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Evaluation de I'activité antioxydante et I'effet inhibiteur sur I'uréase, des
extraits de quelques plantes médicinales locales et prédiction de leur
mode d'action in silico.

Résumé: La présente étude nous a permis, de comparer les teneurs en
polyphénols, flavonoides ainsi que I’activité antioxydante (activité antiradicalaire de DPPH
et I’ABTS™) et antiulcéreuse (ulcére causé par H. Pylori ) des extraits des quatre plantes :
Crataegus azarolu ; Lonicera implexa ; Rhamnus alaternus et Cistus albidus. Les résultats
montrent que 1’extrait de C. albidus représente la teneur la plus élevée en polyphénols
(384,22 mg EAG/g) et en flavonoides (188,47 mg ER/g) suivi par C.azarolu et les deux
autres plantes. L’effet anti DPPH et anti ABTS des extraits a 100 pg/ml est variable d’une
plante a une autre, C. albidus a montré un pourcentage assez important avoisinant une
moyenne de 94.91%, L’extrait de C. azarolus a manifesté un effet moyen, alors que, les
extraits correspondants a R. alaternus et L. implexa ont montré des pourcentages trés
faibles. L’évaluation de I’activité inhibitrice sur I’enzyme uréase a montré que C. albidus
est trés efficace pour son pouvoir inhibiteur vis-a-vis de I’enzyme uréase en réduisant 5
fois son activité en comparaison au témoin positif (sans inhibiteur), alors que C.azarolu
présente une inhibition moyenne et R. alaternus et L. implexa se sont montrés de faible
activité inhibitrice. L’IC50 de I’extraite de feuilles de C.albidus a été estimée a 77.56
pg/ml, alors que pour I’acide borique 1’ICsq est estimée a 175ug/ml ; soit disant deux fois
inferieure a celle de 1’acide borique. La prédiction de mode d’action in silico de certaines
molécules isolées de feuilles de C. albidus montre que deux molécules : la quercetin-3-O-
rutinoside et quercetin-3-O-rhamnoside ont des docking scores de -9.0 (kcal/mol) et -8.7
(kcal/mol) respectivement. 1l est supposé, que I’effet inhibiteur de ces molécules s’exerce
sur I’enzyme en occupant un site de liaison proche de site catalytique de 1’uréase.

Mots clés : Plantes médicinales ; polyphénols ; DPPH ; ABTS ; activité anti-oxydante ;

activité anti-ulcéreuse.



Evaluation of the antioxidant activity and the inhibitory effect on urease,
extracts of some local medicinal plants and prediction of their mode of
action in silico.

Abstract: The present study allowed us to compare the containment ratios of four plant
extracts: Crataegus azarolu; Lonicera implexa; Rhamnus alaternus and Cistus albidus for
polyphenols and flavonoids as well as the antioxidant and antiulcer activity (ulcer caused
by H. Pylori).The results showed that the extract of C. albidus represents the highest
content of polyphenols (384.22 mg EAG / g) and flavonoids (188.47 mg ER / g) followed
by C. azarolu and the two other plants . The anti-DPPH and anti-ABTS effect of the
extracts at 100 pg / ml differ from one plant to another, while C. albidus showed a high
percentage averaging 94.91%. The extract of C. azarolus showed a mean effect, whereas
the extracts corresponding to R. alaternus and L. implexa exhibited very low percentages.
The evaluation of the inhibition activity on the urease enzyme indicated that C. albidus is
very effective by reducing its activity 5 times compared to the positive control (without
inhibitor ), while C. azarolu has moderate inhibition and it was improved that R. alaternus
and L. implexa had a low inhibitory activity. The 1Cs, of leaves extract of C. albidus has
been estimated at 77.56 pg / ml, whereas for boric acid the ICsg is estimated at 175 pg / ml.
The prediction in silico of action mode of certain isolated molecules from C. albidus shows
that two molecules: quercetin-3-O-rutinoside and quercetin-3-O-rhamnoside have docking
scores -9.0 (kcal / mol) and -8.7 (kcal / mol) respectively. It is expected that the inhibitory
effect of these molecules is exerted on the enzyme by occupying site close to catalytic

binding site of the urease.

Key words: Medicinal plants; polyphenols;DPPH; ABTS; antioxidant activity; anti-ulcer

activity.
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Introduction

Les plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances et
composés naturels bioactifs. Leur utilisation en phytothérapie connait de nos jours
un intérét sans précédent. En Algérie, les plantes médicinales et les remédes n’ont
jamais été totalement abandonnés et les gens n’ont pas cessé de faire appel a la médecine
traditionnelle, ce qui a conduit & maintenir une tradition thérapeutique vivante malgré le
développement spectaculaire de la médecine moderne.

L’action thérapeutique des plantes médicinales utilisées en phytothérapie sont
associées en genérale a leur contenu en molécules bioactives. Ces molécules sont
désignées par le terme métabolites secondaires tels que les polyphénols qui en constituent
une classe importante. Une des activités biologiques les plus reconnues a cette classe de
composés est ’activité anti-oxydante. Cette activité permet de lutter contre le phénoméne
de stress oxydant qui est largement documenté pour étre a I’origine de plusieurs
pathologies chronique de notre époque. Grace a cette propriété, les composés phénolique
notamment les flavonoides, sont affirmés pour réduire le risque des maladies cardio-
vasculaires (Griendling et Gerald, 2003 ; Valko et al, 2007) et prévenir les cancers (Guy
et al, 2000).

Une autre vertu thérapeutique, des plantes médicinales, via leur composés
phénoliques exercent un effet contre 1’ulcére gastrique; un des problémes de santé
publique causé en générale par Helicobacter pylori. Leur mode d’action anti-ulcéreux
semble étre exercé par I’inhibition de I’enzyme uréase ; une enzyme secréetée par H. pylori

pour lui permettre de s’adapter aux conditions de pPH acide de suc gastrique.

Dans le but mettre en valeur quelques plantes médicinales sélectionnées sur la base
de leur utilisation par les populations locales en Algérie, nous avons vise a étudier
certaines propriétés biologiques, de leurs composés phénoliques et les flavonoides, a savoir
I’activité antioxydant, et anti-uréase. Ces plantes sont: Cistus albidus, Crataegus

azarolus ; Lonicera implexa ; Rhamnus alaternus.

Pour ce faire, notre travail sera donc répartit en quatre partie, il a été convenu de
commencer par la présentation de la partie bibliographique qui porte sur deux chapitres : le
premier chapitre est un abrégé sur la phytothérapie et les composés phénoligques, dans le

deuxiéme chapitre nous s’intéressons aux activités biologiques des composes phénoliques
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a savoir l’activité antioxydante et I’effet antiuréase. La deuxiéme partie porte sur la
procédure expérimentale menée ou les détails de la procédure de D’extraction, la
quantification des composés phénolique ainsi que les activités biologiques.  Les activités
testées sont : activité anti-radicalaire sur DPPH et ABTS ainsi que 1’inhibition de 1’uréase
Jack-bean.

La troisieme partie du mémoire sera consacrée a la présentation de I’ensemble des
résultats obtenus et aux discussions qui en découlent. En fin, on termine, ce travail, par une

conclusion générale et perspective de cette étude.
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Chapitre | Phytothérapie et composés phénoliques

I.1. La phytothérapie

La phytothérapie est lI'une des formes les plus anciennes de soins de santé
connue de I'humanité. L'utilisation de plantes a des fins curatives a été répandue dans
toutes les cultures tout au long de [I'histoire et continue de jouer un role dans la
médecine d'aujourd'hui (Goldberg, 1999). La « phytothérapie » signifie la thérapie par les
plantes ayant des propriétés thérapeutiques que 1’on appelle alors plantes médicinales
(Medjdoub, 2006). Les origines de [l'utilisation thérapeutique de la phytothérapie
remontent a la Chine il y’a environ 5000 ans.

Les extraits de plusieurs plantes ont été utilises comme médecine traditionnelle
dans le monde entier et de nombreux médicaments prescrits par les médecins sont soit
directement isolés de plantes ou commercialement modifiés de produits naturels (Wang et
al., 2007). Dans la médecine contemporaine, les phytothérapies représentent prés d'un
tiers des meédicaments commerciaux (Strohl, 2000).

1.1.2. Différents types de la Phytothérapie

» Aromathérapie : est une thérapeutique qui utilise les essences des plantes, ou
huiles essentielles, substances aromatiques secrétées par de nombreuses familles de
plantes, ces huiles sont des produits complexes a utiliser souvent a travers la peau
(Strang, 2006).

> Gemmothérapie se fonde sur l'utilisation d'extrait alcoolique de tissus jeunes
de végeétaux tels que les bourgeons et les radicelles (Strang, 2006).

» Herboristerie correspond a la méthode de phytothérapie la plus classique et la
plus ancienne. L'herboristerie se sert de la plante fraiche ou séchée ; elle utilise soit
la plante entiére, soit une partie de celle-ci (écorce, fruits, fleurs). La préparation
repose sur des méthodes simples, le plus souvent a base d'eau : décoction,
infusion, macération. Ces préparations existent aussi sous forme plus moderne de
gélule de poudre de plante séche que le sujet avale (Strang, 2006).

» Phytothérapie pharmaceutique utilise des produits d'origines végétales obtenus
par extraction et qui sont dilués dans de I'alcool éthylique ou un autre solvant. Ces
extraits sont dosés en quantites suffisantes pour avoir une action soutenue et rapide.
Ils sont présentés sous forme de sirop, de gouttes, de gélules, de lyophilisats
(Strang, 2006).
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1.1.3. Les avantages de la phytothérapie

Malgré les progres, la phytothérapie a préservé sa popularité quel que soit dans les
pays en développement, ou la pauvreté oblige aux populations 1’utilisation des remedes
naturels qui sont souvent les seuls disponibles dans les régions isolées, et aussi de faible
prix par rapport aux médicaments modernes (Ramawat, 2009). Selon les estimations de
I’OMS, plus de 80%de la population mondiale, surtout dans les pays en voie de
développement, ont recours au traitement traditionnel pour satisfaire leurs besoins en
matiere de santé et de soins primaires (Hamza, 2011).

Les plantes médicinales sont faciles a utiliser, elles sont potentiellement efficaces
et peu couteuses. La phytothérapie qui repose sur des remedes naturels est bien acceptée
par I’organisme, et souvent associée aux traitements classiques. Elle connait de nos jours
un renouveau exceptionnel en occident, spécialement dans le traitement des maladies
chroniques comme I’asthme ou I’arthrite (Zeghad, 2008).

Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et
I'élaboration des médicaments, non seulement lorsque les constituants des plantes sont
utilisés directement comme agents thérapeutiques, mais aussi comme matieres premieres
pour la synthése de médicaments ou comme modeles pour les composés

pharmacologiquement actifs (Zhang, 1998).

