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Abstract

The aim of this study is to evaluate the effects of gender, harvest period, growing region, and
shapes of P. atlantica galls on the antioxidant activities and ability to inhibit the a-amylase and
acetylcholinesterase enzymes. A total of 24 samples, 10 divided into two groups (male and
female galls) collected in 2010 and 14 samples of two shapes (spherical and semi-circular) of
galls collected in 2016 in Laghouat region (Algeria) were used in this study. Thus, the fatty acid
composition; the determination of sterols and tocopherols; the quantitative and qualitative
analysis of phenolic compounds; the evaluation of antioxidant activities (DPPH’, FRAP and

ABTS™) and the a-amylase and acetylcholinesterase inhibitory activity were carried out.

All the methanolic, lipids extracts and unsaponifiable fractions showed antioxidant and
inhibitory activity of both enzymes. According to the results of the 2010 samples, phenolic
compounds contents and antioxidant activity were high in September. While the 2016 samples,
most of phenolics compounds, sterols and tocopherols contents and antioxidant activity were
high in August. Also, methanolic extracts from spherical galls have a higher antioxidant activity
than those from semi-circular galls. Whereas, in lipid extracts, the observation is reversed. The
results of the in vitro study on the a-amylase and acetylcholinesterase inhibitory activity
allowed to identify the molecules by HPLC-MS and to perform a molecular docking in order
to test the inhibitors on the two enzymes studied. Thus, the study of the nature of the interactions
and the structure-activity relationship was carried out using the Autodock vina tool of five
compounds identified from P. atlantica galls. In addition, molecular docking results revealed a
difference in binding affinity of the five compounds with a-amylase (from -9.5 kcal / mol to -

5.7 kcal / mol) and with acetylcholinesterase (from -9.1 kcal / mol to -5.1 kcal / mol).

Keywords: Galls, Pistacia atlantica, Phenolic compounds, Lipids, Unsaponifiable fractions,

Antioxidant activity, Inhibitory activity, a-amylase, acetylcholinesterase, Molecular docking.
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Résumé

Le présent travail a pour objectif d’étudier les effets du genre, la période de récolte, les
différentes localités et la forme des galles de P. atlantica sur 1’activité antioxydante et sur la
capacit¢ a inhiber les deux enzymes a-amylase et acétylcholinestérase. Un total de 24
échantillons a été utilisé dans cette étude, 10 divisés en deux groupes (galles males et galles
femelles) récoltés en 2010 et 14 autres divisés en deux groupes selon la forme des galles
(sphérique et semi-circulaire) récoltés en 2016 dans la région de Laghouat (Algérie). Ainsi,
I’analyse de la composition en acides gras ; le dosage des stérols et tocophérols ; 1’analyse
quantitative et qualitative des composés phénoliques ; 1’évaluation des activités antioxydantes
par le biais des trois tests (DPPH’, FRAP et ABTS™) et ’activité inhibitrice de a-amylase et

I’acétylcholinestérase ont été réalisées.

Tous les extraits étudiés ont présenté une activité¢ antioxydante et inhibitrice des deux enzymes.
D’apres les résultats des échantillons 2010, les teneurs en composés phénoliques et les activité
antioxydante ont été ¢élevées au mois de septembre. Tandis que les échantillons de 2016, la
plupart des teneurs en composés phénoliques, stérols, tocophérols et activité antioxydante ont
été élevées au mois d’aoit. Egalement, les extraits méthanoliques des galles sphériques
présentent une activité antioxydante plus élevée que celles des galles semi-circulaires. Alors
que, chez les extraits lipidiques, le constat est inversé€. Les résultats de 1’étude in vitro sur
I’activité inhibitrice de a-amylase et I’acétylcholinesterase ont incité a identifier les molécules
par HPLC-MS et d’effectué une modélisation par amarrage moléculaire afin de tester les
inhibiteurs sur les deux enzymes étudiées. Ainsi, I’étude de la nature des interactions et la
relation structure-activité ont été effectuées a I’aide de I’outil Autodock vina de cinqg composés
identifiés a partir des galles de P. atlantica. De plus, les résultats de I'amarrage moléculaire ont
révélé une différence d’affinité de liaison de ces cinq composés avec l'a-amylase (de -9,5 kcal

/ mol a -5,7 kcal / mol) et avec I’acétylcholinestérase (de -9,1 kcal / mol a -5,1 kcal / mol).

Mots-clés : Galles, Pistacia atlantica, Composés phénoliques, lipides, Fractions
insaponifiables, Activité¢ antioxydante, Activité inhibitrice, a-amylase, acétylcholinestérase,

Amarrage moléculaire.
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Introduction

A travers les siccles, les plantes ont toujours eu une place importante dans I'arsenal
thérapeutique et préventif de I’homme (Benhammou, 2012). Toutefois, la recherche de ces
plantes qui constituent la base de la médecine traditionnelle (Gurib-Fakim, 2006) s’est
concentré sur eux que vers le début du 20°™ siécle (Djenidi, 2012). D’autre part, I’apparition
de plus en plus d’effets secondaires graves causés par les médicaments synthétiques et méme
la cherté et I’indisponibilité de ces médicaments dans certaines grandes populations ont eu pour
conséquence la mise en évidence de ces produits végétales ainsi que leurs composants bioactifs
(Nair et al, 2013). En effet, les plantes médicinales ont eu un rdle crucial, en tant que
précurseurs dans le développement des médicaments modernes (Nair ef al., 2013; Sofowora,
1982). Des données récentes de l'industrie pharmaceutique ont révélées que pour certaines
maladies complexes, les produits naturels sont considérés comme une source extrémement
précieuse pour la production de nouvelles entités chimiques (Boldi, 2004; Clardy et Walsh,
2004; Koehn et Carter, 2005; Muanda, 2010). De méme, un sondage a montré que les

principes actifs provenant des plantes représentent environ 25% des médicaments prescrits

(Benguechoua, 2016).

Le continent africain est I’'un des continents favorisés par sa biodiversité végétale, I’ Algérie
fait partie des pays africains ayant une flore diversifiée et la plus originale du bassin
méditerranéen (Benamar, 2016). Cette flore compte 3744 especes réparties dans pres de 150
familles (Benamar, 2016), dont 7,9% sont endémiques (Ben-Ahmed, 2016). Ces ressources
présentent un potentiel pour le développement de divers secteurs (Sifi, 2016) et constituent un
axe scientifique important dans le domaine pharmaceutique. Une des espéces végétales
algériennes qui n’a pas encore livré tous ces secrets est le Pistacia atlantica Desf. qui est une
espece de grande valeur en raison de ses divers utilisations mentionnées dans le chapitre 1 de

la présentation bibliographique.

De nos jours, il y a une demande croissante d'antioxydants naturels (Benabed, 2018). Un
tel intérét est di a la recrudescence des maladies liées a I’oxydation des molécules biologiques
(Guenane, 2017). Des preuves récentes suggerent l'implication du stress oxydatif dans la
pathogenese de diverses maladies (telles que le diabete et la maladie d’ Alzheimer...etc.) et ont
attiré l'attention des scientifiques sur le role des antioxydants dans la prévention, le traitement
des maladies et le maintien de la santé humaine (Ramakrishna et al, 2012). En effet, les

altérations biochimiques (oxydation des lipides, des protéines, de I’ADN...) causées par le
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stress oxydatif I’implique soit comme un des facteurs déclenchant, soit comme une des causes
de complications (Durand, 2018). Les especes radicalaires peuvent participer a 1’installation
du diabete (Mongens, 2013), en causant soit une sensibilité des cellules a I’action de ’insuline,
soit une inhibition de la sécrétion d’insuline ou de la transduction de son signal contribuant
ainsi a D’installation de I’insulino-résistance (Baraka-Vidot, 2014; Boyer, 2016). De plus, le
systéme nerveux central est sensible aux radicaux libres a cause de sa grande consommation
d'oxygene (Barouki, 2006), sa richesse en acide gras polyinsaturés, sujets a la peroxydation
lipidique (Mongens, 2013) et sa faible quantité en enzymes antioxydants (Barouki, 2006). De
surcroit, certaines parties du cerveau sont constituées de tissus riches en fer ce qui augmente la
probabilité de production d’ERO (Mongens, 2013; Tissier, 2011). Entre-temps, l'une des
stratégies thérapeutiques adoptées pour le traitement du diabéte de type 2 ou encore de la
maladie d’Alzheimer repose sur I’inhibition des deux enzymes I’a-amylase et 1’AChE,
respectivement. Effectivement, I’inhibition des enzymes digestives telles que a-amylase permet
de diminuer la glycémie postprandiale (Senthil et al., 2019). De méme, l'inhibition de I'AChE
qui est responsable de I’hydrolyse de 1'acétylcholine en choline et en acide acétique (Furqan et
al., 2020) permet d’augmenter les taux d'ACh et ainsi d’améliorer la transmission
cholinergique. De ce fait, le but est de trouver des extraits contenant non seulement des
antioxydants naturels mais aussi des inhibiteurs de ces deux enzymes. La recherche de ces
nouvelles molécules naturelles s’appuie sur la répartition des plantes médicinales et sur les
¢tudes ethnobotaniques, phytochimiques et pharmacologiques. Ainsi, la valorisation des
ressources naturelles est un domaine qui devient de plus en plus important dans de nombreux

pays (Muanda, 2010).

Dans ce contexte, la présente étude est réalisée dans le cadre de la valorisation de
bioressources Algériennes, visant a évaluer le pouvoir antioxydant, I’activité inhibitrice contre
I’a-amylase et 1’acétylcholinestérase des extraits méthanoliques et hexaniques (lipides) des
galles de Pistachier de I’ Atlas. Les raisons de choix de cette plante ont été d’une part les données
ethnopharmacologiques soulevant le potentiel de Pistacia atlantica contre divers maladies et
d’autres parts, les récentes travaux effectués sur les différentes parties de cette plante, cités dans
le chapitre 1. Une partie de cette étude est une continuité de travail précédent réalis¢ dans le
méme laboratoire des Sciences fondamentales, Université Amar Telidji, Laghouat dans le cadre

d’obtention de mon diplome de magister.

Le manque de travaux concernant I’évaluation des activités antioxydante et inhibitrice

sur a-amylase des extraits méthanoliques des galles de Pistacia atlantica (sphériques et semi-
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circulaires) et I’absence des études de I’effet inhibiteur des extraits hexaniques (lipides) sur a-
amylase ainsi que sur I’acétylcholinestérase et le mécanisme d'action des inhibiteurs potentiels
d’origine phénolique contre a-amylase et AChE, nous ont amen¢ a réaliser : 1) :une étude du
contenu et de la composition des extraits huileux et méthanoliques des galles de Pistacia
atlantica, 11) une étude in vitro de la capacité antioxydante et de 1’effet inhibiteur des extraits
méthanoliques et hexaniques sur les deux enzymes, iii) une simulation de ’amarrage
moléculaire (interaction entre inhibiteurs et enzymes, énergie de liaison, nombre de liaisons
hydrogéne, les interactions hydrophobes et ¢lectrostatiques).Une telle étude pourrait apporter
un supplément de connaissance utile, contribuant a valoriser plus les activités biologiques des

extraits des galles de P. atlantica.

Dans la littérature, nous avons remarqué qu’il n’y a pas d’études concernant la variation
du contenu des extraits (méthanoliques et hexaniques) ainsi que les activités biologiques des
galles en fonction de leurs formes, du genre et du mois de récolte. Ainsi, cette étude pourrait
nous permettre de démontrer I’influence de chaque facteur sur la composition des extraits et sur

les activités biologiques étudiées.
La thése est structurée en deux parties :

-La premiére partie qui est répartie en six chapitres, est relatif a un apercgu bibliographique, dans
lequel, il y a un rappel sur la description et I’intérét de Pistacia atlantica, suivi des généralités
sur les lipides, les composés phénoliques, le stress oxydatif, le diabéte et la maladie

d’Alzheimer.

-La deuxiéme partie est divisée en quatre chapitres, le premicre est consacré a I’ensemble des
études in vitro ; a savoir I’extraction des lipides et de leur fractions insaponifiables, 1’extraction
des composés phénoliques, 1’identification des constituants chimiques des EMAG et des
composés phénoliques, I’évaluation du pouvoir antioxydant des extraits en adoptant trois tests :
le test DPPH’, le test ABTS™ et le test FRAP et I’évaluation de I’effet inhibiteur sur I’a-amylase
et ’acétylcholinestérase. Le second chapitre est consacré a la présentation, 1’interprétation et la
discussion des résultats de I’ensemble des études in vitro. Le troisieme chapitre est centré sur
I’¢tude in silico, la modélisation moléculaire d’amarrage des molécules inhibitrices dans les
sites actifs des deux enzymes : 1’a-amylase d’origine fongique et 1’acétylcholinestérase
humaine par le biais de logiciels de traitement des structures. Enfin, le quatrieme chapitre est

consacré a ’ensemble des résultats de I’étude in silico avec la discussion.
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Généralitées sur Pistacia atlantica



Chapitre 01 : Généralités sur Pistacia atlantica

1 Présentation du genre Pistacia

Le genre Pistacia appartient a la famille des Anacardiaceae qui comprend environ 70
genres et plus de 600 espeéces (Mitchell et Mori, 1987). La premicere classification compléte de
ce genre a ¢€té publiée par (Zohary, 1952). Sur la base de leur morphologie, Zohary a reconnu
11 especes et les a divisées en quatre sections : Lentiscella Zoh. (P. Mexicana HBK. et P. texana
Swingle); Eu Lentiscus Zoh. (P. lentiscus L., P. saportae Burnat et P. weinmannifolia Poisson)
; Butmela Zoh. (P. atlantica Dest.) et Eu Terebinthus Zoh. (P. chinensis Bunge., P. khinjuk
Stocks, P. palaestina Bois., P. terebinthus et P. vera L.) (Al-Saghir, 2006; Ben Ahmed et al.,
2021; Zohary, 1952). En Algérie, quatre especes de Pistacia a savoir; Pistacia lentiscus,
Pistacia terebinthus, Pistacia atlantica et Pistacia vera ont été signalées (Ghalem et
Mohamed, 2009). Ce genre est xérophyte, pouvant s’adapter dans des zones arides grace au
développement avancé des tissus de la palissade et la croissance extensive des racines (Al-
Saghir, 2006). De plus, il est économiquement important compte tenu de 1’espece Pistacia vera
L., qui est la seule espece cultivée et commercialisée (Samavati et Adeli, 2014), les autres
especes sont valorisées pour leurs produits naturels (Toul ez al., 2017). En effet, la plupart
donnent des composés phénoliques. Cependant, seuls deux espéces, P. atlantica et P. lentiscus
sont les principales sources de composés phénoliques (Yousfi ef al., 2009). Pistacia atlantica
est 'une des espéces sauvages les plus répandues en Afrique du Nord (Ben Ahmed ef al., 2021;
Toul et al., 2017). En Algérie, il est 1'espece la plus caractérisée des régions arides et semi-
arides (Gourine et al, 2010). 11 a longtemps été utilisé en médecine traditionnelle par les

peuples d'Afrique du Nord (Yousfi ez al., 2009).

2 Description morphologique et systématique de I’espéce

Le pistachier de I’Atlas (Pistacia atlantica Desf.) (Figure 1) connu sous le nom
vernaculaire El Betoum, Botma en langue arabe local et Iggh ou Tismelal en berbére
(Benaradj, 2017) est une espece dioique, ligneuse et spontanée pouvant atteindre 10 a 20 m de
hauteur (Benabdallah, 2012) avec un diametre de 1 m (Benamar, 2016), a tronc bien
individualisé et a frondaison hémisphérique ; le port est arrondi et a ramifications étalées
(Benabdallah, 2012). I a ét¢ décrit pour la premiére fois par Desfontaines en 1789 (Benaradj,
2017; Monjauze, 1980) et connu aussi sous le nom de faux Pistachier (Guenane, 2017). Le
Pistachier de 1'Atlas est le plus ubiquiste des arbres du Nord de 1'Afrique et du Proche-Orient.

A 'état adulte, sa silhouette est impressionnante (Monjauze, 1980).
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Figure 01 : L’arbre de Pistachier de 1’Atlas’.

La classification botanique de Pistachier de 1’Atlas est présentée dans le Tableau 01

(Benaradj, 2017).

Tableau 01 : Classification botanique de Pistacia atlantica Desf. (Benaradj, 2017).

Reégne Plantae
Embranchement Phanérogames
Sous-embranchement Angiospermes

Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosideae

Ordre Sapindales

Famille Anacardiaceae

Genre Pistacia

Espece Pistacia atlantica Desf.

D’apres (Crete, 1965), Une connaissance précise de la classification des especes végétales
est surtout basée sur les aspects morphologiques externes et accessoirement sur leur anatomie.
Drailleurs, les caractéristiques des feuilles et la morphologie des fruits étaient les principaux
caracteres utilisés par (Zohary, 1952) pour faire la distinction entre les différentes espéces qu'il

a reconnu.

Thttp://ecotourisme.geoparcjbelbani.com/
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-Feuilles

Les feuilles de P. atlantica (Figure 2) sont caduques, composées, stipulées, a rachis
finement ailé (Yaaqobi et al., 2009). Elles sont imparipennées, de cinq a neuf folioles,
lancéolées (Ben Ahmed et al., 2021). De plus, elles ont environ 8 a 20 cm de longue (Boulos,

2000; Ziane, 2014), leur pétiole est non ailé et mesure 3 a5 cm de long (Belhadj et al., 2007).

Figure 02 : Les feuilles de P. atlantica

-Fleurs

Les fleurs sont dioiques et unisexuées (Ben Ahmed ez al., 2021), il est donc difficile d’en
distinguer le sexe avant la premiere floraison (Benaradj, 2017). Elles sont petites et apétales
(Figure 3) (Yaaqobi et al., 2009). Chez la pistache de 1'Atlas, la pollinisation est effectuée par
le vent (anémophile) (Benaradj, 2017). De méme, la floraison a lieu avant le développement
végétatif et les males ont tendance a fleurir avant les femelles (Ben Ahmed ef al., 2021). Les
fleurs males sont disposées en inflorescence terminale (Benaradj, 2017), portant des sacs
polliniques jaunes (Figure 3, a) (Ben Ahmed et al., 2021). Chaque fleur est constituée d’un
calice de 3 a 5 sépales pubescents et d’un androcée composé de 5 a 8 étamines opposés a
filaments trés courts (Benaradj, 2017; Pesson et Louveaux, 1984). Par contre, les fleurs
femelles sont réunies en grappes paniculées (Figure 3, b) (Benaradj, 2017), portant des ovaires
a ovule unique (Ben Ahmed et al, 2021; Padulosi et Hadj-Hassan, 1998). Chaque fleur
présente un petit calice composé de 3 a 5 sépales, qui entourent 3 carpelles concrescents et dont

une est fertile (Benaradj, 2017).

Thttp://atlas-sahara.org/
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Figure 03 : Les fleurs de P. atlantica, (a) Male et (b) Femelle'.

-Fruits

L’appellation vernaculaire des fruits de P. atlantica différe selon la région (Benaradj, 2017),
appelés Elkhodiri par la population locale en raison de la prédominance de la couleur verte
foncée a la maturité (Benabdallah, 2012), on trouve aussi le nom Godhime dans la région de
Bechar (Benaradj, 2010) ou encore Tikouaoueche ou Goddime au Maroc (Yaaqobi et al.,
2009). Ce sont des drupes ovoides (Benaradj, 2017) a épiderme qui se ride en séchant
(Benabdallah, 2012) et & mésocarpe résineux de 6 a 8 mm de long (Benaradj, 2017). Le fuit
possede un seul noyau osseux contenant une graine (Benaradj, 2017; Ozenda, 1977). La
fructification débute vers la fin du mois de mars et s’achéve au mois de septembre. Au cours
du processus de maturation, les fruits prennent une couleur jaune, puis change progressivement
en rouge puis en bleu et en fin en vert foncé (Figure 4) (Yaaqobi et al., 2009). Ils sont récoltés
pour leur consommation, la phytothérapie locale mais aussi pour leur intérét médical

(Benaradj, 2017).

'http://www.floramaroccana.fr/
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Figure 04 : Les fruits du P. atlantica (a', b%, ¢’ et d')

-Galles

Il existe plusieurs définitions de galle, parmi elles, on cite la définition proposée par (Felt, 1940)
qui est : « les galles sont des structures végétales induites par un organisme parasite,
généralement un insecte, qui modifie les schémas de développement normaux des tissus
végétaux », ou encore celle de (Meyer, 1987) qui définit les galles comme étant : « toutes les
manifestations de croissance, qu’elles soient positives ou négatives, et de différenciation
anormale, provoquées sur une plante par des parasites animaux ou végétaux» et plus récemment
la définition mentionnée par (Dauphin, 2012) qui est : « une galle est une déformation
structurée d’une plante provoquée par un parasite ». Les organismes qui provoquent la
formation de galle sont nommés galligénes et peuvent étre : des bactéries (qui forment des
bactériocécidies, exemple : Agrobacterium tumefaciens,) ; des champignons (mycocécidies
causant généralement des déformations peu structurées, exemple : au sein des rouilles
(Urédinales)) ; des animaux (zoocécidies ou cécidozoaires appartenant tous a un vaste ensemble
hétérogéne des invertébrés). Les principaux cécidozoaires restent des arthropodes (acariens,

hémipteres, diptéres, hyménopteres, et quelques coléopteres et 1épidopteres).

Thttp://www.plantsoftheworldonline.org/
2http://atlas-sahara.org/
Shttps:/www.teline. fr
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Ces organismes causent des altérations anatomiques et métaboliques, probablement en réponse
aux sécrétions injectées par les larves lors de I’alimentation ou par la femelle lors de la ponte

(Dias et al., 2013).

L'hypertrophie cellulaire, I'hyperplasie tissulaire, l'inhibition de certains programmes de
développement et les changements cytologiques se produisent pendant le développement des
galles (Ferreira et Isaias, 2013). En effet, les galles fournissent a leurs habitants une meilleure
nutrition, une protection contre les conditions abiotiques difficiles telles que la température et
les radiations mais aussi une défense contre les agents pathogeénes de ces galligénes (Inbar ef
al., 2010; Weis et al., 1988). C’est pour ces raisons que les tissus des galles contiennent des
niveaux plus €élevés de métabolites secondaires défensifs par rapport aux tissus végétaux hotes
(Hartley, 1998; Yoram et Inbar, 2011). Chez la famille des Anacardiacées, deux types
d’insectes gallicoles peuvent étre distingués (Martinez, 2008; Sifi, 2016): la tribu Fordini qui
produit des galles en forme de pois ou des galles qui se forment sur la marge des feuilles
(Exemple : I’espece Forda riccobonii sur Pistacia atlantica Desf. (Figure 5) et la tribu des
Baizongiini qui produisent des galles bourgeonnantes prenant la forme d’une banane

(Exemple : I’espéce Baizogia pistaciae L. sur le Pistacia palaestina Boiss.).

Figure 05 : Espéce Forda riccobonii sur Pistacia atlantica Desf'.

Selon (Mehrnejad, 2010), P. atlantica développe des galles (Figure 6) causées par des
attaques d'insectes, en particulier les pucerons (Slavum wertheimae et Baizongia pistaciae L) et

les guépes chalcidés.

thttps://www.biodiversidadvirtual.org/
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Figure 06 : Les galles du Pistachier de I’Atlas!.
3 Répartition écologique du Pistachier de I’Atlas

Pistacia atlantica est une espece xérophyte thermophile (Benamar, 2016), connu pour sa
plasticité exceptionnelle a la sécheresse comme caractéristique (Monjauze, 1980). 11 peut
s’adapter dans les zones semi-arides, arides et voir méme sahariennes, cette adaptation au
manque d'eau pourrait s’expliquer par I’absence totale de stomates au niveau de la face
supérieure des feuilles ainsi que la présence de stomates de type paracytique mésopérigene au
niveau de la face inférieure de la feuille (Smail-Saadoun, 2005). Cet arbre est considéré comme
un constituant dominant dans la formation des foréts et parcs des régions steppiques (Zohary,
1952). L'espece pousse dans les collines rocheuses, aux bords de champs, aux bords de routes,
dans les sols argileux ou limoneux et méme sur les roches calcaires ou les racines se
développent a l'intérieur des fissures (Tzakou et al, 2007). De plus, Elle peut étre solitaire
(Rowshan et al., 2013) ou en association avec Ziziphus lotus L. et Pinus halepensis Mill.
(Benabderrahmane ez al., 2009). Le pistachier de 1’Atlas est considéré comme une espece
irano-turanienne avec une large aire géographique (Zohary, 1952) (Figure 7), pouvant
s’étendre de 1’ Asie du Sud-Ouest au Nord-Ouest de 1’ Afrique (Maroc) (Tzakou et al., 2007).
P. atlantica est une espece la plus réparties que 1’on rencontre depuis les Iles Canaries jusqu’aux
montagnes du Pamir (Zohary, 1952). On signale sa présence en Afrique du Nord, au Sahara
septentrional, en Libye, en Chypre, en Chio, en Rhodes, en Gréce, en Turquie, en Bulgarie, en
Crimée, en Caucase, en Transcaucasie, en Arménie, en Palestine, en Syrie, en Jordanie, en Iran,
en Iraq, en Arabie, en Baloutchistan et en Afghanistan (Benaradj, 2017; Monjauze, 1980;

Somon, 1987) ainsi que d’autres auteurs le qualifie d’endémique du Nord-africain.

Thttp://atlas-sahara.org/
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Pour Zohary (1996)(Benaradj, 2017) , le grand Maghreb est concerné par une sous-espece a

part entiere : Pistacia atlantica Desf. subsp. atlantica.

o Pistacia atlantica

Figure 07 : Carte de la répartition mondiale 2021 de Pistacia atlantica'.

En Algérie, le P. atlantica s’étend de 1’Atlas tellien a étage humide jusqu’aux régions
arides et méme sahariennes (Benaradj, 2017) (Figure 8). Il est localisé a I’Est de 1’Algérie
dans les montagnes des Aures jusqu’au Sud de Batna, au Nord dans 1’ Atlas Blidéen (Mitidjien),
notamment entre Bouira et Mchedallah et dans les gorges de Kherrata au Sud-ouest de Béjaia,
a I’Ouest entre les wilayas telles que Maghnia et Tlemcen, Saida et Tiaret, Sidi Bel Abbes et
Mascara ainsi que dans la plaine du Chélif. Quant au Sud, il est trouvé dominant dans 1’Atlas
Saharien, distribue dans Ain Sefra, Laghouat, Mzab (Guenane, 2017; Monjauze, 1968). Par
contre, Il existe a 1'état disséminé dans la région de Djelfa (Senalba, Ain Oussera, Messaad),
Laghouat (partie Sud) et Ghardaia (dans 1'ouest du M'zab), sa limite extréme se trouve en plein

cceur du Hoggar ou il est a 1'état de relique (Monjauze, 1980).

! https://www.discoverlife.org/mp, 2021
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> Légende
| & P atlantica

Figure 08: Carte de répartition de Pistacia atlantica en Algérie (Benaradj, 2017; Monjauze,
1980).

4 Utilisation traditionnelle

Les parties aériennes de P. atlantica ont longtemps été utilisées dans la médecine populaire
mais aussi dans d’autres domaines par différents groupes ethniques (Chief, 1914; Padulosi et
Hadj-Hassan, 1998).

Sur le plan économique, le Pistachier de 1’Atlas présente des qualités. C’est un excellent
porte-greffe pour le Pistachier vrai (Pistacia vera) (Sifi, 2016) ou un support pour la vigne (Ben
Ahmed et al., 2021) grace a son systéme racinaire qui est trés vigoureux (Sifi, 2016). Certaines
populations bédouines utilisent son bois pour fabriquer le “Mehbaj” qui est un vieil outil
employé pour moudre le caf¢ (Ben Ahmed et al., 2021; Miara et al., 2019; Padulosi et Hadj-
Hassan, 1998). Le bois est également utilisé pour le chauffage dans les régions reculées (Sifi,
2016). En raison de sa rusticité et sa capacité a fixer les sables, le Pistachier de 1’Atlas a une
place importante dans le reboisement dans les régions a climat aride, permettant ainsi la lutte
contre I’érosion et la désertification (Benabdallah, 2012; Benaradj, 2017). La résine du
Pistachier a été utilisée autrefois par les pharaons pour ’embaumement de leurs momies
(Benaradj, 2017). De nos jours, elle est utilisée dans la production de colle, la restauration des
ceuvres d’art en verre, en porcelaine, en bois et en métal. Elle est méme utilisée dans la

fabrication des produits cosmétiques et en parfumerie (Guenane, 2017). Les fruits, les feuilles
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et les galles sont utilisés pour le tannage (Ben Ahmed et al., 2021; Benamar, 2016; Sifi, 2016).
Egalement, le fruit constitue un apport en fourrage pour I’alimentation du bétail (Ben Ahmed
et al., 2021; Benamar, 2016).

De point de vue alimentaire, le pistache sauvage est consommé dans diverses préparations.
Les Touaregs algériens et libyens récoltent les fruits, les torréfient pour une consommation
directe (Abdelkrim et al., 2014; Miara et al., 2019). Tandis que dans d’autres régions, 1’huile
de ces fruits est souvent mélangée aux dattes écrasées et consommeée avec du petit lait (Ziane,
2014). Egalement, les fruits verts sont utilisés pour faire de la confiture (Benamar, 2016). Les
graines de pistachier de I’atlas sont riches en lipides notamment en acides gras insaturés
(oléique et linoléique) et en phytostérols, présentant des intéréts diététiques et nutritionnels
(Benabdallah, 2012). Celles- ci sont fréquemment moulues, mélangées a une solution sucrée,
séchées et consommées comme des arachides ou encore mélangés avec des dattes moulues
(Belhadj, 1999; Ben Ahmed et al., 2021). Mais encore, les jeunes feuilles de P. atlantica sont
consommeés comme aliment cuit dans les régions méditerranéennes et anatoliennes orientales
de la Turquie (Peksel er al, 2010). La résine est aussi utilisée dans certaines populations
nomades des zones steppiques ou dans certains pays tels que 1I’lran comme chewing-gum
naturel (Ben Ahmed et al., 2021; Benaradj, 2017).

En ce qui concerne la médecine traditionnelle, cette plante a été exploitée dans divers
traitements et cela dans plusieurs régions. Elle a été utilisée dans le traitement de I’eczéma, la
paralysie, les diarrhées, les infections de la gorge, les calculs rénaux, 1’asthme (Benamar,
2016), le soulagement des maux abdominaux supérieurs, les maux d’estomac, la dyspepsie et
I’ulcére gastroduodénal (Hosseini ef al., 2013). Elle a été également recommandée pour ces
propriétés hypoglycémiantes (Al-Aboudi et Afifi, 2011; Tzakou et al., 2007), et diurétiques
mais aussi pour traiter la toux, I’hypertension et la jaunisse (Hosseini et al., 2013). Au Maroc,
les feuilles de P. atlantica sont préparées en décoction pour traiter les infections oculaires (Ben
Ahmed et al., 2021).

Le fruit ainsi que son huile sont employés comme anti-diarrhéique (Yousfi et al., 2002) et
pour traiter les maux d’estomac (Lev et Amar, 2002). Quant a I’écorce du tronc, elle est utilisée
par la population de la région de Bechar (Algérie) pour traiter les maux d’estomac et des
douleurs gastriques (Benaradj et al., 2015).

La résine a pareillement ¢ét¢é employée comme antiseptique pour voies respiratoires
(Benabderrahmane et al., 2009), comme cicatrisant des plaies et pour le traitement des maladies

de I’estomac (Altundag et Ozturk, 2011; Sifi, 2016). En outre, I’oléorésine a été utilisé
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traditionnellement comme adoucissant, diurétique, agent cicatrisant, tonique de I'estomac, du
foie et des reins, dans le traitement de l’inflammation viscérale, gale, troubles gastro-
intestinaux, mal des transports, douleurs articulaires et maux de dents (Rahman, 2018). Son
huile essentielle a été¢ recommandée pour soigner les maladies abdominales et utiliser comme
antiseptique et hyperglycémiant (Gourine et al.,, 2010a). Sans oublier le mastic est utilisé par
le people turc comme un antiseptique urinaire et respiratoire (Ben Ahmed ez al., 2021). En
Algérie et en Maroc, le mastic est également employé comme gomme permettant de renforcer
les gencives, de désodoriser 1'haleine, de combattre la toux et les frissons et de traiter les
maladies de 1'estomac (Ben Ahmed et al., 2021; Hajjaj et al., 2017). 11 est aussi utilisé pour

diminuer le stress, comme tonique et pour son activité antidiarrhéique (Yousfi ez al., 2002).

5 Travaux antérieurs

Les vertus thérapeutiques de Pistachier de 1’Atlas, connues par les différentes populations
locales ont incité les chercheurs a s'y intéresser de tres pres. En effet cette plante a fait I’objet
de plusieurs études, révélant diverses activités biochimiques telles que les activités
antimicrobiennes, antifongiques, anti-inflammatoires, antidiabétiques, anti-cholinestérases,
analgésiques, cicatrisantes, anticancéreuses, hépatoprotectrices, protectrices des érythrocytes,
inhibition de l'uréase, anti-leishmania, etc. Le tableau 02 suivant répertorie quelques études

réalisées sur différentes parties de la plante Pistacia atlantica.
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Tableau 02 : Travaux antérieurs d’intérét médicale sur I’espece Pistacia atlantica

Activités Partie de la Solvants Observations Références
étudiées plante utilisés
Feuille (HE) Eau Les huiles testées (males et femelles) ont enregistré une activité antioxydante. Les valeurs IC50 des tests  (Gourine et
(DPPH et FRAP) ont été plus faibles par rapport a celles des antioxydants standards tels que (BHT, BHA al., 2010b)
et acide ascorbique), a I’exception des valeurs du test FRAP des feuilles femelles qui étaient presque dix
fois supérieures a l'acide ascorbique.
Feuille Acetone/ L'activité antioxydante a fluctué de 262 a 677 (mg AAE / g) pour le tes DPPH et de 296 a 970 mg AAE  (Ben-Ahmed
eau ; v/v) / g pour le test FRAP. L'acide quinique, I'acide gallique et 1'acide galloylquinique neutralisent le DPPH et al., 2016)
par contre la glucogalline, le trigalloylglucose, l'acide gallique et l'acide tétragalloylquinique sont
responsables du pouvoir réducteur.
Feuille et Méthanol,  Les extraits de ’acétate d’éthyle ont présenté une activité antioxydante la plus élevée et cela pour les  (Achili et al.,
Tige Acétate trois tests (DPPH, ABTS et CUPRAC). 2020)
d’éthyle et
Activité Butanol
Antioxydante  Fruit et Fleur Eau Tous les extraits d'HE des feuilles et des fleurs ont présenté des activités a piéger les radicaux DPPH, (Labed-
(HE) ABTS et B-caroténe-acide linoléique. Cependant 1’activité antioxydant des fleurs est plus faibles a celle ~ Zouad et al.,
des feuilles. 2017)
Fruit (FI de n-Hexane  Les valeurs de IC50 du test DPPH des fruits non miirs, a matures moyennes et mires ont été de 0,87, 0,6 (Bentireche et
’huile) et 0,48 mg/ml, respectivement. al, 2019)
Feuille, Fruit n-Hexane Tous les extrait feuilles, fruits et galles ont présenté une activité antioxydante a savoir a piéger les (Chelghoum
et Galle radicaux DPPH, ABTS et a réduire le fer (FRAP). Les valeurs ont vari¢ pendant la saison. et al., 2020)
Tige et Méthanol,  L'extrait brut méthanolique a présenté pour la plupart une activité antioxydante la plus élevée et celapour  (Toul et al.,
Racine Acétate les trois méthodes (DPPH, FRAP et le blanchiment au p-caroténe). 2017)
d’éthyle et
Butanol
Galle Eau Les valeurs IC50 de l'activité de piégeage du DPPH et de I' ABTS ont varié entre 0,41 et 2 mg/ml, (Sifi et al.,
(HE) tandis que pour le test FRAP, elles ont été comprises entre 0,1 et 0,1 mg/g. 2015)
Feuille Acetone/ Les activités inhibitrices des extraits de feuilles contre l'a-amylase et I'a-glucosidase ont été souvent plus  (Ben -Ahmed
eau ; v/v) influencées par la période de la récolte. La valeur IC50 moyenne des extraits contre 'a-amylase et 'a- et al., 2018)

glucosidase a été de 48,0 et 14,0 pug/ml, respectivement. La glucogalline, 1'acide quinique et les acides
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Activité galloylquiniques semblent étre responsables de 1'inhibition de I'a-amylase, tandis que le méthyle gallate
antidiabétique et le tétragalloylglucoside ont été considérés comme importants pour l'inhibition a-glucosidase.
Fruit n-Hexane L’étude a révélé que I'administration orale répétée d'extraits pendant 15 jours évoque un effet bénéfique  (Hashemnia
sur I'hyperglycémie chez les souris diabétiques. De plus, des coupes tissulaires du pancréas chez les et al., 2015)
souris traitées ont démontré une régénération améliorée des cellules § et une taille accrue des ilots
pancréatiques.
Fruit mar (Méthanol/  Différentes doses d'extrait hydroalcoolique et d'huile essentielle (50, 100 et 200 mg / kg) ont ét¢  (Hosseini et
(CP et HE) Eau;v/v)  administrées pendant trois semaines aux souris dans des groupes séparés. Les résultats ont montré un al., 2020)
effet bénéfique significatif contre 1'hyperlipidémie, le stress oxydatif et la réponse inflammatoire chez
les souris diabétiques.
Feuille Eau L'extrait a inhibé I'AChE a une concentration allant de 5 & 25 pg/ml. L'inhibition maximale a été de (Benamar et
100%. al, 2010)
Feuille Eau L'extrait aqueux a inhibé éfficacement I'activité de l'acétylcholinestérase avec une valeur IC50 de 58,0 (Peksel et al.,
pg/ml. 2013)
Activité anti-
acetylcholineste  Fruit et Fleur Eau L’huile essentielle de feuilles et de fleurs ont présenté une bonne activité anticholinestérase avec un IC50 (Labed-
rase (HE) de 18,5 et 20,5 pg /ml, respectivement. Zouad et al.,
2017)
Feuille et Méthanol,  Les extraits de P. atlantica ont inhibé les activités de ' AChE et du BChE. L'extrait d'acétate d'éthyle a  (Achili et al.,
Tige Acétate présenté le pouvoir inhibiteur le plus élevé sur I'AChE et le BChE des deux parties (tige et feuille). 2020)
d’éthyle et
Butanol
Feuille Ethanol Candida albicans, Staphylococcus aureus et Salmonella typhi ont montré un effet sensibilisant a une (Benhammou
dose de 5ul et un effet trés significatif' a 10ul. et al., 2008)
Feuille Ethanol, L'extrait d'acétate d'éthyle a montré un effet contre S. aureus tandis que I'extrait méthanolique ont ét¢  (Othman et
Méthanol et efficace contre B. subtilis. L'extrait éthanolique ont présenté une activité contre une souche bactérienne al., 2019)
Activité Acétate Gram-positive (S. saprophyticus) et contre un Gram-négatif (C. freundii).
antimicrobienne d’éthyle
Fruit Méthanol,  Les extraits ont révélé une activité antibactérienne contre E. coli, S. auereus et S. epidermidis a des (Tohidi et al.,
Ethanol et  concentrations de 25 a 75 mg/ml. Les zones d'inhibition sont supérieures & 7 mm, ce qui est considéré 2011)
(Ethanol comme la limite pour étre un antibiotique raisonnable.
/Eau)
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Fruit (Huile) / L'huile extraite par la méthode soxhlet a montré une forte activité antibactérienne contre E. coli, (Abdenebi et
Acenitobacter boumanii et P. aerugenosa, tandis que l'activité antibactérienne de 1'huile extraite par la al., 2016)
méthode traditionnelle n'a été efficace que contre deux bactéries, E. coli et Acenitobacter boumanii.
Galle Eau Les extraits aqueux de galles vertes et rouges ont démontré une activité antibactérienne contre 1'espece (Yoram et
Bacillus et contre P. aeruginosa. Inbar, 2011)
Galle Eau Les huiles ont montré des valeurs de CMI allant de 0,16 a 2,5 mg/ml et des valeurs de MBC de 0,62 a > (Sifi et al.,
(HE) 2,5 mg/ ml contre trois especes de mycobactéries : Mycobacterium smegmatis, M. aurum et M. fortuitum. 2015)
M. fortuitum était la souche la plus résistante.
Feuille et Méthanol,  Les extraits ont présenté a la fois des activités fongistatiques et fongicides contre C. albicans, C. glabrata ~ (Falahati et
Fruit Eau et et S. cerevisiae, avec une CMI allant de 6,7 a 26,7 mg/ml et une concentration fongicide minimale (MFC) al., 2015)
(Méthanol/  allant de 13 a 37 mg/ml.
Activité Eau
antifongique Feuille et Ethanol Une activité plutot faible a été observée contre C. tropicalis (CMI = 25 mg / ml) et une activit¢ modérée  (Shialy et al.,
Fruit contre C. albicans et A. flavus (CMI = 12,5 mg/ml), tandis que les extraits ont montré une activité 2015)
puissante contre C. glabrata, C. krusei et A. fumigates (CMI = 6,3 mg/mL). Les extraits de feuilles ont
¢été inefficaces contre 4. niger.
Gomme / La gomme a inhibé la croissance d'A. parasiticus a des valeurs de CMI de 125 mg / ml et a réduire  (Khodavaisy
efficacement la production d'aflatoxine. etal., 2016)
Feuille, Fruit Eau Les extraits a des doses de 200 et 400 mg/kg ont montré une trés bonne activité anti-inflammatoire contre ~ (Hajjaj et al.,
et Bourgeon un cedéme aigu de la patte induit par la carraghénine aprés 1h30. Une inhibition maximale a été observée 2017)
apres 3 ha 6 h. L'activité anti-inflammatoire de 'extrait testé était plus puissante que celle du médicament
Activité anti- standard, 1'indométacine.
inflammatoire Fruit (HE) Eau L'huile essentielle a une dose de 100 mg/kg a montré une activité anti-inflammatoire significative en  (Ghizlane et
utilisant la méthode de l'cedéme de patte induit par la carraghénine chez le rat. al., 2018)
Résine / L’étude de la résine dans le traitement de la maladie inflammatoire chronique de l'intestin dans un modele  (Gholami ef
de rat induit par l'acide 2, 4, 6-trinitrobenzene sulfonique a montré une amélioration de 'ulcére, une al., 2016)
réduction des macrophages et des lymphocytes dans la région de l'ulcére et une faible infiltration
polymorphonucléaire dans la couche sous-muqueuse.
Activité Feuille Ethanol L'activité cytotoxique de I'extrait sur AGS (carcinome gastrique humain), HeLa (adénocarcinome du col ~ (Hashemi et
anticancéreuse de T'utérus) et HDF (fibroblastes dermiques humains) a été évaluée par le test MTT 48 h apres le al., 2017)

et cytotoxique

traitement. L'extrait a inhibé la prolifération des cellules AGS, HeLa et HDF avec des valeurs IC50 de
382, 332 et 896 ug/ml, respectivement.

19



Chapitre 01 :

Généralités sur Pistacia atlantica

Fruit Méthanol Les résultats ont démontré que 1'extrait a des concentrations de 25 et 50 mg/ml aprés 20 et 10 min (Mahmoudva
Activité d'exposition ont tué 100% les protoscoleces de kystes hydatiques chez le modéle de souris. nd et al.,
antiparasitaire 2016)
Gomme / L'administration de gomme pendant 28 jours a diminué la taille des l1€sions cutanées chez les souris Balb  (Taran et al.,
/ ¢ infectées par Leishmania major par rapport aux t€émoins. 2010)
Activité Feuille (HE) Eau Les huiles essentielles ont présenté une bonne activité insecticide contre les insectes adultes Tribolium  (Tabti et al.,
insecticide confusum. La concentration estimée pour tuer 50% des insectes traités (CL50) ont été de 7,5 ul/l d'air. 2020)
Activité Feuille, Fruit, Acetate L’extrait brut a révélé une activité inhibitrice significative de l'uréase (95,4% a 0,2 mg/ml) avec une IC50 (Uddin et al.,
anti-uréase Ecorce et d’éthyle, n-  de 32,0 ug/ml. Lors du fractionnement, la fraction d'acétate d'éthyle a présenté une valeur IC50 de 19,9 2016)
Racine Hexaneet  pg/ml. Cependant, les fractions de n-hexane et de chloroforme ont présenté une inhibition non
Chloroforme significative de l'uréase.
Activité Racine Eau L’extrait aqueux a révélé une activité inhibitrice a 100u de la lipase, a une concentration de 1 mg/ml (Ben Hmed et
anti-obésité aprés 30 min d’incubation. al., 2019)
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1  Généralités sur les lipides

Les lipides sont des composés synthétisés par les cellules des tissus végétaux ou
animaux. Majoritairement, ils sont sous forme de phospholipides et de glycolipides (lipides de
réserve) localisés dans les membranes cytoplasmiques, nucléaires ou encore en faible quantité
dans le réticulum endoplasmique (Acheheb, 2013). Les huiles végétales sont principalement
constituées de triacylglycérol (95-98%) et d’un mélange complexe de composés mineurs (2-
5%). Ces composants mineurs comprennent les mono, diglycérides, les acides gras libres, les

tocophérols, les stérols, les caroténoides et les polyphénols (Givianrad et al., 2013).

La plupart des familles de molécules du monde vivant sont définies par leurs structures
chimiques, a I’exception des lipides, qui sont caractérisés par une propriété physique: la
solubilité¢ (Bouhadjra, 2011). En effet, ce sont des composés qui se dissolvent facilement dans
les solvants organiques (chloroforme, acétone, cyclohexane, éther diéthylique, benzéne,
méthanol, etc.) mais sont peu ou pas solubles dans I'eau (Belfadel, 2009; Guenane, 2017). Les
termes huiles, beurres, graisses, cires ne désignent que leur état physique liquide ou solide a

température ambiante (Belfadel, 2009).

Les lipides se répartissent en plusieurs classes dont la plus courante est appelée lipides
vrais. Ils résultent de la condensation d'acides gras avec des alcools par une liaison ester ou
amide (Belfadel, 2009) et sont divisés en lipides simples ou homolipides qui sont neutres
comprenant les glycérolipides (I'alcool est le glycérol), les cérides (I’alcool a longue chaine
carbonée) et les stérides (I'alcool est un stérol). Ils regroupent également les lipides complexes
ou hétérolipides, qui contiennent en plus des précédents du phosphore, de I'azote, du soufre ou
des oses. Notamment, on retrouve la classe des composés a caractére lipidique (lipoides) qui
renferment les isoprénoides (dérivés d'unités isopreénes) et les eicosanoides (des médiateurs

dérivés d'un acide gras) (Bouhadjra, 2011; Guenane, 2017).

2 Composition des lipides
2.1 Acides gras

Les acides gras sont des acides organiques, constituants de base des triglycérides et
représentants majoritaires de la classe des lipides (Guenane, 2017). IIs sont constitués d’une
chaine hydrocarbonée comprenant un groupement méthyle (CHs-) a 'une de ses extrémités et
un groupement carboxyle (-COOH) a I’autre extrémité (Belfadel, 2009). La chaine aliphatique

hydrocarbonée posséde généralement un nombre pair de carbone dont la longueur peut varier
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de 4 a 30 atomes (Guenane, 2017). Cette chaine peut étre saturée ou non saturée selon qu’elle
ne contient pas ou contient des doubles liaisons (Cuvelier et al., 2004), conférant a la plupart
des lipides leurs propriétés d’insolubilité¢ dans 1’eau et leur consistance graisseuse ou huileuse
(Hamia, 2007). Ces acides gras, généralement non ramifiés, différents entre eux par la longueur
de leur chaine, la présence, le nombre, la position des doubles liaisons et la structure spatiale
(cis, trans) des doubles liaisons (Cuvelier ef al., 2004). Les acides gras sont souvent désignés
par des numéros de la forme Cx: n A", dans laquelle x représente le nombre de carbone de
I’acide gras, n le nombre de doubles liaisons et la lettre m correspond a la position de la double

liaison a partir du groupement terminal (CHs-) de la molécule (Belfadel, 2009).

2.1.1 Classification des acides gras
2.1.1.1 Acides gras saturés et insaturés

La formule chimique générale des acides gras saturés est la suivante: ChnH2,02 (Cuvelier et
al., 2004). La plupart des acides gras retrouvés a 1’état naturel ont un nombre pair d’atome de
carbone et a chaine linéaire ; ils sont retrouvés chez les animaux, végétaux et microbes
(Belfadel, 2009; Cuvelier et al., 2004). Le point de fusion des acides gras augmente avec la
longueur de la chaine carbonée ; ainsi, les acides gras a courte chaine sont liquides a température
ambiante, tandis que ceux contenant 10 atomes de carbone ou plus sont solides (Cuvelier et al.,
2004). Les acides gras les plus communs ont 14 a 20 carbones (Belfadel, 2009), ’acide
palmitique (C16 :0) et I’acide stéarique (C18 :0) sont les plus fréquents dans les huile végétales
(Hamia, 2007). Les acides gras a chaines courtes (de 4 a 10 C) sont surtout présents dans le
beurre ou I'acide butyrique est trés majoritaire (Guenane, 2017). Alors que les acides gras ayant
un nombre de carbones supérieur a 24 sont essentiellement des composants des cires

protectrices fabriqués par les plantes, les bactéries et insectes (Belfadel, 2009).

En revanche, les acides gras insaturés représentent plus de la moiti¢ des acides gras des
plantes et des animaux (Belfadel, 2009), possédant soit une double liaison (monoinsatures
AGMI) ou plusieurs (polyinsatures AGPI) (Guenane, 2017). La formule chimique générale
des acides gras insaturés est la suivante : CnH2nxO2, il peut donc exister un grand nombre
d’isomeres, en fonction du nombre et de la position de la double liaison, mais aussi en fonction
de la configuration cis ou trans. Lorsque des isomeres posseédent une double liaison dont la
position n’est pas identique, ils sont appelés des isomeres de structure ou isomeres

constitutionnels. Tandis que, les isomeres ayant la méme structure chimique et la méme position
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de la double liaison, cependant leur configuration spatiale cis/trans differe, ils sont appelés des

isomeres géométriques (Cuvelier et al., 2004).

A I’état naturel, la plupart des acides gras insaturés ont des longueurs de chaines de 16
a 20 carbones et souvent, la premiére double liaison est située entre les C9 et C10 (Belfadel,
2009). Les acides gras polyinsaturés sont plus répandus par rapport aux mono-insaturés
(Belfadel, 2009), leurs doubles liaisons sont séparées par un groupement méthylique, dans
quelques cas elles peuvent étre conjuguées (Bouhadjra, 2011). La majorité des acides gras ont
la configuration cis, cela signifie que I’atome d’hydrogene est situé du c6té de la double liaison,
et que I’atome d’hydrogene du carbone suivant est situ¢ du méme coté (Belfadel, 2009). A titre
d’exemple, il est fréquent de rencontrer les acides gras insaturés suivants en C18 (Cuvelier e?

al., 2004):
-Acide oléique C18 : 1 (figure 09)
-Acide linoléique C18 : 2

-Acide linolénique C18 : 3

(@ (b) ©

Figure 09 : Acide oléique (a), Acide linoléique (b) et Acide linolénique (c).
2.1.1.2 Acides gras hydroxyles
-Acides gras hydroxylés
Ces acides gras comprennent un ou plusieurs groupements hydroxyle (-OH). Les végétaux
ont la capacité de synthétiser une série d’acides gras hydroxylés tels que 1’acide ricinoléique
(figure 10) (H Guenane, 2017). Chez les animaux, on retrouve 1’acide nervonique (figure 10)

ou le OH est sur le C2 de I’acide gras.
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(@ (b)

OH

OH

Figure 10 : Acide ricinoléique (a) et acide nervonique 2 hydroxy (b)

-Acides gras ramifiés

Ces acides gras portent une ramification au niveau de la chaine carbonée (Guenane, 2017).
A titre d'exemple, Mycobacterium tuberculosis, responsable de la tuberculose, est riche en acide

tuberculostéarique (Figure 11). Ce dernier est porteur de méthyle en position 10.

" cHa
OH

Figure 11 : Acide tuberculostéarique (acide 10-méthylstéarique)

-Acides gras cycliques

Ces acides gras posseédent une structure cyclique au niveau de la chaine carbonée. A titre
d’exemple, I’acide gorlique (Figure 12), un acide gras a 18 atomes de carbone et qui se termine
par un cycle cyclopenténique. Il est extrait de I’huile de chaulmoogra, un arbre de la famille des
Flacourtiaceae, largement utilisée dans le traitement de la Iépre et d'autres maladies cutanées

(Sengupta et al., 1973).
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- :

o
Figure 12 : Acide gorlique
2.1.2 Role des acides gras

Les acides gras sont importants pour 1’organisme humain et cela pour plusieurs raisons. Ils
entrent dans la composition des glycérophospholipides et des sphingolipides, qui sont des
constituants essentiels des membranes biologiques (Guenane, 2017). Les acides gras a longue
chaine (palmitique et stéarique) et leurs dérivés sont indispensables au développement du
cerveau des enfants (Alais ef al., 2003). D’autres acides gras a chaine courte et moyenne tels
que I’acide myristique (C14) peuvent se lier aux différentes protéines par acylation. En effet,
ce role physiologique permet a la protéine de s’insérer dans la membrane cellulaire (Alais et
al., 2003). Certains acides gras sont nommés acides gras essentiels (AGE), tels que I’acide
linoléique (oméga-6), I’acide a-linolénique (oméga-3) et I’acide arachidonique (Hamia, 2007).
Les AGE sont nécessaires pour la formation des cellules nerveuses (Alais et al., 2003), jouent
un rdole fondamental dans la biosynthese des prostaglandines (Hamia, 2007) et réduisent les
risques de maladies cardio-vasculaires. Leur apport est indispensable vu 1’incapacité de
I’organisme humain de les synthétiser (Bolea, 2019). Les acides gras (mono-insaturés)
influencent positivement le taux de cholestérol sanguin. Ils abaissent le mauvais cholestérol
(LDL) et augmenter le bon cholestérol (HDL) (Belfadel, 2009). Notamment, les acides gras
servent d’énergie, étant stockés sous forme de triacylglycérols (Guenane, 2017). Néanmoins,
malgré le role bénéfique pour la santé¢ des AGPI (n-3), leur sensibilité a I’oxydation leur confére

¢galement un role potentiellement délétére (Bolea, 2019).

2.2 Lipides simples

Les lipides simples (homolipides) sont des corps ternaires (C, H, O). Ils sont des esters

d'acides gras que 1'on classe en fonction de I'alcool (Guenane, 2017):

-Acylglycérols (ou glycérides) sont des esters du glycérol.
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-Cérides sont des esters d'alcools a longue chaine (alcool gras).
-Stérides sont des esters de stérols (alcool polycyclique).

Les triglycérides (TG) sont les lipides les plus abondants dans I’alimentation et sont les
constituants principaux des graisses animales et des huiles végétales (Bolea, 2019). Les TG
(Figure 13) sont des triesters résultant de la combinaison de trois molécules d'acide gras par
leur fonction carboxyle avec les fonctions alcooliques du glycérol (Bouhadjra, 2011). Selon
I’identité des trois acides gras qui estérifient le glycérol, on obtient différents types de TG : les
triglycérides simples (les AG sont identiques) et les triglycérides mixtes (deux ou trois AG sont
différents). La facon dont les acides gras sont associés pour former les diverses molécules de
triglycérides influence les propriétés physiques, la réactivité chimique et les comportements
physiologiques des corps gras (Hamia, 2007). IIs ont un role fondamental par leur fonction de
réserve énergétique anhydre dans les cellules adipeuses. Il n’y a aucune source de graisses

alimentaires complétement saturées ou insaturées (Bolea, 2019).

