Al Aplal iasall 4 ) all 4y ) sgand )
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE

M eald) il 5 Ml il 5 ) 5
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

Université des Fréres Mentouri Constantine Alaiud (g ) 5iia 3 AY) daals
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie shall 5 daphll o gle 40€
Département : Biologie Et Ecologie Végétale - il Ln o1 oS0l g L sl g ;i

Mémoire présenté en vue de I’obtention du Diplome de Master
Domaine : Sciences de la Nature et de la Vie
Filiere : Sciences biologiques

Spécialité : Biologie et Physiologie de la reproduction

Intitulé :

Evaluation des propriétés biopharmacologiques de deux
plantes sauvages de I’est Algérien

Présenté et soutenu par : MAADI KENZA
Le : 15/07/2019

Jury d’évaluation :

Présidente : BOUDOUR .L. Pr Université des Fréeres Mentouri-Constantinel
Rapporteur : ZEGHAD .N. MCB Universiteé des Freres Mentouri-Constantinel
Examinateur : DJEROUNI. A. MCB Université des Fréres Mentouri-Constantinel

Année universitaire
2018 - 2019



Remerciements

Avant toute chose je ne manquerai pas de remercier ici quelques personnes sans lesquelles

ce Mémoire n’aurais jamais vu le jour

Je tiens avant tout a remercier Dieu tout puissant de m avoir donné la force et la volonté

pour achever ce modeste travail.

Ce sujet a été proposé par Madame ZEGHAD NADIA, Maitre de Conférences B a Université
des Fréeres Mentouri-Constantine 1. Je lui exprime mes plus vifs remerciements ainsi que
mes profondes gratitude pour m’avoir orienté, dirigé ce travail et également pour tous ses

conseils dans [’élaboration et la conception de ce mémoire.

Je tiens a remercier Madame BOUDOUR LAILA, Professeur a Université des Fréres
Mentouri-Constantine 1 de m'avoir fait /’honneur de présider le jury de soutenance. Je
remercie vivement Mr DJEROUNI AISSA, Maitre de Conférence B a ['université des fréres

Mentouri-Constantine 1 d'avoir accepté de juger mon travail.

Ce travail a été effectué au sein des laboratoires de Centre de Recherche en Biotechnologies
a Constantine (Labo2 et labo5) et au laboratoire de pharmacologie et toxicologie a l’institut

National des Sciences Vétérinaire, Université des Fréres Mentouri-Constantinel.

Je remercie Dr. BENSUICI, maitre de recherche au CRBt de Constantine, et Dr.
ABDESSEMED ainsi que tous les ingénieurs et les employés du Centre pour leurs aides et

leurs conseils précieux pour la réalisation de ce travail.

J exprime mes sincéres remerciements a Madame MAAMERI ZINEB, Maitre de
Conférences A a ['université des freres Mentouri-Constantine 1 pour son aide, sa patience,

et ses précieux conseils.

Merci a monsieur BELMIHOUBI ZOHIR



Je ne peux pas m’empécher d’avoir une pensée pour ceux et celles qui m’ont répondu
présents et m’ont offert leur soutien moral dans les moments difficiles et qu'ils ont été a mes

cOté.



Dédicaces

Aux étres les plus chers : Mes parents,

Je dédie ce mémoire A MON PERE,

Mon plus haut exemple et mon modele de persévérance pour aller
toujours de l'avant et ne jamais baisser les bras. Pour continuer a
m’inculquer les vraies valeurs de la vie et j’espere que ce travail sera a

la hauteur de tes attentes.

A MA MERE,

Pour son affection, sa patience, sa disponibilité, son écoute permanente
et son soutien sans égal dans moments les plus difficiles de ma vie. La
ou je suis arrivée aujourd’hui c’est a vous MES CHERS PARENTS que

je le dois, que Dieu vous garde.

A mon cher frere : Borhan Je te souhaite un avenir plein de joie, de bonheur et
de réussite

A mes tres cheres sceurs, Doria et Nada

A la pensée de ma grand- mére "Rekia" et mon grand-pere "Ali" J aurais aimé
de vous voir a mes cotés pour toute la vie, vous aviez impacté positivent ma vie.
Je ne vous oublierai jamais. Vous resteriez a jamais gravés dans nos coeurs.

Paix a vos ames.
A Mes amies et mes camarades de promotions.

A tous les enseignants qui ont contribué a ma formation Je ne peux trouver les
mots justes et sinceres pour vous exprimer mon affection et mes pensées, vous
étes pour moi des parents, fréres, seeurs et des amis sur qui je peux compter.



Liste des abréviations

DPPH : 2, 2-diphényl-1-picrylhydrazyl

ABTS : 2,2’-azynobis-[3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique].
CUPRAC : Cupric reducing antioxidant capacity .
GOR assay : Galvinoxyl scavenging assay .

AchE : Acetylcholinesterase .

EAG : Equivalent en Acide Gallique.

EQ: Equivalent en Quercétine.

ICso : Concentration Inhibitrice de 50% du radical DPPH
AICl;3 : Chlorure d’aluminium

C : Degré celsius

g : gramme

AICI;3 : Chlorure d’aluminium



Sommaire

Remerciements

Dédicaces

Liste des abréviations

Liste des tableaux

Liste des figures

Introduction

Partie | : Synthése bibliographique

Chapitre I : Synthese bibliographique sur les plantes étudiees

1/ Teucrium POIIUM L ..ottt et bttt

1.1/ Description DOtANIQUE .........ineieeii it
1.2/ Systématique DOtanIQUE ...........cooiiiii e

1.3/ Origine et répartition gEographique. ........couviiiiiiiiii i e eenn
1.4/ CompoSItioN ChIMIQUE. ...ttt e et e e eeeeeaaas
1.5/ Utilisation médicales et pharmacologiques de Teucrium polium L......................
2/ RUDUS TrULICOSUS L. . eie e e e
2.1/DesCription DOLANIGUE ........eeit it
2.2/Systématique botanique ..........ccooiiiiiiiii e

2.3/ Distribution géographiqUe ...........c.ieirint i

2.4/CoMPOSILION ChIMIGUE. . ...ttt e e e e

2.5/ Propriétés médicinales et pharmacologiques de Rubus fructicosus L ...................



Chapitre 11 : Synthése bibliographique sur les composés phénoliques

13 o e (o1 Te) s E RS
O 1 (18 10 ) s PPN

2.1/ Les acides phénoliques (C6-CLoU CB-C3)......coviriniiriiiiiiiiie e
2.2/ Les flavonoides (CB-C3-C6)......viniiniirie e

2,30 LS TANNINS .ottt e e

2.3.1/ Tanins hydrolysables ............oouiiiniinii e
2.3.2/ Tanins condenses (CH-C3-CB)n .. uouenrininiiriie et
2. 41 LesS lIgNINES (CB-C3)n ouvneiniitit it e
3/ Biosynthése des cCompPOSES PhENOTIGUES .......ocveverierieiiie it
3. 1/Voie de ShiKImate. ... ..o coouiti e
3.2/Voie d’acétate malonate. ..........o.oiuiiiiiii i
3.3/ Voie mixte de biosynthése des flavonoides ...
4/ Activités biologiques des composé€s phénoliques............oocvviiiiiiiiiiiiiiiiiean,

4.1/ ACtIVItE aNtIOXYAANTE ... .ottt
4.1.2/ Stress OXYAatif......o.uiiiiiiiie e e e eneees
4.1.3/1eS antiOXYAaANES. ... ntteett ettt e e et e e e e
4.2/ ACHIVILE CICAIIISANEE ...\ttt ettt ettt et et e et et e et e e e e e e eaeeaaeeaaeeaneenans

Chapitre 111 : Matériel et Méthode

1/ Matériel vEZEtal ...... ..o
2/ Méthode d’eXtraCtiOn. ... ...o.uinuie it e
3/ Caractérisation chimigque des extraitS .............oeiiiririiiit e
3.1 Analyse qualitatives Par SCTEENING ... ....euueuttent ettt ettt eaenaeneas
3.2/ Analyse quantitatives par spectrophotometre (Dosage) ...........ceveveveririniniinnnnnnn.
3.2.1/ Dosage des polyphénols totauxX..........o.vviiiiriiiiiie e