1.1.4. Les risques associés a la phytothérapie

Les remedes a base des plantes se constituent par des mélanges trés hétérogenes
contenant de nombreux constituants chimiques, ces remédes se comportent comme des
véritables médicaments, qui peuvent avoir des activités biologiques diverses sur
I’organisme humain (Fragoso et al, 2008).

Ils sont considérés souvent comme des suppléments alimentaires qui au contraire
des médicaments modernes, n’ont pas €ét¢ soumise a une standardisation industrielle, ni a
une évaluation scientifiques (Cseke et al, 2006 ; Beers, 2007).

Bien que le public et certains professionnels de santé croient que les phyto-
médicaments sont relativement inoffensifs parce qu’ils sont «naturels »
(Fragroso et al, 2008), plusieurs études, publications et articles scientifiques récents ont
montre les conséquences séveres des effets secondaire de ces produit (Cseke et al, 2006 ;
Fragroso et al, 2008). A titre d’exemple, plus d'un tiers de toutes les plantes indiquées
dans I’é¢tude de Marle et Farnsworth (1995) pour le traitement de diabéte ont éte

rapportés comme étant toxiques, d’ou vient ’intérét des études pharmacologiques et
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cliniques pour évaluer ’efficacité et la sireté des phyto-médicaments, et en général des
plantes médicinales (Beers, 2007 ; Fragroso et al, 2008).

Les effets secondaires des plantes médicinales et de leurs extraits peuvent aller a
des symptdbmes gastro-intestinaux doux, réactions allergiques, complications
neurologiques, hépato-toxicité, néphro-toxicité, et parfois la mort (Berrin et al, 2006 ;
Cseke et al, 2006 ; Shaohua et al, 2006). Cet effet peut étre référé a la consommation des
suppléments alimentaires adultérés, non controlés, contenants des plantes toxique, des
ingrédients actifs de quantité et de qualité inconnues (Cseke et al, 2006), ou a I’utilisation
prolongée d’un reméde de phytothérapie (Kraft, 2009).

1.1.5. Des exemples de composés de plantes actuellement en essais cliniques

Bien que relativement peu de médicaments dérivés de plantes aient été lances sur le
marché depuis ces 6 derniéres années, de nombreux composés dérivés de plantes sont
actuellement en cours d’essais cliniques pour le traitement potentiel de diverses maladies.
La majorité des ces médicaments en cours de développement clinique sont dans le domaine
oncologique. Dans le domaine antiviral, bévirimat et celgosivir font actuellement I'objet
d'essais cliniques pour le traitement de I'immunodéficience humaine (VIH) et I'hépatite
virale (VHC), respectivement. La capsaicine est en essai clinique pour le traitement de la
douleur postopératoire sévere. En outre, I’huperzine est développé pour le traitement de la
maladie d'Alzheimer (Fakim, 2005; Salim et al, 2008).

1.1.6. Les médicaments a base des plantes médicinales

Les médicaments a base de plantes sont encore largement utilisés et ont une
importance considérable dans le commerce international. La reconnaissance de leur valeur
clinique, pharmaceutique et économique continue de croitre, bien que cela varie fortement
selon les pays (Zhang, 1998). Ces médicaments se vendent sous différentes formes :
présentation traditionnelle, poudres, tisanes, gélules, sirops, pommades... etc. Dans le
tableau ci-dessous il est montré des exemples de ces derniers selon la réglementation de

I’agence frangaise de la sécurité sanitaire des produits de santé.
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Tableau I : Quelgues médicaments dérivés des plantes médicinales dans le monde (Marcy
et al., 2005).

Médicaments Activité Les plantes Références
biologique médicinales
Avrteether (1, trade name Anti-malaria Artemisia annua L. (van Agtmael
Artemotil ®) (Asteraceae) etal., 1999;
Graul, 2001)
Galantamine (2, also Traitement de Galanthus woronowii | (Heinrich et
known as galanthamine, Alzheimer Losinsk. Teoh, 2004;
trade name Reminyl ®) (Amaryllidaceae) Pirttila et al.,
2004)
Tiotropium (4, trade name | Traitement de Atropa belladonna L. | (Mundy et
Spiriva ®) la (Solanaceae) Kirkpatrick,
maladie 2004; Frantz,
pulmonaire 2005)
obstructive
chronique
M6G ou morphine-6- Médicament Papaver somniferum (Lotsch et
glucuronide alternatif L. Geisslinger,
antidouleur (Papaveraceae) 2001)
avec
moins d'effets
secondaires que
la
morphine
Vinflunine Efficacités Catharanthus roseus (Bonfil et al.,
anticancéreux (L) G. 2002;
Don (Apocynaceae) Okouneva et
al., 2003)

Les diverses vertus thérapeutiques des plantes médicinales sont assurées par leurs
métabolites secondaires dont les composés phénoliques en seraient, en grande partie,
responsables. Cette classe de métabolites est douée de plusieurs activités biologiques a
savoir I’activité antibactérienne (Bordes et al., 2019 ), antifongique (Castillo-Reyes et al.,
2015 ), anti-inflammatoire (Marrassini et al., 2018), anti-tumorale (Masuelli., 2017) et

anti-oxydante aussi (Adjdir et al., 2018).
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1.2. Géneéralité sur les métabolites secondaires

La plante est le siege d’une activité métabolique aboutissant a la synthése
des métabolites primaires et secondaires (Hartmann, 2007). Métabolites primaires : lls
sont indispensables a 1’existence de la plante, se trouvent dans toutes les cellules
de ’organisme d’une plante pour y assurer sa survie, ils sont classés en quatre
grandes familles, a savoir, les glucides, les lipides, les acides aminés (Protéines) et les
acides nucleiques. Metabolites secondaires: Ils sont des produits du métabolisme
secondaire (Exclusivité du monde végétal), ayant une répartition limitée, sont d’une grande
variété structurale. Les métabolites secondaires sont divisés principalement en trois
grandes familles, les polyphénols, les terpénes et les alcaloides (Abderrazak et Joél,
2007).

1.3. Les composés Polyphénols

Ou « Composes phénoliques » regroupe un vaste ensemble de plus de
8000 molécules (Bahorun, 1997 ; Garcia-Salas et al., 2010). Les polyphénols sont
synthétisés par deux voies biosynthétiques: celle du shikimate, et celle issue de 1’acétate
(Bruneton, 2009).

L’¢lément structural fondamental qui caractérise les polyphénols est la présence
d’au moins un noyau benzénique auquel est directement lié au moins un groupement
hydroxyle ainsi que des groupes fonctionnels (Ester, Méthyle ester, Glycoside...)
(Bruneton, 1999).

Les polyphénols sont classés selon le nombre d’atomes de carbone dans le
squelette de base (Dacosta, 2003). Il existe plusieurs classes des polyphénols,
principalement, les acides phénoliques simples, les phénols simples, stilbénes, coumarines,
tanins, quinones, flavonoides, lignanes, lignines et xanthones.

1.3.1. Acides phénoliques simples

Le terme d’acide phénolique peut s’appliquer a tous les composés possédant au
moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique, on distingue :
a. Acides hydroxybenzoiques

Les acides hydroxybenzoiques sont des dérivés de l'acide benzoique et ont
une structure genérale de base de type (C6-C1). Ces molécules existent souvent sous
forme d'esters ou de glycosides. Les acides hydroxybenzoiques les plus abondants sont

répertoriés dans le tableau 11 (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).



Chapitre | Phytothérapie et composés phénoliques

Tableau I1. Principaux acides hydroxybenzoiques (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

R1 R2 R3 R4 Acides phénoliques
H H H H Acide benzoique
R2
H H OH H Acide phydroxy benzoique =
H OH OH H Acide protocatechique
H | OCH;| OH | H Acide vanillique R COOH
H OH OH OH Acide gallique
H OCH; | OH OCH; Acide syringique R4
OH| H H H Acide salicylique
OH| H H OH Acide gentisique

b. Acides hydroxycinnamiques

Dérivent de l'acide cinnamique et ont une structure générale de base de
type (C6-C3). Existent souvent sous forme combinée avec des molécules organiques
comme l'acide chlorogénique (Ester d'acides hydroxycinnamiques : acide caféique avec
I'acide quinique, pour former des mono-esters comme 1’acide caféylquinique (ACQ)
ex. les acides chlorogéniques : 3-ACQ, 5-ACQ, suivant que la liaison se fait en
position 3 ou 5 sur les hydroxyles de l'acide quinique). On rencontre aussi des
composés formes de plusieurs acides hydroxycinnamiques conjugués avec un acide
quinique, comme 1’acide 3,5-O-dicaféylquinique.

Les degrés d'hydroxylation et de méthylation du cycle benzénique conduisent une
réactivité chimique importante de ces molécules (Tableau Ill) (Sarni-Manchado et
Cheynier, 2006).

Tableau I11. Principaux acides hydroxycinnamiques (Sarni-Manchado et Cheynier,
2006).

R1 R2 R3 Acides phénoliques -

H H H Acide cinnamique e

H OH H Acide p-coumarique

OH OH H Acide caféique

OCH; | OH H Acide férulique R2 qa

OCH, | OH OCH, | Acide sinapique
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La liste des acides phénoliques présents dans les plantes ne s’arréte pas la,
nous tenons a mentionner, en particulier, 1’acide méthylgallique, 1’acide rosmarinique,

I’acide carnosique et le carnosol (Dacosta, 2003).

Les acides phénoliques sont plutdét rares dans la nature a 1’exception de
I’hydroquinone qui existe dans plusieurs familles (Ericaceae, Rosaceae..), le plus
souvent a 1’état de glucoside du diphénol (arbutoside) ou de son monométhyléther.
On connait également des alcénylphénols (Urushiol) et des monoterpénes phenoliques
(Thymol) (Beddou, 2015).

1.3.2. Quinones

Les quinones constituent une série de diénes (hydrocarbures qui contiennent
deux doubles liaisons) plutét que des composés aromatiques comportant un noyau de
benzéne (C6) comme benzoquinones , sur lequel deux atomes d'hydrogéne sont
remplacés par deux atomes d'oxygéne formant deux liaisons carbonyles (dicétones
éthyleniques conjuguées cycliques). Ce sont des composés oxygénés qui correspondent
a l’oxydation de dérivés aromatiques avec deux substitutions cétoniques. Ils sont
caractérisés par un motif 1,4-dicéto cylohexa-2,5-diénique (Para-quinones) ou,
éventuellement, par un motif 1,2-dicéto cyclohexa-3,5-diénique (Ortho-quinones)
(Bruneton, 1993). Les quinones sont utilisées dans les colorants, médicaments et
fongicides.

