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Résumé :

Le but de notre travail était d’évaluer les teneurs en composés phénoliques et 1’activité
antioxydante des extraits polaires des racines de la plante Smilax aspera, en plus, I’utilisation
de docking moléculaire pour étudier la capacité des certains métabolites secondaires de cette
plante pour inhiber des enzymes responsables de stress oxydatif et effet prolifération
cellulaire. Des processus d’extraction successifs par des solvants organiques a polarité
croissante ont abouti a des rendements différents. Le dosage quantitatif des polyphénols
totaux montre la richesse de 1’extrait dichlorométhanolique, avec une valeur de 55,70 + 6,40
mg EAG/g ES, tandis que I’extrait d’acétonique présente 1’extrait le plus riche en flavonoides
avec une valeur de 10.71+ 0.13 mg EQ/g ES. L’étude de I’activité antioxydante de ces extraits
a eté évaluée par test DPPH, selon les résultats obtenus, 1’extrait acétonique enregistre la
valeur la plus importante de VCEAC ce qui permet de luis considérer comme étant 1’extrait le
plus puissant. L’étude in silico via I’amarrage moléculaire nous a montré que les composés
identifiés dans les racines de cette plante dans des études précédentes: le resvératrol et
I’épicatéchine ont une activité inhibitrice importante sur les enzymes : alpha-amylase,

xanthine oxydase et la télomérase.

Mots clés : composés phénoliques ; activité antioxydante ; docking moléculaire ; resvératrol ;

epicatéchine.
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Abstract

The aim of our work was to evaluate the phenolic compound contents and the
antioxidant activity of the polar extracts from the roots of the Smilax aspera plant, in addition,
the use of molecular docking to study the capacity of certain secondary metabolites to inhibit
enzymes responsible for oxidative stress and cell proliferation. Successive extraction
processes with organic solvents with increasing polarity have resulted in different yields. The
quantitative determination of the total polyphenols shows the richness of the
dichloromethanolic extract, with a value of 55.70 £ 6.40 mg EQ/g ES, while the acetonic
extract presents the extract richest in flavonoids with a value of 10.71+ 0.13 mg EQ/g ES. The
study of the antioxidant activity of these extracts was evaluated by DPPH test according to the
results obtained, the acetone extract records the most important value of VCEAC, which
makes it possible to consider it as the most powerful extract. The in silico study via molecular
docking showed us that the compounds identified in the roots of this plant in previous studies:
resveratrol and epicatechin have important inhibitory activity on the enzymes: alpha-amylase,

xanthine oxidase and telomerase.

Keywords: phenolic compounds; antioxidant activity; molecular docking; resveratrol;

epicatechin.
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Introduction




Introduction

Les produits naturels, en particulier ceux d'origine végétale, ont longtemps eété
considérés comme une source importante de composés médicinaux. Actuellement, entre 25 et
30 % des médicaments utilisés pour traiter les maladies proviennent de sources naturelles.

(Plantes, des animaux, des bactéries et des champignons) (Muanda, 2010).

La majorité de la population mondiale, en particulier dans les pays en développement,
prend soin d'elle-méme principalement avec des remedes conventionnels a base de plantes.
Seulement environ 400 000 des espéces végétales connues ont été étudiees chimiquement et
pharmacologiquement, et chaque espéce peut contenir jusqu'a plusieurs centaines de
constituants différents, donc cet approvisionnement semble sans fin (Hostettmann et
Marston1998).

Un nombre croissant de rapports confirment que de hombreux plantes médicinales et
fruits, l1égumes peuvent protéger contre certaines maladies chroniques causées par le stress
oxydatif. Une attention particuliere a été accordée aux propriétés antioxydante des plantes, qui
peuvent étre consommées par les humains. En raison de leur potentiel antioxydant
prometteur,les composés phénoliques sont trés recherchés dans les secteurs de

I'alimentation,de la chimie et de la médecine (Le Jury, 2016).

Notre travail s’inscrit dans le cadre de la recherche des antioxydants naturels en
évaluant les propriétés antioxydants des racines de Smilax aspera et 1’activité inhibitrice de
différentes enzymes par quelques métabolites secondaires de cette plante identifiées a partir
des recherches précédentes. Ce manuscrit est subdivisé en trois chapitres :

Le premier chapitre : comprend principalement une étude bibliographique sur la plante
médicinale, les molécules bioactives des plantes, 1’activité antioxydante et le docking

moléculaire.

Le deuxiéme chapitre : est consacré a la présentation de matériel et la description des

protocoles utilisés.

Le troisieme chapitre : il reprend les résultats obtenus et les discute avec une comparaison

avec les résultats des recherches antérieures.

Finalement, nous cl6turons ce manuscrit par la conclusion tirée de ce travail de recherche

ainsi que les perspectives.




Chapitre I :
Etude bibliographique




Chapitre | Etude bibliographique

1. La plante étudiée
1.1 Définition des plantes médicinales
Une plante médicinale est une plante qui contient un ou plusieurs ingrédients actifs
pouvant prévenir, atténuer ou guerir une maladie (Boughrara, 2016).
1.2 Présentation de la plante Smilax aspera
Smilax aspera (Sarsaparilla) est un grimpeur vivace de la famille des Smilacaceae
(Patel, 2020).
1.2.1 Description botanique.

La Salsepareille d’Europe (Smilax aspera) est une liane vivace mesurant ou dépassant
1 meétre de hauteur, et pouvant atteindre 6 métres. Son port est rampant ou grimpant, et elle est
tres ramifiee (Fouré, 2022).

La salsépareille a une tige glabre avec quelques épines peu espacées, une feuille avec
des épines typiquement autour du périmeétre, et fleurit avec des fleurs males et femelles parce

que ¢’est une espece dioique. (Fouré, 2022).

La racine était ridée longitudinalement, d’environ 3 mm de diamétre, de couleur brun
rougeétre foncé et avec de nombreuses ramifications sans racines, résistantes, souples et non
cassantes. Le rhizome était également plissé, dur, de couleur brun externe, de couleur blanche

interne ou jaune clair, inodore et 1égérement amer (Patel, 2020).

1.2.2 Distribution géographique

Smilax aspera est présente dans quatre régions du monde : sur I'ensemble du pourtour
de la mer Méditerranée, en Afrique de I'est, au Moyen-Orient ainsi qu'en Asie du Sud et

Américaine (Fouré, 2022).

La Salsepareille en Algérie Médéa (Hamdania) et en Kabylie (Jijle et Gures)
(Boubetra et al., 2022).

1.3 Classification botanique
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D’aprés (Ghédira et Goetz, 2016) Smilax aspera. (Figure.1) est une espéce qui appartient a :

Régne Plantae
Division Tracheophyta
Ordre Liliales
Eamille Smilacaceae
Genre Smilax
Espeéce Smilax aspera

Figurel : classification botanique de Smilax aspera (Fouré., 2022)

1.4 Nom vernaculaire

Selon (Ghédira et Goetz, 2016), cette plante a plusieurs noms vernaculaires est

attribuée dans le tableau 1.

Tableau 1 : Nomenclature de la plante Smilax aspera (Ghédira et Goetz, 2016).

Nom francais Salsepareille d’Europe
Nom anglais Sarsaparilla
Nom arabe glLis 3 )a dule

1.5 Caractérisation chimique
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L’espéce Smilax aspera joue un role important dans 1’écosystéme forestier et connue pour
ses propriétés pharmacologiques car contient divers composés chimiques (tableau 02) :
Tableau 2 : Principaux constituants chimiques de Smilax aspera selon
(Gheédira et Goetz, 2016).