3.2.2/ Dosage des flavonoides totauX...........ovuiiiiiiiiiiiiii e

17

17

21

22

24

24

24

24

25

27

27

27

27

29

29

30



3.2.3/ Dosage des flavonols tOtauX. .. ...ouiiuiiniii et 31

4 | Evaluation des activités Diologiques ..........c.oveiriiiiii i 31
4.1/ Activité antioxydante au DPPH............ccoiiiiiiiiiiiieeeee e, 31
4.2 Activité antioxydante ABTS. ... ... 32

4 .3/Capacité¢ de réduction I’ion cuprique CUPRAC.................. coviiiiiiiiiiiiiiiieeeee. 33

4 4/ Capacité de réduction du radicale GOR...............coiiiiiiiiiiiceeeeeie e, 34

4 .5/Mesure de l’activité de I’acétylecholinestérase AchE............cccovviiiviiiiniiiinninenne, 34
4.6 /Activité inhibitrice d” 0 @mYIaSe .........oooiriiiiii e e, 36
4 .7/ Evaluation de I’effet cicatrisant des eXtraits ..............covviieiiiiiiriniiieiniinannnnn, 36

Partie 111 : Résultats et discussion

1/Caractérisation chimique des extraits hydromethanoliques .........................oe . 39
1.1/ Criblage phytoChimiqUe ..........oiiriieiitii e 39
1.2/ Estimation des contenus en composes phénoliques dans les extraits .................... 40
3/ Evaluation des activités biologique ..o 41
3.1/ Activité antioxydante au DPPH ... 41
3.2/ Activité antioxydante a PABTS. ... e 43
3.3/ Capacité de réduction I’ion cuprique (CUPRAC).........ccoviiiiiiiiiiiiiiee, 45
3.4/ Activité antioxydante aua radical galvinoxyl (GOR).............ccoiiiiiiiiiiiiiiennn. 47
3.5/ Activité inhibitrice de I’acétylcholinestérase (AChE) et d’a amylase .................. 49
3.6/ Evaluation de I’effet cicatrisant des eXtraits..............ooovviiiniiriiiiiiiniininanann.. 51
ConClUSION QENEIAIE ... ... .o, 55

Références bibliographiques

Annexes

Résumés



Liste des tableaux

Tableau I: Classification systématique de Teucrium polium L ............................. 4

Tableau I1: Classification systématique de Rubus fruticosus L. .......................... 7

Tableau I11: Principaux dérivés d’acide benzoique ...........c.ovvvviviiiininiiienennn... 10
Tableau IV: Principaux dérivés d’acide cinnamique...............cooivviiiinninnennnn... 11
Tableau V : Principaux dérivés de COUMArings. ............cooviveiriniiiriiianeeiiieann, 11
Tableau VI Principales classes des flavonoides................cccooeviiiiiiiiiiiniiniiieeees,. 12
Tableau VII : Résultats du criblage phytochimique des extraits. ......................... 39

Tableau VIII : Estimation des contenus en composes phénoliques dans les extraits... 40

Tableau IX : Pourcentage d’inhibition de I’acétylcholinestérase en présence des

L 5 12 5 16 50
Tableau X : Pourcentage d’inhibition d” o amylase en présence des extraits............. 50

Tableau XI: Chronologie de la cicatrisation des plaies d’excision traitées et non

traitées (contréle) chez le lapin............ooooiiiii i 52

Tableau XII: Evolution de la contraction des plaies d’excision chez le lapin traité et

8 (0 ) 8 B 3 L 54



Liste des figures

Figure 1: Présentation de Teucrium polium... ... ..........ccccooceveeiee ceieeie e e v ee e 3
Figure 2: Présentation de Rubus fruticoSUS L ............oooiiiiiiiiiiiiiiiieieeeaae 6
Figure 3: Structure chimique des composés phénoliques .............coovivviieeniininnennnn.. 9
Figure 4: Classification des polyphénols .............cooiiiiiiiiiiiiiiii e 10
Figure 5: Structure de base des flavonoides .............cooiiiiiiiiii 12
Figure 6: Structure des tannins hydrolysable (cas d’acide gallique) ........................ 15

Figure 7: Structure des tanins condensés (cas de tanins condensés a base de flavan-3-

Figure 8: « Structure chimique d’une unité de phénylpropanoide (C6-C3) (A) et d’un

BENANE(B) ..ttt 16
Figure 9: Voie de biosynthése de Shikimate ...............cooiiiiiiiiiiiiien, 18
Figure 10: Voie de biosynthése de phénylpropanoide..................cooviiiiiiiiiin.n, 19
Figure 11: Représentation simplifiée du métabolisme des phénylpropanoides............. 21
Figure 12: Condensation de la voie d’acide shikimique et de malonate..................... 21
Figure 13: Voie de biosynthése des flavonoides..............coeiiiiiiiiiiiiiiiiiiie. 23

Figure 14: Mécanisme réactionnel entre ’espéce radicalaire DPPHe et un antioxydant.. 31
Figure 15: Teneurs en polyphénols, flavonoides et flavonols dans les extraits ........... 41

Figure 16: Evolution du pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction des

concentrations des extraits et des standards..........ooeeiii i 43

Figure 17: Valeurs des ICso (DPPH) des extraits et des standards........................... 43

Figure 18: Evolution du pourcentage d’inhibition d’ABTS en fonction des

concentrations des extraits et des Standards ......cooveeeeeeeee e, 45



Figure 19: Valeurs des ICso (ABTS) des extraits et des standards........................ 45

Figure 20: Cinétique de réduction du Cu*? en Cu*!par les extraits et les standards

ANEIOXYAANES. . .. v ettt ettt et et et et e e et 47
Figure 21: Valeurs des ECso (CUPRAC) des extraits et des standards..................... 47

Figure 22: Evolution du pourcentage d’inhibition du radical glavoxyl (GOR) en

fonction des concentrations des extraits et des standards..........oooieeeiii i, 49

Figure 23: Valeurs des ICso (GOR) des extraits et des standards............................ 49

Figure 24: Chronologie de la cicatrisation des plaies d’excision traitées et non traitées

(contrdle) chez 1€ 1apin........oouiiiii e 52



Introduction



Introduction

Introduction

Dans [l’antiquité, certaines plantes étaient vénérées pour des vertus qu’on leur avait
reconnues. L’homme s’est toujours soigner par ces plantes de maniére empirique, guidé par la
tradition ou les coutumes que personne ne cherchait a savoir pourquoi ou comment elles
agissaient, mais ¢’était un fait incontesté et qui paraissait magique. En effet, il est étonnant
qu’une feuille, une fleur ou une racine puisse guérir, ou tout au moins soulager un état maladif

ou des troubles organiques (Zenasni, 2014).

L’Algérie est I'un des pays disposant d’un important réservoir de plantes médicinales et
phytothérapeutiques qui doivent étre valorisees pour leur exploitation dans différent usages,
notamment la fabrication de médicament. Plus de 3164 espéces appartenant a plusieurs
familles botaniques, dont 7,9% endemiques restent trés peu explorée sur le plan
phytochimique, comme sur le plan pharmacologique (krisknaiah et al., 2011). Parmi la
diversité de plantes méditerranéennes, se trouvent de nombreuses espéeces médicinales, dont la
plupart constitue un groupe numeériquement vaste de plantes économiquement importantes.
Selon 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), prés de 6377 espéces de plantes sont
utilisées en Afrique, dont plus de 4000 sont des plantes médicinales, ce qui constitue 60 % de
la médecine traditionnelle en Afrique (OMS, 2003).

Dans ce contexte, le présent travail s’inscrit dans le cadre d’une étude phytochimique
permettant de déterminer qualitativement et quantitativement certains groupes chimiques
bioactifs contenus dans des extraits hydroalcooliques de deux plantes médicinales d’intérét
biopharmacologique; Teucrium polium L, Rubus fruticosus L cultivées dans I’Est Algérien

et une évaluation de leurs activités biologiques et se fixe comme objectif sur :

-Extraction et caractérisation du profil en composes phénoliques des extraits des plantes
étudiées ;
- Evaluation in vitro du potentiel antioxydant (DPPH, ABTS, CUPRAC, GOR) et anti

enzymatiques sur un plusieurs modeles expérimentaux des extraits des plantes étudiées ;

- Evaluation in vivo d’effet cicatrisant, des extraits hydroalcooliques de Teucrium polium L,

et de Rubus fruticosus L ;



Introduction

Le présent travail est organisé comme suite :

La premiére partie du manuscrit traite des donnés bibliographiques regroupant dans un
premier chapitre les aspects botaniques, taxonomiques et pharmacologiques sur les especes
étudiées. Un deuxiéme chapitre s’intéresse aux composés phénoliques, leurs classifications,

leurs biosyntheses, et propriétés pharmacologiques.

