de réduction des nanoparticules d’Argent (SNP) ........ccccevieennen.
Activité INhibItrice deS eNzymes. ... ....c.oiieiiit i
4.1. L’activité antidiabétique via I’inhibition de I’a-amylase.......................

4.2. L’activité anti-Alzheimer via I’inhibition de 1’acétylcholinestérase..........

4.3. L’activité inhibitrice de ’Urease............covieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieen,
L’activité protectrice vis-a-vis la lumiére solaire................coooeiiiiiiiiiiininninnn,

Conclusion générale et perspectives

Conclusion EENETale. ... .....ouuiniit i
| ] 01T £ A

Annexes



Introduction
geénerale



Introduction générale

Introduction générale

A D’échelle mondiale, I’impact socio-économique des maladies chroniques s’aggrave
progressivement. Les responsables de la santé publique focalisent la lumiere sur les stratégies
thérapeutiques appliquée actuellement vis-a-vis ce genre de maladies. Le diabete, le cancer et
les maladies neurologique et autres nécessitent des nouvelles modalités de gestion, soit sur le
plan des traitements disponibles actuellement dans le marché, soit dans la recherche des

nouvelles alternatives naturelles qui rendent les pratiques médicales plus efficaces.

L’analyse étiologique de ce genre de maladies nous a montré I’intervention directe ou
indirecte du stress oxydatif dans I’apparition et/ou 1’aggravation de ces maladies. Le stress
oxydatif est un climat d’agression structurale, en chaines, des biomolécules et d’organites
cellulaires aboutissant aux dysfonctionnements aigues et/ou chroniques a 1’échelle moléculaire,
tissulaire et organique. Le stress oxydatif n’est pas une maladie en soi, il est potenticllement
impliqué dans de nombreuses maladies, comme facteur déclenchant ou associe, a des

complications parfois lourdes plus particulierement dans le diabéte et 1’ Alzheimer.

Le diabéte s’installe progressivement dans la communauté algérienne est devient un
probléme majeur de la santé publique. La fédération internationale du diabéte a montré des
chiffres terrifiants des personnes touchées en Afrique du nord et plus particulierement en
Algérie. Ce genre des maladies métaboliques chroniques apparait en plusieurs formes, mais
celui de type 2 est le plus fréquent et représente environ 90% des cas de diabete (Mouraux et
Dorchy, 2005 ; Villar et Zaoui, 2010). Parallelement, La maladie d'Alzheimer apparait sous
forme de déficience cognitive progressive notamment chez les patients agés. C’est maladie
neurodégénérative qui nécessite des stratégies thérapeutiques particuliéres qui sont parfois

insupportables (Cummings et Cole, 2002).

Les produits naturels, notamment d’origine végétale, sont considérés comme des
alternatives médicales ayant des propriétés pharmacologiques indiscutables. Leurs
disponibilités, et efficacités thérapeutiques stimulent les malades et les praticiens de santé a les
exploiter, en tant que produits alternatifs et/ou complémentaire, dans 1’amélioration de la
pratique médicale. Les chercheurs dans le secteur de la santé réalisent des investigations visant
a développer des alternatifs a partir des plantes utilisées en médecine traditionnelle, en réalisant
des études phytochimiques, pharmaco-toxicologiques et cliniques approfondies pour la mise au

point de médicaments d’origine naturel de haute qualité (Ghalem et Mohamed, 2014).
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Introduction générale

Dans ce travail, nous avons travaillé sur une plante utilisée dans la médecine traditionnelle

algérienne, Ptychotis verticillata L. pour faire :

e [’extraction fractionnée des métabolites actifs en quatre fractions, hydroalccolique, le
chloroforme, I’acétate d’éthyle et le n-butanol.

e Le dosage des métabolites secondaires (Phénols et Flavonoides totaux)

e Evaluer I’activité antioxydante, par des méethodes convenables, piégeage du radical libre
DPPH, Piégeage du radical ABTS, Activité du pouvoir réducteur (FRAP), Activité de
réduction par formation du complexe Fe*2-Phenanthroline, activité de réduction des
nanoparticules d’Argent (SNP)

e Estimer I’activité inhibitrice de nos extraits sur deux enzymes particulieres, I’a-amylase

qui liée au diabete type 02 et la butyrylcholinestérase liée au maladie d’Alzheimer

Ce manuscrit en est subdivisé en trois parties. La premiere consiste a une étude
bibliographique traitant 1’aspect structural et pharmacologique des produits naturels, ainsi que
la notion du stress oxydatif et ses effets sur la santé humaine. Dans la deuxieme partie, nous
avons évoqué le cadre technique et méthodologique des différentes activités étudiées, in vitro.
La troisieme partie est consacrée au coté expérimental dans laquelle nous avons présenté et
discuté les résultats obtenus. Le travail est cl6turé par une conclusion générale et des

perspectives.
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Chapitre 01 Les produits naturels d’origine végétale

1. Les produits naturels

1.1. Description générale

Les plantes se caractérisent par leurs capacités a produire, d’'une maniére autonome,
d’une large gamme des composés différents a 1’échelle structural et fonctionnel. Ces
¢léments, d’une part, participent directement ou indirectement a la croissance et le
développement de la plante, et d’autre part, jouent un rble majeur, notamment dans
l'autodéfense et 1’adaptation a I’environnement. Cette derniere catégorie de produits sont

collectivement appelés les métabolites secondaires végétaux. (Ouassou et al., 2019).

Les métabolites secondaires sont des composés chimiques non directement impliqués
au processus vitaux et au développement, mais ils ont autres réles complémentaires tels que la
protection des végétaux contre les herbivores et les microbes, 1’attraction des animaux
pollinisateurs ...etc. (fig. 1. 01). Ces molécules phytochimiques se caractérisent par une grande
diversité structurale, ils sont regroupés en trois principales catégories: les terpénes, les
composés phénoliques et les alcaloides (ou composeés azotés). Chacune de ces classes
renferme des groupes chimiques multiples et posséde des activités et des applications diverses

dans les différents domaines. (Salam et Quave, 2018).
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Fig. 1. 01 : ladiversité fonctionnelle des métabolites secondaire (Salam et Quave, 2018).
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1.2. Les composes phénoliques

1.2.1. Généralités

Les composes phénoliques ou les polyphénols, phénylpropanoides, constituent une
vaste famille de métabolites secondaires largement abondants dans le monde végétal, environ
8000 types a éte rapporté dans la littérature (Cory et al., 2018). lls sont localisés dans tous les
parties et les tissus des plantes (racines, fleurs, tiges, feuilles ... etc.) et dans les déférentes
types (légumes, fruits, céréales ...etc.). lls jouent un rdle impératif dans les applications
industrielles et thérapeutiques (Rasouli et al., 2017). Comme leurs noms 1’indique, les
polyphénols sont des composés aromatiques contenant des groupes hydroxyles phénoliques
(alcools aromatiques), associes aux structures plus ou moins complexes (Alves-Santos et al.,
2020). lls ont montré plusieurs activités biologiques et pharmacologiques intéressantes (Teng
et Chen, 2019).

1.2.2. Classification des polyphénols

Plusieurs milliers de polyphénols ont été identifiés dans le regne végétal. Sur le plan
structural, ils sont des molécules aromatiques caractérisés par la présence d’au moins d’un
noyau benzoique au quel est directement lié au moins un groupement hydroxyle libre ou lié a
une autre fonction: éther, ester, hétéroside. En fonction du nombres d’unités phénoliques dans
leur structure moléculaire, les groupes substituants et/ou les types des liaisons entres les unités

phénoliques sont classés communément comme :

e Flavonoides, les plus répondus et le plus étudiées dont plus de 6000 structures
déférentes, caractérisées par une structure de base C6-C3-C6 et divisées en six
groupes . flavonols, flavanols, flavones, flavanones, isoflavones et
anthocyanes.

e Non flavonoides y inclus les lignanes, stilbénes et tanins

e Acides phénoliques divises en deux groupes 1’acide hydroxycinnamique et
I’acide hydrobenzoique (Fig. 1. 02)(Denise et al., 2020).
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Fig. 1. 02 : Classification structurale des polyphénols (Denise et al., 2020).

1.3.Les alcaloides
1.3.1. Généralités

Au début de XIX® siecle le mot Alcaloides a été introduit par W.MEISNER pour
indiquer des substances naturelles réagissant comme des bases, comme des alcalis (de I’arabe
al kaly , la soude et du grec eidos, I’aspect) (Bruneton, 2009). Ce sont des substances azotées
basiques d’origine naturelle. Elles ont des activités biologiques intéressantes, C’est pourquoi
ils entrent comme principe actif dans la composition de nombreux médicaments (comme la
morphine ou la codeine qu’ils ont un effet analgésiques). la plupart des présentent un
caractére toxique, et a cause de cette toxicité, les plantes les utilisent dans leurs systemes de

défense contre les herbivores et les pathogenes (Chelain, Lubin-Germain, & Uziel, 2015).

Selon (Eguchi, et al., 2017), Il existe 12000 alcaloides avec des structures chimiques
connues. Winterstein et Ties (Aniszewski, 2007) ont généralisé les caractéristiques

communes des alcaloides dans les points suivants :
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e Une toxicité plus ou moins importante, elle apparait principalement sur le systeme
nerveux central ;

e Une structure chimique a caractére basique;

e Laprésence structurale de I’azote hétérocyclique;

e La Biosynthese a partir d'acides aminés ou de leurs dérivés immédiats ;

e Une distribution limitée dans la nature.

1.3.2. Sources des Alcaloides

Les alcaloides, d’origine végétale, sont extraits de la plupart des plantes a fleurs (8,7
% des phanérogames, dicotylédones). Ils ont également d’autres origines naturelles mais non
végétales, telles que les champignons (ex. : ergine de I'ergot du seigle), les mousses (ex. :
lycopodine de Lycopodium complanatum), les bactéries (ex. : pyocyanine de Pseudomonas
aeruginosa) et des animaux supérieurs (ex. : adrénaline, castoramine du muse) (Milcent,
2003).