Familles de constituants chimiques Constituants chimiques

Saponines de structure stéroidique Curilline G, asparagoside E, aspargoside A, B
Phénols (+) catéchine et (—) épicatéchine, resveratrol
Caroténoides [-caroténe, B-cryptoxanthine

Sels minéraux Sels de K (1,25 %), Ca et Mg (0,3 2 0,4 %)
Autres Acide Sarsapique, acide ascorbique

1.6 Utilisation de la plante

Les Amérindiens auraient utilisé Smilax aspera pendant longtemps. Comme beaucoup
d’autres plantes, il a rapidement gagné en popularité comme traitement contre la syphilis. Il a
¢été administré pour la syphilis, la goutte, ’eczéma, le foie et la rate (Ghédira et Goetz,
2016).

Cette plante est principalement utilisée pour traiter les rhumatismes et les maladies de
peau. On pourra retenir aussi d’autres usages moyennement répandus : comme sudorifique,
fébrifuge et dépuratif, comme diurétique, comme astringent, comme hémostatique (en cas de
blessures), antispasmodique ainsi que dans le traitement des maladies vénérienne (Fouré,
2022).

2. Les composés phénoliques

Les plantes ont une capacité unique de synthétiser de nombreux produits chimiques.
Les métabolites secondaires sont des substances qui ne sont pas présentes dans toutes les
especes, ce qui indique qu’elles ne font pas partie du métabolisme général et ne contribuent

pas directement aux fonctions de base de I’organisme végétal (EL-Haci, 2015).
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2.1 Classification des composés phénoliques
Les substances phénoliques sont des substances ayant un ou plusieurs groupes
hydroxyles liés directement a un cycle aromatique.
2.1.1 Phénol simple

Les phénols simples sont ceux qui ont eu leurs ortho, méta, et para groupes substitues
(Pandey et Rizvi, 2009).

Résorcinol

2.1.2 Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont présents en abondance dans les aliments et divisés en
deux classes : les dérivés de I'acide benzoique et les dérivés de I'acide cinnamique. Les acides
hydroxycinnamiques comme I’acide caféique sont plus répandus que les acides

hydroxybenzoiques comme 1’acide gallique (Pandey et Rizvi, 2009).

(o) OH
O OH
HO OH OH
OH OH
Acide gallique Acide caféique

2.1.3 Benzophénones, xanthones et stilbénes
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Les benzophénones et les xanthones ont une structure C6-C1-C6 et les stilbénes ont
une structure C6-C2-C6. Les xanthones sont des pigments jaunes présents dans les fleurs.

Parmi eux se trouvent : benzophenone, xanthone, resvératrol (Bruneton, 2009).

o
o o
Benzophénone Xanthone

2.1.3 Les flavonoides

Les flavonoides (ou bioflavonoides) sont des meétabolites secondaires des plantes
vasculaires, partageant tous la méme structure de base constituée de deux cycles aromatiques
reliés par trois carbones (C6-C3-C6) (Jean, 2009).

Flavonoides

2.1.4 Lestanins

Les tanins sont un large groupe structurellement diversifié qui partage la capacité de se
lier et de précipiter les protéines. Le tanin fait référence au processus de tannage des peaux
d'animaux en cuir, un processus connu depuis la préhistoire. Les tanins sont divises en trois
groupes : tanins condensés, tanins hydrolysables, tanins complexes (Khanbabaee et Van
Ree, 2001).

3. Le stress oxydatif

L’oxygene est la source de vie pour les organismes aérobies. Mais 1’oxygene peut étre
¢galement une source d’agression pour ces parce qu’il provoque le stress oxydatif (Muanda,
2010).
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3.1 Définition

Le stress oxydatif c'est-a-dire d'une situation ou la cellule ne contréle plus la présence
excessive de radicaux oxygenés (les radicaux libres) toxiques, situation que les chercheurs

impliquent dans la plupart des maladies humaines (Favier, 2003).

3.2 Les radicaux libres

Les radicaux libres sont des entités chimiques possédant un électron (ou plus) non
apparié « Celibataire » sur la couche périphérique du squelette moléculaire, qui a tendance a
attirer les ¢€lectrons d’autres atomes et molécules pour gagner en stabilité déstabilisant ainsi

d’autres molécules (Bendif, 2017).

3.3 Sources des radicaux libres

Les principales sources des radicaux libres sont soit endogenes ou exogeénes, elles sont
résumeées dans le (tableau 3) (Adjadj et Baghiani, 2009) :

Tableau 3 : Les principales sources des RL

Endogénes Exogénes

- Mitochondries

Cigarette
Radiation ionisantes

- Phagocytoses
Pollutions diverses

- Xanthine oxydase

- Peroxysomes Rayonnement UV

- Inflammation Produits chimiques

3.4 Principales cibles des radicaux libres

» Les Lipides

Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de
I'attaque par le radical hydroxyle capable d'arracher un hydrogéene sur les carbones situés entre
deux doubles liaisons, pour former un radical diene conjugué, oxydé en radical peroxyle
(Favier, 2003).
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» Les protéines

Les acides aminés contenant un atome de soufre tels que la cystéine et la méthionine,
I’oxydation par les radicaux libres conduit a la formation de ponts disulfures. De nombreuses
enzymes cellulaires et protéines de transport vont ainsi étre oxydées et inactivées. Les
protéines modifiées par oxydation perdent leurs propriétés biologiques, et deviennent

beaucoup plus sensibles a I’action des protéases (Adjadj et Baghiani, 2009).
» L’ADN

L’ADN est une molécule trés sensible a 1’attaque par les radicaux de 1’oxygene, cinq
classes principales de dommages oxydatifs médiés par OH peuvent étre générées. L’attaque
radicalaire peut étre directe et entrainer I’oxydation des bases, engendrant un grand nombre de
bases modifiées ou le stress oxydant peut aussi attaquer la liaison entre la base et le

désoxyribose, ou attaquer le sucre lui-méme (Adjadj et Baghiani, 2009).

3.5 Les maladies liées au stress oxydant

Un stress oxydant n’est pas une maladie en soi, il constitue un terrain favorable au
développement de pathologies diverses. Un stress oxydant « pathologique » est ainsi
potentiellement impliqué dans de nombreuses affections (plus de 200 ont €té recensées) ou
dans le développement de complications associées (Defraigne et Pincemail, 2008). Certaines
maladies liées au stress oxydant sont représentées dans le tableau 4 :

Tableau 4 : quelques maladies liées au stress oxydant

Maladies Références

Cancer (Favier, 2006)

Les maladies cardiovasculaires (Baudin, 2020)

Les maladies neurodégénératives (Desport et Couratier, 2002)
Maladie d’Alzheimer Desport et Couratier, 2002)
La maladie de diabéte (Defraigne et Pincemail, 2008)

Hypertension (Defraigne et Pincemail, 2008)

10
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3.6 Les antioxydants

Un antioxydant a été defini comme étant toute substance présente a faible
concentration par rapport a celle d’un substrat oxydable qui retarde ou inhibe I’oxydation de

ce substrat (Boutatoua et Kabouche, 2018).

3.6.1 Les antioxydants enzymatiques

Pour lutter contre les effets destructeurs des RL, les organismes aérobies ont
développé des enzymes antioxydantes protectrices telles que superoxyde disputasse, les
catalases (Goyal et Basak, 2010).

3.6.2 Les antioxydants non enzymatiques

Les antioxydants naturels incluent diverses vitamines (vitamines A, C et E), des
composés pouvant étre synthétisés par les cellules animales (glutathion et créatine) ou
d’origine végétale apportés par 1’alimentation (flavonoides, resvératrol et autres polyphénols

caroténoides, lycopéne) (Descamps et al., 2006).

4. L’importance des études in silico

L’utilisation des techniques in silico dans la recherche pharmaceutique et la
découverte de médicaments devient de plus en plus cruciale, voire aujourd’hui essentielle. 11
est possible de déterminer les configurations spatiales tridimensionnelles des atomes dans une
molécule en utilisant des méthodes in silico de modélisation moléculaire. Parce qu’ils
permettent d’évaluer les caractéristiques physicochimiques et les capacités des liaisons
intermoléculaires, ils sont particulierement intrigants dans le domaine de la recherche
médicale (Pachoulide, 2021).