La deuxieme partie est organisée en deux sous parties ; la premiére sous partie présente le
matériel et les méthodes, alors que la seconde sous partie englobe les principaux résultats

obtenus et leur discussion.

Le manuscrit se termine par une conclusion généerale qui permettra de dégager quelques
perspectives de prolongement a ce travail, les références bibliographiques et une partie

annexe.
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Chapitre | : Synthése bibliographique sur les plantes étudiées

1/ Germandrée tomenteuse Teucrium polium L.
1.1/ Description botanique

Teucrium polium L. est une espéce de la famille Lamiacée trés variable; de nombreuses sous
espéces ont été décrites dont certaines sont parfois érigées au rang d'espece. C’est une plante
herbacée vivace a odeur poivrée par frottement. Les tiges sont de 10-30 cm de hauteur, blanches-
tomenteuses portant des feuilles opposées sessiles, linéaires-lancéolées ou oblongues, en coin et
entieres a la base et a dents arrondies en haut. Ces feuilles, blanches tomenteuses sur les deux
faces ont les bords enroulés. Les fleurs forment des inflorescences compactes globuleuses ou
ovoides serrées. Le calice brievement tomenteux, a des dents courtes, la supérieure obtuse ;
Corolle a lévre supérieure tronquée et a lobes supérieurs pubescents (Boulard, 2003 ; Naghibi et
al., 2005).

Nom commun : mountain germander (Anglais), pouliot de montagne, germandrée tomenteuse,
germandrée blanc-grisatre (Francais) ; poliot, camendrio di montagna, timo bianco, polio primo
(Italien), j‘ada, khayata, Katabet ledjrah (Arabe).

Figure 1 : Présentation de Teucrium polium L (Wikipedia, 2019)
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1.2/ Systématique botanique

Le genre Teucrium est représenté par plus de 340 espéces dont 20 se trouvent en Algérie, et 12
sous especes qui ont été signalées par (Quezel et Santa, 1962). Selon Quezel et Santa (1963),

Teucrium polium est classé comme suit (tableau 1) :

Tableau | : Classification botanique de Teucrium polium L.

Régne Plantae
Ordre Lamiales
Famille Lamiaceae
Genre Teucrium
Espece Teucrium polium L.

1.3/ Origine et repartition geographique

La germandrée tomenteuse Teucrium polium L. est originaire du sud-ouest d’Asie, d’Europe et
d’Afrique du nord (trouvée principalement dans le secteur méditerranéen et occidental). Elle
pousse dans les pelouses arides, les rocailles de basse altitude, collines et les déserts arides
(Abdollahi et al., 2003).

Cette plante est présentée dans la majorité des pays du Moyen-Orient et de la Méditerranée
(Moghtader., 2009; Kandouz et al., 2010). En Algérie, elle est assez commune dans I’espace
méditerranosaharienne, plus rare au Sahara septentrional et au Tassili, elle pousse dans les lieux
rocailleux et secs, les lits arides, roches et sables (Quezel et Santa, 1962; Ozenda, 2004; Lemoine,
2005).

1.4/ Composition chimique

Plusieurs chercheurs ont évalué la composition chimique de Teucrium polium développée dans
différents secteurs géographiques. La plupart de ces études, basées sur l'analyse des extraits par
les méthodes chromatographiques en phase gazeuse, ont indiqué la présence de plusieurs

composeés incluant principalement les flavonoides, polyphénols, tannins, huiles essentielles et

4
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alcaloides. De plus, Rasekh et ses collaborateurs (2001) ont rapporté la présence des glycosides
tels que verbascoside et poliumoside (connus sous le nom de phénylethanoide) au niveau des
parties aériennes de la plante (Shakhanbeh et Atrouce, 2001; Proestos et al., 2004; Parsaee et
Shafiee-Nick, 2006).

Les flavonoides qui ont été isolés sont ; luteoline, apigenine, diosmetine, cirsimaritine, cirsilole,
cirsilineol, 5-hydroxy-6,7,3’,4 tétramethoxyflavone, salvigenine, apigenine 5-galloylglucoside,
apigenine-7-glucoside, vicenine, luteoline-7-glucoside. Teucrium polium constitue aussi une
source riche en diterpénoides, particulierement les furanonéoclérodanes, I'un de ces composants

majeurs est la teucrine (Hasani et al., 2007).

1.5/ Utilisation médicales et pharmacologiques de Teucrium polium L.

Des especes de Teucrium polium L. ont été employées en tant qu'herbes médicinales pendant plus
de 2000 anneées comme diurétique, inotropique et chronotropique, tonique, antipyrétique,
cholagogue et anorexiques (Khleifat et al., 2001 ; Niazmand et al.,2008). Le feuillage de
Teucrium polium L. légérement poivre, était couramment utilise pour relever les salades ou
parfumer les fromages de chevres. Une infusion des feuilles et des fleurs était ainsi consommée
comme boisson régénératrice. En meédecine traditionnelle, la Germandrée tomenteuse est
employée comme analgésique, antispasmodique et hypolipidémique. Cette plante peut avoir
quelques intéréts d’ordre cliniques: cas de désordres stomacaux et gastrointestinaux tels que la
colite (Abdollahi et al., 2003 ; Boulard, 2003 ; Dehghani et al., 2005 ; Kaileh et al., 2007). Cette
plante est largement distribuée comme agent hypoglycémiant. Sa décoction dispose un effet
hypoglycémiant chez les rats normoglycémiques par rapport aux modeles hyperglycémiques
induits par le streptozotocine. Cependant, des épreuves de slreté sont exigées pour confirmer son
action hypoglycémiante (Esmaeili et Yazdanparast, 2004). L’utilisation de ’extrait éthanolique
de Teucrium polium L. sur des milieux de culture de Saccharomyces, in vitro, a mené a diminuer
le taux des acides gras et bloquent la peroxydation au niveau des érythrocytes, ainsi il a montré
des effets antibactériens et antifongiques (Shahraki et al., 2007). Plusieurs recherches ont
démontré certains effets pharmacologiques attachés a I’utilisation de Teucrium polium L., parmi
lesquelles on invoque I’action antibactérienne, anti-inflammatoire, antivirale, anti-ulcerogene,
anti-nociceptive, antispasmodique, antidiabétique, diurétique, hypolipidémique, antifongique,

antagoniste du calcium et cytotoxique (Esmaeili et Yazdanparast, 2004). Par conséquent, d'autres

5
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investigations sont nécessaires maintenant pour élucider le mécanisme de [laction
pharmacologique et identifier les composants bioactifs responsables de telles actions afin

d'expliquer leur efficacité thérapeutique (Ljubuncic et al., 2006).

2/ Ronse commune Rubus fruticosus L.

2.1/Description botanique

La ronce commune mesure en moyenne 4 m de hauteur. Il s’agit d’une plante vivace, semi
caduque et épineuse. Les feuilles sont vertes portant trois lobes, garnies de poils épars sur les
deux faces. Elles comportent cing folioles souvent plissées et finement dentées. La fleur se
trouve construite selon le schéma propre a cette famille: Cing pétales roses ou presque blanches,
cing sépales vertes sur le dos, étalées et concaves et de nombreuses étamines plus courtes que les

styles ou les égalant a peine. Les fruits sont des grappes de baies noires (Bruzzese et al.,2000).
Nom vernaculaire frangais: Ronce commune, Ronce des haies, Ronce, Mures sauvages
Nom vernaculaire anglais : Blackberry

Nom vernaculaire kabyle : Inigel

Nom vernaculaire arabe : TGt el Ullayq

Figure 2 : Présentation de Rubus fruticosus L. (Bruzzese et al., 2000).
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2.2/systématique botanique

D’aprés Bock (2013), la classification de la Ronce est présentée dans le tableau I1.