Me
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Fig. I. 03: Structure chimique de certaines molécules de type Alcaloides (Porras et al.,2020)
1.3.3. Classification des Alcaloides

Plusieurs critére ont été utilisé dans la classification des Alcaloides y compris, la
structure chimique, l'activité biologique et écologique et les voies de biosynthese
(Aniszewski, 2007)
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a. Classement des alcaloides selon leurs origines biosynthétiques

Les alcaloides sont généralement classés en fonction de leur précurseur moléculaire
commun, utilisé dans la construction moléculaire. D'un point de vue structurel, 1l existe trois
principaux types des alcaloides, les alcaloides vrais, les Proto-alcaloides et les pseudo-

alcaloides.

La biosynthese des alcaloides vrais s’effectue a partir des acides aminés, ils
comportent un atome d’azote dans un systeme hétérocyclique, ce qui lui donne le caractere
basique, Leurs précurseurs primaires sont des acides aminés tels que L-Ornithine, L-Lysine,L-
phénylalanine /L-Tyrosine , L-Tryptophane et L-Histidine. Ce sont des substances hautement
réactives méme a faibles doses. Les Alcaloides vrais peuvent se produire dans les plantes : a
I'état libre, sous forme de sels et de N-oxydes. A titre d’exemple des alcaloides vrais
biologiquement actifs, la cocaine, la quinine , le dopamine et la morphine . (Aniszewski,
2007)

Les protoalcaloides sont des dérivés d'acides aminé dont I’atome d'azote ne fait pas
partie d'un hétérocycle. Cependant, ils sont souvent appelés amines biologiques, ils sont
généralement solubles dans I’eau (Milcent, 2003). cette définition peut englober plusieurs
substances, les acides simples tels que la sérotonine, le mescaline de peyotl, la cathéonine de

thé des Abyssins, et les bétaines (ex :bétanine) (Bruneton, 2009).
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Fig. I 04: Structure chimique de certaines molécules de type proto-alcaloides

Page | 7



Chapitre 01 Les produits naturels d’origine végétale

Les pseudoalcaloides sont des substances dont le squelette carboné de base ne se
dérive pas d'acides aminés (Aniszewski, 2007). lls sont en majeur partie basiques. les
représentants principaux de cette classe d'alcaloides sont les alcaloides stéroidiens et les
purines (Milcent, 2003). En réalite, ils sont connectés aux voies des acides aminés comme ils
peuvent également étre résulter de réactions d’amination et de transamination de différentes
voies liées aux précurseurs d’acides aminés. D’autre part, les pseudo-alcaloides peuvent étre
dérivé de précurseurs d’acides non aminés ou 1’atome N est inséré dans la molécule dans un
stade relativement tardif. la coniine, la capsaicine, 1’éphédrine, la solanidine, la caféine, le

théobromine et le pinidine fait partie de cette catégorie. (Aniszewski, 2007)
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Fig. 1 05: Structure chimique de certaines molécules de type Pseudo-alcaloides
b. Classement des alcaloides d’apres leur structure chimique

Les alcaloides sont aussi classés selon leurs structures chimiques. On peut distinguer
12 principales classes d’alcaloides, les tropaniques, les pyrrolizidiniques, les
quinolizidiniques, les indolizidiniques, les pipéridiniques, les pyridiniques, les
isoquinoléiques, les indoliques, les quinoléiques, les imidazoliques, les terpéniques, et les
bases puriques. La majorité des alcaloides sont dérivés d’acides aminés tels que la lysine, le
tryptophane, la tyrosine, et 1’ornithine. Ces acides aminés sont decarboxylés en amines
couplées a d’autres squelettes carbonés. Le tableau ci-dessous mentionne quelques classes

d’alcaloides avec leurs précurseurs (Chelain, Lubin-Germain, & Uziel, 2015)
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Tableau I. 01 : Présentation de quelque classes d’alcaloides avec leurs précurseurs

Classe Structure précurseur Exemple
pyrrolidine Q Ornithine Nicotine
pyrrolizidine O/\> Ornithine Retrorsine
N
quinolizidine QJO Lysine Lupinine
Isoquinoline @ Tyrosine Codéine, morphine
Indole @ Tryptophane Strychnine
N

1.4. Les composes terpéniques

1.4.1. Généralités

Les terpenes, sont une classe d‘hydrocarbures produits par de nombreuses plantes. Ce
sont des substances naturelles organiques, volatiles ou non, qui représentent une grande
famille de molécules du métabolisme primaire et secondaire (Breitmaier, 2006). En plus de
leurs intéréts pharmacologiques, les terpénoides jouent plusieurs réles regroupés en trois
catégories, fonctionnels, de défense et de communication. Les terpénoides sont considérés
comme des produits dont la structure moléculaire contenant des squelettes de carbone
constitués d'unités d'isoprene (2-méthylbuta-1,3-diéne). L'isopréne contient cing atomes de
carbone et, par conséquent, le nombre d'atomes de carbone dans un terpénoide est un multiple
de cing. (Vavitsas, 2018). Les terpénoides volatils, de faible poids moléculaire, peuvent étre
isolés de leurs sources naturelles par distillation, un processus essentiel pour I'isolement des
ingrédients de parfumerie. Les produits terpéniques ont des fonctions biologiques
importantes. D’une part, ils sont essentiels a la croissance et au developpement des plantes
(par exemple, les phytohormones gibbérellines), et d’autre part, ils représentent des outils
importants dans les diverses interactions des plantes avec I'environnement (Eran et Krishna,
2006).

1.4.2. Classifications des terpenes

La classification de composés terpéniques est basee, principalement, sur le nombre
d’atomes de carbone et le nombre d’unités isoprénes contenus dans leurs structures

chimiques (Tableau I. 02)
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Tableau I. 02 : Classification structurale des terpénoides.

Nom Nombre d'unités d'isopréne | Nombre d’atome de carbone
Hémiterpénoides 01 05
Monoterpénoides 02 10

Diterpénoides 04 20
Sesquiterpénoides 03 15
Sesterterpénoides 05 25

Triterpénoides 06 30
Tétratéropénoides 08 40
Polyisoprénoides >08 >40

Caroténoides 08 40

Les hémi-terpénes contiennent une seule unité isoprene, le plus représentatif est
donc I’isopréne lui-méme, composé tres volatil. Les mono-terpénes sont constitués de
deux unités isoprenes, ce sont les composés principaux des huiles essentielles, des
parfums et des épices. Les sesquiterpenes se composent de trois unités isoprenes et sont
également fréquemment trouvés dans les huiles essentielles. Les mono-terpénes ainsi que
les sesquiterpénes sont des composés tres volatils, méme si les sesquiterpénes oxydés ont
tendance a étre moins volatils, ils jouent un réle dans la défense des plantes ainsi que pour
attirer les pollinisateurs (Maldonado-Bonilla et al., 2008). Les di terpénes sont
constitués de 4 unités isoprenes. Les diterpenes ne sontpas volatils, peuvent étre des
hormones de la plante tels que 1’acide gibbérellique, ils peuvent intervenir dans le
mécanisme de défense de la plante. Les triterpenes sont composés de 6 unités isoprenes,
ce sont des molécules non volatiles qui peuvent étre localisés dans les membranes
cellulaires des plantes tels que les stérols. Les tri-terpénes incluent aussi les saponines, les
stéroides ainsi que les glycosides cardiotoniques. Les tétraterpénes sont des molécules
composées de 8 unités isoprenes. Cette derniere classe des terpénes regroupe les
caroténoides, molécules possédant un grand nombre de doubles liaisons conjuguées et

étant ainsi responsable des pigments jaune/orangé de la plante.
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Fig. I. 06 : Classification des terpénes suivant le nombre d'unités d’isoprénes.

2. Intéréts des produits naturels
2.1. Dans le domaine médical
Les produits naturels ont plusieurs activités pharmacologiques qui peuvent étre
bénéfiques sur le plan thérapeutique dans le traitement des maladies. Ils sont des composants
actifs largement utilisés dans de nombreuses médecines traditionnelles (Hunter, 2008). De
plus, il est possible de préparer des analogues synthétiques d’origine naturelle, améliorés sur
le plan de ’efficacité et la sécurité. Par conséquent, les produits naturels sont souvent utilisés
comme des points de départ pour la découverte de médicaments (Bhat et al.,
2005). Actuellement, plus de 80 % des médicaments étaient fabriqués a partir de ressources
naturelles, environ 60 % des médicaments anticancéreux et 75% des composés anti-infectieux
sont des composés a base de substances naturelles ou leurs dérivés. (Fabiano-Tixier &
Culioli, 2013)

2.2.Dans le domaine agroalimentaire

Les métabolites secondaires ont été utilisés comme des compléments alimentaires, des

composés colorants, (anthocyane, caroténoide), acidulant, exhausteur de godt, tel que les
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aromes (safran, vanille), éducolorants (stéviosides), substances a godt amer (capsaicine),
texturisant, conservateur alimentaires antibactériens et antioxydants, émulsifiant, tensioactif,
ou ¢épaississant dans l'industrie alimentaire. Les métabolites secondaires d’origine végétale
commercialement utiles sont les caroténoides, les alcaloides et les terpénoides, les
phénylpropanoides et des composes plus spéecifiques tels que corilagine, L'acide ellagique,
vincristine, a et B- farnesénes. (Gok, Kalinkara, & Erdogdu, 2013)

2.3.Dans le domaine cosmétique

Les plantes et leurs dérivés sont d’importance majeure dans le marché de I’industrie
cosmeétique qui évolue rapidement. Les applications des plantes et des extraits de plantes dans
les cosmétiques sont largement répandues , ils peuvent étre utilisés comme des additifs
d’hydratation, de blanchiment, de bronzage, des colorants, dans les cremes solaires, dans le
balayage radical, antioxydants, immunostimulants, produits de lavages, des conservateurs et
épaississants, etc. plusieurs plantes sont utilisées pour des fins cosmétiques comme la spirule,
I’Aloe vera, le calendula, le ginkgo, le ginseng, I’iris, la valériane, la sauge, la lavande, le
thym, la menthe poivrée, les agrumes, la péche, la goyave, 1’avocat, le blé, I’orge, etc.