5. Docking moléculaire

Le terme « amarrage moléculaire » fait référence a des simulations moléculaires qui
integrent plusieurs méthodes pour étudier les interactions pharmacologiques entre un ligand
de petite molécule et un récepteur macromoléculaire (une protéine cible). Le docking
moléculaire a pour objectif essentiel de prédire la conformation définie par la position et

I’orientation relative la plus favorable du ligand au sein de son récepteur (Kim, 2022).

11
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Le docking moléculaire est un moyen plus rapide et moins colteux que les méthodes
de test in vitro, recommandé pour réduire la taille d’une banque de données chimique afin de

ne garder que les composés d’intérét thérapeutique (Kadri et al., 2021).

Il existe actuellement un certain nombre de récepteurs qui jouent un réle dans
I'émergence de diverses maladies. Selon les objectifs de notre présent travail, nous avons

sélectionné trois récepteurs ou cibles moléculaires qui sont cités ci-dessous :

5.1 Alpha amylase

Les enzymes amylases sont classées dans le groupe de I’hydrolyse. Parmi eux se
trouve 1I’enzyme alpha-amylase, qui joue plusieurs rbles par exemple : dans la dissolution de

I’amidon et du glycogéne (Rahman et al., 2001).

Cependant, c’est un facteur important dans le diabéte, car ce dernier implique un stress
oxydatif en libérant des radicaux libres, provoquant une faible libération d’insuline (Liguori

etal., 2018).

En fait, 'une des principales fagons de traiter le diabéte est d’inhiber cette enzyme.
Les formes d’amylase pancréatique et de salive sont inhibées par des inhibiteurs d’amylase in

vitro et in vivo (Sharma et al., 2021).

5.2 Xanthine oxydase

La xanthine oxydase (XO) est une enzyme qui constitue une source biologique
importante de ROS. XO catalyse I'oxydation de I'hypoxanthine en xanthine et, enfin, en acide

urique en présence d'oxygene moléculaire (Agbadua et al., 2022).

Une activité XO élevée joue un rble majeur dans l'apparition du stress oxydatif ; par
conséquent, cette enzyme est une cible pertinente non seulement pour le traitement de la
goutte, mais aussi pour la prévention et sur ou peut-étre le traitement d'un large éventail de

conditions pathologiques (Agbadua et al., 2022).

5.3 Télomérase

La telomérase est une enzyme qui joue un réle important dans la le maintien taille des
télomeéres. Cette enzyme interagit avec de nombreux partenaires, y compris Dyskerine, lui
permettant d'exercer diverses actions sur de nombreuses voies de signalisation cellulaire. Les

phénoménes physiologiques tels que le vieillissement cellulaire ou les phénomenes

12
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pathologiques tels que le développement du cancer peuvent affecter ces différentes voies
(Billard, 2017).

En effet, par la réactivation de sa sous unité télomeérase, dans les cellules cancéreuses, elle
permet aux cellules d’acquérir un mécanisme de maintenance des télomeres leur permettant
soit d’éviter le processus de sénescence réplicative, soit de stabiliser leur génome pour
continuer de proliférer. Globalement, ses activités expliquent que prés de 95% des tumeurs

sont dépendantes de cette enzyme et en font un oncogene majeur (Billard, 2017).

Chapitre 11 :
Materiels et Methodes
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Notre recherche expérimentale a été menée au Laboratoire de Sciences Fondamentales
et Laboratoire Pédagogique du Département de Biologie a I’Universit¢ Amar Telidji de

Laghouat.

L’objectif de notre recherche est d’évaluer 1’activité antioxydante de quelques extraits
des racines de plante Smilax aspera et I’étude in silico de I’activité inhibitrice de différentes
enzymes responsables du stress oxydatif (a-amylase, xanthine oxydase) et prolifération des
cellules cancereuses (télomeérase) par quelques métabolismes secondaires (resvératrol et
épicatéchine) identifiées dans la méme partie de cette plante a partir des recherches
précédentes.

1. Matériels

1.1 Matériel végétal

L’étude et 1’évaluation de I’activité antioxydante ont nécessité d’un matériel végetal

représenté par les racines de Smilax aspera importé du Maroc dans 1’année 2019.

Figure 2 : photographie des racines(A) et rhizome(B) de I’espece Smilax aspera (Original)

1.2 Matériels informatiques et programmes d’analyse in silico

1.2.1 Micro-ordinateur

Nous avons utilisé un microordinateur qui posséde une RAM de 4.00 GO et un
processeur Intel(R) Pentium(R) 1.70GHz, Windows 10 pro.

14
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1.2.2 Programme et Banque des données

-PDB (Protein Data Bank): https://www.pdb.org/ — : :

1 1 z . . RN 2PD0 b § 22
La principale source de données pour la biologie T - —

structurale est la banque de données sur les protéines

(figure.3) qui contient des expeériences qui déterminent les
structures tridimensionnelles (3 D) des protéines, des acides

nucléiques et d’autres macromolécules (Burley et al.,

2017). Figure 3 : interface de la page d’accueil
du RCSB PDB

-PubChem: https://pubchem.nchi.nim.nih.gov

Une banque publique de données chimiques
appelée PubChem (Figure 4) qui abrite des millions des
composés en ligne, elle est essentielle pour la
communauté de la recherche biomédicale (Kim et al.,
2022).

Figure 4 : interface de la page d’accueil du
PubChem.

dEvv Aoy _EMBSeR Y
g P ek (i Sy e

-AutoDock Tools :

AutoDock Tools dispose d’un affichage
moléculaire complet et d’un support graphique pour

toutes les étapes requises pour preparer et analyser les

processus d’atterrissage (Seeliger, 2010).

Figure 5 : interface de la page d’accueil du
logiciel AutoDock Tools
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-Discovery studio

" Vem 1]

(= T

Mot oo DS BIOVIA | Discovery Studio 2021
o

Est un logiciel de modélisation gratuit et riche ===
o)
en fonctionnalités pour visualiser et analyser les : e (4 % -

données des résultats d’amarrage moléculaire (AM)

(Figure 6). (Jejurikar et Rohane,2021)

My oot Tk Py

Figure 6 : I’interface de la page
d’accueil de logiciel Discovery studio

-SwissADME : http://www.swissadme.ch/ R e e
a SwisSADME
flac g — - ———

Nous avons utilisé 1’outil Web SwissADME,
qui offre un acces gratuit @ un ensemble de modeles
prédictifs rapides et puissants pour les propriétés
physico-chimiques, la  pharmacocinétique, la

similarit¢ des médicaments et la disponibilité des

produits chimiques médicinaux (Pires et al.,2015).

Figure 7 : ’interface graphique de SwissADME

-ADMETIab : https://admetmesh.scbdd.com/

AMDETIlab appelé serveur web est largement utilisé pour les prédictions des

propriétés pharmacomotrices et de toxicité des produits chimiques (Xiong et al., 2021).

Be FDMETIab 2.0 4 Home & Services B Resources EMExplonation & Publications

ADMETIab 2.0

Undeasirable pharmacokinetice and toxicity of
candidate compounds are the main reasons for the
failure of drug dewveloprment, and it has been widehy
recognized that absorption, distribution, metabolism,
excretion and toxicity {ADMET) of chemicals should
be evaluataed as early as possible. ADMETIab 2.0 is an
enhanced wersion of the widely used ADMETIob for
systematical evaluation of ADMET properties, as well
as sorme physicochemical properties and medicinal
chermistry friendliness. With significont updaotes to
functicnal modules, predictive models, explanations,
and the wuser interface, ADMETIab 2.0 haos greater
capacity to assist medicinal chemists in occelerating
the drug research and developrent process.