1.3.3. Tannins

Les tannins son trés abondants chez les angiospermes dicotylédones (Tannins
hydrolysables) et les gymnospermes (Tannins condensés). Leur masse moléculaire
est comprise entre 500 et 3000 PM (Atefeibu, 2002). Sont répandus,
particulierement, dans les tissus agés ou d’origine pathologique. Ces composés ayant
en commun la propriété de tanner la peau (combinaisons a des macromolécules
(Protéines, Polysaccharides...) par des liaisons résistantes aux attaques fongiques et
bactériennes). lls sont utilisés dans le traitement des aliments et la clarification des vins,
des biéres et des jus de fruits (Propriétés biologiques).

Leur structure complexe est formée d'unités répétitives monomériques qui varient
par leurs centres asymétriques. lls sont constitués soit de polyol (ou polyalcool ou glycol,
caractérise par des groupes hydroxyle) (glucose le plus souvent) ou de catéchine ou
de triterpénoide auquel sont attachés des unités galloyles (ou leurs dérivés) ou soit

d'oligoméres ou polymeres de flavanols. On distingue, habituellement, deux groupes de
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tanins différents par leur structure aussi bien que par leur origine biogénique: tanins

hydrolysables, tanins galliques (Bruneton, 2009).

1.3.4. Coumarines

Les coumarines sont aussi les dérivés de C6-C3, appartiennent au groupe des
composés connus par des benzo-a-pyrone (O’Kennedy et Thornes, 1997), et toutes
sont substituées en 7 par un hydroxyle. Elles se trouvent dans la nature soit a 1’état libre ou
bien combiné avec des sucres. Elles sont produites en grande quantité en réponse a
une attaque biotique ou abiotique et semblent constituer un moyen de défense de type
phytoalexine.
1.3.5. Lignanes

Ce sont des composés dont la formation implique la condensation d’unités
phénylpropaniques (C6-C3) . Leur distribution botanique est large, ils se trouvent
souvent dans le bois des gymnospermes et dans les tissus soumis a lignification
chez les angiospermes (Krief, 2003). Les graines de lin sont la source la plus
importante de lignanes, viennent ensuite, les lentilles, les haricots blancs, les graines
de céréales et certains légumes (Mazur et al., 1998 cité par Dacosta, 2003).
1.3.6. Flavonoides

Les polyphénols sont des composeés dont la structure de base est C6-C3-C6 et sont
constitués de deux noyaux aromatiques (Cycle A et B) reliés par un hétérocycle
oxygéné (Cycle C), c'est le squelette de base des flavonoides (Erlund, 2004) (Figure
01).

Figure 01: Squelette de base des flavonoides (Erlund, 2004).

On les retrouve dans toutes les plantes vasculaires, dans divers organes :
racine, tiges, feuilles et fruits (Bruneton, 1999). lls sont synthétisés au niveau du
chloroplaste et participent a la phase lumineuse de la photosynthese comme
transporteurs d’électrons, certains quittent le chloroplaste et s’accumulent dans les

vacuoles (Elicoh-Middleton, 2000).
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Les flavonoides se rencontrent libre (Aglycones ou génines), soit sous forme
d’hétérosides C- ou O-glycosides comme 1’hyperoside et la rutine (Glycoside entre la

quercétine de flavonol et le rutinose de disaccharide) (Dacosta, 2003).

C’est d’abord la structure de 1’hétérocycle centrale et son degré d’oxydation qui
permettent de distinguer les différentes classes de flavonoides. En peut retenir entre autre

les chalcones, flavonones, flavonols, isoflavones et les anthocianidines.

age
@]

Chalcone Flavanone

<
Q
[ . L
OH ‘
OH
Q
Flavanol Flavonol Isoflavone Anthocianidinol

Figure 2 : Structure des différentes sous classes des flavonoides (Macheix et al, 2005).

1.3.7. Stilbénes

Les membres de cette famille possedent la structure C6-C2-C6. Ce sont
des phytoalexines ; composés produits par les plantes en réponse a lattaque
par les microbes pathogenes fongiques, bactériens et viraux (Krisa et al., 1997).

1.3.8. Anthocyanes

Ou pigments anthocyaniques qui colorent les fleurs, les fruits et parfois
les feuilles, proche des flavonoides sur le plan de [’origine, de la structure et des
propriétés pharmacologiques (Catier et Roux, 2007).

Les anthocyanes sont présents uniquement sous forme d’hétérosides appelés
anthocyanosides, on les trouve dans les racines, tiges, feuilles et graines. Leur structure de
base est caractérisée par un noyau « flavon » généralement glucosylé en position C3
(Collin et Crouzet, 2011).
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I1. Activité biologique des composés phénoliques

Parmi les composés phénoliques qui exercent des activités biologiques les plus
importants, les flavonoides. Les propriétés des flavonoides sont largement étudiées dans le
domaine médical ou on leur reconnait des activités antibactériennes et antivirales, anti-
inflammatoires, antiallergiques, antiulcéreuses et anticancéreuses (Adjadj, 2009). Et
surtout ’activité antioxydant dont les flavonoides sont trés efficace et permettant ainsi a
jouer un réle tres important dans la lutte contre le stress oxydatif. D’autre part, cette classe
de molécules est récemment étudiée sur d’autres activités biologiques a savoir ’effet anti-
ulcéreux via I’inhibition de I’enzyme uréase qui est a 1’origine des ulcéres provoqués par la

bactérie H. pylori.

11.1. Activité contre le stress oxydatif

11.1.1. le stress oxydatif

Le stress oxydatif est le déséquilibre entre la génération des ERO et la capacité du
corps a les neutraliser et réparer les dommages oxydatifs. 1l correspond a une perturbation
du statut oxydatif intracellulaire (Morenal et al, 2002), Il est di aussi au déséquilibre
entre les oxydants et les antioxydants, en faveur des oxydants, potentiellement. Si tel n’est
pas le cas, que ce soit par déficit en appelé « stress oxydant » (Favier, 2003). Chaque
individu ne posséde pas le méme potentiel antioxydant selon ses habitudes alimentaires,
son mode de vie, ses caractéristiques génétiques ou ’environnement dans lequel il vit
(Diallo, 2004). L’importance des dommages du stress oxydant dépend de la cible
moléculaire, de la sévérité de D'effort et du mécanisme par lequel I’effort oxydant est
imposé (Aruoma, 1999).
11.1.2. Origine du stress oxydatif

Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques car ils sont
utiles pour 1’organisme a dose raisonnable. Cette production physiologique est
parfaitement maitrisée par des systemes de défense. Dans les circonstances normales, on
dit que la balance antioxydants/ prooxydants est en équilibre. Si tel n’est pas le cas, que ce

soit par deficit en appelé « stress oxydant » (Favier, 2003).

11.1.3. Les radicaux libres
Un radical libre est une molécule ou un atome ayant un ou plusieurs électrons non
apparies, ce qui le rend extrémement réactif (Vansant, 2004). L’ensemble des radicaux

libres et de leurs précurseurs est souvent appelé espéces réactives de 1’oxygéne (Favier,

12



Chapitre 11 Activité antioxydante et antiulcéreuse des polyphénoles

2003). L’appellation « dérivés réactif de 1’oxygéne » n’est pas restrictive. Elle inclut les
radicaux libres de 1’oxygéne proprement dit, mais aussi certains dérivés oxygénés réactifs
non radicalaires dont la toxicité est importante tel peroxyde d’hydrogéne (H20,),
peroxynitrite (ONOQO") (Novelli, 1997). Parmi les radicaux libres les plus répondus on peut

citer les suivants :

-L’anion superoxyde : la molécule d’oxygene, mise en présence d’u_ne quantité d’énergie
suffisante, peut acquérir un électron supplémentaire et former ainsi I’anion superoxyde.

Cet anion intervient comme facteur oxydant dans de nombreuses réactions.
O, +&¢ —» 0Oy

-Le radical hydroxyle : OH il est trés réactif vis-a-vis des structures organiques et joue un

role initiateur dans 1’auto-oxydation lipidique.

-Le radical peroxyde: ROO™: ils sont extrémement agressifs. Ils sont capables de
fragmenter I’ADN (Souchard et al, 2002).

-L’oxygene singulet : O, forme « excitée » de 1’oxygene moléculaire, est souvent assimilé

a un radical libre en raison de sa forte réactivité (Hadi, 2004).

-Radicaux superoxydes (O;) : Ils sont produits pendant le métabolisme de 1’énergie dans
la cellule, soit comme le résultat de 1’auto-oxydation soit par 1’action d’enzymes tels que
les oxydases. Ils sont inactivés par une enzyme appelé le superoxyde dismutase (SOD)

pour former du peroxyde d’hydrogéne (Souchard et al, 2002).

-Monoxyde d’azote (-NO) : Il est produit sous I’action des NO synthases (NOS), a partir
de la L- arginine, en présence d’oxygéne et de cofacteurs. Il est impliqué dans de
nombreuses réactions d’oxydoréductions (Souchard et al, 2002).
11.1.4. Activité antioxydant des composés phéenoliques

Gréace a leur diversité structurale, les composés phénoliques sont impliqués dans
cette activité via plusieurs mécanismes en agissant a différent niveaux des réactions
radicalaires par la chélation des métaux, I’effet scavenger, I’inhibition des enzymes

génératrices des radicaux libres et I’induction de la synthése des enzymes antioxydantes

(Cotelle et al, 1996 ; Bors et al, 1997 ; Siddhuraju, 2007).

» Piégeage des radicaux libres
Les flavonoides possedent une structure chimique aromatique permettant une

délocalisation électronique importante, donc une stabilisation de leurs formes radicalaires.
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A cause de leur faible potentiel redox (Javanovic et al, 1994), les flavonoides (Flav-OH)
sont thermo dynamiquement capables de réduire les radicaux libres oxydants (R*) comme
le superoxyde, le radical peroxyle, le radical alkoxyle et le OHe par transfert d’hydrogeéne.

Le radical flavonoxy (FI-O¢) peut réagir avec un autre radical libre pour former

une structure quinone stable (McCord, 1995).

OH R RH O R RH © o)
OH OH | OH o
(2 5

quinone
Figure 03 : Mécanisme moléculaire de 1’effet anti-radicalaire des flavonoides
(Pietta, 2000).

» Chélation des ions métalliques
Les ions du fer (Fe*?) et du cuivre (Cu) sont essentiels pour certaines fonctions
physiologiques, mais ils sont aussi responsables de la production du radical hydroxyle.
Les flavonoides sont considérés comme de bons chélateurs de ces ions métalliques
(Morris, 1995 ; Brown, 1998).