(Schirch, Blum, & Zulli, 2007).
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3. Description de la plante : Ptychotis verticillata L.

3.1. Etude botanique et géographique

Ptychotis verticillata NOnkha (Famille Apiaceae), autrement connu sous le nom
Ammoides pusilla (Brot.) Breistr., Psychotis ammoides Koch, Ammoides verticillata Brig. et
Petroselium ammoides Rchb. C’est une plante C’est une Ombellifére (Apioidees), annuelle, a
racine gréle, pivotante ; tige dressée, striée, gréle, a nombreux rameaux étalés, de petites
fleurs blanches penchées avant la floraison, sans rosette de feuilles basales. Les fruits,
schizocarpes, sont ovoides de moins de 1 mm de long (Benoit, 2011). C’est une espéce
herbacée aromatique (10-35 cm de haut) répandue en Afrique du Nord. Cette Petite plante
médicinale pousse spontanément en Afrique du Nord, Maroc Algérie, Tunis et la Lybie,
fréguemment cultivée en Inde et au Perse. Elle est retrouvée également dans tout le bassin

méditerranéen.

Fig. 1. 07 : Ptychotis verticillata L. en image (Lahcen, 2011)

La taxonomie de la plante est représentée comme suit :
* Regne : Végetal
« Embranchement : Spermatophytes
+ S/ Embranchement : Angiospermes
* Classe : Dicotylédones
* Ordre : Apiales
« Famille : Apiacées ou Ombelliferes
* Genre : Ammoides ou Ptychotis

* Espece : pusilla ou verticillata
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3.2. Intéréts thérapeutiques et pharmacologiques

Cette espéce est actuellement utilisée en médecine populaire comme fébrifuge, elle a
des propriétes antispasmodiques, antiseptiques et antidiabétiques. Les chercheurs ont montré
les propriétés antimicrobiennes et antifongiques des huiles essentielles. Elle est utilisée
comme perfusion pour traiter les maux de téte, la fiévre, la grippe et la diarrhée. Elle est
utilisée aussi pour traiter le diabéte et ’hypertension, (Bnouham, Benalla, Asehraou, &
Berrabah, 2012). Bien que la composition chimique de cette plante n’ait fait I’objet que de
quelques investigations, les huiles se sont révélées riches en thymol. L’analyse par GC et
GC/MS a donné 46 constituants, parmi lesquels le thymol (44,5 %), le c-terpinéne (32,9 %) et
le p-cyméne (13,5 %) étaient les plus abondants. (Ouariachi, et al., 2010). Une étude
Algérienne en 2014 de la partie aérienne de la plante a montré la richesse de cette espece en
composés polyphénoliques, les flavonoides, les saponines, les anthocyanes, les terpénes, les
stérols et les tannins. Cette plante est dépourvue totalement en Alcaloides. (Oumsaad et al,
2011).
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Chapitre 02 Le stress oxydatif

1. Les radicaux libres
1.1. Description générale

Sur le plan chimique, un radical est défini comme toute espéce chimique (atome, molécule
ou ion) contenant un électron non apparié dans une orbitale atomique externe, ce caractere lui
qui confére une grande instabilité réactionnelle. Cette instabilité entraine certaines propriétés

chimiques communes a la plupart des radicaux. (Nufiez et al., 2018).

Les radicaux libres se produit d’une maniére continue dans les cellules, suite aux réactions
physiologiques standards catalysées ou non par les enzymes, les mouvements électroniques de
la chaine respiratoire mitochondriale (Faitg et al., 2017), la production excessive des
superoxydes pendant la phagocytose, la production de NO par I’endothélium. Dans certains cas
pathologiques, la production devient anormale, dommageable, et sans objectif physiologique.
(Di Meo et Venditti, 2020).

Les radicaux libres dérivés d’oxygene sont les plus importants dans les processus
pathologiques, ils sont instables et trés réactifs tels que le radical hydroxyle, le radical anion
superoxyde, le peroxyde d'hydrogene, I'oxygene singulet, I'hypochlorite, le radical oxyde

nitrique et le radical peroxynitrite. (Trueb, 2015).

v

Electrons appariés Electron célibataire

O = stabilité (D)= instabilité

\ \
N\ _J N\ _J
Atome stable Perte d'un électron

Fig. I1. 01. Passage de 1’état stable au radical libre et sa stabilisation de nouveau

1.2. Source des radicaux libres

Généralement, il existe deux sources essentielles d'espéces réactives de I'oxygeéne
(ERO) dans les systemes biologiques.
1.2.1.Sources endogenes

La respiration cellulaire (le transfert d’électrons dans la chalne respiratoire
mitochondriale) est Le principal processus de production endogéne d’EROs dans le systeme

vivant (Faitg et al., 2017). En plus, plusieurs autres phénoménes peuvent étre intervenir dans
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cette production tels que Il'oxydation au niveau du réticulum endoplasmique, l'activité des
enzymes du systéme redox y compris la NADPH oxydase, la xanthine oxydase, monoamine
oxydase, tyrosine hydroxylase, L-amino oxydase, Diamine oxydase, glycolate oxydase, alpha-
hydroxyacide oxydase et L-Gluconolactone oxydase. En paralléle, la synthese des
prostaglandines durant la réponse inflammatoire, 1’auto-oxydation de I'adrénaline, I’activité des
cellules phagocytaires et le cytochrome P450 ...etc. peuvent étre pris en considération. (Nufiez
etal., 2018).

1.2.2.Sources exogenes

Les sources ex-vivo sont généralement des facteurs environnementaux tels que les
pollutions, certains produits chimiques ainsi que des contaminations par des métaux lourds
(Nufiez et al., 2018). Les constituants des radiations de I'ozone, les gaz d'échappement des
moteurs, certains médicaments, les pesticides, les métaux de transition, consommation de
I'alcool, les polluants, la fumée, et les inflammations d’origine externe sont d'autres sources
d’EROs (Di Meo et Venditti, 2020).

1.3. Classifications des radicaux libres
Différentes formes de classification, selon les plusieurs critéres, peuvent étre considérées.
Nous discutons dans cette partie la classification suivante :
e Radicaux libres primaires : formés par la procédure le transfert d'électrons a I'atome
d'oxygéne. lls ont une durée de vie moyenne a tres courte (Di Meo et Venditti, 2020).
e Radicaux libres secondaires: Ils formés lors du transfert de 1’un des radicaux
primaires & un atome d'une molécule organique ou par I’interaction de deux radicaux
primaires entre eux. lls sont caractérisés par une durée de vie moyenne plus longue que
les précédents. (Di Meo et Venditti, 2020).
e Intermédiaires stables des radicaux libres: ce sont des molécules chimiquement
stables, mais ils peuvent étre des précurseurs de formation des formes radicalaires (Di
Meo Sergio et Venditti, 2020).

Le tableau I1. 01, en dessous, nous permettra d’avoir un apercu sur les différentes formes
des radicaux libres et des espéces réactives. Une diversité qui s'étend a I'ensemble de notre corps
(Durand et al., 2013).
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Tableau I1. 01 : Principales ERO radicalaires et non-radicalaires (Durand et al., 2013).

Especes réactives de I'oxygene (ERO)
Radicalaire Non radicalaire

v" Anion superoxyde (02°7) v’ Peroxyde d’hydrogéne (H202)
v Hydroxyle (OH") v" Acide hypochlorique (HOCI)
v' Hydroperoxyle (HO2") v Ozone (03)
v" Peroxyle (RO2") v" Oxygeéne singulet (102)
v’ Alkoxyle (RO") v Hydroperoxyde (ROOH)
v" Dioxyde de carbone (CO2™7) v’ Peroxynitrite (ONOQO")

2. Les antioxydants
2.1. Description générale

Un antioxydant est une espéce moléculaire qui peut agir pour atténuer ou prévenir la
formation de radicaux libres dans 1’organisme. Ils neutralisent efficacement toute molécule
radicalaire ou ayant le potentiel de se transformer en un radical libre (Ighodaro et Akinloye,
2017). Ills sont définis également comme « toute substance qui retarde, empéche ou supprime
les dommages oxydatifs d’une molécule cible » (Shahidi et Zhong, 2015). Ces composés,
naturels ou synthétiques, peuvent contribuer a l'atténuation partielle ou totale des dommages

résultants au stress oxydatif. (Trieb, 2015).

Antioxydants peuvent étre, soit d’origine endogéne, soit exogéne. On distingue également
les antioxydants de type enzymatique tels que la superoxyde dismutase SOD, la catalase CAT
et la glutathion peroxydase GPx...etc (Marinari et al, 2019), et les antioxydants de type non
enzymatiques tels que 1’acide ascorbique, 1’a-tocophérol, la céruloplasmine, 1’albumine, ils
forment un réseau important dans la protection cellulaire vis-a-vis les dommages causeés par les
radicaux libres (Nufiez et al., 2018). Les antioxydants agissent par plusieurs mécanismes, direct

ou indirect, lls sont interdépendants (Shahidi et Zhong, 2015).
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Tab. I1. 02 : Les systemes antioxydants endogénes et exogenes (Durand et al., 2013).