Figure 8 : I’interface graphique de ADMETIab
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1.2.3 Métabolites secondaires de I’espéce Smilax aspera

Les molécules utilisées dans ce travail sont des dérivées phénoliques isolées a partir de
racines de 1’espéce Smilax aspera, le choix de ces deux molécules est basé sur les résultats de

I’identification dans des études précédentes

Resvératrol : le resvératrol (3,54’ -trihydroxystilbéne) est un polyphénol naturel. La
structure polyphénolique du resvératrol confére une activité antioxydante en plus d'inhiber la
croissance des cellules cancéreuses par une apoptose accrue et/ou un blocage du cycle
cellulaire (King et al., 2006). Néanmoins, il est a noter déja isolé des racines d’espéces

Smilax aspera (Belhouchet et al., 2008)

Epicatéchine : Un flavonoide de la famille des flavan-3-ols est connu pour ses propriétés
antioxydantes ou anti-inflammatoires. L’épicatéchine inhibe la fonction plaquettaire et

module le profil coagulant et fibrinolytique (Sinegre, 2021), et signalé par (Fouré J, 2022).

Tableau 5 : Molécule de smilax aspera pour 1’étude de docking moléculaire

Les molécules Partie de plante
Resvératrol Les racines
Epicatéchine Les rhizomes
2. Méthode

2.1 Méthodes expérimentale
Extraction des polyphénols par macération (solide-liquide)
La préparation d’un extrait de plante présente un nombre variable d’étapes selon
I’objectif suivi, dans le présent travail nous ciblons les composés phénoliques.
La méthode d’extraction que nous avons adoptée est la macération successive par trois
solvants organiques de polarité croissance. Il s’agit de 1’hexane pour une délipidation, le

dichlorométhane, 1’acétone et le méthanol sur la poudre de la partie souterraine de plante.
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Le diagramme ci-dessous montre comment cette étude a eté menée dans son intégral :

Extraction par
maceération

Dosage des Activité
flavonoides antioxvdante

-

Figure 9 : organigramme du protocole expérimental

Extraction par hexane :

50g de poudre végétale ont été macérés avec 150 ml d’hexane. Aprés une macération
de 24 heures sous agitation de deux heures a température ambiante, le mélange est filtré.

L’opération est répétée 2 fois avec renouvellement du méme solvant (pour délipidation )
Extraction par dichlorométhane :

Macération de 10 g de résidu végétale de la premiere extraction dans 100 ml de DCM,
le mélange introduire dans un flacon pendant 24 heures avec agitation pendant deux heures a
température ambiante. Aprés un jour nous filtrons le mélange par papier filtre, les tourteaux

obtenus sont repris pour une deuxieme fois d’extraction.

Nous avons mélange les deux filtrats et finalement 1’évaporation le mélange a température de

30°C par rotavapor.
Extraction par acétone :

Le méme processus est utilisé pour extraire les produits chimiques moyennement

polaires des résidus végetaux restants apres la deuxiéme extraction a I'aide acétone
Extraction par méthanol :

Avec la méme procédure, une extraction par le méthanol, est réalisée sur le résidu

végétal issu de la troisieme extraction, pour extraire les composés polaires.

18




Chapitre IT Materiels et Méthodes

Nous avons finalement obtenu trois extraits organiques bruts: extrait de
dichlorométhane, extrait d’acétone et extrait de méthanol, qui seront récupérés dans des

flacons en verre. Les étapes d’extraction sont résumées a (figure.10)

Racines

Smilax aspera

Nettoyage | Broyage

50 g de poudre
Smilax aspera

Hexane 150 ml
Macération/48h

Extrait
D’hexane 10 g de tourteaux
d’hexane
DCM 100 mi o ACT 100 mi o MéOH 100 ml
Macération/agh | Filtration | Macération/48h | Filtration | nacération/ash | Filtration

Evaporation Evaporation

/ /

Extrait 01 Extrait 02 Extrait 03

J Evaporatio}y

DCM ACT MéOH

Figure 10 : protocole d’extraction de notre travaille
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2.2 Analyses quantitatives des extraits
2.2.1 Rendement de I’extraction
Le rendement de I’extraction indique la masse de D’extrait déterminée aprés
évaporation du solvant il est exprimé en pourcentage par rapport a 100 g de matiere végétale
séche et broyée.

Le pourcentage de I’extraction a été déterminé par la formule suivante :

[ Rendement (%) : (Poids de I’extrait brut obtenu / Poids de la poudre végétale) x 100 J

2.2.2 Dosage des composés phénoliques totaux

+ Principe

Le dosage des polyphénols totaux par la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu a
été decrit en 1965 par Singleton et Rossi. Depuis, son utilisation s'est largement répandue
pour caractériser les extraits végétaux d'origines plus diverses. Le réactif de Folin-Ciocalteu
est un acide de couleur jaune, constitué de poly hétérocycles acides contenant 1’acide
phosphotungstique (HzPW12040) et d’acide phosphomolybdique (H3PM012040) est réduit, lors
de I’oxydation des polyphénols, en un mélange d’oxyde bleu de tungsténe (WgOa23) et
molybdéne (MOgO23). La coloration produite est proportionnelle a la quantité de polyphénols

présents dans les extraits végétaux (Boizot et Charpentier, 2006).
+ Procédure

Un volume de 100 pl de chaque solution diluée de 1’acide gallique ou de 1’extrait végétal
dilué a été ajouté a 500 pul de réactif Folin-Ciocalteu dilué 10 fois. Aprés 2 minutes, 2 ml de
carbonate de sodium NaxCOs a 2% ont été ajoutés, le mélange a été maintenu a 1I’obscurité
pendant 30 minutes a température ambiante. La lecture de lI'absorbance est effectuée a l'aide
d'un spectrophotometre a une longueur d'onde de 760 nm contre un blanc (ce qui nous a
permis de tracer la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique et de doser les phénols totaux dans

les extraits vegetaux).

Les résultats sont exprimés en milligramme équivalent d’acide galliqgue par gramme de

I’extrait sec (mg d’EAG/g sec).
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2.2.3 Dosage des flavonoids
Principe

La quantification des flavonoides a été effectuée par une méthode adaptée par Lamaison et
Carnat 1991 en utilisant le trichlorure d’aluminium comme réactif. Avec ce composé, ils
forment des complexes acides stables avec le carbonyle (C=0) en position C-4 ou le groupe
hydroxyle C-3 ou C-5 de flavones et de flavonols (Chang et al., 2002).
Protocole

Dans des tubes a essai, on mélange 500 ul de I’extrait dilué avec 500 ul de solution
d’AlCl3z (1%). Apres 30 min d’incubation a température ambiante et a 1’abri de la lumiere la
lecture des absorbances est a 430 nm.

La concentration des flavonoides a été déterminé a partir d'une courbe d'étalonnage

réalisée par un standard étalon la quercétine a différentes concentrations dans les mémes
conditions que 1’échantillon. La teneur en flavonoides est exprimée en mg d’équivalent de

Quercétine par gramme de 1’extrait sec (mg EQ/g d’extrait sec).

2.2.4 Evaluation de ’activité antioxydante par le test de DPPH
+ Principe :

Le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH) est un radical libre stable de couleur
violacé qui absorbe a 517 nm, il posséde dans sa structure un électron non apparié sur un
atome du pont azote-azote. En présence de composé antiradicalaire, le radical DPPH est réduit
et change de couleur en virant au jaune. Les absorbances mesurées servant a calculer le
pourcentage d’inhibition du radical DPPH, qui est proportionnel au pouvoir antiradicalaire de

I’échantillon (Bentabet et al., 2014).
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s | s
OoN i S NO> O=>N i —~ NO>

Antioxydant (AH)

DPPH Bleu-violet DPPH-H -

Figure 11 : réaction de radical DPPH.
+ Procédure :

500 pl de Dl’extrait sont ajoutés a 500 pl de la solution méthanolique du DPPH
(250uM) et agité¢ a I’aide d’un vortex. Aprés 30min d’incubation a 1’obscurité et a la
température ambiante 1’absorbance est mesurée au spectrophotomeétre a longueur d’onde
517nm. Le standard utilisé est la vitamine C comme antioxydant de référence.