CH,

Figure 13 : 1,2-Dioléoyl-3-palmitoylglycérol (Triglycéride OOP)
2.3 Lipides complexes

Les lipides complexes (hétérolipides) sont des lipides simples liés a des molécules de sucre,
d'acides aminés ou des radicaux contenant du phosphore ou du soufre (Guenane, 2017). C’est
une grande famille de constituants biochimiques, retrouvée dans les membranes cellulaires et
dans des structures subcellulaires, comme les mitochondries. Ces lipides sont trés répondus,

cependant en faible quantité (Alais ez al, 2003).
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2.3.1 Phosphoacylglycérols

Les  phosphoacylglycérols, encore  appelés  glycérophospholipides  ou
phosphoglycérides, sont des 1,2- diacylglycérols avec en position, un résidu phosphorique,
qui est lié a son tour soit par un hydroxyaminoacide (sérine) (Figure 14), soit a un amine
hydroxylée (choline, éthanolamine) ou un polyol (inositol) (Alais et al, 2003). Les
phosphoacylglycérols sont amphiphiles, c’est-a-dire qu’ils possedent une téte polaire (li¢e
au groupement phosphate) et deux chaines aliphatiques (apolaires). Les acides gras

estérifiés au niveau du glycérol peuvent varier mais en général, I'un des deux est saturé

(Bolea, 2019).

R2
o} NH,
>_°\_O 0" o
HO H
\P‘\\\O
NS
HO \0

o\io
R1
Figure 14 : 1,2-Distearoyl-sn-3-glycérophosphoserine

2.3.2 Glycéroglycolipides

Les glycéroglycolipides sont des esters du glycérol dont les positions sn-1 et sn-2 sont
estérifiées par des AG et la fonction alcool en sn-3 est liée a un ose par une liaison glycosidique

( Guenane, 2017), a titre d’exemple 1, 2-diacyl-3-galactosyl-sn-glycérol (Figure 15).

Figure 15: 1, 2-diacyl-3-galactosyl-sn-glycérol
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2.3.3 Sphingolipides

Les sphingolipides sont retrouvés dans les membranes et les micro-domaines
membranaires. IIs interviennent dans le maintien de la structure membranaire et jouent un role
de second messager et de récepteur (Devillard, 2011; Fasano et al, 2006). Ces lipides
présentent une base sphingoide commune, une molécule a longue chaine (18-20 carbones)
possédant une fonction amine. La liaison d’un acide gras a la base azotée de la sphingoide par
une liaison amide donne une céramide. Deux types de sphingolipides se définissent en fonction
de la téte polaire: si la téte est un glucide, on obtient les glycosphingolipides et si un groupement
phosphate est li¢ a 1’alcool, on aura les sphingophospholipides (Devillard, 2011). La
sphingomy¢line dont le groupement phosphate est la choline (Figure 16).

7
AG
-Sphingoide + AG= céramide
\/
N Chotine -Sphingoide + AG + Ac. Phosphorique +
2 Choline
'O\P/o o = sphingomyé¢line
A
WNH
" Sphingoide
HO' 7

Figure 16 : Structure chimique de la sphingomy¢line

2.4 Fraction insaponifiable
Ce groupe a la propriété de ne pas étre altéré par un traitement alcalin de saponification

d'ou le terme d'insaponifiable (Guenane, 2017).

2.4.1 Stéroides

Les stéroides constituent un groupe synthétisé a partir d’unité isoprénique a cinq carbones (
Guenane, 2017; Weinman et Mehul, 2004). Ils ont un squelette nommé le stérane (Belfadel,
2009), formé par la fusion de quatre cycles hydrocarbones, trois de type cyclohexanique (les

cycles A, B et C) et un de type cyclopentanique (le cycle D) (Figure 17) (Guenane, 2017).
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R: Chaine latérale

Figure 17 : Structure chimique du noyau stérane des stéroides.

2.4.1.1 Stérols

Les stérols sont répandus chez les étres vivants, aussi bien dans le régne animal que dans
le régne végétal. On les trouve également chez les micro-organismes (Hamia, 2007). Ils
comprennent au moins un groupement hydroxyle (-OH) dans la plupart des cas sur le carbone
3 et une double liaison localisée souvent en position 5 mais aussi parfois en position 7. Quant
a la chaine latérale, elle différe d’un stérol a un autre. Elle peut contenir 8 a 10 carbones, saturée
ou insaturée ( Guenane, 2017). Le stérol le plus répandu dans le régne animal est le cholestérol.
Ce dernier permet la stabilité des membranes cellulaires lorsqu’il est libre ou encore sert de
stockage / transport, lorsqu’il est associ¢ aux triacylglycérols (Moreau et al., 2002; Piironen

et al., 2000).

2.4.1.2 Phytostérols

Les stérols végétaux, également connus sous le nom de phytostérols sont des composants
bioactifs de tous les aliments végétaux (Lagarda et al., 2006). Ils se différent des autres stérols
par une modification dans la chaine latérale R, cette derniére peut comporter un groupement
méthyle ou éthyle fixé sur le carbone C 24, dans certains cas, une double liaison supplémentaire
en C 22 (Belfadel, 2009) et contenir 9 a 10 atomes de carbone, au lieu de 8 que I'on trouve dans
le cholestérol (Lagarda et al., 2006). Il a été rapporté que plus de 250 types de phytostérols ont
été signalés dans diverses matieres végétales et marines, les plus courants sont le B-sitostérol
(24-a-éthylcholestérol), le campestérol (24-o-méthylcholestérol) et le stigmastérol (A%, 24- a-
¢thylcholestérol) (Figure 18) (Piironen ef al., 2000). Dans la nature, les stérols existent sous
forme libres, ou estérifiés soit par un acide gras ou un acide hydroxycinnamique ou encore
glycosylé avec un hexose (généralement le glucose) (Fernandes et Cabral, 2007; Lagarda et

al., 2006).
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-sitostérol

campestérol stigmastérol

HO' HO HO

Figure 18 : Structure chimique des principaux phytostérols d’origine végétale.

-Réle des phytostérols

Les phytostérols jouent un role majeur dans plusieurs domaines (Fernandes et Cabral,
2007), a savoir physiologique mais également nutritionnel, pharmacologique et autres tels que
cosmétique. La structure des stérols végétaux est apparentée a celle du cholestérol et ils jouent
dans les membranes végétales le méme rdle que le cholestérol dans les membranes animales
(Belfadel, 2009). Les phytostérols stabilisent les membranes végétales ; une augmentation du
rapport stérol / phospholipide entraine une rigidification de la membrane (Itzhaki et al., 1990;
Moreau et al., 2002). En outre, le groupe hydroxyle libre dans les stérols libres est un facteur
important permettant des interactions spécifiques avec les phospholipides et les protéines des
membranes. Ils participent au controle des processus métaboliques membranaires, cellulaires
et dans le développement des plantes en tant que précurseurs des brassinostéroides (Piironen
et al, 2000). Ces derniers ont une structure voisine a celle des hormones stéroides des
mammiferes. Ils réglent 1’activité de nombreux geénes, en particulier ceux responsables de la
fertilité et de la croissance de la plante (Guenane, 2017; Szekeres ef al., 1996). Notamment,
les phytostérols agissent comme des substrats pour une grande variét¢é de métabolites
secondaires tels que les glycoalcaloides, les cardénolides et les saponines (Piironen et al.,

2000).

Dans la consommation humaine de stérols végétaux, en particulier les 4-desméthyl stérols
(principalement le [-sitostérol, le stigmastérol et le campestérol), inhibent I’absorption
digestive du cholestérol et accélerent I’efflux de cholestérol hors des entérocytes vers la lumiere
intestinale (Belfadel, 2009; Fernandes et Cabral, 2007). En plus de leurs propriétés anti-
cholestérol, ils réduisent la pression artérielle, le risque de maladie cardiaque chronique
(Khatoon et al., 2010). Le B-sitostérol a fait I’objet de nombreuses études pharmacologiques
qui ont montré qu’il posséde plusieurs propriétés telles que anti-inflammatoire (Fernandes et
Cabral, 2007; Khatoon et al., 2010), antitumorale (Khatoon et al.,, 2010; Ling et Jones,
1995), antimutagénique (Park et al., 2004), antipyrétique, antinéoplasique, des propriétés
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immunomodulatrices (Belfadel, 2009; Bouic ez al., 1999) et antioxydantes (Khatoon et al.,
2010).

2.4.2 Tocophérols

Les tocophérols possédent un noyau hydroxychromane mono-, di-, ou tri-méthylé lié¢ a une
chaine carbonée latérale (chaine phytyle) saturée de 16 carbones (Belfadel, 2009; Guenane,
2017). Par contre, les tocotriénols se distinguent des tocophérols par la présence de trois doubles
liaisons sur la chaine latérale (Figure 19, b) (Belfadel, 2009). Le nombre et I’arrangement des
groupements méthyles autour du noyau hydroxychromane définissent les différentes formes de
tocophérols et de tocotriénols, conduisant ainsi a la formation de huit combinaisons naturelles
(Figure 19) (Guenane, 2017). Ils sont au nombre de quatre isoméres (a, 3, v, 0) (Bouhadjra,
2011), possédant un pouvoir vitaminique li¢ aux propriétés antioxydantes. Ces composés sont
classés dans le groupe des vitamines liposolubles (vitamine E) (Hamia, 2007). Cependant, la

forme la plus active est 1’a-tocophérol par rapport aux autres isomeres (Belfadel, 2009).

(a)

R2

HO CH3

Tocophé rol
R1

R1 | R2 | Tocophérols | Tocotriénols

CHj3 | CH3 | a-tocophérol | a-tocotriénol
® CHs | H - tocophérol | B- tocotriénol
R2 H CHs3 | y- tocophérol | y- tocotriénol

chs 3 H H - tocophérol | 6- tocotriénol
Tocotriénol

HO

R1

Figure 19 : structure des différents isomeres tocophérols et tocotriénols.

-Réle des tocophérols

Les tocophérols agissent comme des antioxydants. Ils s’opposent aux phénomenes
oxydatifs, en protégeant les acides gras, les vitamines A et C et les membranes cellulaires (Alais
et al., 2003; Givianrad et al., 2013). Outre I’activité antioxydante, les tocophérols réduisent le
risque de cancer, les maladies cardiovasculaires, préviennent la progression des Iésions
précancéreuse (Acheheb, 2013) et renforcent le systétme immunitaire (Belfadel, 2009). La
vitamine E posséde une activité anti-inflammatoire, elle diminue les érythémes et les cedémes,

en inhibant le mécanisme de peroxydation des lipides qui aboutit a la formation de
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prostaglandines qui sont des médiateurs physiologiques de l'inflammation (Belfadel, 2009).
Certaines recherches médicales sur le Virus HIV (maladie de SIDA) ont démontré les effets
bénéfiques de la vitamine E a retarder 1’évolution de I’infection par ce virus (Hamia, 2007).
Notamment, la carence en tocophérols peut causer des problémes neurologiques tels que
’ataxie spinocérébelleuse et les myopathies (Brigelius-Flohé et Traber, 1999). De plus, la
vitamine E renferme des propriétés antirides et hydratantes. En effet, elle augmente la rétention
d'eau de la peau, ce qui lui permet d’améliorer son aspect de surface et diminuer I'amplitude

des rides ; la peau devient plus souple et plus douce (Belfadel, 2009).

2.4.3 Cires

Les cires sont des esters d'acides gras et de mono alcools aliphatiques (principalement
alcools gras) (Bouhadjra, 2011). Ce sont des composés insolubles de haut poids moléculaire
avec un point de fusion élevé et naturellement présents dans les huiles végétales brutes
(Acheheb, 2013), existent é¢galement dans le régne animal (principalement cétacés et poissons)
(Bouhadjra, 2011) et notamment chez certains insectes tels que les abeilles qui produisent de
la cire. Dans les huiles, ils sont principalement responsables de 'apparition de trouble (turbidité)

(Acheheb, 2013).
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1  Généralités sur les composés phénoliques

Les plantes possedent des métabolites dits secondaires par opposition aux métabolites
primaires qui sont les protéines, les glucides et les lipides. Ils sont divisés en plusieurs
catégories telles que les composés phénoliques, les terpénes, stéroides et les composés azotés
dont les alcaloides (Djenidi, 2012). Les composés phénoliques sont des phyto-micronutriments
synthétisés par les plantes (Bouchouka, 2016), au cours des différents stades de leur
développement (Guenane, 2017). Ils constituent un grand groupe hétérogéne de métabolites
secondaires tant par leur composition que par leur structure (Kebbab, 2014), largement
répandus dans le régne végétal (Blainski ef al., 2013), localisés dans tous les organes de la
plante, a savoirs (les feuilles, les fruits, les fleurs, les tiges, les racines ... etc.) (Djenidi, 2012),
présents dans les vacuoles des tissus (Zerargui, 2015) et ne sont pas rencontrés dans la nature
a D’état libre mais sous forme d’esters ou plus généralement sous forme d’hétérosides
(Bouhadjra, 2011). Ces composés phénoliques sont d’actualité en raison de multiples
propriétés biologiques pour la plante et pharmacologiques (antioxydants, antidiabétiques, anti-
inflammatoires, antimicrobiens, anti-allergénes, anti cancérogenes ...etc.) bénéfiques pour la
santé humaine (Generali¢ et al., 2012). En effet, ils participent a la défense des plantes contre
les agressions environnementales: les insectes, les champignons ou les maladies (Gee et
Johnson, 2001; Rhazi, 2015). IIs sont attractifs pour les pollinisateurs, contributeurs a la
pigmentation des plantes, agents protecteurs contre les rayons UV (Gottlieb et Borin, 2000) et
¢galement améliorateurs de la qualité organoleptique des aliments (Belyagoubi, 2011).
Notamment, ces molécules jouent un role majeur au niveau de la croissance des végétaux
(Bouchouka, 2016). Ils dérivent de deux voies synthétiques principales: la voie shikimate et/ou

acétate (Bloor, 2001; Hennebelle ez al., 2004; Lugasi, 2003).

2 Classification des composés phénoliques

Les composés phénoliques représentent une famille de molécules organiques hydrosolubles
(Rhazi, 2015), avec plus de 8000 structures phénoliques connues (Guenane, 2017). Les
¢léments structuraux qui caractérisent les composés phénoliques sont la présence d’un ou
plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs groupements hydroxyles qui peuvent étre
libres ou engagées ainsi que d’autres groupes fonctionnels (ester, méthyle ester, glycoside...)
(Bouchouka, 2016; Bruneton, 1999; Kebbab, 2014) et qui ne contiennent aucun atome
d'azote (Guenane, 2017). Ils peuvent étre soit des molécules simples comme les acides

phénoliques, ou bien des composés hautement polymérisés comme les tanins (Rezaire, 2012).
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Il existe plusieurs classifications des composés phénoliques (Daas Amiour, 2009), soit
selon le nombre d’atomes de carbone dans le squelette de base (Bouchouka, 2016), soit a partir
du degré de modification de ce squelette (degré d’oxydation, d’hydroxylation et de méthylation,
etc.) (Bouhadjra, 2011), ou encore par la capacité de ces molécules de base a former des
liaisons avec d’autres molécules telles que les glucides, les lipides, les protéines, etc.
(Bouhadjra, 2011; Herbert, 1989). Dans notre cas, ils ont été classés selon le nombre d’atomes

de carbone dans leur squelette de base.

2.1 Phénols simples

Les phénols simples sont des dérivés du benzene (Rhazi, 2015), renfermant une ou
plusieurs unités phénoliques (Djenidi, 2012). Ce sont des molécules incolores, solubles dans
les solvants basiques, trés sensibles a 1’oxydation et deviennent bruns ou foncés lorsqu’ils sont
exposés a 1’air (Rhazi, 2015; Stevanovic et Perrin, 2009). Parmi les phénols simples, on cite

I’hydroquinone, le catéchol (Bouchouka, 2016) et le tyrosol (Djenidi, 2012) (Figure 20).

Hydroquinone OH OH

Catéchol Tyrosol
atecho OH

OH
HO HO

Figure 20 : Structure chimique de I’hydroquinone, catéchol et tyrosol.
2.2 Acides phénoliques
Les acides phénoliques sont des composés organiques possédant au moins une fonction
carboxylique et un hydroxyle phénolique (Rhazi, 2015). IIs sont les dérivés hydroxylés de deux
molécules non phénoliques et qui sont I’acide benzoique et de I’acide cinnamique (Figure 21)
(Bouhadjra, 2011; Djenidi, 2012).

Acide cinnamique

Acide benzoique Oy OH
O.__OH P

Figure 21 : Structure chimique de ’acide benzoique et 1’acide cinnamique.
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-Les acides phénoliques dérivés de 1’acide benzoique ont une structure de base en C6-C1, trés
communs, aussi bien a I’état libre qu’a 1’état combiné par ester ou hétéroside (Belyagoubi,
2011). Parmi les acides hydroxybenzoiques, on peut trouver 1’acide gallique, 1’acide vanillique,
l'acide salicylique, I’acide syringique, I’acide protocatéchique, 1’acide méthoxybenzoique,

I’acide hydroxybenzoique. La figure 22 présente quelques structures de ce type d’acide

phénolique.
O OH Nom RI _|R2 |R3 |R4
R4 Acide gallique OH OH OH H
Acide vanillique H OH OCHs | H
Acide salicylique H H H (0]
H
R3 R1  Acide syringique OCH: |OH | OCH: |H
Acide protocatéchique H OH OH H
R2 Acide méthoxy-4- H OCHs | H H
benzoique
Acide hydroxy-4- H OH H H
benzoique

Figure 22 : Structure chimique de quelques acides phénoliques dérivés de 1’acide benzoique.

-Les acide phénoliques dérivés de 1’acide cinnamique : sont divisés en deux catégories, ceux en
C6-C3 (exemples : acide p-coumarique, acide caféique, acide férulique, acide sinapique) sont
les plus distribués et les autres sont peu fréquents (acide o-coumarique et acide o-férulique)

(Belyagoubi, 2011). La figure suivante montre quelques structures de ce type d’acide

phénolique.
0] OH
= Nom R1 R2 | R3 R4
Acide p- H OH | H H
R4 coumarique
Acide caféique H OH | OH H
Acide férulique H OH | OCH3 | H
R3 R1 Acide sinapique OCH3 |OH | OCH3 | H
Acide o- H H |H OH
R2 coumarique
Acide o-férulique H H | OCH; | OH

Figure 23 : Structure chimique de quelques acides phénoliques dérivés de 1’acide cinnamique.
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2.3 Coumarines

Les coumarines qui sont les dérivés de C6-C3 (Bouchouka, 2016), présentent une structure
composée d’un cycle benzeéne et d’un noyau lactone (benzo-a-pyrone), ce qui donne un noyau
coumarine simple (Figure 24). Les coumarines sont divisées en quatre groupes en fonction des
différents groupements chimiques ajoutés au noyau coumarine: les coumarines simples (benzo-
a-pyrones); les furocoumarines (furobenzo-a-pyrones) ; les pyranocoumarines (benzodipyran-
2-ones) et les phénylcoumarines (benzo-benzo-pyrones) (Dugrand-Judek, 2015). Dans la
nature, elles sont soit a 1’état libre ou bien combinées avec des sucres (Bouchouka, 2016). Le
principal role physiologique des coumarines réside dans la défense de la plante contre les
attaques par des pathogénes; on les qualifie aussi de phytoalexines (Beier et Oertli, 1983;

Dugrand-Judek, 2015).

A

O 0

Figure 24 : Structure chimique du noyau coumarine (benzo-o-pyrone).

2.4 Xanthones

Les xanthones représentent une classe de composés phénoliques identifiée dans un groupe
restreint de plantes supérieures, de champignons, de lichens (Vieira et Kijjoa, 2005) et de
microorganismes Ils ont une structure de base C6-C1-C6 (Figure 25) (Sakagami et al., 2005).
D’apres (Vieira et Kijjoa, 2005), les xanthones sont classées en 6 groupes: les xanthones
simples, les xanthones glycosylées, les xanthones prénylées, les xanthonolignoides, les bis-
xanthones ainsi que diverses xanthones avec des substituants autres que ceux mentionnés. Ces
principaux groupes sont subdivisés en fonction du degré d'oxygénation en substances non,
mono-, di-, tri-, tétra-, penta- et hexa-oxygénées.

0)

(0)

Figure 25 : Squelette de base du Xanthone.
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2.5 Stilbénes

Les stilbénes posseédent la structure C6-C2-C6 comme les flavonoides (Bouchouka, 2016).
IIs contiennent au minimum deux noyaux aromatiques reliés par une double liaison conjuguée
(Rhazi, 2015). Ce sont des phytoalexines, synthétisés en réponse a un stress biotique tel les
attaques par des micro-organismes pathogenes (Bouchouka, 2016). Parmi les stilbénes, on
trouve, le resvératrol, le pinosylvine et ’hydrangénol... etc. Cependant le plus connu est le
resvératrol (Figure 26), c’est une molécule a fort intérét (Rhazi, 2015) di aux multiples effets
bénéfiques tels que ’effet cardio-protection (Das et Maulik, 2006), antidiabétique (Chi et al.,
2007; E1 Hamaoui-El Nachar, 2014; Su et al., 2006), protecteur contre le cancer (Jang et al.,

1997), antiviral, neuro-protecteur, anti-age ou encore anti-inflammatoire (Rhazi, 2015).

HO
/"H

HO
Figure 26 : Structure chimique du resvératrol.

2.6 Flavonoides

Les flavonoides représentent le groupe le plus représentatif des composés phénoliques
(Belyagoubi, 2011; Bouchouka, 2016), comprenant plus de 6000 composés naturels identifiés
a partir des plantes (El1 Hamaoui-El Nachar, 2014; Kebbab, 2014). Cependant, les
flavonoides sont aussi présents dans le régne animal, a titre d’exemple, la présence de la
chrysine, de la quercétine ou encore de la galangine dans la propolis des abeilles (Marfak,
2003). IIs ont tous la méme structure de base appelée Flavane ou bien 2-Phenylchromane
(Figure 27), composée de deux cycles aromatiques (A et B) reliés par une chaine en trois
carbones: C6-C3-C6, souvent fermée par un hétérocycle oxygéné (Milane, 2004; Rhazi, 2015).
Ces composés existent soit sous forme libre dite aglycone ou génine (entités dépourvues de
reste osidique), ou bien sous forme liée a des oses et autres substances, dite

hétérosides(Ghedira, 2005).
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Figure 27 : Structure chimique de base des flavonoides (Flavane).

La diversité des flavonoides est due aux degrés d'hydroxylation, de méthoxylation, de
polymérisation, des substitutions et des conjugaisons sur le cycle C (Belyagoubi, 2011).
Plusieurs classes des flavonoides ont été identifiées dont les plus importants sont les flavones,
les flavonols, les flavanols, les flavanones, les dihydroflavanols, les isoflavones, les
isoflavanones, les chalcones, les anthocyanes et les aurones. Ces classes sont représentées dans
la figure 28. Les flavonoides sont responsables des colorations jaune, orange, rouge et violet
des fleurs et des fruits ainsi que d’autres organes végétaux. Ils sont localisés en grande quantité
dans certains fruits tels que les agrumes (genre Citrus), le raisin, les cassis, les myrtilles, les

pommes, dans certains légumes comme les oignons, notamment dans le thé, le cacao et le café

(Ghedira, 2005; Rhazi, 2015).
Flavone Flavonone
Flavan-3-ol 0
; g
OH o)

Flavon-3-ol

2,3-Dihydroflavon-3-ol Isoflavone Isoflavonone

o) Chalcone
ey U O o _C
- C -
o) o o)

Figure 28 : Structure chimique de quelques flavonoides.
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2.7 Lignanes et lignines

Les lignanes sont des composés phénoliques formés de deux unités monolignols (Rhazi,
2015). Ces unités monomériques (C6 — C3) sont l'acide cinnamique, l'alcool cinnamylique, le
propénylbenzéne et 1'allylbenzeéne (Cui et al., 2020). Lorsque, les deux unités sont liées par
liaison de carbone (B-B’) (Calvo- Flores ef al., 2015), les lignanes sont appelés lignanes
classiques. Cependant, si la liaison se fait entre deux atomes autres que le carbone, les lignanes
sont appelés néolignanes (Cui et al., 2020). La figure 29 montre la structure chimique des
monomeres, du lignane classique ainsi que le néolignane. Quant aux lignines, elles sont formées
par la condensation d’unités phénylpropaniques (Bouchouka, 2016). Ce groupe suscite
beaucoup d’intéréts grace aux nombreuses fonctions physiologiques apportées pour les plantes
mais aussi les effets pharmaceutiques, tels que ’activité antioxydante, anti-tumorale (Rhazi,

2015), antivirale, anticancéreuse (Schroeder et al., 2006).

Propénylbenzéne  Acide cinnamique OH  Alcool cinnamylique Allylbenzéne
h AYaYaYe"a
o] OH
Néolignane

Lignane classique /\/@EO

Figure 29 : Structure chimique des monomeres, du lignane classique et du néolignane.

2.8 Tanins

Les tanins sont des composés phénoliques polymériques, de masse molaire compris entre
500 et 3000 (Belyagoubi, 2011). IIs sont localisés dans les écorces, le bois, les racines, les
feuilles, les fruits et les galles (Richardin ez al., 1988). Parmi les propriétés des tanins ; ils ont
la capacité de se lier et de précipiter les protéines (Hagerman et Butler, 1989), les alcaloides
et la gélatine (Belyagoubi, 2011); notamment se lier aux pigments, aux composés a gros poids
moléculaire et aux ions métalliques (Okuda et Ito, 2011); ils sont caractérisés par une saveur
astringente (Belyagoubi, 2011); ils ont la propriété de tanner la peau, de la rendre dure et
imputrescible, en se fixant sur les protéines (Guenane, 2017) et ils peuvent également affecter
la croissance des plantes en controlant les taux de rejet d'azote et 'accumulation de maticre

organique dans le sol (Mona, 2008). De plus, les tanins conférent aux plantes une défense
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contre les agressions des phytopathogenes (bactéries, champignons, virus) et des prédateurs

(insectes, mammiferes herbivores) (Rira, 2019).

Autrefois, les tanins étaient classés en deux groupes : les tanins de type pyrogallol et les
tanins de type catéchol (ou catéchine), selon les groupements polyphénols de leurs molécules.
Ensuite, ils ont été¢ renommé en tanins hydrolysables et tanins condensés (Bitou ez al., 1999;
Haslam, 1989; Okuda, 2005; Okuda et Ito, 2011). Cependant, selon (Khanbabaee et Ree,
2001), ils sont divisés en cinq catégories, a savoir les tanins hydrolysables (ellagitanins et

gallotanins), les tanins condensés, les tanins complexes et les phlorotanins.

2.8.1 Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables doivent leur nom par le fait qu’ils s’hydrolysent facilement en
milieux acides et alcalins ou sous 1’action d’enzymes (telle que la tannase) (Quideau, 2009;
Rhazi, 2015). Ce sont des oligo ou des polyesters d’un sucre (généralement le glucose) et d’un
nombre variable d’acide phénolique. Ce dernier est soit I’acide gallique dans le cas des
gallotannins, soit I’acide ellagique qui est un dimere de 1’acide gallique dans le cas des
ellagitannins (Belyagoubi, 2011; Bouchouka, 2016; Cowan, 1999; Daas Amiour, 2009). Les
gallotanins sont présents dans de nombreuses especes végétales (Schmauch, 2010). Par contre
les ellagitanins se trouvent dans le bois de chéne, chataigner ou dans les fruits comme les fraises
(Rhazi, 2015). Un exemple des gallotanins (pentagalloyl D-glucose) et des ellagitanins
(casuaricitine) ainsi que les acides phénoliques entrant dans la structure des tanins

hydrolysables sont représentés dans la figure 30.
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Acide éllagallique
(0]

Acide gallique
HO_ O HO

HO H o OH
OH o

Casuarictine (éllagitanin)

Pentagalloyl D-gluccge (gallotanin)
H

HO OH
OH
HO
0
HO 0" o
OH
HO OH
HO H
OH 0
HO OH HO
OH OH

Figure 30 : Structure chimique de 1’acides gallique, de 1’acide ellagique et des deux tanins
hydrosolysables.

2.8.2 Tanins condensés

Les tanins condensés posseédent plusieurs appellations, parmi elles, il y a: flavanes,
flavolanes, polyflavanes, catéchines, leucoanthocyanidines condensés, proanthocyanidines
condensées (Figure 31), procyanidines, polyphénols de plante ... (Schmauch, 2010). Ils se
différent des tannins hydrolysables car ils ne contiennent pas de sucre dans leur structure
(Bouchouka, 2016) et sont résistants a 1'hydrolyse, mais peuvent étre dégradés par oxydation
en acide fort pour donner des anthocyanidines (Porter et al., 1985). Ce sont des polymeres de
flavonoides liés entre eux par des liaisons carbone-carbone (Hagerman et Butler, 1989). Ils
sont classés selon le type de monomere qu’ils contiennent soit des flavan-3-ols (des
anthocyanidines), soit des flavan-3,4-diols (des leucoanthocyanidines), dérivés de la catéchine

ou de ses nombreux isomeres (Mona, 2008) et (Rhazi, 2015; Stevanovic et Perrin, 2009).
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OH
—> Structure de base
HO (0] o

OH |

OH

Figure 31 : Structure chimique des proanthocyanidines.

2.8.3 Tanins complexes

Les tanins complexes sont également appelés tanins partiellement hydrolysables (Rira,
2019). Ils sont formés entre une unité du glucose de tanin hydrolysable (gallotanins ou
ellagitanins) et une unité flavanol de tanin condensé par une liaison C-glycosidique (Rira,
2019; Schmauch, 2010). L’accutissimine A (Figure 32) est le plus connu des tanins complexes

(Saucier et al., 20006).

Liaison C-glycosidique

Figure 32 : Structure chimique de 1’acutissimine A.

2.8.4 Phlorotanins

Les phlorotanins sont des oligomeres ou polyméres dérivés du phloroglucinol et
différenciés par la base de la nature des liaisons inter-monomeéres. Ils sont localisés uniquement
dans les algues brunes (Imbs et Zvyagintseva, 2018; Schmauch, 2010). Les phlorotanins sont
treés solubles dans I'eau, se lient fortement aux proté€ines, aux polysaccharides et a d'autres

biopolymeéres et chélatent les métaux divalents (Imbs et Zvyagintseva, 2018). L'unité
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monomérique (phloroglucinol) et un exemple de phlorotanin (Tetrafucol A) sont représentés

dans la figure 33.
Phloroglucinol Tetrafucol A
OH
HO OH

Figure 33 : Structure chimique du phloroglucinol et du tetrafucol A.

45



A

Chapitre

Stress oxydatif



Chapitre 04 : Stress oxydatif

1  Stress oxydatif et radicaux libres

Le stress oxydatif est un état physiologique (Matou et al., 2016), décrivant la situation de
dommage causée par les ERO (Guenane, 2017) (Figure 34). 1l est défini comme étant un
déséquilibre entre la production des espéces radicalaires et le systéme de défense antioxydante
de I’organisme (Beaudeux et Durand, 2011; Guillouty, 2016), en faveur les espéces pro-
oxydantes (Boyer, 2016). Ce déséquilibre peut provenir soit d’une production massive d’agents

oxydants, soit d’un déficit du mécanisme de défense (Baraka-Vidot, 2014).

Cellule normale Cellule attaquée par Cellule avec stress
des radicaux oxydatif

Figure 34 : Attaque des radicaux libres sur une cellule : Etat de stress oxydant (Durand,
2018).

Un radical libre est un atome ou une molécule possédant un ou plusieurs électrons non
appariés sur sa couche périphérique (Durand, 2018; Guillouty, 2016). Ce sont des molécules
hautement réactives (Lavoie, 2012), cherchant soit a extirper un électron a une molécule voisine
afin d’apparier leur €lectron célibataire (Guillouty, 2016), soit a donner un ou des ¢€lectrons
libres sur une autre molécule (lipide, protéine, acide nucléique) afin de rapparier son ou ses

¢lectrons célibataires et de retrouver ainsi un état stable (Fontaine et al., 2002).

Le métabolisme cellulaire produit et emploie en permanence des especes oxydantes, c’est
le cas de la respiration, ou chaque cellule réduit notamment I’oxygene en eau (Inoue et al,
2003). Un ensemble restreint de radicaux libres appelés « radicaux primaires » participent a de
nombreuses fonctions physiologiques telles que la croissance, la transduction des signaux
cellulaires, 1’apoptose des cellules tumorales, le fonctionnement de certains neurones, la
régulation des génes (Guillouty, 2016), la contraction musculaire, la défense immunitaire
(Cruzat et a., 12014) et méme la fécondation de I'ovule (Guillouty, 2016). IIs peuvent provenir
de I’oxygene, comme I’anion superoxyde (O>") et le radical hydroxyle (OH"), appartenant alors

a la famille des especes réactives de l'oxygene (ERO), ou de 1’azote, comme le monoxyde
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d’azote (NQO"), de la famille des espéces réactives de 1'azote (ERA) (Durand, 2018). Cependant,
ils sont nocifs pour I’organisme, lorsqu’ils deviennent incontrdlables, avec comme conséquence
I’apparition de lésions cellulaires souvent irréversibles, I’altération de I’ADN et des protéines,
inactivation des enzymes et peroxydation des lipides membranaires, ou encore d’autres types
de dommages tels que génération de composés mutagénes, formation de plaques séniles et

manifestation des inflammations (Ben Ahmed et al., 2020; Bouchouka, 2016).

2 Principaux espéces réactives
2.1 Especes réactives de ’oxygéne (ERO)

Les ERO sont les plus importants en raison de plusieurs implications dans les processus
biologiques (Baraka-Vidot, 2014). Parmi les propriétés des ERO, leur durée de vie est
extrémement courte de 1’ordre de milliseconde voire nanoseconde (Jacob, 1995), ils sont trés
rapides et se propagent en cascade (Figure 35) (Baraka-Vidot, 2014). Aussi, leur toxicité n’est
pas forcement corrélée avec leur réactivité. En effet, certaines espéces peu réactives peuvent
avoir une toxicité ¢élevée du fait de leur demi vie qui est plus longue, ce qui leur permet de se
propager et causer des dommages loin de leur site de production (Kohen et Nyska, 2002). Il
existe deux groupes : les especes radicalaires et les especes non-radicalaires (Bouchouka,

2016).

Oxygéne moléculaire ~ Anion superoxyde Peroxyde d'hydrogéne Radical hydroxyle
(biradical, état triplet) (monoradical, étatdoublet) (non radicalaire, état singulet) (monoradical, état doublet)
3 e- - e  H+ e-  Fenton €
» O - = » OH®* —— (0
2 (oxydase) 2 (SOD) H0, @ © H+ 2
. - H+ H20
L NO~ Cl
(” (NO Synthase) (MPO)
\
. ONOO ~
LOO (016] hydroxylations,
(radical lipoperoxydations
perte) | oxydations | !
oxydations
T .
N20
| Lipoperoxydations | NO ™ ¥
OH + NyO Oxydations,

* Lipoperoxydations

| hydroxylations | nitrations

Figure 35 : Principales espéces réactives de 1’oxygéné (Guillouty, 2016).
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2.1.1 ERO radicalaires
2.1.1.1 Radical superoxyde O2"

Le radical superoxyde est le résultat de 1’apport d un électron a la molécule O> (Bouchouka,
2016). Cette réaction se fait dans les mitochondries lors de la respiration cellulaire (Guillouty,
2016) mais aussi il est produit par les cellules phagocytaires, les lymphocytes, les fibroblastes
et les cellules endothelials vasculaires (Guenane, 2017). Ce radical est peu toxique (Guillouty,
2016) car il a une réactivité faible (Zerargui, 2015) et une vitesse de dismutation lente (Boyer,
2016). Cependant, il est hautement réactif avec certains métaux de transition comme le cuivre,
le fer et le manganese (Abreu et Cabelli, 2010). L’anion superoxyde a quelques cibles
privilégiées telles que le cytochrome c (Fe**), I’acide ascorbique et surtout le superoxyde
dismutase (Bouchouka, 2016). Il possede une demi-vie longue (supérieur a quelques dizaines
de secondes), ce qui lui permet de pouvoir oxyder certains constituants cellulaires et générer

d’autres radicaux libres plus toxiques tel que le radical hydroxyle (OH") (Boyer, 2016).

2.1.1.2 Radical hydroxyle OH"

Le radical hydroxyle est principalement produit a partir du peroxyde d’hydrogene en
présence des ions métalliques (fer ou cuivre) par la réaction de Fenton (Equa. 1) dans la
mitochondrie (Guillouty, 2016), mais aussi a partir de 1’anion superoxyde et le peroxyde
d’hydrogene selon la réaction d’Haber-Weiss (Equa. 2) (Zerargui, 2015) ou au cours diverses

réactions telles que 1I’oxydation des lipides (Equa. 3) (Bouhadjra, 2011) :

-Fe** (aq) + H20: — Fe’* (aq)+ OH" (aq) + OH* (Equa. 1) (Guillouty, 2016)
-H20:+ 02" — 02+ OH + OH*  (Equa. 2) (Zerargui, 2015)
-ROOH + Fe** — RO" + OH-+ Fe** (Equa. 3) (Bouhadjra, 2011)

I1 s’agit du radical le plus toxique et le plus réactif (Boyer, 2016), le deuxiéme oxydant
le plus puissant présent dans la nature apres le Fluor (Guillouty, 2016). Il peut réagir avec les
protéines, en oxydant les acides aminés surtout ceux qui sont soufrés et aromatiques (Boyer,
2016), capable d’inactiver certains enzymes tels que la pyruvate déshydrogénase de Ila

mitochondrie (Zerargui, 2015) et oxyder également I’ADN, les nucléotides et les glucides

(Bouhadjra, 2011; Boyer, 2016).
2.1.1.3 Radical peroxyle ROO*

Le radical peroxyle est un radical secondaire (Bouchouka, 2016), formé a partir d’un radical

alkyle Re en présence d’oxygene (Cillard et Cillard, 2006). Les radicaux R" sont issus de
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I’action des radicaux hydroxyles sur les substrats biologiques par abstraction d’atome

d’hydrogene (Zerargui, 2015) (Equa.4) :
R*+ 02 - ROO* (Equa. 4)

Leur réactivité est située entre le radical superoxyde et le radical hydroxyle
(Bouchouka, 2016). Le mode d’action des radicaux peroxyles sur différentes molécules est,
soit par arrachement d’un électron ou d’un atome d’hydrogene, soit I’addition de doubles
liaisons, soit la formation d’endoperoxydes radicalaires ROOR". Ils peuvent notamment se
décomposer pour donner des radicaux superoxyde (O:") (Zerargui, 2015). Les radicaux
peroxyles lipidiques peuvent étre neutralisé€s par a-tocophérol (a-TH), en cédant un hydrogene

(Equa.5) (Guillouty, 2016) :
ROOe + a¢-TH — ROOH + ¢-T* (Equa. 5)

2.1.2 ERO non radicalaires
2.1.2.1 Oxygene singulet 102

L’oxygéne singulet est une forme excitée de 1'oxygene moléculaire. Sous I’action de
photon, 1’05 est transformé en 'O, dans lequel les deux électrons célibataires avec des spins
antiparalleéles se retrouvent dans la méme case quantique (Guenane, 2017). Ils sont tres
énergétiques, de grande réactivité et instables, pouvant oxyder de nombreuses molécules

(Bouhadjra, 2011; Guenane, 2017).

2.1.2.2 Peroxyde d’hydrogéne H20:2

Le peroxyde d’hydrogéne n’est pas une espéce radicalaire puisqu'il ne posséde pas
d'¢lectron célibataire (Guenane, 2017). De ce fait, il a la particularité de se déplacer facilement
a travers les membranes, ce qui lui permet de propager ses effets dans différents compartiments

cellulaires (Marinho et al., 2014).

Le peroxyde d’hydrogene a plusieurs fonctions comme la lutte contre les pathogénes, la
participation dans de nombreuses voies de signalisation (Boyer, 2016) et I’implication dans la
voie de I’apoptose (Barouki, 2006). Toutefois, il est considéré comme toxique en raison de sa
capacité a générer d’autres ERO (Boyer, 2016). Il est produit par I’enzyme superoxyde
dismutase (SOD) a partir du radicale superoxyde (Equa.6) qui est métabolisé a son tour en eau

par la catalase ou la glutathion peroxydase (Guillouty, 2016).

02+202"+2H'— 02+ H202  (Equa. 6)

50



Chapitre 04 : Stress oxydatif

2.2 Espéces réactives de I’azote (ERA)

Le monoxyde d’azote (NO") est produit a partir de 1’arginine et de I’oxygene par I’enzyme
NO-synthase (Guillouty, 2016). Il est caractérisé par une réactivité limitée et une demi-vie qui
ne dépasse pas quelques secondes (Zerargui, 2015). Le NO' joue un role protecteur contre le
stress oxydant en limitant la lipoperoxydation, il a un effet anti-inflammatoire (Bouchouka,
2016) et a un role physiologique dans le tonus vasculaire (Guillouty, 2016). Néanmoins, sa
production excessive a un effet délétere pour les cellules, il peut réagir avec la plupart des

especes oxygeéneées et se transformer en dioxyde d’azote (NO) (Equa.7) (Bouchouka, 2016):
2NO'+ 02 — 2NO2 (Equa.7)

De plus, le NO’ interagit avec le radical superoxyde, donnant le peroxynitrite (NO3") (Equa.8)
(Zerargui, 2015) :

NO' + 02"— NOs (Equa.8)

3  Effet du stress oxydatif sur I’organisme
3.1 Conséquences biochimiques

A forte concentration, les especes radicalaires s'attaquent a la plupart des molécules
biologiques (ADN, protéines, lipides, glucides et métaux) (Durand, 2018). Ces dernicres
perdent leur activité, causant un impact délétére sur le fonctionnement cellulaire physiologique

(Dupic et al., 2010).

3.1.1 Oxydation des lipides

Les especes radicalaires en particulier le radical hydroxyle s’attaquent soit aux lipides
membranaires, soit aux lipides circulants (Boyer, 2016). La peroxydation lipidique est un
mécanisme en chaine. De ce fait, les radicaux libres vont arracher un atome d’hydrogene sur
les carbones situés entre deux doubles liaisons de 1’acide gras pour former des radicaux alkyles
(étape initiale). Ces derniers vont réagir par la suite avec 1’oxygene pour former un radical
peroxyle, suffisamment réactif pour arracher a son tour un atome d’hydrogene a un acide gras
insaturé voisin pour former un hydroperoxyde (LOOH) et un nouveau radical libre (étape de
propagation). Ainsi, les radicaux peroxyles se lient les uns aux autres pour former des produits
non radicalaires (Durand, 2018; Guenane, 2017; Guillouty, 2016). Par conséquent,
I’oxydation des lipides circulants conduisent a la formation de LDL oxydées qui seront captées
par des macrophages, entrainant ainsi le développement de 1’athérosclérose et la production de
cytokines pro-inflammatoire (Boyer, 2016; Saad et al., 2006). Par contre, 1’oxydation des

lipides membranaire entrainent la perte de leur fluidité et leur perméabilité avec un
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dysfonctionnement de récepteurs et transporteurs impliqués dans la transduction de signaux,

menant parfois a la mort cellulaire (Bouchouka, 2016; Durand, 2018).

3.1.2 Oxydation des protéines

Les radicaux libres affectent différents types de protéines comme les protéines de soutien
(collagene), les protéines plasmatiques et les enzymes (Bouchouka, 2016; Guillouty, 2016).
Comme pour les lipides, le radical hydroxyle est le plus réactif des ERO (Zerargui, 2015), ils
agissent sur tous les acides aminés, cependant les plus sensibles a 1’oxydation sont les acides
aminés soufrés (cystéine et méthionine) et les acides aminés aromatiques (phénylalanine,
histidine, tyrosine et tryptophane) (Boyer, 2016). Ces attaques entrainent des altérations
structurales (formation de ponts disulfures et des groupements carbonylés) et fonctionnelles
(perte de ’activité enzymatiques, dysfonctionnement de la transduction d’un signal ou systéme
de transport) (Guenane, 2017). Ces protéines non fonctionnelles sont soit dégradées par un
systéme protéolytique comme le protéasome, soit formées en agrégats, devenant hydrophobes

(Boyer, 2016; Durand, 2018).

3.1.3 Oxydation des glucides

Les sucres peuvent ¢galement étre attaqués par les radicaux libres (Durand, 2018), agissant
essentiellement sur le glucose et sur les protéoglycanes (présents en grande quantité dans les
cartilages)(Mongens, 2013). Le glucose peut s’oxyder en présence de métaux et libérer par la
suite du peroxyde d’hydrogéne, des radicaux hydroxyles et des dérivés carbonylés. Ces derniers
se lient avec des protéines pour donner des produits finaux de glycosylation (Durand, 2018;

Mongens, 2013).

3.1.4 Oxydation de ’ADN

L’ADN est également une cible des ERO (Durand, 2018). La base guanine est
principalement touchée par les phénomenes d’oxydation de I’ADN. Elle réagit avec le radical
hydroxyle pour former le 8-hydroxy-2’-désoxyguanosine (8-OH-dG). Ce dernier va ensuite
s’apparier avec 1’adénine a la place de la cytosine, causant ainsi des mutations au sein de I’ADN.
(Boyer, 2016 ; Durand, 2018). De méme, les groupements aromatiques des bases d’ADN
peuvent étre touchés par le radical hydroxyle (Spickett, 2013). Les ERA telles que le monoxyde
d’azote et le peroxynitrite peuvent susciter 1’oxydation de la chromatine et le peroxynitrite peut
aussi induire a la formation de 8-nitroguanine. Eventuellement, le peroxyde d’hydrogéne peut
s’introduire dans le noyau et se lier aux ions métalliques tels que le Fe?" et Cu" associés a la

chromatine, produisant ainsi le radical hydroxyle (Zerargui, 2015). Les dommages oxydatifs
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causés a I’ADN peuvent entrainer soit I’arrét de la réplication de I’ADN, soit la formation de
mutation carcinogénes sur les brins d’ADN provoquant la mort de la cellule (Bouchouka,

2016).

4 Antioxydants et systéme de défense
4.1 Antioxydants

Les antioxydants sont des molécules capables de ralentir ou d'empécher I'oxydation d'autres
molécules (Patel et al,, 2010), considérés comme des régulateurs du taux de pro-oxydants
(Zerargui, 2015) et des agents réducteurs (Patel et al, 2010). Ils mettent fin aux réactions
d’oxydation qui sont souvent en chaine, en piégeant les ERO pour former des composés stables,
en éliminant les intermédiaires de radicaux libres, ou méme en séquestrant les métaux de
transition libres (Patel ef al., 2010; Zerargui, 2015). Néanmoins, selon (Valko ef al, 2006),
un bon antioxydant qui offre une protection maximale doit étre conforme a quelques
caractéristiques : doit étre capable d’atteindre spécifiquement les radicaux libres ; pouvoir
chélater les métaux ; interagir avec d’autres antioxydants ; avoir un effet positif sur I’expression

génique; étre facilement absorbable et étre efficace en milieu aqueux et/ou membranaire.

4.2 Systemes de défense

L’organisme est équipé d’un ensemble de systemes de défense tres efficaces contre la
formation et ’agression de ces oxydants (Kabouche, 2010). Il existe ainsi deux types de
systemes de défense: les défenses endogenes (primaires) et les défenses exogenes (secondaires)

(Baraka-Vidot, 2014; Bouchouka, 2016).

4.2.1 Systémes de défense endogenes
4.2.1.1 Superoxyde dismutase (SOD)

Les superoxydes dismutases sont des métalloenzymes qui catalysent la dismutation de
l'anion superoxyde en peroxyde d’hydrogeéne (Kabouche, 2010; Zerargui, 2015). Elles
constituent la premiére ligne de défense contre le stress oxydant (Boyer, 2016). Chez I’homme,
il existe trois isoenzymes qui catalysent la méme réaction mais différent par leur séquence
protéique, leurs cofacteurs et leur localisation cellulaire (Fridovich, 1995; Kabouche, 2010).
Ainsi, la Cu/Zn -SOD sous forme de dimére (Guenane, 2017), utilise le cuivre et le zinc comme
cofacteur, elle est localisée dans le cytoplasme, le compartiment nucléaire et 1’espace
intermembranaire des mitochondries (Guillouty, 2016), la Mn-SOD comprend 4 sous-unités
(Guenane, 2017), utilise le manganeése comme cofacteur, elle est présente dans les

mitochondries. Lors d’un déficit de cette enzyme, il y a une surproduction de 1’ion superoxyde,
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inhibant ainsi les complexes I et II de la chaine respiratoire mitochondriale (Guillouty, 2016).
La Cu/Zn- SOD sous forme d'un dimére (Guenane, 2017) extracellulaire, utilise le cuivre et le
zinc tout comme le premier Cu/Zn-SOD. La distribution de ces isoformes leurs permet d’agir

efficacement pour éviter I’accumulation de ces radicaux libres (Guillouty, 2016).

4.2.1.2 Catalase

La catalase est une enzyme localisée dans les peroxysomes (Guillouty, 2016) mais elle est
¢galement retrouvée dans les mitochondries et le cytoplasme (comme les érythrocytes). Elle
catalyse la transformation du peroxyde d’hydrogeéne en eau et oxygene (Equa. 11) (Boyer,

2016):

2 H202 502+ 2 H20 (Equa. 11)

La catalase est surtout active lorsque le niveau de ERO est €levé ou bien lorsque la quantité

de I’enzyme est faible (Kabouche, 2010).
4.2.1.3 Glutathion peroxydase (GPx)

La glutathion peroxydase est une enzyme composée de quatre sous-unités contenant chacune
un cofacteur qui est le sélénium li¢ a une molécule de sélénocystéine (Chaudiere et Tappel,
1983; Guenane, 2017). Cette derniere est essentielle pour 1’activité de I’enzyme (Boyer, 2016;
Ding et al., 1998; Matés et Sanchez-Jiménez, 1999). Cependant, il existe des GPx sans
sélénocystéine dans leur site actif mais les plus courantes sont celles qui en possedent
(Kabouche, 2010). Chez I’homme, cinq isoformes ont été identifiées a savoir GPx1, GPx2,
GPx3, GPx4 et GPx5 (Comhair et Erzurum, 2002). La glutathion peroxydase est présente
dans le cytosol, le réticulum endoplasmique et dans la membrane interne des mitochondries
(Guillouty, 2016). Elle catalyse la réduction des hydroperoxydes en particulier le peroxyde
d’hydrogene (H20,) en utilisant le glutathion réduit (GSH) (Equa.12) (Zerargui, 2015).

2 GSH + H202— GSSG+2 H20  (Equa. 12)

4.2.1.4 Antioxydants endogénes non enzymatiques

Ce groupe détient un avantage considérable par rapport aux antioxydants enzymatiques, qui
est d’étre de petite taille et de ce fait de pouvoir se déplacer facilement au cceur des cellules
(Zerargui, 2015). Néanmoins, il renferme un nombre limité d’antioxydants tels que: le
glutathion, I’acide urique, la bilirubine, la mélanine, la mélatonine, 1’acide lipoique, le
coenzyme Q et le NADPH (Kabouche, 2010; Zerargui, 2015). Parmi ces molécules, le

glutathion se positionne en premiére position (Guenane, 2017).
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-Le glutathion (GSH) est un tripeptide (Valko et al., 2006), composé¢ de trois acides aminés
(cysteine, acide glutamique et glycine) (Guenane, 2017). Avec son groupement sulthydrile, il
est le thiol majoritaire au niveau intracellulaire (Zerargui, 2015), considéré comme un
antioxydant soluble multifonctionnel (Valko et al., 2006) et présent sous forme réduite
(Zerargui, 2015). Le glutathion (GSH) est trés abondant dans le cytosol, les noyaux et les
mitochondries (Valko et al., 2006). En effet, le GSH réagit non seulement avec les radicaux
oxygénés, mais aussi avec les peroxydes ou le NO (Kabouche, 2010) pour donner un radical
(GS’) conduisant ainsi a la formation d'une molécule GSSG (Equa.13) (Guenane, 2017;

Haleng et al., 2007):

GSH + OH'— GS'+ H20/ 2GS'— GSSG  (Equa.13)

4.2.2 Systeme de défense exogene
4.2.2.1 Vitamine C

L’organisme humain n’ayant pas la capacité de synthétiser les vitamines, ces derniers
doivent étre apportées par I’alimentation (Boyer, 2016). La vitamine C (acide ascorbique) est
une molécule hydrosoluble (Bouchouka, 2016), considérée comme la plus efficace dans le
plasma humain (Guenane, 2017) et connue pour son action protectrice contre 1’oxydation
membranaire (Retsky et al., 1999). Ses principaux partenaires antioxydants sont la vitamine E
et les caroténoides, ainsi que les enzymes antioxydantes. Elle aide notamment a régénérer la
vitamine E (a-tocophérol) oxydée dans les membranes et les lipoprotéines (Carr et Frei, 1999;
Kojo, 2004). La vitamine C est un diacide (AscHy), contenant deux groupes hydroxyles
ionisables. Au pH physiologique, 99,9 % de la vitamine C est présente sous forme d'AscH",
seulement 0.05% sous forme d'AscH> (0,05 %) et 0.004% sous forme d'Asc>” (Valko et al.,
2006). Son caractére antioxydant provient de sa forme ionisée abondante (AscH") qui réagit
avec des radicaux pour donner le radical ascorbate tricarbonyle (AscH"), stabilisé par résonance.
En raison de son pK qui est faible (pK= -0.86), il ne reste pas protoné mais il est sous forme
(Asc™) (Figure 36) qui est un radical peu réactif (Bouchouka, 2016; Cuzzocrea et al., 2004;
Kasparova et al., 2005). Toutefois, a une faible concentration, la vitamine C semblerait avoir

un role opposé, celui d’étre un pro-oxydant, participant a la formation des ERO (Boyer, 2016).
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Figure 36: Différentes structures chimiques de la vitamine C et réaction avec les radicaux

(Valko et al., 2006).
4.2.2.2 Vitamine E

La vitamine E est une molécule antioxydante puissante grace a son caractere lipophile
(Guenane, 2017). Elle est amphiphile, capable de s’introduire dans les membranes cellulaires
: globules rouges, cellules endothéliales, cellules musculaires, neurones (Bouhadjra, 2011).
Dans la nature, il existe plusieurs dérivés de la vitamine E (a-, B-, y-, 0- tocophérol, tocotriénol,
...). Cependant, a-tocophérol est la forme la plus abondante de la vitamine E, considérée
comme le principal antioxydant membranaire utilisé par la cellule (Burton et Ingold, 1989).
Les tocophérols jouent le role de protection des structures membranaires et des lipoprotéines
(Bouchouka, 2016), en évitant 1’oxydation naturelle des acides gras, en particulier les acides
gras polyinsaturés (AGPI) (Bouhadjra, 2011). Ainsi, ils stoppent [’apparition
d’hydropéroxydes en piégeant les radicaux LOO" (Kaiser et al., 1990; Yoshida ef al., 1993).
L’activité anti-oxydante de tocophérol repose sur I’échange d’un électron libre. Le tocophérol
se transforme ainsi en radical tocophéroxyle qui est peu réactif. Lors d'un stress oxydatif, les
deux vitamines E et C agissent en synergie pour former une chaine de détoxication des radicaux

libres (Guenane, 2017; Hussain et al., 2013; Pryor, 2000).
4.2.2.3 Caroténoides

Les caroténoides (Car) sont des pigments provenant des plantes et des micro-organismes.
Plus de 600 caroténoides ont ét¢ découverts dans la nature (Valko et al, 2006). Le plus

important et le plus connu des caroténoides est le B-caroténe (Figure 37).
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A e P Y e N

Figure 37 : Structure chimique de B-caroténe.
L'activité antioxydante des caroténoides résulte principalement de la capacité de la structure
des doubles liaisons conjuguées a délocaliser les ¢électrons non apparié¢s (Mortensen et al.,
2001). IIs peuvent réagir avec les radicaux ROO’, HO", O,"", R"par simple addition électrophile

et transfert d’électron selon les équations suivante (Equa. 14 et 15) (Bouchouka, 2016):

Car + ROO’ + H"'— Car' + ROOH (Equa. 14)
Car’' + ROO® — Car-OOR (Equa. 15)
Cependant, lorsqu’il y a une concentration ¢élevée d’O,, le radical caroténoide (Car’) réagit
avec le dioxygene pour générer un radical peroxyle (Car-OO") [259] qui peut & son tour jouer

le role d’un pro-oxydant, favorisant I'oxydation des lipides selon les réactions suivantes (Equa.

16 et 17) (Valko et al., 2006):

Car’ + O2 — Car-OO° (Equa. 16)

Car-00’ + RH— Car-OOH+R® (Equa. 17)

4.2.2.4 Composés phénoliques

Les composés phénoliques naturels se sont avérés étre des antioxydants puissants (Ben -
Ahmed, 2016). Ils empéchent les dommages oxydatifs, soit en piégeant les especes
radicalaires par des mécanismes de transfert d’électrons et de protons; soit en chélatant les
métaux de transition (Fer et Cuivre) (Bouchouka, 2016; Guillouty, 2016); ou bien en inhibant
les enzymes responsables de la génération des radicaux libres (Zerargui, 2015). A titre
d’exemple, I’arrét de I'oxydation des lipides, selon la réaction suivante (Valko et al., 2006):
ROO® + PhOH — ROOH + PhO" (Equa. 18), le radical (PhO") ainsi formé est relativement

stable.