Tableau 11 : Classification systématique de Rubus fruticosus L (Bock, 2013)

Regne Plantae
Classe Magnoliopsida
Ordre Rosales
Famille Rosaceae
Genre Rubus
Espeéce Rubus fruticosus L

2.3/ Distribution geographique

L’espéce Rubus fruticosus L est présente sur tout I’hémisphére nord, des régions tempérées aux
régions froides, du bord de mer balayé par les embruns au bord des glaciers a 2300 métres
d’altitude. Le Mdrier sauvage s'est acclimaté en Amérique et en Australie. 11 pousse surtout dans
les haies et les foréts. En Algérie, cette plante pousse essentiellement dans le Tell et 1’Aurés
(Quezel et Santa, 1962).

2.4/Composition chimique

Les feuilles de Rubus sp sont intéressantes en phytothérapie pour leur contenu en tanins et par
I'absence de composés a la toxicité notable comme des alcaloides par exemple. Les tanins
correspondent en moyenne a 10% du poids sec des feuilles et sont principalement sous forme de

tanins hydrolysables dérivés des acides galliques et ellagiques.
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Les feuilles contiennent aussi des flavonoides non-spécifiques et des acides organiques.

La feuille de Rubus sp renferme aussi des diterpénoides (Hurtel,2016)
2.5/ Propriéetés médicinales et pharmacologiques de Rubus fructicosus L

Les feuilles du murier sont couramment utilisées en phytothérapie car elles possedent de
nombreuses vertus, en effet celles-ci sont un excellent antidiabétique, dépuratif, astringentes, et
donc souvent utilisées dans le traitement des inflammations de la gencive, des ulcéres de la cavité
buccale et de la toux. Elles sont dotées aussi de propriétés anti diarrhéiques, diurétiques

et anti hémorroidaires (Zia-Ul-Haq et al., 2014). La mdre dispose également d’un pouvoir
anxiolytique par dépression du systéme nerveux central. Ce dernier est plus élevé dans les fruits
et il minime dans les tiges. En plus de ces activités, I’étude menée par (Zia-Ul-Haqg et al.,

2014).met en évidence un effet protecteur des difficultés cognitives.
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Chapitre 11 : Synthese bibliographique sur les composés phénoliques

1/ Introduction

Les polyphénols ou les composés phénoliques, sont des métabolites secondaires spécifiques du
regne veégétal représentant la pigmentation (teinte des feuilles, couleur des fruits et des fleurs)
(Serrano et al., 2010), et jouant également un rdle dans la protection des plantes contre les
agressions pathogenes (Drewnoski et al., 2000 ; Zem et Fernandez, 2005).

Au sens strictement chimique du terme, les « polyphénols » devraient se restreindre aux
structures qui comportent au moins deux groupements phénoliques, quel que soit le nombre de

groupes hydroxyles qu’ils portent chacun (Quideau et al., 2011).

Groupe hydroxyl — »OH

Anneau aromatique

Groupe phénol

Figure 3 : Structure chimique des composes phénoliques (Quideau et al., 2011).

2/ Classification

Les polyphénols sont classés en difféerents groupes en fonction du nombre de noyaux aromatiques
qui les composent et des éléments qui les relient. On distingue les phénols simples (parmi eux les
acides phénoliques), les flavonoides, les lignanes et les stilbénes (Boros, 2010). En plus de cette
diversité, les phénols sont présents naturellement sous forme conjuguée : avec des sucres, des
acides organiques, entre eux. Selon ( Manachet al., 2004), les polyphénols sont répartit en

plusieurs classes comme I’indique la figure 4.
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Acides
phénoliques

Polyphénols

\l/_,

Flavonoides

Anthocyanidine

FI

Stilbénes

Flavonols

Flavanones

Flavones

\l/J

Lignanes

Figure 4 : Classification des polyphénols (Manach et al., 2004)

2.1/ Les acides phénoliques (C6-C1 ou C6-C3)

Le terme d’acide-phénol peut s’appliquer a tous les composés organiques possédant au moins une

fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique (Bruneton, 2009). Les acides phenoliques se

scindent en deux grands groupes distincts : les acides hydroxybenzoiques (C6-C1), et les acides

hydroxycinnamiques (C6-C3). Les coumarines sont aussi considérées comme des composes

phénoliques ayant une structure de base de type benzo-2-pyrone (C6-C3) suite a une cyclisation

interne de la chaine latérale (Zeghad, 2018).

Tableau 111 : Principaux dérivés d’acide benzoique (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).
Structure R1 R2 R3 R4 Composé
H H H H Acide benzoique
e e ]
Ry COOH H OH | OH H Acide protocatechique
H OCHsz | OH H Acide vanillique
h H OH | OH | OH Acide gallique
H OCHs | OH | OCH;s Acide syringique
OH H H H Acide salicylique
OH H H OH Acide gentisique

10
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Tableau IV : Principaux dérivés d’acide cinnamique (Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Structure Rl | R2| R3 Composé

H H H Acide cinnamique

< COOH H | OH H Acide p coumarique
]

OH | OH H Acide caféique
RS OCHs3 | OH H Acide férulique

OCHs | OH | OCH3 Acide sinapique

Tableau V : Principaux derivés de coumarines (Macheix et al., 2005).

Structure R6 R7 R8 Composé

H OH H Umbelliférol
R6

X OH OH H Aescultol
_t==0 OCHsz | OH H Scopolétol
R7 o
OCHs; | OH OH Fraxétol

R8

H OH OH Daphnétol

2.2/ Les flavonoides (C6-C3-C6)

Actuellement, environ 4000 composés flavoniques sont connus (Edenharder et Griinhage, 2003)
et ils ont tous le méme squelette de base a quinze atomes de carbones qui sont arrangés a une
configuration C6-C3-C6 de type phényl-2-benzopyrane ce qui est synonyme avec la structure 2-
phényle chromane, composés de deux cycles aromatiques A et B a six atomes de carbones liés
avec une unité de trois atomes de carbone qui peut ou non étre une partie d'un troisieme cycle C
(figure 5) (Yao et al., 2004). Ces molécules ont un réle important dans la santé humaine, grace a
leurs diverses propriétés biologiques importantes : pouvoir antioxydant, inhibition de la
peroxydase lipidique, activité anti-inflammatoire...etc. (Alcaraz et et al., 2000 ; Rodriguez-
Vaquero et al., 2007).
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Les principales classes des flavonoides sont : les flavonols les flavones, les flavanones, les
flavan-3-ols, les isoflavones et les anthocyanes, ils varient dans leurs caractéristiques structurelles

par la diversité fonctionnelle autour de 1’oxygénation de I’hétérocycle (Sadasivam et al., 2003).

Figure 5 : Structure de base des flavonoides (Sadasivam et al., 2003).

Les flavonoides peuvent étre divisés en plusieurs classes notamment les flavones, les flavonols,
les flavanols, les flavanones, les dihydroflavanols, les isoflavones, les isoflavanones, les
chalcones, les aurones et les anthocyanes (Sadasivam et al., 2003).Cette classification a éte basee
sur la nature des substitutions R5 et R7 du cycle A, la nature des groupements R3’, R4’ et R5” du
cycle C ou bien le degré d’oxydation et la diversité fonctionnelle au niveau des positions 2, 3 et

4 du cycle C (Tableau VI).

Tableau VI : Principales classes des flavonoides (Sadasivam et al., 2003).

Classes Structures chimiques R3’ R4’ | R5 Exemples
R¥ Apigénine
Ra' H OH H
Flavones
0 o OH OH H Lutéoline
R5'
Diosmétine

OH | OCHs | H

OH 0

12
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Kaempférol
H OH | H
Quercétine
Flavonols OH OH H
OH OH | OH Myrecétine
Flavanols
OH OH H Catéchine
Naringénine
H OH H
Flavanones
OH OH H Eriodictyol
H OH H Pelargonidine
Anthocyanidines OH OH H Cyanidine
OH OH OH | Delphénidine

13



Synthese bibliographique Chapitre 11

Rs R7 Ry

OH OH OH Genistéine

Isoflavones

R H |O-Glu| OH Diadézine

2.3/ Les Tanins

Les tanins sont des substances polyphénoliques de structures variées, localisés dans les vacuoles,
solubles dans 1’cau et insolubles dans les solvants organiques apolaires (Aguilera Carbo et al.,
2008) . Ces substances ont en effet la propriété de se combiner aux protéines, ce qui explique leur
pouvoir tannant, tres répondu dans le régne végeétal. Les tanins peuvent exister dans divers
organes, mais on note une accumulation plus particulierement dans les tissus agés ou d’origine
pathologique. On distingue: les tanins hydrolysables et les tanins condensés (Roux et Catier,
2007).