Figure 04: Flavonoides et leurs sites proposés pour la chélation des ions métalliques.

» Inhibition de diverses enzymes
Les flavonoides sont responsables a I’inhibition de trés nombreuses enzymes ;

parmi lesquelles les enzymes directement impliquées dans le stress oxydant (gluthathione
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S-transférase, les lipoxgénases, la xanthine oxydase, et les nitrique oxydesynthases) et les

enzymes digestives (comme la trypsine, 1I’a-amylase et la lipase) (Fiorucci, 2006).

11.2. Activité antiulcéreuse

11.2.1. Ulcere de I’estomac

Ulcére de I'estomac (également appelé ulcere gastrique UG), est une plaie ouverte,
caractérisée par une perte macroscopique de substance d'un épithélium cutané ou d'une
muqueuse, atteignant en profondeur la musculeuse (figure 05) d’une part, et d’autre part
par une réaction inflammatoire profonde et qui a pour particularit¢ de ne pas avoir
tendance a cicatriser spontanément, il est a différencier des érosions et abrasions
(muqueuse) et ulcérations (sous-muqueuse) qui sont plus superficielles et n’atteignent donc
pas la musculeuse et ne laissent pas de cicatrice en guérissant. Il s’agit d’une affection
chronique qui évalue par poussé, symptomatiques ou non, elle est aussi récidivante
(Zeitoun et al., (2014).

Ulcération Ulcére
aigue chronique

Abrasion Erosion

Muqueuse Socle scléro-

Musculaire muqueuse inflammatoire

Sous-muqueuse

Musculeuse

Séreuse

Figure 05: Classification anatomo-pathologique des pertes de substance gastrique (Aziz
etal., 2012).

11.2.2. Facteurs favorisant I’apparition d’un ulcére :

Les deux causes principales d’ulceres gastroduodénaux chez 1’adulte sont
I’infection bactérienne par H. pylori (85-90 % des ulcéres duodénaux, 70 % des ulcéres
gastriques) et les effets indesirables de certains médicaments comme les AINS, dont
phénylbutazone, célécoxib, parécoxib (Bontems et Kalach, 2009).
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11.2.2.1. Infection par Helicobacter pylori :

L’infection a H. pylori est une infection bactérienne chronique la plus
répandue au monde, responsable de presque tous les ulcéres duodénaux et environ
70 % des ulceres gastriques (Korwin, 1999). Son nom Helico signifie hélicoidale
(sa forme en hélice), alors que bacter vient de bactérie. Pylori se réfere au Pylore
(région de I’estomac frontiere du duodénum) (Bontems et Kalach, 2009).

Helicobacter pylori est un microorganisme Gram négatif flagellaire micro-
aérophile spécialement adapté pour la vie dans la couche de mucus qui recouvre les
cellules épithéliales gastriques (figure 6) (Bontems et Kalach, 2009).

H pylori semble responsable des lésions directes des cellules épithéliales par
des seécrétions qui détruisent la muqueuse superficielle. Ceci permet le contact entre
les secrétions acides et la muqueuse gastrique provoquant la formation d’un ulcere
aiglie (Srivastava et al., 2015).Plus important encore, elle secréte des facteurs virulents
tels que l'uréase, la protéine Vac A codée par le geéne associé¢ vaculant A (Vac A)
(Srivastava et al., 2015). Isolée pour la premiére fois en 1982 par Marshall et
Warren. H. pylori colonise spécifiquement la muqueuse gastrique et peut y survivre, en
raison de sa puissante activité uréasique qui neutralise ’acidité de I’estomac. Grace a
sa forme hélicoidale et a ses flagelles, la bactérie se glisse a travers les muqueuses de
I’estomac et s’ancre aux cellules épithéliales (tissu en plusieurs couches) grace a des
adhésions (protéines fixatrices) (Bontems et Kalach, 2009).

Le mode de transmission de H. pylori n’est pas bien connu. Etant donné que la
bactérie a été isolée dans desselles, ainsi que dans la salive et sur des plagues
dentaires, ceci laisse supposer qu’une transmission est possible par voie oro-orale ou par
voie féco-orale (Joutei et al., 2010). Il est admis que H. pylori est acquise le plus
souvent durant I’enfance, et si ’infection n’est pas traitée, elle persiste toute la vie

(Bontems et Kalach, 2009).
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Figure 06 : Helicobacter pylori (Emle, 2016).

Les Iésions induites par 1’ulcére provoquent une inflammation. En effet, 'hote
répond a l'infection par la production d'anticorps et une variété de cytokines, y
compris l'interleukine IL-1, le facteur de nécrose tumorale (TNF)-a, I’oxyde nitrique
inductible (iNOS), et la cyclooxygénase (COX-2) qui sont corrélés avec des
symptdmes inflammatoires. En outre, l'infection par H. pylori induit la sécrétion de
I'IL-8 a travers I’activation du facteur de transcription facteur nucléaire kappa-B (NFKB),
l'augmentation de la production d'lL-8 dans la muqueuse gastrique le recrutement de
neutrophiles sur le site de 1’infection, les enzymes libérées par les neutrophiles conduisent
a une inflammation du tissu gastrique. L'inflammation chronique peut éventuellement
provoquer un cancer gastrique par conséquent H pylori est classée comme

cancérigene (Koosirirat et al., 2010).
11.2.2.2. Uréase comme élément causale de I’ulcére provoqué par H. pylori

Une des particularités de H. pylori est sa capacité a produire une quantité
importante d’uréase. L’uréase, une métalloenzyme (urée amidohydrolase EC 3 5 1 5)
dépendante du nickel, catalyse I'hydrolyse de I'urée pour former I'ammoniac et le gaz
carbonique (réaction) (Carlini et Ligabue-Braun, 2016). L'hydrolyse d'une molécule de
I'urée entraine la libération de deux molécules d'ammoniac et une molécule de dioxyde de

carbone.
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uréase
Urée+ H20 » CO2 + 2 NH3 (réaction).

Cette production d’uréase assure la survie de H. pylori malgré ’acidité gastrique. Ce
phénomene fait suite a la libération des ions ammonium neutralisant le pH acide gastrique
qui sert entre autres a tuer les bactéries. Cela crée un nuage neutralisant autour de H.
pylori, la protégeant de I’acide dans I’estomac. L’ammonium est toxique pour les cellules
épithéliales, et va, avec d’autres produits sécrétés par H. pylori (protéases, catalases,
phospholipases etc.), attaquer les cellules gastriques, déclenchant de ce fait le processus de

formation d’ulcére (Rasafimahera et al., 2012).

L’uréase constitue donc un facteur de virulence essentiel de la pathogenicité
gastrique de Helicobacter pylori. Cette enzyme est l'acteur majeur de la résistance a
I'acidité et joue donc un réle central dans la colonisation et lapersistance de la bactérie
chez I'hbte. L'uréase a jusqu'a récemment été considérée comme une enzyme
constitutive et permanente. Des découvertes récentes ont révélé que l'activité de cette
protéine abondante a été modulée a différents niveaux. Ces mécanismes régulateurs
sont a l'origine de l'insertion de nickel dans le site actif de l'uréase avec contrdle a la fois de
la disponibilité et de I'incorporation de cet ion métallique dans les sous-unités
structurales, dont la production elle-méme est induite dans certaines conditions (Stingl
et Hilde, 2005).

Jusqu'a 30% de I'enzyme s'associe a la surface des cellules intactes pour la détection des
bactéries voisines. Dans des conditions physiologiqguement pertinentes, I'activité de
I'enzyme reste non affectée jusqu'a pH 3. Des dosages d'activité dans des conditions
différentes indiquent que le groupe des 12 sites actifs sur I'assemblage
supramoléculaire est critique pour la survie de I'enzyme a un pH bas (Nam-Chul et al.,
2001).

Les uréases ont une structure d'unité fonctionnelle conservée, bien qu'elles
soient formées par un nombre variable de sous-unités. Une unité fonctionnelle peut étre
formée par un trimére d'hétérosous-unités (comme dans B. pasteurii, PDB id 2UBP),
par un dimere d'hétérosous-unités (comme dans H. pylori, PDB id 1E9Z) ou par
une seule unité (comme dans Canavalia ensiformis, PDB id 3LA4). Ces unités

fonctionnelles, a leur tour, peuvent former des complexes plus grands, tels que des
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triméres (PDB id 2UBP), des hexaméres (PDB id 3LA4), ou des dodécameres (PDB id
1E9Z) (figure 07) (Carlini et Liguabue-Braun, 2016).

Urease Functional Units

Urease Functional Oligomers

Figure 07 : Structures conservées des uréases (Carlini et Liguabue-Braun, 2016).

11.2.3. Thérapeutiques de ’ulcére

11.2.3.1. Eradication de I’Helicobacter pylori

Malgré le fait que H. pylori soit sensible a de nombreux antibiotiques, son
élimination reste difficile, probablement du fait de sa localisation au sein du mucus

gastrique acide, cequi réduit 1’activité locale des antibiotiques (Bommelaer et Stef, 2009).

L’¢éradication de H pylori diminue I’incidence des ulcéres gastroduodénaux et
réduit la récidive des complications ulcéreuses sous aspirine a faible dose. Le traitement de
I’infection a H.pylori doit étre complété par un traitement anti-sécrétoire curatif,
principalement un IPP, en cas d’ulcére compliqué, le mécanisme d’action des IPP se
résume par une inhibition totale et irréversible de 1’activité de transport de I’ATP ase (H+,

K+) (Bouvenot et Charles, 2011).
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En cas de non-cicatrisation de I'ulcére, le traitement par IPP est poursuivi
pour une durée totale de 12 semaines. En cas de non-éradication d’H pylori, un
traitement complémentaire par tétra-thérapie est institué, incluant de I’oméprazole qui est
un IPP, du citrate de bismuth, du métronidazole et de la tétracycline pendant 14 jours
(Tran et Quandalle, 2002).

11.2.3.2. Traitements antiulcéreux
Les traitements contre 1’ulcére regroupent :

» Les anti-sécrétoires qui sont des antagonistes des récepteurs H2 (anti H2) souvent
I’objet d’automédication, ils sont déconseillés en cas de grossesse et d’allaitement.
Les anti-sécrétoires sont aussi des inhibiteurs de la pompe a protons (IPP) : bien
tolérés et dépourvus d’effets indésirables significatifs. Ils sont inclus dans le traitement
d’éradication d’H pylori (Gay et al., 2013).

= Les antiacides et pansements gastriques Ils agissent d’'une maniére symptomatique.
Les antiacides a treés forte dose peuvent entrainer la cicatrisation de 1’ulcére mais leurs
utilisation a été supplantée par les anti- sécrétoires (Gay et al., 2013). Cependant les
thérapies existantes ont de maniére générale des effets indésirableet reviennent trés
chers. Cette situation a poussé la recherche de maniére continue afin de trouver de

nouvelles alternatives thérapeutiques d’origine naturelle.