-Les flavonoides sont des antioxydants efficaces de la peroxydation lipidique. En effet, leur
capacité antioxydante est associée a leurs caractéristiques structurelles telles que la présence

d'un groupe catéchol du cycle B ; double liaison conjuguée en position (2,3) avec un groupe 4-
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oxo dans le cycle C et la présence de groupes hydroxyles fonctionnels du cycle B et du cycle A
(Valko et al., 2006). Néanmoins, certains composés phénoliques tels que la quercétine et I'acide
gallique qui sont facilement oxydés sous certaines conditions, peuvent se comporter comme des
pro-oxydants. Tandis que, ceux qui ont une masse moléculaire élevée, tels que les tanins

condensés et hydrolysables, ont peu ou pas d'activité pro-oxydante (Dai et Mumper, 2010).
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1 Diabeéte

Le diabéte sucré est une maladie métabolique chronique qui se caractérise par une
augmentation de la glycémie (hyperglycémie) avec une instabilité du métabolisme des glucides,
des lipides et des protéines (Rafique ez al., 2020; Senthil ez al., 2019). Son appellation "diabéte
sucré" est due a la saveur sucrée retrouvée dans les urines (Kebieche, 2009). D’apres la
fédération internationale de diabéte, il y a 382 millions de personnes diabétiques dans le monde,
ce nombre pourrait augmenter jusqu’a 592 millions en 2035 (El Hamaoui El Nachar, 2014).
Cependant, selon ’OMS (Organisation Mondiale de Santé), le nombre de diabétique pourrait
atteindre jusqu’a 438 millions (Ndomou et al., 2014) et devenir la septieme cause de déces au
monde en 2030 (El Hamaoui El Nachar, 2014). Les conséquences d’une I'hyperglycémie se
manifestent sous forme de graves complications (Apema ef al., 2012) telles que des lésions a
long terme, un dysfonctionnement des organes en particulier les yeux, les reins, les nerfs, le
ceeur et les vaisseaux sanguins (Huang et al., 2005). Tous ces effets nocifs de I’hyperglycémie
justifient le besoin d’une prise en charge du diabéte qui est un probléme mondial jusqu'a présent
(Mamun-or-Rashid ez al., 2014). En effet, malgré le nombre ¢élevé de médicaments de
synthese disponibles pour le traitement du diabéte sucré tels que l'insuline et divers agents
hypoglycémiants oraux (les sulfonylurées, la metformine, les inhibiteurs des enzymes
digestives glucidiques, la troglitazone, etc.) (Mamun-or-Rashid et al., 2014), il y a un intérét
croissant pour les remedes a base de plantes en raison des limites (Masunda et al., 2014) et des

effets indésirables graves qu’ils présentent (Hashemnia ez al., 2015).

2 Homéostasie du glucose

Le glucose est la premicre source d’énergie indispensable pour 1’organisme (E1 Hamaoui
El Nachar, 2014), il est méme considéré la seule source d’énergie pour certains organes comme
le cerveau ou cellules telles que les érythrocytes. Les sources de glucose sont soit endogenes,
produites par la glycogénolyse ou la néoglucogenése a partir des substrats non glucidiques, soit
exogenes apportées par I’alimentation (Telli, 2017). Les sucres exogénes comme 1’amidon sont
d’abords dégradés par I’action combinée de deux enzymes (a-amylase et a-glucosidase)
(Abbas et al., 2017). L'o-amylase (EC. 3.2.1.1) qui appartient a la famille des glycosides
hydrolases 13 (Yousuf ef al., 2020) hydrolyse les liaisons a 1-4 glucosidiques dans 1'amidon
pour générer des malto-oligosaccharides courts et des dextrines o-limites (Sahnoun et al,
2017). Le maltose est ensuite hydrolysé en molécules de glucose par I'enzyme a-glucosidase

(EC.3.2.1.20) présente a la surface de la bordure en brosse des cellules intestinales (Ibrahim e?
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al., 2017; Taha et al., 2015). Le glucose ainsi absorbé au niveau intestinal sera transporté aux
divers organes par deux types de transporteurs SGLT (cotransporteurs glucose sodium
dépendant) et GLUT (transporteurs de glucose) (E1 Hamaoui El Nachar, 2014). Les SGLT
responsables du transport actif sont localisés au niveau de I’intestin et les reins. Ils transportent
le glucose contre son gradient de concentration (Shepherd et Kahn, 1999). Tandis que les
GLUT responsables du transport facilité, sont en nombre de 14 (GLUT1-14) (El1 Hamaoui El
Nachar, 2014), cependant le GLUT4 est le transporteur de glucose insulino-sensible, il est situé

dans les muscles squelettiques et cardiaques ainsi que les tissus adipeux (Telli, 2017).

La régulation de la teneur en glucose dans le sang (la glycémie) est une fonction importante
de l’organisme (Baraka-Vidot, 2014). Son maintien a un état d’équilibre est appelé
homéostasie du glucose (Figure 38) (Telli, 2017). L’organisme met en jeu un systéme
hormonal pour maintenir la glycémie autour des valeurs normales de concentration de glucose
dans le sang qui sont de 1 g/l jusqu’a 1,26 g/l (Baraka-Vidot, 2014; Durand, 2018). Aprés un
repas, il y a une augmentation de la glycémie, provoquant ainsi un stimule de la sécrétion d’une
hormone hypoglycémiante, qui est 1’insuline (Ziane, 2014). Cette derni¢re va inhiber la
production de glucose par le foie; stimuler la capacité¢ des tissus insulinodépendants de
transporter le glucose et augmenter son stockage sous forme de glycogeéne (El Hamaoui El
Nachar, 2014). A I’inverse, lorsque la glycémie est trop faible (inférieure & 1 g/I), notamment
apres un jetine ou un effort physique, le glucagon et d’autres hormones régulatrices telles que
les catécholamines (adrénaline) et les glucocorticoides (cortisol) (Durand, 2018) augmentent

la glycémie en libérant le glucose dans la circulation sanguine (Baraka-Vidot, 2014).

Retour 3 la normale Parametre: Retour a la normale
Glycémie %
A conserver a environ 1g/I

Perturbation: repas, effort physique, jeline...

N Glycémie A Glycémie
Détecteur: l
Cellules a Pancréas Cellules B
(lot de Langerhans)

!

Glucagon Insuline

d

A stockage glucose
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Figure 38 : Equilibre glycémique (homéostasie du glucose) (Durand, 2018).
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3 Principaux types de Diabéte

Le diabéte est le résultat d'anomalies de la sécrétion d’insuline par les cellules pancréatiques
ou d’un défaut de ’action de cette hormone, ou des deux (Rathinavelusamy et al, 2014).
Lorsque la concentration de glucose dans le sang est supérieure a 1,26 g/l a jeun ou supérieure
a 2 g/l a n’importe quel moment de la journée (Durand, 2018), la personne est considérée
comme diabétique (Kebieche, 2009). Les premiers symptomes connus du diabéte sont : la
polyurie, la soif, la perte de poids, la fatigue, le manque de concentration et la vision floue (EIl
Hamaoui El Nachar, 2014). II existe plusieurs types de diabéte différents dont les principaux

sont : le diabéte de type 1, le diabete de type 2 et le diabete gestationnel (Boyer, 2016).

3.1 Diabete de type 1

Le diabete de type 1 (Figure 39), anciennement connu sous le nom de diabete
insulinodépendant est aussi appelé diabéte juvénile (Mamun-or-Rashid et al., 2014) car il
touche surtout les enfants, mais peut se manifester a tout age (Kebieche, 2009). Il représente
10% des patients diabétiques (Jarald et al., 2008), résulte d’une destruction sélective et auto-
immune des cellules  du pancréas (Ndomou et al., 2014) jusqu'a 90% (Kebieche, 2009). En
effet, le systéme immunitaire attaque et détruit les cellules B des ilots de Langerhans, qui se
caractérise par la présence d’anticorps : anti-cellules d’ilot, anti-insuline, anti-décarboxylase de
’acide glutamique et anti-tyrosine phosphatase membranaire. Cette destruction peut étre rapide
(enfants et adolescents) ou plus lente (adultes) (Drouin, 2009; Telli, 2017). Ce type de diabéte
est trait¢ par une injection d’insuline quotidienne pour pouvoir réguler la glycémie (El

Hamaoui El Nachar, 2014).
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Figure 39 : Schéma représentatif du dysfonctionnement de 'homéostasie du glucose dans le
diabete de type 1 (Boyer, 2016).
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3.2 Diabéte de type 2

Le diabéte de type 2 ou diabéte non insulinodépendant est aussi appelé diabéte gras ou
diabete de la maturité (Baraka-Vidot, 2014) car il se développe généralement chez les adultes
de plus de 40 ans (Baraka-Vidot, 2014; Mamun-or-Rashid ez al, 2014). C’est une forme
sournoise a développement lent (Mbodj, 2003) ainsi que la plus abondante, représentant pres
de 85 a 90 % de la population diabétique (Sy et al., 2011). Le diabete de type 2 est le résultat
de I’insensibilité des récepteurs cellulaires des tissus cibles comme le foie, le muscle et les tissus
adipeux a I’insuline (Baraka-Vidot, 2014), qui peut s’orienter vers une insulinopénie (diabéte
de type 1). En effet, une production massive de I’insuline di a la persistante de I’hyperglycémie
cause avec le temps 1’épuisement des cellules B (Figure 40) (Baraka-Vidot, 2014; Boyer,
2016). Cette maladie peut étre causée par plusieurs facteurs de prédisposition ou de risque
comme I’obésité, la suralimentation, le mode de vie (la sédentarité), le stress, le vieillissement
et méme les antécédents familiaux (Kaku, 2010; Mamun-or-Rashid et al, 2014). Environ

70% des personnes atteintes de diabéete de type 2 souffrent d’obésité (Boyer, 2016).
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Figure 41 : Schéma représentatif du dysfonctionnement de I'homéostasie du glucose dans le
diabéte de type 2 (Boyer, 2016).

3.3 Diabete gestationnel

Le diabéte gestationnel se manifeste chez les femmes enceintes, généralement vers le 2°™
ou 3% trimestre de grossesse (Boyer, 2016) et concerne environ 4% des femmes enceintes
dans le monde (El1 Hamaoui El Nachar, 2014). Il est caractérisé par une diminution de la
sensibilité a I’insuline provoquée par les hormones produites par le placenta telles que I’HPL
(hormone lactogene placentaire) (Boyer, 2016). Le diabéte gestationnel disparait souvent apres
I’accouchement cependant les femmes et leurs bébés peuvent étre exposés a un risque de

développer le diabete de type 2 plus tard (E1 Hamaoui El Nachar, 2014; Kim et Lee, 2005).
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4 Complications du diabéte

Le diabéte est une maladie impliquée dans plusieurs complications (E1 Hamaoui El
Nachar, 2014) ; court un risque considérable de morbidité et de mortalité chez les patients
diabétiques (Hamdan et Afifi, 2004). Ces complications peuvent étre des maladies
cardiovasculaires, des accidents vasculaires cérébraux ou périphériques entrainant un infarctus
du myocarde, des amputations (Watkins, 2003), la rétinopathie, la néphropathie et la
neuropathie (Telli, 2017). L hyperglycémie déclenche I’activation de différentes voies qui ont
des effets nocifs sur divers organes. Parmi ces voies, il y a la voie des polyols, des hexosamines,
de la protéine kinase C (PKC), de la formation des produits avancés de glycation (AGE) (Figure
41) (Boyer, 2016).

Voie des polyols
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Glucose T STOI T AGEs

1 Aldose réductase l Fructose Stress oxydant

Glucose-6-phosphate
‘ Dommages osmotiques

| BT

Fructose-6-phosph Gluc ine-6-P —» T UDP-GlcNac —— T Protéines-O-GlcNac | : Stress oxydant
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I Glycéraldéhyde-3-P  ~oo-lo______ ‘ | Inflammation
B S S Insulino-résistance
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Figure 41 : L’ensemble des voies activées par ’hyperglycémie (Boyer, 2016).
4.1 Formation des produits avancés de glycation

Plusieurs voies telles que la voie des polyols et la glycation conduisent a la formation des
produits avancées de glycation (AGE). En situation d’hyperglycémie, de nombreuses protéines
comme ’hémoglobine ou I’albumine peuvent subir le phénoméne de la glycation. D’ailleurs,
I’hémoglobine glyquée (HbA1C) est I'une des analyses réalisées pour suivre 1’état de la

glycémie des patients diabétiques (Boyer, 2016).

La glycation non enzymatique est un mécanisme pathogéne généré par une hyperglycémie
non régulée, conduisant a I’apparition des maladies telles que D’insuffisance rénale,

I’athérosclérose et le stress oxydatif (Baraka-Vidot, 2014). Il correspond a une réaction entre
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un sucre réducteur comme le glucose et la fonction amine libre d’une protéine pour former une
base de Schiff qui subit par la suite un réarrangement pour donner le produit d’Amadori
(Baraka-Vidot, 2014; Boyer, 2016). Ce dernier étant instable, se dégrade via plusieurs
réactions d’oxydation pour former des produits avancés de la glycation (Durand, 2018). Par
ailleurs, les AGE peuvent se fixer sur les récepteurs de produits avancés de glycation (RAGE)
localisés sur les membranaires cellulaires. Cette fixation va occasionner plusieurs mécanismes
comme : la production intracellulaire des ERO comme les anions superoxydes, générant et
accélérant ainsi le stress oxydatif (Baraka-Vidot, 2014; Durand, 2018), ou encore I’initiation
des voies de signalisation conduisant a une transcription des facteurs NF-kB qui sont des

facteurs pro-inflammatoires (Boyer, 2016).
5 Traitement du diabéte

Les personnes diabétiques sont suivies par un traitement, un régime alimentaire adéquat et
une activité physique réguliere (Telli, 2017). Chez les patients atteints du diabete de type 1, ils
sont traités par I’injection de I’insuline (Jarald ef al., 2008), Par contre, il est plus difficile de
controler efficacement le taux de glucose chez les patients ayant le diabéte de type 2, en raison
de sa nature non insulino-dépendante (Apostolidis et Lee, 2010). Leur traitement est soit
I’administration des antidiabétiques oraux (Madjdoub, 2012) ou par I’injection de I’insuline
mais uniquement lorsque les médicaments hypoglycémiants oraux ne réduisent pas la glycémie

(Jarald et al., 2008).

Plusieurs classes d’agents hypoglycémiants oraux exercent leur effet différemment et

comprennent :

-Les sulfonylurées et les glitinides stimulent les cellules B du pancréas afin de produire plus
d’insuline (Jarald et al., 2008). Cependant les patients traités par ce type de médicaments sont
souvent en hypoglycémie, peuvent prendre du poids et plus rarement peuvent développer une

hypersensibilité cutanée (Krentz et Bailey, 2005).

-Les incrétines sont des hormones gastro-intestinales qui stimulent aussi la sécrétion de
I’insuline par les cellules  du pancréas et en méme temps ils inhibent la sécrétion de glucagon

(El Hamaoui El Nachar, 2014).

- Les thiazolidinediones améliorent la sensibilité des muscles et autres tissus vis-a-vis de
I’insuline (Jarald et al., 2008) et augmentent le transport de glucose dans les muscles (Krentz

et Bailey, 2005). Cependant certains médicaments de cette classe ont été retirés du marché da
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a I’apparition de complications graves voire mortelle telles que 1’hépatotoxicité fatale ou encore

I’infarctus du myocarde (El Hamaoui El Nachar, 2014).

-Les biguanides (metformine) diminuent la gluconéogeneése par le foie (Jarald et al., 2008) et
stimulent le transport de glucose en augmentant la translocation des GLUT4 vers la membrane
cytoplasmique (El1 Hamaoui El Nachar, 2014). La metformine est considérée comme le
médicament de premier choix. Cependant son utilisation est contre- indiquée chez les personnes
avec une insuffisance rénale sévere (Scheen et Mathieu, 2012). Egalement, elle peut provoquer

des états d'acidose lactique, fatigues, nausées (Ziane, 2014).

-Les inhibiteurs des enzymes digestives glucidiques telles que a- amylase, a-glucosidase :
L'hydrolyse des glucides comme 1’amidon est réalisée par un groupe d'enzymes hydrolytiques,
qui sont les o-amylases salivaires et pancréatiques et les o-glucosidases intestinales
(Apostolidis et Lee, 2010). Ces enzymes jouent un rdle clé¢ dans le contrdle de la glycémie
(Sahnoun et al., 2017), en retardant la digestion des glucides, conduisant ainsi a une faible
glycémie postprandiale (Senthil ez al., 2019). Les médicaments disponibles qui agissent contre
ces enzymes sont l'acarbose, le miglitol et le voglibose. Bien évidemment, ces médicaments
doivent étre pris avant ou au moment du repas contenant des glucides digestibles et non pas des
monosaccharides car ils n’empéchent pas 1’absorption de glucose (Nachar, 2014). Bien que ces
médicaments sont efficaces, ils présentent néanmoins des effets secondaires principalement :
les gaz, la distension abdominale et la diarrhée (Apostolidis et Lee, 2010; Dey et al., 2002).
Par ailleurs, ces effets indésirables peuvent €tre causés par l'inhibition excessive de 1'a-amylase
pancréatique entrainant ainsi une fermentation bactérienne anormale des glucides non digérés

dans le colon (Apostolidis et Lee, 2010).

- Les inhibiteurs de SGLT2, une nouvelle classe de médicaments antidiabétiques. Ils stoppent
la réabsorption du glucose dans les tubules rénaux permettant ainsi leur €élimination par les
reins. Egalement, ils diminuent la prise du poids, la pression artérielle et le taux de cholestérol

(El Hamaoui El Nachar, 2014).

- La phytothérapie antidiabétique : Un grand nombre de médicaments antidiabétiques sont
efficaces et disponibles sur le marché pharmaceutique contre le diabéte. Cependant 1’échec total
de trouver un traitement qui guérit totalement cette maladie et en raison des effets secondaires
indésirables qui accompagnent systématiques ces médicaments, fait qu’il y a une demande de
nouveaux composé€s pouvant traiter le diabeéte (Mamun-or-Rashid ez al, 2014). Parmi les

solutions recommandées, la phytothérapie antidiabétique qui connait a ce jour un essor
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important en raison de leur origine naturelle et de moins d'effets secondaires (Mamun-or-
Rashid et al., 2014; Mbodj, 2003). Dans ce contexte, de nombreux chercheurs se concentrent
dans la découverte de nouveaux inhibiteurs puissants (Nia et al., 2020; Yousuf et al., 2020) qui
constituent un vrai challenge pour les systemes médicaux (Telli, 2017). Les actions biologiques
des plantes utilisées comme médicaments alternatifs pour traiter le diabete sont liées a leur
composition chimique (Nair ef al, 2013). En effet, les plantes riches en substances naturelles
bioactives trés diversifiées, telles que les composés phénoliques (acides phénoliques,
anthocyanes, flavonoides, lignanes et tanins), les alcaloides, les terpénoides, les coumarines et
autres constituants ont montré des résultats intéressants dans la réduction de la glycémie
(Mamun-or-Rashid et al, 2014; Masunda ef al, 2014). Plusieurs especes de plantes
médicinales ayant une activité antidiabétique potentielle sont traditionnellement utilisés depuis
longtemps dans de nombreux pays (Nair et al., 2013). En médecine traditionnelle africaine,
plusieurs familles de plantes utilisées couramment ont fait 1’objet d’une recherche sur leurs
effets antidiabétiques, presque 185 especes appartenant a 75 familles ont prouvé leur efficacité,
51% de ces especes proviennent de I’Afrique de I’Ouest et 21,91% de I’Afrique du Nord
(Mohammed et al., 2015). A titre d’exemple, la famille des Curcurbitaceae avec Momordica
charanti, ou encore celle des Liliacées avec Allium cepa (Mbodj, 2003). Dans les pays
Maghrébins comme 1’ Algérie, (Allali et al., 2008) ont mentionné 58 especes utilisées pour
réduire le taux de glucose sanguin telles que Trigonella foenum graecum (Leguminosae),
Citrullus colocynthis (Cucurbitaceae), Saccocalyx satureioides (Labiatae), Berberis vulgaris
(Berberidaceae), Aloe vera (Liliaceae) et Globularia alypum (Globulariaceae). Notamment,
(Azzi et al., 2012) ont recensé 60 especes antidiabétiques appartenant a 32 familles comme :
Trigonella foenum-graecum, Rosmarinus officinalis, Citrullus colocynthis, Tetraclinis
articulata, Artemesia herba-alba, origanum compactum et Punica granatum. De méme,
Pistacia atlantica a été utilisé traditionnellement pour contrdler la glycémie et cette pratique a
été authentifiée scientifiquement (Ben Ahmed ez al., 2021). En effet, I’activité¢ hypoglycémique
des différentes parties de Pistacia atlantica a été démontrée par plusieurs auteurs (Behmanesh
et al., 2020; Ben Ahmed et al., 2021; Ben -Ahmed ef al., 2018; Hamdan et Afifi, 2004;
Hashemnia et al., 2015; Hosseini ez al., 2020; Kasabri et al., 2011).
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1 Maladie d’Alzheimer

La maladie d'Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative multifactorielle et
mortelle (Ismaili e al., 2016) qui commence généralement lentement et s'aggrave avec le temps
(Oztaskin et al., 2015). La MA a été signalée pour la premiére fois par le psychiatre Alois
Alzheimer en 1906 comme étant une maladie rare (Roldan-Peiia ef al., 2019). Ce trouble
neuropsychiatrique qui était rare est devenu de nos jours la principale forme de démence sénile;
environ 70% des cas peuvent étre attribués a la maladie d'Alzheimer (Holtzman et al, 2011),
touchant jusqu'a 5% des personnes de plus de 65 ans, passant a 20% de celles de plus de 80 ans
(Nogara et al., 2015). En 2016, Alzheimer's Disease International, la fédération mondiale des
associations Alzheimer, a estimé que 47 millions de cas ont déja été atteints par ce type de
démence et a prévu que 131 millions de personnes seraient touchées en 2050 (Oukoloff et al.,
2019). Elle est cliniquement associée par une perte de mémoire, des difficultés a se souvenir
des conversations récentes, des noms ou des événements, 1'apathie, la dépression et des troubles

cognitifs (Atanasova et al., 2015; Oukoloff et al., 2019).

2 Neuropathologie de la maladie d’Alzheimer

Le cerveau est un immense réseau de communication constitué de multiples ramifications
et composé¢ de 100 milliards de cellules nerveuses (neurones). Les signaux qui circulent a
travers ces neurones sous forme de charges ¢électriques forment la base des souvenirs, pensées,
€émotions et sensations et les zones de contact entre deux cellules appelées synapses passent les
neurotransmetteurs permettant ainsi la transmission d’informations entre les cellules (Degandt,
2019).

Dans la maladie d'Alzheimer, les cellules nerveuses et les synapses sont détruites
progressivement et irréversiblement dans certaines régions du cerveau. Cette perte conduit a
une atrophie cérébrale (Figure 42) et I’augmentation du stress oxydatif a I’intérieur du cerveau

(Serrano-Pozo et al., 2011).
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Alzheimer

Figure 42: Photographies d’un cerveau sain (a gauche en haut) et d’un cerveau atteint de la
MA (a droite) et d’une coupe coronale des deux cerveaux (Carret-Rebillat, 2014).

Par ailleurs, I’observation d’un cerveau atteint d’Alzheimer au microscope révele la
présence de dépdts d’agrégation extracellulaire de plaques séniles (protéine -amyloide) ; des
dégénérescences neurofibrillaires induites par la phosphorylation anormale des protéines tau

intracellulaires (Figure 43) (Carret-Rebillat, 2014).

cerveau normal Alzheimer

By e SRR

SRR LN

Figure 43: Formation de plaques séniles (amyloides) et de dégénérescences neurofibrillaires

au cours de la maladie d’ Alzheimer (Viaules, 2016).
2.1 Protéine p amyloide

Le peptide B amyloide qui est le constituant principal des plaques séniles, provient du
clivage enzymatiques d’une protéine transmembranaire précurseur de I’amyloide APP
(Amyloid Precursor Protein) (Carret-Rebillat, 2014). Lorsque le clivage de la protéine APP
se fait par les enzymes sécrétase a et v, il y a la formation de deux peptides AICD (App
Intracellular Domain) et P3 qui sont solubles (voie non-amyloidogénique) (Degandt, 2019;

Viaules, 2016). Ce dernier est inoffensif car rapidement dégradé (Carret-Rebillat, 2014). Par
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contre, si le clivage de la protéine APP est produit par les enzymes sécrétase B et vy, cela
entrainera la formation d’un peptide AICD et de deux peptides amyloides , AP de 40 acides
aminés (AP 40) qui est une forme soluble et AP de 42 acides aminés (AP 42) qui est une forme
insoluble, conduisant a la formation des plaques séniles (voie amyloidogénique) (Figure 44)

(Degandt, 2019).

Baye
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Figure 44: Le clivage de I'APP par I'enzymes a, B, y et € sécrétase générant les peptides P3,
AICD et AP (40 et 42) (Mokhtar et al., 2013).

La formation des AP (40 et 42) conduit a un dysfonctionnement synaptique, une
perturbation de I’homéostasie du calcium et une phosphorylation de Tau (LaFerla et al., 2007).
En effet, Ces plaques amyloides causent la perte de la fonction de I’ APP avec pour conséquence
une altération de la membrane cellulaire et une entrée importante de calcium, provoquant ainsi
une réaction inflammatoire, puis la mort neuronale (Degandt, 2019). De plus, ils sont capables
d’inhiber I’enzyme glutamine synthétase responsable de la génération de la glutamine a partir
du glutamate. Une accumulation de ce dernier suscite une surstimulation des récepteurs NMDA
(N-méthyl-D-aspartate) qui sont toxiques, favorisant la formation de radicaux libres a I’intérieur
du neurone et entrainant une surexpression d’APP, ce qui fait une augmentation de la synthese

de peptide AP (Viaules, 2016).
2.2 Dégénérescences neurofibrillaires

La protéine tau (Tubulin-Associated Unit) est une protéine neuronale liée aux microtubules
qui sont des filaments du cytosquelette, permettent de transporter les matériaux synthétisés du
corps cellulaire vers les terminaisons nerveuses (Carret-Rebillat, 2014). Ces protéines

stabilisent les microtubules dans les neurones, contrdlent le transport axonal (Benamar, 2016)
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et servent a la communication des neurones entre eux (Viaules, 2016). La stabilisation et la
fonctionnalité de la protéine tau sont assurées par la phosphorylation de certains acides aminés
tels que la sérine et la thréonine qui la composent (Degandt, 2019). Dans le cas de la maladie
d’Alzheimer, une hyperphosphorylation anormale de cette protéine est observée, provoquant

ainsi une baisse de son affinité pour les microtubules (Iqbal ef al., 1986).

La protéine tau se polymérise en se reliant en elle-méme (Viaules, 2016), formant alors
des paires filaments appariés en hélice (PHF) autour du noyau et dans les prolongements
cellulaires (Degandt, 2019), ensuite forment des structures neurofibrillaires (Benamar, 2016)
appelés dégénérescences neurofibrillaires (DNF) (Viaules, 2016) comme le montre la figure
45. C’est donc ceci qui va troubler I’organisation du bon fonctionnement du neurone (Degandt,
2019) et un dysfonctionnement synaptique et neuronal conduisant a sa mort (Viaules, 2016).
Cependant, les DNF ne sont pas spécifiques de la maladie d'Alzheimer, c’est leur association
aux peptides amyloides B et leur distribution dans le cerveau qui indiquent la présence de cette

maladie (Delacourte, 2006).

Neurone sain Neurone malade

Dégénérescences
neurofibrillaires

Microtubules

Protéines Tau

Désintégration des microtubules

Figure 45 : Représentation de la protéine tau a I’intérieur d’un neurone sain et malade'

2.3 Stress oxydatif

Le stress oxydatif joue un role important dans la maladie d’Alzheimer (Degandt, 2019).
Effectivement, les neurones en voie de dégénérescence présentent des taux élevés d'oxydation
des protéines, des lipides membranaires et de I'ADN (Tetu, 2005) mais aussi une perturbation
de I'homéostasie aux ions métalliques (Fe, Cu et Zn), pouvant atteindre jusqu’a trois fois leurs
concentrations normales (Kozlowski ez al., 2012). La protéine 3 amyloide en se liant au cuivre,
stimule la production d'espéces oxygénées réactives comme OH" au niveau intracellulaire,

contribuant par la suite aux dommages oxydatifs des molécules (Degandt, 2019).

'https://www.neuromedia.ca/degenerescences-neurofibrillaires/
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Notamment, le précurseur de la protéine  amyloide (APP) a la capacité de se lier et de réduire

le cuivre (Equa. 19) (Tetu, 2005):

APP-Cu*>—APP-Cu* (Equa. 19)
Aprés la formation du complexe APP-Cu ™, le peroxyde d'hydrogéne arrache un électron au

cuivre pour former le OH" (Equa. 20) :

H:20: + Cu* — OH" + OH-+Cu?** (Equa. 20)
Le radical OH" une fois généré peut oxyder tous les acides aminés des protéines en particulier
la proline, I’arginine et la lysine. Ces protéines oxydées sont ensuite détruites par les protéases

qui sont activées par le calcium intracellulaire (Tetu, 2005).

2.4 Dysfonctionnement des systemes de neurotransmetteurs
2.4.1 Voie cholinergique

L'acétylcholine (ACh) est un neuromédiateur trés abondant dans le systéme nerveux central
(SNC) (Viaules, 2016) et le systeme nerveux périphérique (SNP) (Degandt, 2019) (Figure 46).
C’est un ester formé a partir de la molécule choline et d’un groupement acétyl provenant de
I’acétyl-coenzyme A (issu du métabolisme du glucose) via I’enzyme choline acétyltransférase
(Viaules, 2016). C’est le seul neurotransmetteur qui n’est pas synthétisé a partir d’un acide
aminé (Degandt, 2019). Une fois synthétisée, I’ACh est stockée dans des vésicules situées au

niveau des terminaisons présynaptiques (Viaules, 2016).

En plus d’étre un neurotransmetteur, 1'acétylcholine remplit d’autres fonctions comme la
stimulation de la contraction musculaire; la contribution dans la mémoire et la cognition et la

modulation des zones responsables de la motivation, I’excitation et I’attention (Degandt, 2019).

H3CTO\/\N+/CH3
| CH,
o] CH;

Figure 46 : Structure chimique de la molécule I’acétylcholine.
Lorsque I’ACh transmet I’influx nerveux au neurone post-synaptique, elle se sépare du
récepteur et se dégrade en choline et acide acétique par 1’action de I’acétylcholinestérase
(AChE) qui se trouve dans la fente synaptique (Figure 47). Ces deux molécules obtenues sont

recyclées dans le bouton synaptique pour reformer I’ACh (Viaules, 2016).
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Figure 47: Hydrolyse de I’acétylcholine par 1’acétylcholinestérase en acide acétique et
choline (Tetu, 2005).

Chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer, une détérioration de la voie
cholinergique a été observée (Degandt, 2019). En effet, la formation des peptides amyloides 3
et des protéines tau hyperphosphorylées perturbent la transmission cholinergique, en diminuant
la libération et la syntheése de I’ACh. Ce dysfonctionnement de la voie cholinergique provoque
des troubles cognitifs (Viaules, 2016). Il a été constaté que les concentrations cérébrales en
ACh se réduisent progressivement au fur et a mesure que la MA évolue (Viaules, 2016),
principalement dans les deux régions qui sont le néocortex et I’hippocampe (Benamar, 2016)
mais aussi dans les principales régions de synthése de I’ACh qui sont les régions profondes du
cerveau antérieur (le proancéphale basal contenant des grosses cellules cholinergiques appelées

noyau basal cholinergique ou bien noyau basal de Meynert) (Viaules, 2016).

3 Traitements de la MA

A T’heure actuelle, il n’y a aucun traitement curatif de la MA, ceux qui sont proposés et
retrouvés sur le marché pharmaceutique permettent uniquement de ralentir les symptomes de

la maladie (Benamar, 2016).

3.1 Inhibiteurs de ’acétylcholinestérase

L’acétylcholine (ACh), le butyrylcholine (Bch) et le succinylcholine sont tous hydrolysés
par les cholinestérases, donnant un acide carboxylique et une choline (Benamar, 2016).
L’acétylcholinestérase (AChE) est une enzyme prédominante dans le SNC (Viaules, 2016)
mais elle est également localisée dans les jonctions et les membranes neuromusculaires
(Benamar, 2016). Tandis que la butyrylcholinestérase (BChE) est retrouvée principalement a
I’extérieur du SNC (Viaules, 2016) au niveau plasmatique, dans les différents tissus comme le
foie, I’intestin, les poumons, le cceur et les muscles (Benamar, 2016). Cependant, sa
concentration est fortement augmentée dans le cerveau des patients souffrant de la MA
(Parsons et al.,, 2013). Ces deux enzymes montrent une grande similarité vis-a-vis de la
composition, de la structure tridimensionnelle et du site catalytique (Benamar, 2016). L une

des principales thérapies symptomatiques de la MA consiste a inhiber de fagon réversible ou
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lentement réversible I’enzyme AChE, favorisant ainsi I’action de I’ACh dans la fente

synaptique (Farlow et Cummings, 2007). Parmi les inhibiteurs des cholinestérases :

-Donépézil (Figure 48): est un inhibiteur spécifique a I’AChE, ayant une meilleure affinité par
rapport aux autres inhibiteurs et réversible (Viaules, 2016). Par ailleurs, le donépézil stimule
les récepteurs cholinergiques nicotiniques qui sont situés a la surface des neurones dont le but

de favoriser la transmission cholinergique (Angelantonio et al., 2004).

Paaleue

Figure 48 : Structure chimique de la molécule donépézil.

-Rivastigmine (Figure 49) : est un inhibiteur pseudo-irréversible (lentement réversible) de
I’AChE. 1l ajoute un groupement carbamate a 1I’enzyme, formant ainsi un complexe lentement

hydrolysable. Cet inhibiteur a également une affinité avec I’enzyme BChE (Viaules, 2016).

\N/LO
)

Figure 49 : Structure chimique de la molécule rivastigmine.

-Galantamine (Figure 50) : est un alcaloide tertiaire isol¢ a partir de plantes de la famille
Amaryllidaceae comme la jonquille (Narcissus jonquilla), le perce-neige (Galanthus nivalis L.)
(Viaules, 2016), ou encore flocon de neige de printemps (Leucojum vernum L.) (Benamar,
2016). Elle est également spécifique et réversible a I’AChE, donc n’a pas d’action sur la BChE)
(Viaules, 2016). De plus, elle permet de potentialiser I’action de I’ACh en se fixant aux
récepteurs nicotinique (Viaules, 2016) et d’améliorer les performances cognitives chez les
patients souffrant de la MA (Benamar, 2016; Caramelli ef al., 2004; Grossberg et al., 2006;
Takada-Takatori et al., 2006).
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Figure 50 : Structure chimique de la molécule galantamine.

-Physostigmine (Figure 51) : est un alcaloide extrait de la féve de Calabar (Physostigma
venenosum Balf). Elle est considérée comme une excellente inhibitrice de 1’AChE, cependant

présente une mauvaise absorption intestinale chez les humains (Benamar, 2016).

Figure 51 : Structure chimique de la molécule physostigmine.

-Huperzine A (Figure 52) : est un alcaloide isolé d’une plante chinoise (Huperzia serrata

Thunb). 11 inhibe réversiblement et sélectivement 1’AChE (Bai et al., 2000).

Figure 52 : Structure chimique de la molécule huperzine A.

3.2 Antagoniste du glutamate

Une nouvelle approche thérapeutique a été¢ mis en place comme antagoniste du glutamate
(Viaules, 2016). En effet, dans les conditions pathologiques de la MA, I’hyperactivation des
récepteurs NMDA di a la forte teneur en glutamate conduit & une augmentation anormale du
calcium dans la cellule, entrainant par la suite la formation des radicaux libres et favorisant
méme le processus de 1’apoptose (Benamar, 2016). C’est pour cette raison qu’il est nécessaire
de bloquer les récepteurs NMDA par 1’action des antagonistes. La mémantine (Figure 53) est
un antagoniste non compétitif des récepteurs glutamatergiques (Viaules, 2016). Elle se fixe au

récepteur NMDA, ce qui va entrainer le blocage de I’action du neuromédiateur (le glutamate)

76



Chapitre 06 : Maladie d’Alzheimer

et donc empécher I’entrée du calcium. De surcroit, lorsqu’il est en association avec le donépézil,

il permet I’amélioration des fonctions cognitives (Benamar, 2016).

H
H /
N

Figure 53 : Structure chimique de la molécule mémantine.
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Chapitre 01 : Etudes in vitro (dosage, identification des molécules, évaluation de I’activité
antioxydante et inhibitrice sur a-amylase et Acétylcholinestérase)

Ce travail a été réalisé au sein de laboratoire de Recherche des Sciences Fondamentales a
I'Université Amar Telidji de Laghouat. A I’exception de I’étude de I’activité inhibitrice de
I’acétylcholinestérase qui a été effectuée au laboratoire de la polyclinique de Djelfa. Ce chapitre
est consacré a I’ensembles des études expérimentales in vitro tels que les dosages quantitatifs,
les analyses qualitatives et les activités biologiques, a savoirs les activités antioxydantes et
enzymatiques des extraits hexaniques (lipides) et méthanoliques des galles de Pistacia

atlantica.

1 Matériel et Méthodes
1.1 Matériel végétal

Les galles des arbres de Pistacia atlantica utilisées dans la présente étude ont été
récoltées dans la wilaya de Laghouat, au cours de deux périodes : la premiere période de juillet
a novembre 2010, localis¢ a 40 Km au sud de ville de Laghouat et la deuxiéme de juillet a
septembre 2016 dans différentes localités, a savoir '40Km au sud de Laghouat sur la RN1' (site
1), 'Kheneg' (site 2), ' Ain Madhi ' (site 3), 'Bordj Nili' (site 4), ' El Ghicha' (site 5) et 'Bahria’
(site 6) (Figure 54).

Le choix des deux années de récoltes se justifie par : les galles de 2010 ont fait 1’objet
de notre précédente étude de magistére, donc c’est une continuité. Par contre pour celles de
2016, la collecte des deux formes de galles (sphériques et semi-circulaires) nous a incité a faire
une comparaison de la composition et des éventuelles activités biologiques étudiées entre les
deux formes. De plus, le mois de collecte entre juillet et novembre a été choisi par rapport a la

période de la production des galles.
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Figure 54 : Emplacement géographique des sites de récolte des galles de Pistacia

atlantica de la région de Laghouat (Google Earth Pro, 2021)

Les 10 échantillons de 2010 ainsi que les 14 échantillons de 2016 ont été étalés sur
papier, laissés a température ambiante dans une pie¢ce aérée a I’abri de la lumicre. Une fois
séchés, les galles ont été concassées, nettoyées a sec pour éliminer les insectes et les ceufs,
broyées, tamisées et conservées dans des sacs en papier jusqu’a leurs utilisations. Les
¢chantillons de 2010 (Figure 55) ont été divisés en deux groupes : galle male (n = 5) et galle
femelle (n = 5). Tandis que, les échantillons de 2016 ont été divisés en deux groupes selon la

forme (sphérique et semi-circulaire) (Figure 56).

Figure 55 : Galles de Pistacia atlantica récoltées en 2010.
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Figure 56 : Forme sphérique (a) et semi-circulaire (b) des galles de Pistacia atlantica

récoltées en 2016 (photos prises par Hefied fatiha).

Un code a été attribué pour chaque échantillon de 2010 indiquant respectivement le
genre de la galle et le mois de récolte (Tableau 03). Ainsi, par exemple, le code GM 07 indique
la galle male, récoltée en juillet. Pour ceux de 2016, le code indique respectivement la forme
de la galle, le mois de récolte et le site (Tableau 04). Ainsi, par exemple, le code GS.8.1 indique

une galle sphérique, récoltée le mois d’aout du site 1.

Tableau 03 : Les caractéristiques des échantillons de galles de P. atlantica récoltés en 2010.

Ech. Forme des Mois de récolte Sites de Latitude Longitude  Altitude
galles récolte
GM.07 Sphérique Juillet Site 1 33.76 °N 2.93°E 765 m
GM.08 /! Aot /! // // /!
GM.09 /l Septembre /! // // /!
GM.10 /! Octobre /! // // /!
GM.11 /l Novembre /! // // /l
GF.07 /! Juillet /! // // /!
GF.08 /! Aot /l // // /!
GF.09 /l Septembre /! // // /!
GF.10 /! Octobre /! // // /!
GF.11 /! Novembre /! // // /!

Source des données géographiques : https://www.wunderground.com/
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Tableau 04 : Les caractéristiques des échantillons de galles de P. atlantica récoltés en 2016.

Ech. Forme des Mois de Sites de Latitude Longitude  Altitude
galles récolte récolte
GS.8.1 Sphérique Aot Site 1 33°30'37.7"N  2°59'32.58"E 873 m
GS.9.2 // Septembre Site 2 33°44'43.42"N  2°47'43.48"E 784 m
GS.9.3 // Septembre Site 3 33°38'47.37"N  2°47'10.79"E 906 m
GS.7.4 // Juillet Site4  33°24'29.08"N  3°1'36.70“E 835 m
GS.8.4 // Aot Site 4 // // /!
GS.9.4 /l Septembre Site 4 /l /l /l
GS.7.5 // Juillet Site 5 33°55'47.26"N  2°8'37.61"E 1163 m
GS.8.5 // Aot Site 5 // // /l
GS.8.6 // Aot Site 6 34°4'3.66"N 2°3'0.18"E 1430 m
GS.9.6 // Septembre Site 6 // // /l
GSC.7.5 Semi-circulaire Juillet Site 5 33°55'47.26"N  2°8'37.61"E 1163 m
GSC.8.5 // Aot Site 5 // // /l
GSC.8.6 // Aot Site 6 34°4'3.66"N 2°3'0.18"E 1430 m
GSC.9.6 // Septembre Site 6 // // /l

Source des données géographiques : Google Earth Pro

1.2 Méthodes expérimentales

Le plan expérimental est résumé selon I’organigramme suivant (Figure 57) :

-l
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Figure 57 : Organigramme de la démarche expérimentale pour les galles de P. atlantica.

1.2.1 Extraction des lipides

Afin d’extraire et de déterminer la teneur en lipide de nos échantillons récoltés en 2016, nous

avons choisi une méthode qui est basée sur I’extraction solide-liquide par 1’appareil Soxhlet.
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En utilisant I’hexane comme solvant pendant 12 heures. Le sulfate de sodium anhydre Na>SO4
a été ajouté dans I’extrait pour éliminer les traces d’eau pouvant se trouver dans 1’extrait. Apres
filtration, I’hexane a été évaporé sous pression réduite a 40°C. L’extrait lipidique a été placé
dans une étuve pendant 24 heures pour éliminer toutes traces de solvant restant, pesé pour
déterminer la teneur en lipide puis conservé dans des bouteilles brunes a 6°C jusqu’a
’utilisation. Le rendement de I’extrait lipidique a été exprimé en pourcentage de lipide dans

100g de maticre végétale (poudre de galles). Selon la relation :

Rendement en extrait lipidique (%) = (ﬂ) .100 (Equa. 21)

Mpy

Mgz and My sont la masse d’extrait lipidique (g) et la masse de la matiere végétale (g),

respectivement.

1.2.2 Séparation des fractions lipidiques (saponifiable et insaponifiable)

La méthode de séparation des deux fractions a ét€ mise en point au sein de notre laboratoire,
présentée dans la Figure 58. Une solution hydro-alcoolique de potasse KOH (0,5N) a été
ajoutée a 2g d’extrait lipidique. Le mélange a été chauffé a reflux pendant 1h30min. Apres
refroidissement, 100ml d’eau distillée a été ajoutée, puis 100ml d’HCI (10%), conduisant a
I’apparition d’une solution trouble, formation de deux phases; phase aqueuse (fractions
insaponifiables) et phase organique (Acides gras libres). A 1’aide d’'une ampoule a décanter, la
fraction insaponifiable a ét¢ extraite a trois reprises avec 100ml d’éther diéthylique, par contre
la fraction saponifiable a été extraite a trois reprises avec 100ml de dichlorométhane. Les
fractions ont été séchées avec le sulfate de sodium anhydre Na>SOg, filtrées et le solvant a été
évaporé sous pression réduite. Les deux résidus obtenus ont été mis dans une étuve pendant 24h

puis pesés.
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Figure 58 : Protocole de séparation des fractions saponifiable et insaponifiable de I’extrait

lipidique.
1.2.3 Préparation d'esters méthyliques d'acides gras

Les esters méthyliques d'acides gras (EMAG) ont été préparés selon le mode opératoire
suivant (Figure 59) : 0,5 g des acides gras libres (fraction saponifiable) ont été chauftfés a reflux
pendant 30 min avec 20 ml de solution méthanolique de sodium (NaOCH3 0,5%). Apres
refroidissement, 20 ml d'eau distillée ont été ajoutés. Les EMAG ont été récupérés par une
double extraction liquide-liquide en utilisant 50 ml de dichlorométhane, lavés plusieurs fois a
I'eau distillée et séchés a l'aide de sulfate de sodium anhydre (Na;SO4). Apres filtration et
¢vaporation du dichlorométhane, les EMAG ont été purifiés par flash chromatographie a 1’aide
d’une pipette pasteur remplie de gel de silice comme phase stationnaire et dichlorométhane

comme phase mobile (¢éluant).
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Hydrolyse et Estérification a reflux de 0,5 g d’AG libres

Formation des esters (R-COO-R,) —»

Apres refroidissement >
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\ 4
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Extraction par le dichlorométhane (50ml),
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v
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|
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Figure 59 : Protocole de préparation des EMAG.

1.2.4 Analyse par chromatographie en phase gazeuse (CPG)

L’analyse des EMAG a été réalisée dans un appareil de chromatographie en phase gazeuse
CPG (Chrompack CP 9002). Ce modele est équipé d'un détecteur FID, d'une injection en mode
Split (1/100) et d'une colonne capillaire Cp Sil 8 CB (30 m x 0,32 mm de diamétre interne, 0,25
um d'épaisseur de film). Les températures de l'injecteur et du détecteur ont été fixées
respectivement a 250°C et 280°C. L'azote a été utilisé comme gaz vecteur. Le volume
d'injection était de 0,8 pl. L'identification des EMAG a été réalisée en comparant les temps de

rétention des pics avec ceux des standards purs. Les résultats ont €té exprimés en pourcentage.

1.2.5 Dosage des tocophérols totaux (TT)

Le dosage des tocophérols totaux a été effectué selon la méthode de dosage

colorimétrique (Emmerie et Engel, 1938). Cette méthode repose sur une réaction
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d’oxydoréduction entre les tocophérols et le fer ferrique (Fe’") qui est réduit en fer ferreux
(Fe?"). Un complexe rouge-orange stable est formé entre Fe?* et le 1,10-phénanthroline ayant

un coefficient d’extinction élevé a 510 nm (Figure 60).

3+
Fe
1,10-Phé nanthroline complexe rouge-
~ B _orange _2+
a-TH
2+
Fe + n

Figure 60 : Formation du complexe stable 1,10-phénanthroline-fer.

Un volume de 1 ml de I’extrait lipidique et 1 ml de réactif 1,10-phénanthroline (0,4% dans
I'éthanol absolu) ont été mélangé, puis 0,5 ml de réactif au chlorure ferrique FeCls (0,12% dans
1'éthanol absolu) a été ajouté. Le mélange a été agité et laissé pendant 5 min. 1'absorbance a été
obtenue a 510 nm contre un blanc sur un spectrophotometre UV-Visible de type UV-1601
(Shimadzu, Kyoto, Japon). La teneur en tocophérols totaux a été calculée a partir de la courbe
standard de la vitamine E (Tocophérol) (Annexe 01) et exprimée en microgrammes équivalents

en tocophérol par gramme de lipide (mg T/g de L).
1.2.6 Dosage des stérols totaux (ST)

Le dosage des stérols totaux a été réalisé par une méthode spectrophotométrique suivant le
test de (Burke et al., 1974), basé sur la formation d’un complexe stable entre les stéroides
(possédant une double liaison en position 5-6) et I’anhydride acétique en milieu acide (Figure
61).

R R

" AC,0
HOAC/H,SO, “ SO, OO +S0,
HOO,S

@

HO

lon carbonium (3,5 Diene) Pentoenylic cation  cylestahexaene acide sulfonique

Figure 61 : La dérivatisation du cholestérol selon la réaction de Liebermann-Burchard

(Burke et al., 1974).

1 ml d’extrait lipidique a ét¢é mélangé a 2 ml du réactif de Liebermann (le réactif est

constitué de 60 ml d'anhydride acétique, 10 ml d'acide sulfurique concentré et 30 ml d'acide
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acétique). Ensuite, le mélange a été incubé pendant 25 min afin de permettre la coloration, de
se développer et de se stabiliser. L’absorbance a ét¢ mesurée a 550 nm. La concentration des
stérols a été calculée a partir de la courbe d'étalonnage B-sitostérol (Annexe 01) et exprimée en

microgrammes équivalents de B-sitostérol par gramme de lipide (mg S /g de L).

1.2.7 Extraction des composés phénoliques

Une quantité de 2 g de poudre de galles de P. atlantica a été macérée dans 40 ml de méthanol
pur pendant 48h avec renouvellement du solvant apreés 24 heures. Les extraits organiques ont
été regroupés, filtrés et le méthanol a été évaporé sous pression réduite a 45°C. Le résidu final
a été placé dans une étuve pendant 24 heures. Tous les échantillons ont été récupérés dans 10
ml de méthanol, conservés a 6°C jusqu’a l’utilisation. Le rendement total pour chaque
¢chantillon a été obtenu par le rapport entre la masse du résidu de I’extrait et la masse de maticre

végétale seche.

1.2.8 Dosage des composés phénoliques totaux (CPT)

La teneur totale des composés phénoliques a été déterminée par le réactif Folin-Ciocalteu
selon la méthode de Singleton & Rossi (Boussoussa ef al., 2014). Ce réactif est un acide de
couleur jaune constitu¢ de deux acides : acide phosphotungstique (H3PW12040) et acide
phosphomolybdique (H3PMo12040). Cette méthode implique 1'oxydation en milieu alcalin les
fonctions OH des composés phénoliques et la réduction du réactif en oxydes bleus de tungsténe
(W3023) et de molybdéne (Mo0gO23). Un volume de 100 ul d’extrait a ét€ mélangé avec 500 ul
du réactif de Folin-Ciocalteu (10 fois dilu¢). Apreés 3 min d’incubation, 2 ml de carbonate de
sodium Na;COs (2%) a été incorporé, les solutions ont été mélangées a I’aide d’un vortex et
immédiatement maintenues a [’obscurité pendant 30 min et a température ambiante.
L’absorbance a été déterminée a 760 nm. La teneur en CPT a ¢été déterminée a partir de la
courbe standard d’acide gallique (Annexe 01) et exprimée en milligrammes équivalents en

acide gallique par gramme de maticre végétale séche (mg AG/g MV).

1.2.9 Dosage des flavonoides totaux (FT)

La teneur totale en flavonoides (FT) a été analysée a 1’aide de la méthode colorimétrique
au trichlorure d'aluminium (Vongsak et al., 2013). Le complexe jaune flavonoide-aluminium

formé absorbe dans le visible a une longueur d’onde de 430 nm (Figure 62).
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AICI3

Quercetine Quercetine-AI"'+

Figure 62: Formation du complexe flavonoide-trichlorure d'aluminium (Amorim et al.,

2008).

Un volume de 500 pl d’extrait a été ajouté a 500 pl de la solution de chlorure d'aluminium
(AICl3,2%). Le mélange a été incubé a une température ambiante pendant 15 min. L'absorbance
a été mesurée a 430 nm. La teneur en FT a été déterminée a partir de la courbe standard de la
quercétine (Annexe 01) et exprimée en milligrammes équivalents en quercétine par gramme de

maticre végétale seche (mg Q/ g MV).
1.2.10 Dosage des tanins condensés (TC)

La teneur en tanin condensé a ét¢ déterminée par la méthode de la vanilline en milieu acide
décrite par (Broadhurst et Jones, 1978) avec quelques modifications. La vanilline est
spécifique des flavan-3-ols et des unités proanthocyanidines (Figure 63) et donc son utilisation
est largement recommandée pour estimer les tanins condensés. Le principe du dosage est basé
sur la substitution de la vanilline par un groupe hydroxyle phénolique, donnant un produit de

condensation de couleur rouge (Mohammed, 2008).

Vanilline “,
"OH

lo) H
Unité de proanthocyanidine ;@/ OH ol folige
(o)

Figure 63: Formation du complexe tanin condensé-vanilline (Schofield ez al., 2001).
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La vanilline (1%) a été¢ mélangé avec (v/v) de HCI1 (8%). Le réactif a été maintenu a une
température de 30°C. Un volume de 1 ml de la réactive vanilline a été ajouté a 200 pl d’extrait.
Le mélange a ensuite été laissé réagir a 30°C pendant 15 min. L'absorbance a été mesuré a 500
nm. Les résultats ont été déterminés a partir de la courbe d’étalonnage de la catéchine (Annexe
01) et estimés en milligrammes équivalents en catéchine par gramme de matic¢re végétale séche

(mg C/ g MV).
1.2.11 Evaluation de Pactivité antioxydante
1.2.11.1 Test du DPPH’ (2, 2-diphényl-1-picryl-hydrazyl)

Le test DPPH" a été¢ réalisé selon la méthode décrite par (Du et al., 2014) avec des
modifications mineures. Cette méthode est basée sur la réduction du DPPH" (couleur pourpre)
en présence d'un donneur d'hydrogéne H', le cas des composés antioxydants, donnant une
couleur jaune (Figure 64). La décoloration correspond a la capacité des extraits a piéger ces

radicaux libres. L absorbance mesure le DPPH’ restant a une longueur d’onde de 517 nm.

Diphenylpicrylhydrazine
Radical libre (couleur violet) Non radical (couleur jaune)

NO. \ / Antioxidant _ / ?

O,N N—N /

I\Z

Diphenylpicrylhydrazyl

Figure 64 : Réduction du radical libre DPPH" (Molyneux, 2004).

Un volume de 1 ml de solution méthanolique de DPPH™ (250uM) a été mélangé a 1 ml
d’extrait et agité a I’aide d’un vortex. Le mélange a été incubé pendant 30 min a 1’obscurité et
a température ambiante. La capacité antioxydante (CA) des composés phénoliques de 1’extrait
a été exprimée en milligrammes €quivalents en acide ascorbique (vitamine C) par gramme de
maticre végétale seche (mg AA/g MV) et celle des extraits lipidiques a été exprimée en
microgrammes €quivalents en tocophérol (vitamine E) par gramme de matiére végétale séche

(ug T/g MV). Le calcul de CA a été réalisé en utilisant 1’équation suivante :

AbsC—Abse

CA=( ). d.v (ﬁ) (Equa. 22)

Absc : Absorbance du controle (sans I’ajout de I’extrait) ;
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Abse : Absorbance en présence de I’extrait (DPPH’ restant apres la réaction avec I’extrait) ;
o : La pente de la courbe d’¢étalonnage de 1’acide ascorbique/ tocophérol (Annexe 02);

d : Nombre de dilution de I’extrait ;

v : Volume total de I’extrait (10 ml) ;

q : Quantité de poudre de galle utilisée pour l'extraction (g).

1.2.11.2 Test de FRAP

Le dosage du pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP) a été déterminé selon la
méthode de (Benzie et Strain, 1996) avec quelques modifications. Ce test a été réalisé pour
mesurer la capacité des extraits, a réduire le fer ferrique (Fe*"), présent dans le complexe [Fe*']
-TPTZ (2, 4, 6-tripyridyl-s-triazine) en fer ferreux [Fe’"] -TPTZ (couleur bleu) par transfére

d’¢électron et a un pH acide (Figure 65).

9@”? 9@%3

Fe "

N
/ =
Fe (1 + Antioxidant
=

Fe (I11)-TPTZ Fe (II)-TPTZ (couleur bleu)

Figure 65 : Réduction du fer ferrique (Fe**~TPTZ) en fer ferreux (Fe?*~TPTZ) en
présence d’antioxydant (Xiao et al., 2020).