2.3.1/ Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables (figure 6) sont des esters de glucose, c’est a dire un noyau central de
glucose sur lequel se fixent, au moyen d’une liaison ester, des acides : 1’acide gallique pour le
groupe des gallotanins et ’acide ellagique pour le groupe des ellagitanins, leur hydrolyse par des
acides, des bases ou certaines enzymes, libere le glucose ainsi que les acides gallique ou

phénolique liés (Bruneton, 2009).

14
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OH

OH
OH

OH

OH

Acide gallique

1,2,3,4,6-pentagalloyl-O-D-glucose
Figure 6 : Structure des tannins hydrolysable (cas d’acide gallique) (Bruneton, 2009).

2.3.2/ Tanins condensés (C6-C3-C6)n

Appelés aussi proanthocyanidines ou procyanidines. Les tanins condensés (figure 7) sont des
polyphénols de masse molaire élevée. lls résultent de la polymérisation auto-oxydative ou
enzymatique des unités de flavan-3,4-diol liées majoritairement par les liaisons C4-C8 (parfois
C4-C6) des unités adjacentes, et se nhomment ainsi proanthocyanidines de type B. Lorsque la
condensation se produit entre les unités adjacentes par la liaison C4-C8 et par une liaison d’éther

additionnelle entre C2 et C7, les proanthocyanidines sont dits de types A) (Bruneton, 2009).
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R=H Procyanidol
R=OH Prodelphinidol

Figure 7 : Structure des tanins condensés (cas de tanins condensés a base de flavan-3-ols)
(Bruneton., 2009)

2.4/ Les lignines (C6-C3)n

D’un point de vue chimique on peut définir la lignine comme un polymére tridimensionnel
formés a partir de trois unités monomeres phénoliques qui sont : I’alcool coniférylique, 1’alcool

sinapylique et I’alcool p-coumarylique (Sainvitu et al., 2012).

H,CO
D/\/\ o
HO
H5,CO
— OH
HO
OCH3

Figure 8 : Structure de lignigne (Sainvitu et al., 2012).
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3/ Biosynthése des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont principalement issus de deux grandes voies métaboliques de
biosynthése notamment la voie de 1’acide shikimique, la voie d’acétate malonate ainsi qu’une

voie mixte de biosynthése des flavonoides.

3 .1/Voie de Shikimate

La voie de shikimate (fig9) appartient au métabolisme primaire ; C’est la voie de biosynthese des
composés aromatiques notamment les acides aminés aromatiques, parmi lesquels le précurseur du
métabolisme des phénylpropanoides ; la phénylalanine. La voie de shikimate, appelée également
la voie de phénylpropanoide (figl0) (Sainvitu et al., 2012).joue un rdle critique pour contrdler le
métabolisme et conduit a la formation de nombreux composés phénoliques. La phénylalanine
issue de la voie de shikimate marque I’entrée a la voie de phénylalanine suite a sa conversion en
acide cinnamique par la phénylalanine ammonia-lyase (PAL) ce qui constitue ainsi le point de
départ de la synthése des principaux métabolites notamment : les acides phénoliques simples, les
flavonoides, les isoflavonoides, des coumarines, des tanins condensés et des polymeres de

lignines. (Sainvitu et al., 2012).
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COOH
PO COOH CHO CHO OH COOH
H——OH —0 2 6
+ H——OH — ™ H——H—> _—
CHy CH,OP OH——H o o
) H OH OH OH
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pyruvique (PEP) H——OH OH OH
CH, 0P Acide 3- déhydroquinique Acide 3- déhydro-shikimique
Acide 3- désoxy -D- arabino (DHQ) (DHS)
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P COOH
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OH OH OH
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Figure 09 : Voie de biosynthése de Shikimate (Floss, 1997).
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Figure 10: Voie de biosynthése de phénylpropanoide (Hoffman et al., 2004).
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Figure 11 : Représentation simplifiée du métabolisme des phénylpropanoides (Hoffman, 2003).
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3.2/Voie d’acétate malonate

Les composés phénoliques sont également formés par la voie d’acétate malonate suite a une
condensation de 2 malonyl CoA et une molécule d’acétyl CoA qui donne une chaine latérale,
cette derniere se cyclise pour donner naissance au noyau A (figl2). La voie d’acide shikimique et

celle d’acétate malonate se condensent pour donner naissance a une voie mixte responsable de la
biosynthese de différentes classes de flavonoides (Hoffman et al.,2004).

Y

Acetyl-CoA Shikimate

OH OH
Arogenate
CoA <«—HO <«— HO |
) o)

O Phénylalanine
4-Coumaroyl-CoA

-

' l
Malonyl CoA

Aurone

Flavonoides

Figure 12 : Condensation de la voie d’acide shikimique et de malonate (Hoffman et al.,2004).
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3.3/ Voie mixte de biosynthese des flavonoides

La phénylalanine ammonialyase (PAL) permet d’obtenir I’acide cinnamique qui deviendra acide
p-coumarique aprés action de la cinnamate 4-hydroxylase. La réaction de condensation dune
unité de propanoide avec trois unités de malonyl-CoA sous I’action de la chalcone synthase
conduit a 1’obtention de chalcone, cette derniére est par la suite considérée comme une
intermédiaire caractéristique de la synthese de différents flavonoides (Bruneton, 1999).

Les flavonoides posseédent tous un méme squelette de base a quinze atomes de carbones (cycle A
en C6 et cycle B en C6 reliés par une chaine en C3) parce qu’ils ont la méme origine de
biosynthése, cette derniere se fait a partir d’un précurseur commun ; 4, 2°, 4°, 6’
tétrahydroxychalcone, qui est metabolisé en présence de chalcone isomérase en flavanone,
ensuite sous ’action de flavone synthase le flavanone se transforme en flavone. En présence de
flavonol synthase ou dihydroflavonol-4-réductase le dihydroflavonol se métabolise en flavonol ;
kaempférol ou bien flavan 3, 4 diol, ce dernier qui semble étre le précurseur des flavan-3-ols et
anthocyanidol (fig13) (Hoffman et al.,2004). .

22



Synthese bibliographique

Chapitre 11

OH o
2,4,6,4' tetrahydroxy chalcone

Chalcone isomérase

OH

HO,
Flavone synthase

OH (o]
Flavanone : Naringénine

(2S) flavanone -3 -hydroxylase

O r
o
I

OH (¢]

Flavone: Apigénine

OH
OH
HO o
HO. O \\\\\\\\\
N Flavonol synthase
oH OH
O 4q OH o
Dihydroflavonol: (2R, 3R) dihydrokaempférol Flavonol: Kaempférol
Dihydroflavonol- 4- réductase
OH OH
HO, A
HO o \\\\\\\ © \\\\\\\\\\
R
oH OH
OH
OH OH
F1 -3 -ol
Flavan 3,4 diol; Leucoanthocyanidol avan °
OH OH

HO o

S
Z OH
OH

Anthocyanidol : Pelargonidol

HO. o
3 -O- glycosyl- transférase © AN
= 0 Glu

k

OH

Anthocyanoside : Pélargonidol- 3- O- glucoside

Figure 13 : Voie de biosynthése des flavonoides (Hoffman et al.,2004).
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4/ Activités biologiques des composés phénoliques
4.1/ Activité antioxydante

4.1.1/ Les radicaux libres

Un radical libre est une espéce chimique qui possede un électron célibataire qui lui confére une
réactivité vis-a-vis d’autres molécules. La production d’espéces réactives de 1’oxygene (ROS) ou
de radicaux libres est normale et ne constitue pas une situation pathologique en soi. En effet, elle
joue un réle dans certaines voies de signalisation. De plus, il existe divers systémes permettant
d'éliminer les ROS et de rétablir la balance oxydative. Ces systémes peuvent étre des enzymes
d’origine endogene (catalase par exemple) ou de simples molécules d’origine exogene (vitamine

E par exemple ou composes phénoliques) (Florence, 2016).