11.2.3.3. Traitement naturel

Les métabolites secondaires des plantes, comme les composés phénoliques, font
I’objet de nombreuses recherches in vivo, comme in vitro. Par exemple, les différentes
parties de plantes médicinales comme Acacia nilotica, Calotropis procera, Fagonia
arabica L, Adhatoda vasica, Casuarina equisetifolia sont utilisées dans la médecine
traditionnelle pour le traitement des nausées, diarrhées, I’asthme, la fieévre ainsi que
I’ulcére. Dans le dernier cas, ces plantes ont démontré un effet anti Helicobacter

pylori et anti uréase (Muhammad et al., 2013).

11.3. Polyphénoles en tant que des inhibiteurs de I’uréase

Les polyphénols, en particulier les flavonoides, ont été rapportés comme étant des
inhibiteurs notables de 1’urease de H. pylori (Laghari et al ., 2010 ; Bae et al., 2001) .

Par conséquent, il a été constaté que la génistéine, une isoflavone largement produite par
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les plantes de la famille Fabaceae, inhibait de 50% I’uréase de H. pylori lorsqu’elle était
utilisée a 430 pg / mL, alors que son dérivé 7- O- glucoside ne présentait aucun effet sur
I’activité enzymatique (Figure.08) (Bae et al., 2001) . Les flavonols quercétine, la rutine,
la myricétine et la myricitrine et les flavones lutéoline et la lutéoline 7 - O -glucoside ont
été trouvés les plus efficaces contre H. pylori uréase, en présentant IC 5, de valeurs de 11,2
uM, 67,6 uM, 77,2 uM, 98,7 uM, 35,5 uM et 55,8 uM, respectivement (Xiao et al., 2012).
Quercétine-4'- O - d-glucoside (Figure. 08) isolé a partir d" A . cepa (Liliaceae) a présenté
une CI 50 de 190 uM contre ’uréase de C. ensiformis (Shabana et al.,2010) . D'autres
glucodérivés de la quercétine (Figure. 08 ) isolés a partir de fruits de Psidium guajava
(goyave; Myrtaceae) ont eu un effet négatif sur I'activité de I' uréase de C. ensiformis , tels
que l'isoquercitrine (IC 50 = 160 uM), la quercitrine (IC 5o =200 uM), l'aviculaire (IC 50
= 140 uM) et de la guaijavérine (IC 5o = 120 uM). La IC 50 de la quercétine aglycone vis-
a-vis de C. ensiformis l'uréase a été déterminée a 80 uM (Shabana et al.,2010). Une étude
réalisée avec sept produits naturels isolés d'une sous-fraction butanolique de I'extrait
éthanolique de Celtis africana (Celtidaceae) a révélé le remarquable effet anti-érolytique

de quatre flavones C- glucosides ayant une ICsg inférieure a 50 uM (Perveen et al., 2011).

La baicaline ( Figure.08 ), une flavone glucuronide et constituant principal des
racines séchées de Scutellariae baicalensis (Lamiaceae), était capable d'inhiber I' uréase de
C. ensiformis (IC 5o = 2,7 mM), présentant une constante d'inhibition ( K'i) de 3,89 x 10 -
3 mM (Tan et al.,2013) . Une autre flavone C- glucuronide (scutellarine; Figure.08) isolée
d' Erigeron breviscapus (Asteraceae) s'est révélée deux fois plus puissante (IC 50 = 1,4
mM) que la baicaline en ce qui concerne l'inhibition de I' uréase de C. ensiformis (Wu et
al.,2013). L'effet inhibiteur de la scutellarine a été attribué a sa capacité a se lier au groupe
sulfhydryle du résidu de L- cystéine présent dans le site actif de I'enzyme (Wu et al.,2013)
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Figure 08 : Exemples de flavonoides avec effet inhibiteur sur 1’'uréase (Modolo et al.,
2015)
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I11.1. Matériels végétal
I11.1.1. Les plante etudiée
111.1.1.1. Crataegus azarolu (Ait Youssef ; 2006).

Nom habituels et classification
- Arabe : Zaaoura ou Zaéarour.
-Berbére : Tazaraout ou Admime
- Famille : Rosacées.

- Genre : Crataegus

) ESpece - azarolus Source : http://www.henriette sherbal.com.

Figure 09: Photo de Crataegus azarolus

Propriété et usage : la feuille de Crataegus azarolus L. est employée en Tunisie, en
usage interne, sous forme d’un décocté : reméde recommandé aux diabétiques, a raison

d’un verre tous les matins a jeun (Ait Youssef ; 2006).

I11.1.1.2. Lonicera implexa (Loi et al ; 2004).

Nom habituels et classification
- Arabe : Sultane el raba.
- Berbére : Tamthwala
- Famille : Caprifoliaceae

- Genre : Lonicera

- Espece : implexa

. S

Source : http://www.henriette sherbal.com.

Figure 10 : Photo de Lonicera implexa.

Propriété et usage : les fruits de Lonicera implexa etaient utilisés en Italie contre le

Rhumatisme, sous forme d’un cataplasme.
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111.1.1.3. Rhamnus alaternus (Ait Youssef ; 2006).

Nom habituels et classification
- Arabe : Qaced, Aoud el kheir,

- Berbére :Mlilés, ajroudj, mlilez.
- Famille : Rhamnacées.
- Genre : Rhamnus

- Espece : alaternus

Source : http://www.henriette sherbal.com

Figure 11 : Photo de Rhamnus alaternus.

Propriété et usage : les tiges et les feuilles étaient utilisées en Algérie- dans le

constantinois- contre la jaunisse et les troubles hépatiques provoqués par le paludisme.

111.1.1.4. Cistus albidus (Guignard, 1998)

Nom habituels et classification
- Arabe : oumaliya

- Berbére : tusalt
- Famille : Cistaceae

- Genre : Cistus

- Espéce : Cistus albidus
Source : http://www.henriette sherbal.com

Figure 12: Photo de Cistus albidus.

Propriété et usage : toutes les especes du genre Cistus sont fréquemment utilisées en
médecine traditionnelle pour leurs propriétés antimicrobiennes, antitumorales, antivirales
(Dimas et al.,2000) et anti-inflammatoires (Pala-Paul et al., 2005). Les feuilles, en
décoction, sont utilisées contre les douleurs gastriques et comme hypoglycémiant. En
cataplasme, elles sont employées contre les abces. Les feuilles sont utilisées en infusion

dans du thé, comme digestif (Lahsissene et al., 2009).
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I11.1.2. Récolte et séchage

La récolte des feuilles des plantes a était faite dans le nord, précisément de la
région de Bejaia, en mois mars de I’année de 2012. Les feuilles des plantes sont sechées a
I’ombre sous la température ambiante, aprés leur identification par le service de botanique

au niveau de parc national de Gouraya.

111.1.3. Broyage et extraction

Apres le séchage, les feuilles des plantes ont été réduites en poudre fine suite au
broyage et au tamisage successif. La poudre obtenue de chaque plante est macérée dans
1’éthanol (95%) a raison de 4 ml pour 1g de la poudre, pendant 12 heures sous agitation
continue a I’obscurité et a la température ambiante. Le mélange est ensuite laiss¢ décanter
pendant 24 heures, et le surnageant éthanolique est récupéré et laisse évaporer a la
température ambiante de laboratoire jusqu’a la stabilité de son poids.

Le taux d’extraction (%) est calculé en appliquant la formule suivante :

OJF’ = [(P1—P,) / E] x 100

P; : poids d’extrait apres évaporation (g).
Po : poids vide du boite de pétri (g).
E : poids de la poudre végétale (g).

La récolte et I’extraction ont été réalisées en 2012 par des étudiants déja encadrés

par monsieur boukerouisse.

111.2. Dosage des composés phénoliques
I11.2.1. Dosage des phénols totaux

111.2.1.1. Principe de la méthode

En pratique, plusieurs méthodes sont appliquées pour estimer la teneur en phénols
totaux dans les tissus végétaux, mais aucune n’est apte seule de détecter tous les composés
phénoliques présents réellement dans ces tissus. Parmi elles, la méthode de Folin-
Ciocalteu est utilisée depuis environ un siécle pour doser la quantité des phénols dans les
plantes, elle est utilisée initialement pour les acides amines (tyrosine et tryptophane), ou le
réactif de Folin-Ciocalteu interagit avec le groupement phénolique hydroxylé de ces acides

aminés (Vermerris et Nicholson, 2006).
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Le principe est basé sur la réduction du réactif Folin- Ciocalteu de couleur jaune,
qui est un mélange de 1’acide phosphotunstique (Hs PW3,040) et 1’acide
phosphomolybdique (Hs PM 012040), par les groupements hydroxyles des polyphénols, en
oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne qui absorbe dans le visible a 740nm, la réaction
s’effectue de préférence dans un milieu basique (Vermerris et Nicholson, 2006). Pour
cette méthode spectrophotométrique, il faut établir une courbe d’étalonnage qui relie les
absorbances aux différentes concentrations, comme celle de [’acide gallique ou
chlorogénique. Les concentrations en composés phénoliques sont alors rapportées en
équivalent d’acide gallique ou chlorogénique respectivement (Vermerris et Nicholson,
2006).

Pour estimer la teneur en phénols totaux dans nos extraits, nous avons utilisé cette
méthode, suivant le protocole décrit par Ammar R.B.et al (2007), en prenant ’acide

galliqgue comme étalon.

111.2.1.2. Protocole expérimental

Pour la réalisation de la courbe d’étalonnage, différentes concentrations de ’acide
gallique ont été preparées. Par la suite, un volume de 100pl du réactif de Folin-Ciocalteu
(50%) est mélangé avec 100pl de chaque solution préparée, et aprés environ 5 min, 2ml de
bicarbonates de sodium Na,CO3 (a 2%) ont été ajouté au mélange. Le tout est laissé réagir
pendant 30 minutes a I’obscurité. La lecture de la densité optique est effectuée a 720nm
contre un blanc, et les résultats ainsi obtenus ont permis de tracer la courbe d’étalonnage de
I’acide gallique.

Les extraits des plantes ont été traités selon les étapes de protocole suivies lors de
la préparation de la courbe d’étalonnage de I’acide gallique, et les résultats obtenus sont

exprimés en mgEAG/g d’extrait sec.

111.2.2. Dosage des flavonoides
111.2.2.1. Principe de la méthode

Le dosage des flavonoides est effectué selon la méthode de Rao et al (2010).