Le pourcentage d’inhibition du DPPH (P1%) est calculé selon la formule :

Pl % = ([Abs contréle-Abs échantillon] /Abs controle) x100

P1% : Pourcentage d’inhibition

Abs : Absorbance & 517nm
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2.3Docking moléculaire
2.3.1 Préparation des ligands
Nous avons téléchargé les structures des composés isolées de 1’espéce Smilax aspera a
partir de la banque de donnée PubChem sous forme fichier SDF, par la suite ces ligands ont
été enregistrés en format pdb a 1’aide de programme Discovery studio visualiser et a la

derniére étape, nous avons converti le format PDB en format PDBQT par AutoDock Tools.

Resvératrol Epicatéchine

OH

HO OH
HO o
H

\OH
o

OH

A~

Figure 12 : la structure des ligands resvératrol (A : 2D ; B :3D) ; et épicatéchine (C : 2D ;
D :3D).
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2.3.2 Préparation des protéines
Les enzymes que nous avons étudiées: alpha amylase, xanthine oxydase et la

télomérase ont été obtenues a partir de la banque de donnée PDB sous format PDB. Apres
téléchargement des enzymes, nous avons ¢liminé les chaines identiques et molécules de 1’eau.
Nous convertissons les enzymes de format PDB en format PDBQT en enregistrant dans un
fichier. Les deux formes PDB et PDBQT sont enregistrés dans un dossier avec fichier de
configuration de docking et les codes d’instruction vina (vina, vina-licence, vina-split).

Tableaux 6 : les informations structurales des enzymes choisies

Alpha Structure 3D Telomérase Structure 3D
amylase
Code
Code 10SE 5CQG

Les chaines A, B
Les

chaines

Xanthine Structure 3D de
oxydase

Code IN5X

Les chaines A B

2.3.3 Visualisation de mode d’action des ligands sur leur site de liaison

La technologie nous a fourni de nombreux programmes utiles qui nous ont aidé dans
de nombreuses études, y compris, le studio Biovia Discovery gue nous avons utilisé pour nous
préparer et visualiser les enzymes et les ligands afin d’étudier les interactions entre les

protéines et les ligands.

2.4 Les propriétés pharmacologiques :
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2.4.1 Laregle Lipinski :

Chague médicament potentiel doit se conformer a plusieurs criteres de base, tel que : son
faible colt de production, étre soluble, stable, mais doit aussi se conformer a des barémes
associés a ses propriétés pharmacologiques d’absorption, de distribution, métabolisme
d’excrétion de la toxicité (filtre ADME/ Tox) (Boucherit., et al 2013) qui est basée sur la
regle de 5 formulée par Lipinski et al., 2001. Cette regle décrit un ensemble de critéres
permettant d’estimer la biodisponibilité d’un composé par voie orale a partir de sa structure

bidimensionnelle (2D). Les critéres sont résumés dans la figure ci-dessous.

Masse
moléculaire
<500 Da

Donneurs de Régle de
liaisons H<5 Lipinski Log P<5

Accepteurs
de liaisons
H<10

Figure 13 : les criteres de la regle de cing Lipinski

2.5 Les propriétes pharmacocinétiques

Le domaine prédictif ADMET (absorption, distribution, métabolisme, excrétion et toxicité)
en chimie médicinale s’est élargi depuis les premiers jours de la régle des cing de Lipinski
pour inclure des domaines tels que le développement d’essais a haut débit, I’extraction de
données, la visualisation de données, apprentissage automatique et modélisation structurée.

De nombreuses recherches ont montré comment 1’utilisation efficace de modeles prédictifs in
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silico admission peut accélérer ’identification de petits composés avec une meilleure

efficacité, sécurité et dosage. (Caceres et al., 2020).
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1. Résultats et discussions de I’étude in vitro

1.1 Rendement de P’extraction

Les trois extraits obtenus a partir de poudre de la racine de Smilax aspera, chaque
extrait a été caractérisé par sa couleur, aspect et son rendement (%). Le tableau 7 résume les

différents résultats :

Tableau 7 : le rendement (%), aspect, et couleur des différents extraits de Smilax aspera

Extrait Aspect Couleur Rendement (%)
Dichlorométhane | Pateux Jaune 0.89%
Acétone Pateux Jaune ambré 1.36%
Méthanol Pateux Brune 23.21%

m Extrait DCM  m Extrait Acétonique

0.89 %
1.36%

Extrait méthanolique

23.21%

Figure 14 : comparaison entre les rendements de différents extraits.

D’aprés les résultats obtenus tableau 7, nous constatons que le rendement le plus élevé
a été enregistré avec I’extrait méthanolique (23,21 %) suivi par 1’extrait acétonique (1,36 %)
et enfin ’extrait dichlorométhanolique (0,89 %). Notre résultat a été supérieur au résultats de
(Benatia et al., 2022) ou ils ont travaillé sur les racines seches de Smilax aspera qui ont
obtenus un rendement de I'extrait d’acétate d’éthyle de systeme ACT/H20 (1,402%) suivi par
I’extrait acétate d’éthyle de MOH/H20 (1,194%), dichlorométhane de systeme ACT/H.O
(0,502%), I’extrait de dichlorométhane de MOH/H2O a enregistré la plus faible valeur
(0,422%).
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La difféerence de rendement entre les extraits est probablement due a plusieurs facteurs
comme la méthode de I’extraction utilisée, les conditions dans lesquelles 1’extraction a été

effectuée (a chaud ou a froid) et la nature de solvant (Michel et al., 2012).

1.2 Dosage des polyphénols totaux

Les composés phénoliques constituent une classe principale des antioxydants présents
dans les plantes et sont généralement quantifiés par une méthode colorimétrique de Folin-
Ciocalteu, la teneur en polyphénol totaux des différents extraits est calculée a partir de
I’équation de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique (figure.15). Les résultats obtenus sont

exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme extrait sec (mg d’EAG/g
ES). (Tableau 8).

1,8

1,6 -
R2= 7

14 0,9975

1,2

0,8
0,6
0,4 .
0,2

0 &
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
Concentration (mg/ml)

Absorbance a 760 nm

Figure 15 : courbe d’étalonnage de I’acide gallique

Tableau 8 : Teneurs en polyphénols totaux dans les différents extraits de Smilax aspera

Extrait Polyphénols totaux (mg EAG/g ES)
Dichlorométhanolique 55,70 £ 6,74

Acetonique 38,87 +1,13

Méthanolique 3,67 £0,03

Les teneurs les plus élevées en polyphénols ont été observées dans I'extrait DCM
(55,70 + 6,74 mg EAG/g ES) suivi par ’extrait acétonique (38,87 + 1,13 mg EAG/g ES)
tandis que I'extrait méthanolique a donné des teneurs les plus faibles (3,76 £ 0,03 mg EAG/g
ES).
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Figure 16 : Comparaison entre les teneurs en polyphénols totaux des différents extraits de
Smilax aspera
L’¢étude menée par (Benatia et al., 2022) sur les extraits organiques (dichlorométhane
et acétate d’éthyle) de la méme espéce étudiée a montré des niveaux plus forts en polyphénols
par rapport & nos résultats : MOH/H.O (DCM 57,08 £ 3,62 /AC-O-E 50,90 + 5,25 mg EAG/g
ES) et ACT/H.0 (DCM 89,26 + 3,00/AC-O-E 43,04 + 0,41 mg EAG/g ES).

Selon (Bourgou et al., 2016), I’eau apparait comme étant le solvant le plus efficace

pour I’extraction de polyphénols élevés, ce qui concorde avec les résultats des (Benatia et al.,
2022).