Les systéemes enzymatiques Les systémes non enzymatiques
» Elimination de I’anion superoxyde » Elimination de I’anion superoxyde
v" Les superoxydes dismutases v' Les vitamines Cet E
v" Les flavonoides
» Elimination du peroxyde d’hydrogéne v' Les caroténoides
v’ Les peroxydases hémiques v L’ubiquinone (coenzyme Q10)

= Catalase

v’ Les peroxydases non hémiques
= Glutathion peroxydases
= Glutathion réductase

= Peroxyrédoxines » Elimination du peroxyde d’hydrogéne
= Thiorédoxine Réductase v Les vitamines Cet E
> Régulation intracellulaire de la v Le glutathion(GSH)
Concentration en fer libre v" La Thiorédoxine

> Internalisation via les récepteurs a
Transferrine
» Stockage par la ferritine

2.2. Sources des antioxydants
2.2.1. Antioxydants endogénes

L’organisme Vivant posséde un systeme de défense enzymatique et non enzymatique.
Nous discutons dans cette partie les enzymes les plus puissantes dans ce systeme.

e Superoxyde dismutases (SOD)

Les SOD, des métalloprotéines, catalysent la dismutation mono-électronique du Oz~ en
dioxygéne et H»O,. Elle existe sous deux formes : une cytoplasmique nécessite comme
cofacteur, les ions de cuivre et de zinc (CuZnSOD) et 1’autre mitochondriale utilise le
manganése comme cofacteur (MnSOD) (Di Meo et Venditti, 2020).

e La catalase (CAT)

La CAT une enzyme puissante, elle est présente presque dans tous les tissus vivants. Elle
utilise soit le fer soit le manganése comme cofacteur et catalyse la dégradation ou la réduction
du deux molecules de peroxyde dhydrogéne (H.O2) en eau et en oxygene moléculaire
(Ighodaro et Akinloye, 2017).
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¢ Glutathion peroxydases (GPx)

La glutathion peroxydase, de détoxification du peroxyde d’hydrogéne et d’autres
hydroperoxydes résultant de 1’oxydation de la matiére grasse. (Fraipont et Preiser, 2016). Elle
a un role crucial dans I'inhibition de la peroxydation des lipidique et la protection donc des

tissus du stress oxydatif (Ighodaro et Akinloye, 2017).

2.2.2. Antioxydants exogénes

Plusieurs molécules d’origine exogenes, particulierement alimentaires, sont considérées
comme des antioxydants puissants, les vitamines, les caroténoides, les flavonoides nutriments,
les composés naturels, ...ctc. Notons a titre d’exemples, les plus courants:

e La Vitamine C

La vitamine C, ou acide ascorbique, est une molécule a caractére hydrophile tres répandue
dans de nombreux fruits et légumes. Elle joue un rdle essentiel dans la lutte contre les ERO et
le renouvellement du vit E. elle a un réle crucial dans la de glutathion et 1'a tocophérol a partir
de leurs formes radicalaires. (Manuelian et al., 2021).

eLa Vitamine E

L’alfa-tocophérol est le plus abondant de ses formes isomériques (a, B, y et d). On le
trouve dans les huiles d’origine végétales (arachides, soja, chardon, tournesol, olive pressé a
froid), les amandes, les graines, le lait, les ceufs, les 1égumes a feuilles vertes. (Manuelian et
al., 2021).

e Flavonoides

Les flavonoides sont les composés poly phénoliques les plus puissants. Leurs activités Il
peuvent etre des chélateurs des métaux en prévenant ainsi la production des EROs (Shahidi et
Zhong. 2015).

Capteurs de DOR :
* Exogéne : vit.A,C.E,

Activation par I'inflammation * Endogéne : Glutathion
et l'ischémie reperfusion
hd G‘?* & H 0
Chaine SoD 0“\% 2
Mitechondriale Fa
Respiratoire _’ . H.O .
0 + Peroxidase _>
2 NADPH Oxidase (NOX)
\ Xanthine oxidase * \F‘eroxydase
NO Synthase —’ —» oNOO” HOCI
Arginine \

NO,
Interférence avec les enzymes:

* Superoxyde dismutase (SOD) (MnSOD-CuZnSOD)

* Catalase (FefCu)

* Glutathione peroxydase (GPx) (Se)

Fig. I1. 02: Mécanisme d’action des antioxydants
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2.3. Classification des antioxydants

Plusieurs critéres ont été utilisés dans la classification des antioxydants. Généralement,
leur mode d’action, leur localisation cellulaire et leur origine sont les plus utilisés. Deux grandes
classes, synthétiques et naturels sont discutés dans la partie suivante.

2.3.1. Antioxydants d’origine naturelle

Plusieurs substances peuvent étre d’origine naturelle non synthétique. Elles incluent le
béta carotene, I'albumine, I'acide urique, les cestrogénes, les polyamines, les flavonoides, I'acide
ascorbique, les composés phénoliques, la vitamine E....etc. elles peuvent atténuer 1’agression
de la matiere vivante en évitant toutes sortes de dégradation pathologique et peroxydation
lipidique. (Shahidi et Zhong, 2015).

2.3.2. Antioxydants d’origine synthétique
Les antioxydants synthetiques, tel que le butylhydroxyanisole (BHA),

butylhydroxytoluéne (BHT) gallate propylée (PG) et le tétrabutylhydroguinone (TBHQ) sont
largement utilisés comme conservateurs puissants dans le secteur de 1’industrie alimentaire et
pharmaceutique, ils sont efficaces et moins chers que les antioxydants naturels. Cependant,
plusieurs rapports ont discuté profondément leurs effets secondaires qui sont parfois lourds.
(Shahidi et Zhong, 2015 ; Fraipont et Preiser, 2016).

OH OH OH OH
(CH 313‘3\@,0( CH 3)3 @,C( CH 3)a @,Cl CH 3)3 HO i OH
CH3 OCH 3 OH COOC 3H7
2.8-di-tert-Butyl-p-hydroxytoluene 2-tert-Butyl-p-methoxyanisole tert-Butylhydroquinone Propyl gallate
(BHT) (1) (BHA} (2) (TBHQ)} (3) (PG) (4)

Fig. I1. 03: Structures chimiques de quelques antioxydants synthétiques

3. Le stress oxydatif
3.1. Généralités

Le stress oxydatif est défini comme un état de déséquilibre entre la production de
substances oxydantes qui sont principalement des EROs et la capacité neutralisation par des
antioxydants en faveur des EROs. (Baudin, 2020). Ce desequilibre est di soit a une
surproduction d’especes EROs soit & un déficit en antioxydants, ou les deux a la fois (Fig. I1.
04) (Méhats et al., 2017). Plusieurs conditions conduisent a I’apparition de ce désordre y inclus
I’exposition au polluants ou métaux lourds, Iésion d'ischémie-reperfusion, les états

hypermétaboliques, tels que I'nyperthyroidie, et activité physique (Di Meo et Venditti, 2020).
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Le stress oxydant est processus pathologique intervient dans le phénomene du
vieillissement et de nombreuses maladies comme les cancers, les maladies inflammatoires, les

maladies neurologiques...ctc (Chene et al., 2016 ; Marinari et al., 2019 ; Zahir et al., 2020).

Systeme
de défense Les radicaux
par les libres
antioxydants
B
Superoxide dic . anion superoxide O,",
Peroxide dismutase oxygene singulet O,%,
peroxide d’hydrogéne
H,0,
Monoxyde d’azote NO,

Peroxynitrite ONOO-

Fig. I1. 04 : Origine du stress oxydatif (Belaich et al., 2015)
3.2. Effets néfastes sur la santé humaine

Le stress oxydatif provoque plusieurs effets indésirables sur la santé de la population
générale et de certains patients souffrants des maladies, d’origine métabolique, chroniques et
aigués. Il est prouvé que plusieurs micronutriments antioxydants sont importants dans la
prévention du cancer, des maladies cardiovasculaires, de certaines maladies oculaires et du
vieillissement (Chene et al., 2016 ; Marinari et al., 2019). Chez le patient agresse, les
suppléments antioxydants sont associés a une atténuation des défaillances organiques (rein,
paumons) et de plusieurs complications d’origine infectieuse. Le stress oxydant potentialise
I'apparition de maladies plurifactorielles comme le diabete, la maladie d'Alzheimer, les
rhumatismes, les maladies cardio-vasculaires etc. Pour se protéger, un arsenal d’antioxydants
ont été organisés, des enzymes (superoxyde dismutase, catalase et glutathion-peroxydase), des
vitamines (A, E et C) ainsi que certaines molécules accessoires (acide urique, bilirubine et
mélatonine) (Baudin, 2020).
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Tableau I1. 03 : Exemples des pathologies liées au stress oxydatif (Bensakhria, 2018)

Maladies ou le stress Maladies ou le stress Maladies entrainant un
oxydatif est la cause oxydatif est le facteur stress oxydatif secondaire
primordiale déclencheur
e Cancer, e Maladies d’ Alzheimer e Diabeéte
e Auto-immunité e Stérilité masculine ¢ Insuffisance rénale
e Cataracte ¢ Rhumatismes e Maladies de Parkinson
e Athéromes
e Asthmes

4. Stress oxydatif et maladies chroniques
4.1. Le Diabete

4.1.1. Généralités

Le diabéte est une maladie chronique liée a I’insuffisance pancréatique a produire
suffisamment d’insuline ou a I’utilisation inadéquate de I’insuline synthétisé (Lebreton et al.,
2020). Le diabete est un désordre métabolique caractérisé par une hyperglycémie chronique et
une perturbation des métabolismes glucidique, lipidique et protéique. Il peut étre provoqué par
une sécrétion inadéquate d'insuline et/ou l'altération de son activité. Plusieurs types de diabete
ont été détermineés: type 1, type 2, diabete gestationnel et les autres types parmi lesquels ceux
d’origine génétique. (Tan-Chen et al., 2020). Le stress oxydatif est un acteur déclenchant et/ou
secondaire du diabeéte, il peut intervenir dans le déclin de I’insulinosécrétion et I’installation de

I’insulinorésistance, ou dans la survenue des complications métaboliques (Baudin, 2020)

4.1.2.Diabéte type 01

Le DT 01 est une maladie qui se caractérise par une destruction abusive des cellules
productrices d’insuline par plusieurs mécanismes y inclus les processus auto-immuns. Cette
forme de carence absolue en insuline est apparue chez 5 a 10 % des cas diabétiques (Brownlee,
2015). La surproduction des radicaux libres dans les systémes biologiques peut étre un facteur
déclenchant ou associé au diabéte. Plusieurs études ont rapporté la production excessive des
produits de la peroxydation lipidique (dienes conjugués, hydroperoxydes d’acides gras et
MDA) dans le plasma des personnes diabétiques (Boitard, 2020).
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pancréas