Le réactif FRAP a été préparé en mélangeant 10 ml de tampon acétate (0,3 M, pH 3,6), 1
ml de TPTZ (10 mM dans HCI 40 mM), et 1 ml de FeCl3.6H>O (20 mM). Une quantité de 50
ul d'extrait a été ajoutée a 1 ml de réactif FRAP. Le mélange a été incubé a 37°C pendant 20
min et 'absorbance a été mesurée a 596 nm. La capacité de réduction ferrique a été déterminés
a partir de la courbe d’étalonnage de l'acide ascorbique (Annexe 02), puis exprimée en
milligrammes équivalents acide ascorbique par gramme de matiére végétale séche (mg AA/g

MV)
1.2.11.3 Test d’ABTS""

La capacité des antioxydants a piéger le radical cationique ABTS™" (2,2’-Azinobis-3-ethyl
benzothiazoline-6-sulfonic acid) a été estimée a I'aide du systeme (ABTS/peroxydase/peroxyde

d'hydrogéne) pour la formation du radical ABTS™", comme indiqué par la méthode (Chen et
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al., 2004) avec quelques modifications. Le radical ABTS"" a une couleur bleu-vert relativement
stable qui est mesurée a 417 nm. En présence d'un antioxydant tel que le trolox (acide 6-
hydroxy-2,5,7,8-tétraméthylchroman-2-carboxylique), le passage du radical ABTS™" a la forme
non radicalaire s’accompagne de la disparition de la couleur qui est proportionnellement a la

concentration d'antioxydants (Figure 66).
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Figure 66 : Réduction du radical cationique ABTS™" (Becker et al., 2019).

Le réactif final est constitué de 1 ml d'ABTS (20 mM), 1 ml de peroxydase de raifort (0,2
mg/ml) préparée en tampon phosphate pH = 6,9 et 150 ul de peroxyde d'hydrogeéne (1 mM).
Une quantité de 100 pl d'échantillon a ét¢ mélangée avec 1 ml du réactif final. La lecture a été
obtenue apreés 10 min d'incubation a 417 nm. L'activité antioxydante totale des extraits a été
calculée en comparant la décoloration ABTS avec le trolox. Les résultats ont été déterminés a
partir de la courbe d’étalonnage du trolox (Annexe 02) et exprimés en milligrammes

¢quivalents de trolox par gramme de matiere végétale seche (mg T/g MV).

1.2.12 Analyses des composés phénoliques par CLUP

Dans le but d’identifier les molécules bioactives présentes dans les galles de P. atlantica,
une analyse qualitative a été effectuée par CLUP I-Class (Waters, Milford, MA, USA) équipé
d'une pompe binaire, d'un dégazeur en ligne, d'un échantillonneur automatique, d'un four a
colonne et d'un détecteur a matrice de photodiodes (DMP) (Waters, Milford, MA, USA) et
couplé a un Spectrométre de masse en tandem QTOF (Waters) et d'une source ESI. Une
colonne Acquity BEH C18 UPLCR (Waters) (50 mm x 2,1 mm de diamétre interne et 1,7 pm
d’épaisseur) conditionnée a 40 °C a été utilisée. La séparation a été réalisée a un débit de 0,3
ml/min avec une phase mobile constituée de deux solutions, (A) : acide formique (0,1 %) et

B) : méthanol. Le gradient est programmé comme suivant ; 0 min, 15 % (B) ; 5 min, 30 % (B) ;
(B) g prog , B); , B);
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10 min, 40 % (B) ; 14 min, 45 % (B) ; 16 min, 45 % (B) ; 20 min, 55 % (B) et 25 min, 100%
(B). Un volume de 2 ul d’échantillon a été injectée et la détection a été effectuée a 254 nm. Les
solutions ont été fraichement préparées dans du méthanol avant I’injection et filtrées a travers
un filtre 3 membrane en cellulose régénérée de 0,22 m. Les données ont été traitées a 1'aide du

logiciel Waters Empower TM (Waters, MA, USA).

1.2.12.1 Spectrométrie de masse (MS)

La détermination des formules moléculaires des composés a été réalisée sur un spectrometre
de masse en tandem quadripdle-temps de vol (Q-TOF) XevoG2-S équipé d'une source
d’ionisation par ¢€lectronébuliseur (ESI) et qui opére en mode négatif. Les conditions pour la
source ESI ont été les suivantes : voltage de cone de 40 V ; voltage du capillaire de 3 Kv,
température de la source a 120 °C ; température du gaz de désolvatation a 450 °C et débit de 800
L/h. L'analyse des échantillons a été effectuée par acquisition indépendante des données MSF
(ou E représente 1'énergie de collision) en utilisant le mode de balayage complet de 50 a 1200
m/z, avec un temps de balayage de 1 seconde. L'acquisition de données a été accomplie en deux
fonctions continues. Dans la premicre, les données précurseurs ont été collectées sans énergie
de collision en mode MS, tandis que dans la seconde fonction MSF, les ions précurseurs ont été
davantage fragmentés en utilisant une énergie de collision élevée allant de 15 a 35 eV. Pour une
obtention plus précise des mesures de masse, les données ont été placés en centroide pendant
l'acquisition, une solution de référence de « lockmass », leucine-enképhaline a 200 pg/ml a été
introduit dans la source d’ionisation (ESI) et la correction de masse automatique a été activée.
La leucine-enképhaline (m/z 556,2771) a été dissoute dans l'acétonitrile et 0,1 % d'acide
formique (50 :50, v/v). Les données ont ét¢ traitées a 1'aide du logiciel MassLynx™ 4.1 avec le

programme MSF.

1.2.13 Tests d’inhibition enzymatique
1.2.13.1 Inhibition de P’activité a-Amylase (IAA)

L'activité inhibitrice sur I’a-amylase d’Aspergillus oryzae a été déterminée par la méthode
décrite par (Abirami et al., 2014) avec quelques modifications. Le principe de ce test est de
mesurer le pouvoir réducteur du maltose libéré lors de I’hydrolyse de I’amidon par a-amylase,
en utilisant l'acide 3,5-dinitrosalicylique (DNS). Le DNS (couleur jaune) réagit avec le groupe
carbonyle libre du sucre réducteur et est réduit en acide 3-amino-5-nitrosalicylique (couleur

rouge brique) dans des conditions alcalines (Miller, 1959) (Figure 67). L’intensité¢ de la
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coloration est proportionnelle a la quantit¢ de sucres réducteurs présents dans le milieu

réactionnel.
HO O HO o)
OH  Sucre réducteur OH
+ Sucre oxydé + H,0
O:N NO, O,N NH,
Acide 3,5-dinitrosalicylique Acide 3-amino-5-nitrosalicylique
couleur jaune couleur rouge brique

Figure 67 : Réduction du DNS par le biais de sucre réducteur.

Le mélange réactionnel a été préparé en mélangeant 200 pl d’un tampon de phosphate de
potassium (0,03 M ; pH=7), 100 pl de la solution a-amylase (0,5 mg/ml) et 100 pul d’extrait a
différentes concentrations (de 0,1 a 4 mg/ml pour les extraits méthanoliques et de 0,05 a 3
mg/ml pour les extraits hexaniques et les fractions insaponifiables). Apres une préincubation a
37°C pendant 5 min, 100 pl de substrat (10 mg/ml) a été ajoutée. La réaction enzymatique a été
incubée a 37°C pendant 4 min puis arrétée par I’addition de 1 ml de DNS (2,5 g de 3,5-
dinitrosalicylique, 5 g de phénol cristallin, 50 g double tartrate de Na et K, 0,125 g de sulfite de
sodium et 5 g NaOH sont dissous dans 500 ml d’eau distillée). Le mélange a été¢ chauffé a
100°C pendant 5 min, puis refroidi en ajoutant 3 ml d’eau distillée. Le mélange réactionnel
dépourvu d’extrait représente le contrdle et celui dépourvu de substrat représente le blanc du
test. La production de maltose a été mesurée a 530 nm. Des expériences préliminaires ont été
effectuées pour établir les conditions optimales et celles-ci ont été¢ jugées nécessaires : la
concentration du substrat (amidon) 10 mg/ml et le temps d’incubation 4 min. Le pourcentage
d’inhibition (PI) a été calculé a I’aide de 1’équation suivante :

Abs.—Abs,

PI(%) = (Tsc) . 100 (Equa. 23)

Abs. : Absorbance du controle (sans 1’ajout de 1’extrait) ;
Abse : Absorbance en présence de I’extrait.

Les activités des extraits ont été évaluées en déterminant la concentration de 1’extrait
qui inhibe 50% de I’activité¢ de I’enzyme (ICso0). Ce dernier a été déterminé a partir de la
régression linéaire de la courbe de pourcentage d’inhibition en fonction des concentrations
(Annexes 5, 6, 7 et 8). Le médicament Gluconova qui contient de 1’acarbose a été utilis€ comme

inhibiteur d’a-amylase de référence (3-10 mg/ml) (Annexe 04). Les parametres de la cinétique
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enzymatique ont été déterminés a 1’aide des courbe 1/V0 = £ (1/S0). Pour cela, une gamme de

concentrations croissantes de substrat (1-10 mg/ml) a été préparée.

1.2.13.2 Inhibition de P’activité Acétylcholinestérase (IAAChE)

L'activité inhibitrice des extraits sur ’EeAChE (Electrophorus electricus) a été évaluée par
la méthode colorimétrique d'Ellman avec quelques modifications (Ellman ez al., 1961). Cette
méthode repose sur le principe suivant : I’enzyme AChE hydrolyse le substrat acétylthiocholine
en thiocholine et en acétate. Le groupement thiol de la thiocholine réagit avec le réactif
d’Ellman DTNB (acide 5,5' dithio-bis-2 nitrobenzoique) entrainant la libération du TNB (acide
5-thio-2-nitrobenzoique) qui est un anion jaune. La figure suivante montre le principe de ce test
(Pohanka, 2014). La diminution de la coloration indique 1’inhibition de 1’enzyme par les

extraits testés, empéchant ainsi la formation de thiocholine.

HsC S. _O0 HO0 H3C SH 0
3
> \]/ o H3C_\N+f + H3C—/<
H3C™ | AChE / ]
CH; CH; H,C o
Acetylthiocholine Thiocholine Acétate
HO
A\ O
/N+ S\ //O
0 S N\+
(s :
OH
DNTB
\
HO HO
(0] (0]
0
3HC /\/S / /
N* ™~ Lo+ A
3HC/| S N\ HS N\
CH3 o Y-

TNB (anion jaune)
Figure 68 : Principe de la méthode d’Ellman (Pohanka, 2014).

Dans une plaque a 96 puits, 130 ul de tampon de phosphate de sodium (pH=8), 10 ul
d’extrait a différentes concentrations (de 0,05 a 1 mg/ml) et 20 ul de la solution AChE (0.05
mg/ml) ont été mélangés. Aprés 15 min de préincubation, 20ul de DTNB a été ajouté. La

réaction a ensuite été initiée par 1'injection de 20ul d'une solution d'iodure d'acétylthiocholine
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(2 mg/ml). La réaction enzymatique a été¢ incubée pendant 10 min. La production de 1’anion
jaune TNB a été détecté a une longueur d'onde de 405 nm en utilisant un lecteur microplaques
(DIALAB, ELX800G). Le mélange réactionnel dépourvu d’extrait représente le contrdle et
celui dépourvu d’enzyme représente le blanc du test. Le pourcentage d’inhibition (PI) a été
calculé en utilisant 1’équation (Equa.23). L’ICso des extraits a été déterminé a partir de la
régression linéaire de la courbe de pourcentage d’inhibition en fonction des concentrations
(Annexes 9, 10, 11 et 12). Le donépézil a été utilisé comme inhibiteur de référence (0.05 -0.3
pg/ml) (Annexe 04).

1.2.14 Analyse statistique

Tous les tests ont été effectués en triple a 1’exception des rendements ainsi que 1’activité
inhibitrice sur I’AChE qui a été réalisée en double. Les données ont été exprimées sous forme
de moyennes £ SEM. Les résultats ont été évalués par une analyse de variance (ANOVA), en
utilisant le test de Tukey, a 1’aide du logiciel Minitab ®18.1 (Minitab Inc., United States) afin
de détecter les différences significatives. Des valeurs de p <0,05 ont été considérées comme
significatives. La corrélation entre divers parameétres a également été étudiée par le test Pearson
(p <0,05). L'analyse en composantes principales (ACP) a été réalisée a I'aide de XLSTAT-Pro
version 2014 (Addinsoft, New York, NY).
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1 Résultats et discussion
1.1 Rendement d’extraction

Les extraits hexaniques (lipides) des galles de P. atlantica récoltées en 2016 ont montré un aspect
visqueux de couleur vert foncé qui se solidifient presque totalement a la température ambiante,
cela est probablement due a la composition des huiles en acides gras saturés et en cires et pour la
couleur verte peut s'expliquer par la présence de chlorophylle. Concernant les deux rendements, le
plus élevé et le plus faible des galles sphériques ont été observés chez les échantillons GS.8.5 et
GS.8.4 récoltés au méme mois d’aout mais de sites différents avec des valeurs : 4,63% et 2,70%
(m/m), respectivement et une moyenne de 3,65% (Tableau 05). Alors que ceux des semi-
circulaires, la teneur élevée a été obtenu chez les GSC.9.6 a une valeur de 7,64% et la plus faible
a été de 2,74% chez les GSC.8.6 avec une moyenne de 5,19%. Les galles semi-circulaires
produisent 2 fois plus de rendement que les galles sphériques. La différence des rendements peut
étre due aux origines, aux conditions environnementales qui affectent le développement des lipides
(Cherbi et al., 2017) ou encore les stades de croissance qui peuvent provoquer des variations
physiologiques et biochimiques capables de modifier la production de composés (Cirak and

Radusiene, 2019).

Tableau 05 : Rendement des extraits hexaniques (lipides) des galles de P. atlantica récoltées en
2016.

Extraits hexaniques (lipides) (%) m/m

Fraction saponifiable Fraction insaponifiable

Echantillons Lipide brute (m/m de lipide brute)
GS.8.1 3,40 75,23 7,38
GS.9.2 2,90 74,90 0,90
GS.9.3 3,20 77,40 0,90
GS.7.4 3,15 82,90 0,40
GS.8.4 2,70 70,60 1,40
GS.94 2,80 65,12 0,10
GS.7.5 3,33 87,64 1,10
GS.8.5 4,63 94,40 0,80
SG.8.6 3,54 91,21 0,10
GS.9.6 3,17 91,40 0,04

GSC.7.5 4,61 88,93 0,12
GSC.8.5 5,50 93,21 0,04
GSC.8.6 2,74 72,73 0,11
GSC.9.6 7,64 78,20 5,31

Si nous comparons nos résultats avec ceux de (Chelghoum et al., 2021) sur les teneurs en

huiles brutes des feuilles et des galles de P. atlantica, ces derniers ont varié entre 4,64 % a 7,52 %
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pour les feuilles, entre 2,77 % a 5,21% pour les galles sphériques et entre 3,018 % a 7,403 % pour
les galles semi-circulaires. Nous constatons des rendements proches aux notre. Cependant,
beaucoup plus faibles par rapport aux rendements trouvés par (Guenane, 2017) sur les fruits de P.

atlantica qui ont fluctués entre 6,73 % et 49,8%.

Concernant les extraits méthanoliques brutes (2010 et 2016), nous remarquons qu’ils
présentent un aspect visqueux de couleur marron foncé a 1’exception des galles semi-circulaires
qui ont une couleur rouge. De ce fait, la couleur marron foncé peut provenir d'une forte présence
des tanins condensés, résultant de la polymérisation de composés phénoliques. Alors que, la
couleur rouge peut tre due a la présence d'anthocyanes. Pour les galles 2010, le rendement a varié
de 69,05 a 88,90 % (m/m) pour les GM et de 53,60 a 76,80 % pour les GF (Tableau 06). Ainsi, le
rendement le plus conséquent a été obtenu pour les GM collectées au moins de septembre et

paradoxalement celles qui ont eu un faible résultat ont été enregistrée chez les GF du méme moins.

Tableau 06 : Rendement des extraits méthanoliques brutes des galles de P. atlantica récoltées en
2010.

Echantillons Extraits méthanoliques brutes (%)
m/m
GMO07 82,07
GMO08 88
GMO09 88,90
GM10 69,05
GM11 76,09
GF07 76,80
GFo08 67,03
GF09 53,60
GF10 54,73
GF11 61,80

Le Tableau 07 présente ’ensemble des résultats des rendements obtenus chez les galles
délipidées collectées en 2016. Le rendement le plus €levé pour les extraits méthanoliques des galles
sphériques a été enregistré chez les galles GS.8.6 collectées au mois d’aout avec une valeur de
82,40%, tandis que le plus faible a été enregistré chez les galles GS.9.3 récoltées au mois de
septembre avec une valeur de 36,40% et une moyenne de 59,36%. Pour la majorité¢ des galles
sphériques, le rendement est proportionnel a I’altitude des sites. Pour les semi-circulaires, il est
compris entre 28,90% (GSC.9.6) et 39,20% (GSC.7.5) avec une moyenne de 34,04%. La
comparaison entre les deux formes indique que les galles sphériques ont un rendement 2 fois plus

important par rapport aux galles semi-circulaires.
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Tableau 07 : Rendement des extraits méthanoliques brutes des galles de P. atlantica récoltées en
2016.

Extraits méthanoliques brutes (%)

Echantillons m/m
GS.8.1 61,32
GS.9.2 54,30
GS.9.3 36,40
GS.7.4 60,80
GS.8.4 48,20
GS.9.4 39,90
GS.7.5 64,22
GS.8.5 65,45
SG.8.6 82,40
GS.9.6 68,65

GSC.7.5 39,20
GSC.8.5 36,84
GSC.8.6 36,42
GSC.9.6 28,90

1.2 Analyse des acides gras par CPG

L'identification des EMAG par 1’analyse CPG, nous a permis de détecter 16 AG avec une
certaine variabilité dans les 14 échantillons. Les résultats de la composition en acides gras des
galles de P. atlantica sont résumés dans le tableau 08. A notre connaissance, une seule étude a été

réalisée par (Chelghoum et al., 2021) sur la composition en acides gras des galles de P. atlantica.

Le pourcentage des acides gras saturés totaux dans nos extraits lipidiques a varié¢ de 33,13 % +
1,69 (SCG.8.6) a 67,38 % £ 1,99 (SG.8.6), ce résultat démontre que les galles sphériques ont plus
d’AGS totaux que les galles semi-circulaires. Parmi ces acides gras saturés, nous pouvons
mentionner : les AG saturés avec moins de 12 atomes de carbone, appelés acides gras saturés a
chaine courte et moyenne, ont été enregistrés et ont varié de 2,66 % (pour GS.9.4) a 17,28 % (pour
GS.9.6). De plus, I'acide palmitique (C16 :0) et I’acide docosanoique (C22:0) ont été majoritaires.
Pour l'acide palmitique a été dominant pour les échantillons (GS.8.1, GS.9.4, GS.7.5, GS.8.5,
GSC.7.5, GS.8.6 et GS.9.6) représentant des proportions entre 14,47 % et 34,86 %, par contre
pour le reste des échantillons (GS.9.2, GS.9.3, GS.7.4, GS.8.4, GSC.8.5, GSC.8.6 et GSC.9.6)
I’acide docosanoique a ét¢ dominant avec des proportions qui ont varié¢ de 12,18 % a 34,20 %. Les
acides tels que: I’acide laurique (C12:0), myristique (C14:0), margarique (C17:0), stéarique

(C18:0) et arachidique (C20:0) été également €t trouvés, mais en faibles proportions.

Concernant les AG insaturés totaux, le pourcentage a fluctué de 10,8 % + 1,67 (SG.8.5) 2 43,40
% + 2,66 (SG.7.4). Les acides palmitoléique (C16:1®7), oléique (C18:1®9), linoléique (C18:2w6),
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linolénique (C18:3w3), gondoléique (C20:1w9) et arachidonique (C20:4w6) ont été détectés dans
toutes les extraits lipidiques. L'acide linoléique et I’acide gondoléique ont été les composants
majoritaires, représentant respectivement 1,99 % a 19,86 % et 1,40 % a 21,86 %. Le rapport AG
insaturés/AG saturés a été faible dans tous les échantillons, allant de 0,27 a 1,14, méme constations
observée dans I’étude effectuée par (Chelghoum et al., 2021) sur les galles de P. atlantica qui a
enregistré des rapports allant de 0,27 a 1,22. Le niveau élevé d'AG saturés dans les extraits
lipidiques des galles de P. atlantica pourrait diminuer sa valeur nutritionnelle. En effet, en
comparant nos rapports AG insaturés/AG saturés par rapport a ceux des études réalisées par
(Guenane, 2017) et (Bentireche et al, 2019) sur les fruits de P. atlantica, ces dernieéres ont
enregistré des rapports beaucoup plus élevés allant de 3,18 + 0,38 4 4,58 £ 0,53 et de 3,66 + 0,60
a 5,19 £ 0,87, respectivement. Ces AGI ont été principalement représentés par 1’acide oléique
(C18:1m9) et I’acide linoléique (C18:2w6), attribuant ainsi une réelle valeur nutritionnelle par
rapport aux extraits lipidiques des galles. Selon (Orsavova et al., 2015), il a été constaté que
l'acide laurique (C12:0) ainsi que l'acide myristique (C14:0) augmentent les concentrations
plasmatiques de cholestérol total, le premier augmente la concentration du cholestérol LDL et le
second augmente la concentration des deux cholestérols LDL et HDL. Cependant, d’autres é¢tudes
réalisées par (Lawrence, 2013; Mensink et al, 2003) ont rapport¢ que le rapport entre le
cholestérol total et le cholestérol HDL est un marqueur plus spécifique des maladies coronariennes
par rapport a la valeur seule du cholestérol LDL. Les huiles riches en acides palmitiques (C16:0)

augmentent ce ratio.

Ces résultats montrent que les galles ne peuvent pas étre utilisés a des fins alimentaires di a
leur faible rendement en lipides, cependant ils pourraient €tre proposés comme un produit
cosmétique ou encore a des fins thérapeutiques. Ces derniers peuvent €tre prouvés dans les

prochaines études biologiques réalisées dans cette thése.
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Tableau 08 : Pourcentage des acides gras constitutifs de les extraits lipidiques des galles de P. atlantica.

Composition (%)

Acides gras

SG.8.1 SG.9.2 SG.9.3 SG.7.4 SG.8.4 SG.9.4 SG.7.5 SG.8.5 SG.8.6 SG.9.6 SCG.7.5 SCG.8.5 SCG.8.6 SCG.9.6
C6:0 1,84+0,2 122£0,12  1,49%0,15 - 0,84£0,13  0,71%0,12 Tr 2,3240,15 0,70£0,12  1,64+0,14 0,74+0,12 1,78+0,19 - -
C8:0 136+0,12  1,82+0,18  1,5140,15  1,54+0,16  1,09:0,16  1,14+0,16  2,24+0,18 4,56+0,17 3,17£021  1,65+0,14 1,340,14 1,1440,2 1,3240,15  0,8420,12
C10:0 12,03£035  5,77+025  1,18£0,12  7,13£0,31  8,88+0,27  0,81%0,12 3,11£0,2 1,57+0,12 1,3240,14 13,9904 1,620,19 0,42+0,12  2,35£0,2 10,92:0,3
C12:0 495£027  2,87+0,17  2,62+0,28 - 3,3240,2 7254026  4,35+0,24 3,0740,17 2,65£02  0,47+0,12 2,0540,19 0,66+0,12  1,06£0,15  2,60+0,19
C14:0 467403 287017  2.85+024  342+0,12  198+0,16  1,14+0,16  7,28+036 6,8940,2 15,7140,39  8,61+0,28 0,89+0,15 1,1340,16  2,74+023  3,65+0,24
C16:0 15,93£0,43  12,89+0,4  10,24+0,27 20,51£0,43 18,95+0,35  26,55:0,4  19,49+0,32  1447+0,36  34,86:0,43 19,02+0,37  20,00:0,42  7,11£0,28  10,39+0,39  7,19+0,28
C16:107 - 0,63+0,25 - - 1,894031  0,34£022  1,50£0,35 0,35+0,23 0,66£022  0,66+0,24 1,28+0,37 1,2240,5 0,9320,4 -
C17:0 2,58+0,16  2,54+0,22 - - - 0,25+0,12  1,11£0,17 0,88+0,13 0,54+0,12  1,64+0,16 0,63+0,12 5454026  1,68+0,15 -
C18:0 4435023 1,20+0,14 - - - 3,1240,18  5,39+0,29 1,97+0,19 4445023  434+02 4,49+0,31 1,5440,14  1,41%0,12 -
C18:109 491030  539+041 1984027  500£0,5  2,82+034  11,5240,67  6,37+047 2,85+0,36 5,13£0,59  4,80+0,33 4,49+0,39 1,354026  7,49+0,6 .
C18:206 13,84+0,76 325404  2,54+0,38  19,860,88  8,65:0,58  10,23%0,7  10,96+0,68  1,99+0,34 6,83£0,57  3,14£0,42  12,0240,72  4,98+0,47  10,4420,65  6,78+0,54
C18:303 3,1840,19  2,05+0,16 128402 4612027  2,36x0,19  1,78£024  2,92+0,16 0,87+0,14 1,6840,36  1,70£0,39 1,76+0,23 2124031 1,53£028  1,47+0,24
C20:0 Tr . . y . 1,88+0,12 y y y y . y . .
C20:109 4442049  947+049  11,98+0,62  10,38:0,6  9,6120,55  2,50£0,45  1,40£0,43 3,65£0,44 2,75:0,46  8,82+0,56 4,49£0,5 21,86+0,67 14,42+0,62  19,96:0,66
C20:406 2274022  4,85:037  4,28£039  3,55£041  3,56+04 4,45+0,43 - 1,09+0,16 1,88+0,15  2,79+0,18 5,72+0,45 3,5840,35  3,03%0,14  3,16£0,2
C22:0 7,8340,32 159303  34,20:041 2121204  21,93£036  7,360,22 - 4,25+0,13 3,99+0,15 - 8,88+027  39,51£0,42  12,18+0,3  33,68+0,38
AGT (%) 84,544434  72,75+4,03  76,1543,48 97,21+4,08 858844  81,0314,57  66,1243.85  50,784329 86314434 73274423  70,4+4,57 93,8544.45  70,97+¢438  90,2543,15
TAGS (%) 5594238 47,11£1,95  54,0041,62 53,81x1,42  61,74228  5021+1,86  42,97+1,76  39,98+1,62  67,38+1,99  51,36+1,81  40,64+191  51,63+1,61  33,13£1,69  58,88+1,51
TAGSM (%) 1523067 8814055  418:042  8,67:047 10812056  2.66+0.4 5,35+0,38 8,45+0,44 5194047  17,28+0,68 3,740,45 3,3440,51  3,6740,35  11,76+0,42
YAGMI (%)  935:0.79  1549+1,15  1396:0.89  1538+11 1432412 1436+134  9.27+1.25 6,85+1,03 8,54+127 1428143  1026+126 2443143  22,84+1,62  19,96+0,66
YAGPI (%) 1929117 10155093 812097 2802156 1457+1,17 1646137  1388:0.84  395:064  1039£1,08  7,63+0,99 19,5+1,4 10,68+1,13  15,00£1,07  11,4120,98
YAGI (%) 28,64+1,96 25,64+ 22,06£1,86  43,442,66  28,89+237  30,8242,71  23,1542,09 10,8£1,67  18,9342,35 21,914242  2976£2,66  35,1122,56  37,84+2,69  31,37+1,64
US (%) 0,51 0,54 0,41 0,81 0,47 0,61 0,54 0,27 0,28 0,43 0,73 0,68 1,14 0,53
RL(%) 3,37 2,89 3,19 3,15 2,66 2,78 3,33 4,63 3,54 3,17 4,61 5,49 2,74 7,64

Abréviations : AGT : Acides gras totaux ; ZAGS : Somme des acides gras saturés ; XAGSM : Somme des acides gras saturés a chaine moyenne ; XAGMI :
Somme des acides gras mono-insaturés; XAGPI : Somme des acides gras polyinsaturés; XAGI : Somme des acides gras insaturés ; I/S: ratio (insaturé/saturé);
RL : Rendement lipidique; Tr, trace.
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1.3 Teneurs en tocophérols totaux (TT)

Les tocophérols constituent une partie mineure de la fraction insaponifiable des corps
gras. Ce sont des antioxydants naturels présentes dans les huiles. Les résultats des teneurs en
tocophérols totaux des différents extraits hexaniques (lipides) des galles de P. atlantica sont
résumés dans le tableau 09. Une différence trés hautement significative entre les niveaux de
TT (p=0,0001) a été enregistrée a 1’aide du test tukey. Les teneurs chez les galles sphériques
ont varié¢ de 0,52 £ 0.1 mg T/g de L (pour GS.8.6) a 2,30 + 0,1 mg T/g de L (pour GS.9.6) avec
une moyenne de 1,32 = 0,1 mg T/g de L et une étendue de 1,80. Tandis que, chez les galles
semi-circulaires, les valeurs ont été comprises entre 1,74 + 0,2 mg T/g de L (pour GSC.9.6) a
3,73 £ 0,4 mg T/g de L (pour GSC.8.6) avec une moyenne de 2,40 + 0,2 (mg T/ g de L) et une
¢tendue de 2. Parmi I’ensemble des extraits, la plus grande quantité en TT a été enregistrée pour
les galles semi-circulaires au mois de septembre, dont la moyenne est 2 fois supérieure a celle
des galles sphériques. Les teneurs en tocophérols totaux ont présenté un niveau beaucoup plus
faible par rapport aux extraits lipidiques des galles étudiées par (Chelghoum et al., 2021) avec
des valeurs allant de 4,26 + 0,86 a 92,91 £ 6,52 mg T/ g de L pour les galles sphériques et de
23,22 +0,74 442,41 £ 0,20 mg T/ g de L pour les galles semi-circulaires. Ces différences sont
probablement dues au solvant utilisé pour I’extraction des lipides par le dichlorométhane qui

est plus polaire que I’hexane.
1.4 Teneurs en stérols totaux

Les résultats ont montré que les extraits hexaniques contiennent des quantités appréciables
de stérols (Tableau 09). Les teneurs en stérols ont fluctué significativement de 28,24 + 0,9 mg
S/g de L (pour GS.8.5) a 57,40 = 2,7 mg S/g de L (GS.7.5) avec une moyenne de 44,22 + 1,4
(mg S/g de L) et une étendue de 29,15 pour les galles sphériques et ont varié¢ de 20,70 £ 0,3 mg
S/g de L (pour GSC.9.6) a 84,54 + 4,9 mg S/g de L (pour GSC.8.6) avec une moyenne de 44,30
+ 1,8 (mg S/g de L) et une étendue de 63,70 pour les galles semi-circulaires. Ainsi, la valeur la
plus importante pour tous les échantillons a été obtenue chez les galles semi-circulaires en mois
d’aout. Nos résultats sont proches de ceux de ( Guenane, 2017) sur les huiles de fruits de
Pistacia atlantica. En revanche, ils sont 2 fois inférieurs aux résultats obtenus par (Harrat et

al., 2018) sur les huiles des feuilles de P. lentiscus.
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Tableau 09 : Teneurs en tocophérols totaux (TT) et stérols totaux (ST) dans les différents

extraits des galles de P. atlantica récoltés en 2016.

Echantillons TT (mg T/g de L) ST (mg S/de L)
GS.8.1 0,70%+ 0,1 51,33%+0.8
GS.9.2 1,249fe4 0.1 45,70%9+5 4
GS.9.3 1,604+ 0.4 45,649+3 3
GS.7.4 1,02¢fe+ 0,2 43,209+1.3
GS.8.4 1,60%%+ 0,2 50,22°+10.0
GS.9.4 1,50%+ 0,2 35,90%+5.6
GS.7.5 1,40%+ 0.4 57,40°+2.7
GS.8.5 1,429+ 0,2 28,24°+0.9
GS.8.6 0,528+ 0,1 38,98%e+5.1
GS.9.6 2,30°+ 0,1 45,7045 8

GSC.7.5 1,83%4+ 0,2 36,10%+1 .4
GSC.8.5 2,20+ 0,2 35,90%+2.0
GSC.8.6 3,73+ 0,4 84,54°+4.9
GSC.9.6 1,74%4+ 0,2 20,70+0.3

Notes : Les valeurs portant des lettres différentes sont significativement différentes (p < 0,05)
selon le test post hoc de Tukey. Lettres a—b—c—d—e—f : indiquent des concentrations
décroissantes.

1.5 Teneurs en composés phénoliques totaux

Au quotidien, les plantes sont confrontées a des conditions variables telles que le risque de
I’indisponibilité des nutriments, des attaques de ravageurs ou toutes autres formes de maladies
qui pourraient régresser sa croissance. C’est pour ces raisons qu’elles ont développées des
stratégies efficaces pour I’accumulation des ressources et des moyens de défense telles que les
composés phénoliques assurant leur survie dans 1’écosystéme (Royer et al., 2013). En effet,
I’impact des galles sur le fonctionnement de la plante-hote constitue un parasitisme. Toutefois,
semble bien supportée par la plante. Certains auteurs pensent que la formation de la galle est
une sorte de moyen de défense qui permet a la plante de limiter I’impact négatif du parasite

(Dauphin, 2012).

Afin d’évaluer la quantité¢ des composés phénoliques dans les galles males et femelles de
Pistacia atlantica récoltés en mois de juillet jusqu’au mois de novembre 2010, une analyse
quantitative a été réalisée. Le tableau 10 récapitule les résultats obtenus des teneurs en
composés phénoliques totaux (CPT), en flavonoides totaux (FT) et en tanins condensés totaux
(TCT) des extraits méthanoliques des galles males et femelles de P. atlantica. Les teneurs en
composés phénoliques totaux des extraits méthanoliques des galles males de P. atlantica ont

varié¢ de 159,80 £+ 6,6 mg AG/g (pour GM10) a 256,95 + 13,5 mg AG/g (pour GM09) avec une

104



Chapitre 02 : Résultats et Discussion des études in vitro

moyenne de 206,23 + 5,96 mg AG/g et une étendue de 97,15. Tandis que, ceux des galles
femelles ont été entre 143,25 + 8,6 mg AG/g (pour GF08) a 188,64 + 13,8 mg AG/g (pour
GF07) avec une moyenne de 170,54 + 0,81 mg AG/g et une étendue de 45,40. Parmi I’ensemble
des extraits, la quantité la plus importante en CPT a ét¢ enregistrée chez les galles males et cela

en mois de septembre.

En ce qui concerne, les extraits de 2016 récoltés au mois de juillet, aout et septembre
dans différents sites, une analyse quantitative a également été réalisée afin d’évaluer I’influence
possible de la forme des galles (sphérique, semi-circulaire), du temps et des sites de récolte des
galles P. atlantica. Les teneurs en composés phénoliques totaux, en flavonoides totaux et en
tanins condensés dans les extraits méthanoliques sont également présentées dans le tableau 10.
La teneur totale en composés phénoliques des différents extraits méthanoliques de galles
sphériques ont varié de 113,25 + 3,8 mg AG/g (pour GS. 9.4) a 328,61 + 12,6 mg AG/g (pour
GS.8.1) avec une moyenne de 191,29 = 3,11 (mg AG/g) et une étendue de 215,36. Les CPT des
galles sphériques ont été proportionnels a l'altitude des sites a l'exception de 1'échantillon
GS.8.1 qui est élevé a basse altitude. Tandis que ceux des galles semi-circulaires ont été compris
entre 103,1 = 2,5 mg AG/g (pour GSC.9.6) et 125,91 + 6,40 mg AG/g (pour GSC.7.5) avec
une moyenne de 119,38 + 2,57 (mg AG/g) et une étendue de 22,81. Les teneurs des formes
sphériques ont été significativement plus élevés (p < 0,01) que celles des formes semi-
circulaires (3 fois). Parmi tous les extraits, des quantités importantes de CPT ont été atteintes
en juillet et aolt et plus faibles en septembre. Nos résultats sont légérement supérieurs aux

extraits méthanoliques des galles étudi¢es par (Chelghoum ez al., 2021).

1.6 Teneurs en flavonoides totaux

De méme, les flavonoides suscitent un intérét particulier en raison de leurs propriétés
antioxydantes et de leurs effets synergiques avec d'autres antioxydants (Ben Ahmed et al.,
2017). Les teneurs totales en flavonoides des extraits méthanoliques (2010) ont vari¢ de 0,50 +
0,06 mg Q/g (pour GM08) a 0,93 + 0,05 mg Q/g (pour GM09) avec une moyenne ¢gale a 0,72
+ 0,03 mg Q/g et une étendue de 0,46 pour les galles males et des teneurs allant de 0,72+0,07
mg Q/g (pour GF10) a 1,44 + 0,03 mg Q/g (pour GF09) avec une moyenne égale a 1,03 + 0,05
mg Q/g et une étendue de 0,73 pour les galles femelles. Les flavonoides chez les galles femelles

récoltées en mois de septembre ont enregistré une quantité plus élevée.

La différence de teneur totale en flavonoides de tous les extraits méthanoliques (2016) était

significative (p = 0,0001) allant de 0,24 + 0,04 mg Q/g (pour GS.9.3) a4 0,63 + 0,13 mg Q/g
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(pour GS.8.5) avec une moyenne égale a 0,41 + 0,04 (mg Q/g) et une étendue de 0,39 pour les
galles sphériques et des teneurs variant de 1,83 + 0,36 mg Q/g (pour SCG.8.6) a 2,87 + 0,50
mg Q/g (pour GSC.9.6) avec une moyenne égale a 2,37 £ 0,51 (mg Q/g) et une étendue de 1,04
pour les galles semi-circulaires. De plus, la quantité de flavonoides dans les galles semi-
circulaires est six fois plus élevée que celle dans les galles sphériques, ceci a été confirmé par
I'étude statistique qui démontre une influence significative de la forme (p = 0,0001). En effet,
cette constations a aussi été observée par (Chelghoum et al., 2021), ou ils ont enregistré une
teneur allant de 0,60 = 0,1 mg Q/g a 2,14 + 0,32 mg Q/g pour les galles sphériques et une teneur
entre 2,33 + 1,12 mg Q/g et 3,15 £ 1,22 mg Q/g pour les galles semi-circulaires.

1.7 Teneurs en tanins condenses totaux

Les tanins sont trés répandus dans le régne végétal. Ils sont localisés dans les écorces, le
bois, les racines, les feuilles, les fruits et les galles ou ils jouent le role d’armes chimiques
défensives contre certains parasites (Rhazi, 2015). L’intérét d’étudier les tanins condensés
réside dans leur potentiel de plus en plus bénéfique pour la sant¢ (Ben Ahmed et al., 2017).
Les teneurs en TCT des galles récoltées en 2010 comme I’indique le tableau 10, sont largement
supérieures environ 620 fois par rapport aux flavonoides oscillant entre 409,60 = 19,3 mg C/g
(pour GM10) et 661,50 + 77,3 mg C/g (pour GM09) avec une moyenne de 542,77 + 30,10 mg
C/g et une étendu de 251,90 pour les galles males et allant de 366,40 + 8,9 mg C/g (pour GF10)
a 726,20 £ 58,6 mg C/g (pour GF07) avec une moyenne de 536,07 + 36,70 mg C/g et une
étendue de 359,80 pour les galles femelles. Il est a noter que le seuil maximal de TCT pour le
genre male a été atteint au mois de septembre tandis que le genre femelle en mois de juillet.
Dans I’ensemble, toutes les teneurs en CPT, flavonoides totaux et en tanins condensés des
extraits méthanoliques des galles males et femelles sont plus élevées en mois de septembre. A
I’exception des composés phénoliques et des tanins condensés des galles femelles, qui sont plus
élevés en mois de juillet. Cependant, L'ANOVA n’a révélé aucune influence significative du

genre et du mois de récolte sur les teneurs en composés phénoliques des galles de P. atlantica.

Par ailleurs, les quantités des tanins condensés totaux des galles récoltés en 2016 (Tableau
11) sont plus élevées environ 653 fois par rapport aux flavonoides compris entre 257,55 + 59,3
mg C/g (pour GS.9.3) et 708,70 + 70,80 mg C/g (pour GS.8.5) avec une moyenne de 460,39 +
27,16 (mg C/g) et une étendue de 451,15 pour les galles sphériques et allant de 55,71 + 20,7
mg C/g (pour GSC.9.6) a 124,7 + 24,5 mg C/g (pour GSC.8.6) avec une moyenne de 108,83 +
20,68 (mg C/g) et une étendue de 68,99 pour les galles semi-circulaires. En effet, 'ANOVA a
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révélé des différences significatives de TCT (p =0,0001) entre les résultats. De méme, les galles
sphériques sont 5 fois plus riches en tanins condensés que les galles semi-circulaires. Cette
différence a été prouvée par une influence significative de la forme (p =0,0001) et des différents
sites de récolte (p = 0,011). Il est a noter que le seuil le plus élevé de TCT pour les deux formes
a été atteint en aolt, alors que le plus faible en septembre. En comparant, les résultats obtenus
a ceux de (Chelghoum et al., 2021), la moyenne de I’ensemble de nos valeurs en TCT est 2
fois plus ¢levée. L'augmentation relative des écarts types des teneurs en tanins condensés
démontre 1'hétérogénéité de la composition des composés phénoliques pour un méme site
(Guenane, 2017). De plus, les valeurs en TCT des galles sphériques sont supérieures aux CPT
; cela peut étre expliqué par le fait que le test Folin-Ciocalteu utilisé pour quantifier les CPT
peut étre sensible aux variations de la composition phénolique d'un échantillon, pouvant
entrainer une sur- ou sous-estimation des valeurs. Il n’y a aucune méthode qui puisse détecter
tous les composés phénoliques. Par conséquent, il est souvent nécessaire d’utiliser plusieurs
méthodes d’analyses spécifiques (Vermerris et Nicholson, 2006). Mais aussi, le choix du
standard (catéchine) utilisé peut-&tre un facteur causant I’augmentation des valeurs de TCT et

de préconiser de remplacer le standard par 1’acide tannique.

Certaines ¢tudes sur les galles de différentes variétés de plantes ont été réalisées, rapportant
des taux ¢levés de composes phénoliques en particulier les tanins en raison du développement
nécrotique, de la résistance ou bien des réponses hypersensibles aux arthropodes chez certaines
plantes (Abrahamson et al., 1991). D’aprés (Abrahamson et al., 1991), les galles de Solidago
altissima formées au niveau de la tige avaient un teneur phénolique 3 a 5 fois supérieur a celle
de la tige normale. En comparant nos travaux avec ceux de (Ben Ahmed et al., 2017) sur les
feuilles de Pisatcia atlantica provenant des méme arbres de nos galles, nos résultats sont plus
important, en particulier les tannins condensés qui sont environ 103 fois plus €levés. De plus,
la variabilité des teneurs en CPT dans nos extraits peut probablement étre due aux facteurs
génotypiques et édaphiques (Tahar et al., 2015). Selon (Chelghoum et al., 2021), ces facteurs
ont un impact direct sur la biosynthése des métabolites primaires et secondaires, méme s’il y a

la variation d’un seul facteur.

107



Chapitre 02 :

Résultats et Discussion des études in vitro

Tableau 10 : Teneurs en composes phénoliques totaux (CPT), flavonoides totaux (FT) et tanins

condenses totaux (TCT) dans les différents extraits des galles de P. atlantica récoltés en 2010

eten 2016.

Echantillons (2010) CPT (mg AG/g) FT (mg Q/g) TCT (mg C/g)
GMO07 159,80%+ 6,6 0,70%+ 0,03 600,30+ 76,8
GMO08 201,11°+ 6,6 0,50%+ 0,06 480,64+ 77,1
GM09 256,95 13,5 0,93+ 0,05 661,50%+ 77,3
GM10 164,70%%+ 83 0,63+ 0,04 409,60+ 19,3
GM11 248,63+ 2.7 0,92+ 0,02 561,60°°+ 83,8
GF07 188,64+ 13,8 0,90+ 0,18 726,20+ 58,6
GF08 143,25 8.6 0,73+ 0,08 515,11%%°+ 63 .4
GF09 177,504+ 20,2 1,44+ 0,03 500,94+ 67,3
GF10 161,929+ 4.8 0,72+ 0,07 366,40°+ 8,9
GF11 181,404+ 5.8 1,35%+ 0,06 571,802+ 80,1

Echantillons (2016)

GS.8.1 328,61%+ 12,6 0,38 0,01 409,82+ 37,6
GS.9.2 156,619 7,2 0,26+ 0,02 479,93+ 10,6
GS.9.3 119,45+ 2 4 0,24 0,04 257,55+ 593
GS.7.4 121,22+ 19,2 0,30% 0,03 307,379+ 59,2
GS.8.4 155,19% 1,8 0,29 0,03 395,70%+ 785
GS.9.4 113,25+ 3.8 0,46+ 0,1 259,44+ 772
GS.7.5 243,85+ 8.8 0,61°+ 0,1 684,61+ 47,1
GS.8.5 237,13+ 6,0 0,63 0,1 708,70+ 70,8
GS.8.6 238,90+ 1,4 0,54°+ 0,03 514,16™+ 33,5
GS.9.6 204,74 7.4 0,42°+ 0,1 586,64+ 33,1
GSC.7.5 125,91% 6,4 2,312+ 0,8 114,71+ 21,1
GSC.8.5 120,60+ 4,3 2,482+ (7 110,25+ 19,0
GSC.8.6 122,54°+ 2.8 1,83+ 0,4 124,70+ 24,5
GSC.9.6 103,10 2.5 2,87°+ 0,5 55,71& 20,7

Notes : Les valeurs portant des lettres différentes sont significativement différentes (p < 0,05)
selon le test post hoc de Tukey. Lettres a—b—c—d—e—f—g : indiquent des concentrations
décroissantes.

1.8 Activités antioxydantes

Les propriétés antioxydantes, en particulier la neutralisation des radicaux libres, sont trés
importantes en raison du leur role nocif dans les systémes biologiques (Peksel et al., 2010). En
outre, il a été suggéré qu'un niveau accru de radicaux libres pourrait étre I'un des déclencheurs
de la résistance a l'insuline (Khacheba et al., 2017, 2014), notamment il pourrait étre
implication dans les maladies neurodégénératives humaines telles que la maladie d’ Alzheimer
(Mongens, 2013). Leur diminution peut étre une cible thérapeutique pour le controle
glycémique (Khacheba et al., 2017, 2014) mais aussi peut freiner les symptomes des troubles

cognitifs. Plusieurs méthodes sont actuellement utilisées, basées sur la capacité de piéger les
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radicaux libres synthétiques, en utilisant des méthodes de génération de radicaux pour la
détection du point final de l'oxydation (Mandade et al, 2011). La diversité des méthodes
analytiques est nécessaire car aucun test ne fournit totalement les informations souhaitées en

raison de la complexité des interactions des antioxydants (Ben Ahmed et al., 2020).

Ainsi, l'activité antioxydante des extraits méthanoliques (2010 et 2016) a été estimée par
trois méthodes différentes, a savoir les tests DPPH", FRAP et ABTS"", qui sont couramment
utilisés dans les échantillons biologiques. Le test FRAP est basé uniquement sur le transfert
d'électron, tandis que les deux tests DPPH" et ABTS™" sont basés sur le transfert d'un électron
ou d'un atome d'hydrogéne des antioxydants aux radicaux (Li et al, 2018). Le choix de
l'expression de la capacité antioxydante en équivalent d’un antioxydant standard tel que l'acide
ascorbique permet de comprendre le potentiel d'un extrait végétal par rapport a celui
d'antioxydant connu (Apak et al., 2016). La valeur la plus élevée correspond a 1’activité la plus
forte. Autrement dit, la valeur obtenue est la quantit¢ de composés naturelles capables de
neutraliser les radicaux libres. Il est donc recommandé d’exprimer ’activité antioxydante en
unités d’antioxydant connu (Ben-Ahmed et al., 2016), qui est définie comme : la concentration
en mM ou mg/ml de I'échantillon étudié possédant la capacité antioxydante équivalente a une

solution de 1 mM ou 1 mg/ml de I’antioxydant de référence (acide ascorbique).

Les activités antioxydantes des extraits méthanoliques des galles récoltées en 2010 sont
indiqués dans le tableau 11 et représentés dans la figure 69. Les résultats obtenus ont été
analysés statistiquement afin de vérifier les différences significatives et d'évaluer les influences
possibles des facteurs étudiés (le genre et le mois de récolte). Concernant les résultats du test
DPPH ont varié de 129,14 =20 mg AA/g (pour GM11) a 227,01 £ 17 mg AA/g (pour GM07)
avec une moyenne égale a 193,60 + 15 mg AA/g et une étendue de 97,90 pour les galles males
et des teneurs allant de 122,31+ 14 mg AA/g (pour GF11) a 159,12 21 mg AA/g (pour GF08)
avec une moyenne égale a 137,40 + 16,02 mg AA/g et une étendue de 36,80 pour les galles
femelles. D’apres I’analyse ANOVA a un facteur, les résultats ont montré que le genre a eu un
effet significatif sur la DPPH des galles de P. atlantica (p=0,019). On peut donc déduire que le
piégeage du radical DPPH par les extraits semblent se comporter différemment chez les deux

genres.

Pour le test FRAP, les résultats ont fluctué de 229,34 + 21 mg AA/g (pour GM10) a 433,92
+ 13 mg AA/g (pour GM09) avec une moyenne égale a 296,05 + 15,90 mg AA/g et une étendue
de 204,60 pour les galles males et des teneurs oscillant entre 193,10+ 19 mg AA/g (pour GF08)
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et 299,30 £ 19 mg AA/g (pour GF09) avec une moyenne égale a 247,40 = 13,92 mg AA/g et
une étendue de 106,20 pour les galles femelles. L'ANOVA a un facteur a identifiée une
influence significative de mois de récoltes (p=0,024) sur les résultats du pouvoir réducteur.
Ainsi, les échantillons de mois de septembre sont significativement plus élevés par rapport aux

autres.

Les résultats du test ABTS"" indiquent que les galles males ont varié de 399,70 + 95 mg T/g
(pour GM10) a 770,63 = 16 mg T/g (pour GM09) avec une moyenne de 551,42 + 36,91 (mg
T/g) et une étendue de 370,94. Tandis que, chez les galles femelles, les valeurs ont €té comprises
entre 352,32 + 18 mg T/g (pour GF10) et 742,82 + 18 mg T/g (pour GF09) avec une moyenne
de 495,32 £+ 64,26 (mg T/ g) et une plage de 390,50. Les extraits de mois de septembre ont été
significativement plus élevés par rapport aux autres, confirmés par 'ANOVA a un facteur
(p=0,013). De plus, la capacité a piéger ' ABTS"" a été plus élevée que celle des tests DPPH" et
FRAP. Cette différence peut €tre due a la présence d'antioxydants qui peuvent réagir
sélectivement avec les radicaux ABTS™. Egalement, les galles males semblent avoir une
capacité antioxydante plus élevée que les galles femelles.

Tableau 11 : Activités antioxydantes des extraits méthanoliques de galles de P. atlantica
récoltées en 2010.

Echantillons DPPH (mg AA/g) FRAP (mg AA/g) ABTS (mg T/g)

GMO07 22701217 270,125 +£24 512.15% +48
GMo08 224,70°+23 263,90°+10 485.50% +55
GM09 203,902 +18 433,92%+13 770.63%+£16
GM10 183,10% +14 229,34%421 399.70°4+95
GM11 129,144 420 283,00 £16 589.20%° +24
GF07 132,10%+16 274,90 +31 488.30°+98
GFo08 159,12%4+21 193,10%19 366.22°9465
GF09 126,00+13 299,30%+19 742.82% +18
GF10 147,50%+18 193,5194+24 352.329+81
GF11 122,319+14 276,24%°+5 527.00°4+148

Notes : Les valeurs portant des lettres différentes sont significativement différentes (p < 0,05)
selon le test post hoc de Tukey. Lettres a—b—c—d: indiquent des concentrations décroissantes.
Abréviations : DPPH": 2, 2-diphényl-1-picryl-hydrazyl ; FRAP : Ferric reducing antioxidant
power ; ABTS™ : 2,2"-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonate).
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Figure 69 : Les activités antioxydantes (DPPH, FRAP et ABTS) des extraits méthanoliques

de galles de P. atlantica récoltées en 2010.

L’activité antioxydante des extraits méthanoliques des galles de P. atlantica collectés en
2016 a été déterminée et présentée dans le tableau 12 et la figure 70. Les résultats obtenus ont
¢té analysés statistiquement afin de vérifier les différences significatives et d'évaluer les

influences possibles des facteurs étudiés (la forme, le site et le mois de récolte).
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Tableau 12 : Activités antioxydantes des extraits méthanoliques et hexaniques des galles de P.
atlantica récoltées en 2016.

Extraits méthanoliques DPPH" des extraits
Echantillons hexaniques
DPPH’ FRAP ABTS™ ELB FI
(mg AA /g) (mg AA /g) (mg T /g) (ng T/g) (ngT/g)
GS.8.1 308,50+ 62,90 456,80°+7,7 129,93%+10,4 2,93"+020  11,50%+1,30
GS.9.2 164,93°+ 24,00  235,14°49,0 61,929+16,3 4,40"+0,20 7,20%+1,10
GS.9.3 169,73°4+ 20,30  232,45°+14,0  69,12°+8,7 5,10°40,20  10,63%°+0,50
GS.7.4 132,509 22,20  168,605"+10,4  50,50%+16,0 4,3440,10  9,30*4+0,10
GS.8.4 187,81°4 16,60  254,35%+39  70,20°+19,3 3,508+£0,50  9,40%°4+0,80
GS.9.4 162,90+ 10,70  240,20°+12,0 70,60%+6,1 7,50%40,20  6,93%+1,10
GS.7.5 233,74+ 51,50  288,00°+27,5  113,04%°+15,9 5,93°+0,20 7,90%+1,60
GS.8.5 227,30+ 30,50  315,20°423,6  84,40"9+17.8 8,04°40,03  7,81%+1,30
GS.8.6 437,80%+ 44,20 553,20°+5,4 190,45%+32,3 1,91+0,10 3,20+0,80
GS.9.6 163,73°+ 24,30  258,80%+17,6  82,47°4+10,0 3,90%£020  4,00°+1,50
GSC.7.5 160,04b%+ 16,90 222,70°+19,8  87,10°°%+11,3 7,81°¢4+0,10  7,54°+0,40
GSC.8.5  149,80b%+9.30  206,60%+11,0  57,10%+18,6 8,24°+0,10  8,33%°9+0,60
GSC.8.6 127,60% 7,70 177,418+14,1  54,739+15,8 7,2094+0,30  12,00%1,00
GSC.9.6 103,13% 12,10 162,35"+8,8 49.519+62 9,91°40,30  10,80%°+1,80

Notes : Les valeurs portant des lettres différentes sont significativement différentes (p < 0,05)
selon le test post hoc de Tukey. Lettres a—b—c—d—e—f—g—h—i: indiquent des
concentrations décroissantes. Abréviations : ELB : Extrait lipidique brute ; FI: fraction
insaponifiable.

Pour le piégeage des radicaux DPPH’, les galles sphériques ont eu une moyenne de 218,90
+ 28,92 mg AA/g (valeurs entre 132,50 + 22,20 mg AA/g (pour GS.7.4) et 437,80 + 44,20 mg
AA/g (pour GS.8.6)) et une étendue de 305,3. De plus, les galles semi-circulaires ont enregistré
une moyenne de 135,14 + 10,92 mg AA/g (valeurs comprises entre 103,13 + 12,10 mg AA/g
(pour GSC.9.6) et 160,04 = 16,90 mg AA/g (pour GSC.7.5)) et une étendue de 56,91. D'apres
les résultats, la quantité d'antioxydants dans les galles sphériques est proportionnelle a I'altitude

et deux fois plus riche que celle des galles semi-circulaires.