4.1.2/ Stress oxydatif

Le stress oxydant se définit par un déséquilibre entre production de radicaux libres et especes
anti-oxydantes en faveur de la production de radicaux libres ou especes réactives oxygénees. Ceci
est induit par un déséquilibre entre pro-oxydant et systeme antioxydant (Florence, 2016). Le
stress oxydant est I'un des facteurs potentialisant l'apparition de maladies plurifactorielles tel que

le diabete, la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et les maladies cardiovasculaires (Favier,
2003).

4.1.3/ Les antioxydants

Un antioxydant est toute substance capable de retarder ou d’inhiber ’oxydation des substrats
biologiques (Al-Mamary et al.,2002 ; Boyd et al., 2003 ; Karou et al., 2005). Ce sont des
composeés qui réagissent avec les radicaux libres et les rendent ainsi inoffensifs , capables de
minimiser efficacement les rancissements, retarder la peroxydation lipidique, sans effet sur les
propriétés sensorielles et nutritionnelles du produit alimentaire. Ils permettent le maintien de la
qualité et d’augmenter la durée de conservation du produit. D’une maniére générale, un

antioxydant peut empécher ’oxydation d’un autre substrat en s’oxydant lui-méme plus
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rapidement que le substrat. Un tel effet résulte d’une structure de donneurs d’atome d’hydrogéne
ou d’¢électrons souvent aromatiques cas de dérivés du phénol (Karou et al., 2005)..

La grande capacité des composés phénoliques a contrecarrer les radicaux libres et a chélater les
ions des métaux de transition est directement reliée a leurs caractéristiques structurales. 1l est
prouvé que cette activité est due aux nombres et aux positions des groupements hydroxyles
présents sur les cycles benzoigques (Boyd et al., 2003). En ce qui concerne le pouvoir antioxydant
des flavonoides vis-a-vis des radicaux libres, il Est di a leur propriété de donation d’atomes
d’hydrogene disponibles dans les substituants hydroxyles de leurs groupes phénoliques . Les
flavonoides exercent aussi des effets antioxydants par la chélation des ions métalliques (le fer et
le cuivre) qui sont d’importance majeure dans 1’initiation des réactions radicalaires Des données
scientifiques suggéerent que les antioxydants réduisent le risque de maladies chroniques tels que le
cancer et les maladies cardiaques (Yasameen et al., 2017).

4.2/ Activite cicatrisante

Les avancées significatives en biologie cellulaire et moléculaire au cours des dernieres années ont
amélioré notre compréhension du processus de la cicatrisation et la régénération des tissus. La
cicatrisation est un phénomene biologique naturel qui permet d’aboutir au comblement des pertes
de substance et a la réunion des berges de la plaie. C’est un processus dynamique complexe qui
intégre les fonctions d'éléments figurés du sang, la matrice extracellulaire (MEC), les cellules du
parenchyme et des médiateurs solubles. Les modalités de la cicatrisation dépendent des tissus et
de I’espéce concernée. Il existe deux processus de cicatrisation : la régénération et la réparation
(Pavletic, 2010).

La régénération permet de remplacer des cellules ou tissus perdus par des cellules et des tissus
fonctionnels quasi identiques. Seuls les tissus conservant une population cellulaire capable de se
multiplier par mitose sont aptes a se régénérer. L’os peut par exemple Se cicatriser par
régeénération. Les tissus épithéliaux et endothéliaux sont aussi capables de se régénérer. La
régénération est le principal mode de cicatrisation chez les amphibiens. Les plaies cutanées chez
le feetus ont aussi la particularité de se régénérer sans formation de cicatrice. Les cellules feetales

ne sont pas encore différenciées et gardent donc la capacité de se multiplier par mitose.
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Malgré le potentiel de régénération de certains tissus comme 1’épiderme, la plupart des plaies
chez les mammiferes domestiques cicatrisent suivant un mode de réparation avec la formation
d’une cicatrice plus ou moins vasculaire et fibreuse qui réunit les bords de la plaie. Le résultat
final est une cicatrice qui assure la restauration de la continuité de la peau ainsi que la majeure
partie des fonctions qu’elle assurait avant le traumatisme. Avant que la cicatrisation ne soit
compléte, de nombreux phénomeénes complexes se succédent sur le plan clinique, cellulaire et
moléculaire. L’étude des roles spécifiques des différentes cellules lors de la cicatrisation a
commencé en 1950 et continue encore aujourd’hui. Les avancées technologiques, notamment en
matiere de biologie moléculaire, ont permis une importante progression des connaissances au

niveau moléculaire et cellulaire dans les 20 derniéres années (Pavletic, 2010).
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Matériel et méthodes

1/ Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué des parties aériennes de Teucrium polium L et Rubus fruticosus
L. Tout le matériel végétal sélectionné a été obtenu d’une source commerciale de la région de
Constantine. Aprés séchage a une température ambiante et a I’abri de la lumiére solaire, afin de
préserver au maximum I’intégrité des molécules, le matériel végétal de chacune des deux especes

est broyé grossierement dans un moulin électrique.

2/ Méthode d’extraction

Le procédé d'extraction a été réalisé selon la méthode décrite par (Babero et al., 2008 ; Ma et
al.,2009). Les poudres des plantes sélectionnées (100 g) ont été extraites par macération par
(3x500 ml) de méthanol / eau (70/30) sous agitation magnetique. L'extraction est assistée par
ultrasons (Fisher scientific fb 15046, Leicestershire, Angleterre) pendant 30 minutes a une
température ambiante, avec renouvellement du solvant chaque 24h (pendant 3 jours). Les extraits
combinés et filtrés sur papier filtre ont été concentrés dans un évaporateur rotatif sous vide a une
température <40°C. Le résidu sec est repris par 100 ml d’eau distillée bouillante. Apreés une
décantation de toute une nuit on récupére la phase limpide qui va subir un affrontement par
I’éther de pétrole dans des ampoules a décanter. La phase aqueuse récupérée est évaporée a sec
puis repris par 10 ml du méthanol, les extraits obtenus sont ensuite stockés a une basse

température (-25°C) jusqu'a analyse.

3/ Caractérisation chimique des extraits
3.1/ Analyses qualitatives par screening phytochimique

Le criblage phytochimique est une analyse qualitative basé sur des réactions de précipitations ou
de colorations. Ces derni¢res permettent de définir la présence ou I’absence de métabolite
secondaire comme par exemple: alcaloides, quinones, flavonoides, saponines, tanins, stérols et

sucres réducteurs dans les parties aériennes des plantes sélectionnées.
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3.1.1/ Quinones libre

Un gramme de matériel végétal sec broyé est placé dans un tube sec avec 15 a 30 ml d’éther de
pétrole .On applique une agitation et un repos de 24h, les extraits sont filtrés et concentrés au
rota-vapeur. La présence de quinones libres, est confirmée par un virement de la phase aqueuse
en jaune, rouge ou violet juste aprés 1’ajout de quelques gouttes de NaOH 1/ 10 (Dohou et
al.,2003).

3.1.2/ Alcaloides

Le test de screening des alcaloides fondé sur la capacité de combinaison des alcaloides avec les
métaux lourds (Test de Mayer). L’extrait méthanolique est repris dans quelques ml d’HCI 50%,
la formation d’un précipité jaune, apres ’ajout de quelques gouttes de réactifs de Mayer,
témoigne la présence d’alcaloides (Dohou et al.,2003).

3.1.3/ Tanins

La détection des tanins dans les extraits de Teucrium polium L et Rubus fruticosus L a €té faite
selon la méthode au FeCls. A 1,5 g de matériel vegétal sec sont additionnés 10 ml de MEOH 80
%. Aprés 15 min d’agitation, les extraits sont filtrés et met dans des tubes secs. L’ajoute de FeCls
a 1% permet de détecter la présence ou non des tanins. La couleur vire au bleu noir en présence

de tanins gallique et au brun verdatre en présence de tanins catéchique (Dohou et al.,2003).

3.1.4/ Tanins vrais

L’addition de quelques gouttes d’HCI concentré a chaque extrait des plantes étudiées, repris dans
I’eau distillée, suivi d’un chauffage au bain marie bouillant permet de détecter la présence ou non

des tanins suite a la formation d’un précipité rouge (Dohou et al.,2003)..