Glucose
Récepteur a
Iinsuline

Fig. I1. 05: Mécanisme de dysfonctionnement métabolique dans le DT 01

4.1.3. Diabete type 02

C’est la forme la plus commune de diabéte, elle est probablement hétérogéne a une
pathogénie complexe associant des facteurs multigéniques et d’environnementaux. Elle se
caractérise par une résistance a 1’action de I’insuline au niveau tissulaire (Boitard, 2020). C’est
une forme non insulinodépendante (DNID), caractérisée par une insulino-résistance qui peut
aller vers une insulinopénie et par conséquent une hyperglycémie chronique. Le
dysfonctionnement du métabolisme de la matiere grasse est un facteur de risque déterminant
aboutissant a I’insulinorésistance et, chez les sujets prédisposés, au diabéte de type 2. Plusieurs

anomalies lipidiques peuvent étre relevées (Ahren, 2010).

pancréas

B
Récepteur a
/ Pinsuline

Fig. I1. 06: Mécanisme de dysfonctionnement de I'homéostasie du glucose dans le DT 02
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4.1.4. Modes de traitement

Pour un meilleur gestion glycémique des patients diabétiques (type 1 et 2), il est
important de contrler d’une maniére adéquate leurs régime alimentaire. L’alimentation
équilibrée avec une réduction du poids sont souvent nécessaires. Cette modification du régime
doit étre accompagnee avec médecins nutritionnistes ou de diététiciens (Ahren, 2010). Sur le
plan thérapeutique, plusieurs médicaments a base d’insuline ou non peuvent étre utilisés seules

ou en combinaison afin de gérer 1’état du malade a court et a long terme. (lvers et al., 2019)

4.2. L’ Alzheimer
4.2.1. Généralités

La maladie d'Alzheimer est une problématique neurodégénérative majeure de santé
publique, elle est largement désaminée dans la population agée avec la seévérité de son tableau
clinigue et I'absence de traitement curatif. Cette forme pathologique se caractérise
histologiquement par la présence de plaques séniles et la dégénérescence neurofibrillaire.
(Knopman et al., 2021).

Les espéces réactives oxygéneés sont impliqués dans plusieurs aspects du vieillissement,
IIs provoquent des agressions tissulaires graves au niveau cérébral. Les cellules cérébrales des
sont soumises a un stress oxydatif intense et inhabituelle, ce qui aggrave les dommages subis
par les neurones et leur mort (Butterfield et Halliwell, 2019). Des analyses histologiques ont
montré que les neurones en voie de dégénérescence présentaient des taux élevés d'oxydation
des protéines, des lipides membranaires et de ’ADN (l11-1, 111-2, I11-3). Les produits de
peroxydation lipidique sont accumulés dans les neurones associés a des plaques amyloides.
Certains s'accumulent méme dans le LCR et peuvent etre considéré comme marqueurs clinique
de la progression chronique du processus dégénératif (Pohanka, 2018). Physiologiquement, les
taux de protéine R amyloide et de fer sont augmenté avec des perturbations de 1’activité des

enzymes antioxydantes sont aussi rapportés. (Leuba G et al., 2011)

4.2.2. Modes de traitement

Le traitement des cas d’Alzheimer est complexe. Le controle social de I’entourage des
patients est essentiel. Les stratégies médicamenteuses cherchent a traiter les troubles cognitifs,
contréler la progression et maintenir 1’autonomie dans les activités de la vie quotidienne. Les
inhibiteurs de 1’acétylcholinestérase (IAChE) et la mémantine sont actuellement les traitements
de premiére intention. Autres substances actives sont administrées pour améliorer la circulation

et I’oxygénation cérébrale. (Leuba G et al., 2011). L’efficacité d’un traitement est supérieure
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dans les stades précoces de la maladie. L’immunothérapie est stratégie thérapeutique pratiquée
actuellement pour éliminer la béta-amyloide, via I’injection d’anticorps spécifiquement dirigés
contre ce peptide (immunothérapie passive), ou des vaccins (immunothérapie active). Autres
thérapies non médicamenteuses sont également pratiquées pour but d’éviter 1’isolement de la

personne et a I’aider dans sa vie quotidienne (Delrieu et Vellas, 2020).

5. L’évaluation de I’activité antioxydante

5.1. L’étude in vivo

L’activit¢ antioxydante peut étre évaluée in vivo en utilisant un modéle de
I’expérimentation animal. Elle peut étre évaluée sur le plan comportemental, physiologique et
histologique mais généralement le suivi de 1’activité enzymatique (CAT, Px, GTX...etc.)
durant un cas de stress induite et/ou 1’évaluation des teneurs des molécules liées au stress

oxydatif et la peroxydation lipidique sont les mécanismes les plus utilisés par les praticiens.

5.2. L’étude in silico

Actuellement, les avancées en bio-informatique développent plusieurs stratégies pour
I’évaluation de I’activité antioxydante. Les études en QSAR 2D et 3D, le docking moléculaire
et la dynamique moléculaire deviennent des outils principaux pour la prédiction et 1’évaluation

des propriétés antioxyfantes

5.3. L’étude in vitro

Des nombreuses méthodes sont utilisées pour 1’évaluation de I’activité antioxydante des
extraits naturels ou des produits synthétiques. La plupart de ces méthodes sont basées sur un
transfert des protons (DPPH, ABTS, ...etc.), des ¢électrons (FRAP, CUPRAC, SNP,
Phenanthroline...etc.) ou un mécanisme de chélation métallique dans le milieu réactionnel. Ces

transferts sont suivis par des variations colorimétriques détectables par spectrophotométrie.
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1. Récolte et collection du matériel végétal

La plante, sélectionnée pour cette étude, a été collectée dans la période du printemps de
la région nord-est de 1’Algérie. Elle a été identifié par le Dr. Kadi Imededdine, maitre de
recherche au centre de recherche en biotechnologie (CRBt, constantine) en présence d’un

botaniste de 1’université des fréres Mentouri, Constantine.
2. Préparation de la matiére premiere

La totalité de la partie aérienne collectée a été séchée pendant deux semaines dans un
endroit sec, a I’abri de toute source de lumiere et chaleur. Ensuite, cette matiére végétale a été
broyée, a 1’aide d’un broyeur convenable, en particules fines orientées vers 1’extraction. Un

spécimen d'herbier a été archivé a I'Herbarium du centre de recherche en biotechnologie.

3. Extraction des principes actifs

Pour I’extraction des produits naturels, une masse de 100 g de la matiere premiére a été
mis en extraction solide-liquide dans une solution hydro-alcoolique méthanol-eau (70/30) sous
agitation magnétique pendant 48 heures avec trois répétition en renouvelant le solvant a chaque
répétition. Le mélange obtenu a été filtré (papier filtre Whatman n°4) et séché par un Rotavapor
(35°C / 130 mbar) en diminuant la pression jusqu’a (0 mbar) pour éliminer les traces d’eau a

basse température.

Pour le fractionnement, L’extrait hydroalcoolique obtenu a été solubilisé dans 1’eau
distillée en respectant le rapport (100 ml/10g) sous agitation pendant 24h. ensuite, nous avons
procédé a I’extraction liquide-liquide, a I’aide d’une ampoule a décanter, en utilisant trois

solvants de polarité croissante, le chloroforme, 1’acétate d’éthyle et le n-butanol.

4. Quantification des composés phénoliques

La méthode classique de Folin-Ciocalteu (FCR), adopté au microplaque de 96 puits, a
été utilisée pour estimer Le teneur en polyphénols totaux (Singleton et al., 1965). Le milieu
réactionnel contient 20 ul d’extrait (1 mg /1 ml de méthanol) ajouté a 100 ul de FCR dilué
(1:10) et 75 ul de carbonate de sodium (7,5%). Le mélange a été incubé a I’obscurité pendant 2
heures a temperature ordinaire du laboratoire. L’absorbance a été déterminée a 765 nm contre
un blanc (en remplagant 1’extrait par le solvant utilisé¢). Ce genre de quantification nécessite la
préparation d’une courbe d’étalonnage de 1’acide gallique de la méme maniere. Les résultats

sont exprimés en pg équivalent de 1’acide gallique par mg d’extrait.
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5. Dosage des flavonoides

La méthode décrite par Topcu et al., (2007), adopté au microplaque de 96 puits, a été
sélectionné pour le dosage des flavonoides (Topcu et al., 2007). Brievement, 50 ul de
I’échantillon a été mélangé avec 130 ul de méthanol, 10 pul d’acétate de potassium et 10 pl de
nitrate d’aluminium. Le mélange a été incubé a la température ambiante pendant 40 min. la
lecture d’absorbance a été réalisée a 415 nm. Une courbe d’étalonnage de Quercétine a été

préparée de la méme maniére. Les résultats sont exprimés en g équivalent de Quercétine par

mg d’extrait.

[ Matériel végétal m=50 g }
Extraction MeOH /HO :
(CTTTTTTETTEsE s E |
! Extrait hydroalcoolique ’

» Concentration a sec

s Addition de H>O distillée

o TFiltration

[ Filtrat (Phase aqueuse) ]

Extraction par le CHCl3

1 +——
1
N e e e e e e o2 !
[ Phase aqueuse ]
_______________________ Extraction par AcOEt
! Extrait acétate —
S : \/

[ Phase aqueuse ]

«—— | | Extraction par n-butanol

[ Phase aqueuse ]

Fig. I11. 01 : Schéma général de I’extraction et le fractionnement des extraits étudiés.