Ainsi, de nombreuses études réalisées par (Fonseca et al., 2017) sur de la feuille
d’espéces différentes Smilax brasiliensis ont montré des niveaux plus faibles en polyphénols
par rapport aux résultats : DCM (231,40 + 58,06 ug EAG/mg ES) ; EE (380,79 £ 36,41 ug
EAG/mg ES) et AC (811,61 + 102,38 ug EAG/mg ES).

La variation des teneurs totales en phénols, entre especes pourrait étre due aux divers
facteurs intrinséques (potentiel génétique des espéces individuelles) et extrinseques (la partie
de plante utilise, environnement, stade de maturation et période de stockage). (Nicoletti et al.,
2015). Des conditions expérimentales des dosages peuvent affecter les teneurs, ainsi que la

composition du milieu réactionnel, c’est ’exemple du réactif du Folin-Ciocalteu qui peut
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réagir avec des protéines, des sucres, I’acide ascorbique et des composés soufrés, ce qui peut

influencer les résultats obtenus (Musci et Yao, 2017).

1.3 Dosage des flavonoides totaux

La présence des flavonoides dans 1’extrait végétal des racines de Smilax aspera est

confirmée apres I’ajout d’AlCl3 et apres incubation, lorsqu’une couleur jaunatre est produite

dont I’intensité est proportionnelle au contenu de 1’extrait végétal. La courbe d’étalonnage

donne la concentration de flavonoides de 1’extrait. La quantité des flavonoides a été rapportée

en milligramme d’équivalent de la quercétine par gramme d’extrait sec (mg EQ/g d’extrait

Sec).

Absorbance a 430 nm

1,8
1,6
1,4
1,2

R?=0,9993

0,8
0,6
0,4
0,2

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

Concentration mg/ml

Figure 17 : courbe d’étalonnage de la quercétine

Tableau 9 : résultats du dosage des flavonoides totaux de différents extraits de plante

Extrait flavonoides totaux (mg EQ/g ES)
Dichlorométhanolique 4,65 £ 0,40

Acétonique 10,71 £ 0,13

Méthanolique 0,90 £0,17
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Selon les résultats mentionnés dans tableau 9 et la figure 17, les teneurs en flavonoides
totaux révélent que 1’extrait acétonique contenait la plus grande teneur en flavonoides (10,71

+ 0,13(mg EQ/g ES), suivie de I’extrait dichlorométhanolique et enfin I’extrait méthanolique.

10.71412
12

10

4.655782

=y

0.907654

-

1 2 3

Flavonoides totaux en mg EQ/g ES
[\*]

DCM ®mACT ®mMéEOH

Figure 18 : Comparaison entre les teneurs en flavonoides des différents extraits de Smilax
aspera

Nos résultats sont inférieurs a ceux reportés par (Benatia et al., 2022) ou elles ont
obtenu les valeurs suivantes: ACT/H.O (DCM 11,67 = 0,23/AC-O-E 6,98 + 0,14) et
MOH/H20 (DCM 5,48 + 0,13/AC-O-E 6,71 £ 0,24) toutes ces teneurs sont exprimées en mg
EQ/g ES. Par contre les travaux de (Fonseca et al., 2017) sur les feuilles de la plante Smilax
brasiliensis ont présenté des niveaux de flavonoides inférieurs aux résultats : DCM (152,85 +
33,76 ug EQ/mg ES) ; EE (111,08 + 26,02 ug EQ/mg ES) et AC (194,80 + 30,12 ug EQ/mg
ES).

Ces résultats peuvent étre expliqués par le fait que les polyphénols présents ne sont pas
tous des flavonoides, il peut y avoir aussi la présence d’autres polyphénols tels que les tanins
catéchiques. Des facteurs comme les méthodes d’extraction différentes et les solvants utilisés
la secheresse, le chauffage et l'intensité lumineuse peuvent agir sur les resultats (Ouahida,
2019).
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1.4 Résultats de I’activité antioxydante

Dans cette étude, les extraits bruts (DCM, acétonique et méthanolique) préparés a
partir des racines de la plante Smilax aspera ont été étudiés pour leurs activités antioxydantes

potentielles en utilisant la méthode de DPPH.

Les résultats de I’activité antioxydante par le test de DPPH sont exprimés par VCEAC
g de I’extrait sec / g équivalent de vit C. (tableau 10 et figure. 19)

Tableau 10 : Valeurs de VCEAC des extraits de Smilax aspera.

Extrait Concentration VCEAC (g /g Interprétation
(g/ml) d’extrait)
DCM 0,0012 0,0037 + 0,00026 | 1g de I’extrait a un pouvoir
antioxydant équivalent de 0,0037g de
vitamine C
ACT 0,0012 0,0049 + 0,00047 | 1g de I’extrait a un pouvoir
antioxydant équivalent de 0,0049g de
vitamine C
MOH 0,0012 0,0022 + 0,00021 | 1g de I’extrait a un pouvoir
antioxydant équivalent de 0,0022g de
vitamine C
70
60 ?
c R?=0,9953
% 50 -
£a0
T
() -
830
2
@10
0o®
0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006

Concentration (mg/mL)

Figure 19 : la courbe d'inhibition P1% en fonction de la
concentration en du Vit C. (test de DPPH)
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0.004

0.0035
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0.0025
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0.0015
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Figure 20 : Comparaison entre les valeurs de VCEAC des extraits de Smilax aspera. (Test de
DPPH)

Nous constatons que 1’extrait acétonique de la plante Smilax aspera montre la

meilleure activité anti radicalaire. Les valeurs de VCEAC en g/ g d’extrait enregistrent I’ordre

suivant :

Extrait acétonique (0,0049 + 0,00047) < extrait dichlorométhanolique (0,0037 + 0,00026) <
extrait méthanolique (0,0022 + 0, 00021).

En comparant nos résultats avec les travaux de (Benatia et al., 2022), ils ont utilisé la
meéthode de IC50 et leurs résultats sont : ACT/H20 (DCM 0,3461 + 0,1773/AC-O-E 0,9078 +
0.0738 mg/ml) et MOH/H20 (DCM 0,324 + 0,0166 /AC-O-E 1,187 + 0,487 mg/ml), ces
derniers montrent qu’ils sont plus forts que nos résultats. La preuve est qu’ils ont utilisé une
concentration beaucoup plus faible que nous avons utilisé, et ils ont obtenu le taux
d’inhibition le plus élevé de plus de 50%. Cela peut étre expliqué par le fait que la méthode

d’extraction et les solvants utilisés (systeme de solvants) sont différents.

Les études menées par Fonseca et al., 2017 sur les extraits de Smilax brasiliensis ont
montré que 1’extrait DCM des feuilles possede la meilleure activité antioxydante par rapport
aux autre extraits : DCM (11,75 + 0.89 ug/ml) ; EE (9,76 £ 1,06 ug/ml) ; ACT (2,80 £ 0,12
ug/ml).
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La variation des résultats de I'étude du pouvoir antioxydant peut étre attribuee aux
différences de réactivité des extraits en raison de leur complexité chimique, et la variation des
polarités des extraits est étroitement liee aux différentes méthodes utilisées. Les matériaux
veégétaux extraits, les conditions et le protocole expérimental utilisés, ainsi que les facteurs
liés a la croissance de l'espece végetale elle-méme (région de récolte, climat et stade de
maturité) (Mouffouk, 2019).

La corrélation entre I’activité antioxydante parle test de dpph et les contenus en
flavonoides a été établie. Cette analyse révele une corrélation entre 1’activité antioxydant et le

teneur en flavonoides fortement positive avec un coefficient de corrélation R?=0.96.

Cela montre I’implication linéaire des composés phénoliques essenticllement les

flavonoides dans I’activité antioxydants.
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2. Résultats et discussions de docking moléculaire

2.1 Pour ’enzyme alpha amylase

2.1.1 Les valeurs de docking score des ligands avec I’enzyme alpha amylase
L'amarrage de deux composants de la partie souterraine de Smilax aspera se fait sur la

base structurelle de la protéine cible. Le tableau 11 illustre les résultats.