Cette méthode utilise le trichlorure d’aluminium (AICI3) qui interagit spécifiquement avec

les flavonoides en donnant une couleur jaune foncée. L’intensité de la coloration est

évaluée par spectrophotometre a 510 nm. De méme que le dosage des phénols totaux, le

dosage des flavonoides nécessite aussi 1’établissement d’une courbe d’étalonnage d’un
flavonoide standard (la rutine par exemple).
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111.2.2.2. Protocole expérimental

Pour la préparation de la gamme d’étalon, une série de dilution de solution de la
rutine est préparée. Dans un tube a essai, on met un volume de 100ul de la rutine, 300yl
d’cau distillé suivie par 30ul NaNO, (5%). Aprés 5 min a la température ambiante, un
volume de 30ul d’AICI; a 10% (133mg d’AICl3 et 400mg d’acétate de sodium sont dilués
dans 100 ml d’eau distillée) a été ajouté. Aprés encore d’autres 5 min, la réaction a été
traitée par 200ul de 1 Mm de NaOH. En fin, le mélange est dilué par 1 ml d’eau distillé. La
lecture est effectuée a 510 nm et les valeurs des absorbances trouvées pour chaque solution
sont utilisées pour tracer la courbe d’étalonnage. Pour les essais, les mémes étapes ont été

suivies sauf qu’a la place de la rutine on a introduit les extraits des plantes.

111.3. Evaluation de I’activité antioxydant
111.3.1. Test anti-DPPH

111.3.1.1. Principe de la méthode

Le DPPH (1,1-diphényle-2-dipicrylhydrazyl), est un radical libre de couleur
violette intense, relativement stable et largement utilisé¢ pour évaluer 1’activité antioxydant
de différent composés (Wojodylo et al, 2007 ; Kaur et al, 2008). Ce radical lorsqu’il est
réduit sous ’effet d’un antioxydant se décolore pour donner une couleur jaune. La mesure
de I’efficacité d’un antioxydant (capacité a fixer des radicaux libres) se fait, justement, en
mesurant la diminution de la coloration violette (Rolland, 2004 ; Kubola et Siriamornpu,
2008 ; Khadri et al, 2009).

DPPH ox + Antioxydantred —» DPPHred + Antioxydant ox (Rolland, 2004).

111.3.1.2. Protocole expérimental

L’activité antioxydant des extraits des plantes est évaluée par la méthode de
Maisuthisakul et ses collaboratteurs (2007), dans laquelle 20ul DPPH (5mM) est ajouté a
980ul d’extrait préparé a différentes concentrations, 1’absorbance est mesurée a 517nm
apres 30 min d’incubation a I’obscurité et a la température ambiante.

Le pouvoir antioxydant est exprimé en pourcentage d’inhibition ou effet

scavenger contre le DPPH par les antioxydants présents dans les extraits

Effet scavenger contre le radicale DPPH(%) = {[Ar- Ag]/A7} x100

Ou : At : absorbace de témoin (980ul de méthanol + 20ul de DPPH).
Ag : absorbance de I’échantillon (980ul d’extrait + 20ul de DPPH).
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111.3.2. Test ABTS
111.3.2.1. Principe de la méthode

Ce test est basé sur la réaction entre un radical cationique stable ABTS™
(2,2-azinobis-(3-éthyl benzothioazoline-6-sulfonic acide) (générateur de radicaux libres) et
des substances donneurs de protons, se produit immédiatement aprés 1’ajout d’une
solution de potassium persulfate K2S208, ce radical cation ABTS™ est un chromogéne
stable a température ambiante, peut tre mesure dans un spectrométre a A = 734 nm.
111.3.2.2. Protocole expérimental

L’activité¢ antiradicalaire a été également évaluée par le test de décoloration du
radical cation ABTS™ selon la technique utilisée par Khan et al. (2012). L’ABTS a été
dissous dans 1’eau distillée a une concentration de 7 mM. La solution du radical cation
ABTS™ a été obtenue en incubant pendant 12 & 16 h a l’obscurit¢é et a la
température ambiante un mélange a volumes égaux de la solution mére d’ABTS avec une
solution de persulfate de potassium a 2,45 mM.

La solution ABTS™ a été diluée avec de I’éthanol jusqu’a une absorbance
de 0,700 + 0,02 & 734 nm avant I’utilisation. Ensuite, 1,5 ml de la solution d’ABTS ™" a
été mélangé avec 50 pl d’extrait ou de la référence ( Les absorbances sont mesurées a
734 nm apres une incubation de10 minutes a I’obscurité et a la température ambiante. Trois
essais ont été effectués pour chaque concentration de produit testé et les résultats sont
exprimeés en pourcentage d’inhibition et en CI50 comme précédemment décrits pour le test
DPPH.

111.4. Etude de P’effet inhibiteur de nos extraits sur I’uréase

Afin de tester ’effet inhibiteur de nos extraits sur 1’uréase, le protocole de
Weatherburn, (1967) avec quelques modifications a été adopté.

La transformation de 1’urée par 1’uréase entraine une augmentation temporaire du
pH par la production de 1’azote ammoniacal (réaction). Le phénol rouge est utilisé comme
révélateur pour la détection du changement de pH.

Reéaction :
uréase
Urée +H20 » CO2 + 2 NH3 (réaction)
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La méthode consiste a :
- Ajouter un volume de 100 pl d’acide borique comme standard a différentes
concentrations ou les extraits des plantes dissous dans 1’éthanol/DMSO (v/v : 1/1) a 300 pl
de I’uréase (8 Ul) dissous dans du tampon phosphate pH 7,4.
-Le mélange a été pré-incubé pendant 10min a 37°C dans I’étuve.
- Un volume de 750pl substrat (urée) a (50 mM) a été ensuite ajouté, suivi par 100 ul de
phénol rouge (0.02 %).
-Apres ré-incubation pendant 1h a 37°C I’apparition d’une couleur rose a été observée,
dont I’absorbance a été mesurée a 540 nm.
-Le pourcentage d’inhibition a été calculé comme suit :
% d’inhibition = ((Abs0-Abs)/Abs0) x100

Ou:
AbsO : Absorbance du témoin.
Abs : Absorbance de 1’échantillon.

L’absorbance de blanc est considérée dans tous les cas comme 1’absorbance de la

réaction enzymatique a TO.

I11.5. Analyse de docking moléculaire

L’étude de docking moléculaire a été réalisée a I'aide de programme d'Auto-Dock
vina, via l'interface graphique AutoDock Tools (ADT 1.5.6). La structure cristalline
tridimensionnelle de I'uréase de jack-bean (code PDB : 4gy7) a été obtenue de la banque de
données de protéines du RCSB, dont la résolution était de 1.492 A. La protéine de format
PDB a été préparee au préalable, avant le docking, en éliminant les molécules d'eau de la
protéine, en ajoutant tous les atomes d'hydrogene et fusionnant les atomes d'hydrogéne non
polaires en atomes de carbone. Les molécules (ligands); quercetin-3-O-rutinoside et
quercetin-3-O-rhamnoside ; de structure 3D standard (format SDF) ont été obtenues de la
banque de données pubchem et convertis en format PDB avec le programme Discovery
Studio2016. Les fichiers PDB de la protéine et le ligand ; ont été ensuite transformés en
fichiers PDBQT avec AutoDock Tools. La visualisation tridimensionnelle des ligands et
leurs sites potentiels sur 1’uréase ainsi que leur mode d’interaction ont été créées par le

systéme graphique moléculaire Discovery Studio2016.
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Chapitre IV Résultats et discussions

IV.1. Résultats de dosage des composés phénoliques

IV.1.1. Teneur en phénols totaux

La teneur en phénols totaux de tous les extraits est évaluée par la procédure basée
sur la méthode de Folin-Ciocalteu, dont I’acide gallique est utilis¢ comme un standard
(figure 13). Les résultats exprimés en mg EAG/g d’extrait sec, sont représentés dans le

Tableau IV.
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y =4,3003x - 0,0042
R*=0,996

Abs (720 nm)

Figure 13 : courbe d’étalonnage réalisée avec 1’acide gallique.

Tableau IV : Teneur en phénols totaux des extraits des plantes.

Plantes Teneur en phénols totaux (mg EAG/g)
Crataegus azarolus 322,00 £4,41
Rhamnus alaternus 179,76 + 3,53
Cistus albidus 384,22 £ 6,93
Lonicera implexa 209,61 = 2,04

D’apres ces résultats, les teneurs en phénols totaux montrent que la valeur la plus
importante est celle de 1’extrait de Cistus albidus (384,22 mg EAG/g) suivie par 1’extrait
de Crataegus azarolus (322,00 mg EAG/g). L’extrait de feuilles de R. alaternus et L.
implexa ont montré, quant a eux, des teneurs moyennes de 179,76 (mg EAG/g) et 209,61
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(mg EAG/qg) respectivement. Cistus ladanifer qui est une plante de méme genre que C.
albidus a été rapportée par Barrajon-Catalan et al., 2010, comme étant une source
importante en composés phénoliques qui sont associées a différentes activités biologiques
telles que ’activité anti-oxydante, antimicrobienne et cytotoxique (Barrajon-Catalan et
al., 2010). Plusieurs facteurs peuvent influer sur la teneur en composés phénoliques.
D’aprés I’étude menée par El-Mustapha et Al-Thunibat (2008), I’extrait aqueux des
feuilles de C. azarolus est classé en 5°™ position sur I’ensemble des extraits de 21 plantes
médicinales qu’ils ont analysées. Des études ont montré que les facteurs extrinseques (tels
que les facteurs géographiques et climatiques), les facteurs génétiques, mais également le
degré de maturation de la plante et la durée de stockage ont une forte influence sur le
contenu en polyphénols (Aganga, 2001).

IV.1.2. Teneur en flavonoides

Concernant I’estimation de nos extraits en flavonoides, les teneurs sont exprimées
en mg ER/g d’extrait sec, & partir de la courbe d’étalonnage réalisée avec la rutine (figure

14). Les résultats ainsi obtenus sont regroupés dans le tableau VI.

0,9 - y =0,4462x + 0,0329
R?2=0,9883

€ 06

304
<

0 ‘ T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5

Concentration mg/ml

Figure 14 : Courbe d’étalonnage réalisée avec la rutine pour estimer la teneur des extraits

des plantes en flavonoides.
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Tableau V: Teneur en flavonoides des extraits des plantes.