,___-.
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6. L’évaluation in vitro de I’activité antioxydante

Différentes méthodes ont été utilisées pour estimer 1’activité antioxydante de nos extraits

6.1. Piegeage du radical stable DPPH

La méthode standard du piégeage du radical stable DPPH a été sectionné selon la
procédure classique decrite par Blois et al., 1958. En utilisant une microplaque a 96 puits, un
volume de 160 pl du DPPHe (A=0.7) a été mélangé avec 40 pl de différentes concentrations de
I’échantillon. Le mélange a été incubé a 1’obscurité et a température ambiante pendant 30 min.
L’absorbance du mélange a été mesurée a 517 nm. Le BHA, le BHT et I’a-tocophérol ont été
utilisés comme des molécules de référence. Le pourcentage d’inhibition a été calculé selon la

formule suivante:

L A (control) — A(extrait)
% inhibition = A (controD x 100

Fig. I11. 02 : mode de remplissage de la plaque pour chaque échantillon(DPPH)

6.2. Piégeage du radical ABTS

La procédure de piégeage du radical ABTS est similaire a celle du DPPH, en utilisant
la méthode décrite par Re et al., 1999. Brievement, dans une microplaque a 96 puits, nous avons
mis 160 pl d’ABTS <+ (préparé a 1’aide d’un catalyseur chimique pendant 16h, A=0.7) en
réaction avec 40 ul de différentes concentrations de 1’extrait a tester. Le mélange a été incubé
a température ordinaire pendant 10 min et I'absorbance a été mesurée a 734 nm. Le BHA et le
BHT ont été utilisés comme standards. Le pourcentage d'inhibition a été calculé selon la méme

formule précédente:

A (control) — A(extrait)
A(control)

e - Gl — (o

Fig. I11. 03 : mode de remplissage de la plaque pour chaque échantillon(ABTS)

% inhibition =
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6.3.Activité du pouvoir réducteur (FRAP)

La capacité des extraits a transférer les électrons afin de réduire le Fe™ a été evaluée
selon la méthode d’Oyaizu et al., 1986. Le mélange réactionnel contient 10 pl de I’extrait, 40
ul d’une solution tampon phosphate (pH 6,6) et 50 ul d’une solution de ferrycianide de
potassium (1%). L’ensemble a été maintenu a 1’étuve (50°C) pendant 20 min. Ensuite, nous
avons ajouté 50 ul d’acide tri-chloroacétique (10%) pour stopper la réaction, 40 pl d’eau
distillée et 10 pl d’une solution de chlorure de fer anhydre (0,1%). L’absorbance des mélanges
a été mesurée a 700 nm contre un blanc préparé de la méme maniére, en remplagant 1’extrait
par le méthanol. Les vitamines C et E ont été utilisés comme standards et Les résultats ont été

calculés a titre de Ao,s0 (ug/ml).

/ .

Incubation
(50°C/20min)

Fig. 111. 04 : mode de remplissage de la plaque pour chaque échantillon(FRAP)

6.4.Activité de réduction par formation du complexe Fe*2-Phenanthroline

Cette méthode est presque similaire a celle du pouvoir réducteur avec la formation des
complexes Fe+2-Phenanthroline. La méthode decrite par Szydlowska-Czerniak et al., 2008 a
été sélectionnée. Brievement, 10 ul de I’extrait a été mélangé avec 50 pl de chlorure de fer
anhydre (0,2%), 30 pul de phénantroline (0,5%) et 110 pl de méthanol. L’ensemble a été incubé
a température de laboratoire pendant 20 min. L’absorbance a été mesurée a 510 nm. Le BHA

et le BHT ont été utilisés comme standards et les résultats ont été calculés a titre de Aos

.|.

<

Fig. I11. 05 : mode de remplissage de la plague pour chaque échantillon(Phenanthroline)

Incubation
(20°C/20min)
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6.5.Activité de réduction de I’Ag+ en nanoparticule d’Argent sphérique

L’activité de réduction de I’Ag+ en nanoparticules d'argent sphériques a été déterminée
selon la méthode de Mustafa Ozytirek et al., 2012. 50 mL of (AgNO3 (1.0 mM)) a été chauffé
pendant 10 min, puis 5 ml de Trisodium citrate (1%) a été ajouté goutte a goutte jusqu’a le
changement de la couleur vers le jaune pale, aprés la solution est laissé a température ambiante
pour refroidissement. Pour le remplissage de la plaque, 20ul d’extrait a ét€¢ mélangé avec 130ul
de la solution SNP et 50ul d’eau distillée. L’ensemble a été incubé pendant 30 min a 25°C. le

Trolox est utilisé comme standard.

Incubation
(25°C/30 min)

Fig. 111. 06 : mode de remplissage de la plaque pour chaque échantillon(SNP)
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7. Activité inhibitrice des enzymes

7.1.Activité antidiabétique via I’inhibition de I’a-amylase

L'inhibition de I’a-amylase, in vitro, a été déterminée selon la méthode décrite par

Zengin et al., 2014. Brievement, on a mélangé 25 ul de I’échantillon avec 50 pl d’une solution

d’a-amylase (1U) et I’ensemble a été incubé pendant 10 min a 37°C. Ensuite, 50 ul d’amidon

(0,1%) a été additionné. Une deuxiéme incubation du mélange est incubé 10 minutes a 37°C a
été réalisée. Aprés incubation, on a ajouté 25 ul d’acide hypochlorique (HCI, IM) et 100 pl

d’iodure de potassium iode (IKI). La lecture de 1’absorbance a été fait a 630 nm. L’acarbose a

été utilisé comme standard.

La formule, en dssous, permet de calcuier Le pourcentage d’inhibition de 1’a-amylase :

% inhibition = 1 —

(Ac — Ae) — (As — Ab)

(Ac — Ae)

Ac : Absorbance [Amidon+I1KI+HCIl+MeOH+Tampon]
Ae : Absorbance [Enzyme+Amidon+IKI+HCL+ MeOH]
As : Absorbance [Enzyme+Extrait+Amidon+IKI+HCI]
Ab : Absorbance [Extrait+IKI+ tampon]

Tableau I11. 01 : I’organisation de microplaque dans le test d’inhibition de a-amylase

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A AN (a0}
2] 3 |2 z |3 = B
D b S 2 pu S < s S <
F il @ il o o
G
H Ae | Ac
Tableau I11. 02 : Mode de remplissage de microplaque dans le test de a-amylase
Extraits Blanc d’extrait Ae Ac
25ul extrait 25ul extrait 25ul MeOH 25ul MeOH
50ul Enzyme 50! tampon 50pl Enzyme 50pl Tampon
Incubation a 37°C — 10 min
50ul Amidon 50ul tampon 50ul amidon 50ul amidon
Incubation a 37°C — 10 min
25ul HCL 25ul tampon 25ul HCL 25ul HCL
100 IKI 100 IKI 100 IKI 1001
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7.2.Activité anti-Alzheimer via I’inhibition de I’acétylcholinestérase

La méthode développée par Ellman et al., 1961 reste la plus pratiquée pour 1’évaluation
de D’activité inhibitrice des cholinesterase AchE et BuChE. Brievement, 150 ul de tampon
phosphate de sodium a (pH 8) (100 mM) a été mélangé avec 10 pl d'extrait et a 20 pl d’enzyme
BuChE (6,85 x10-3 U). Le mélange a été maintenu dans 1’etuve (a 25°C) pendant 15 minutes.
Ensuite, 10 pul de DTNB (acide 5,5'-dithio-bis (2-nitrobenzoique)) (0,5 mM) et 10 ul
acetylthiocholine iodide (0.71 mM) ont été ajouté. L absorbance a été mesurée a 412 nm et la

galantamine a été utilisé comme standard.

S 1ampon ENE@ETITH it RA@ELITM  Ache |

Incubation
(25°C/15min)
¥

Fig. I11. 07 : mode de remplissage de la plaque pour chaque échantillon(AChE)

7.3.L’ Activité inhibitrice de I’Uréase

L’activité inhibitrice de I’Uréase a été déterminée selon la méthode décrite par
Weatherburn et al., 1967. Bri¢vement, le mélange réactionnel qui contient 25ul d’enzyme,
10ul des différentes concentrations de 1’échantillon et 50ul de 1’Urée a été incubé a 30°C
pendant 15 min. Ensuite, 45ul de phénol reagent et 70l de basic reagent ont été ajouté. Apres
50 min d’incubation a 30°C, 1’absorbance a été mesurée a 630 nm a 1’aide d’un lecteur des

microplaques (96 puits) et les pourcentages d’inhibition ont été calculés selon la formule :

o A(controle) — A(echantillon)
% inhibition = A(controle) x 100

+
Incubation -— 70ul Basic-
COMEEPAC

Fig. I11. 08 : mode de remplissage de la plague pour chaque échantillon(Urease)
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8. Activité protectrice vis-a-vis les rayonnements solaires
Le facteur de protection solaire a été estimé selon la méthode décrite par Dutra et al.
2004. L’absorbance de 200ul de chaque échantillon (2mg/ml) a été¢ mesurée dans une
intervalle de 290 a 320 chaque 5 nm (UV-B), et la valeur du SPF a été calculé par

I’équation mathématique de Mansur.

SPF spectrophotometrique= CF x Y330 EE(A)xI(A)xAbs(2)

e EE: spectre d’effet thermique

e 1 :spectre d’intensité solaire

e Abs: absorbance de 1’echantillon
e CF: facteur de correction (= 10)

Tableau I11. 03 : Fonction normale de produit utilisée dans le calcul de la SPF

Longueur d’onde A (nm) EE (M)x I(A) (Normes)

290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0837
320 0,0180
Total 1

9. Etude statistique
Les résultats obtenus ont été réalisé en trois répétition pour chaque essai, ils sont
exprimés en moyenne £ SD. La méthode de régression linéaire a été utilisé pour déterminer les
valeurs de 1Csp et de Aos. En utilisant le logiciel Graphpad Prism 7.0, ANOVA a un seul facteur
contr6lé a été utilisé pour les comparaisons multiples et la détermination des taux de
signification statistique, elle est suivi du test post-hoc de tuckey. Le seuil de significativité

statistique est considéré a 0=5%.
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1. Rendements d’extraction

Les rendements d’extraction des quatre extraits etudiés ont été determinés, en terme de

quantité, et représentés dans le tableau V. 01 en dessous

Tab. IV. 01 : Rendement d’extraction des extraits étudiés

Extrait Rendement
Extrait hydroalccolique 36.84 %
Extrait Acétate d’éthyle 10.92 %
Extrait chloroformique 06.94 %
Extrait n-butanolique 09.64 %

2. Dosage des phénols totaux et flavonoides

En utilisant la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique, montré dans la figure 1V. 01, et

celle de la Quercitine, montré dans la figure 1V. 02, nous avons déterminé les teneurs en

composés phénoliques et en flavonoides. Les résultats obtenus ont été organisés dans le tableau

IV. 02 et les figures 1V. 03 et IV. 04 respectivement.

0,90
0,80
0,70
0,60
0,50
0,40

Absorbances

0,30
0,20
0,10

0,00

¥=0,0034x +0,1044
R? = 0,9972 -
=
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o
S

=

50 100 130 200 250
Concentrations {pg/ml)

Fig. IV. 01 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique

1,20

1,00
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0,60

Absorbances

0A0
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y =0,0048x
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Fig. IV. 02: Courbe d’étalonnage de la Quercétine
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Tab. IV. 02 : Teneur en Phénols totaux et flavonoides des extraits étudiés

Extraits Mg EAG/mI/mg d’extrait pHg EQ/ml/mg d’extrait
Extrait hydroalccolique 410.17+8.66 91.38+3.95
Extrait Acétate d’éthyle 372.03+£5.92 85.83+4.85
Extrait chloroformique 110.34+7.61 51.31+2.28
Extrait n-butanolique 181.58+9.26 71.87+1.62
450
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~

O 350

a 300

=
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Fig. IV. 03 : Teneurs en Phénols totaux des extraits étudiés
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Fig. IV. 04 : Teneur en Flavonoides totaux des extraits étudiés
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Les résultats obtenus ont montré des rendements d’extraction intéressants pour les différents

extraits étudiés notamment pour 1’extrait hydroalccolique, ce qui reflete la richesse de cette

plante médicinale en principes actifs (Tab. 1V. 01).