Tableau 11 : les valeurs de docking score des ligands avec 1’enzyme alpha-amylase

Ligands Energie (Kcal/mol)  AA impliquées Type Distance (A)
Interaction
Acarbose -9.3 GLY306, GLU233 Hydrogene 2,92

ASP300, HIS299, Hydrophobe
HIS305, GLNG63,
VAL163, LYS200,
TYR62, ASP197,
HIS101, TRP59,
GLY164, SER105,
HIS201, GLY106,

LEU165
Resvératrol -8.0 ASP300, TYR62, Hydrogéne 2,35
(Ligand 1) TRP59, VAL163 Hydrophobe
Epicatéchine -89 ASP197, TRP59 Hydrogéne
(Ligand2) TYR62, VAL163 Hydrophobe 2,18

Sur la base des résultats de 1’amarrage moléculaire nous montrons que 1’énergie de
resvératrol et 1’épicatéchine (-8.0 Kcal/mol), (-8.9 Kcal/mol) consécutivement faible que
I’énergie de ligand d’origine (-9.3 Kcal/mol), et les deux ligands se fixent sur le site actif et
peuvent interagir directement avec les résidus ASP300, TRP59, VAL163, ASP197 et ce

dernier lui-méme qui interagit avec le ligand standard.

Selon des travaux antérieurs sur les interactions moléculaires d’amarrage moléculaire
entre le resvératrol et a-amylase la majorité des résultats a révélé la fixation de resvératrol par
des acides aminés communs : ASP300, TRP58, TYR62 (Khalid et al., 2022) et les résultats
(Rasouli et al.,2017) ont montre la stabilisation de catéchine isoméres de épicatéchine par des
acides aminés : ASP197, TYR62, TRP59 et TRP58, se sont les mémes acides aminés obtenus
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dans notre étude. Nous en concluons que ligand 1 et ligand 2 peuvent étre des inhibiteurs

compétitifs d’alpha-amylase.

2.1.2 Analyse visuelle de mode d’action des ligands sur alpha amylase

La visualisation des résultats du docking moléculaire montre la stabilité du complexe

ligand 1 et alpha-amylase par diverses interactions que nous avons schématisées sur la figure

21. Une seule liaison hydrogene a été formée entre 1’hydrogéne de la fonction alcool de

ligandl et I’acide aminé ASP300, des laissons hydrophobiques entre les deux groupements
benzyles et les acides aminés TYR62, TRP59 et VAL163 et des interactions de type Van der

Waals. La méme chose pour le ligand 2 stabilisé par : liaison hydrogéne entre hydrogene

de la

fonction alcool et acides aminés: ASP 197, TRP 59, liaison hydrophobique avec 1’acide

amine TYR 62, VAL 163 et des interactions de type van der Waals.

2D

ALA
HIS 3
o) A:198
LEU
ASP. A:162 HIS
AT A:305
VAL
A:163

LEU

ALBS
TRP Y

;
;
(;;' ASE
Asl :
4 GLN
\'i‘@ A63

Interactions

E van der Waals - Pi-Pi Stacked R R
- Conventional Hydrogen Bond D Pi-Alkyl Slte aCtIf A

2D 3D

WAL
A163

A255
Interactions
I:I van der Waals - Pi-Pi Stacked
- Conventional Hydrogen Bond I:I Pi-alkyl

Figure 21 : analyse visuelle du site de liaison de resvératrol (A) et
épicatéchine (B) avec alpha amylase

2.2.1 Les valeurs de docking score des ligands avec I’enzyme xanthine oxydas
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Les interactions entre les sites actifs de ’enzyme XO et les deux molécules sont

calculées lors du docking moléculaire, les valeurs sont présentées dans le tableau suivant :

Tableau 12 : les valeurs de docking score des ligands avec 1’enzyme xanthine oxydase.

Ligand Energie AA Type Distance (A)
(Kcal/mol) Impliquées Interaction
TEI -7,5 PRO1076, ASN768 Hydrogéne 2,78

THR803, LYS771, Hydrophobe
PHE1013, THR1010

ALA1079, ALA107

VAL1011, LEU373

LEU1014, LEU648

ARG880, PHE914

PHE1009

Resvératrol -8.6 THR1010, PHE914, Hydrogéne 3,22
(Ligandl) PHE1009, LEU648 Hydrophobe
ALA1078, VAL1011
LEUS873

Epicatéchine -9.2 CYS150, MET1038, Hydrogéne 2,55
(Ligand2) GLY797, GLU802 Hydrophobe
ALA1078, PHE798
ARG912

D’aprés les résultats obtenus par I’amarrage moléculaires nous avons remarqué que
I’énergie d’interaction de resvératrol et épicatéchine sont élevees (-8.6 kcal /mol), (- 9.2 kcal
/mol) et les deux ligands se fixent sur le site actif d’enzyme xanthine oxydase comparant aux
travaux de Agbadua et al., 2022, on retrouve la méme interaction hydrogénée entre 1’oxygene
de fonction alcool et I’acide aminé THR1010 et des interactions hydrophobiques avec les

acides aminés : PHE914, PHE1009, LEU648, ALA1078,VAL1011 et LEU873.

Nous supposons que les deux molécules ont une affinité plus élevée pour la protéine
cible par rapport au ligand de référence et peuvent former des complexes plus stables avec
elle. Par conséquent, on peut dire que le resvératrol et I'épicatéchine sont des molécules qui

pourraient étre testées pour leurs effets antioxydants en utilisant la protéine xanthine oxydase.
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2.2.2 Analyse visuelle de mode d’action des ligands sur xanthine oxydase

La stabilit¢ du complexe formé entre xanthine oxydase et resvératrol est régie par
diverses interactions que nous avons schématisées dans la figure.22. Une seule liaison
hydrogéne a été formées entre oxygene de la fonction alcool de resvératrol et I’acide aminé
THR1010.

Les interactions hydrophobes jouent un rdle essentiel dans la formation du complexe.
Les acides amineés: LEU648, VAL1011l, LEU873, ALA1079, ALA1079, LEU1014,
PHE1009 et PHE914 sont responsables de la formation de ces interactions. Des interactions
de type van der Waals avec les acides aminés : SER1008, LEU1014, PHE1013 PHE649,
GLUB802 et SER876.

La stabilisation du complexe enzyme XO et le ligand 2 est régie par quatre liaison
hydrogéne entre hydrogene de fonction alcool et acides aminés GLU802, CYS150, MET1038
et oxygéne de méme fonction GLY797, des interactions hydrophobiques et interactions de

type Van der Waals sont aussi apparues.
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Figure 22 : Analyse visuelle du site de liaison de resvératrol (A) et

épicatéchine (B) avec xanthine oxydase
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2.3 Pour ’enzyme télomérase
2.3.1 Les valeurs de docking score des ligands avec I’enzyme télomérase

Le tableau ci-dessous présente les valeurs d’énergies de liaison, ligand-récepteur

obtenues lors de docking moléculaire pour les deux ligands étudiés et I’enzyme télomérase.

Tableau 13 : les valeurs de docking score des ligands avec I’enzyme télomérase.

Ligand Energie AA Type Distance
) Interaction
(Kcal/mol) Impliquées A
BIBR1532 -10,7 LEUS54, ILE497 Hydrophobe 3,91

MET482, TYR551
ILES50, ARG486

PHE494
Resvératrol -8.4 LEUS554, ILE497, Hydrophobe 3,50
) ILES50, PHE494,
(Ligand1) MET482
Epicatéchine -8.0 LEUS554, ILE497 Hydrophobe 3,52
) MET482, TYR551
(Ligand2) ILE550, ARG486
PHE494

D’apres les résultats obtenus par I’amarrage moléculaire I’énergie de resvératrol et
épicatéchine sont trés stables avoisinant (-8.4 Kcal/mol) et (-8.0 Kcal/mol), d’autre part on
remarque la stabilisation de deux ligands par quelques résidus identiques : ILE550, PHE494,
TYR551 LEU554 et MET482, ces mémes acides aminés sont présents dans le complexe de
télomérase et le ligand de référence, ce résultat montre que les deux ligands ont une affinité

importante vis-a-vis de ’enzyme.