3.1.5/ Saponines

La présence des saponines est déterminées par le test de la mousse, 1’extrait repris dans Sml d’eau

distillée, puis introduit dans un tube a essai et agité vigoureusement, la formation d’une mousse
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(hauteur supérieure de 1 cm) stable persistant pendant 15 min , indique la présence de saponines
(Dohou et al.,2003)..

3.1.6 Stérols et polyterpenes

La mise en évidence de ces noyaux terpéniques met a profil la réaction de Libermann. Le test
consiste a faire dissoudre I’extrait dans 1ml d’anhydride acétique; 0 ,5ml d’acide sulfirique au
triturat sont par la suite additionnés. L’apparition a I’interphase d’un anneau violet, virant au bleu

puis au vert confirme la présence des stérols (Dohou et al.,2003).).

3.1.7/ Flavonoides

Le test de détermination des flavonoides consiste a faire dissoudre les extraits hydroalcooliques
de Teucrium polium L et Rubus fruticosus L dans 1ml d’HCI et de rajouter par la suite quelques
copeaux de magnésium, l’apparition d’une coloration allant de l’orangé au rouge pourpre

confirme I’existence des flavonoides (Dohou et al.,2003)..

3.1.8/ Sucres Réducteurs

Les sucres réducteurs ont été mis en évidence dans les extraits de Teucrium polium L et Rubus
fruticosus L par le réactif de Fehling. 5ml de I’extrait brut ont été rajoutés a 5ml de liqueurs de
Fehling. apres 2 a 3 min de chauffage au bain- marie a 70°C la formation d’une précipitation

rouge brique indique une réaction positive (Dohou et al.,2003).

3.2/ Analyses quantitatives par spectrophotométrie (UV-Visible)

3.2.1/ Dosage des phénols totaux (PT)

La teneur en phénols totaux est déterminée par spectrophotometrie UV-Vis, en utilisant le réactif
de Folin-Ciocalteu. Ces essais sont basés principalement sur la réduction du mélange d’acide
phosphotungstique (H3PW12040) et acide phosphomolybdique (HsPMo012040) lors de I’oxydation
des phénols dans une solution alcaline en mélange d’oxyde bleu de tungsténe (WgO23) et de

molybdéne (MogO23) qui se traduit par une coloration bleu foncé (Vuorela, 2005).
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Pratiquement, 1 ml d’extrait aqueux est ajouté a 5 ml du réactif de Folin Ciocalteu dilué¢ 10 fois
par de I’eau distillée. Une solution (4 ml) de carbonate de sodium Na,COs (0,7 M) est ensuite
ajoutée. Apres agitation les tubes ont été stockés a ’obscurité pendant 2 heures, aprés cette
période I’absorbance est lue a 765 nm sur un appareil (Spectroscan 60DV UV/Vis
spectrophotometer, Agilent Technologies ). La teneur des phénols totaux est déterminée a partir
d’une équation de régression linéaire déduite de la courbe d’étalonnage (voir annexe) établie avec
I’acide gallique (0-0,1 mg/ml) et exprimée en milligramme d’équivalent acide gallique par

gramme d’extrait sec (mg EAG/g extrait) (Adesegun et al., 2007).

La teneur des phénols totaux est calculée par la formule suivante :

T=C.VIM

T : represente le total des composés polyphénoliques (g Equivalent Acide Gallique/g d’extrait
sec ; g GAE/g d’extrait)

C : concentration des phénols totaux, obtenue a partir de la courbe d'étalonnage (mg/ml)
V : le volume de I'extrait (ml)

M : poids de I’extrait sec (Q).

3.2.2/ Dosage des flavonoides totaux

Les flavonoides contenus dans les extraits des plantes étudiées sont estimés par la méthode au
trichlorure d’aluminium (AICIz) (Ayoola et al., 2008). Pratiquement, 1 ml d’une solution
¢thanolique d’AICIz (2%) a été ajouté a 1 ml de chaque extrait aqueux des plantes étudiés.
L’intensité de la couleur est mesurée a la longueur d’onde de 420 nm aprés 30 minutes
d’incubation a une température ambiante (Spectroscan 60DV UV/Vis spectrophotometer, Agilent
Technologies ). Une gamme étalon (voir annexe) a base de quercétine (0-0,1 mg/ml) est
également préparée dans les mémes conditions. La teneur en flavonoides totaux des extraits est

exprimée en mg équivalents quercétine par gramme d’extrait sec (mg EQ/g extrait sec).
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3.2.3/ Dosage des flavonols totaux

La quantification des flavonols a été réalisée par la méthode au trichlorure d’aluminium (AICI3)
additionné d’une solution d’acétate de sodium (Oyedemi et al., 2010). Pratiquement, 2 ml d’une
solution d’AlCl3 (2%), et 3 ml d’une solution d’acétate de sodium (50g/l) sont ajoutées a 2 ml
d’ELF. Les tubes a essais sont ensuite incubés a 20°C a l'obscurité pendant 2h et demi.
I’absorbance est mesurée a une longueur d’onde de 440 nm par spectrophotométre UV-Vis
(Spectroscan 60DV UV/Vis spectrophotometer, Agilent Technologies ). Une gamme étalon de
quercétine (0-0,1 mg/ml) a été préparée dans les mémes conditions afin de quantifier la teneur

des flavonols (voir annexe).

4/ Evaluation des activités biologiques

4.1/ Activité antioxydante au DPPH

Le test DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) est une méthode largement utilisée dans 1’analyse
de l’activité antioxydante des différents extraits en raison de sa capacité a produire des radicaux
libres stables et la simplicité de 1’analyse (Benhammou et al., 2007). La présence des radicaux
libres DPPH* dans la solution donne lieu a une coloration violette foncée a la longueur d’onde de
515 a 520 nm (Benhammou et al., 2007). Les antioxydants réduisent le DPPHe (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl), par conséquent la couleur vire du violet vers le jaune (fig 14) (Thomas, 2011).
Ainsi, P'intensité de la couleur violette est inversement proportionnelle a la capacité des

antioxydants présents dans le milieu.

N N-——N +AH N* N N +A°
V4 4 ;
o
[\l*:O N*=—o0
° d
DPPH®° DPPH-H

Figure 14: Mécanisme réactionnel entre 1’espéce radicalaire DPPHe et un antioxydant (AH)
(Thomas, 2011)
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L’effet de chaque extrait est mesuré par la procédure décrite par Blois. Pratiquement, 40 pl de
différentes concentrations (100 & 1,5625 pg/mL) des extraits chaque dilution ont été ajoutés a
160 pl d’une solution méthanolique de DPPHe (10°M) puis le mélange est laissé a ’obscurité a
une température ambiante pendant 30 minutes. La lecture de I’absorbance de différentes
solutions est effectuée a 517 nm dans un lecteur de microplaque a 96 puits (EnSpire Multimode
Plate Reader, PerkinElmer, France). Les résultats sont comparés au contrdle négatif (solution de
DPPH?- en absence de I’extrait). Le pourcentage d’inhibition de 1’extrait est calculé par 1’équation

suivante :

Pourcentage d’inhibition pppH (I %0)=[(Ac-AT)/A0]*100

A o : Absorbance du contrdle négatif (solution de DPPHe en absence de I’extrait)
A 1 : Absorbance du test (solution du DPPH en présence de I’extrait)

Tous les tests sont répétés trois fois (n=3). Les valeurs des ICso (ug/ml) (signifiant les
concentrations nécessaires des extraits pour pieger 50% des radicaux DPPH") sont exprimeées en
moyennes + ecarts types. L’activité antioxydante des extraits est comparée au BHT et BHA

(antioxydant de référence).

4.2/ Activité antioxydante a ’PABTS

La présente méthode est basée sur la capacité d’un antioxydant a réduire le radical cation ABTS™*
ou l'acide 2,2’-azino-bis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) en ABTS . Ce dernier est
quantifié par spectrophotométrie entre 600 et 750 nm. L’oxydant ABTS™ est un produit

d’oxydation en présence de persulfate de potassium.