A T’aide de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique (y=0.0034x+0.1044, R2=0.9972), le
contenu en composeés phénoliques, exprimée en microgrammes équivalent en acide gallique par
milligramme d’extrait et par millilitre (Tab. V. 02), a été montré des niveaux considérables en
composés phénoliques plus particulierement pour I’extrait brut qui a présenté la quantité la plus
élevée, suivi par les extraits d’acétate d’éthyle, le n-butanolique et le chloroformique

respectivement.

Ainsi, la courbe d’étalonnage de la Quercétine (y= 0.0048x, R?=0.997) nous a permet de
déduire les teneurs en flavonoides, exprimés en microgrammes équivalent en Quercétine par
milligramme d’extrait et par millilitre. Les résultats obtenus ont montré des valeurs assez
intéressantes pour les quatre extraits étudiés. Les deux extraits, bruts et d’acétate d’éthyle, ont
représenté les teneurs les plus importants néanmoins le chloroformique est le plus faible (Tab.
IV. 01).

Plusieurs études ont été rapporté que les composés phénoligues, notamment les flavonoides,
sont responsables, directement et/ou indirectement, aux différentes activités biologiques et
pharmacologiques des extrais végétales (Rauf et al., 2016 ; Wasowski et al., 2013). La partie
suivante de ce travail va se focaliser sur les activités antioxydantes et inhibitrice des enzymes

des quatre extraits étudiés.
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3. Activité antioxydante

3.1.Activité de piegeage du radical libre DPPH

dans le tableau 1V. 03
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Résultats et discussion

Chapitre 04

3.2.Activité de piégeage du radical libre ABTS

L’activité inhibitrice du radical ABTS est résumée dans le tableau 1V. 04
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Chapitre 04 Résultats et discussion

Tab. IV. 05: Tableau récapitulatif des valeurs 1Cso (pg/ml)

DPPH ABTS
Extrait hydroalcoolique 123.09+2.75 061.43+2.94
Extrait Acétate d’ethyle 023.86+0.52 013.63+1.15
Extrait Chloroformique 198.04+3.41 122.51+7.78
Extrait n-butanolique 154.22+2.67 032.49+4.13
200
180
160
~ 140
% 120
= 100
2 8o
Q
= 60
% : v Iz X% & ¢
0
Brut A,Eth chlo n-but BHA BHT «-Toco

Fig. IV. 05 : Valeurs ICso des extraits étudiés dans le piégeage du radical DPPH
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Fig. IV. 06 : Valeurs ICso des extraits étudies dans le piégeage du radical ABTS
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Chapitre 04 Résultats et discussion

Actuellement, I’intervention du stress oxydatif dans 1’apparition et le développement
des maladies chronique est indiscutable. Le cancer, le diabéte, I’insuffisance rénale et hépatique
...etc. viennent a s’installer progressivement dans la communauté en engendrant des impacts
socioéconomiques lourds. Parallelement, I'utilisation des antioxydants synthétiques, a titre
préventif ou curatif, participe largement aux plusieurs effets néfastes sur la santé humaine ce
qui stimule la communauté scientifique a chercher des produits antioxydants alternatifs,
d’origine naturelle et plus particuliérement végétale, afin de lutter contre le stress oxydatif en
se protégeant ainsi d’une grande variété de maladies. Dans ce contexte, nous avons évalué le
pouvoir antioxydant des extraits naturels, par des méthodes colorimétriques in vitro, de la plante
médicinale Ptychotis verticillata L. Initialement, le test classique de piégeage du radical DPPH
est largement utilisé pour évaluer le pouvoir des antioxydants naturels a transférer des protons
d’hydrogenes aux radicaux libres. Dans ce test, chaque extrait se caractérise par sa propre valeur
d’ICso qui caractérise par son pouvoir de neutralisation des radicaux dans le milieu réactionnel.
Les résultats obtenus ont montré des activités importantes pour les quatre extraits testes
notamment pour 1’extrait acétate d’éthyle qui est comparable aux références BHA et BHT. En
paralléle, cet extrait a présenté une activité intéressante dans le piégeage du radical ABTS.
L’extrait du chloroforme a montré une activité faible dans le piégeage des deux radicaux
étudiés. Genéralement, les teneurs élevées, de ces extraits, en composés phénoliques, et en
flavonoides interviennent directement dans les propriétés anti radicalaires enregistrés.
L’activité de I’extrait n-butanolique est bien remarquée dans le piégeage de I’ABTS que le
DPPH ce qui est lié probablement & la stéréochimie de la molécule ABTS qui est plane et facile
a étre neutralisé en comparaison de celle de DPPH. En plus, I’activité inhibitrice du radical
DPPH dépend, d’une part, du contenu en polyphénols et d’autre part, de certaines propriétés
structurales des polyphénols qui les rendent plus sélectives aux DPPH (Sanchez-Vioque et al.,
2013), car il ne réagit qu’avec les flavonoides contenants des groupes hydroxyles dans le cycle
B (Yokozawa et al., 1998), ainsi que les acides aromatiques comportant plus d’un groupe
hydroxyle (Von Gadow et al., 1997). Des travaux antérieurs d’Attou et al. 2007, et
Kilingarslan et al. 2020 ont travaillé sur des plantes du méme genre que notre plante et ont

donné des résultats presque similaires.
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Chapitre 04

3.3.Activité de pouvoir réducteur (FRAP)

dans le tableau 1V. 06

ésumeées

7

Les absorbances des extraits dans la méthode FRAP sont r
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Chapitre 04

3.4.Activité de réduction du complexe Fe*?>-Phenanthroline

dans le tableau 1V. 07

ésumées

7

Les absorbances dans la méthode de Phenanthroline sont r
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Résultats et discussion

3.5.Activité de réduction des nanoparticules d’Argent (SNP)

Chapitre 04

dans le tableau 1V. 08

7
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Les absorbances dans la méthode SNP sont r
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Chapitre 04

Résultats et discussion

Tab. IV. 09: Tableau récapitulatif des valeurs A o5 (ug/ml)

FRAP Phenanthroline SNP
Extrait hydroalcoolique 101.78+4.52 32.66+0.40 041.26£2.57
Extrait Acétate d’ethyle 036.91+3.15 16.06+0.78 016.70+1.24
Extrait Chloroformique 122.25+2.07 97.55+4.80 202.15+0.72
Extrait n-butanolique 081.34+1.22 29.35+2.78 018.49+2.47
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Fig. IV. 07: Valeurs A o5 des extraits étudiés dans la méthode de FRAP
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Fig. IV. 08: Valeurs A o5 des extraits étudiés dans la méthode de Phenanthroline
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Fig. IV. 09: Valeurs A o5 des extraits étudiés dans la méthode SNP

Dans le contexte de I’activité antioxydante, la capacité des extraits a transférer les
électrons en neutralisant ainsi certaines formes métalliques a été évaluée par les trois méthodes
FRAP, Phenanthroline et SNP. Dans la méthode de FRAP, I’extrait d’acétate d’thyle a donné
le meilleur effet, il a été comparable avec la vitamine C, suivi par le n-butanolique qui a donné
un effet moderé. Les extraits brut et chloroformique ont montré une activité faible (Aos qui
dépasse 100 pg/ml). Les standards ont gardé le meilleur effet. Dans cette activité, la présence
des réducteurs dans les extraits étudiés permet de réduire le fer ferrique (Fe*®) présent dans le
ferricyanure de potassium en fer ferreux (Fe*?), ce dernier (Fe?*) est quantifié en mesurant
I’absorbance de la couleur verte intense formée (Chung et al., 2002). Le pouvoir réducteur des
extraits a évaluer est dose dépendant, plus que I’extrait est riche en polyphénols, plus qu’il a un
pouvoir réducteur élevé (Amarowicz et al., 2004). En plus, plusieurs criteres structuraux que
possede les polyphénols influencent 1’échange des électrons tels que le nombre et la position
de groupes d'hydroxyle aussi bien que le degré de conjugaison de la molécule entiere (Apak et
al., 2004).

Le mécanisme antioxydant dans la méthode de phénanthroline est presque similaire a
celui du FRAP. Dans cette méthode 1’activité de nos extraits a été clairement apparue, les
résultats ont montré que tous les trois extraits brut, acétate d’éthyle et chloroformique sont
révélés capables de réduire le fer et de former un complexe Fe*?- phénantroline d’une maniére
intéressante. L’extrait acétate d’éthyle a présenté le meilleur effet tandis que 1’extrait
choloroformique est le plus faible. Dans cette activité, la forme Fe*3 se réduit en Fe*? en

présence des réducteurs et forme un complexe stable avec la phénantroline de couleur rouge
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Chapitre 04 Resultats et discussion
intense. Ce dernier complexe a été révéle par spectrophotometrie. Les travaux de Kilin¢arslan

et al., 2020 ont montré des niveaux intéressants d’activité antioxydante d’une plante du méme
genre da la plante étudiée.