En ce qui concerne le test FRAP, le pouvoir réducteur dans les galles sphériques ont fluctué
de 168,60 = 10,40 mg AA/g (pour GS.7.4) a 553,20 + 5,40 mg AA/g (pour GS.8.6) avec une
moyenne de 300,30 £ 6,82 (mg AA/g ) et une étendue de 384,60. Alors que, dans les galles
semi-circulaires, les valeurs ont été comprises de 162,35 + 8,80 mg AA/g (pour GSC.9.6) a
222,70 £ 20 mg AA/g (pour GSC.7.5) avec une moyenne de 192,25 + 12,3 (mg AA/ g) et une
¢tendue de 60,35. Parmi I’ensemble des extraits, la valeur la plus élevée a été enregistrée chez
les galles sphériques en aofit. Le pouvoir réducteur des galles sphériques a été significativement

plus ¢élevés (p=0,05) que celui des galles semi-circulaires (2 fois).
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Pour le test ABTS™,les galles sphériques ont présenté une moyenne de 92,30 + 13,4 mg
T/g (valeurs comprises entre 50,50 = 16,00 mg T/g (pour GS.7.4) et 190,45 + 32,30 mg T/g
(pour GS.8.6)) et une étendue de 139,15. De plus, les galles semi-circulaires ont enregistré une
moyenne de 62,09 + 11,9 mg T/g (valeurs comprises entre 49,51 + 6,20 mg T/g (pour GSC.9.6)
et 87,10+ 11,30 mg T/g (pour GSC.7.5)) et une étendue de 37,60. Selon les résultats, la quantité
d'antioxydants dans les galles sphériques a été¢ deux fois plus élevée que celle des galles semi-

circulaires.
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Figure 70 : Les activités antioxydantes (DPPH, FRAP et ABTS) des extraits méthanoliques

de galles de P. atlantica récoltées en 2016.

En comparant les résultats des extraits méthanoliques des deux années (2010 et 2016), les
galles collectées en 2016 ont présenté des valeurs en CPT, FT, TCT et les activités
antioxydantes (DPPH’ et FRAP)) plus élevées a ’exception du test ABTS™". Ce denier peut étre
expliqué par le fait que les galles de 2016 ont été¢ délipidé avant de réaliser une extraction
méthanolique, déminuant ainsi les molécules bioactives ayant une affinité plus élevée a

neutraliser le radical ABTS™.

Les résultats des extraits lipidiques sont mentionnés dans le tableau 12 et présenté dans la
figure 71 ; les moyennes de l'activité antioxydante DPPH des extraits lipidiques brutes et des
fractions insaponifiables des galles sphériques ont été de 4,72 + 0,16 pg T/g (valeurs comprises
entre 1,91 + 0,10 pg T/g (pour GS.8.6) et 8,04 £ 0,03 ug T/g (pour GS.8.5)) et de 7,80 = 0,90
ug T/g (valeurs comprises entre 3,20 + 0,80 ug T/g (pour GS.8.6) et 11,5 + 1,30 pug T/g (pour

GS.8.1)), respectivement. Alors que les moyennes d'activité antioxydante des extraits lipidiques
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brutes et des fractions insaponifiables des galles semi-circulaires ont été de 8,29 + 0,01 ug T/g
(valeurs comprises entre 7,20 £ 0,30 ug T/g (pour GSC.8.6) et 9,91 + 0,30 pg T/g (pour GSC
9.6)) et de 9,70 = 0,73 pg T/g (valeurs comprises entre 7,54 + 0,40 ug T/g (pour GSC.7.5) et
12,00 £ 1,00 pg T/g (pour GSC.8.6)), respectivement. Les résultats obtenus montrent
clairement que l'activité antioxydante des ELB est plus faible que celle de la FI, ce qui démontre
que cette derniére contient des antioxydants naturels. L'activité antioxydante des extraits
lipidiques brutes des galles semi-circulaires a ét¢ deux fois plus élevée que celle des galles
sphériques. De plus, les résultats des fractions insaponifiables des galles sphériques sont
inversement proportionnels a I'altitude. Les valeurs les plus élevées pour les deux types d'extrait
(méthanolique et hexanique) ont été enregistrées majoritairement en aotit. Selon (Ben-Ahmed
et al., 2016), la différence des valeurs de I’activité¢ antioxydante dans I’ensemble des extraits
peut étre due a plusieurs facteurs qui affectent la production et la stabilité des antioxydants, tels
que la localisation, la période de récolte (bien que dans le cas des échantillons 2016, ces deux
facteurs n’ont pas été significatives), les conditions météorologiques et les structures
moléculaires des composés antioxydants. En effet, certaines molécules de faible poids

moléculaire ont une meilleure capacité a accéder au site radicalaire.

14 - —e—HB

—o—Fl

10 A

DPPH (MG T/G)

O T T T T T T T T T T T T T T 1
s v > ™ ™ ™ he) © © © o) “ © ©
c.b. 9 9. /.\. c.b 9. /.\. c.b c.b. 9. /.\‘ c.b. Cb. 9.
U N S AN I S O S I I S T il e
A A
Figure 71 : Le test DPPH des extraits lipidiques brutes (ELB) et de la fraction insaponifiable

(FT) des galles de P. atlantica récoltées en 2016.

Tous les extraits des galles de Pistacia atlantica ont montré un effet positif a piéger les
radicaux libres et peuvent étre utilisés comme source d'antioxydants naturels. Toutefois, les

composés ayant la capacité de neutraliser le radical DPPH" dans les extraits méthanoliques ont
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été¢ environ 30000 fois plus €levés par rapport a ceux dans les extraits lipidiques. En outre,
Plusieurs études (Ahmed et al., 2015; Ben-Ahmed et al., 2016; Guenane, 2017; Maamri,
2008; Toul ez al., 2017) sur les différentes parties de la plante Pistacia atlantica (feuilles, fruits
et bourgeons) ont rapportées sur sa richesse en composés phénoliques et leur role majeur dans
le piégeage des radicaux libres. Ainsi que la confirmation que ces composés phénoliques ont
¢té de puissants antioxydants, donneurs d’hydrogéne grace a leurs groupements hydroxyles
(Cherbi et al., 2016; Khacheba et al., 2014; Tahar et al., 2015; Toul et al., 2017). D’apres
(Ben Ahmed et al., 2017), les différences dans les résultats des dosages d'antioxydants
pourraient étre dues a la présence de composés ayant des affinités différentes pour neutraliser
les radicaux DPPHe, ABTS"* ou réduire le Fe*". Enfin, il apparait que certains travaux sur les
extraits lipidiques (Bentireche et al., 2019; Maamri, 2008; Shad ez al., 2012) se sont rejoints
sur le fait que le piégeage du radical DPPH" peut étre attribué aux phytostérols totaux,
tocophérols totaux, caroténoides, et d'autres composés lipidiques polaires. De plus, les
tocophérols sont généralement les molécules les plus antioxydantes dans les huiles végétales

(Bentireche et al., 2019; Shad et al., 2012).

1.9 Profils chromatographiques des composés phénoliques (récoltés en 2010)

L’analyse qualitative des composés phénoliques dans les extraits des galles de P. atlantica
été réalisée par UPLC-ESI-QTOF-MS. Différentes valeurs d'énergie de collision ont été
appliquées a chaque constituant afin d'acquérir des spectres de masse avec divers degrés de
fragmentation a partir de l'ion précurseur et ainsi d'obtenir autant d'informations structurelles
que possible. Une tentative d’identification et caractérisation, nous a permis d’identifier cinq
composés phénoliques, nous rappelons que le chromatogramme obtenu contient plus de 13
composés phénoliques. Toutes les données analytiques obtenues pour les composés identifiés
sont répertoriées dans le tableau 13, y compris leurs temps de rétention, les absorptions UV
maximales et le schéma de fragmentation. Le spectre de balayage complet des ions obtenus est

1llustré dans 1’annexe 03.
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Tableau 13 : Données UPLC-ESI-QTOF-MS pour les composés phénoliques identifiés pour
I’extrait analysé de galles de P. atlantica.

Molécules identifiées Formule tr (min) [M-HJ (m/z) UV (nm)
Acide quinique C7H11 06 1,16 191 171,127, 109, 93,85 272
Methyl gallate CsHsOs 3,12 183 169, 124,78 272

Acide digalloylquinique C21H20014 3,39 495 343, 325, 191,161 274
Methyl digallate Ci15H1209 8,61 335 183,168,124 278
Acide valoneique C21H10013 9,2 469 169,125,232 280

dilactone

tr: Temps de rétention.

Le composé 1 a montré une valeur m/z de 191 et une formule moléculaire de C;H120¢. Il a
¢été identifié comme étant de l'acide quinique. Le schéma de fragmentation a montré la présence
d'ions a m/z 173[-H2O], 155 [-2H20], 127 [-CH403] et 111 [-CO>—2H>0] . Le méme
schéma de fragmentation a également été observé par (Bastos et al., 2019). Pour le composé 3,
il a été identifié comme étant 1'acide digalloylquinique en raison des pertes séquentielles d’une
moitié¢ galloyl (152 Da). Ce composé a été caractérisé par ion pseudo-moléculaire déprotoné a
m/z 495. L'ion de fragmentation a m/z 343 a fourni d'autres fragments, tels que m/z 191, 1i¢ a
I'élimination d'un groupe galloyle [M—152—H] et le fragmentat correspondant a m/z 169,
correspondant a 1'élimination de l'acide quinique avec formation d'acide gallique déprotoné.
Des composés avec différents degrés d'acides galloylquiniques ont également été signalés dans
d’autres parties végétales de P. atlantica, ainsi que dans d’autres espéces de la méme famille

Anacardiaceae, telles que P. lentiscus (Abu-Reidah et al., 2015; Ben-Ahmed et al., 2016).

Le composé 2 a présenté un m/z de 183 avec une formule moléculaire de CgHgOs. Il a été
identifi¢ comme étant le gallate de méthyle. Le schéma de fragmentation a montré la présence
d'ions a m/z 168 et a m/z 124. Le premier résulte de la perte d'un radical méthyle [M—H—-15]"
et le second correspond a I'¢limination supplémentaire de CO2 [M—H—44]". Le méthyle de
gallate est un dérivé de l'acide hydroxybenzoique et il a €té rapporté qu'il est un des constituants

des feuilles de P. atlantica (Ben-Ahmed et al., 2016).

Le composé 4 a présenté un ion parent [M—H] a m/z 335 avec des ions de fragments majeurs
am/z 183, a m/z 168 et a m/z 124, suggérant la présence d'une fraction gallate de méthyle. Sur
la base de ces données, ce composé a €té identifié comme un isomere de digallate de méthyle

(Rojas-Garbanzo et al., 2017).

Le composés 5 avec [M—H] 469 a montré un fragment principal a m/z 169, c'est-a-dire une

fraction galloyle. De plus, une perte de 300 Da qui correspond a une fraction de 1’acide
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ellagique. Ce composé¢ a donc été identifié¢ comme étant l'acide valonéique dilactone

(Hatamnia et al., 2014; Wyrepkowski et al., 2014).

Les cinq composés identifiés peuvent étre répartis en trois groupes structurellement
apparentés, a savoir les dérivés estérifiés de l'acide gallique (Pics 2 et 4), les dérivés de 1'acide

quinique (Pics 1 et 3) et I'ellagitanin (Pic 5).

La comparaison du profil des composés phénoliques des extraits méthanoliques de galles de
P. atantica dans cette étude avec celui des feuilles et des fruits de la méme espece, dans des
¢tudes précédentes, a montré une variation. En effet, 1’étude réalisée par (Amiri et al., 2018)
sur 'extrait méthanolique des fruits et des feuilles a identifié a I’aide d’UPLC-MS les composés
suivants : la rutine, 1'acide caféique, I'acide p-hydroxybenzoique, 1'acide vanillique, 1'acide p-
coumarique, l'acide syringique, I'acide férulique et l'acide sinapique dans les fruits. Tandis que
la présence de dérivés d'acide gallique et de flavonoides glycosylés, de rutine, de quercétine et
d'hétérosides dans les feuilles. De plus, (Ben-Ahmed et al., 2016) ont identifié la glucogalline,
l'acide galloylquinique, 1'acide gentisique, 1'acide galloylshikimique, 1'acide digallique, le
trigalloylglucose, le tétragalloylglucose et l'acide tétragalloylquinique dans la fraction acétate
d'é¢thyle d'un extrait hydro-acétonique des feuilles. Ces composés phénoliques n’ont pas été
détectés dans nos extraits analysés. Cependant, l'acide valonéique dilactone et le méthyle

digallate ont été trouvés dans les galles mais pas dans les études citées au-dessus.

1.10 Tests d’inhibition enzymatique
1.10.1 Inhibition de P’activité a-Amylase (IAA)

Les paramétres cinétiques de a-amylase fongique (Km et Vmax) ont été¢ déterminés selon
I’équation en double inverse de Line weaver Burk 1/Vo= £ (1/S0) et les données sont démontrés

dans le tableau suivant.

Tableau 14 : les parameétres cinétiques de o’amylase d’Aspergillus oryzae.

Parameétres Km (mg/ml) Vmax (mM/min)
Valeurs 5,16 £ 1,05 0,37 £ 0,05

L'une des stratégies thérapeutiques utilisées pour le traitement du diabéte consiste a réduire
I'hyperglycémie post-prandiale. Cela se fait en inhibant les enzymes impliquées dans
I'hydrolyse des glucides, telles que l'a-amylase. Cette derniére est impliquée dans la
décomposition de I'amidon en disaccharides et oligosaccharides, avant que l'a-glucosidase
intestinale ne catalyse la dégradation des disaccharides en glucose, qui est ensuite absorbé dans

la circulation sanguine (Boussoussa et al., 2018).
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L’étude in vitro sur I’inhibition de a-amylase a montré que les dix extraits méthanoliques
des galles de P. atlantica de I’année 2010 présentent une activité inhibitrice. Le tableau 15 et
la figure 72 regroupent I’ensemble des résultats exprimés en IC50 (concentration en mg/ml qui
inhibe 50%, sachant que les valeurs de IC50 les moins ¢levées ont une efficacité plus élevée).
Tableau 15 : Les concentrations inhibant 50% de [’activité a-amylase des extraits

méthanoliques des galles de P. atlantica collectés en 2010.

Echantillons IC50 (mg/ml)

MGO07 1,85%+ 0,006
MGO08 1,95+ 0,14
MG09 1,80°°+ 0,68
MG10 2,16°+ 0,23
MG11 1,28+ 0,10
FG07 1,18 0,06
FGO08 1,722+ 0,36
FG09 1,712+ 0,22
FG10 1,80%+ 0,25
FG11 2,09 0,35

Notes : Les valeurs portant des lettres différentes sont significativement différentes (p < 0,05)
selon le test post hoc de Tukey. Lettres a—b—-c: indiquent des concentrations décroissantes.
Les résultats sur I’inhibition de I'a-amylase ont fluctué¢ de 1,28 + 0,10 mg/ml (pour GM11)
a2,16 0,23 mg/ml (pour GM10) avec une moyenne de 1,81 £ 0,21 mg/ml et une étendue de
0.88 pour les galles males et de 1,18 = 0,06 mg/ml (pour GF07) a 2,09 + 0,35 mg/ml (pour
GF11) avec une moyenne de 1,70 & 0,20 et une étendue de 0,92 mg/ml pour les galles femelles.
Ces derniéres récoltées en mois de juillet ont révélé une meilleure inhibition contre a-amylase
et en mois de novembre pour les galles males. De plus, ’analyse ANOVA n’a pas révélée une
influence significative ni par rapport au mois de récolte, ni le genre sur la concentration

d’inhibition de I’enzyme a-amylase.
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Figure 72 : Histogramme représentant les concentrations inhibant 50% de I’activité a-

amylase des extraits méthanoliques des galles de P. atlantica collectés en 2010.

Concernant les extraits méthanoliques et les extraits hexaniques des galles de P. atlantica
récoltées en 2016 ont également présenté une activité inhibitrice. Le tableau 16 ainsi que la
figure 73 résument tous les résultats exprimés en IC50. Ces valeurs sont plus faibles par rapport
au médicament utilis¢é comme référence, donc une efficacité plus ¢€levée. Les analyses de
variance indiquent qu'il existe des différences significatives (p = 0,001) entre les différents

extraits.
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Tableau 16 : Les concentrations inhibant 50% de [’activité a-amylase des extraits

méthanoliques et hexaniques des galles de P. atlantica collectés en 2016.

IC50 (mg/ml)
Echantillons Extraits Extraits hexaniques
méthanoliques ELB FI
GS.8.1 1,07%+ 0,20 1,800, 70 1,36+ 0,30
GS.9.2 0,56°+ 0,10 2,428+0 45 1,19°+ 0,10
GS.9.3 1,604+ 0,10 2,14%%4+0.15 1,372+ 0,20
GS.7.4 1,76+ 0,10 2,112d10 11 1,27+ 0,20
GS.8.4 1,614+ 0,30 1,88b°4¢t(,37 1,61+ 0,10
GS.9.4 1,95%+ 0,20 2,48+0,10 1,28+ 0,10
GS.7.5 1,454+ 0,30 2,30%+(,04 1,17°+ 0,10
GS.8.5 1,514+ 0,10 1,729¢+0,12 1,25+ 0,10
GS.8.6 1,04%+ 0,20 1,61%110,03 0,81+ (,10
GS.9.6 1,25+ 0,10 1,54°+0,12 0,56%+ 0,02
GSC.7.5 1,93%+ 0,04 2,45%40,17 1,15+ 0,10
GSC.8.5 1,26%+ 0,30 1,4340,21 0,75%+ 0,10
GSC.8.6 3,67+ 0,30 1,65%£0,10 1,034+ 0,01
GSC.9.6 3,19% 0,40 1,709+0,13 1,10+ 0,10
Gluconova 9,37+ 0,80 - -

Notes : Les valeurs portant des lettres différentes sont significativement différentes (p < 0,05)
selon le test post hoc de Tukey. Lettres a—b—c—d—e—f: indiquent des concentrations
décroissantes. Abréviations : ELB : extrait lipidique brute ; FI : fraction insaponifiable.

Les valeurs de IC50 des extraits méthanoliques ont vari¢ de 0,56 += 0,10 mg/ml (pour
GS.9.2) a 1,95 £+ 0,20 mg/ml (pour GS.9.4) avec une moyenne de 1,38 + 0,09 mg/ml pour les
galles sphériques et de 1,26 = 0,30 mg/ml (pour GSC.8.5) a 3,67 £+ 0,30 mg/ml (pour GSC.8.6)
avec une moyenne de 2,51 £ 0,12 mg/ml pour les galles semi-circulaires. Les résultats obtenus
a partir des extraits hexaniques ont montré qu'ils ont varié¢ d'un extrait a l'autre. En effet, les
valeurs IC50 des extraits lipidiques brutes ont ét¢ comprises entre 1,54 = 0,12 mg/ml (pour
GS.9.6) et 2,48 + 0,10 mg/ml (pour GS.9.4) avec une moyenne de 2,00 = 0,02 mg/ml pour les
galles sphériques et entre 1,43 £ 0,21 mg/ml (pour GSC.8.5) et 2,45 + 0,17 mg/ml (pour
GSC.7.5) avec une moyenne de 1,81 + 0,13 mg/ml pour les galles semi-circulaires. Aussi, la
moyenne des IC50 des fractions insaponifiables pour les galles sphériques a été de 1,19 + 0,03
mg/ml (valeurs oscillant de 0,56 = 0,02 mg/ml (pour GS.9.6) a 1,61 = 0,10 mg/ml (pour
GS.8.4)) contre une moyenne de 1,01 £ 0,04 mg/ml (valeurs variant de 0,75 + 0,10 mg/ml (pour
GSC.8.5) a 1,15 = 0,1 mg/ml (pour GSC.7.5)) pour les galles semi-circulaires. Toutes les
valeurs IC50 des échantillons de la fraction insaponifiable ont été¢ inférieures a celles des

extraits lipidiques brutes, donc plus efficaces. Ce qui démontre que les molécules constituant la
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fraction insaponifiable sont responsables de I’inhibition d’a-amylase. Les extraits
méthanoliques et lipidiques des galles sphériques récoltées en septembre ont révélé une
meilleure inhibition. Cependant, pour les galles semi-circulaires, la meilleure inhibition a été
enregistrée en aolt. En comparant I’ensemble de nos résultats a ceux de (Chelghoum et al,
2021) sur les extraits méthanoliques des galles, ces derniers ont obtenu des valeurs de IC50
entre 0,77 £ 0,06 mg/ml et 11,42 + 0,10 mg/ml, dont un grand nombre sont 2 fois supérieures

a nos résultats, indiquant une diminution de 1’effet inhibiteur sur I’a-amylase.
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Figure 73 : Histogramme représentant les concentrations inhibant 50% de 1’activité a-
amylase des extraits méthanoliques (EM) et lipidiques (ELB et FI) des galles de P. atlantica

collectés en 2016.

De nombreuses études ont confirmé que 1'inhibition de 1'enzyme a-amylase a été due a la
présence de substances actives dans les plantes appartenant aux différentes classes de
métabolites secondaires (par exemple: composés phénoliques, alcaloides, terpénoides)
(Abeysekera et al., 2007; Bhutkar et al, 2018; Sales ef al, 2012; Telli, 2017). Selon
(Abirami et al, 2014; Mamun-or-Rashid er al, 2014), les constituants actifs les plus
couramment impliqués dans I’inhibition de 1’enzyme sont les flavonoides, les tanins, les
phénols et les alcaloides. De plus, (Firdaus et al., 2015) a attribué 1'activité inhibitrice de I'a-
amylase des espéces de Sargassum a leur forte teneur en polyphénols. En, soulignant leur
capacité a chélater les enzymes, entrainant une précipitation et une altération de la structure,

associées a une perte de fonctions biologiques. De méme, la variété de polyphénols peut

Hef
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présenter des effets synergiques, conduisant a une efficacité plus élevée de l'inhibition de 1'a-
amylase (Nagappan et al., 2017; Telli, 2017). Dans les travaux effectués par (Ahmad et al.,
2012), sur des graines de Momordica charantia contre les deux enzymes a-glucosidase et a-
amylase, ils ont démontré que I'huile de ces graines était un puissant agent antidiabétique. Mais
encore d’apreés (Conforti et al, 2005), le squaléne et d'autres composés de la fraction
insaponifiable peuvent également contribuer a l'inhibition globale des performances de 1’a-
amylase. Ces données appuient fortement les résultats obtenus dans notre étude a savoir

I’inhibition de a-amylase par la fraction insaponifiable des extraits lipidiques des galles.

1.10.2 Inhibition de P’activité Acétylcholinestérase (IAAchE)

Les activités inhibitrices des extraits méthanoliques et lipidiques des galles de P. atlantica
sur l'acétylcholinestérase ont ét¢ déterminées en utilisant le donépézil comme composés de
référence. Les résultats obtenus sont exprimés en IC50 (mg/ml), présentés dans les deux
tableaux, tableau 17 pour les échantillons de 2010 et tableau 18 pour les échantillons 2016 et

illustrés dans les deux figures 74 et 75.

Les valeurs IC50 des extraits méthanoliques des galles de 2010 ont varié¢ de 0,42 + 0,004
mg/ml (pour GM11) a 0,79 £+ 0,014 mg/ml (pour GM10) avec une moyenne de 0,63 £+ 0,004
mg/ml pour les galles males et de 0,31 £ 0,002 mg/ml (pour GF11) a 0,78 + 0,02 mg/ml (pour
GF10) avec une moyenne de 0,57 = 0,02 mg/ml pour les galles femelles. Les galles males et
femelles récoltées au mois de novembre ont présenté¢ une meilleure inhibition. De méme,
I'ANOVA a révélé une influence significative du mois de récolte (p= 0,002) sur I’activité

inhibitrice des extraits méthanoliques.
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Tableau 17 : Les concentrations inhibant 50% de 1’activité Acétylcholinestérase des extraits

méthanoliques des galles de P. atlantica collectés en 2010.

Echantillons IC50 (mg/ml)

MGO07 0,67+ 0,01
MGO08 0,69°+ 0,02
MGO09 0,55%+ 0,01
MG10 0,79+ 0,014
MG11 0,42+ 0,004
GF07 0,60+ 0,03
GFo08 0,68+ 0,05
GF09 0,49°+ 0,013
GF10 0,78+ 0,02
GF11 0,315+ 0,002

Notes : Les valeurs portant des lettres différentes sont significativement différentes (p < 0,05)
selon le test post hoc de Tukey. Lettres a—b—c—d—e—f—g: indiquent des concentrations
décroissantes.

0,9 -
0,8 A
0,7 4

a a
b
bc b
cd

= 0,6 de
E ef
[14] 0,5 f
‘E’ 0,4
a g
Q0,3

0,2

0,1

0

GMO07 GM08 GM09 GM10 GM11 GFO7 GFO8 GF09 GF10 GF11

Figure 74 : Histogramme représentant les concentrations inhibant 50% de I’activité

Acétylcholinestérase des extraits méthanoliques des galles de P. atlantica collectés en 2010.

En ce qui concerne les galles de 2016, les valeurs IC50 des extraits méthanoliques ont été
de 0,22 £+ 0,004 mg/ml (pour GS.8.5) a 0,47 + 0,01 mg/ml (pour GS.8.4) avec une moyenne de
0,32 + 0,0004 mg/ml pour les galles sphériques et de 0,27+ 0,001 mg/ml (pour GSC.7.5) a 0,83
+ 0,03 mg/ml (pour GSC.9.6) avec une moyenne de 0,60 = 0,002 mg/ml pour les galles semi-
circulaires. Les résultats des extraits lipidiques brutes ont été comprises entre 0,41 + 0,004
mg/ml (pour GS.9.2) et 0,96 £ 0,02 mg/ml (pour GS.9.6) avec une moyenne de 0,62 + 0,01
mg/ml pour les galles sphériques et entre 0,38 + 0,01 mg/ml (pour GSC.7.5) et 0,65 = 0,003
mg/ml (pour GSC.8.5) avec une moyenne de 0,51 £ 0,01 mg/ml pour les galles semi-circulaires.

Tandis que, la moyenne d’IC50 des fractions insaponifiables pour les galles sphériques est de
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0,43 = 0,003 mg/ml (valeurs variant de 0,28 + 0,011 mg/ml (pour GS.9.2 et GS.8.6) a 0,94 +
0,01 mg/ml (pour GSC.9.6)) et une moyenne de 0,33 £ 0,0001 mg/ml (valeurs variant de 0,21
+ 0,011 mg/ml (pour GSC.7.5) a 0,44 + 0,01 mg/ml (pour GSC.8.5)) pour les galles semi-
circulaires. Toutes les valeurs d’IC50 des échantillons de la fraction insaponifiable sont
inférieurs a celles des extraits lipidiques brutes, donc plus efficaces, démontrant ainsi
I’implication de ces molécules dans I’inhibition de 1’acétylcholinestérase. Les extraits
méthanoliques et hexaniques des galles sphériques récoltés au mois d’aout et septembre ont
révélé une meilleure inhibition. Par contre, ceux des galles semi-circulaires, la meilleure
inhibition a été enregistré au mois de juillet. LANOVA a révélé une absence d’influence
significative de la forme, du mois et des sites sur 1’activité inhibitrice des extraits hexaniques,
a I’exception des extraits méthanoliques. En effet, une influence significative du mois de récolte
(p=0,024) a été enregistrée sur I’activité inhibitrice contre AChE. De plus, Tous les extraits ont
été¢ moins puissants que le standard Donepezil (IC50 = 0,18 + 0,002 pg/ml). Aucun rapport n'a
¢té trouve sur I’inhibition de 'acétylcholinestérase des galles de Pistacia atlantica. Cependant,
quelques travaux sur d’autre parties de la plante ont été trouvés, citons les travaux réalisés par
(Peksel et al., 2013, 2010) sur les feuilles de Pistacia altantica, qui ont enregistré des valeurs
de IC50 de (60,33 + 0,08 pg / ml et 31,51 £ 0,29 pug / ml)) pour les extraits de méthanol et
d'acétate d'éthyle, respectivement, puis en 2013 ont enregistré une valeur de 58,05+0,12 pg /
ml pour les extraits aqueux. Mais encore, 1’étude réalisée par (Benamar et al, 2018) sur
I’extrait d'acétate d'éthyle, aqueux et de n-butanol des feuilles de Pistacia atlantica, ont montré
une activité inhibitrice contre AChE qui a été de I’ordre de 8,04 £0,27 ug/ml, 9,36 + 0,15 pg/ml
et 80,96 + 2,04 ng/ml, respectivement. Il a été€ rapporté que les plantes qui posseédent une teneur
¢levée en composés phénoliques tels les acides phénoliques, les tanins et les flavonoides ont

des propriétés anticholinestérases importantes (Gomathi et Manian, 2015).
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Tableau 18 : Les concentrations inhibant 50% de 1’activité Acétylcholinestérase des extraits

méthanoliques et hexaniques des galles de P. atlantica collectés en 2016.

IC 50 (mg/ml)
Echantillons Extraits Extraits hexaniques
méthanoliques ELB FI
GS.8.1 0,28°+ 0,02 0,43°2+£0,014 0,40%°+0,14
GS.9.2 0,27+ 0,004 0,41%+0,004 0,28"+0,011
GS.9.3 0,384+ 0,01 0,64+0,028 0,33"+0,032
GS.7.4 0,45°+0,03 0,49°+0,012 0,47+0,005
GS.8.4 0,47°+ 0,01 0,46°+0,003 0,28"+0,026
GS.9.4 0,35¢+0,01 0,49°+0,018 0,36°%+£0,002
GS.7.5 0,24°+ 0,01 0,79°+0,01 0,50°+0,003
GS.8.5 0,22+ 0,004 0,72°+0,04 0,45%4+0,027
GS.8.6 0,339+ 0,02 0,84°+0,02 0,28"+0,005
GS.9.6 0,24°"+ 0,001 0,96%+0,02 0,94°+0,01
GSC.7.5 0,27°7+ 0,001 0,388+0,01 0,21'+0,011
GSC.8.5 0,63+ 0,01 0,65%+0,003 0,44°+0,001
GSC.8.6 0,44°+ 0,01 0,430,022 0,38°+0,01
GSC.9.6 0,83*+0,03 0,60%+0,02 0,322'+0,001
Donepezil 0,188+0,002 - -
(ng/ml)

Notes : Les valeurs portant des lettres différentes sont significativement différentes (p < 0,05)

selon le test post hoc de Tukey. Lettres a—b—c—d—e—f—g—h:
concentrations décroissantes. Abréviations :

insaponifiable.
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Figure 75 : Histogramme représentant les concentrations inhibant 50% de I’activité a-

amylase des extraits méthanoliques (EM) et lipidiques (ELB et FI) des galles de P. atlantica

collectés en 2016.
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1.11 Corrélation entre les différents paramétres étudiés

La corrélation calculée par le test de Pearson entre le contenu des extraits et des activités
biologiques ¢étudiées nous a permis de vérifier s’il y a une relation significative. Les deux

tableaux (20 et 21) illustrent 1'ensemble des corrélations calculées.

Pour les résultats des galles 2010 (Tableau 19), ils n’ont révélé aucune corrélation entre les
teneurs (CPT, FT et TCT). Cependant, deux corrélations ont été enregistrées entre CPT et les
deux activités antioxydantes FRAP et ABTS™ (0,784 et 0,675 ; p < 0,01, respectivement). En
effet, les composés phénoliques sont considérés comme de puissants antioxydants permettant
la réduction et l'inactivation des chaines de radicaux libres (Cherbi et al., 2016). La
concentration en composés phénoliques semble influencer 'activité antioxydante. Egalement,
deux autres inversement proportionnelle entre FT et DPPH" et entre FT et I’IC50 d’inhibition
de I’acétylcholinestérase (-0,701 ; p < 0,05 et -0800 ; p < 0,01, respectivement) ont été réveélées.
Sachant qu’une valeur inférieure d’IC50 indique une activité inhibitrice élevée et inversement.
Le résultat obtenu suggere clairement que les composés phénoliques en particulier les
flavonoides totaux interviennent dans 1’inhibition de 1’acétylcholinestérase, cependant ces
flavonoides ne sont pas les principaux composés responsables de la neutralisation de radical

DPPH’. De plus, une corrélation significative entre FRAP et ABTS™" a été observé.

A propos des galles de 2016 (Tableau 20), une corrélation effectuée entre le CPT, le FT et
le TCT a indiqué qu'il y avait une corrélation significative positive entre le CPT et le TCT
(0,725 ; p <0,01) et une relation inversement proportionnelle entre le FT et le TCT (—0,689 ; p
<.01). Ceci démontre la variation non simultanée entre les teneurs. D’autre part, il y a eu une
relation significative entre CPT et les activités antioxydantes DPPH" (0,760 ; p <0,01), FRAP
(0,820 ; p < 0,05), et ABTS™" (0,740 ; p < 0,05) et une corrélation positive entre FRAP et TCT
(0,551 ; p < 0,05). Aussi, une forte corrélation positive a été enregistrée entre les activités
antioxydantes, DPPH" et FRAP ; DPPH" et ABTS™ ; FRAP et ABTS™ (0,980, 0,970 et 0,941 ;
p < 0,05, respectivement). Cependant, I'absence de corrélation entre le FT et les activités
antioxydantes peut étre expliqué par le fait que la plupart des flavonoides peuvent étre sous

forme glycoside, qui est moins efficaces que la forme aglycone (Ben Ahmed et al., 2017).

En ce qui concerne les extraits lipidiques brutes et les fractions insaponifiables, il y a eu une
corrélation positive significative entre les teneurs TT et ST (0,713 ; p < 0,05). Aussi, une
corrélation significative a €té enregistrée entre 1’activité des ELB a neutraliser le DPPH" et les

deux teneurs (TT et ST) (0,715, 0,708 ; p < 0,05, respectivement) et entre la capacité des
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fractions insaponifiables a piéger le radical DPPH" et ST (0,620 ; p < 0,05). L’étude menée par
(Guenane, 2017) sur l'huile de fruit de Pistacia atlantica a démontré une corrélation
significative entre l'activité antioxydante, les tocophérols et les stérols. Par conséquent, une
analyse qualitative des tocophérols et des phytostérols dans les extraits lipidiques des galles de
P. atlantica ainsi que la vérification d'une éventuelle corrélation avec l'activité antioxydante

s’impose.

Au sujet d’une éventuelle corrélation entre les activités inhibitrices des enzymes (a-amylase
(IAA) et acétylcholinestérase (IAAChE)) et les teneurs en composés phénoliques. Les résultats
ont révélé d’une part une corrélation négative significative entre IC50 (IAA) et TCT (—0,606 ;
p < 0,05) et une relation positive significative entre IC50 (IAA) et FT (0,590 ; p < 0,05) et
d’autre part une corrélation inversement proportionnelle entre IC50 (IAAChE) et les deux
teneurs (CPT et TCT) (-0,572 ; p <0,05 et -0,721 ; p < 0,051, respectivement) et également une
relation significative positive entre IC50 (IAAChE) et FT (0,653 ; p < 0,05). Ces résultats
démontrent nettement que les composés phénoliques et spécifiquement les TCT sont
responsables de I’inhibition des deux enzymes. Effectivement, les tanins sont des puissants
agents chélateurs des métaux, pouvant former des complexes insolubles avec les protéines et
conduisant par la suite a leur précipitation (Telli, 2017). Aussi I’étude réalisé par (Gongalves
et al., 2011) a démontré la relation étroite entre cette capacité et le degré de polymérisation des

tanins.

Toutefois, pour les extraits lipidiques, une absence de corrélation significative entre les
valeurs IC50 et les teneurs (TT et ST) a été relevée. Ces activités inhibitrices peuvent étre
attribuées a la présence de molécules actives individuelles telles que les tocophérols, les stérols,
les huiles essentielles, etc. Leur identification et 1'étude de leur capacité individuelle d'inhibition
semblent nécessaires pour renforcer cette hypothése. Une corrélation modérée positive a été
observée entre l'activité antioxydante et la capacit¢ a inhiber a-amylase des fractions
insaponifiables (0,566 ; p <0,05). Cette observation prouve que les extraits ayant une meilleure
activité antioxydante sont moins efficaces pour l'inhibition de l'a-amylase. Enfin, trois autres
corrélations ont ét¢ observées entre les activités inhibitrices des enzymes, deux négatives entre
IAA des FI et IAAChE des ELB et entre IAA des FI et IAAChHE des FI (-0,626 et -0,559 ; p <
0,05, respectivement) et une positive entre IAAChE des ELB et FI (0,655 ; p < 0,05). Cette
constatation indique que les extraits lipidiques n’ont pas la méme affinité¢ pour les deux

enzymes.
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Tableau 19 : Corrélation par le test Pearson entre les teneurs, les activités antioxydantes et les activités inhibitrices enzymatiques des galles de P.
atlantica récoltées en 2010.

CPT FT TCT DPPH FRAP ABTS (mgT/g) IAAIC50 (mg/ml) IAAChE IC50 (mg/ml)
CPT (mg AG/g) 1 0,784%* 0,675*
FT (mg Q/g) 1 -0,701* -0,800%*
DPPH (mg AA/g) 1
FRAP (mg AA/g) 1 0,89 1**

Tableau 20 : Corrélation par le test Pearson entre les teneurs, les activités antioxydantes et les activités inhibitrices enzymatiques des galles de P.
atlantica récoltées en 2016.

CPT FT TCT TT ST DPPH FRAP DPPHELB DPPHFI TAA IAAFI TAAChE EM TAAChE FI
EM EM (mg T/g) (mg T/g) ELB
CPT (mg AG/g) 1 0,725%* -0,572*
FT (mg Q/g) -0,445 1 0,653*
TCT (mg C/g) -0,689** 1 -0,721**
DPPH EM 0,760%* -0,400 0,520
FRAP EM (mg AA/g)  0,820* -0,404 0,551* 0,980*
ABTS EM(mg T/g) 0,740* -0,304 0,485 0,970*  0,941*
IAA EM -0,503 0,590* -0,606* 0,538*
TT (mg T /g de L) 0,713* 0,715* 0,190 -0,318 -0,181
TS (mg S/g de L) 0,708* 0,620* -0,258 -0,331
DPPH FI 0,566*
TAAChE ELB -0,077  -0,194 -0,626* 0,655*
TAAChE FI 0,229 0,102 -0,559*

Notes : * La corrélation est significative au niveau de 0,05 (bilatéral). **La corrélation est significative au niveau de 0,01 (bilatéral). Abréviations
: EM : extraits méthanoliques; ELB : extrait lipidique brut; FI : fraction insaponifiable ; CPT : composés phénoliques totaux; FT: flavonoides totaux;
TCT, tanins condensés totaux; TT : tocophérols totaux ; ST : stérols totaux; DPPH, 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle; FRAP: Ferric reducing

antioxidant power; ABTS: 2,2'-azinobis-(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonate); IAA: inhibition de I’activité de l'a-amylase et [AAChE: inhibition
de I’activité de 1’acétylcholinesterase.
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1.12 Analyse des données par ACP

Afin de mieux comprendre les relations entre le contenu des extraits et les activités étudiées
ainsi que différencier les groupes dans I'ensemble des variables, le calcul ACP (analyse des
composants principaux) a été réalisé pour visualiser les données. En effet, I'ACP est une
méthode qui permet de fournir une image simplifiée, en analysant un ensemble de données
quantitatives dans un espace multidimensionnel tout en conservant un maximum d'information
(Fagbohoun, 2014). Lorsque deux variables (vecteurs) sont proches les unes par rapport aux
autres, elles sont alors positivement corrélées. Si elles sont symétriquement opposées par
rapport au centre, elles sont alors négativement corrélées. Mais si elles sont orthogonales les
unes par rapport aux autres, alors elles ne sont pas corrélées (Smith, 2002). Les figures 76 et
77 présentent les vecteurs des variables (CPT, FT, TCT, DPPH’, FRAP, ABTS™, IAA et
IAAChE) et la répartition de tous les extraits méthanoliques étudiés (2010 et 2016,
respectivement) dans le plan défini par les valeurs des deux composantes principales. L'examen
du plan factoriel de I'ACP a montré en premier lieu que les deux premicres composantes
principales ont représenté 72,42 % de la variance totale des données, dont 49,08 % le long de
la premiére composante principale F1 (axe horizontal) et 23,35 % le long de la seconde F2 (axe
vertical) pour les échantillons 2010 (Figure 76) et 82,49% de la variance totale des données,
dont 65,22 % le long de la premiére composante principale F1 et 17,27 % le long de la seconde
F2 pour les échantillons 2016 (Figure 77). En second lieu, 'ACP permet de visualiser la
répartition des différents échantillons qui se présentent sous forme de points, en fonction des

composantes F1 et F2.

Pour les échantillons des galles 2010, la distribution de tous les paramétres étudiés a montré
que les vecteurs représentant les deux teneurs CPT et TCT et les activités antioxydantes
(ABTS" et FRAP) sont orientés dans la méme direction, vers la partie positive de l'axe F1 et
les angles qu'elles forment sont inférieurs a 90 °C. Ceci suggere qu’elles sont corrélées
positivement. Par ailleurs, le test DPPH" et les deux activités inhibitrices des deux enzymes
(IAA et IAAChHE) sont positivement corrélées entre elles mais négativement corrélées avec les
teneurs CPT, TCT et les tests FRAP et ABTS™". De méme, une variation orthogonale entre FT
et les autres activités restantes (DPPH’, IAA et IAAChE), démontrant clairement que les
flavonoides n’ont pas été les principales molécules bioactives responsables de la neutralisation
des DPPH’ et I’inhibition des enzymes. Il est intéressant de noter qu’il y a la formation de deux
groupes dans I’axe F2, toutes les galles femelles sont situées dans la partie inférieure (valeurs

négatives), alors que toutes les galles males a I’exception de GM11 sont situées dans la partie
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supérieure (valeurs positives), ce résultat démontre que le genre a influencé sur le

comportement de distribution des échantillons.
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Figure 76 : Distribution de 10 extraits méthanoliques des galles de P. atlantica collectés en
2010 par rapport a la position des parametres étudiés (CPT, FT, TCT, DPPH, FRAP, ABTS,
IAA et IAAChE) réalisée par ACP.

Les résultats des échantillons 2016 ont révélé que la capacité de piégeage des radicaux libres
(DPPH’ et ABTS"), le pouvoir de réduction des ions ferriques FRAP et le CPT ont été chargés
sur F1. Ces activités antioxydantes se sont comportées de maniére similaire et davantage ont
été lices aux CPT, ce qui suggere que les composés phénoliques sont de bons antioxydants.
L'ACP a également permis d'avoir un apercu des similitudes et des différences entre les formes,
les sites et les mois de récolte. La distance entre les échantillons est directement proportionnelle
a leur degré de similitude ou de différence. La figure 89 a montré que les galles sphériques

récoltées en aolt sont situées en hauteur de F1 di a leurs activités antioxydantes qui sont les
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plus élevées. Dans le facteur 2, les galles semi-circulaires constituaient un groupe distinctif
caractérisé par des niveaux ¢élevés de FT. Cependant, ce groupe a eu les valeurs d'activité
inhibitrice sur I'a-amylase (IAA) et I’acétylcholinestérase (IAAChE) les plus élevées indiquant
un potentiel plus faible. Il est intéressant de noter également qu’il y a la formation de deux
groupes dans I’axe F2, toutes les galles sphériques a I’exception de GS.8.6 et GS.8.1 sont
situées dans la partie inférieure, alors que toutes les galles semi-circulaires sont situées dans la
partie supérieure, démontrant ainsi une influence du comportement de distribution des
¢chantillons selon la forme. Les sites n'ont pas été différenciés sur le graphe. Ce résultat indique

que la localité n’a pas influencée les paramétres CPT, FT, TCT, DPPH', FRAP, ABTS " et IAA

AIA, IAAChE.
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Figure 77 : Distribution de 14 extraits méthanoliques des galles de P. atlantica collectés en
2016 par rapport a la position des parametres étudiés (CPT, FT, TCT, DPPH, FRAP, ABTS,

IAA et IAAChE) réalisée par ACP.
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La figure 78 représente les vecteurs des variables (TT, ST, DPPH" (FI), DPPH" (ELB),
IAA (FI), et IAA (ELB), IAAChHE (FI) et IAAChE (ELB)) de tous les échantillons sur l'espace
bidimensionnel formée par les facteurs F1 et F2. Les deux premicres composantes principales
ont représenté 70,28 % de la variance totale des données, dont 38,20 % le long de la premiére
composante principale F1 et 32,08 % le long de la seconde F2. En examinant le diagramme de
dispersion, les résultats ont montré que les variables, telles que la capacité de piégeage des
radicaux libres DPPH par les extraits lipidiques brutes, TT et ST sont situées dans la partie
supérieure du diagramme F2 et donc corrélés positivement. Ce qui suggere que la capacité de
piégeage des radicaux libres du DPPH a été liée au TT et au ST. Dans la partie F2, les galles
semi- circulaires situées en hauteur ont des valeurs élevées de tocophérols et stérols totaux,
indiquant une meilleure activité¢ antioxydante. Cependant, les échantillons situés dans la partie
inférieure du graphique indiquent une activité inhibitrice plus élevée. L’opposition de
I’emplacement des deux activités (IAA et IAAChE) confirme que les échantillons n’ont pas la
méme affinité pour les deux enzymes. Mais aussi, il y a la formation de deux groupes distincts,

prouvant encore une influence de distribution des échantillons selon la forme.

132



Chapitre 02 :

Résultats et Discussion des études in vitro

Biplot (axes F1 and F2: 70,28 %)

3
GSC.9.6
2,5 A 4
2 4
1,5 iR
GSC.8.5 D'TJ'T’ H (E}B)
1 A ST + GSC.7.5
A A DPPH/FI)
o8 GS.8.5
< sc.8.
2 IAA (FI)
~ O : : : : : : : : :
= IAAChE a | GS9O GISA8A1(E
] GS.7.5 GS.9.3 AGS.8.
- 05 IAAChE (FI) A 4 AGssa
. GS.7.4GS.9.2
GS.9.6 GS.8.6
A A
-1,5 i
22 4
-2,5 iR
-3
3 -2,5 2 -1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
F1 (38,20 %)

Figure 90 : Distribution de 14 extraits lipidiques des galles de P. atlantica collectés en 2016
par rapport a la position des paramétres étudiés (TT, ST, DPPH (ELB), DPPH (FI), IAA (ELB),
IAA (FI), IAAChE (ELB) et IAAChE (FI)) réalisée par ACP
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Chapitre 03 : Etude in silico (Docking moléculaire)

1 Introduction

A T’heure actuelle, la recherche en biologie ne peut se passer des outils informatiques pour
le traitement des données. L’un de ces outils est la modélisation moléculaire et plus exactement

I’amarrage moléculaire (connu sous le terme anglo-saxon "docking") (Bouchagra, 2018).

La modélisation moléculaire (MM) est un terme employé pour désigner un ensemble de
méthodes permettant d’étudier le comportement de systémes de molécules (Bidouil, 2012). Elle
utilise des méthodes de calcul théorique dont les principales sont la mécanique moléculaire, la
dynamique moléculaire et la mécanique quantique pour définir la géométrie des atomes d’une
molécule et ses propriétés physicochimiques (Lalout, 2016; Santiso et Gubbins, 2004). La
MM permet de fournir des informations complémentaires (structurales et dynamiques) plus
détaillées a celles obtenues par des méthodes expérimentales (Bidouil, 2012; Hercend, 2012).
En effet, elle a été congue pour prévoir la structure tridimensionnelle des biomolécules et de
comprendre le comportement et les interprétations formées entre elles ou avec des petites
molécules (Mala et Takeuchi, 2008). Par ailleurs, elle a été également développées pour
diminuer le colt ainsi que le temps nécessaire pour découvrir de nouveaux médicaments, de
classer les molécules les plus active et de filtrer ceux qui sont toxiques ou présentant des effets
indésirables (Rayar, 2017). Cependant, 1’utilisation de chaque méthode doit mettre en
considération les hypothéses (validité de la reproduction des valeurs expérimentales), les
approximations (champ de force utilisé) et les limitations du modeéle choisi (ex : temps de

simulation) (Hercend, 2012).

Ce chapitre a été consacré a I’application de la technique « Docking moléculaire » et qui
consiste a ¢étudier I’inhibition de deux enzymes a-amylase et acétylcholinestérase 1'une
impliquée dans la maladie de diabéte de type 2 et I’autre dans la maladie d’ Alzheimer avec cinq
inhibiteurs naturels identifiés dans les galles de Pistacia atlantica, afin de prédire les

interactions moléculaires entre les enzymes (Récepteurs) et les inhibiteurs (Ligands).

2 Docking moléculaire

Docking est le nom accordé aux simulations moléculaires dans lesquelles différentes
approches sont associées pour étudier les modes d’interaction probables entre deux molécules
(Ayachi, 2017). Longtemps, le docking a été basé sur le concept « clé-serrure », selon lequel
les corps, le ligand qui représente la clé et la protéine qui représente la serrure étaient tous deux

rigides, capables d’interagir uniquement s’ils présentent une compatibilité géométrique parfaite
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(Brut, 2009). On parlait alors de docking « rigid-body » (Dias et al., 2013; Elkaim, 2011). Par
la suite, I’idée s’est progressivement imposée que les molécules ne sont pas figées, mais peuvent
subir des changements conformationnels importants lors d’une interaction. Les procédures sont

donc orientées vers une flexibilité ou partielle, des systémes mis en jeu (Brut, 2009).

Dans la plupart des cas, les structures mises en jeu dans le docking moléculaire sont un
récepteur macromoléculaire (cible de docking) composé d’acides aminés pouvant étre soit une
enzyme ou un récepteur protéique et un ligand qui est une petite molécule (substrat, activateur
ou inhibiteur) qui va se fixer sur le récepteur (Moroy, 2005). C’est pour cette raison, que le
terme docking seul est souvent employ¢ pour désigner un « docking protéine-ligand » (Warren

etal, 2012).

L’étude du docking est une premiére étape primordiale dans la détermination des interactions
entre une protéine et son ligand, en cherchant les orientations dans 1’espace et les conformations
favorables pour la fixation du ligand a la protéine (Duhovny et al., 2002). En effet, comprendre
le mode de fonctionnement et démontrer les résidus impliqués, est donc essentiel pour pouvoir
expliquer les mécanismes qui influent sur l'affinité entre deux molécules (Benarous, 2014;
Brut, 2009). Le docking est divis¢ en deux étapes : le docking proprement dit et le scoring

(Bouchagra, 2018) (Figure 79):

-Docking (premiére étape) : étape de la sélection des conformations, des positions et des
orientations possibles les plus favorables en se reposant sur le fait de positionner le ligand dans
le site actif du récepteur (Lalout, 2016). Cette étape est réalisée automatiquement a 1’aide
d’algorithmes de docking, permettant ainsi I’augmentation de la vitesse d’exécution et

I’amélioration de la précision des simulations (Ayachi, 2017).

-Scoring (seconde étape) : étape de classement qui permet I’évaluation de I’affinité entre
chaque complexe sélectionné dans 1’étape précédente (Ayachi, 2017). Cette étape est effectuce
par des outils informatiques appelés fonction de score. Cette dernic¢re calcule 1’énergie qui
permet la stabilisation des complexes protéine-ligand, puis les classe en fonction des modes

d’interaction les plus probables (Ayachi, 2017; Halperin et al., 2002; Warren et al., 2012).

Par ailleurs, les interactions entre molécules peuvent é&tre étudiés par des méthodes
expérimentales telles que la cristallographie aux rayons X ou larésonance magnétique
nucléaire. Cependant, la réalisation de ces techniques requiert la cristallisation du complexe

enzyme-ligand qui est une pratique tres difficile car la durée d’existence de ces especes est tres
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courte (Bouchagra, 2018). Mais aussi, elles sont incapables de détailler la totalité de ces

interactions (Grosdidier, 2007).

Poses

\ 4
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Récepteur

Docking
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Meilleure pose = score minimal

QG

Figure 79 : Principe du docking moléculaire

3 Algorithmes de docking

Les algorithmes de docking ont €té congus pour une recherche rapide et efficace les modes
d’interaction entre protéine-ligand les plus favorables (Bidouil, 2012). Ces algorithmes peuvent
étre classés selon le degré de flexibilité du ligand et/ou du récepteur: docking rigide, docking

semi-flexible et docking flexible (Pachoulide, 2021).

- Dans un docking rigide, les méthodes employées sont simples et prennent en compte
uniquement la complémentarité géométrique des deux molécules, limitant ainsi la précision et
la spécificité des résultats (Bidouil, 2012). Ce type de docking est encore utilisé pour le docking

protéine-protéine (Bouchagra, 2018).

-Le docking semi-flexible considére la protéine comme étant un corps rigide et le ligand
flexible (Pachoulide, 2021). L’exploitation de la cavité catalytique du récepteur peut étre
réalisée par trois types de méthodes ou d’algorithmes: les méthodes systématiques, les

méthodes aléatoires (stochastiques) et les méthodes de simulation (Brut, 2009).

» Méthodes systématiques (combinatoires) : Dans ce type d’approche, chaque degré de
liberté du ligand est représenté par une grille de valeurs qui sont explorées de maniére
combinatoire (Brooijmans et Kuntz, 2003). Par ailleurs, I’augmentation de degré de
liberté rend 1’espace d’exploration plus grande, ce qui peut engendrer une surcharge
voir des problémes de calcul (Brut, 2009; Pachoulide, 2021). C’est pour cette raison

que le ligand est fragmenté en parties rigides et flexibles. En premicre lieu les parties
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rigides sont mises en interaction avec le récepteur puis les parties flexibles sont ajoutées
de maniere progressive avec une exploration des angles de torsion (Merzoug et al.,
2012). Cette méthode a été incorporée dans plusieurs logiciels tels que Dock (Kuntz,
1992), FlexX (Rarey et al., 1996) et CORINA (Pachoulide, 2021).

» Méthodes aléatoires (stochastiques): Cette approche consiste a changer aléatoirement
la structure tridimensionnelle du ligand (Bouchagra, 2018). Parmi les méthodes
stochastiques, il y a la méthode de Monte Carlo, la méthodes Tabou, 1’algorithme
évolutionnaire (le plus connu est I’algorithme génétique) et le méthodes d’optimisation
Swarm (Pachoulide, 2021). Concernant la méthode de Monte Carlo, le ligand subit des
changements au niveau des translations, des rotations et des torsions et cela a chaque
mouvement. L’énergie de la conformation obtenue qui est le critére de sélection est
calculée. Si la valeur est validée, alors la conformation sera sauvegardée et le
programme génerera automatiquement la prochaine conformation (Bouchagra, 2018).
Cette méthode est utilisée par des logiciels comme AutoDock, ICM, MCDOCK,
AutoDock Vina et ROSETTALIGAND (Pachoulide, 2021).

» Méthodes de simulation (déterministes): Il s’agit de la dynamique moléculaire et la
minimisation d’énergie (Brut, 2009). Cependant, cette méthode est rarement employée
en docking en raison de ces conditions (Bouchagra, 2018). Quant & la minimisation
d’énergie est généralement incorporée comme complément des techniques

précédemment citées (Brut, 2009).

-Le docking flexible traite la flexibilit¢ des deux molécules (Bouchagra, 2018). En effet,
certaines protéines peuvent présenter des régions de grande flexibilit¢ conduisant a des
changements conformationnels en présence d’un ligand, ce qui ne permet pas de négliger cette
flexibilité pour éviter une décadence de la fiabilité des résultats (Lalout, 2016). Des approches
tenant compte de la flexibilité du systéme entier ont été ¢élaborées telles que les approches
¢tudiant les différentes conformations du récepteur (single receptor conformation input) et
celles qui étudient plusieurs structures du récepteur avec différentes conformations (multiple
input receptor conformations) (Pachoulide, 2021). Toutefois, ces méthodes sont moins souvent
utilisées du au gain de précision qui est beaucoup plus faible par rapport au temps de simulation

qu’il faut pour leur exécution (Lalout, 2016; Zavodszky et Kuhn, 2005).
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4 Fonctions de score

Les fonctions de score sont des méthodes approximatives développées pour quantifier le
degré avec lequel un ligand se complexe a un récepteur (Bouchagra, 2018) et par la suite
évaluer et classifier les meilleurs complexes parmi ceux générés par une procédure de docking
(Jain, 2006). Ces fonctions de score sont divisées en trois catégories : les fonctions de scores
basées sur les champs de force, les fonctions de score empiriques et les fonctions de score basées

sur les connaissances « knowledge-based » (Kitchen et al., 2004).

- Les fonctions de score basées sur les champs de force : reposent sur les champs de force de la
mécanique moléculaire et calculent I’énergie d’une pose en additionnant deux termes
énergétiques, 1’'une représentant I’énergie d’interaction ligand-récepteur et 1’autre 1’énergie
interne du ligand. L’avantage de cette catégorie est sa rapidit¢ de calculer I’énergie du

systeme(Kitchen et al., 2004; Rayar, 2017).