Etant donné que les molécules ont montré une interaction trés forte avec le méme site
de liaison de ligand standard de la protéine télomerase, on peut donc dire que les molécules
resvératrol et épicatéchine sont des molécules potentiellement candidates a vérifier pour ses

activités anticancéreuses via la protéine télomérase.
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2.3.2 Analyse visuelle de mode d’action des ligands sur télomérase

La visualisation de résultat du docking moléculaire montre la stabilité du complexe
resveratrol et télomérase par diverses interactions que nous avons schématisees sur la figure
ci-dessous.

Les interactions hydrophobiques entre le cycle benzénique et les acides aminés :
LEUS54, ILE550, PHE494, ILE5S50 et MET482 avec autre interaction de type van der Waals
et les acides aminés : TRP498, GLY495, ARG486, MET483, TYR551, GLY553 et la méme
chose pour I’épicatéchine stabilisé par méme types des liaisons hydrophobiques et van der

Waals.

2D

LEU
AS59

TRP
A998

Interactions

[] vanderwaals
B Fsoms
|:| Pi-Sulfur

MIET
A:483
Interactions
] vanderwaals I Fi-Fi Stacked - -
I Pisigma I Pi-Pi T-shaped Slte aCtIf B
[ Pi-suifur

Figure 23 : Analyse visuelle du site de liaison de resvératrol (A) et épicatéchine avec
télomérase
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3. Résultats des propriétés pharmacologiques

Il est indispensable de compléter ce travail en calculant les propriétés
pharmacocinétiques des composés ayant présenté les meilleures scores d’énergie afin de nous
renseigner sur leur biodisponibilité par voie orale, en appliquant la régle de 5 de Lipinski
(tableau 14).

Tableau 14 : les paramétres de la régle de cing de Lipinski.

Ligand MW LogP nON nOHN
Resvératrol 228,25 2,99 3 3
Epicatéchine 290,27 1,37 6 5

A travers le tableau 14, le poids moléculaire de resvératrol et épicatéchine sont

inférieures a 500 g/mol, donc ils traversent facilement la membrane cellulaire.

Nous montrons que les deux ligands ont le nombre d’accepteur d’hydrogéne inférieur

a 10 et le nombre donneur d’hydrogéne inférieur a 5.

La propriété Log P, qui détermine la solubilité plus la valeur de Log P est élevée, plus
la solubilite est faible nous enregistrent dans le tableau 14 la valeur de logP inférieur 5 pour

les deux molécules. Donc le resvératrol et épicatéchine répondes aux régle de Lipinski.

4. Résultats des propriétés pharmacocinétiques et toxicité

En utilisant le moteur de prédiction SwissADME et ADMETIlab pour Vérifier les
propriétés pharmacocinétiques et toxicité des resveratrol et épicatéchine. Les résultantes sont

présentées dans le tableau 15

Tableau 15 : les propriétés pharmacocinétiques et toxicité des ligands

Propriétés Resvératrol Epicatéchine
GI (Gastro intestinal) absorption Elevée Elevée
BBB (Blood Brain Barriere) Non Non
CYP1A2 inhibition Non Non
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CYP2C19 inhibition Non Non
CYP2C9 inhibition Non Non
CYP2D6 inhibition Non Non
CYP3AA4 inhibition Non Non
Test d’Ames Négative Négative
Cancérogenicité Négative Négative
hERG_inhibition Négative Négative

Gl : Gastro intestinal absorption, BBB : Pénétration de la barriere hémato-encéphalique
CYP: Cytochrome, HERG: Human Ether Related Gene channel

Les résultats SwissADME des composés resvératrol et épicatéchine montrent que ces
deux molécules présentent une absorption gastro-intestinale élevée, ce qui indique qu’ils
peuvent facilement passer dans la circulation sanguine et les résultats ADMETIab montre que

les deux composés ne traversent pas la barriere hémato-encéphalique.

Il s’aveére que les deux composés n’inhibent pas (CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9
CYP2D6, CYP3A4), ce qui indique qu’ils n’ont aucun effet sur le cerveau et sur les

métabolismes des nombreux médicaments.

Leur profil de toxicité ne montre pas de mutagéne dans test d’Ames, sans un risque pour
I’inhibition de HERG.
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Conclusion

Les plantes a usage médicinal sont considérées comme la principale source de soins de
santé pour la majorité¢ de la population mondiale. Notre travail est une contribution a 1’étude
des activités antioxydants de I’espéce Smilax aspera et 1’activité inhibitrice des différentes

enzymes par quelques metabolites secondaires par le docking moléculaire.

L’extraction des racines de la plante Smilax aspera en utilisant des solvants de polarité
croissante a montrer des rendements different selon les solvants utilisés, on a remarqué la
valeur la plus élevée dans I’extrait méthanolique (23,21 %) suivi par I’extrait acétonique (1,36

%) et enfin I’extrait dichlorométhanolique (0,89 %).

La quantification par des méthodes spectrophotométriques nous a permis de
déterminer les teneurs en polyphénols totaux par le réactif du Folin-Ciocalteu et en
flavonoides par le trichlorure d’aluminium. Les résultats obtenus nous ont révélé que 1’extrait
riche en polyphénols est I'extrait de DCM ainsi qu’en flavonoides est I’extrait acétonique. Les
potentialités antioxydants a été évaluées par le piégeage du radical libre de DPPH, les
résultats montrent que 1’extrait acétonique possedent une bonne activité antioxydante avec

une valeur de VCEAC la plus élevee.

Les résultats de I’amarrage moléculaire ont montré que le resvératrol et 1’épicatéchine
donnent une bonne affinité sur le site actif de la cible testée. Les résultats de I’évaluation des
propriétés physico-chimiques obtenus & partir du serveur SwissADME et swisslab ont révélé
que les deux ligands ont présenté un bon profil ADMET et ont répondu la régle de Lipinski
ainsi une bonne biodisponibilité par voie orale avec une facilité d'absorption ou de

perméabilité dans le corps.

Enfin, ce n’est que le début de la recherche sur les substances naturelles

biologiquement actives.

Il serait intéressant d’étayer ce travail par :

Etude expérimentale complémentaire in vitro du resvératrol et épicatéchine pour 1’évaluation
de P’activité antioxydante sur des modeles animaux (in vivo) afin de déterminer les doses
thérapeutiques et les doses létales.

Etudes autres activités biologiques des racines de Smilax aspera comme (I’activité

antiinflammatoire, antidiabétique, antimicrobienne ...)
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Les produits chimiques, réactifs et appareillage utilisées

Produits chimiques

Réactifs

- Hexane

- Méthanol

- Acétone

- Dichlorométhane

- Ethanol

- Acide gallique

- Quercétine

- Carbonate de sodium
- Vitamine C

- Eau distillée

- Folin-Ciocalteu
- Trichlorure d’aluminium
- Réactif du DPPH

Appareillage

- Rota vapeur
- Spectrophotométre UV/Visible

- Balance électronique de précision

- Agitateur magnétique
- Agitateur vortex
- Micropipettes (variable)

SP300

Image d’interaction entre 1’alpha amylase avec la resveératrol
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LEUGEE

PHES14

. Image d’interaction entre la xanthine oxydase avec resvératrol

54




Annexes

GLUS02

. Image d’interaction entre la xanthine oxydase avec épicatéchine

ILESSO

Image d’interaction entre la télomérase avec resvératrol

55




Annexes

PHE494

MET4:

Image d’interaction entre la télomérase avec épicatéchine
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