Dans la méthode de SNP, les extraits étudiés ont présenté le méme comportement que
celui enregistré dans les méthodes précédentes FRAP et phénanthroline, le meilleieur effet a
été enregistré pour I’extrait acétate d’éthyle, le n-butanolique et le brut respectivement. L’extrait

chloroformique reste le plus faible en comparaison avec le standard, le trolox.
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4. Activité inhibitrice des enzymes

tidiabétique via I’inhibition de I’a-amylase

té an

ivi

4.1 1 act

dans le tableau V. 10.

ésumées

7

Les pourcentages d’inhibition de I’a-amylase sont r
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4.3.1act

té inhibitrice de I’Urease

ivi

Les pourcentages d’inhibition de 1’Urease sont résumés dans le tableau V. 12.
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Chapitre 04 Resultats et discussion
Les enzymes jouent un role crucial dans le déroulement des phénomeénes biologiques

endogénes, elles catalysent les bio-réactions de synthése, de dégradation et de transformation a
I’échelle moléculaire et cellulaire. Elles sont associées aux plusieurs perturbations métaboliques
en provoquant ainsi des dizaines de maladies qui sont parfois lourdes. Plusieurs stratégies
thérapeutiques ont été pratiquées par les cliniciens pour la bonne gestion de ce genre de
maladies y compris la modulation de I’activité enzymatique a titre préventif et/ou curative. Dans
cette partie du travail, nous avons évalué 1’activité inhibitrice de nos extraits sur I’a-amylase et

la AchE qui sont liées au diabéte type 2 et I’ Alzheimer, respectivement.

Le diabete, notamment de type 2, est actuellement largement disséminé a 1’échelle
mondial, particulierement chez les personne agees et obeses. Il est considéré comme un
désordre métaboliques associé a des complications graves. Pour une bonne gestion de cette
maladie, les cliniciens cherchent a contréler la glycémie postprandiale des personnes
diabétiques via I’inhibition de 1’une des enzymes de digestion des carbohydrates comme 1’a-
amylase. Dans ce cadre, nous avons testé 1’activité inhibitrice de I’a-amylase par nos extraits.
Les résultats obtenus ont montré que les extraits brut et chloroformique ont fortement inhibé
I’a-amylase d’une maniére dose-dépendante en comparaison avec 1’Acarbose. Les autres

extraits ont apparu modérés a faibles. (Tab. IV. 10)

La gestion générale des symptomes de L’Alzheimer est basée sur la théorie
cholinergique via I’inhibition des cholinestérases AChE et BuChE. Plusieurs médicaments
synthétiques, prouvés par FDA, ont été commercialisés dans le marché, mais leurs effets
secondaires reste une grande barriere a franchir pour les praticiens de la santé. Plusieurs
produits naturels, tels que les alcaloides et les huiles essentielles, ont montré une activité
inhibitrice intéressante et donc peuvent étre considéré comme une source des alternatifs
puissants. Nos extraits ont été évalué dans 1’inhibition de I’AchE, les résultats obtenus,
exprimés en ICsp, (Tab. IV. 11) ont montré une activité inhibitrice pour les extraits brut et
acétate d’éthyle. Le n-butanolique et le chloroformique ont été apparu moins efficaces en

comparaison avec la molécule de référence galanthamine.

Page | 50



Chapitre 04 Résultats et discussion

5. L’activité protectrice vis-a-vis la lumiéere solaire

Le tableau 1V. 13, en dessous, résume Les facteurs de protection des extraits étudiés vis-

a-vis les rayonnements UV de la lumiere solaire.

Tab. IV. 13 : les coefficients de protection solaire des extrais étudiés.

Extraits SPF1 SPF2 SPFs  Moyenne +SD Commentaire
Extrait hydroalcoolique 35.30 33.84 34.30 34.48+0.75 Haute protection
Extrait Acétate d’ethyle 34.18 34.35 32.99 33.84+0.74 Haute protection
Extrait Chloroformique 35.32 34.24 35.96 35.18+0.87 Haute protection
Extrait n-butanolique 32.96 32.28 31.10 32.11+0.94 Haute protection
Créme solaire NIVEA® / / / 50,11+0,53 Tres Haute protection
Créme solaire VICHY® / / / 44,22+0,35 Trés Haute protection
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Fig. IV. 10 : Valeurs SPF des extraits étudiés

Les cremes et les liquides antisolaires sont largement commercialisées en tant que
préparations cosmétiques ou pharmaceutiques en vue de se protéger vis-a-vis les rayonnements
UV de la lumiére solaire, en évitant ainsi les dommages tissulaires. Les préparations utilisées
dans ce contexte sont caractérisées par un facteur de protection solaire (SPF) intéressant. Nos
extraits ont donné des résultats proches, ils sont généralement de haute protection en
comparaison avec les références. Ces extraits sont d’origine saharienne, donc en exposition

permanente aux rayonnement solaire, ce qui explique une partie de cette activité protectrice.
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Conclusion générale et perspectives

¢+ Conclusion générale

Les experts de la santé publique ont lancé plusieurs programmes de recherches dans le cadre
de la sécurité sanitaire algérienne. L’un des axes les plus intéressants est la recherche des
alternatifs naturels qui peuvent étre utilisés d’une maniére complémentaires ou alternative a
I’utilisation des médicaments de synthése dans le marché. La médecine traditionnelle algérienne
nous offre plusieurs plantes endémiques qui sont considérées comme sources des principes
actifs puissants afin de lutter contre le stress oxydatif, le diabéte et les maladies

neurodégénératives comme 1’ Alzheimer.

Sur le plan technique, nous avons évalué d’une part, le contenu en phénols et flavonoides
totaux et I’activité antioxydante de quatre extraits de la plante Ptychotis vertiicillata L. par des
méthodes standards, in vitro, le piégeage des radicaux DPPH et ABTS, la réduction des fer
(FRAP et Phenanthroline) et d’Argent (SNP). D’autres part, nous avons caractérisé 1’activité
antidiabétique de type 2 via I’inhibition de I’o-amylase et I’activité anti-Alzheimer via
I’inhibition de 1’acétylcholinestérase. Ce travail a été finalisé par une étude des facteurs de

protections solaire.

Les résultats obtenus ont montré des teneurs interessants en phénols et flavonoides totaux
particulierement pour I’extrait hydro-alcoolique et 1’extrait d’acétate d’éthyle. A propos de
I’activité antioxydante, les résultats ont montré des activités moyennes a modérées pour les
extraits testés a ’exception de ’extrait d’acétate d’éthyle qui est comparable aux références
BHA et BHT dans les méthodes de neutralisation des radicaux DPPH et ABTS. Parallélement,
nos échantillons ont présenté des activités variables dans les méthodes FRAP, Phenanthroline
et SNP. L’extrait d’acétate d’éthyle a présenté le meilleur effet tandis que le chloroformique est
le plus faible. L’ensemble des échantillons sont loin & étre comparés avec standards BHA et
BHT.

D’autre part, I’activité inhibitrice des enzymes a montré que 1’extrait brut a inhibé fortement
I'-a amylase, d’une maniére dose-dépendante, Tandis que I’extrait chloroformique est le plus
intéressant dans I’inhibition de 1’acétylcholinestérase. En plus, nos extraits ont donné des
excellents facteurs de protections solaire. Les résultats obtenus confirment I’'usage traditionnel
de la plante sélectionnée en Algérie, ils valorisent les vertus thérapeutiques de ses extraits. 1ls
ouvrent également des perspectives multiples qui permettent d’approfondir nos études dans ce

domaine.
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«» Perspectives

YV V V VYV V

L’intégration d’autres plantes médicinales traditionnellement utilisées

Elargir la gamme des techniques antioxydantes.

Analyser les extraits par HPLC-MS-MS pour identifier le contenu moléculaire.

Appliquer d’autres modalité d’études in vivo et in silico

Valoriser 1’effet synergique entre les extraits étudi€s en réalisant quelques formes de

combinaisons
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Annexe 01 : lecteur des microplaques a 96 puits utilisé dans différents tests
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Annexe 02 : Organisation de la microplaque a 96 puits dans les différents tests

Extrait 1 Extrait 2 Extrait 3 Extrait 4
3 répétitions pour 3 répétitions pour 3 répétitions pour 3 répétitions pour
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Annexe 03 : Image de la plaque dans le test du piegeage du DPPH

Extrait 1 Extrait 2 Extrait 3 Extrait 4
3 répétitions pour 3 répétitions pour 3 répétitions pour 3 répétitions pour
chaque dose chaque dose chaque dose chaque dose
) A | A

Annexe 04 : Image de la plaque dans le test du piegeage de ’ABTS

Extrait 1 Extrait 2 Extrait 3 Extrait 4
3 répétitions pour 3 répétitions pour 3 répétitions pour 3 répétitions pour
chaque dose chaque dose chaque dose chaque dose
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Annexe 05 : Image de la plaque dans le test du FRAP

Extrait 1 Extrait 2 Extrait 3 Extrait 4
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Annexe 06 : Image de la plaque dans le test du Phenanthroline
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3 répétitions pour 3 répétitions pour 3 répétitions pour 3 répétitions pour
chaque dose chaque dose chaque dose chaque dose
A | | |
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Annexe 07 : Image de la plaque dans le test du SNP

Extrait 1 Extrait 2 Extrait 3 Extrait 4
3 répétitions pour 3 répétitions pour 3 répétitions pour 3 répétitions pour
chaque dose chaque dose chaque dose chaque dose
A | A A

Annexe 08 : Image de la plaque dans P’activité inhibitrice de ’a-amylase

Extrait 1 Extrait 2 Extrait 3 Extrait 4
3 répétitions pour 3 répétitions pour 3 répétitions pour 3 répétitions pour
chaque dose chaque dose chaque dose chaque dose
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Annexe 09 : Image de la plaque dans P’activité inhibitrice de I’Acéthlcholinesterase

Extrait 1 Extrait 2
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