Plantes Teneur en flavonoide (mg ER/g)
Crataegus azarolus 157,70 + 11,44
Rhamnus alaternus 189,39 + 07,62
Cistus albidus 188,47+ 11,52
Lonicera implexa 62,12 £ 09,19

Les résultats obtenus montrent que parmi les différentes fractions de I’extrait
phénolique, I’extrait de C. albidus représente la teneur la plus élevé (188,47 mg ER/Q)
suivi par I’extrait de C. azarolus (157,70 mg ER/g). Le pouvoir puissant de Crataegus
oxyacantha peut étre expliqué par le contenu phénolique des fleurs et feuilles. En raison de
la teneur élevé des flavonoides, en particulier les oligoméres proanthocyanidines,
Crataegus a I’activité anti-oxydante significative (Rakotoarison et al., 1997). Chiou et al
(2008) suggerent que le traitement par ’air chaud (pendant le séchage) pourrait étre
produire quelques composés par le brunissement de Maillard ou brunissement enzymatique
qui reflétent sur I’estimation de la teneur en flavonoide. En revanche, la teneur la plus

faible a été enregistrée pour I’extrait de L. implexa (62,12 mg ER/g).

IV.2. Evaluation de I’activité antioxydante

Les principales méthodes d’évaluation du potentiel antioxydant des principes
phytochimiques, sont fondées sur la détermination de produits résultants de 1’oxydation ou
bien en mesurant I’efficacité d’une substance a piéger les radicaux (Marc, 2004).

Il existe différentes méthodes pour déterminer le potentiel antioxydant des extraits
des plantes : le test de décolonisation de - carotene linoléate, le test DPPH, le test FRAP
(Ferric Reducing /Antioxidant Power), 1’activité scavenger contre le radical hydroxyle et
contre le peroxyde d’hydrogeéne (Kubola et Siriamornpun, 2008), le test TEAC / ABTS +
(Trolox Equivalent Antioxydant Capacity) (Wojdylo et al., 2007), et plus recemment test
ORAC (Oxygen radical absorbance capacity) (Rolland, 2004).

Selon les moyens dont on dispose, dans ce modeste travail, nous avons appliqué le
teste anti-DPPH et anti-ABTS pour I’évaluation de I’activité anti-oxydante des extraits des

plantes étudiées dans ce travail.
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IV.2.1. Test anti-DPPH
1V.2.1.1. Résultats de I’activité anti-DPPH des extraits a 100 pg/ml

De la premiére lecture des résultats (figure 15), on remarque que I’effet anti-
DPPH est variable d’une plante a une autre, et ce, pourrait étre lié a leur contenu variable
en composés phénoliques a caractere antioxydant. En effet, a la concentration de 100
pug/ml, I’extrait de C. albidus, a montré un pourcentage assez important avoisinant une
moyenne de 94.91%. Cette activité est plus proche a celle de molécule standard testée en
parallele : rutine (98.45%). L’extrait de feuilles de C. azarolus a manifesté un effet moyen
de 46.66%, alors que, les extraits correspondants a R. alaternus et L. implexa ont montré
des pourcentages trés faibles de 12.12 % et 19.46 % respectivement. Ce résultat
s’expliquerait non seulement par la richesse des extraits des plantes en polyphénols
(quantité), mais aussi par la nature (qualité) de leurs composés phénoliques hydrosolubles
qui sont connus par la présence des groupements hydroxyles fortement impliqués dans

’activité anti-radicalaire (Robards et al., 1999).
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C.azarolus R. alaternus L.implexa C.albidus Rutine

Figure 15 : Histogramme des activités anti-DPPH des extraits a 100 pg/ml.
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1V.2.1.2. Résultats de ’activité anti-DPPH en fonction de la concentration des
extraits

L’¢évaluation de D’activité anti-DPPH des extraits des plantes a différentes
concentrations est menée dans le but de déterminer les concentrations inhibitrices & 50%
(ICs0 %). Les ICsp, par définition, sont inversement proportionnelles a I’effet scavenger
dont les valeurs faibles reflétent un effet anti-radicalaire important (Villano et al., 2007;
Kadri et al., 2009). Les valeurs de 1’'ICsq calculées pour chaque extrait ainsi que celle de
standard, sont regroupées dans le tableau (V1).

D’aprés les résultats obtenus, nos extraits éthanoliques des composés phénoliques
possédent des capacités de neutralisation du radical libre DPPH puissantes, selon des

gammes de concentrations appropriées pour chaque plante (Figure 16).
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Figure 16 : Effet anti-DPPH en fonction de la concentration des extraits de feuilles de

Cistus et Crataegus.
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Tableau VI : Valeurs des ICs (ug/ml) de 1’activité anti-DPPH.

Plantes Valeurs d’ICsp (ng/mg)
Crataegus azarolus 33,50 + 4,01
Rhamnus alaternus 112,80 £ 1,11
Cistus albidus 7.30 £ 2,86
Lonicera implexa 61,60 + 3,49
Rutine 2,85+0,15

L’extrait de C. albidus est le plus efficace en termes d’activité anti-radicalaire en
manifestant 1’Cso le plus basse (7.30 pg/ml), mais qui reste mois importante en
comparaison a celle de standard : rutine (2,85 pg/ml). L’étude de I’extrait méthanolique
menée par Nagai et al (2005) a montré aussi, que les hydrolysats du pollen du Ciste

comportent des composes phénoliques et qui sont dotés d’un bon pouvoir antioxydant.

L’extrait de feuilles de C. azarolus a donné une ICsy de 33,50 (ug/ml) et les
extraits de R. alaternus et L. implexa ont exprimé les 1Csq les plus élevées, reflétant ainsi

les activités anti-radicalaires les plus faibles.

IVV.2.2. Test anti-ABTS
1V.2.2.1. Résultats de I’activité anti-ABTS des extraits a2 100 pg/ml

Tout comme dans 1’activité anti-DPPH, la figure ci-dessous montre que 1’extrait
C. albidus a la concentration 100pg/ml, a une bonne activité anti-radicalaire anti-ABTS
(93%) tres proche a celle de la molécule standard (98.88%). Et de méme aussi, I’extrait de
C. azarolus est venu en deuxiéme lieu avec un effet moyen de 45.77%, suivi par I’extrait
de feuilles de R. alaternus et L. implexa qui ont exprimé des effets faibles (figurel7). Le
comportement similaire des extraits des plantes entre ’effet anti-DPPH et 1’effet anti-
ABTS, peut étre expliqué par le fait des propriétés chimiques communes entre les deux
radicaux libres ainsi que 1’effet anti-oxydant considéré dans ces tests est basé sur le méme
mécanisme moléculaire qui est D’effet anti-radicalaire. L’extrait méthanolique et
éthanolique de C. ladaniferus ; une plante de la méme famille de C. albidus ; a été aussi

rapporté comme étant trés active a de faible concentrations selon Mahassine et al (2010).
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Figure 17 : Effet anti-ABTS des extraits des plantes a 100 pg/ml.

1V.2.2.2. Résultats de I’activité anti-ABTS en fonction de la concentration des
extraits

Le profil d’activité anti-radicalaire a différentes concentrations de chaque extrait
testé vis-a-vis du radical ABTS est présenté dans la figure ci-dessous. Toujours les extraits
de C. albidus qui présentent une activité anti- radicalaire le plus importante en reflétant
I’ICs la plus base. Comme il peut étre constate sur la figure 18, le pourcentage de I’ABTS
réduit par ’extrait de C. albidus, montre une augmentation rapide de ce dernier dans un

intervalle trés réduit de la dose de 1’extrait brut.
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Figure 18 : Effet de I’activité anti-ABTS des extraits a différentes concentrations.

Tableau V11 : Valeurs des ICsp (ug/ml) de I’activité anti-ABTS.

Plantes Valeurs d’ICs (pg/mg)

Crataegus azarolus 1247 £1,41
Rhamnus alaternus 40,65 + 3,01
Cistus albidus 445+ 0,41
Lonicera implexa 35,12 +2.51
Rutine 1,70 +£0,04

L’IC 5o de C. albidus est 4.45ug/ml ; elle presque trois fois moins celle de C.
azarolus (12.47ug/ml). D’autre part et prévisiblement, 1’extrait de feuilles de R. alaternus
et L. implexa ont montré des IC 50 proches mais qui restent tres élevées indiquant ainsi

qu’elle sont faible pour détruire le radicale ABTS.
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IV.3. Corrélation entre D’activité anti-oxydante et teneur en phénols
totaux

Le tableau ci-dessous montre une bonne corrélation, entre 1’activité anti-ABTS et
anti-DPPH des extraits des plantes et leurs teneurs en phénols totaux, avec des coefficients
avoisinent de 0,9. Ceci suggere que environs 90% des composeés phénoliques sont a
I’origine de I’effet anti-radicalaire manifesté par les extraits brutes de nos plantes.
Cependant, la teneur en flavonoides n’a pas montré une bonne corrélation avec 1’activité

anti-radicalaire des plantes.

Tableau VI11: Corrélation entre 1’activité anti-oxydante et teneur en phénols totaux

Coefficient de corrélation (R?)
phénols totaux Flavonoides
Test anti-DPPH 0,91 0,18
Test anti-ABTS 0,90 0,28

1VV.4. Activité inhibitrice anti-uréase

IV.4.1. Activité inhibitrice anti-uréase a la concentration de 500ug/mi
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Figure 19 : Effet inhibiteur sur ’uréase des extraits des plantes a 500pug/ml.

L’évaluation de D’activité inhibitrice sur 1’enzyme uréase par les extraits des
plantes a été menée au préalable a une concentration de 500ug/ml, et ce, juste pour
déterminer a titre préliminaire le pouvoir inhibiteur de nos plantes sur cette enzyme. Les

résultats (figurel9) montrent que I’effet inhibiteur des plantes est variable, et cela pourrait
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étre d0 au contenu en molécules bioactives, de point de vue quantitatif et qualitatif au
niveau des extraits des plantes. A partir de la (figure 19) on constate qu’aprés une heure
d’incubation, I’activité enzymatique de I’uréase a attient les niveaux les plus élevés sans
inhibiteur, tandis que en présence des extraits des plantes, chacune a part, la réaction
enzymatique de ’'uréase a été réduite. En effet, en présence de I’extrait de L. implexa et R.
alaternus, I’activité de 1’uréase a été de 81.74 % et 72.64 % respectivement. D’autre part,
avec D’extrait de C. azarolus, 1’'uréase a donné un taux d’activité de 64.92 % uniquement,
alors que avec I’extrait de feuilles de C. albidus, 'uréase a donné un taux d’activité de
20% exclusivement, autrement dit 1’activité enzymatique de 1’uréase a été réduite 5 fois en
comparaison au témoin positif (sans inhibiteur) ce qui indique que C. albidus est trés

efficace pour son pouvoir inhibiteur vis-a-vis de I’enzyme uréase.