-Les fonctions de score empiriques : calculent I’énergie de liaison en additionnant plusieurs
coefficients des différents termes qui sont obtenues par des analyses de régression utilisant les
données expérimentales d’affinité et les données structurales de cristallographie. Les avantages
de cette catégorie sont : leur forme est plus simple que celles basées sur les champs de force
ainsi que les temps de calculs sont relativement rapides (Rayar, 2017; Sousa et al., 2006).
Toutefois, cette méthode reste dépendante des données expérimentales (Kitchen et al., 2004;

Rayar, 2017).

- Les fonctions de scores basées sur les connaissances ou « knowledge-based » : analysent les
structures tridimensionnelles de complexes ligand-protéine déterminés par des données
expérimentales (Bouchagra, 2018). Des analyses statistiques déterminent la géométrie
préférentielle des interactions (Bouchagra, 2018), la fréquence et la distribution des paires
d’atomes entre le ligand et la protéine pour définir les potentiels d’interaction (Kitchen et al.,

2004; Rayar, 2017; Sousa et al., 2006).

5 Interaction protéine-ligand

La complémentarité de forme est une caractéristique importante car elle permet de laisser
entrer le ligand, toutefois insuffisante pour qu’il reste et se stabilise au sein de la protéine. C’est
pour cette raison que des interactions non-covalentes doivent se former (Desaphy, 2013). En
effet, le fonctionnement des systémes biologiques ne peut s’exprimer que par I’intermédiaire

d’interactions spécifiques de faible énergie qui s’établissent, de fagon souvent réversible
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(Bouchagra, 2018). De nombreux types d’interactions non-covalentes peuvent exister entre le
complexe ligand/protéine : les liaisons d’hydrogene, les interactions ioniques (électrostatiques)

et les interactions hydrophobes.
5.1 Liaisons d’hydrogéne

Les liaisons hydrogene sont des liaisons chimiques non covalentes de type dipdle-dipole
entre deux molécules ou entre deux groupements d'une molécule (Bouchagra, 2018). Elles
mettent en jeu un atome d’hydrogene li¢ a un atome donneur de liaison hydrogeéne qui est plus
¢lectronégatif que I’hydrogene, tel que (O, N, F ou dans une moindre mesure C) et un atome
accepteur de liaison hydrogeéne qui est un hétéroatome polarisable (Figure 80). Ce sont des
liaisons importantes pour le repliement protéique, les changements conformationnels et la
reconnaissance protéine/ ligand (Desaphy, 2013). Leurs énergies sont estimées entre 2 a 4
Kcal/mol, agissant dans les systémes biologiques a trés courte distance. Ils s’adaptent tres bien

a la flexibilité (I’angle peut varier de 120° a 180°) (Lalout, 2016).

Figure 80 : Exemple de liaison hydrogene entre 1’hydrogéne du groupement hydroxyle du

ligand (en vert) et ’oxygéne d’un acide aminé du récepteur (en bleu)

5.2 Interactions ioniques

Les interactions ioniques se forment par une force d’attraction électrostatique entre deux
atomes de charges opposées (Figure 81). La nature et la force de ces interactions sont trés
dépendantes du contexte atomique des protagonistes et de leur distance. L’énergie associée a
cette interaction est inversement proportionnelle a la distance qui les sépare, impliquant ainsi
une composante énergétique favorable a longue distance et par conséquent une reconnaissance

protéine/ligand renforcée (Desaphy, 2013).
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Figure 81 : Exemple de de deux interactions électrostatiques, entre le noyau benzénique du

ligand (en vert) et deux atome (O et N) de deux acides aminés du récepteur (en bleu).

5.3 Interactions hydrophobes

Il s'agit d'interactions entre molécules ou groupements peu polaires voir non polaires et qui
ont trés peu d'affinité pour le solvant ou ils sont dissouts tel que I’eau. Les groupements se
placent de fagon a présenter la plus faible surface de contact avec l'eau et forment des
interactions hydrophobes qui permettent la stabilisation du complexes (Figure 82). Il existe
divers type d’interactions hydrophobiques tels que les interactions aromatiques entre deux
cycles aromatique ou encore entre le centre d’un cycle aromatique et d’'un amide ou des

groupements méthyle (Bouchagra, 2018).

Figure 82 : Exemple de deux interactions hydrophobes, (a) entre le cycle du ligand (en vert)
et un second cycle d’un acide aminé du récepteur (en bleu) et (b) entre deux cycles du ligand

(en vert) et ’atome carbone d’un acide aminé du récepteur (en bleu).

Il existe plusieurs types de positionnement entre deux cycles aromatiques (Figure 83): la
forme en T ou un cycle se positionne perpendiculairement au plan et dans I’axe du centre du
second ; la position parallele ou les deux cycles sont coplanaires ; le paralléle déplacé,
¢quivalent au paralléle mais avec un décalage de I’un des deux cycles et la position nommée

chevron ou les plans des deux cycles ne sont ni paralléles ni perpendiculaires (Desaphy, 2013).
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Céoté-Face Face-Face Paralléle déplacé Chevron

Forme en T Paralléle
Figure 83 : Les superpositions existantes entre deux cycles aromatiques (Desaphy, 2013).
6 Autres paramétres importants dans la réalisation du docking moléculaire
6.1 Importance de la structure des protéines

La qualité de la structure des protéines cibles est I’une des ¢léments indispensables pour
I’obtention de résultats fiables lors de la réalisation du docking (Taylor et al., 2003). La source
d'information de ces structures provient de 1’'un de trois techniques expérimentales, la
cristallographie aux rayons X, la diffraction des neutrons et la résonance magnétique nucléaire
(RMN) (Spyrakis et al., 2010). La cristallographie aux rayons X est la méthode la plus utilisée
car elle est relativement moins coliteuse pour obtenir une structure protéique. Par ailleurs, la
diffraction des neutrons donne de bonne résolution par rapport a la cristallographie aux rayons
X qui permet souvent I'observation directe des positions de I'hydrogéne dans les structures.
Toutefois, c’est une technique beaucoup plus couteuse car elles nécessitent une source de
neutrons provenant d'un accélérateur. Concernant la RMN, c’est une méthode limitée par la
taille des protéines. Cependant, elle permet I'examen de la structure en solution et fournit des
informations sur la flexibilité (Spyrakis et al., 2010). En outre, la qualité de ces structures doit

étre évaluée a 1’aide de différents paramétres (Rayar, 2017):

-La résolution permet de mesurer la précision avec laquelle le modele cristallographique
reproduit les données expérimentales. Globalement, une valeur inférieure a 2 A signifie une
bonne résolution qui est considérée comme une source de donnée beaucoup plus fiable
(Spyrakis et al., 2010). En effet, plus la résolution est ¢levée, plus il y a de données
expérimentales et plus on peut s'attendre a ce que le modele résultant soit fiable (en termes
d'exactitude et de précision). A haute résolution (<1,5 A), le modéle est proche de plus de 95
% des données expérimentales observées. Cependant, a une faible résolution (> 2,5 A), les

détails de la structure protéique sont beaucoup plus subjectifs (Davis et al., 2003).
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-Le facteur R libre ou R-free permet d’évaluer le pourcentage de différence entre la structure
cristallographique et les résultats des données expérimentales (Pachoulide, 2021). Briinger
(1997) (Briinger, 1997) suggere une valeur seuil de 0,40 pour la valeur R-free, c'est-a-dire que

les modeles avec des valeurs de R-free supérieures a 0,40 doivent étre traités avec prudence.

-Le facteur B également appelé facteur de température car I'une de ses fonctions est la mesure
des mouvements des atomes le long des trois axes dus au mouvement thermique isotrope
(Spyrakis et al., 2010). Il permet aussi de fournir une indication relative utile de la fiabilité des
différentes parties du modele ainsi que les régions pour lesquelles il y a une ambigiiité
structurelle (Pachoulide, 2021). Par exemple, si le facteur-B est élevé, pour une chaine latérale
de lysine, cela signifie généralement que peu ou pas de densité électronique a été observée pour
les atomes de cette chaine latérale et que les coordonnées sont donc moins fiables (Davis et al.,

2003).

6.2 Importance du solvant

Au cours de la simulation moléculaire entre le récepteur et le ligand, la majorité des logiciels
de docking ne prennent pas en compte le solvant. Cependant, cette approche est assez éloignée
de la réalité si on veut simuler le milieu biologique dans lequel la protéine et le ligand vont
entrer en contact. En effet, ’eau joue un rdle primordial dans les interactions ligand-protéine
en agissant comme un médiateur de liaison hydrogéne lorsqu’ils sont trop éloignés pour
interagir directement (Elkaim, 2011). Elle peut servir de pont entre la protéine et le ligand
permettant ainsi la stabiliser du complexe. Aussi, la disposition des molécules d’eau dans le site
actif permet a la protéine d’adopter une conformation pour accueillir le ligand (Rayar, 2017).
Selon une étude réalisée par (Sendergaard et al., 2009) sur 1300 structures plus de 88% ont
présenté au moins une molécule d’eau au niveau du site actif a proximité du ligand (dans un

rayon de 3.5 A).

7 Logiciel utilisé « AutoDock Vina »

AutoDock Vina est un programme de docking dérivé d’ AutoDock4. 1l a été développé par
le groupe de Arthur J. Olson au ““ Scripps Research Institute ” (http ://autodock.scripps.edu/)
(Trott et Olson, 2009). Toutefois, malgré son nom, ce logiciel contient un algorithme de
recherche et une fonction de scoring différents de ceux d’Autodock (Elkaim, 2011). Son
principal objectif est d’étre plus rapide et cela en conservant des résultats a la hauteur voire

meilleurs qu’AutoDock4. L’algorithme de positionnement des ligands de ce programme est
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une application de recherche de type itérative locale (““ Iterated Local Search global optimizer
) (Martz, 2014). Lors du docking, plusieurs calculs paralleles vont étre effectués a partir de
conformations aléatoires, suivie d’une étape d’optimisation locale réalisée selon la méthode
Broyden-Fletcher-Goldfarb-Shanno (BFGS). Les résultats de tous les calculs sont ensuite
rassemblés et classés en fonction de leur score (Elkaim, 2011). La fonction de scoring
d’Autodock Vina et de type hybride, combine la fonction de score empirique et la fonction “

knowlegde-based ” (Trott et Olson, 2009), lui conférant la possibilité de déterminer les valeurs

d’affinité des ligands et les préférences conformationnelles des complexes (Elkaim, 2011).

8

8.1

La procédure de docking moléculaire a mettre en place pour prédire les interactions,

démontrer I’affinité, la distance des liaisons et 1’énergie d’interaction entre un ligand et son

Matériels et Méthodes

Etape de docking moléculaire

récepteur est présentée dans la figure suivante :
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Figure 84 : Etapes de la procédure du docking moléculaire (Grosdidier, 2007).
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8.1.1 Détermination des structures
8.1.1.1 Protéines cibles (Récepteurs)

Dans cette étude, nous avons choisi comme enzyme : a-amylase provenant de la moisissure
(Aspergillus oryzae) et acétylcholinestérase humaine (HuAChE). Les structures cristallines de
a-amylase (PDB ID: 7TAA) et de I’acétylcholinestérase humaine (HuAChE) (PDB ID :
604W) ont été téléchargées a partir de la base de données Bookhaven Protein Data Bank (PDB)
(www.rcsb.org). Le modele HUAChE a été pris en compte car seule trois structures de
I’EeAChE sont déposées avec les codes PDB 1C20, 1C2B (Bourne et al., 1999) et 1EEA. Ces
structures ne peuvent pas €tre considérées comme des modeles de bonne qualité selon les
critéres rapportés dans la littérature (Warren et al., 2012). De plus, les modeles utilisés des
deux enzymes ont été choisi en tenant compte de certains parameétres, tels que 1'absence de
mutation, la présence d'un ligand réversible, la résolution et la valeur R libre (R-free) (Blow,
2002; Bortolami ef al., 2020; Warren et al., 2012). Leur structure tridimensionnelle a été
obtenue par cristallographie aux rayons X. L’enzyme HuAChE a été simplifi¢, en retenant
seulement un monomere pour la simulation moléculaire. Le tableau suivant résume les données

cristallographiques des deux enzymes.

Tableau 21 : Données cristallographique des deux enzymes.

Enzymes Origine Classification Ligands de Co- Chaine Résolution R- Référence
Cristallisation free
o-amylase  Aspergillus Hydrolase Acarbose, Ca™ A 1.98 A 0,23  (Brzozowski
(7TTAA) oryzae 6 et Davies,
1997)
HuAChE Humaine Hydrolase Donepezil, A, B 235A 0.18 (Gerlits et al.,
(604W) Glycérol et NOs3 6 2019)

8.1.1.2 Composition des acides aminés des deux enzymes

Afin de déterminer la composition en acides aminés hydrophobes et polaires des deux
séquences protéiques, nous avons téléchargé les séquences des deux enzymes (format FASTA)

a partir de la base de données Protein Data Bank et utilisé le logiciel BioEdit (Hall, 2004).

8.1.1.2.1 a-amylase

a-amylase fongique (PDB code: 7TAA) est une enzyme qui comprend une seule chaine de
478 résidus avec un poids moléculaire (PM) de 52486,52 Daltons. La répartition des AA selon
le caractére de polarité a montré que 1’enzyme est composée de 223 AA hydrophobes avec un

pourcentage molaire de 46,65 % et 255 AA polaires avec un pourcentage molaire de 53,35 %.
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Il est a noter que les AA hydrophobes majoritaires sont Gly et Ala avec un nombre de 42 et 37

et un pourcentage molaire de 8,79 % et 7,74 %, respectivement. Tandis que, les AA polaires

dominants sont Asp et Thr avec un nombre de 42 et 40 et un pourcentage molaire de 8,79 % et

8,37 %, respectivement (Figure 85).
AR polaes

Ala
Cys

(a) Phe (2,93) (b)

Sl 5] His (1,46)

Asp 42
Glu
Phe
Gly
His
lle

Cys (1,88), lle (5,86)

Wet (1,88)
Trp (2,09) _

Lys
Leu
Met
Asn
Pro
Gln
Arg Pro (4,39)
Ser
Thr
Val

Trp

Ser (7,53) (
- GIn (3,97)

|Arg (2,09)

Tyr

Figure 85 : Le nombre de chaque acide aminé (a) et le pourcentage molaire (b) de a-amylase

(PDB : 7TAA)

L’a-amylase est un métalloenzyme calcique, contenant un ion calcium. Cet ion ne participe
pas directement a la formation de complexe enzyme-substrat mais il permet le maintien de
I'enzyme dans une conformation optimale pour un maximum d'activit¢é (Noudri, 2011).
Structurellement, 1’a-amylase fongique se divise en trois domaines : A, B et C (Figure 86). Le
domaine A contient le site actif qui est composé de deux résidus (Asp206, Glu230) et il est li¢
au domaine C en feuille B a huit brins C-terminal. Le troisiéme domaine B joue un role dans la
stabilité de I'enzyme et dans la liaison. L'interface entre les domaines A et le B est maintenu par
un site calcique. Ce dernier est constitué par des résidus tels que : Aspl175, Asnl21, Glul62,
His122 et His210. En plus, d’autres résidus peuvent aussi intervenir dans la liaison tel que :
His80, His296, Lys209, Tyr82, Trp83, Gly234, Asp297, Asp340, Arg344 et GIn35
(Brzozowski et Davies, 1997).
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Site catalytique

Glu 230

Figure 86 : Structure tridimensionnelle et les acides aminés du site catalytique de de a-

amylase (PDB : 7TAA).
-Mécanisme d'action

L'hydrolyse de la liaison osidique nécessite la participation de deux acides aminés du site
actif: un donneur de protons (Glu) et un nucléophile (Asp) (Davies et Henrissat, 1995). Cette
réaction fait intervenir une série d'échanges d'électrons et de protons entre ces résidus et le
substrat (Noudri, 2011)(Figure 87). Le groupe carboxylique du résidu acide/base (Glu) céde
un proton a I’oxygene de la liaison osidique. En méme temps, le carbone C1du sucre est attaqué
par le nucléophile (Asp), produisant un intermédiaire covalent glycosyl-enzyme et aussi libérant
la partie réductrice du substrat. Par la suite, une molécule d'eau est activée par l'acide aminé

déprotoné (Glu), permettant ainsi la libération du sucre par hydrolyse du lien covalent entre

I’oxygene nucléophile de Asp et le C1 du sucre (Davies et Henrissat, 1995; Maktouf, 2013;
Nielsen ez al., 2001).

«OH + HO—R

OH
Sucre réducteur o 0

Asp

Figure 87: Mécanisme d’action de I’a-amylase (Davies et Henrissat, 1995).

147



Chapitre 03 : Etude in silico (Docking moléculaire)

8.1.1.2.2 Acétylcholinesterase

HuAChE (code PDB : 604W) est constitué de deux chaines peptidiques similaires ayant
chacun un nombre de 550 résidus et un poids moléculaire de 60228,06 Daltons. La chaine A de
HuAChE est composé¢ de 320 AA hydrophobes et 230 AA polaires avec des proportions
molaires de 58,18% et 41,82%, respectivement. De plus, cette enzyme est composée d’une
grande partie d’AA hydrophobes tels que Leu, Gly, Val et Ala avec un nombre de 58, 55, 52 et
51 et un pourcentage molaire de 10,55 %, 10%, 9,45% et 9,27%, respectivement. En revanche,
les AA polaires majoritaires sont Arg, Glu et Ser avec un nombre de 39, 31 et 30 et un

pourcentage molaire de 7,09%, 5,64% et 5,45%, respectivement (Figure 89).

Rouge: AA hydrophobes
: AA polaires

Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
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lle
Lys
Leu
Met
Asn
Pro
Gln
Arg
Ser
Thr
Val
Trp
Tyr

Asp (4,73)

Glu (5,64
Cys (1,09)

Trp (2,36)

Arg (7,09)"-\//

Gln (3,64)
Thr (4,55)

Ser (5,45)

Figure 89 : Le nombre de chaque acide aminé (a) et le pourcentage molaire (b) de HuAChE

(code PDB : 604W).

Le monomeére de I’AChE est un repliement de modéle o/ hydrolase, constitué de 15 hélices
a et 11 feuillets B. Le dimere de I’enzyme est formé par I’union de deux hélices a de chaque
monomere garantissant sa stabilit¢ (Figure 90) (Benamar, 2016). L'é¢tude structurale de
'HuAChE a révélé qu’elle a un site actif de 20 A de profondeur (Sussman et al., 1991). Ce site
contient une triade catalytique (Ser203, His447, Glu334) situ¢ au fond d'une gorge profonde et
étroite (Bortolami er al, 2020), mais aussi un deuxiéme site (site anionique) ou site
périphérique situé a I’interface du site catalytique et contient de nombreuses chaines latérales

aromatiques constituées de résidus tels que Trp86, Trp286 et Tyr337, (Bortolami et al., 2020;

Phe (4,91) (b)

His (2)
| lle (1,64)
Lys (1,27)

\ Lys (1,27)

Asn (2,91)
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Cheung et al., 2013). Ce site périphérique contribue a 1'efficacité catalytique en orientant les
molécules vers le site catalytique (Cheung et al, 2013; Szegletes et al., 1999; Tara et al.,
1998). De plus, d’autre résidus et molécules d’eau peuvent intervenir dans les interactions pour

stabiliser le ligand tels que: Phe295, Phe338, Tyr72, Tyr341, Ser293 (Gerlits et al., 2019).

Chaine A

' Glu33a Ser‘z? g \
His 447 :l j S’ Chaine B

Figure 90 : Structure tridimensionnelle et les acides aminés du site catalytique de HUAChE

(code PDB : 604W).

-Mécanisme d'action

L’hydrolyse de I’acétylcholine s’effectue en deux étapes (Figure 91). Dans un premier
temps, le groupement acétyle de I’ACh se lie a I’oxygene de la Ser et I’His se fixe au proton de
la Ser pour former le complexe acyl-enzyme tétraé¢drique. Quant au Glu, il polarise et maintien
I’His dans une position convenable aux transferts des proton, suivi de la libération de la choline
lors de sa fixation avec de ce proton. Cette étape est appelée étape de I’acylation. La deuxiéme
étape (étape de déacétylation) fait intervenir une molécule d’eau pour libérer 1’acétate de la Ser

(Benamar, 2016).
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Figure 91 : Mécanisme d’action de 1’ Acétylcholinestérase (Benamar, 2016; Bennion et al.,
2015).
8.1.1.3 Ligands

Toutes les molécules identifiées a partir des galles de Pistacia atlantica ainsi que les
principes actifs des deux médicaments, 1’un traitant le diabéte de type 2 (acarbose) et 1’autre
ralentissant les effets de I’ Alzheimer (donépézil) ont été téléchargées a partir de la base de
données PubChem (Kim et al., 2016), a I’exception de la molécule digallate de méthyle qui a
été préparée par le logiciel Chem3D (version 15.0). De plus, la régle de cinq de Lipinski a
¢galement été analysée pour confirmer 1'efficacité de la structure des ligands. Le data mining

de ces ligands a été appliqué a partir du logiciel Knime (http:/www.knime.org/) (Figure 92).

Figure 92 : Data mining des ligands a partir du le logiciel Knime.

Le Konstanz Information Miner (KNIME) est un logiciel qui prend en charge un large
¢ventail de fonctionnalités notamment dans le domaine de la chimie et de la bio-informatique

(Beisken et al., 2013). Les nceuds « nodes » représentent des instructions liées entre elles,
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chaque exécution réussite (nceud) permet de sortir et d’entamer une autre exécution (le nceud
suivant) (Gally et al., 2017). Pour I’application de la regle de cinq de Lipinski sur les ligands

¢tudiés plusieurs nceuds ont été¢ employés (Bouchareb, 2016):

-Le premier nceud utilisé pour la lecture des fichiers de ligands.

-Le deuxieme nceud pour analyser et afficher les structures.

-Le troisiéme nceud pour additionner I’hydrogeénes manquants au niveau des structures.

-Le quatrieme noeud pour calculer la valeur de XLog de chaque ligand.

-Le cinqui¢me nceud pour filtrer les structures.

-Le sixieme nceud pour regrouper les données obtenues apres 1’exécution des nceuds au-dessus.
-Le septiéme nceud pour donner les 5 paramétres de la régle cinq de Lipinski.

Le tableau 22 résume les différentes informations structurales de ces ligands.
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Tableau 22 : Résultats de la régle de Lipinski des molécules testées.

Molécules

PM?

OH

(g/mol)

Xlog DLHP? ALH¢® LRY

o
OH
HO' HO 4

e
OH

Acide quinique

192,17

-1,97 5

(0]

OH
—o0

OH

Gallate de méthyle

184,15

1,33 3

\ o) Ol
(o] 0O,
0
OH
HO OH

Digallate de méthyle

335

2,45 4

OH OH
[} 0,
HOl ) OH
o
S % OH
HO\\\ %
o

HO OH

Acide digalloylquinique

496,4

1,09 9 14 7

OH

Acide valoneique dilactone

OH

jij 470,30

3,54 7 13 3

OH =
no””

Acarbose

OH OH
2 HO in,, 2
. o) .
» 0 uy,

645,6

-8,5 14 19

Q@;% \

Donépézil

379,5

4,3 0

PM? : poids moléculaire, DLH® : nombre de donneurs de liaisons hydrogéne, ALH® : nombre
d'accepteurs de liaisons hydrogéne, LRY : liaison rotative.
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8.1.2 Préparation des structures
8.1.2.1 Préparation des protéines cibles

Pour I'amarrage, les protéines ont été préparée en éliminant les molécules d'eau inutiles,
les hétéroatomes et les ligands. Des molécules d'eau spécifiques impliquées dans les
interactions entre les inhibiteurs et ’enzyme ont €té définies. Ainsi, les hydrogenes polaires et
les charges partielles ont été ajoutés a la structure a l'aide des outils Autodock (ADT) (version

1.5.6) (Martins et al., 2011).

8.1.2.2 Préparation des ligands

Toutes les molécules ont été assemblées avec le logiciel Discovery Studio (version
20.1). Des torsions flexibles dans les ligands ont été attribuées et les angles diedres acycliques
ont été¢ autorisés a tourner librement a 1’aide des outils Autodock (ADT) (version 1.5.6)

(Martins et al., 2011).

8.1.3 Analyse et visualisation du docking moléculaire

L'étude docking moléculaire a été réalisée a 1'aide du programme AutoDock Vina (Trott et
Olson, 2009). Dans ce programme, les ligands sont flexibles tandis que les protéines sont
considérées comme une structure rigide. Le logiciel utilise des boites rectangulaires pour le site
de reliure. La grille pour chaque enzyme a été établie avec des points de grille séparés de 1 A
et positionnée au milieu du site actif. Les valeurs des paramétres de la boite de grille pour a-
amylase ont été ajustées comme x = 36,894, y = 43,262, z = 24,886 avec taille (24x24x24). De
méme, pour HUAChE, les valeurs de grille ont été ajustées comme x = 88,200, y = 79,590, z =
-15,580 avec une taille de (26x28x22). Le nombre de conformations de sortie a été¢ défini sur
un. De plus, le nombre de tours d'amarrage a été fixé a 50 tours de facon aléatoire. La
visualisation graphique en 2D et en 3D de tous les complexes d'amarrage a été réalisée a 'aide

du logiciel Discovery Studio (version 20.1).
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1  Résultats et discussion
1.1 Simulation d'amarrage moléculaire

L’étude de I’activité inhibitrice in vitro des extraits méthanoliques des galles de Pistacia
atlantica envers I’enzyme o-amylase et acétylcholinestérase, nous a incité a explorer les
molécules bioactives et a réaliser une simulation d'amarrage (docking) en ciblant le site actif de
la structure cristalline des deux enzymes (PDB ID : 7TAA et 604W) et en étudiant la nature, le
type et I’affinité de liaison adoptée par les ligands. La stabilit¢ du complexe récepteur-ligand
s’effectue par une évaluation de la complémentarité chimique. Celle-ci tient compte des
interactions chimiques telles que les liaisons hydrogénes (Arunan et al., 2011), les charges
¢lectrostatiques (McCoy et al., 1997) ou encore les interactions hydrophobes (Blalock et Smith,
1984). Nous avons sélectionné la meilleure pose d'amarrage pour chaque inhibiteur, en fonction

du nombre de répétitions et de 1’énergie de liaison minimale existant dans 50 solutions.

1.1.1 Amarrage moléculaire pour a-amylase

L'énergie de liaison obtenu entre a-amylase et les inhibiteurs testés est compris entre -9,5 et
-5,7 kcal / mol. Le composé 5 a donné une meilleure affinité (-9,5 kcal / mol). Tandis que les
autres composés 3, 4, acarbose, 2 et 1 ont enregistré un score énergétique de -8,6 kcal / mol, -8,5
kcal / mol, -8,5 kcal / mol, -6,2 kcal / mol et -5,7 kcal / mol, respectivement. Les détails des
interactions des molécules : acide quinique (1), gallate de méthyle (2), digallate de méthyle (3),
acide digalloylquinique (4), acide valoneique dilactone (5) et 1’acarbose avec a-amylase sont
résumés dans le tableau 23. Le résultat de la conformation des ligands a montré que 1’inhibiteur
5 a obtenu une répétition avec un taux de 100%, suivi des molécules 4, 2, acarbose, 3 et 1 qui ont

eu un taux de répétition égal a 96%, 94%, 94%, 72% et 54%, respectivement.
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Tableau 23 : Résultats du docking moléculaire pour I’a-amylase (PDB : 7TAA).

Nbre de EL Catégorie Types Résidus Distance (A)
Molécules répétition (%)  (kcal/mol)
Liaison hydrogéne Arg204 (2) 2,90/2,42
Acide quinique 54 -5,7 Liaison / His296 2,45
1) hydrogéne / Arg344 1,88
/ Tyr82 2,38
/ Glu230 2,61
/ Asp206 2,21
/ Asp297 2,75
Liaison hydrogéne Trp83 1,36
Liaison / GIn35 2,94
hydrogéne / Arg344 2,06
Gallate de méthyle 94 -5,9 / Asp340 2,20
?2) Hydrophobe 7 - T T- shaped Trp83 (2) 5,12/5,32
7 - T Stacked His80 4,601
Electrostatique mt-Cation His80 4,02
Tt -Anion ASp34O 3,96
Liaison hydrogéne Arg204 2,86
Liaison / His122 2,66
hydrogéne / Arg344 (2) 2,13/2,24
Digallate de 72 -8,6 / Asp297 2,41
méthyle / Tyr82 2,98
@) 7 - 1 Stacked His80 4,80
Hydrophobe / Tyr82 3,98
7 - 1t T-shaped Trp83 5,19
Electrostatique n-Cation His80 4,18
Tt -Anion ASp340 3,89
Liaison hydrogene Trp83 2,03
Liaison / His122 2,63
hydrogene / His296 2,85
/ Asp297 (2) 1,87/2,25
Acide 96 -8,6 / Asp340 2,29
digalloylquinique / Asp206 2,65
) / Glu230 2,90
Electrostatique T -Anion Asp206 3,65
Liaison hydrogéne Trp83 2,69
Liaison / His210 2,15
hydrogéne / Arg344 2,08
Acide valoneique 100 -9,5 / Asp206 (2) 2,34/2,37
dilactone / Glu230 2,73
) Electrostatique 7 -Anion Glu230 (2) 4,10/4,26
/ Asp297 3,60
m-Sigma Leu232 (2) 3,92/3,70
Hydrophobe n-Alkyl Leu232 5,35
7 - 7 Stacked Tyr82 4,43
Liaison hydrogene Trp83 (2) 2,11/2,68
Liaison / Asp206 2,15
Acarbose 94 -8,2 hydrogéne / Arg344 (2) 2,26/2,54
/ Asp340 2,56
/ Asp297 2,68
/ Asn339 2,98
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L’acide quinique (composé 1) est un composé phénolique qui contient dans sa structure cinq
groupements hydroxyles et un atome d’oxygene, ces derniers peuvent soit agir comme des
accepteurs ou bien des donneurs de proton formant des liaisons hydrogenes avec les acides aminés
du site actif de I’enzyme. En effet, il a interagi avec les deux résidus catalytiques de I’enzyme
(Asp206 et Glu230) et avec quatre autres résidus du site de liaison (Arg204 (double liaison),
His296, Arg344 et Asp297) par une liaison hydrogene. La longueur des liaisons hydrogene étaient
de 2,21 A, 2,61 A, (2,42 A, 2,90 A), 2,45 A, 1,88 A et 2,75 A, respectivement. Les interactions

observées entre le site actif de I’enzyme et ’acide quinique sont présentés dans la figure 93.
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Figure 93 : Représentation en 2D et 3D du mode de liaison de 1’acide quinique au site actif de 1'a-
amylase d'Aspergillus Aryzae.

Quant au gallate de méthyle (composé 2) qui renferme trois groupements hydroxyles et un
atome d’oxygene a formé quatre liaisons hydrogene avec des acides aminés du site de liaison
(GIn35= 2,94 A, Trp83= 1,36, Arg344= 2,06 A et Asp340= 2,20 A) et deux liaisons avec deux
molécules d’eau (HOH537=2,13 A et HOH563=2,59 A). De plus, il contient un cycle aromatique,
ce qui a permis la production de cinq interactions, trois sont hydrophobes (une de type m-m
stacked avec His80= 4,61 A et deux de type m - © T- shaped avec Trp83 (double liaison ; 5,32 A
et 5,12 A)) et deux autres sont électrostatiques (de type m-cation et 7 -anion avec His80= 4,02 A

et Asp340= 3,96 A) (Figure 94).
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Figure 94 : Représentation en 2D et 3D du mode de liaison de gallate de méthyle au site actif de
I'a-amylase d'Aspergillus Aryzae.

Pour le digallate de méthyle (composé 3), il comporte quatre groupements hydroxyles et trois
atomes d’oxygenes. Les résultats ont montré qu’il a formé six liaisons hydrogéne au niveau des
résidus Tyr82, His122, Arg204, Arg344 (2), Asp297 a des distances qui ont varié de 2,13 A 22,98
A et une liaison avec une molécule d’eau (HOH653= 2,71 A). Egalement, il y a eu d’autres
interactions avec les cycles benzéniques telles que : trois interactions hydrophobes (deux de type
-  stacked avec His80 (4,90 A) et Tyr82 (3,98 A) et une de type - © T-shaped avec Trp83 (5,19
A)) et deux autres électrostatiques (une de type m-cation avec His80= 4,18 A et I’autre de type 7-

anion avec Asp340= 3,89 A) (Figure 95).

Asp340

Asp297
7
Arg344
‘ Digallate méthyle l

Figure 95 : Représentation en 2D et 3D du mode de liaison de digallate de méthyle au site actif
de l'a-amylase d'Aspergillus Aryzae.

Concernant I’acide digalloylquinique (composé 4) qui renferme neuf groupements hydroxyles
et trois atomes d’oxygenes, a occupé le site actif en interagissant avec sept résidus dont deux sont
des acides aminés catalytiques tels que : Trp83, His122, His296, Asp297 (2), Asp206, Glu230,
Asp340. Huit liaisons hydrogéne ont été établies avec les résidus Trp83 (2,03 A), His122 (2,63
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A), His296 (2,85 A), Asp297 (2 ; 1,87 A/ 2,25 A), Asp206 (2,65 A) et Glu230 (2,90 A). De plus,
il y a eu quatre liaisons hydrogéne avec deux molécules d’eau (HOH653 (2,33 A) et HOH766 (3 ;
1,91 A/ 2,71 A/ 3,05 A) et une interaction électrostatique avec Asp206 (de type m-anion ; 3,65 A),

La figure 96 montre les interactions entre le site actif de I’enzyme et I’acide digalloylquinique.

HOH
A653

Figure 96 : Représentation en 2D et 3D du mode de liaison de 1’acide digalloylquinique au site
actif de I'a-amylase d'Aspergillus Aryzae.

L’acide valoneique dilactone (composé 5) est largement entouré de résidus tels que Trp83,
His210, Arg344, Asp206, Glu230, Asp297, Leu232 et Tyr82. C’est un composé phénolique qui
contient sept groupements hydroxyles et deux atomes d’oxygenes. Les résultats ont enregistré six
liaisons hydrogéne formées avec des résidus dont deux du site catalytique Trp83 (2,69 A), His210
(2,15 A), Arg344 (2,08 A) Asp206 (2; 2,34 A/ 2,37 A) et Glu230 (2,73 A) et deux liaisons
hydrogéne formées avec HOH513 (2 ; 2,24 A/ 2,29 A). Trois interactions électrostatiques de type
m-anion ont été identifiées deux avec Glu230 (4,10 A / 4,26 A) et une avec Asp297 (3,60 A). De
plus. Quatre autres hydrophobes ont été formées, deux de type n-sigma avec Leu232 (3,70 A /3,92
A), une de type m-alkyl avec Leu232 (5,35 A) et une derniére de type m -m stacked avec Tyr82
(4,43 A). Les différentes interactions observées entre le site actif de I’enzyme et I’acide valoneique

dilactone sont présentés dans la figure 97.
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1 His201

Leu232

Acide valoneique
dilactone

Figure 97 : Représentation en 2D et 3D du mode de liaison de 1’acide valoneique dilactone au site

actif de I'a-amylase d'Aspergillus Aryzae.

L’acarbose est un principe actif employ¢€ pour traiter le diabete de type 2. Son mode de liaison
avec le site actif montre qu’il y a huit liaisons hydrogéne dont un avec un acide amine du site
catalytique, quatre groupes hydroxyles interagissent avec les résidus Asp206 (2,15 A), Arg344
(2,26 A), Asp340 (2,56 A) et Asp297 (2,68 A) et les quatre autres résidus Trp83 (2 ;2,11 A/ 2,68
A), Arg344 (2,54 A) et Asn339 (2,98 A) interagissent avec 1’atome d’oxygéne du ligand. Une
liaison hydrogéne supplémentaire a été trouvée avec une molécule d’eau HOH563 (2,51 A), La

figure 98 présente les interactions entre le site actif de I’enzyme et ’acarbose.

Figure 98 : Représentation en 2D et 3D du mode de liaison de I’acarbose au site actif de 1'a-

amylase d'Aspergillus Aryzae,

La visualisation des résultats du docking montre que les complexes formés entre I’enzyme
(7TAA) et les ligands ont été stabilisés au sein du site actif principalement par des liaisons
hydrogéne, suivi de plusieurs interactions hydrophobes et électrostatiques. L’attention est souvent
placée sur l'interaction et la longueur des liaisons hydrogene en raison de leurs roles clés dans la
reconnaissance moléculaire, la catalyse et la stabilité structurelle du systéme biologique (Ogunwa

et Ayenitaju, 2017; Senthil ez al, 2019). Selon (Imberty et al., 1991) lorsque les distances entre
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ligands et les acides aminés varient entre : 2,5 A <R <3,1 A c’est une interaction forte ; entre 3,1
A <R <3,55 A c’est une interaction moyenne et lorsque R > 3,55 A c’est une interaction faible,
Sur la base de I'observation de nos résultats (Tableau 24), la plupart des interactions des complexes
protéines-ligands ont plus de cinq liaisons hydrogéne et une longueur qui varie souvent de 2,5 A
a 3,1 A. De plus, I’'une des liaisons hydrogéne estimée la plus importante est celle qui se forme
avec les résidus du site catalytique de la protéine, renforcant ainsi 1’idée que la fixation de
I’inhibiteur sur ce résidu est bien responsable de ’inhibition de I’enzyme. D’apres les études de
(Milella et al., 2016; Zhen et al., 2017; Zhu et al., 2019), il peut y avoir deux modes de liaisons
avec I’enzyme digestive a-amylase ; soit les inhibiteurs se lient aux acides aminés situés dans la «
poche », ce qui est considéré comme une inhibition compétitive. En effet, d’apres la théorie du «
verrou et clé », le substrat se lie d’abord au centre du site actif de I’enzyme avant que les acides
aminés catalytiques ne rompent la liaison glycosidique. Ou encore, les inhibiteurs se lient avec des
résidus en dehors du centre actif qui sont importants pour maintenir la conformation de 1'enzyme.
Ces inhibiteurs peuvent donc fermer le canal, empéchant ainsi I'entrée du substrat et ceci est
généralement associé a une inhibition non compétitive. Par conséquent, 1’affinité et I’interaction
des composés 1, 4, 5 et I’acarbose avec les acides aminés catalytiques prédisent un mode inhibiteur
compétitif, Par contre I’interaction des deux composés 2 et 3 uniquement avec les acides aminés

du site de liaison ne prédit pas un mode inhibiteur compétitif.

Par ailleurs, I'énergie de liaison est également un critére important pour considérer les
interactions enzymatiques et inhibiteurs. Une faible énergie de liaison est considérée comme plus
stable, tandis qu'une énergie de liaison ¢levée est considérée comme moins stable (Chu et Wang,
2016; Senthil ez al., 2019). En termes de 1’énergie, 1’acide valoneique dilactone s’avere étre le
meilleur inhibiteur contre a-amylase (PDB code :7TAA). De plus, selon (Zhu et al., 2019), une
forte inhibition est généralement associé a des inhibiteurs plus hydrophobes, a plus de liaisons H
et a une conjugaison n-7 plus étendue formée entre I'inhibiteur et les résidus du site actif. En termes
des facteurs cités a savoirs 1’énergie de liaison, le taux de répétition, le nombre de liaisons avec
les acides aminés catalytiques ainsi que les liaisons hydrophobes, 1’acide valoneique dilactone
s’avere étre le meilleur inhibiteur contre a-amylase (PDB code :7TAA), se liant avec les deux
acides aminés catalytiques de I’enzyme (Asp206 et Glu230) par trois liaisons hydrogéne et formant

quatre liaisons hydrophobes.
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1.1.2 Amarrage moléculaire pour HuAChE

Afin de prédire le mode de liaison et les affinités des cinq composés identifiés a partir des
galles de Pistacia atlantica et le standard donépézil dans la gorge du site actif de I’enzyme cible
HuAChE, une ¢étude d'amarrage a été réalisée et les interactions des composés avec HUAChE ont
été évaluées. La quantité d'énergie de liaison obtenue entre HuChE et les inhibiteurs testés a été
compris entre -9,2 et -5,1 kcal / mol. Le donépézil et le composé 3 ont donné une meilleure affinité
(-9,2 kcal / mol et -9,1 Kcal/ mol, respectivement), suivi des trois composés 2, 1, 4 qui ont donné
une énergie de liaison de -6,8 kcal / mol, -6,3 kcal / mol, -6,3 kcal / mol, respectivement et enfin
le composé 5 a enregistré une plus faible affinité de 1’ordre de -5,1 kcal / mol. Tandis que les
résultats de la conformation des cinq ligands et le donépézil (Tableau 24) ont montré que
I’inhibiteur 2 a obtenu une répétition avec un taux de 100%, suivi des molécules 5, 3, 1, 4 et le

donépézil qui ont eu un taux de répétition égal a 94%, 74%, 68%, 58% et 28%, respectivement.

D’aprés les résultats de I'amarrage moléculaire, les interactions observées pour stabiliser
les complexes récepteur-ligand se sont avérés €tre les interactions hydrophobes et les liaisons
hydrogéne. Ainsi que I’implication de deux molécules d’eau HOH708 et HOH875 dans la

formation des liaisons hydrogeéne avec tous les ligands testés.
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Tableau 24 : Résultats du docking moléculaire pour HuAChE (PDB : 604W).

Nbre de EL Catégorie Types Résidus Distance
Molécules répétition (kcal/mol) A)
(%)
Liaison hydrogene Tyrl33 2,36
Acide quinique 68 -6,3 Liaison / Gly120 (2) 3,04/2,07
M hydrogene / Hisd47 2,52
Hydrophobe 7 -Sigma Trp86 (2) 3,52/3,58
Liaison hydrogéne Serl25 2,44
Gallate de méthyle Liaison / His447 2,47
?2) 100 -6,8 hydrogéne / Glu202 2.80
Hydrophobe n-7 Stacked Trp86 (2) 3,82/4,27
Liaison hydrogéne Tyrl24 1,68
hL(iaiso‘n / Serl25 2,24
ydrogéne
Digallate de 74 9,1 / Tyrl33 2,32
méthyle / Glu202 2,67
3) 7 -7 Stacked Trp86 (2) 4,23/4,59
Hydrophobe / Phe338 4,71
/ Tyr341 4,89
Liaison hydrogéne Ser125 2,25
Acid / Tyr124 2,84
cide
digalloylquinique Liaison / Tyr133 @) 182215
) 58 -6,3 hydrogeéne / Phe295 1,89
/ His447 2,56
/ Gly120 2,88
Amide-  Stacked Gly120 3,95
Hydrophobe m -Sigma Trp86 3,86
7 - T Stacked Tyr341 4,03
Liaison hydrogéne Gly126 2,78
o / Gly120 (2) 2,11/2,75
Liaison / AspT74 2,93
hydrogene
Acide valoneique 94 -5,1 / Glu202 2,22
dilactone 7 -1 Stacked Trp83 (8)  4,14/4,54/4
Q) ,56/4,64/4,
74/5,05
/5,26
Hydrophobe /5,30
/ Tyr341 4,12
/ Tyr337 5,87
/ HOHS875 3,51
Donepezil Liaison Liaison hydrogene Ser125 2,44
hydrogéne
7 - 7 Stacked Tyr341 4,53
28 -9,2 / Trp86 (2)  4,21/4,58
Hydrophobe m-Alkyl Trp86 3,20
/ Val294 5,43
Alkyl Leul30 5,05
-1t T shaped Phe297 5,69

163



Chapitre 04 : Résultats et discussion de I’étude in silico

Les complexes (1, 2, 3, 4, 5 et le donépézil) ont tous révélé une caractéristique commune
qui est I’interaction hydrophobe avec le cycle indole Trp86. L'interaction de I’acide quinique
(composé 1) dans la gorge du site actif de 'HuAChE a été dominée par des liaisons hydrogene
avec trois résidus (Tyr133 ; 2,36 A, double liaison avec Gly120 ; 2,07 A /3,04 A et un résidu
catalytique His447 ; 2,52 A) et deux molécules d’eau (HOH708 ; 2,54 A et double liaison
HOHS875 ;1,69 A /3,41 A). Cette interaction a été renforcée par deux interactions hydrophobes
(n- Sigma) entre deux atomes de carbone du ligand et le cycle indole de Trp86 (3,52 A /3,58
A) (Figure 99).

Figure 99 : Représentation en 2D et 3D du mode de liaison de 1’acide quinique au site actif de
I’acétylcholinestérase humaine (HuAChE).

Pour le complexe 2 HuAChE-gallate de méthyle a été stabilisé par double interaction
hydrophobe (n-n Stacked) entre le cycle benzénique du méthyl gallate et Trp86 (3,82 A/ 4,27
A). De plus, quatre liaisons hydrogéne ont été formées, trois avec des acides aminés (Ser125 ;
2,44 A, His447 ; 2,47 et Glu202 ; 2,80 A) et une avec une molécule d’eau (HOHS875 ; 3,36 A)
(Figure 100).

Glu202 °

Gallate de méthyle

Figure 100 : Représentation en 2D et 3D du mode de liaison de gallate de méthyle au site actif
de I’acétylcholinestérase humaine (HuAChE).

Concernant le digallate de méthyle (composé 3) (Figure 101), le ligand a été accueilli

dans le site actif par des interactions hydrophobes de type m- m stacked avec les cycles
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benzéniques de Trp86 (4,23 A /4,59 A), Phe338 (4,71 A) et Tyr341 (4,89 A). Ces interactions
ont été renforcées par des liaisons hydrogeéne formées entre le ligand et les résidus Tyr124 (1,68

A), Ser125 (2,24 A), Tyr133 (2,32 A) et Glu202 (2,67 A) ainsi que deux molécules d’eau

HOH708 (3,11 A) et HOH875 (4,17 A).
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Figure 101 : Représentation en 2D et 3D du mode de liaison de digallate de méthyle au site
actif de I’acétylcholinestérase humaine (HuAChE).

L’acide digalloylquinique (composé 4) a occupé le site actif en interagissant avec six
résidus dont un est un acide aminé catalytique tels que : Ser125, Tyr124, Tyr133, Phe295,
Asp206, His447et Gly120, formant des liaisons hydrogéne ayant des distances de 2,25 A, 2,84
A, (1,82A/2,15A), 1,89 A, 2,56 A, 2,88 A, respectivement. Egalement, il y a eu quatre liaisons
hydrogéne avec deux molécules d’eau, une avec HOH708 (3,16 A) et trois avec HOH875 (2,64
A /2,81 A /3,27 A). Trois interactions hydrophobes supplémentaires ont été observées, une avec
Gly120 (type Amide n-Stacked ;3,95 A), une autre avec Trp86 (type n-Sigma ; 3,86 A) et une
derniére avec Tyr341 (type n- m Stacked ;4,03 A), La figure 102 illustre les interactions entre

le site actif de I’enzyme et 1’acide digalloylquinique.
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Tyrl33

Figure 102 : Représentation en 2D et 3D du mode de liaison de 1’acide digalloylquinique au
site actif de ’acétylcholinestérase humaine (HuAChE).

Quant a I’acide valoneique dilactone (composé 5), il existe dix interactions de type - &
Stacked avec le cycle aromatique des résidus Trp86, Tyr337 et Tyr341. Huit d’autre elles ont
été observées avec Trp86 a des distances égales de 4,14 A, 4,45 A, 4,56 A, 4,64 A, 4,74 A, 5,05
A, 5,26 A et 5,30 A, une avec Tyr341 (4,12 A) et la derniére avec Tyr337 (5,87 A). Ce complexe
est encore intensifié par des liaisons hydrogene formées entre la molécule et les résidus Gly126
(2,78 A), Gly120 (2,11 A /2,75 A), Asp74 (2,93 A) et Glu (2,22 A), ainsi que deux liaisons
supplémentaires avec deux molécules d’eau HOH408 (2,87 A) et HOH875 (3,51 A) (Figure
103).

Gly120
o

< Gly126

e

Figure 103 : Représentation en 2D et 3D du mode de liaison de I’acide valoneique dilactone au
site actif de I’acétylcholinestérase humaine (HuAChE).

Comme le montre la figure 104, le donépézil a été impliqué dans deux liaisons
hydrogéne, une avec le résidu Serl125 (2,44 A) et I’autre avec une molécule d’eau HOH875

(4,05 A). Plusieurs interactions hydrophobes ont été observées avec les résidus Tyr341, Trp86,
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Val294, Leul30 et Phe297. A savoir, Trp86 a interagi avec le donépézil de deux fagons, en
formant une double interaction n- m Stacked entre le cycle indole et le cycle benzénique du
ligand avec une longueur de 4,12 A et 4,58 A et une interaction n-Alkyl (5,20 A). Les autres
résidus interagissent différemment avec le donépézil par interaction n- m Stacked avec Tyr341
(4,53 A), par interaction n-Alkyl avec Val294 (5,43 A), par interaction n- © T shaped avec
Phe297 (5,69 A) et enfin par une interaction Alkyl avec Leul30 (5,05 A).

/
v 3% &
Leul30

Figure 104 : Représentation en 2D et 3D du mode de liaison du donépézil au site actif de
I’acétylcholinestérase humaine (HuAChE),

L’affinité et I’interaction des composés 1 et 2 avec les acides aminés catalytiques
prédisent un mode inhibiteur compétitif. Par contre 1’interaction des autres molécules 3, 4, S et
le donépézil interagissant avec les résidus du site anionique périphérique (PAS) de 'HUAChE

indique que le mode d'inhibition n'est pas compétitif.
1.2 Evaluations de la régle de cinq de Lipinski (RO5) sur les ligands sélectionnés

La regle de 5 de Lipinski formulée par Christopher A, Lipinski en 1997 est en relation
directe avec les propriétés biologiques d'absorption, de digestion, de métabolisme et d'excrétion
des molécules étudiées. Cette régle est basée sur le fait que les molécules doivent Etre petites et
lipophiles, En général, un médicament actif par voie orale doit avoir cinq criteres (Lipinski,

2004; Lipinski et al., 1997):

-Un poids moléculaire (PM) maximum de 500g/mol,

-Nombre de rotation de liaison <5,

-LogX calculée (-2 <Xlog <5),

-Le nombre de donneurs de liaisons hydrogene doit étre inférieur a 5 (DLH) (OH ou NH),

-Le nombre d’accepteurs de liaisons hydrogeéne doit étre inférieur a 10 (ALH) (O ou N).
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Le tableau 22 mentionné dans le chapitre 03 (Etude in silico (Docking moléculaire))
présente les résultats de la regle 5 de Lipinski des molécules testées. Le poids moléculaire de la
molécule est un parameétre important de I'action pharmaceutique (Ashraf et al., 2020). Lorsqu’il
augment au-dela d'une certaine limite, la molécule est moins absorbée et atteint la cible
lentement, retardant ainsi la réaction (Lipinski, 2004). Le faible poids moléculaire de nos cinq
molécules étudiées ainsi que le donépézil ajoute au potentiel de 1’activité inhibitrice et remplit
le critére recommandé (<500 g / mol) (Senthil ez al., 2019), ce qui suggere que ces composeés
devraient €tre facilement transportés, diffusés et absorbés (Ashraf et al., 2020). Selon, (Leeson
et Springthorpe, 2007), les taux d'abrasion clinique sont significativement faibles si le poids
moléculaire est inférieur a 500 g/ mol ce qui justifie la présence de plusieurs effets indésirables
tels que diarrhée, flatulences, distension abdominale et météorisme rencontrés chez les

médicaments ayant comme principe actif I’acarbose (PM= 645,6g / mol).

De plus, le Xlog des composés ont été entre l’intervalle souhaité (-2 <logX <5) a
I’exception de 1’acarbose (-8,5), indiquant que ces molécules ont une bonne perméabilité a
travers la membrane cellulaire et sont donc une indication d'une bonne solubilité lipidique. Au
fur et a mesure que XLog augmente, il y a un risque accru de liaison a des cibles protéiques
hydrophobes autres que celle souhaitée, et par conséquent, il existe un plus grand potentiel de

toxicité (Ashraf et al., 2020).

De méme, le nombre de donneurs et d’accepteurs de liaisons hydrogéne de tous les
molécules testées ont été trouvés sous 5,10 a I’exception de deux molécules 1’acide
galloylquinique et I’acide valoneique dilactone qui ont un DLH (9 et 7, respectivement) et ALH

(14 et 13, respectivement) supérieurs aux criteres demandés.

Les liaisons rotatives des composés ont été en accord avec la reégle de 5, sauf pour une
seule molécule qui est I’acide galloylquinique (LR=7). Néanmoins, les parametres tels que
DLH et ALH des deux molécules citées en haut ou encore le LR de I’acide galloylquinique sont
inférieurs par rapport a 1’acarbose qui présente des valeurs 14, 19 et 9, respectivement,
transgressant ainsi totalement la ROS5. D’aprés I’ensemble des résultats, sur les cing composés,
trois suivent la reégle de 5 de Lipinski qui sont 1’acide quinique, le gallate de méthyle et le
digallate de méthyle, les deux autres (1’acide digalloylquinique et 1’acide valoneique dilactone)

suivent 2/5 et 3/5, respectivement la régle de Lipinski.
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Conclusion

Les travaux effectués sur les extraits méthanoliques et hexaniques des galles de Pistacia
atlantica ont montré des potentialités intéressantes en molécules bioactives et ont permis de
valoriser cet organe de la plante. Nous avons mis en évidence la variation de la composition
chimique des extraits hexaniques et méthanoliques (en acides gras, en tocophérols, en stérols et
en composés phénoliques) ainsi que leurs activités antioxydantes et inhibitrices sur I’a-amylase
et ’AChE en fonction des parameétres tels que le genre, la forme, les mois et les différents sites
de récolte. En effet, I’é¢tude effectuée a donné des résultats dont certains sont rapportés pour la

premicre fois, nous en tirons les conclusions suivantes :

-Les rendements en extrait hexanique et méthanoliques semblent étre influencés par la forme
des galles. En effet, pour les extraits lipidiques qui ont enregistré des teneurs allant de 2,70 %
a 7,64 % (m/m), les galles semi-circulaires produisent 2 fois plus de rendement que les galles
sphériques. Tandis que pour les extraits méthanoliques qui ont donné des teneurs entre 28,90
% et 88,90 %, les galles sphériques ont un rendement 2 fois plus élevé par rapport aux galles

semi-circulaires.

-La composition en acides gras des extraits lipidiques a révélé une diversité, contenant des
acides gras saturés (AGS) en plus grande quantité tels que l'acide palmitique (C16:0) et des
acides gras insaturés (AGMI et AGPI) tels que : les acides oléique (C18:1) et linoléique (C18:2),
mais aussi la présence des tocophérols et des phytostérols dans les galles de Pistacia atlantica

leurs conferent des vertus thérapeutiques et cosmétiques.

- L’estimation quantitative des tocophérols et stérols totaux dans les extraits lipidiques ont
montré des teneurs assez appréciables, qui semblent étre influencées par la forme des galles. En
effet, les valeurs les plus importantes pour les tocophérols et les stérols totaux ont été obtenues

chez les galles semi-circulaires.

-L’estimation quantitative des extraits méthanoliques a permis de constater que ces galles
contiennent une quantité considérable de composés phénoliques (variant de 119,45 £ 2,4 mg
AG/g a 328,61 12,6 mg AG/g), en particulier les tanins condensés (allant de 55,71 mg C/g +
20,7 a 726,20 £ 58,6 mg C/g) et que la forme des galles influe significativement sur la teneur

en flavonoides et en tanins condensés.

-L’évaluation des propriétés antioxydantes ont démontré que les galles possédent une activité
antioxydante grace a un pouvoir anti radicalaire et réducteur, avec une activité remarquable

pour les extraits méthanoliques par rapport aux extraits hexaniques et aux fractions
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insaponifiables. Les extraits méthanoliques des galles sphériques ont présenté une meilleure
activité antioxydante par rapport aux galles semi-circulaires. Cependant, le contraire a été

signalé pour les extraits lipidiques.

-L’évaluation de D’effet inhibiteur des extraits méthanoliques sur o-amylase a révélé un
potentiel inhibiteur (IC50 allant de 0,56 + 0,10 mg/ml a 3,67 + 0,30 mg/ml), tous plus actifs au

médicament Gluconova contenant comme principe actif 1’acarbose.

-L’évaluation pour la premicre fois de 1’effet inhibiteur des extraits lipidiques et des fractions
insaponifiables sur a-amylase ont également démontré un potentiel inhibiteur, en particulier les
fractions insaponifiables (IC50 oscillant de 0,56 £ 0,02 mg/ml a 1,60 = 0,10 mg/ml) également

plus puissants que le médicament Gluconova.

-L’intérét s’est aussi porté sur I’activité inhibitrice des extraits méthanoliques et hexaniques sur
I’acétylcholinestérase, confirmant leur potentiel a 1’inhiber avec des concentrations que celles
relatives a I’a-amylase (IC50 allant de 0,21 = 0,002 mg/ml a 0,94 £ 0.10 mg/ml). Néanmoins,
ces valeurs indiquent que ces extraits sont moins efficaces au médicament donépézil utilisé pour

retarder les symptomes de la maladie d’ Alzheimer.

- L’activité inhibitrice des extraits méthanoliques sur 1’acétylcholinestérase semble étre

influencé significativement par le mois de récolte.

- La chromatographie liquide a haute performance couplée a la spectrométrie de masse (HPLC-
MS) a permis d’identifier cinq composés phénoliques dans les extraits méthanoliques de P.

atlantica.

- La réalisation de modélisation moléculaire in silico afin de tester les inhibiteurs sur les deux
enzymes €tudiées a permis d’expliquer les mécanismes d'interaction. Ces mécanismes ont été
¢lucidés par la détermination du site de fixation et la visualisation des différents types
d’interactions mis en jeu. Les résultats ont confirmé ceux trouvés par I’étude in vitro et a permis
de montrer une différence dans les affinités des inhibiteurs vis-a-vis des deux enzymes. Ce qui

prouve qu’il existe une relation entre structure-activité.

-L’application de la régle de Lipinski (ROS5) a permis de démontrer la bonne perméabilité de

ces cinq molécules phénoliques a travers la membrane cellulaire.
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Malgré les résultats encourageants obtenus pour la premiere fois a travers cette thése,
d’ r . r . r . . A J4
autres études plus approfondies restent néanmoins nécessaires et doivent étre effectuées telles

que :

- La connaissance détaillée de la composition de la fraction insaponifiable de I’extrait lipidique
des galles, l'identification des constituants bioactifs, la détermination du type d’inhibition in

vitro et la confirmation de I’activité inhibitrice des deux enzymes par amarrage moléculaire.

-L’identification et la caractérisation des autres composés phénoliques contenus dans 1’extrait
méthanoliques des galles et la détermination du type d’inhibition in vitro de tous les composés

phénoliques.

- La réalisation des études in vivo pour démonter 1’efficacité des extraits des galles afin de les
proposer comme remede contre le diabéte et le ralentissement des symptomes de la maladie

d’Alzheimer.

- Evaluation d’autres effets biologiques in vitro et in vivo des extraits phénoliques et lipidiques.
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Annexe 01 : Les courbes d’étalonnage des dosages colimétriques (CPT, FT, TCT, TT et ST).

Acide gallique
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Annexe 02 : Les courbes d’étalonnage des tests de I’activité antioxydative (DPPH", FRAP et

Absorbance a 596
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Annexe 03 : Le spectre de masse des composés.
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Annexe 04 : Les représentations graphiques de I’inhibition enzymatique de a-amylase P1%=
f (C) des deux médicaments Gluconova (Acarbose) et Donepezil.
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Annexe 05 : Les représentations graphiques de I’inhibition enzymatique de a-amylase P1%=
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f (C) des extraits méthanoliques des galles 2010 .
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Annexe 06 :

PI (%)

Les représentations graphiques de I’inhibition enzymatique de a-amylase PI1%=
f (C) des extraits méthanoliques des galles 2016.
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Annexe 07 : Les représentations graphiques de ’inhibition enzymatique de a-amylase P1%=f
(C) des huiles brutes des galles 2016.
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Annexe 08 : Les représentations graphiques de ’inhibition enzymatique de a-amylase P1%=f

(C) des fractions insaponifiables des galles 2016.
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Annexe 09 : Les représentations graphiques de I’inhibition enzymatique de I’acétylcholin -

esterase PI1%= f (C) des extraits méthanoliques des galles 2010.
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Annexe 10 : Les représentations graphiques de I’inhibition enzymatique de I’acétylcholin -

esterase PI1%= f (C) des extraits méthanoliques des galles 2016.
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Annexe 11 : Les représentations graphiques de I’inhibition enzymatique de 1’acétylcholin -
esterase PI1%= f (C) des huiles brutes des galles 2016.
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Annexe 12 : Les représentations graphiques de I’inhibition enzymatique de 1’acétylcholin -

esterase PI1%= f (C) des fractions insaponifiables des galles 2016.
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1 | INTRODUCTION

| Ziyad Ben Ahmed | Mohamed Yousfi

Abstract

The aim of this study is to evaluate the effects of harvest period, growing region, and
shapes of P. atlantica galls on the chemical composition, as well as on the antioxidant
activities and ability to inhibit the carbohydrate hydrolyzing enzymes. Thus, the fatty
acid composition; the determination of total sterols and tocopherols; the quantita-
tive analysis of phenolic compounds; the antioxidant activities (DPPH®, FRAP, and
ABTS®") and the a-amylase inhibitory activity were carried out. Two shapes (spheri-
cal and semi-circular) of galls collected at different harvest periods were used in this
work. The result revealed that all the methanolic, lipid extracts, and unsaponifiable
fractions showed antioxidant and a-amylase inhibitory activities. Notably, the metha-
nolic extracts from spherical galls has a higher antioxidant activity than those from
semi-circular galls. Whereas, in lipid extracts, the observation is reversed. A higher
a-amylase inhibitory activity for semi-circular galls was recorded in August and in

September for spherical galls.

Practical applications

Galls are used in traditional medicine. Results from the present study suggest that
galls are a good source of natural antioxidants and potential alternatives to control
postprandial hyperglycemia. They can be useful for developing nutraceuticals, func-
tional foods, and additives in food processing for health. This is the first report of

a-amylase inhibitory activity for methanolic and lipid extracts from P. atlantica galls.

This deformation is almost always accompanied by a hypertrophy

of plant tissues. However, there are cases where there is only a

The genus Pistacia of the family Anacardiaceae comprises at
least 11 species (Peksel et al.,, 2010). It is widespread in the
Mediterranean region. Pistacia atlantica Desf. is an evergreen tree,
reaching 15 m in height and growing in arid and semi-arid areas
(Benabid, 2000; Gourine et al., 2010). This species is very present
in Algeria, particularly in the south (Guenane, 2017). P. atlantica
has long been used in traditional medicine by populations in North
Africa. Moreover, these virtues can be attributed to the content
of these phytochemical antioxidants (Peksel et al., 2010). In ad-
dition, different parts of the species Pistacia atlantica have been
shown to have large pharmacological activities such as antioxi-
dant and antihyperglycemic activities (Ben Ahmed et al., 2017). A

gall is a structured deformation of a plant caused by a parasite.

characteristic deformity (Dauphin, 2012). Gall makers are usu-
ally specialist parasites that manipulate the plants for their own
benefit. Their protection mechanisms against external attack
can be attributed to the physical and chemical properties of galls
(Rand et al., 2014). These may contain higher concentrations of
defense-specific metabolites than the non-galled tissues of their
host plants. Over the years and in different populations, galls have
been used in several fields mainly in traditional medicine. In India,
galls are used as a remedy in the treatment of coughs, phthisis,
asthma, diarrhea, dysentery, fever, vomiting, loss of appetite, nose
bleeding, snake bites, scorpion stings or as a tonic, and expecto-
rant (Rajopadhye et al., 2016). They are also used in combination

with other herbs as a drinking remedy by women after childbirth
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to restore the elasticity of the uterine wall in Malaysia. Some galls
have pharmacological properties such as astringent, antidiabetic,
local anesthetic, antiviral, antibacterial, antifungal, larvicidal, and
anti-inflammatory effects (Basri & Fan, 2005). In China, they are
used against dysentery, paralysis, and for the teeth lacquering.
However, they are also used in dyeing because of their richness
in tannin, for the tanning of skins (Chevalier, 1923). In Algeria,
there are different uses depending on the regions among them,
the preparation of powdered galls, alone or in combination as
anti-diarrheal.

Pistacia atlantica has been the subject of several studies not only
on the analysis of the chemical composition of various parts of the
plant but also on antioxidant, antimicrobial, antifungal, and antihy-
perglycemic activities. Among these studies: the work carried out
by (Guenane, 2017) on biological activities of fruit oil from Pistacia
atlantica; (Gourine et al., 2009) studied the chemical composition
and antioxidant activity of essential oil from Pistacia atlantica Desf.
Leaves; also, the study on seasonal, gender, and regional variations
in total phenolic, flavonoid, condensed tannins contents, and in an-
tioxidant properties from Pistacia atlantica ssp. leaves achieved by
(Ben Ahmed et al., 2017); In-depth research on the phytochemical
composition of Pistacia atlantica galls and the study of possible bi-
ological activities have recently begun. The study focused more on
the analysis of essential oils and certain biological activities, among
the research: The study conducted by (Sifi et al., 2015) on the eval-
uation of the antimycobacterial, antioxidant, and cytotoxic activities
of essential oil of galls.

Phenolic compounds are natural substances widely distributed in
the plant kingdom, present in the vacuoles of tissues. Their structure
varies from simple molecules, such as phenolic acids, to highly po-
lymerized compounds, such as condensed tannins (Guenane, 2017).
They are topical because of multiple biological and pharmacological
properties (antioxidants, anti-inflammatories, antimicrobials, anti-al-
lergens, anti-carcinogens, etc.) (Generali¢ et al., 2012). Indeed, they
are known to be powerful antioxidants (Ben Ahmed et al., 2017).
Other studies on polyphenols have shown interesting results on
their ability to inhibit enzymes responsible for the breakdown of sug-
ars such as (a-amylase and a-glucosidase) (Hashemnia et al., 2015;
Masunda et al., 2014).

Some other lipids, such as phytosterols, have attracted the
interest of food researchers because of their peculiar functional
properties (Piironen et al., 2000). Phytosterols account for the
major proportion of the oil unsaponifiable fraction and are one of
the main components of membrane lipids. Phytosterols play major
role in several areas, namely in pharmaceuticals (production of
therapeutic steroids), nutrition (anti-cholesterol, additives in func-
tional foods, and anticancer properties), and cosmetics (creams
and lipstick) (Fernandes & Cabral, 2007). Another group of the oil
minor fraction is represented by tocopherols, which are very inter-
esting molecules due to their antioxidant properties (Kamal-Eldin
& Appelqvist, 1996).

Diabetes mellitus is a multifactorial disease. It is a group of met-

abolic alterations characterized by hyperglycemia resulting from
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abnormalities in insulin secretion, action, or both. There are two
types of diabetes, type | is insulin-dependent and affects only 5%
of the diabetic population while type Il is non-insulin-dependent
and usually develops in adults over 40 years old (Mamun-or-Rashid
et al.,, 2014).

There is ample evidence to indicate that diabetes mellitus is ac-
companied by oxidative stress (Delattre et al., 2001). This latter is
the consequence of abnormally high glucose concentrations in the
extracellular and intracellular media because it is suspected to be
the origin of a reduction of the insulin secretion and a decrease of
the hypoglycemic hormone action, aggravating the insulino-resis-
tance state of type Il diabetes (Delattre et al., 2001). Modern drugs
available for the treatment of diabetes such as insulin, various oral
hypoglycemic agents (e.g.,: sulfonylureas and metformin), glucosi-
dase inhibitors, and troglitazone (Mamun-or-Rashid et al., 2014), as
well as synthetic antioxidants lead to serious adverse effects, which
constitute a health problem. Although galls have been discovered for
some time and used as a remedy in several regions. The research into
its phytochemical composition and the study of possible biological
activities have recently started. Also, there is little knowledge for
choosing the optimal harvest time associated with high potency in
antioxidant capacity and high ability to inhibit carbohydrate hydrolyz-
ing enzymes. Therefore, the study aimed to evaluate the fluctuations
in phenolic and lipid compounds present in different samples of galls
of Pistacia atlantica, to explore their antioxidant activities and antidi-
abetic potential using various in vitro assay. Thus, the composition
of fatty acids from 14 samples was analyzed by GC. The relationship
between chemical composition and the activities studied was exam-
ined by Pearson correlation analysis and principal components anal-
ysis (PCA). These results give an idea of its potential, its future use,
and provide a scientific basis for an optimal usage. To our knowledge,
there are no studies related to inhibit a-amylase by phenolic extracts,

crude oils, and unsaponifiable fractions of Pistacia atlantica galls.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Chemicals

Methanol, absolute ethanol, n-hexane, dichloromethane, di-
ethyl ether, sulfuric acid, acetic acid, ferric chloride (FeCI3), Folin-
Ciocalteu reagent, aluminium chloride (AICL,), vanillin, gallic acid,
DPPH* (1,1-diphenyl,
a-amylase (Aspergillus), starch, and DNS (3,5-dinitrosalicylic acid)
were purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). Ortho-

phenanthroline and acetic anhydride were purchased from Merck

quercetin, catechin, 2-picrylhydrazyl),

(Merck S.A.R.L. Algiers, Algeria) and cholesterol was purchased
from UCB Pharma (SARL E-SAHTI, Algiers, Algeria). Sodium carbon-
ate (Na,CO,), vitamin E (a-tocopherol), vitamin C (ascorbic acid),
Trolox, TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine), ABTS®* (2,2’-azinobis-
(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate), and hydrochloric acid (HCI)
were purchased from Fluka Chemie (Buchs, Switzerland). The drug
GLUCONOVA was purchased from NOVAPHARM (Algeria).
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2.2 | Plant material

Pistacia atlantica galls were harvested in July, August, and September
2016 in six different sites from the region of Laghouat (Algeria). The
14 samples were spread on paper, shade dried at room temperature
for 1 week. The dried galls were dry cleaned to remove insects and
eggs, crushed, sieved, and stored in paper bags until use. The sam-
ples were divided into two groups according to the shape (spherical
and semi-circular) (Figure 1). A code was assigned for each sample
indicating, respectively, the shape of the gall, the month of harvest,
and the site. Thus, for example, the SG.8.1 code indicates spherical
gall, collected in August from site 1. The characteristics of the sam-
ples are presented in Table 1.

2.3 | Lipid extraction

In order to extract and determine the lipid content of our samples,
we chose a method that is based on solid-liquid extraction by the
Soxhlet apparatus (Bentireche et al., 2019). Using hexane as a sol-
vent for 12 hr, the samples were dehydrated with anhydrous sodium
sulfate (Na,SO,). After filtration, the hexane was evaporated under
reduced pressure at 40°C. The dried crude oil was weighed to deter-
mine the lipid content and stored in brown bottles at 6°C until use.
The yield of the crude oil was calculated as follows:

Lipid extracts yield (%)= (Mo/Ms) x 100.

Mg and M, are the mass of extracted oil from the sample (g) and

mass of raw material (g), respectively.

2 f t W 3of16
Food Processing and Preservation ml s ILEY

2.4 | Separation of the unsaponifiable and
saponifiable fraction

Two grams of crude oil was dissolved in an aqueous alcoholic solu-
tion of potassium hydroxide KOH (0.5 N) and refluxed for 1 hr 30
min. After cooling, 100 ml of distilled water was added, then 100 ml
of HCI (10%), leading to the appearance of two phases; aqueous
phase (unsaponifiable fractions) and organic phase (free fatty acids).
Using a separating funnel, the unsaponifiable fraction was extracted
three times with 100 ml of diethyl ether, whereas the saponifiable
fraction was extracted three times with 100 ml of dichloromethane.
The fractions were dried with anhydrous Na,SO,, filtered, taken to
dryness, and the residue was weighed.

2.5 | Fatty acid methyl esters preparation and gas
chromatography (GC) analysis

The fatty acid methyl esters (FAMEs) were prepared according to
the following procedure (Bentireche et al., 2019): A total of 0.5 g of
the free fatty acids (saponifiable fraction) were refluxed with 20 ml
of 0.5% sodium methylate (NaOMe) for 30 min. After cooling, 20 ml
of distilled water was added. The FAMEs were extracted by dichlo-
romethane, washed with distilled water and dried using anhydrous
Na,SO,. After filtration and evaporation of dichloromethane, FAMEs
were purified by flash chromatography over silica gel as the station-
ary phase and dichloromethane as the mobile phase. The analyses
of the FAMEs were performed in a gas chromatographic GC appa-
ratus (Chrompack CP 9002. Agillent technologies U.S.A). This model
is equipped with a FID detector, a Split mode (1/100) injection, and

FIGURE 1 Spherical (a) and Semi-circular (b) galls of Pistacia atlantica
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TABLE 1 Characteristics of P. atlantica galls samples
Samples Shape of galls Month of harvest Site of Harvest  Latitude Longitude Altitude
SG.8.1 Spherical August Site 1 33°32'1.23"N 2°34'44.71"E 802 m
SG.9.2 Spherical September Site 2 33°44'43.42"N 2°47'43.48"E 784 m
SG.9.3 Spherical September Site 3 33°38'47.37"N 2°47'10.79"E 906 m
SG.7.4 Spherical July Site 4 33°24'29.08"N 3°1'36.70"E 835m
SG.8.4 Spherical August Site 4 - - -
SG.9.4 Spherical September Site 4 - = =
SG.7.5 Spherical July Site 5 33°55'47.26"N 2°8'37.61"E 1,163 m
SG.8.5 Spherical August Site 5 - - -
SG.8.6 Spherical August Site 6 34°4'3.66"N 2°3'0.18"E 1,430 m
SG.9.6 Spherical September Site 6 - - -
SCG.7.5 Semi-circular July Site 5 33°55'47.26"N 2°8'37.61"E 1,163 m
SCG.8.5 Semi-circular August Site 5 - - -
SCG.8.6 Semi-circular August Site 6 34°4'3.66"N 2°3'0.18"E 1,430 m
SCG.9.6 Semi-circular September Site 6 - - -

a Cp Sil 8 CB capillary column (30 m x 0.32 mm, internal diameter,
0.25 um film thickness). The injector and detector temperatures
were set at 250°C and 280°C, respectively. Nitrogen was used as
a carrier gas. The injection volume was 0.8 pl. The identification of
FAMEs was carried out by comparing the retention times of peaks
with those of pure standards (Supelco 37 component FAME MIX.
Merck). The results were expressed as a percentage.

2.6 | Determination of the total tocopherols content
(TTC) of lipid extract

Total tocopherols content was determined according to Emmerie-
Engel colorimetric assay (Emmerie & Engel, 1938; Harrat et al., 2018).
This method is based on a redox reaction between tocopherols and
ferric iron (Fe3+) which is reduced to ferrous iron (Fe2+). A stable red-
orange complex is formed between Fe2+ and phenanthroline having
a high extinction coefficient at 510 nm. To 1 ml of the lipid extract,
1 ml of phenanthroline reagent (0.4% in absolute ethanol) was added,
followed by 0.5 ml of ferric chloride reagent FeCl, (0.12% in absolute
ethanol). The mixture was stirred and left to stand for 5 min. the ab-
sorbance was read at 510 nm on a spectrophotometer (UV-1601; UV-
Visible spectrophotometer; Shimadzu, Kyoto, Japan). A blank was run,
using 1 ml of ethanol (solvent), 1 ml of phenanthroline reagent, and
0.5 ml of ferric chloride reagent. TTC was calculated from the standard
vitamin E (tocopherol) curve and expressed in micrograms tocopherol

equivalent per gram of the dry weight matter (ug T/g DW).

2.7 | Determination of the total sterols content
(TSC) of lipid extract

Total sterols content was determined by a spectrophotomet-

ric method according to the Liebermann-Burchard test (Burke

et al., 1974), based on the formation of a stable complex between
3-hydroxysteroids (having a double bond in position 5-6) and ace-
tic anhydride in acidic medium. One milliliter of lipid extract was
mixed with 2 ml of Liebermann’s reagent (the reagent consists of
60 ml of acetic anhydride, 10 ml of concentrated sulfuric acid, and
30 ml of acetic acid), then the mixture was incubated for 25 min to
allow the color to develop and stabilize. Absorbance was measured
at 550 nm. A blank was made, using 1 ml of ethanol (solvent) and
2 ml of Liebermann’s reagent. The concentration of sterols in each
extract was calculated from the standard B-sitosterol curve and ex-
pressed in micrograms p-sitosterol equivalent per gram dry weight
matter (ug S/g DW).

2.8 | Preparation of methanolic extracts

Two grams of powder of P. atlantica galls was macerated in 40 ml| of
pure methanol for 48 hr at room temperature and in the dark. The
organic extract was filtered and the residue re-extracted with 30 ml
of the same solvent for 24 hr, then filtered. The filtrates were com-
bined and the methanol was removed using a rotary evaporator at
45°C. The final residue was dried, dissolved in 10 ml of pure metha-
nol, and kept at 6°C until analysis. The total yield for each sample
was obtained by the ratio between mass of final residue and mass
of dry weight.

2.9 | Determination of total phenolic content
(TPC) of methanolic extract

The TPC was determined with the Folin-Ciocalteu reagent accord-
ing to the Singleton and Rossi method (Boussoussa et al., 2014). A
quantity of 100 pl of methanolic extract was mixed with 500 pl of
the Folin-Ciocalteu reagent (1:10). After incubation for 3 min, 2 ml
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of Na,CO, (2%) was incorporated, the solutions were vortexed, and
kept in the dark at room temperature for 30 min. Absorbance was
measured at 760 nm. A blank was prepared by replacing the extract
by methanol (solvent). TPC was determined from the standard gal-
lic acid curve and expressed as milligrams gallic acid equivalent per

gram of the dry weight matter (mg GA/g DW).

2.10 | Determination of total flavonoids content
(TFC) of methanolic extract

The total flavonoids content (TFC) was analyzed using the alumin-
ium chloride colorimetric method (Vongsak et al., 2013). The yellow
complex flavonoid-aluminium absorbs in the visible at 430 nm. A
quantity of 500 pl of methanolic extract was added to 500 pl of alu-
minium chloride solution (AICL,) (2%). The mixture was incubated at
room temperature for 15 min. Absorbance was measured at 430 nm.
Ablank was run, using 500 pl of methanol (solvent) and 500 pl of alu-
minium chloride solution. The TFC was determined from the stand-
ard quercetin curve and expressed in mg quercetin equivalent per
gram of dry weight matter (mg Q/g DW).

2.11 | Determination of condensed tannins content
(CTC) of methanolic extract

The CTC was determined by the vanillin method described by
(Broadhurst & Jones, 1978; Chupin et al., 2013) with some modifica-
tions. Vanillin (1%) was mixed with (v/v) HCI (8%). The reagent was
maintained at a temperature of 30°C. A quantity of 1 ml of the vanillin
reagent was added to 200 pl of methanolic extract. The mixture was
left to stand at 30°C for 15 min. Absorbance was measured at 500 nm.
A blank contains all reagents except the extract. The results were es-

timated as mg catechin equivalent per g of dry weight (mg C/g DW).

2.12 | DPPH?® assay of methanolic and lipid extracts

The DPPH"® test was performed following the method described by
(Du et al., 2014) with minor modifications. This method is based on
the reduction of DPPH (purple color) in the presence of antioxidant
compounds, giving a yellow color. The absorbance measures the re-
maining DPPH"® at 517 nm. A quantity of 1 ml of methanolic solution
of DPPH* (250 pM) was added to 1 ml of extract, shaken vigorously,
and allowed to stand for 30 min in the dark at room temperature. A
blank contains only the solvent. The antioxidant capacity (AC) of the
methanolic extracts was expressed as mg ascorbic acid equivalent
per g dry weight (mg AA/g DW) and that of the lipid extracts (crude
oil and its unsaponifiable fraction) was expressed as ug tocopherol
equivalent per g dry weight (ug T/g DW). AC was calculated using the

following equation:

azifst - wiLey-22*

Abs, absorbance of control (without the extract); Abs,, absor-
bance of sample; a, the slope of the standard curve; D, the dilution
factor; V, The total extract volume (10 ml); and W, the sample weight

used for extraction (g).

2.13 | FRAP assay of methanolic extracts

The ferric reducing antioxidant power (FRAP) assay was determined
according to the method of (Benzie & Strain, 1996) with few modifi-
cations. The FRAP reagent was prepared by mixing 10 ml of acetate
buffer (0.3 M, pH 3.6), 1 ml of TPTZ (10 mM (2, 4, 6-tripyridyl-s-tria-
zine) in HCI 40 mM), and 1 ml of FeCl,;.6H,0 (20 mM). A quantity of
50 pl of extract was added to 1 ml of FRAP reagent. The mixture was
incubated at 37°C for 20 min and the absorbance was measured at
596 nm. A blank was prepared by replacing the extract by methanol
(solvent). The ferric reduction capacity was calculated according to
the equation obtained with ascorbic acid from the calibration curve,
then expressed as mg ascorbic acid equivalent per g dry weight (mg
AA/g DW).

2.14 | ABTS®" assay of methanolic extracts

The relative capacity of antioxidants to scavenge the ABTS*" radi-
cal was estimated using the (ABTS/peroxidase/hydrogen peroxide)
system for ABTS®" radical formation as reported by (Chen et al.,
2004) with some modifications. The ABTS** radical has a relatively
stable bluish-green color which is measured at 417 nm. In the pres-
ence of an antioxidant such as Trolox, the color production will be
suppressed in proportion to the concentration of antioxidants. The
final reagent contained 1 ml of ABTS (20 mM), 1 ml of horseradish
peroxidase (0.2 mg/ml) prepared in phosphate buffer, pH = 6.9, and
150 pl of hydrogen peroxide (1 mM). A quantity of 100 ul of sample
was mixed with 1 ml of the final reagent; the reading was obtained
after 10 min of incubation at 417 nm. A blank was run, using 100 pl
of methanol (solvent) and 1 ml of the final reagent. The total antioxi-
dant activity of the extracts was calculated comparing ABTS decol-
orization with Trolox. The results are expressed as mg ascorbic acid

equivalent per g dry weight (mg T/g DW).

2.15 | a-Amylase inhibition activity (AlIA) of
methanolic and lipid extracts

Inhibitory activity of Aspergillus a-amylase was determined by the
method described in (Abirami et al., 2014) with some modifications.
The reaction mixture was prepared by mixing 200 pl of a potassium
phosphate buffer (0.03 M; pH = 7), 100 pl of enzyme (0.5 mg/ml),
and 100 pl of extract at different concentrations (0.1 to 4 mg/ml
for the methanolic extracts and 0.05 to 3 mg/ml for crude oil and
the unsaponifiable fractions). After preincubation at 37°C for 5 min,

100 pl of substrate (10 mg/ml) was added. The enzymatic reaction
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was incubated at 37°C for 4 min and then, stopped by adding 1 ml of
DNS reagent (dinitrosalicylic acid). The mixture was then heated at
100°C for 5 min and cooled and diluted with 4 ml of distilled water.
The solution without sample represents the control and the solution
without substrate represents the blank of the test. The production
of maltose was followed by the reduction of 3,5-dinitrosalicylic acid
(yellow color) to 3-amino-5-nitrosalicylic acid (red color) and meas-
ured at 530 nm. Preliminary experiments were performed to estab-
lish the optimal conditions and these were deemed necessary: the
substrate concentration (starch) 10% and the incubation time 4 min.

The % inhibition was calculated using the formula:

Inhibitory activity (%)= [(Ag—As) /Ao] % 100 (2)

A,, absorbance of control without inhibitor; A, absorbance of
test sample.

The activities of the extracts were evaluated as the half maximal
inhibitory concentration (IC50). The latter was determined from the
linear regression of percent inhibition curve as a function of the con-
centrations. The drug GLUCONOVA which contains acarbose was

used as the reference a-amylase inhibitor (3-10 mg/ml).

2.16 | Statistical analysis

All tests were carried out in triplicate. The data were expressed as
the means + SEM. The results were evaluated by an analysis of vari-
ance (ANOVA) with the Tukey’s test, using Minitab 18.1 software
(Minitab Inc., United States) to detect significant differences. The
values of p < .05 were considered significant. The correlation be-
tween various parameters was also studied by the Pearson test
(at p < .05) with the same software. Principal Component Analysis
(PCA) was performed, using XLSTAT-Pro version 2014 (Addinsoft,
New York, NY).

3 | RESULTS AND DISCUSSION
3.1 | Extraction yield

Samples of Pistacia atlantica galls were collected in six different sites
in the Laghouat region (Algeria). The methanolic extracts obtained
have a dark brown color with the exception of semi-circular galls
which have a red color. Thereby, the dark brown color may come
from strong presence of condensed tannins, resulting of polymeri-
zation of phenolic compounds. Also, the red color may be due the
presence of anthocyanins. Moreover, the lipid extracts have a dark
green viscous appearance that solidify almost completely at room
temperature, probably due to saturated fatty acid composition of
the oils. Regarding the green color may be explained by the pres-
ence of chlorophyll. Highest yield for phenolic extracts from spheri-
cal galls was recorded in SG.8.6 galls collected in August with a

value of 82.37%, while the lowest yield was recorded in SG.9.3 galls

HEFIED ET AL.

harvested in September at 36.38% with an average of 59.36%. For
the majority of spherical galls, the yield is proportional to the alti-
tude of the sites. For semi-circulars, it is between 28.89% (SCG.9.6)
and 39.19% (SCG.7.5) with an average of 34.04%. The comparison
between the two forms indicates that the spherical galls have a yield
twofold higher compared to the semi-circular galls. Regarding the
lipid extracts, the highest and the lowest yields of the spherical galls
(Table 2) were observed in the samples SG.8.5 and SG.8.4 collected
the during month August but from different sites with values: 4.63%
and 2.66%, respectively, giving an average of 3.65%. While those
of the semi-circulars, the highest was recorded in the SCG.9.6 at
a value of 7.64% and the lowest of 2.74% in the SCG.8.6 with an
average of 5.19%. Semi-circular galls produce twice as much yield
as spherical galls. The difference in yields may be due to the origins
as well as the environmental conditions that affect the development

of lipids.

3.2 | Fatty acid composition of P. atlantica gall oil

Recently, nutritionists have recommended vegetable oils as an im-
portant part of a healthy diet due to their high contents of fatty acids
(FAs). The distribution and content of FAs differ in dependence on
various plant sources of oils and technology process used for their
production. So, their impact on human health could be assessed
according to individual FAs (Orsavova et al., 2015). The results of
the fatty acid composition of P. atlantica galls are summarized in the
Table 2. The identification of FAMEs detected 16 FAs with some
variability in the 14 samples. Saturated FAs with fewer than 12
carbon atoms being called short and medium chain saturated fatty
acids (MCFAs) have been found and varied from 2.66% (for SG.9.4)
to 17.28% (for SG.9.6). The most predominant saturated FAs in our
oils are palmitic acid (C16:0) for the samples (SG.8.1, SG.9.4, SG.7.5,
SG.8.5, SCG.7.5, SG.8.6, and SG.9.6) representing proportions be-
tween 14.47% and 34.86% and docosanoic acid (C22:0) for the sam-
ples (5SG.9.2, SG.9.3, SG.7.4, SG.8.4, SCG.8.5, SCG.8.6, and SCG.9.6)
whose proportions varied from 12.18% to 34.20%. Lauric (C12:0),
myristic (C14:0), margaric (C17:0), stearic (C18:0) acids, and ground-
nut (C20:0) were found, but in a lower proportion. Regarding unsatu-
rated FAs, palmitoleic (C16:107), oleic (C18:109), linoleic (C18:2w6),
linolenic (C18:3w3), gondoleic (C20:109), and arachidonic (C20:4w6)
acids were found in all the oils. Linoleic acid, and second gondoleic
acid were the most predominant, accounting for 1.99% to 19.86%
and 1.40% to 21.86%, respectively. The unsaturated FAs to satu-
rated FAs ratio was low in all samples ranging from 0.27 to 1.14. The
high level of saturated FAs in P. atlantica galls oil could decrease its
nutritional value. According (Orsavova et al., 2015), it has been found
that lauric acid (C12:0) as well as myristic acid (C14:0) raise plasma
total cholesterol concentrations, the first due to an increase in LDL
cholesterol, the latter due to a rise of both LDL and HDL cholesterol
concentrations. Other studies made by (Mensink et al., 2003) and
(Lawrence, 2013) have reported that the ratio of total cholesterol

to HDL cholesterol is a more specific marker of coronary artery
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TABLE 3 Total phenolic contents (TPC), total flavonoid contents (TFC), Condensed tannin contents (CTC), total tocopherol contents
(TTC), and total sterol contents (TSC) in various extracts of P. atlantica galls

Methanolic extracts

Lipid extracts

Samples TPC (mg GA/g) TFC (mg Q/g)
$G.8.1 328.61° + 12.6 0.38°+0.01
5G.9.2 156.61% + 7.20 0.26 + 0.02
5G.9.3 119.45%" + 2.40 0.24° + 0.04
SG.7.4 121.22% 1+ 19.20 0.30° £ 0.03
5G.8.4 155.19% + 1.80 0.29°+0.03
SG.9.4 113.25% + 3.80 0.46° + 0.07
$G.7.5 243.85" + 8.80 0.61°+0.07
5G.8.5 237.13" + 6.00 0.63°+0.13
5G.8.6 238.90° + 1.40 0.54° + 0.03
5G.9.6 204.74° + 7.40 0.42° + 0.06
SCG.7.5 125.91° + 6.40 2.31%" + 0.84
SCG.8.5 120.60°" + 4.30 2.48% +0.71
SCG.8.6 122.54° + 2.80 1.83°+0.36
5CG.9.6 103.10" + 2.50 2.87% +0.50

CTC(mgC/g) TTC (ug T/g) TSC (ug S/g)
409.82° + 37.60 5.80°+ 0.9 7332+ 1.2
479.93" + 10.60 7.70% £ 0.8 454211 54
257.55% + 59.30 5.00°+ 1.3 57.14% £ 4.1
307.37% £ 59.20 7.10% £ 1.1 48.10% + 1.4

395.70% + 78.50 8.20°% + 1.2 4214+ 8.4
259.44% + 77.20 6.60°+ 0.8 64.20% + 10.1

684.61% + 47.10 5.40°+ 1.3 89.20 + 4.2

708.70° + 70.80 12.25% 1+ 1.6 97.50% + 3.2

514.16" + 33.50 5.53°+ 0.9 66.32% + 8.7
586.64" + 33.10 8.20% 1+ 0.4 65.30% + 8.3
114.71% + 21.10 11.01° + 1.5 86.90°° + 3.3

110.258 + 19.00 14.52° + 1.6 95.10° £ 5.2

124.70 + 24.5 6.91°+0.8 62.80% + 4.0
55.718 + 20.70 23.70* + 3.0 112.75° £ 1.7

Notes: Values in the same column bearing different superscripts are significantly different (p < .05) according to Tukey’s post hoc test. Superscripts

a = b—c = d—e — f—g: indicate decreasing concentrations.

diseases than the value of LDL cholesterol. Oils rich in palmitic acids
(C16:0) affected this ratio.

3.3 | Total tocopherol and total sterol contents

Tocopherols constitute a minor part of the unsaponifiable fraction
of fatty substances. These are natural antioxidants found in oils. The
results of the total tocopherol contents in the different lipid extracts
from the P. atlantica galls are summarized in Table 3. A highly signifi-
cant difference between TTC levels (p = .0001) was recorded. The
contents in spherical galls varied from 5.00 + 1.3 ug T/g (for SG.9.3)
to 12.25 + 1.6 pg T/g (for SG.8.5) with an average of 7.20 + 0.6 (ug
T/g) and a range of 7.25. While, in semi-circular galls, the values
ranged from 6.91 + 0.8 ug T/g (for SCG.8.6) to 23.70 + 3.0 ug T/g (for
SCG.9.6) with an average of 14.03 + 1.1 (ug T/g) and a range of 16.80.
Among all extracts, a highest amount of TTC was recorded for semi-
circular galls in September, whose average is twice that of the spheri-
cal ones. When we compare our work with that of (Guenane, 2017)
on tocopherol and sterol contents of the fruits oil of Pistacia atlan-
tica, our results are slightly superior.

The results showed that the lipid extracts contain an appreciable
amounts of sterols (Table 3). The sterol contents varied significantly
from 42.14 + 8.4 ug S/g (for SG.8.4) to 97.50 + 3.2 ug S/g (SG.8.5)
with an average of 64.70 + 1.0 (ug S/g) and a range of 55.36 for
spherical galls and were between 62.80 + 4.0 ug S/g (for SCG.8.6)
and 112.75 + 1.7 ug S/g (for SCG.9.6) with an average of 89.40 + 2.6
(ug S/g) and a range of 49.95 for semi-circular galls. The most im-
portant value for all samples was obtained in semi-circular galls in

September. Our results are close those of (Guenane, 2017) on the

fruit oils of Pistacia atlantica. Moreover, they are twofold lower than
those made by (Harrat et al., 2018) on leaves oil of P. lentiscus.

3.4 | Total phenolic, total flavonoid, and condensed
tannin contents

In this study, a quantitative analysis was carried out from the galls of
Pistacia atlantica harvestedin July, August,and Septemberindifferent
sites, in order to evaluate the possible influence of gall shape (spheri-
cal, semi-circular), months, and sites. Determination of the total phe-
nol compounds, total flavonoid, and condensed tannin contents in
the methanolic extracts is shown in Table 3. Total phenolic content
of the different methanolic extracts of P. atlantica spherical galls
ranged from 113.25 + 3.8 mg GA/g (for SG.9.4) to 328.61 + 12.6 mg
GA/g (for SG.8.1) with an average of 191.29 + 3.11 (mg GA/g) and
a range of 215.36. The TPCs of spherical galls were proportional to
the altitude of the sites with the exception of sample SG.8.1 which is
high at low altitude. While, those of semi-circular galls were between
103.1 + 2.5 mg GA/g (for SCG.9.6) and 125.91 + 6.40 mg GA/g (for
SCG.7.5) with an average of 119.38 + 2.57 (mg GA/g) and a range of
22.81. The contents of the spherical forms were significantly higher
(p < .01) than those of the semi-circular forms (threefold). Among all
the extracts, significant quantities of TPC were reached in July and
August and lowest in September.

Likewise, flavonoids generate a particular interest because of
their antioxidant properties and synergistic effects with other anti-
oxidants (Ben Ahmed et al., 2017). The difference in total flavonoid
content of all the methanolic extracts was significant (p = .0001)
ranging from 0.24 + 0.04 mg Q/g (for SG.9.3) t0 0.63 + 0.13 mg Q/g
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(for SG.8.5) with an average equal to 0.41 + 0.04 (mg Q/g) and arange
of 0.39 for spherical galls and contents varying from 1.83 + 0.36 mg
Q/g (for SCG.8.6) to 2.87 + 0.50 mg Q/g (for SCG.9.6) with an aver-
age equal to 2.37 + 0.51 (mg Q/g) and a range of 1.04 for semi-circu-
lar galls. Furthermore, the amount of flavonoids in semi-circular galls
was sixfold higher than that in spherical galls, this was confirmed by
the statistical study which show a significant influence of the shape
(p =.0001).

Tannins are widespread in the plant kingdom. They are localized
in bark, wood, roots, leaves, fruits, and galls where they play the role
of chemical weapons defensive against certain parasites. Condensed
tannins are polymers consisting of monomeric units of flavan-3-ol,
linked together by carbon-carbon bonds and flavanes-3,4-diols de-
rived from catechin or its many isomers (Rhazi, 2015). The interest
to study condensed tannins lies in their increasingly beneficial po-
tential for health (Ben Ahmed et al., 2017). The CTC are more wide-
spread about 653-fold compared to flavonoids ranging between
257.55 + 59.3 mg C/g (for SG.9.3) and 708.70 + 70.80 mg C/g (for
SG.8.5) with an average of 460.39 + 27.16 (mg C/g) and a range
of 451.15 for spherical galls and going from 55.71 + 20.7 mg C/g
(for SCG.9.6) to 124.7 + 24.5 mg C/g (for SCG.8.6) with an average
of 108.83 + 20.68 (mg C/g) and a range of 68.99 for semi-circu-
lars galls. Indeed, ANOVA revealed significant differences in CTC
(p =.0001) between the results. Similarly, spherical galls are fivefold
richer in condensed tannins than semi-circular galls. This difference
was proved by a significant influence of the shape (p = .0001) and
the different sites (p = .011) on the contents of the condensed tan-
nins of P. atlantica galls. It should be noted that the highest threshold
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of CTC for both forms was reached in August, whereas the lowest
in September. The relative increase in standard deviations of con-
densed tannin levels demonstrates the heterogeneity of the com-
position of phenolic compounds for the same site (Guenane, 2017).
In addition, the CTC values of the spherical galls are higher than
the TPC (Table 3); this can be explained by the fact that the Folin-
Ciocalteu test used to quantify the TPC can be sensitive to variations
in the phenolic composition of a sample, which could lead to an over-
or underestimation of the values. There is no method that can detect
all phenolic compounds. As a consequence, it is often necessary to
perform several specific analyses (Vermerris & Nicholson, 2006).

Some studies on galls of different plant varieties have been car-
ried out, giving high levels of phenolic compounds especially tan-
nins due to necrotic development, resistance, or hypersensitive
responses to arthropods in some plants (Abrahamson et al., 1991).
According to plants (Abrahamson et al., 1991), the Solidago altissima
galls formed at the stem had a phenolic content threefold to fivefold
higher than the normal stem. Comparing our work with that of (Ben
Ahmed et al., 2017) on the Pistacia atlantica leaves, our results on the
condensed tannins were 103-fold highest. Moreover, the variability
of polyphenol contents in our extracts can probably be due to geno-
typic and edaphic factors (Tahar et al., 2015).

3.5 | Antioxidant activities

The antioxidant properties, especially the neutralization of free

radicals, are very important because of the harmful role of their

TABLE 4 Antioxidant activities of different extracts of P. atlantica galls

Methanolic extracts

DPPH of lipid extracts

Samples DPPH (mg AA/g DW) FRAP (mg AA/g DW)
5G.8.1 308.50° + 62.90 456.77° + 7.7
$G.9.2 164.93% + 24.00 235.14%F + 9.0
5G.9.3 169.73% + 20.30 232.45% + 14.0
SG.7.4 132.50% + 22.20 168.598" + 10.4
$G.8.4 187.81 + 16.60 254.35% + 3.9
SG.9.4 162.90% + 10.70 240.16%F + 12.0
SG.7.5 233.74°¢ + 51.50 288.0% + 27.5
SG.8.5 227.30° + 30.50 315.2°+ 23.6
SG.8.6 437.807 + 44.20 553.18% + 5.4
$G.9.6 163.73% + 24.30 258.8%€ 1+ 17.6
SCG.7.5 160.04b% + 16.90 222.7°°+19.8
SCG.8.5 149.80b% + 9.30 206.58% + 11.0
SCG.8.6 127.60% + 7.70 177.41%" + 14.1
SCG.9.6 103.13% + 12.10 162.35" + 8.8

UM (ug T/g

ABTS (mg T/g DW) CO (ug T/g DW) DW)
129.93 + 10.4 2.93"+0.20 11.50% + 1.30
61.92¢+16.3 4.397+0.20 7.19% + 1.10
69.12° + 8.7 5.07° +0.20 10.63%° + 0.50
50.50¢ + 16.0 4.347+0.10 9.30%¢4 1+ 0.10
70.2° +19.3 3.508" + 0.50 9.37%¢¢ 1+ 0.80
70.56% + 6.1 7.50% 1 0.20 6.93% +1.10
113.04" + 15.9 5.93°+0.20 7.90% + 1.60
84.4° 1 17.8 8.04" 1+ 0.03 7.81% £ 1.30
190.45% + 32.3 1.91'+0.10 3.20"+0.80
82.47°4 1+ 10.0 3.90% +0.20 4.00% + 1.50
87.08°9+ 11.3 7.81° £ 0.10 7.54% 1+ 0.40
5719+ 18.6 8.24° + 0.10 8.33°¢ 1 0.60
54.73% + 15.8 7.20% + 0.30 11.96% + 1.00
49519+ 6.2 9.91° + 0.30 10.80™ + 1.80

Notes: Values with different lowercase superscript letters are significantly different (p < .05) according to Tukey’s post hoc test. Superscripts
a = b—c = d—e = f—g = h-i: indicate decreasing concentrations.
Abbreviations: ABTS**, 2,2"-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate); CO, crude oil; DPPH®, 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl; DW, dry weight;
FRAP, ferric reducing antioxidant power; UM, unsaponifiable matter.
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radicals in biological systems (Peksel et al., 2010). In addition, it was
suggested that an increased level of free radical may be one of the
triggers for insulin resistance. Their decrease may be a therapeutic
target for glycemic control (Khacheba et al., 2014, 2017). The antiox-
idant activity of methanolic extracts was estimated by three meth-
ods different antioxidant tests, that is, DPPH®, FRAP, and ABTS"*
assays, which are commonly used in biological samples. The antioxi-
dant activities of methanolic extracts as shown in Table 4 were very
variable and significantly different (p = .0001).

The DPPH® radical scavenging is a widely used method to
evaluate the capacity of plant extracts to scavenge free radicals
generated from DPPH reagent (Chung et al., 2006). The spherical
galls had an average of 218.88 + 28.92 mg AA/g (values between
132.5 + 22.2 mg AA/g (for SG.7.4) and 437.8 + 44.2 mg AA/g
(for SG.8.6)) and a range of 305.3. Moreover, the semi-circular
galls had an average of 135.14 + 10.92 mg AA/g (values between
103.13 + 12.1 mg AA/g (for SCG.9.6) and 160.04 + 16.9 mg AA/g (for
SCG.7.5)) and a range of 56.91. According to the results, the amount
of antioxidants in spherical galls was proportional to the altitude and
twice as rich as that of semi-circular galls.

For FRAP, that is, reducing power is generally associated with
the presence of reductants in the antioxidant samples. Reductants
cause the reduction of Fe**/Fe?* (Duh, 1998). The reducing power
in spherical galls varied from 168.59 + 10.4 mg AA/g (for SG.7.4) to
553.18 + 5.4 mg AA/g (for SG.8.6) with an average of 300.27 + 6.82
(mg AA/g) and a range of 384.60. While, in semi-circular galls,
the values ranged from 162.35 + 8.8 mg AA/g (for SCG.9.6) to
222.7 +19.8 mg AA/g (for SCG.7.5) with an average of 192.25 + 12.3

Lipid extracts IC50 (mg/ml)

Methanolic extracts IC50
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(mg AA/g) and a range of 60.35. Among all extracts, a highest value
was recorded for spherical galls in August, whose average is twice
that of the semi-circular ones. This difference was proved by a sig-
nificant influence of the shape (p = .05).

The ABTS®* assay has been used to screen the relative radical
scavenging capacities of phenolic compounds, which act as elec-
tron- or H-donating agent (Djeridane et al., 2015). The spherical
galls showed an average of 92.26 + 13.4 mg T/g (values between
50.50+16.0mgT/g(for SG.7.4)and 190.45 + 32.3 mg T/g (for SG.8.6))
and a range of 139.15. Moreover, the semi-circular galls showed an
average of 62.09 + 11.9 mg T/g (values between 49.51 + 6.2 mg T/g
(for SCG.9.6) and 87.09 + 11.3 mg T/g (for SCG.7.5)) and a range of
37.57. According to the results, the amount of antioxidants in spher-
ical galls was twice as rich as that of semi-circular galls.

The results of the lipid extracts are mentioned in Table 4; the
averages of the DPPH antioxidant activity of the crude oils and un-
saponifiable fractions of the spherical galls were 4.72 + 0.16 ug T/g
(values between 1.91 + 0.1 pg T/g (for SG.8.6) and 8.04 + 0.04 ug T/g
(for SG.8.6)) and 8.29 + 0.01 pg T/g (values between 3.2 + 0.8 ug T/g
(for SG.8.6) and 11.5 + 1.3 ug T/g (for SG.8.1)), respectively, while
the averages of antioxidant activity of crude oils and unsaponifi-
able fractions of semi-circular galls were 7.77 + 0.88 ug T/g (values
between 3.2 + 0.8 ug T/g (for SCG.8.6) and 11.5 + 1.3 ug T/g (for
SCG.8.1)) and 9.66 + 0.73 ug T/g (values between 7.54 + 0.4 ug T/g
(for SCG.7.5) and 11.96 + 1.0 ug T/g (for SCG.8.6)), respectively. The
results obtained clearly show that the antioxidant activity of crude
oil is weaker than that of the unsaponifiable fraction, which demon-

strates that the latter is antioxidant in nature. Also, the antioxidant

TABLE 5 «-amylase inhibitory activity
of different extracts of P. atlantica galls

Samples (mg/ml) co UM

5G.8.1 1.07% +0.20 1.80°*" + 0.70 1.36™ +0.30
5G.9.2 0.56° + 0.10 2.42% + 0.45 1.19° + 0.10
5G.9.3 1.60° + 0.10 2.14%° 4 0.15 1.37%° £ 0.20
SG.7.4 1.76°° £ 0.10 2117 1 0.11 1.27°° £ 0.20
5G.8.4 1.61°4 £ 0.30 1.88bc%f  0.37 1.61% £ 0.10
SG.9.4 1.95° £ 0.20 2.48% +0.10 1.28% 1+ 0.10
$G.7.5 1.45" 1+ 0.30 2.30° + 0.04 1.17° +0.10
5G.8.5 1.51°¢ + 0.10 1.72%f 1+ 0.12 1.25° + 0.10
$G.8.6 1.04% +0.20 1.61%7+ 003  0.81°°+0.10
5G.9.6 1.25% £ 0.10 1.54°" 4+ 0.12 0.56° + 0.02
SCG.7.5 1.93"+0.04 245" +0.17 1.15" +0.10
SCG.8.5 1.26° £ 0.30 1.43" £ 0.21 0.75% + 0.10
SCG.8.6 3.67°+0.30 1.65%f £+ 010  1.03°+0.01
5CG.9.6 3.19% + 0.40 1.70%f + 0.13 1.10" + 0.10
GLUCONOVA 9.37 +0.80 - -

Notes: Values with different lowercase superscript letters are significantly different (p <.05)
according to Tukey'’s post hoc test. Superscripts a = b—>c = d—e = f: indicate decreasing
concentrations. GLUCONOVA is a drug containing acarbose, an active pharmaceutical ingredient.

Abbreviations: CO, crude oil; UM, unsaponifiable matter.
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activity of lipid extracts from semi-circular galls was twice as high
compared to spherical galls. In addition, the results concerning the
antioxidant activity of the unsaponifiable fractions of the spherical
galls are inversely proportional to the altitude. The highest values for
the two types of extract (phenolic and lipid) were recorded mainly
in August. According to (Ben Ahmed et al., 2016), the difference in
values of antioxidant activity may be due to several factors that af-
fect the production and stability of antioxidants, such as location,
harvest period (although in our case these two factors are not sig-
nificant), the meteorological conditions, and the molecular geometry
of the antioxidant compounds. Indeed, some small molecules have a
better ability to access the radical site.

All extracts of Pistacia atlantica galls have shown a positive ef-
fect on scavenging free radicals, reducing power, and can be used
as a source of natural antioxidants. However, the methanolic ex-
tracts were approximately 30000-fold higher than the lipid extracts.
Moreover, several studies (Ahmed et al., 2015; Ben Ahmed et al,,
2016; Guenane, 2017; Maamri, 2008; Toul et al., 2017) on the differ-
ent parts of the plant Pistacia atlantica (leaves, fruits and buds) have
reported on the richness of this plant in phenolic compounds and
their major role in trapping free radicals. As well as the confirmation
that these phenolic compounds (phenolic acids, flavonoids, and tan-
nins) were powerful antioxidants, hydrogen donors thanks to their
hydroxyl groups (Cherbi et al., 2016; Khacheba et al., 2014; Tahar
et al., 2015; Toul et al., 2017). According (Ben Ahmed et al., 2017),
differences in the antioxidant assay results could be due to the
presence of compounds having a different affinities to react with
DPPH®, FRAP, or ABTS"". Finally, it appears that work on lipid ex-
tracts (Bentireche et al., 2019; Maamri, 2008; Shad et al., 2012) has
shown that the trapping of the DPPH® radical can be attributed to
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total phytosterols, total tocopherols, carotenoids, and other polar
lipid compounds. Also, tocopherols are generally the most antioxi-
dant molecules in oil.

3.6 | a-amylase inhibitory activity

One of the therapeutic strategies used for the treatment of diabetes
is to decrease post-prandial hyperglycemia. This is done by inhibiting
the enzymes involved in carbohydrate hydrolysis, such as a-amylase.
The latter decomposes the starch into disaccharides and oligosaccha-
rides, before intestinal a-glucosidase catalyzes the degradation of di-
saccharides into glucose, which is then absorbed into the bloodstream
(Boussoussa et al., 2018). Several inhibitors of a-amylase, including
acarbose, voglibose, and miglitol are oral agents, clinically used for
treatment. However, it is reported to cause a variety of secondary
side effects, such as abdominal distention, diarrhea, and often too
expensive. Therefore, the search for inhibitors from natural sources
raise a growing interest (Abirami et al., 2014; Sama et al., 2012).

In vitro study on the inhibition of a-amylase showed that phe-
nolic extracts, crude oils and unsaponifiable fractions of P. atlantica
galls exhibit inhibitory activity. Table 5 summarizes all the results ex-
pressedin IC50. These values are lower compared with the drug used
as a reference, this value have a higher efficiency. Variance analyses
indicate that there are significant differences (p = .001) between
the different extracts. Results of the methanolic extracts fluctuated
from 0.56 + 0.1 mg/ml (for SG.9.2) to 1.95 + 0.2 mg/ml (for SG.9.4)
with an average of 1.38 + 0.09 mg/ml for spherical galls and from
1.26 + 0.3 mg/ml (for SCG.8.5) at 3.67 + 0.3 mg/ml (for SCG.8.6)
with an average of 2.51 + 0.12 mg/ml for semi-circular galls.

TABLE 6 Pearson's correlation between the contents, antioxidant activities, and a-amylase inhibitory activity in P. atlantica galls

DPPH
of ME

TPC TFC CTC TSC

TPC (mg 1 0.725"

GA/g)
TFC(mgQ/g)  -0.445 1
CTC (mg C/g) -0.689" 1
DPPH of ME 0.760°  -0.400 0.520
FRAP of ME 0.8200  -0.404 0.551"

(mg AA/g)
ABTS of ME 0740°  -0.304 0.485

(mg T/g)
AIA of ME -0.503 0.590" -0.606
TTC (ugT/g) 0.713"
TSC (ug S/g)
DPPH of UM

0.980"

0.970"

FRAP DPPHofCO DPPHofUM  AIAof AlA of
of ME (mg T/g) (mg T/g) co UM
0.941°
0.715 0.190 -0.318  -0.181
0.708" 0.620 -0.258  -0.331
0.566

Abbreviations: ABTS, 2,2"-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate); AIA, a-amylase inhibitory activity; CO, crude oil; CTC, condensed tannin
contents; DPPH, 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl; FRAP, Ferric reducing antioxidant power; ME, methanolic extracts; TFC, total flavonoid contents;
TPC, total phenolic contents; TSC, total sterols contents; TTC, total tocopherols contents; UM, unsaponifiable matter.

*Correlation is significant at the 0.05 level (two-tailed);
**Correlation is significant at the 0.01 level (two-tailed).
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The results obtained from the lipid extracts showed that they
varied from one extract to another. Indeed, the IC50 values of crude
oils were between 1.54 + 0.12 mg/ml (for SG.9.6) and 2.48 + 0.1 mg/
ml (for SG.9.4) with an average of 2.00 + 0.02 mg/ml for the spher-
ical galls and 1.43 + 0.21 mg/ml (for SCG.8.5) and 2.45 + 0.17 mg/
ml (for SCG.7.5) with an average of 1.81 + 0.13 mg/ml for the
semi-circular galls. Also, the average of IC50 of the unsaponifiable
fractions for the spherical galls was from 1.19 + 0.03 mg/ml (values
oscillating from 0.56 + 0.02 mg/ml (for SG.9.6) to 1.61 + 0.1 mg/ml
(for SG.8.4)) against an average of 1.01 + 0.04 mg/ml (values vary-
ing from 0.75 + 0.1 mg/ml (for SCG.8.5) to 1.15 + 0.1 mg/ml (for
SCG.7.5)) for semi-circular galls. All the IC50 values of the samples of
the unsaponifiable fraction were lower than those of the crude oil,
therefore, more effective, which demonstrates that the effective-
ness of the lipid extract in inhibiting the a-amylase was due to the
molecules constituting the unsaponifiable fraction. Methanolic and
lipid extracts from the spherical galls harvested in September re-
vealed better inhibition. However, concerning those of semi-circular
galls, the best inhibition was recorded in August.

Many studies confirmed that the inhibition of the a-amylase en-
zyme was due to the presence of active substances in plants belonging
to the different classes of secondary metabolites (e.g.,: phenolic com-
pounds, alkaloids, polysaccharides, terpenoid, and peptides) (Bhutkar
et al., 2018; Sales et al.,, 2012). According to (Mamun-or-Rashid
et al., 2014) and (Abirami et al., 2014), the most commonly involved
active constituents are flavonoids, tannins, phenols, and alkaloids.