1IV.4.2. Activité inhibitrice anti-uréase a différentes concentrations de
I’extrait de C. albidus

Sur la base des résultats précédents, 1’extrait de feuilles de C. albidus a été
sélectionné et testé a différentes concentrations dans le but de déterminer sa concentration
inhibitrice a 50% (ICsp). L’acide borique a été testé dans les mémes conditions en tant que
molécules standard. A partir de résultats obtenu, on a constaté que I’effet inhibiteur sur
I’uréase est dépendant de la concentration qui s’étale sur une gamme de dilution allant de
25 a 250ug/ml. Ainsi, la concentration inhibitrice a 50% a été estimée a 77.56 pg/ml pour
I’extraite de feuilles de C. albidus, alors que pour I’acide borique 1’ICsq est estimee a
175upg/ml ; soit disant deux fois supérieur a celle de la plante C. albidus pour atteindre le
méme effet de 50% d’inhibition ; autrement dit la plante C. albidus est deux fois plus
efficace que la molécule standard ; I’acide borique. Des plantes médicinales des extraits de
certaines herbes médicinales couramment consommees dans la médecine traditionnelle
iranienne ont été examinées pour leur pouvoir d’inhibition sur l'uréase (Mahernia et al.,
2015). Excepte la plante Ginkgo biloba L. qui a montré une IC 5, trés faible (36.17ug/ml),
I’extrait de notre plante ; C albidus ; s’est avéré plus efficace. Une autre plante médicinale,
dont le nom est Scutellaria baicalensis Georgi (famille des Labiatae), a été citée par Tan et
al., 2013, pour étre efficace contre 1’uréase et cet effet serrait du d’aprés la méme étude a
sa richesse en une molécule bioactive majoritaire ; Baicalin qui est un flavonoide
glycosylé . La quercetin glycoside qui a été isolée en grande quantité a partir de feuilles de
C. albidus (Tahiri et al., 2017) a été rapportée comme un inhibiteur potentiel pour 1’uréase
(Shabana et al., 2010).
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Figure 20: Effet inhibiteur sur I’'uréase des extraits des plantes a différentes

concentrations.

IVV.5. Prédiction de mode de mécanisme d’action in silico de certaines
molécules isolées de feuilles de C. albidus

Les molécules de nature flavonoide glycosylé isolées a partir de feuilles de C.
albidus ont été sélectionnées pour prédire leur mode d’action et leur affinité vis-a-vis de
I’enzyme uréase. Effectivement ces molécules a savoir, la quercetin-3-O-rutinoside et
quercetin-3-O-rhamnoside, ont montré respectivement des docking scores de -9.0
(kcal/mol) et -8.7 (kcal/mol) respectivement. Les deux molécules ont montré une affinité
trés importante pour le site indiqué sur la figure suggérant qu’ils exercent leur effet
inhibiteur sur I’enzyme en occupant ce site. Des flavanoides étudiés par Kataria, et
Khatkar, 2019 sur D’inhibition de 1’uréase ont montré des effets inhibiteurs tres
intéressants avec des valeurs de docking score entre -7 et -10 kcal/mol. Ces valeurs de
docking score sont trés proches de celles manifestées par les molécules sélectionnées de C.
albidus ce qui nous laisse prédire qu’elles seraient de potentiels inhibiteurs sur I’uréase et

qu’ils contribuent trés probablement dans ’inhibition de 1’uréase par C. albidus.
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Site catalytique

Figure 21 : Prédiction de mécanisme moléculaire de la quercetin-3-O-rutinoside et

quercetin-3-O-rhamnoside
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Conclusion et perspectives

Dans ce travail nous avons porté intérét sur quelques plantes médicinales sectionnées sur
la base de leur utilisation par la population locale en Algérie dans le but de les mettre en valeur sur
la base des preuves scientifiques en évaluant leur contenu en molécules bioactives notamment les
composes phénoliques, et aussi en considérant leur pouvoir antioxydant ainsi que leur effet

inhibiteur sur I’enzyme uréase.

De nos résultats, il s’est avéré que la plante C. albidus est une source inestimable en
polyphénols en exhibant les taux les plus élevés en phénols totaux et en flavonoides et de méme,
comme c’est prévisible, cette plante a exprimé I’activité anti-radicalaire la plus efficace en
comparaison a celle des plantes testées en parallele. Cependant cette plante reste moins importante
a la rutine utilisée ici comme molécule anti-oxydante standard. De fagon intéressante, nous avons
constaté que I’extrait de feuilles de C. albidus a exprimé également I’effet inhibiteur le plus
important. L’IC50 de I’inhibition de C. albidus pour I’enzyme uréase était plus significative en
comparaison & I’acide borique utilisé ici comme inhibiteur standard de I’enzyme. Cet effet
inhibiteur est tellement intéressant que nous avons tenté de prédire le mode d’action de certaines
molécules déja isolées a partir de feuilles de cette plante, a savoir la quercetin-3-O-rutinoside et
guercetin-3-O-rhamnoside. Ces molécules sont sélectionnées en étant rapportées dans d’autres
études comme inhibiteur potentiel de 1’enzyme uréase. Les deux molécules sélectionnées pour
prédire leur mode d’action sur ’enzyme ont montré une affinité trés forte avec un site de liaison
proche de site catalytique de I’enzyme ce qui laisse supposer que cela peut affecter la réaction

catalytique de I’enzyme.

La plante qui mérite de I’intérét est C. azarolus qui a montré des propriétés anti-
oxydantes acceptables. Elle est venue en deuxieme lieu apres les feuilles de C. albidus. Alor que
les feuilles de L. implexa et R. alaternus leur teneur en composés phénoliques et leur propriétés
biologiques étaient faibles mais rien empéche que d’autres propriétés restent a confirmer pour ces

plantes de moment qu’elles sont utilisées en médecine traditionnelle.

Dans cette étude nous avons apporté pour la premiére fois de nouveaux éléments sur les
propriétés biologiques des plantes sélectionnées notamment 1’effet inhibiteur vis-a-vis 1’enzyme
uréase. L’effet inhibiteur intéressant exprimé par les feuilles de C. albidus reste basé sur des
généralités peu détaillées. Cela nous laisse dire que nos résultats restent partiels et que d’autres
travaux sur ces plantes s’imposent aux niveaux pharmacologiques et chimiques. Il serait essentiel, a
I'avenir de préciser la nature des composés phénoliques, en utilisant des méthodes plus avancées
telles que I'HPLC, la GC-MS et la RMN. Aussi, il serait intéressant de tester les composés
identifiés individuellement et déterminer leur mode d’action sur I’enzyme uréase. Finalement, il est

impératif de vérifier ’absence d’effets cytotoxiques des composés.
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Evaluation de I'activité antioxydante et I'effet inhibiteur sur I'uréase, des extraits de quelques plantes médicinales
locales et prédiction de leur mode d'action in silico.

Résumé : La présente étude nous a permis, de comparer les teneurs en polyphénols, flavonoides ainsi que I’activité
antioxydante (activité antiradicalaire de DPPH et d’ABTS™) et antiulcéreuse (ulcére causé par H. Pylori ) des extraits des
quatre plantes : Crataegus azarolu ; Lonicera implexa ; Rhamnus alaternus et Cistus albidus. Les résultats montrent que
I’extrait de C. albidus représente la teneur la plus élevée en polyphénols (384,22 mg EAG/g) et en flavonoides (188,47 mg
ER/g) suivi par C.azarolu et les deux autres plantes. L’effet anti DPPH et anti ABTS des extraits 4 100 pg/ml est variable
d’une plante a une autre, C. albidus a montré un pourcentage assez important avoisinant une moyenne de 94.91%, L’extrait
de C. azarolus a manifesté un effet moyen, alors que, les extraits correspondants a R. alaternus et L. implexa ont montré des
pourcentages trés faibles. L’évaluation de I’activité inhibitrice sur I’enzyme uréase a montré que C. albidus est tres efficace
pour son pouvoir inhibiteur vis-a-vis de ’enzyme uréase en réduisant 5 fois son activité en comparaison au témoin positif
(sans inhibiteur), alors que C.azarolu présente une inhibition moyenne et R. alaternus et L. implexa se sont montrés de
faible activité inhibitrice. L’IC50 de I’extraite de feuilles de C.albidus a été estimée a 77.56 pug/ml, alors que pour I’acide
borique 1’ICs, est estimée a 175ug/ml ; soit disant deux fois inferieure & celle de ’acide borique. La prédiction de mode
d’action in silico de certaines molécules isolées de feuilles de C. albidus montre que deux molécules : la quercetin-3-O-
rutinoside et quercetin-3-O-rhamnoside ont des docking scores de -9.0 (kcal/mol) et -8.7 (kcal/mol) respectivement. 1l est
supposé, que l’effet inhibiteur de ces molécules s’exerce sur I’enzyme en occupant un site de liaison proche de site
catalytique de 1’uréase.

Mots clés : Plantes médicinales ; polyphénols ; DPPH ; ABTS ; activité anti-oxydante ; activité anti-ulcéreuse.

Evaluation of the antioxidant activity and the inhibitory effect on urease, extracts of some local medicinal plants and
prediction of their mode of action in silico.

Abstract: The present study allowed us to compare the containment ratios of four plant extracts: Crataegus azarolu;
Lonicera implexa; Rhamnus alaternus and Cistus albidus for polyphenols and flavonoids as well as the antioxidant and
antiulcer activity (ulcer caused by H. Pylori).The results showed that the extract of C. albidus represents the highest content
of polyphenols (384.22 mg EAG / g) and flavonoids (188.47 mg ER / g) followed by C. azarolu and the two other plants .
The anti-DPPH and anti-ABTS effect of the extracts at 100 pg / ml differ from one plant to another, while C. albidus showed
a high percentage averaging 94.91%. The extract of C. azarolus showed a mean effect, whereas the extracts corresponding to
R. alaternus and L. implexa exhibited very low percentages. The evaluation of the inhibition activity on the urease enzyme
indicated that C. albidus is very effective by reducing its activity 5 times compared to the positive control (without inhibitor
), while C. azarolu has moderate inhibition and it was improved that R. alaternus and L. implexa had a low inhibitory
activity. The ICs, of leaves extract of C. albidus has been estimated at 77.56 pg / ml, whereas for boric acid the ICs is
estimated at 175 pg / ml. The prediction in silico of action mode of certain isolated molecules from C. albidus shows that two
molecules: quercetin-3-O-rutinoside and quercetin-3-O-rhamnoside have docking scores -9.0 (kcal / mol) and -8.7 (kcal /
mol) respectively. It is expected that the inhibitory effect of these molecules is exerted on the enzyme by occupying site close
to catalytic binding site of the urease.

Key words: > Medicinal plants; polyphenols ;DPPH; ABTS; antioxidant activity; anti-ulcer activity.
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