Additionally, (Firdaus et al., 2015) attributed the a-amylase inhib-
itory activity of Sargassum species to their high polyphenol content,
emphasizing their ability to chelate enzymes, leading to precipita-
tion and alteration of the structure, associated with a loss of bio-
logical functions. Likewise, the variety of polyphenols may exhibit
synergistic effects, leading to a higher efficiency of a-amylase in-
hibition (Nagappan et al., 2017; Telli, 2017). In the work done by
(Ahmad et al., 2012), on seeds of Momordica charantia against the
two enzymes a-glucosidase and a-amylase, they demonstrated that
the oil of these seeds was a powerful antidiabetic agent. According
to (Conforti et al., 2005), squalene and other compounds in the

Biplot (axes F1 and F2: 85,16 %)
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unsaponifiable fraction can also contribute to the overall inhibition
of a-amylase performance.

3.7 | Correlation between the contents, DPPH
scavenging activity, and a-amylase inhibitory activity

The correlation calculated by the Pearson test between the content
of the extracts and the activities studied was allowed us to verify if
there is a significant relationship. Table 6 illustrates the set of calcu-
lated correlations.

First, the correlation carried out between the TPC, TFC, and CTC
was indicated that there was a highly significant positive correlation
between TPC and CTC (0.725; p < .01) and an inversely proportional
relationship between TFC and CTC (-0.689; p < .01). This demon-
strates the nonsimultaneous variation between the contents. The con-
tents in TTC and TSC revealed an absence of significant correlation.

Moreover, there was a highly significant correlation between an-
tioxidant activities DPPH*® (0.760; p < .01), FRAP (0.820, p < .05),
and ABTS®* (0.740; p < .05) and positive correlation between FRAP
and TTC (0.551; p < .05). Also, a strong positive correlation was re-
corded between antioxidant activities, DPPH®* and FRAP; DPPH*
and ABTS®*; FRAP and ABTS®* (0.980, 0.970, and 0.941; p < .05,
respectively). Indeed, phenolic compounds are considered powerful
antioxidants allowing the inactivation of free radical chains and the
reducing ability. The concentration of phenolic compounds seems
to influence the antioxidant activity. However, the lack of correla-
tion between TFC and antioxidant activities may be linked to the
assumption that most of the flavonoids could be in their glycoside
forms and thus less effective compared to their aglycone forms (Ben
Ahmed et al., 2017). Regarding to crude oils and unsaponifiable frac-
tions, there was a positive significant correlation between TTC and
TSC (0.713; p < .05). Also, a highly significant correlation was re-
corded between the antioxidant activity of the crude oils and the
two contents (TTC and TSC) (0.715, 0.708; p < .05) and between
the antioxidant activity of the unsaponifiable fractions and TSC
(0.620; p < .05). According to a study conducted by (Guenane, 2017)
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FIGURE 2 Scatter plot (F2 versus F1)
of the phenolic compounds (TPC, TFC,
and CTC) and in vitro activities (DPPH®,

FRAP, ABTS**, and AIA) among different
samples of P. atlantica galls
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FIGURE 3 Scatter plot (F2 versus F1)
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on Pistacia atlantica fruit oil demonstrated a significant correlation
between antioxidant activity, tocopherols, and sterols. Therefore, a
qualitative analysis of the tocopherols and phytosterols in the lipid
extracts of P. atlantica galls as well as the verification of a possible
correlation with the antioxidant activity is required.

The correlation performed between the IC50 of a-amylase ac-
tivity inhibitory and the contents of phenolic compounds revealed
that there was a significant negative relationship between IC50 and
CTC (-0.606; p < .05) and a significant positive relationship between
IC50 and TFC (0.590; p < .05), knowing that a lower value of IC50
indicates a high inhibitory activity and vice versa. These results
clearly suggested that phenolic compounds, in particular CTCs, are
involved in the inhibition of a-amylase. Indeed, tannins are power-
ful chelating agents for metals, which can form insoluble complexes
with proteins and subsequently lead to their precipitation. Also the
study made by (Goncalves et al., 2011) demonstrated the close rela-
tionship between this capacity and the degree of polymerization of
tannins. However, there was no significant correlation between IC50
values and contents (TTC and TSC). These inhibitory activities could
be attributed to the presence of individual active molecules such as
tocopherols, sterols, essential oils, etc. Their identification and the
study of their individual inhibitory capacity seem to be necessary to
reinforce this hypothesis. Finally, the moderate positive correlation
was observed between the antioxidant activity and the a-amylase
inhibitory assay of unsaponifiable fractions (0.566; p < .05). This ob-
servation proves that the extracts having a better antioxidant activ-

ity are less effective for the inhibition of a-amylase.

3.8 | Data analysis by PCA

In order to confirm and get a better insight in the relationships be-
tween the content of the extracts and the activities studied, the PCA

calculation was conducted to visualize the data. Figure 2 presents

F1 (43,93 %)

the vectors of the variables (TPC, TFC, and CTC, DPPH®, FRAP,
ABTS®, and AIA) and the distribution of all the studied samples in
the plane defined by the values of the two principal components.
PCA showed that the first two principal components accounted for
85.16% of the total data variance, of which 67.78% was along the
first principal component (F1), and 17.38% was along the second
one (F2). The results confirmed that free radical-scavenging ability
(DPPH*® and ABTS®"), ferric ion reducing power, and TPC were shown
to be highly loaded on F1. The antioxidant activities (DPPH®, FRAP,
and ABTS®") behaved similarly and more were related to TPC and
CTC, which suggests phenolic compounds are good antioxidants.
Moreover, there is an appreciable negative correlation between TFC
and CTC suggesting an opposed variation. PCA also allowed gain-
ing an overview of the similarities and differences between shapes,
sites, and harvest months. The distance between two samples on
a biplot is directly proportional to their degree of similarity or dif-
ference. Figure 2 showed that spherical galls harvested in August
are situated at higher F1 values, which demonstrated their high-
est antioxidant activity. In Factor 2, semi-circular galls constituted
a distinctive cluster characterized by high levels of TFC. However,
this group had the highest a-amylase inhibitory activity (AlA) values
indicating the lowest inhibitory activity. The sites could not be dif-
ferentiated on plot. This result confirmed the finding that TPC, TFC,
CTC, DPPH®*, FRAP, ABTS®" and AIA were non-significantly affected
by the factor site.

Figure 3 represents the vectors of the variables (TTC, TSC, DPPH*
of UF, DPPH* of CO, AIA of UF, and AIA of CO) of all the studied
samples on the bidimensional space formed by rotated F1 and F2. The
first two principal components explained 73.93% of the total data
variance, of which 43.93% was along the first principal component
(F1), and 30.00% was along the second one (F2). By examining the
scatter plots, the results showed that the variables, such as DPPH
free radical-scavenging ability by unsaponifiable fractions and crude
oils, TTC and TSC are situated in the upper side of the plot (F1). The
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DPPH free radical-scavenging capacity were related to TTC and TSC.
Thereby, it was clear that TTC and TSC were effective antioxidant. In
F2, spherical galls presented high values of AIA indicating the low-
est inhibitory activity. However, the samples who are situated at the

lower side of the plot, indicate the highest inhibitory activity.

4 | CONCLUSION

In the present work, the methanolic and lipid extracts of Pistacia
atlantica galls revealed that they not only possess antioxidant ac-
tivity through free radical-scavenging and reducing power but also
an inhibitory potential against a-amylase. Indeed, it was shown that
the methanolic extracts from P. atlantica galls contain a considerable
amount of phenolic compounds, in particular condensed tannins and
that the shape of the galls has been a significant influence on the
content of flavonoids and condensed tannins. In addition, the cor-
relation observed between the results of AIA and condensed tan-
nin contents indicated that these compounds are the predominant
sources of inhibitory capacity.

Also, this study was the first to analyze and to compare the anti-
oxidant and antihyperglycemic activities of the crude oils and unsa-
ponifiable fractions of P. atlantica galls. The results obtained showed
that the extracts have significant inhibitory effects but much less for
antioxidant activity. The fatty acid composition of the oils revealed a
diversity, containing saturated fatty acids (SFA) such as palmitic acid
(C16:0) but also unsaturated fatty acids (MUFA and PUFA) such as:
oleic acids (C18:1) and linoleics (C18:2). The presence of tocopherols
and phytosterols in Pistacia atlantica galls conferred nutritional value
and a possibility of reducing cholesterolemia. Further studies may be
taken up on the knowledge of the compounds responsible for these
beneficial properties.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Defensive gall traits against natural enemies, such as predators and parasitoids, attracted much attention of
Pistacia atlantica galls ecologists and evolutionary biologists. To our knowledge, naturally occurring antioxidant compounds present in
Anacardiaceae

Pistacia atlantica Desf. Galls have not yet been reported and characterized. The objective of this study is to
evaluate the effects of the harvest period and plant gender on these antioxidant activities. Furthermore, peaks
present in chromatographic fingerprints, probably showing significant antioxidant activities, were identified.
Three antioxidant assays, 2,2 diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2 azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid) (ABTS) radical scavenging besides the ferric reducing antioxidant power (FRAP), were applied
to determine the total antioxidant activity in galls from both genders of Pistacia atlantica. Fingerprints of ten P.
atlantica gall extracts were obtained by Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC). Extensive pre-
treatment of the data and a linear multivariate calibration technique, Partial Least Squares (PLS), were used
for model construction. Our findings highlighted that gender and harvest period affected the antioxidant ac-
tivities. Major peaks, potentially influencing the antioxidant activity of the samples, were indicated by studying
the regression coefficients of the PLS models. Individual antioxidant compounds of P. atlantica galls were
identified by UPLC coupled to a hybrid quadrupole orthogonal time-of-flight mass spectrometer (Q-TOF/MS).
The phenolic compounds methyl gallate and valoneic acid dilactone were considered to be important antioxi-
dants in the FRAP and scavenging ABTS assays, while quinic acid showed to be the main component influencing
the antioxidant activity measured with the DPPH method. The findings of the present study suggest that P.
atlantica gall might be used as an accessible source of natural antioxidants and for the treatment of diseases
resulting from oxidative stress.

Chromatographic fingerprinting
Partial least squares regression
Antioxidant activity

1. Introduction

Galls result from abnormal plant growth induced by various parasitic
organisms, mainly insects. They are considered neoformed plant organs
developed from cellular hypertrophy, tissue hyperplasia and cellular
redifferentiation of the host tissues (Oliveira et al., 2016). Many her-
bivorous insects induce galls on various plant organs, such as leaves,
shoots and flowers (Inbar et al., 2010). Gall initiation starts with the
recognition of reactive plant tissues to gall inducers, with subsequent
feeding and/or oviposition triggering a cascade of events (Oliveira et al.,
2016). The induction of galls represents both an adaptation of the insect
to the host plant, and of the plant to the insect (Miller and Raman, 2019).

Ananthakrishnan (1998) reported that galls originally were considered
as a mechanism of defense developed by insects against attacks by their
natural enemies. Moreover, the main function of the gall is to give
shelter and food to the larvae of the galling insect. However, host plant
growth and metabolism are altered under the influence of the associated
parasites, leading to the production of secondary metabolites. These
may provide a defensive role against the behavior of non-gall-inducing
(free-living) insects, particularly in their nutritional physiology and
population dynamics (War et al., 2012).

Pistacia atlantica Desf. belongs to the Anacardiaceae family and
naturally occurs from the Mediterranean basin to central Asia, especially
in Iran, Turkey, Iraq and Saudi Arabia. It is a dominant tree in its natural
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areas, and plays an important economic role in these regions (Ben
Ahmed et al., 2021). Leaves are imparipinnate with five to nine leaflets,
lanceolate, 26-70 mm long and 8-22 mm wide. Petioles are winged.
Panicles are extra-axillaries, 7-15 cm long (Ben Ahmed et al., 2020a).

P. atlantica develops leaf galls due to insect attacks, especially aphids
and chalcid wasps (Mehrnejad, 2010). The aphids manipulate the leaves
and buds to form tumorous galls, lodging their larvae for food and
safety. Common aphid species are Slavum wertheimae and Baizongia
pistaciae L. (Rostds et al., 2013). In Algeria, the galls of P. atlantica Desf.
are used as an embalming agent by rural inhabitants. They are also
known in Arabia as ‘Afse’, are edible and sold in markets (Sifi et al.,
2015).

Accordingly, galled tissue was found to contain higher levels of
defensive secondary metabolites than ungalled plant tissues (Yoram and
Inbar, 2011). It is reasonable to expect that accumulation of such me-
tabolites in the galls provides multilevel protection against variable
natural enemies, but their role in protection against pathogens infection
received little attention (Yoram and Inbar, 2011).

In recent years, natural antioxidants from herbal sources receive a
great deal of attention because of their prominent role in the control or
prevention of oxidation processes and associated diseases (Giampieri
et al., 2019). Extracts from plant material may be rich in phenolics and
provide a good alternative to synthetic antioxidants (Shah et al., 2014).
Grape seed (Vitis vinifera L.), green tea (Camellia sinensis L.), pine bark
(Pinus maritima Mill.), rosemary (Salvia rosmarinus Schleid.), pome-
granate (Punica granatum L.), nettle (Urtica dioica L.) and cinnamon
(Cinnamomum verum J. Presl.) have exhibited similar or better antioxi-
dant properties than some synthetic compounds (Shah et al., 2014). A
systematic assay of the antioxidant capacities of eighteen Algerian me-
dicinal plants, associated with antidiabetic activities, was conducted
earlier in our laboratory (Khacheba et al., 2017). Fifteen Indian me-
dicinal plants, commonly used in Ayurveda, were reviewed with respect
to their antioxidant capacities in Govindarajan et al. (2005).

P. atlantica Desf. is known as an excellent source of natural antioxi-
dants and contributes to the daily antioxidant diet in the Maghreb
countries (Tunisia, Algeria and Morocco) (Ben Ahmed et al., 2017,
2018). In this regard, many studies have evaluated the antioxidant po-
tential of bark, leave, root and fruit extracts from P. atlantica. Further-
more, Benmahieddine et al. (2021) have shown that most of the
phytochemicals as well as antioxidant and antimicrobial activities of 34
extracts prepared from Pistacia atlantica Desf. according to gender and
organ type (roots, buds and fruits), are produced in response to envi-
ronmental disturbances and stimulations. The growth parameters of
Pistacia atlantica Desf. under different soil conditions (pure forest soil,
sandy soil, nursery soil and mixed forest soil) in Iran were investigated
by Rezaeyan et al. (2009). The height, vitality, leaf number, collar
diameter, survival, stem length, root length, stem: root length ratio and
stem: root dry weight ratio of P. atlantica Desf. seedlings were measured.
This study revealed that the forest soil had better effects on the vege-
tative parameters of Pistacia atlantica Desf. seedlings. In addition,
Hatamnia et al. (2014) studied the influence of genotype factor on the
phenolic profile as well as on potential antioxidant activity in hulls,
shells and kernels of different genotypes of Pistacia atlantica subsp.
kurdica fruits. The results indicated that there is a correlation between
total phenolic content and antioxidant activity. Hull extract with higher
total phenolic content had higher antioxidant activities than the other
fruit parts.

To the best of our knowledge, data related to the free radicals
scavenging capacity of P. atlantica Desf. Gall extracts are not available in
the literature. Additionally, their chemical profiles, as determined by
Ultra Performance Liquid Chromatography coupled to a hybrid quad-
rupole orthogonal time-of-flight mass spectrometer (UPLC-Q-TOF/MS),
were not reported so far in the literature. This study aimed to evaluate
the effects of harvest month and gender on the antioxidant activity of
P. atlantica Desf. Galls. Secondly, combining the information from the
antioxidant assays with the UPLC fingerprints, applying data-handling
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tools, allows indicating the peaks potentially responsible for a given
activity (Klein-Junior et al., 2016). The antioxidant activity of a sample
can be determined accurately by applying two methods to reflect and
differentiate both single electron transfer (SET, radical reducing) and
hydrogen atom transfer (HAT, radical quenching). The present study
used three assays, i.e. the 2,2 diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) assay,
the 2,2 azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) and
ferric reducing antioxidant power (FRAP), representing the main
methods to measure the antioxidant properties (Ben Ahmed et al.,
2020b). Important compounds, contributing to the antioxidant proper-
ties were indicated on the UPLC fingerprints applying a linear multi-
variate calibration technique, Partial Least Squares regression (PLS).
The peaks potentially responsible for the antioxidant activity of the
samples were indicated by studying the regression coefficients of the
models. Furthermore qualitative analyses were performed by
UPLC-Q-TOF/MS in order to identify the most relevant components
responsible for the antioxidant activity.

2. Material and methods
2.1. Plant material

The chemical profiles of plant tissues are known to be affected by
many factors, such as genotype, environment, growth stage, time of
harvesting, processing and storage conditions, as well as the method of
analysis (Zargoosh et al., 2019). We hypothesize that seasonal variations
provoke changes in the active secondary metabolites composition in P.
atlantica galls, affecting their antioxidant activity. Therefore, there is a
need to establish the changes in phytochemical contents along with the
antioxidant activities of P. atlantica galls as a function of biotic and
abiotic factors. For this reason, galls from male (n = 5) and female (n =
5) P. atlantica Desf. trees were collected periodically in the middle of
each month, starting in July and ending November 2010. Trees with a
similar age were sampled from the Laghouat region, located at 400 km
south of Algiers, Algeria. The location of Laghouat (latitude 33°47_(N);
longitude 02°52_(E); altitude 750m) is characterized by an annual pre-
cipitation of 18 mm, an average summer temperature of 41.4 °C and clay
soil type, locally known as “Daya”. The soil is composed of tiny particles
that are hard and become easily impacted.

Galls of one gender (collected from five randomly selected trees)
were carefully mixed, dried and cleaned to remove insects and eggs and
then smashed manually, before storing them in polyethylene bags at
ambient temperature in the dark until use.

The identity of the gall samples was confirmed by Prof. S. Belhadj
(Department of Agropastoralism, Faculty of Science, Achour Zian Uni-
versity, Djelfa, Algeria), and a voucher specimen (GL032010ULDB) was
deposited in the herbarium of the Department of Biology, Faculty of
Science, University of Laghouat (Algeria).

2.2. Sample preparation

The crude extract of P. atlantica galls was prepared according to the
method described by Hefied et al. (2020). 2.0 g P. atlantica galls powder
was macerated in 40 mL methanol in the dark for 48 h at room tem-
perature. The crude extract was filtered and the residue re-extracted
with 30 mL of the same solvent for 24 h, and again filtered. The fil-
trates were combined and the methanol was removed by using a rotary
evaporator at 45 °C. The final residue was dried, redissolved in 10.0 mL
pure methanol and kept at 6 °C until analysis.

2.3. Evaluation of antioxidant activity

2.3.1. DPPH assay

The DPPH assay was performed according to a previous study by Du
et al. (2014). Methanolic DPPH" solution (250 pM) was prepared daily.
Then, 1 mL of a 1:12000 diluted extract in methanol was mixed with 1
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mL DPPH solution and incubated for 30 min in the dark covered with
aluminia foil. Immediately after mixing, at time t = 0 min (tp), and after
30 min, the absorbances at 517 nm were measured. A standard curve
was prepared by determining the decrease in absorbance of the DPPH
radical solution over a period of 30 min with different concentrations of
ascorbic acid (2.5-9 pg/mL). The DPPH radical scavenging activity
(RSA) was defined as ascorbic acid equivalent antioxidant capacity
(AAEAC) and expressed as mg ascorbic acid equivalents per g dry gall
weight (Leong and Shui, 2002). AAEAC was calculated using the
following equation (1):

AAEAC= (AAgample/ K) x D x V X (1/Wsample) (€9)]

where AAgmple is the change in absorbance in the presence of extract, K
the slope of the standard curve, D the dilution factor of the extract
(12,000), V the total extract volume (10 mL) and Wsample the sample
weight used for extraction (g). Each sample was prepared in triplicate
and the mean value calculated.

2.3.2. FRAP assay

The ferric reducing antioxidant power assay was applied according
to the method described in Hefied et al. (2020). The FRAP reagent was
prepared by mixing 10 mL of acetate buffer (0.3 M, pH 3.6), 1 mL TPTZ
(10 mM (2,4,6-tripyridyl-s-triazine) in HCl (40 mM) and 1 mL
FeCl3.6H20 (20 mM). 50 pL extract was added to 1 mL of FRAP reagent.
The mixture was incubated at 37 °C for 20 min and the absorbance
measured at 596 nm. The reducing power activity was calculated from a
standard curve, based on a set of ascorbic acid solutions (10-100
pg/mL). Results were reported as AAEAC (Eq (1)) and expressed as mg
of ascorbic acid equivalents per g of dry gall weight. Each sample was
prepared in triplicate and the mean AAEAC result calculated.

2.3.3. ABTS assay

The antioxidant activity was also determined using the ABTS®'
method described in Hefied et al., (2020). Free radicals are generated by
an enzymatic system consisting of the horseradish peroxidase enzyme,
its oxidant substrate (hydrogen peroxide) and the ABTS chromophore.
The final reagent contained 1 mL ABTS (20 mM), 1 mL of horseradish
peroxidase (0.2 mg/mL) prepared in 20 mM sodium phosphate buffer,
pH 6.9 with 0.006 M sodium chloride and 150 pL hydrogen peroxide (1
mM). Consecutively, 100 pL sample was mixed with 1 mL ABTS*"
radical cation and incubated for 10 min in the dark covered with alu-
minia foil. Immediately after mixing, at time t = 0 min (to), and after 10
min, the absorbances at 417 nm were measured. A standard curve was
prepared, by determining the decrease in absorbance of the ABTS radical
solution over a period of 10 min, with different ascorbic acid concen-
trations (4-16 pg/mL). The ABTS radical scavenging activity was
defined as AAEAC (eqn (1)) and expressed as mg ascorbic acid equiva-
lents per g dry gall weight. Each sample was prepared in triplicate and
the mean AAEAC result calculated.

2.4. Development of UPLC fingerprints

The chromatographic conditions developed in Hamdi et al. (2018)
were applied. A Waters Acquity UPLC I-Class chromatograph equipped
with a binary pump, in-line degasser, autosampler, column oven and
photodiode array (PDA) detector was coupled to a Waters ESI-QTOF
tandem mass spectrometer. A 50 mm x 2.1 mm i.d., 1.7 pm, Acquity
BEH C18 UPLCR column, conditioned at 40 °C, was used. Separation was
performed at a flow rate of 0.3 mL/min with a mobile phase consisting of
formic acid 0.1% (A) and methanol (B) in the following gradient: 0 min,
15% (B); 5 min, 30% (B); 10 min, 40% (B); 14 min, 45% (B); 16 min,
45% (B); 20 min, 55% (B); 25 min, 100% (B). A 2 pL aliquot of the
samples was injected and the UV detection performed at 254 nm. The
solutions were freshly prepared in methanol before injection and filtered
through a 0.22 pm cellulose regenerated membrane filter. Data was
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processed using Waters EmpowerTM software.

2.4.1. MS conditions

The mass spectrometry was performed on a Waters definition accu-
rate mass quadrupole time-of-flight (Q-TOF) XevoG2-S mass spectrom-
eter, equipped with an electrospray ionization (ESI) source. The mass
spectrometer was operated in negative mode. The conditions for the ESI
source were as follows: a cone voltage of 40 V; capillary voltage of 3 kV,
source temperature 120 °C; desolvation gas temperature 450 °C and flow
rate 800 L/h. Sample analysis was done by data independent acquisition
MSE (where E represents collision energy) using full scan mode from m/z
50 to 1200, with 1 s scan time. Acquisition of mass spectral data was
accomplished in two continuous functions. In the first, precursor data
were collected without collision energy in MS mode and in the second,
the MSE function, the precursor ions were further fragmented using high
collision energy ramped from 15 to 35 eV. For accurate mass measure-
ments, data were centroided during acquisition, and 200 pg/mL of
leucine-enkephalin dissolved in acetonitrile/0.1% formic acid (50:50, v/
v), was infused continuously as an external reference into the ESI source.
Leucine-enkephalin (m/z 556.2771) was used as a reference lock-mass
compound, with automatic mass correction enabled. The data were
processed using MassLynx™4.1 software with MSE program. The Mas-
sLynx software was used to identify and retrieve the chemical com-
pounds in the P. atlantica galls. It suggests the molecular formula of the
parent mass ion based on the elemental composition. A search of the
major fragment ions in the MS spectra of potential compounds was
performed using metabolome databases, including MASS bank (http
://www.massbank.jp/), METLIN (https://metlin.scripps.edu/), and the
human metabolome database (http://www.hmdb.ca/).

2.5. Data analysis

UPLC-DAD data of ten P. atlantica gall samples imported in Matlab
2013b (The Mathworks, Natick, MA), which was used for the data (pre)
processing. The chromatograms were equalized in length to 11501 time
points. All metabolic profiles are organized in an n x p matrix X, with n
fingerprints constituting the rows and p data points per fingerprint,
constituting the columns. First, correlation optimized warping (COW)
algorithm was applied to align the peaks and to correct for retention
time shifts between the different samples (Klein-Jtnior et al., 2016). It is
segmented data processing method, aiming to align the peaks in a
sample chromatogram to those in the corresponding segment of the
target chromatogram (T). The latter was selected as that with the highest
correlation to all chromatograms in the sample set. At the start of the
procedure, the profile to be aligned (P) and the target profile (T) are cut
into a user-specified number of sections (N) with equal length (L). Each
section is aligned accordingly to a shift of the section’s end point by a
maximal limit, defined as the slack parameter t, allowing the sections
end points to shift from —t to + t points. The start and end points of the
chromatograms are fixed in the COW algorithm, therefore the first and
last segments can only be warped on the right and left ends, respectively.
The optimal combination of the L warped sections is considered the
optimal alignment, resulting in the aligned chromatogram (P) (Vest
Nielsen et al., 1998). The correlation coefficients (CC) are calculated
((eqn. (2)) for each permutation of adding or removing data points
(Kumar, 2017). A more detailed description of the COW method can be
found in (Vest Nielsen et al., 1998).

cov(target — sample)

_ 2
¢ std(target)std(sample) 2

where cov indicates the covariance and std the standard derivation.
Useful information resides in the between-sample variation of the
variables, not in their absolute values. Additional preprocessing ap-
proaches can be applied in order to remove interferences in the analysis.
Column centering is a generally applied preprocessing technique, which
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removes the column mean from each corresponding column element. A
centered variable has a mean of zero (Klein-Junior et al., 2016).
Normalization methods aim to give the same weight to each variable by
correcting for the intensity differences. It divides each row element by
the absolute difference between the maximum and minimum intensities.
The dataset is scaled so that each variable lies within a predefine range
(i.e. between 0 and 1).

Finally, standard normal variate (SNV) transformation, used to
remove slope variation, was also examined. SNV transforms the data by
performing row centering, followed by row scaling, that is, dividing
each row by its corresponding standard deviation (Ben Ahmed et al.,
2020b).

2.5.1. Partial least squares (PLS)

PLS is a well-known multivariate regression technique to model an n
x 1 response vector y as a function of an n x p data matrix X. PLS models
apply latent variables (LV) in X, which maximize the covariance be-
tween X and y (Vest Nielsen et al., 1998). In our case, the X matrix was
composed of the pre-treated fingerprints, and the y vector of the AAEAC
values obtained by the DPPH, FRAP or ABTS assays.

The nonlinear iterative partial least squares (NIPALS) algorithm was
used in the present study. The model can be written as follows (Ribeiro
et al., 2009):

A
y=Xb-+ -e- =) (tP) xb+e 3

i=1

where b is the regression coefficients vector that can be used to evaluate
the contribution of the original variables, t; and p; are the scores and
loading vectors, A is the number of latent variables and e represents the
residuals vector.

The optimal model complexity is determined by a leave-one-out
cross-validation (LOO-CV) procedure. During LOO-CV each object is
left out once and the model is built using the remaining objects (Tistaert
et al.,, 2009). Then, the root mean squared error of cross-validation
(RMSECV) (Eq. (4)) is computed for the PLS models with different
numbers of latent variables. The model that has the optimal number of
LVs is determined by selecting the simplest one which results in a low
root mean squared error of CV (RMSECV) (Eq. (4)) from the graph of
RMSECV versus number of LVs. The optimal complexity usually corre-
sponds to the number of latent factors resulting in (nearly) the lowest
RMSECV.

RMSECV (f) = @

where fis the model complexity, N the number of calibration samples, y;
the measured response of the ith sample, and J,; the corresponding
response predicted from the calibration model obtained without the ith
sample.

2.6. Statistical analysis

All experiments were carried out in triplicate. Data were expressed as
means + SD. One-way analyses of variance (ANOVA), followed by a
Student-Newman Keuls (SNK) post hoc-test, were used to estimate the
significance of the factors “harvest time” and “gender” on the antioxi-
dant activities. Paired t-tests were used to compare the differences in the
averages of AAEAC between harvest months and gender. Calculations
were performed using SPSS (version 16, SPSS, 2007). All applied data
(pre)processing methods (column centering, normalizing, SNV, and
PLS) are performed using m-files written in Matlab 2013b (The Math-
works, Natick, MA).
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3. Results and discussion
3.1. Antioxidant capacity

The presence of a radical scavenging activity is very important
because of the deleterious effects of free radicals in biological systems
(Yang et al., 2018). Diverse methods are currently used to assess the
antioxidant activity in plant extracts (Chohra et al., 2020). Chemical
assays are based on the ability to scavenge synthetic free radicals, using
a variety of radical generating systems and methods (KOksal et al.,
2009). The concept of a single test that might reflect total antioxidant
capacity (TAC) is an attractive one. However, the analytical methods
that allow the evaluation of the antioxidant capacity in a given sample
act differently, taking into consideration that the natural antioxidants
act by different mechanisms and even the same compound can have
different ways of action (Chohra et al., 2020; Mandade et al., 2011). In
this regard, no single assay can provide an accurate measurement
because it does not reflect the complexity of the potential interactions of
the antioxidants (Ben Ahmed et al., 2020b). Thus, the evaluation of the
overall antioxidant capacity requires multiple assays in order to
generate a representative antioxidant profile. Therefore, in the present
study three methods (DPPH, FRAP and ABTS assays), based on different
principles, were applied to determine the antioxidant capacity in the
samples. The FRAP assay is based on single electron transfer, whereas
the DPPH® and ABTS®*" assays rely on the transfer of an electron or a
hydrogen atom from the antioxidants to the radicals (Li et al., 2018).
Expressing TAC as a function of standard antioxidants, such as ascorbic
acid equivalents, enables to understand the potential of a sample plant
extract relative to such antioxidants (Apak et al., 2016). This allows
comparison of antioxidant activities from different plant parts and plant
species. Ascorbic acid is extensively used in pharmaceuticals and its
antioxidant activity is used in nutrition and therapy. The results of the
different antioxidant assays used in the present investigation of the ex-
tracts were compared. As shown in Table 1, clearly different AAEAC
values for a given sample were obtained by the three methods. The
antioxidant activity of P. atlantica galls ranged from 122 to 227 mg
AAE/g dry gall when measured by the DPPH assay, from 194 to 434 mg
AAE/g dry gall when measured by the FRAP assay, and from 352 to 771
mg AAE/g dry gall when measured by the ABTS assay. The TAC values
from ABTS®' were higher than those from the DPPH® and FRAP assays.
This may result from the presence of antioxidants that more selectively
interact with the fast reacting ABTS®" radicals.

Table 1

The DPPH and ABTS scavenging activities, and the reducing power capacity
(FRAP) of P. atlantica galls. Results are expressed as mg ascorbic acid equivalents
(AAE)/g dry gall. Average and standard deviation of three determinations for
each extract are reported.

Assay Month GLM GLF

DPPH July 227.0° + 17 132.1 + 16
August 224.7° + 23 159.1 + 21
September 203.9° + 18 126.0 + 13
October 183.1° + 14 147.5 + 18
November 129.1% £20 122.3 + 14

ABTS July 512.2% + 48 488.3 + 98
August 485.5" + 55 366.2°+65
September 770.6°+16 742.8" + 18
October 399.72495 352.37+81
November 589.2° + 24 527.0°+148

FRAP July 270.1° + 24 274.9° + 31
August 263.9° + 10 193.1%+19
September 433.9°413 299.3° + 19
October 229.3%+21 193.5%+24
November 283.0° + 16 276.2° + 5

Values in one column and for a given assay with the same superscript do not
differ significantly according to the SNK post-hoc test. Superscripts a— b— ¢ — d:
indicate increasing activities (increasing AAEAC). GLM: Laghouat male gall,
GLF: Laghouat female gall.
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3.2. Influence of harvest time and gender

The obtained results were further analyzed in order to evaluate
possible influences of harvest time and gender. To our knowledge, there
are no reports on the influence of these parameters on the total anti-
oxidant activities of P. atlantica galls.

One-way ANOVA was performed for each gender, to evaluate the
effect of the harvest month on the TAC. The results showed that only
significant differences with the DPPH assay were found for the male
galls (p < 0.0005) over the considered period. To evaluate the differ-
ences in DPPH radical scavenging between months, within an observed
profile, the Student-Newman-Keuls (SNK) post-hoc test was applied
(Table 1). For the male galls, the SNK test showed statistically significant
differences in DPPH radical scavenging between two subgroups, i.e.
with samples from (a) July till October and (b) November.

Furthermore, a paired t-test was performed on the monthly averages
to evaluate systematic differences between male and female galls. The
results showed that gender had a significant effect on antioxidant ac-
tivity measured with the DPPH assay (p = 0.023). It can therefore be
concluded that DPPH radical scavenging profiles seem to be different in
both genders.

The FRAP assay measures the antioxidant potential in samples
through the reduction of ferric iron (Fe*") to ferrous iron (Fe?*) by
antioxidants present in the samples. Monthly variations of the reducing
power activity in P. atlantica galls are given in Table 1. A variation in the
reducing power activity was observed between harvest time and occa-
sionally gender. The male galls generally seem to show a higher
reducing power capacity than the female. One-way ANOVA, revealed
significant differences in reducing power between different harvest
months and this for both genders (p < 0.0005). In the male galls, the
SNK post hoc test distinguished three subgroups, i.e (a) one with samples
from October, (b) one with samples from July—August and November,
and (c) one with samples from September (Table 1). The SNK post-hoc
test for the female galls identified a statistical difference in reducing
power capacity between two subgroups, i.e. the samples from July,
September and November were significantly higher than the samples
from August and October. Generally, the FRAP results seem to go
through a maximum in September.

The paired t-test did not show a statistically significant difference in
reducing power capacity between both genders (p = 0.125). Overall,
findings suggest that the reducing power profile seems to be rather
similar in both genders.

The ABTS assay is the most widely employed for estimating the
antioxidant activity. The ABTS** radical is soluble in water and organic
solvents, enabling the determination of the antioxidant capacity of both
hydrophilic and lipophilic compounds. The results shown in Table 1
indicate that male galls tend to show a somewhat higher activity than
female ones across the entire studied period. One-way ANOVA
confirmed that these activities were significantly different over the
months and this in the two galls types (p < 0.003). The SNK post-hoc test
for the male galls identified three subgroups i.e, (a) one with samples
from July, August and October, (b) one with samples from July, August
and November, and (c) one with samples from September. The results
again go through a maximum in September.

On the other hand, the SNK test for the female galls identified sta-
tistically significant differences in ABTSe+ scavenging activity between
two subgroups, i.e (b) one with samples from September (again maximal
activity), and (a) one with samples from the remaining months. The
paired t-test on the monthly averages showed a significant difference in
ABTSe+ scavenging activity between male and female galls (p = 0.031).

Our results mainly confirm the presence of a seasonal trend in
scavenging antiradical activity and reducing power capacity in the
P. atlantica galls. Thus, both genders seem to have a maximum antiox-
idant activity in September, but later in the year, the activities decrease.
Significant changes may be related directly to photo-oxidative stress
occurring at given moments in the growing season. Similar to results
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found in this study, Zargoosh et al. (2019) suggested earlier that most of
the responsible phytochemicals are produced in response to external
stimuli, such as light intensity, moisture stress, day and night tempera-
tures, rainfall, drought and their duration. It is therefore possible that,
depending on the harvest month, the content and presence of these
bioactive compounds vary, in parallel with the presence or absence of
the stimuli, resulting in a different antioxidant activity of the P. atlantica
galls.

The male galls seem to have higher antioxidant activities than female
and this for all assays (even where not significantly different). Differ-
ences in the antioxidant activities between both genders may be due to
(i) differences in content and composition of bioactives, (ii) diversity in
structural characteristics of antioxidants present, (iii) a synergism of
bioactives with other components present in individual genders, and (iv)
differences in kinetic behavior of potential antioxidants. In face of the
obtained results, P. atlantica galls used in traditional medicine should be
harvested in September in order to achieve maximal antioxidant
activity.

In an earlier study (Ben Ahmed et al., 2016), the antioxidant capacity
of the acetone/water (70:30, v/v) extract of the leaves of this species
was evaluated by two methods, i.e. DPPH and reducing power capacity.
The AAEAC were found to be 467 + 114 and 509 + 30 mg AAE g~ ! dry
leaf for DPPH and reducing power capacity, respectively. This leaf
extract exhibited a higher antioxidant activity, than the methanolic gall
extract. This difference may be due to various factors, among which the
studied the plant parts (galls in our study vs leaves) and the extraction
procedure.

A direct comparison with the data obtained in previous studies on the
leaf galls of Syzygium cumini, Quercus infectoria and Pistacia integerrima
(Eshwarappa et al., 2014; Kaur et al., 2008; Zahoor et al., 2018), is not
possible, since the results are expressed differently, e.g. IC5¢ (concen-
tration required for 50% inhibition of free radical) or percent inhibition
or Trolox-equivalent antioxidant capacity.

3.3. Multivariate modelling of the antioxidant activity

Data preprocessing has a significant impact on the performance of
the subsequently built supervised models (Klein-Jtnior et al., 2016).
Different data preprocessing techniques were performed on the raw data
matrix prior to building multivariate calibration models. Aligning the
peaks is usually recommended because retention time shifts between
different runs in a chromatogram introduce uninformative variability in
the data (Sahin et al., 2012). For this purpose, a warping technique,
called correlation optimized warping (COW) was applied. In this pre-
processing method, the target chromatogram was selected as the one
with the highest mean Pearson’s correlation coefficient with respect to
all other chromatograms. For COW alignment the segment length N and
slack size t were optimized by varying N from 120 to 180, and t from 40
to 80. The COW procedure resulted in well-aligned chromatograms
showing a high correlation with the target chromatogram (mostly above
0.94) (Fig. 1). Visually, 5 peaks are identified as common peaks in the
P. atlantica gall extracts.

In order to model the antioxidant activity of the samples, different
combinations of other pre-treatments, such as column centering,
normalization followed by column centering, and SNV transformation
followed by column centering were applied to the aligned data.

The next step in the study was to model the data from the DPPH,
FRAP and ABTS assays as a function of the chromatographic data. PLS
models were built and their regression coefficients used to indicate in
the fingerprints of the P. atlantica galls peaks responsible for the anti-
oxidant activity.

For this particular data set, the best linear multivariate calibration
model was obtained after SNV and column centering (Table 2).

Multivariate modelling of LC fingerprints does not require the
quantification of specific compounds. Chromatograms were evaluated
to determine whether specific regions or peaks were responsible for the
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Fig. 1. Warped fingerprints of 10 P. atlantica extracts measured on the Acquity
BEH C18 UPLCR column. Experimental conditions; see text.

Table 2

Model complexity (number of latent variables, # LV and RMSECV of the models
for the antioxidant activities, build with the warped fingerprints using three
preprocessing approaches.

Antioxidant Preprocessing # RMSECVaagac
activity LV
AAEACpppy Column centering 3 41
Normalization and column 4 99
centering
SNV and column centering 4 34
AAEACjgTs Column centering 4 89
Normalization and column 3 110
centering
SNV and column centering 2 28
AAEACggap Column centering 3 79
Normalization and column 3 145
centering
SNV and column centering 4 46

predicted total antioxidant capacity and could therefore be used as
markers. Standard quantitative analysis of one or more major or active
components (markers) in a herbal product does not represent its quality
accurately as its efficacy usually results from multiple compounds and/
or synergistic effects between constituents (Tistaert et al., 2009). It
usually is also insufficient to identify straightforwardly a herbal sample.
Because herbal products have such complex chemical profiles, minor
differences between strongly related compounds could affect the health
of individuals, even when these cannot be observed by normal quanti-
tative analysis (Klein-Jtnior et al., 2016).

As our study is based on only ten different samples, it is not possible
to divide them in a calibration and test set to validate the predictive
properties. Prediction of the antioxidant activity of new samples is,
however, also not the primary goal of this study. The main focusing on
the indication of antioxidant compounds from the modelling results. The
optimal model complexity was determined from the calculated RMSECV
obtained from a leave-one-out cross validation procedure (LOO-CV), for
models with different numbers of PLS components. Generally, as the
number of latent variables (model complexity) increases, the goodness
of fit increases but not necessarily the predictive ability. Different
numbers of LVs were examined for establishing the lowest RMSECV
value related to the model with best predictive properties. The influence
of the three preprocessing approaches on the antioxidant activity
modelling was evaluated. The RMSECV’s of the different best PLS
models are given in Table 2.

3.4. Indication of antioxidant activity

In order to indicate the peaks in the fingerprints potentially
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responsible for the antioxidant activity of the measured samples, for
each model, the regression coefficients of the original variables were
plotted as a function of time. Since the AAEACpppy, AAEACprap and
AAEACxpTs values increase with an increase in antioxidant activity of
the sample, the peaks associated with positive regression coefficients
may correspond to chemical components improving the antioxidant
activity of the samples (Figs. 2-4).

Regarding the scavenging of the DPPH free radical, the regression
coefficients indicate that the compound associated with peak 1 (1.50
min) shows the highest positive value (Fig. 2).

The regression coefficients obtained with the FRAP and ABTS assays
are plotted in Figs. 3 and 4. Here, 2 major positive peaks (2 and 5),
eluting at 3.12 and 9.20 min, were found with a positive effect on the
reducing power capacity (Fig. 4) and the scavenging ABTS®" radical
activity (Fig. 3). Three peaks (1, 3, and 4) with negative regression
coefficients were also indicated.

It is generally assumed that the ABTS and FRAP assays respond in a
similar way towards antioxidants (Cerretani and Bendini, 2010). This is
confirmed by our results and can be explained by the fact that the redox
potential of ferric reduction (0.70 V) is comparable to that of ABTS"
(0.68 V) (Shivakumar and Yogendra, 2018). Therefore, compounds are
expected to react in a similar way in both the FRAP and ABTS assays. On
the other hand, component 1 shows a positive regression coefficient in
the DPPH assay while negative values were found with both other as-
says. This indicates that this substance has a redox potential higher than
0.68 V (Ben Ahmed et al., 2020b).

The information obtained from Figs. 2-4 reveals also that P. atlantica
gall extracts contain less antioxidants that react with DPPH (1 com-
pound) than with FRAP and ABTS (2 compounds).

The DPPH method which can be used for solid or liquid samples is
not only specific to particular antioxidants, compared to FRAP and
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Fig. 2. Chromatograms (a) and regression coefficients of PLS models (b-d) for
TACpppu of P. atlantica extracts. The regression coefficients of PLS after (b)
column centering, (c) normalization and column centering, and (d) standard
normal variate and column centering are shown.
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Fig. 3. Chromatograms (a) and regression coefficients of PLS models (b-d) for
TACagrs of P. atlantica extracts. The regression coefficients of PLS after (b)
column centering, (c) normalization and column centering, and (d) standard
normal variate and column centering are shown.

ABTS, but is also less sensitiveness towards hydrophilic antioxidants and
its interaction with antioxidants depend on their structure, number of
aromatic and hydroxyl groups, and on the distribution of these groups in
the structure (Moniruzzaman et al., 2012).

Natural antioxidants are often multifunctional and the activity and
mechanism dominating in a particular test system depends on their
chemical structure (Bastos et al., 2019). Therefore, the search for new
compounds that inhibit free radicals, such as DPPH and ABTS, and that
show strong ferric reducing antioxidant power as well is an interesting
topic.

3.5. Tentative identification interesting compounds

A qualitative analysis of the natural antioxidants in the extracts from
P. atlantica galls was performed by UPLC-DAD-ESI-QTOF-MS operated
in negative ionization mode. Different collision energy values were
applied to each of the constituents of interest in order to acquire mass
spectra with various fragmentation degrees from the precursor ion and
to obtain as much structural information as possible. The analytical data
obtained for the examined compounds are listed in Table 3, including
their retention times, UV absorption maxima and fragmentation pattern.
The full scan spectrum of the ions is shown in Fig. 5.

Compound 1. showing a m/z of 191.0564 and supporting a molecular
formula of C;7H;206 was tentatively identified as quinic acid. The
fragmentation pattern showed the presence of ions at m/z 173 [-H20],
155 [-2H20]7, 127 [-CH403] and 111 [-CO»-2H20] . The same
fragmentation pattern was also observed by Bastos et al. (2019).

Compound 2. showing a m/z of 183.0298 and supporting a molecular
formula C8H805, was putatively identified as methyl gallate. The
fragmentation pattern showed the presence of ions at m/z 168 and m/z
124. The former resulted from the loss of a methyl radical [M—H—15]",
the latter was due to further elimination of a CO5 molecule [M—H—44]".

Biochemical Systematics and Ecology 100 (2022) 104358

<10

1 T T T T

Ak ! J
.2- 1 1 1 1 1 ]

i] i 4 6 8 10 12

EC‘ T T T T T
; |

1»‘J|‘ ~ r—“ ‘----'-1'J"—uvv——'ﬁ"\'w~("|‘-- e !
_&. i i i i i

i] 2 4 B i) 10 12
‘3 F T T T T T T ]
| a |
a1 4
0 .‘f&\[,_._._.__._,_ UA._,_‘_._‘,....H..'.“;L_.IF ...... "L.w\“mf._._r — i
3t i

2

f
0

4 6 8 10 12
time

Fig. 4. Chromatograms (a) and regression coefficients of PLS models (b-d) for
TACrrap of P. atlantica extracts. The regression coefficients of PLS after (b)
column centering, (c) normalization and column centering, and (d) standard
normal variate and column centering are shown.

Methyl gallate is a derivative of hydroxybenzoic acid and has been re-
ported to be a constituent of P. atlantica leaves (Ben Ahmed et al., 2016).

Compound 3. was tentatively identified as digalloyl quinic acid
because of the sequential losses of galloyl moieties (152 Da) from the
parent ion at m/z 495. The fragmentation ion at m/z 343 yielded other
fragments, such as m/z 191, related to the elimination of a galloyl group
[M—152—H]", and the corresponding fragment at m/z 169, corre-
sponding to the elimination of quinic acid with formation of deproto-
nated gallic acid. Compounds with different degrees of galloyl quinic
acids were also reported in several other plants species belonging to the
Anacardiaceae, such as P. lentiscus (Romani et al., 2002) and P. atlantica.

Compound 4. exhibited a parent ion [M—H]—at m/z 335 with major
fragment ions at m/z 183, m/z 168 and m/z 124, suggesting the pres-
ence of a methyl gallate moiety. Based on these data this compounds was
identified as a methyl digallate isomer (Abu-Reidah et al., 2015).

Compound 5. with [M-H]™ 469 presented a main fragment at m/z
169, i.e., a galloyl moiety. The loss of 300 Da corresponds to an ellagic
acid moiety. This compound was, therefore, tentatively identified as
valoneic acid dilactone (Rojas-Garbanzo et al., 2017; Wyrepkowski
et al., 2014).

The five identified compounds can be allocated into three structur-
ally related groups, i.e., esterified gallic acid derivatives (peaks 2 and
4), quinic acid derivatives (peaks 1 and 3) and ellagitannin (peak 5).

3.6. Discussion

The comparison of the phenolic compounds profile of methanolic
galls extracts from P. atantica, studied in this study with that of the leafs
and fruits from the same species, studied in previous studies, showed
differences. Indeed, rutin, caffeic acid, p-hydroxybenzoic acid, vanillic
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Table 3
UPLC-ESI-QTOF-MS data for phenolic compounds in P. atlantica gall extracts.
Peak tg min [M—H] Fragment ions (m/z) UV (nm) MF Assigned identity
1 1.16 191 171, 127, 109, 93,85 272 C7H1106 Quinic acid
2 3.12 183 169, 124,78 272 CgHgOs Methyl gallate
3 3.39 495 343, 325, 191,161 274 C21H20014 Digalloylquinic acid
4 8.61 335 183,168,124 278 Ci15H1209 Methyl digallate
5 9.2 469 169,125,232 C1H10013 Valoneic acid dilactone

Peak numbers correspond to Figs.1-4, tg: retention time, MF: molecular formula.

Quinic acid

w1 s

Fig. 5. MS spectra in negative mode of individual compounds.

acid, p-coumaric acid, syringic acid, ferulic acid and sinapic acid were
identified by HPLC-MS in the methanolic extract of the fruits (Hatamnia
et al., 2014). In the methanolic extract of Pistacia atlantica Desf. leaf, the
presence of gallic acid derivatives and glycosylated flavonoids, rutin,
quercetrin and heterosides was confirmed by Amiri et al. (2018).

OH

OH

HO .

“/0H
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HO OH

Further, Ben Ahmed et al. (2016) identified glucogallin, galloylquinic
acid, gentisic acid, galloylshikimic acid, digallic acid, trigalloylglucose,
tetragalloylglucose, and tetragalloylquinic acid in the ethyl acetate
fraction of a hydro-acetonic extract of P. atlantica Desf. leaf. These
phenolic compounds are not detected in the analyzed gall extracts. On
the other hand, valoneic acid dilactone and methyl digallate were found
and, to our knowledge, it was the first time these two compounds are
identified in P. atlantica species.

Antioxidants inhibit apoptosis, which was mediated by oxidative
stress (Li et al., 2002). This activity indicates that phenolic gall com-
pounds might be used to prevent or treat several chronic pathological
conditions caused by oxidative stress, such as cancer, diabetes, obesity
and infectious diseases.

The PLS regression models of scavenging radicals in the three assays
indicate that three major peaks (quinic acid (peak 1), methy gallate
(peak 2) and valoneic acid dilactone (peak 5)) in the UPLC-UV chro-
matograms are important in the different TAC values.

Quinic acid seems to be responsible for scavenging the DPPH radical,
which is in agreement with previous findings. Yang et al. (2018) showed
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Fig. 6. Chemical structures of phenolic compounds identified from P. atlantica galls: (1) quinic acid, (2) methyl gallate and (5) valoneic acid dilactone.
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that quinic acid is a potent antioxidant with the ability to scavenge the
DPPH radical. Methyl gallate and valoneic acid dilactone were consid-
ered to be important for the reducing power (Fe™ to Fe*?) and scav-
enging the ABTS®** radical.

The relation between the antioxidant activity and the presence of
these compounds in P. atlantica galls is here reported for the first time.

The ability of the phenolic compounds to act as antioxidants depends
on their molecular structures, particularly the number and positions of
the hydroxyl groups, and the nature of substitutions on the aromatic
rings (Shivakumar and Yogendra Kumar, 2018). Furthermore, quinic
acid, methyle gallate and valoneic acid dilactone (Fig. 6) each contain
more than three hydroxyl groups, indicating that they may exert strong
antioxidant properties (Ben Ahmed et al., 2016). The main mechanisms
of action of phenolic antioxidants are considered to be the scavenging of
free radicals by hydrogen-atom donation or the transfer of an electron
and the formation of adducts between the free radicals and the phenolic
molecule (Alov et al., 2012). The DPPH and ABTS assays involve a
hydrogen or electron donating activity, while the FRAP assay is based on
an electron transfer from the antioxidants to the ferric ion complex.
From the models built, it was found that methyl gallate and valoneic
acid dilactone react in both FRAP and ABTS assays which could indicate
that those two compounds deactivate radicals only by the single electron
transfer (SET) mechanisms (Li et al., 2018). In this mechanism methyle
gallate or valoneic acid dilactone transfer an electron to the ABTS®*
radical, resulting in a change of the radical structure. Quinic acid shows
a positive regression coefficient in the DPPH model. This indicates that
its capacity to scavenge DPPH free radicals can be attributed to
hydrogen-donating properties. In the hydrogen atom transfer (HAT)
mechanism, the DPPH free radicals remove a hydrogen atom from the
quinic acid resulting also in a change of the radical form. Hereby, DPPH®
is likely to be more selective than ABTS®" in its reaction with hydrogen
donors. Our findings (Figs. 2-4) indicate that the electron-donating ca-
pacity of P. atlantica gall extracts is larger than their H-atom donating
capacity.

In the study by Hefied et al. (2020), Pearson correlation coefficients
were calculated between the contents of the total phenolic compounds,
flavonoids and condensed tannins, and the antioxidiant activities. The
results revealed that the free radical scavenging ability (DPPH® and
ABTS **) and ferric ion reducing power (FRAP) were positively and
mostly significantly correlated with the phenolic compounds (r > 0.740)
and condensed tannins (r > 0.485), which confirm our results that the
phenolic compounds in P. atlantica galls are good natural antioxidants.
These findings are in agreement with another report that suggests that
the phenolic compounds are likely to be responsible for P. atlantica’ s
antioxidant effects. Alidadi et al. (2017) have studied the ability of crude
ethanol extract of P. atlantica Desf. leaves to scavenge the DPPH* radical.
The ethyl acetate fraction was found to be rich in phenols and flavo-
noids, exhibiting the highest antioxidant potential, compared to the
ethanol crude extract and its other sub-fractions, i.e. n-butanol, chlo-
roform and n-hexane. In a study conducted by Benamar et al. (2018), the
antioxidant activities of crude aqueous extract and four solvent
sub-fractions (hexane, chloroform, ethyle acetate, and butanol), ob-
tained from P. antlantica Desf. leaves, were evaluated using the
DPPH-spectrophotometric assay. Among all fractions and crude extract,
the ethyl acetate fraction exhibited the highest activity. It was concluded
that polyphenol-rich fractions were more efficient than the crude
extract.

Many reports do not take into account seasonality, geography, or
phenology while analyzing production and accumulation of antioxidant
compounds, implying that plants always present a steady concentration
of compounds. However, our findings highlighted that the moment of
sampling was crucial to determinate when highest antioxidant activities
of P. atlantica gall extracts occur under natural conditions, since plants
are constantly changing their physiology, degrading and synthesizing
new molecules in response to new environmental challenges.

Our findings demonstrated the applicability of LC fingerprinting and
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screened out the antioxidant compounds in P. atlantica galls. Antioxi-
dant activity can be measured by a variety of methods, that include
hydrogen atom transfer and single electron transfer principles. Most
techniques are spectrophotometric, and thus incapable of indicating
individual antioxidant compounds (Ben Ahmed et al., 2020a). Further-
more, the integration of chromatographic and chemometric approaches
helps in the identification and activity prediction of herbal products.

This study provided experimental evidence that P. atlantica gall
extract could be an interesting source of natural antioxidants that may
be used in the protection against the detrimental effects of free radicals
in humans.

4. Conclusions

Our data revealed the changes in the antioxidant activity of
P. atlantica galls as a function of harvest month and gender. The statis-
tical analysis of the results suggests that antioxidant activities were to a
certain extent affected by the factor harvest month. The gall samples
harvested in September exhibited highest reducing power and the ABTS
scavenging capacities. The results of the FRAP and ABTS radical scav-
enging for the September samples were in the ranges 293-433 and
742-777 mg AAE/g dry gall, respectively. The DPPH radical scavenging
activity was found to be high in August (159-224 mg AAE/g dry gall).
These findings indicated that the gall samples collected in August-Sep-
tember had a strong antioxidant activity. The factor gender also results
in samples with different antioxidant activities. Our results revealed that
male galls tend to be more active than female.

Major peaks, potentially influencing the antioxidant activity of the
samples, were indicated by studying the regression coefficients of the
PLS models. Individual antioxidant compounds of P. atlantica galls were
identified by UPLC-QTOF-MS. The phenolic compounds methyl gallate
and valoneic acid dilactone were considered to be important antioxi-
dants in the FRAP and scavenging ABTS assay, while quinic acid showed
to be the main component influencing the antioxidant activity measured
with the DPPH method.

P. atlantica galls thus may be considered as a possible source of
phenolic compounds with efficient antioxidant properties. However,
confirmation of the biological activity of these selected extracts in
appropriate cell and/or animal models is still required.
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