Pratiquement, un stock d’une solution mere d’ABTS (7 mM, pH= 7,4) est traité avec 2,5 mM de
persulfate de potassium. Le mélange est laissé a une température ambiante, a ’obscurité pendant
16 h pour donner une coloration bleu verdatre. La solution est ensuite diluée dans 1’éthanol

jusqu’a I’obtention d’une absorbance de 0,7+0,02 & 734 nm.
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Un volume (40 ul) de différentes concentrations de I’extrait (100 a 1,5625 pg/mL) est mélangé
avec 160 pl de la solution d’ABTS fraichement préparée. Aprés 10 minutes d’incubation,
I’absorbance est mesurée a 734 nm (EnSpire Multimode Plate Reader, PerkinElmer, France) Re

et al. (1999). Le pourcentage d’inhibition des extraits est déduit de 1’équation suivante :

Pourcentage d’inhibition asts (I %0)=[(Ao-AT)/Ag]*100

A o : Absorbance du contrdle négatif (solution d’ABTS en absence de I’extrait)
A 1 : Absorbance du test (solution d’ABTS en présence de I’extrait)

Tous les tests sont répétés trois fois (n=3). Les valeurs des ICso (mg/ml) (signifiant les
concentrations nécessaires des extraits pour piéger 50% des radicaux ABTS™".) sont exprimées en
moyennes + écarts types. L’activité antioxydante des extraits est comparée au BHT et BHA

(antioxydants de reférence).

4.3/ Capacité de réduction I’ion cuprique (CUPRAC)

Cette méthode de mesure de la capacité antioxydante, est base sur I'évolution des caracteristiques
d'absorption du complexe néocuproine (NC) /cuivre (1) lorsqu'il est réduit par un antioxydant. Le
potentiel de réduction de I'échantillon ou du standard convertit efficacement Cu*? en Cu*.
Pratiqguement, le dosage est effectué dans plaques de 96 puits (Apak et al., 2004), des solutions
ont été ajoutées : 50 ul de Cu(Il) (10 mM), 50 ul de néocuproine (7.5 mM), 60 ul de tampon
NHsAc (1 M, pH = 7), et 40 ul de I’extrait a différentes concentrations. Apres une heure du temps
et a 'aide d’un lecteur de microplaques, I’absorbance a ¢été enregistrée a 450 nm (EnSpire
Multimode Plate Reader, PerkinElmer, France). Les résultats ont été calculés a titre de A os

(ng/ml) correspondant a la concentration indiquant 0,50 d’absorbance.

Le pouvoir réducteur des extraits est comparé a celui de BHT et BHA. Le test est répéte trois fois

pour chaque concentration (n=3). Les résultats sont exprimés en valeurs moyennes Aso + écarts

types.
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4.4/ Capacité de réduction du radical glavinoxyl (GOR)

Le test GOR est une méthode largement utilisée dans I’analyse de l’activité antioxydante des
différents extraits en raison de sa capacité a produire des radicaux libres stables et la simplicité de
I’analyse. Pour la quantification de I'effet antiradicalaire des extraits de Teucrium polium L et
Rubus fruticosus L, le radical libre galvinoxyle [2,6-di-tert-butyl-a-(3,5-ditert-butyl-4-oxo-2,5-
cyclohexadiene-1-ylidene)-p-tolyloxy] a été utilisé.

L’effet de chaque extrait est mesuré par la procédure décrite par (Shi et al., 2001). Pratiquement,
40 pl de différentes concentrations d’extrait (100 & 1,5625 ug/mL) sont ajoutés a 160 pl d’une
solution méthanolique de galvinoxyl (0,ImM), le mélange est ensuite laiss¢ a I’obscurité a une
température ambiante pendant 120 minutes. La lecture de différentes solutions est effectuee a
428 nm (EnSpire Multimode Plate Reader, PerkinElmer, France). Le pourcentage d’inhibition de

I’extrait est calculé par I’équation suivante :

Pourcentage d’inhibition cor (I %6)=[(Ao-AT)/Ac]*100

A o : Absorbance du controle négatif (solution de galvinoxyl en absence de 1’extrait)
A 1 : Absorbance du test (solution du galvinoxyl en présence de I’extrait)

Tous les tests sont répétés trois fois (n=3). Les valeurs des ICso (ug/ml) (signifiant les
concentrations nécessaires des extraits pour piéger 50% des radicaux de galvinoxyl) sont
exprimees en moyennes * écarts types. L’activité antioxydante des extraits est comparée au BHT

et BHA (antioxydants de référence).

4.5/ Mesure de Pactivité de I’acétylcholinestérase (AChE)

L’acétylcholinestérase (AChE) est une protéine exprimée dans le systéme nerveux et sanguin
appartenant a une famille d’enzyme qui catalyse ’hydrolyse du neurotransmetteur acétylcholine
(ACh) en choline et en acide acétique. Le principal role biologique de 1’acétylcholinestérase est la
régulation de la transmission de I’influx nerveux en assurant I’hydrolyse rapide de I’acétylcholine

au niveau des synapses cholinergiques centrales et périphériques, a fin de permettre aux neurones
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cholinergiques de revenir a I'état de repos apres leur activation par des influx nerveux. Chez les
personnes atteintes de la maladie d’Alzheimer, la concentration d’acétylcholine est diminuée, ce
qui explique les troubles cognitifs observés. La solution pour augmenter le taux d’acétylcholine
au niveau synaptique consiste alors a diminuer sa dégradation, ceci en inhibant I’action de

I’acétylcholinestérase (Nourhashémi, 2006).

Expérimentalement, on utilise I’iodure d’acétylcholine (IATC) comme substrat de cet enzyme
dont le produit de la réaction est la Thiocholine. L’activité de I’AChE est basée sur la réaction de
la Thiocholine avec le 5,5’dithio-bis 2-nitrobenzoate (DTNB) qui donne le Thio- 2- N nitro-
Benzoate (TNB) un composé jaune qui absorbe a 470 nm. L’absorbance du TNB mesurée a
I’aide  du  spectrophotometre est proportionnelle a Dactivité  enzymatique de

I’ Acétylcholinestérase. (Zengin et al., 2014)

Le mélange reactionnel contient 150 ul de tampon phosphate 0,1M a pH=8.0, 10 ul d’extrait
dissout dans 1’éthanol aux différentes concentrations (6.25-400 pg/ml) et 20 pl d’AChE (5.32.10°3
U) ou BChE (6.85.10° U). Aprés incubation pendant 15 minutes a une température de 25°C, 10
pL de DTNB (0.5 mM) ont eté additionnés a 10 puL d’acetylthiocholineiodide (0.71 mM) ou 10
ML de butyrylthiocholinechloride (0.2 mM). Le mélange est ensuite incubé a 1’abri de la lumiére
a une température ambiante. L’absorbance est mesurée contre un blanc (éthanol avec tompan
phosphate) a 412 nm (EnSpire Multimode Plate Reader, PerkinElmer, France) pour O minutes (1
lecture), 5 minutes (2 lectures), 10 minutes (3 lectures) et 15 minutes (4 lectures). Le pourcentage

d’inhibition d’AChE ou BChE est évaluée selon la formule suivante :

Pourcentage d’inhibition (%)=(E - S)/E *100

E : Activité de ’enzyme sans extrait
S : Activité de ’enzyme avec I’extrait

Tous les tests sont répétés trois fois (n=3). Les valeurs des ICso (ug/ml) (signifiant les
concentrations nécessaires des extraits pour piéger 50% d’AChE) sont exprimées en moyennes +
écarts types. L’activité antioxydante des extraits est comparée au BHT et BHA (antioxydants de

référence).
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4.6/ Activité inhibitrice d’a amylase

Le principe de la méthode de détermination de I’activité de I’ o amylase repose sur le dosage des
sucres réducteurs libérés lors de 1’hydrolyse de I’amidon par 1’ a amylase. Dans le but d’étudier
’activité inhibitrice de I’ o amylase des extraits de Teucrium polium L et Rubus fruticosus L, 25
pl d’extrait ont été additionnés a 50 ul d’une solution d’a. amylase (1U), aprés une incubation de
10 min & 37 °C, 50 pl d’amidon 0.1% ont été rajoutés. La lecture a été effectuée a 630 nm
(EnSpire Multimode Plate Reader, PerkinElmer, France) (G. Zengin et al. 2014) apres 10
minutes d’incubation & 37 °C et suite a I’addition de 25upl d’HCI (1M) et 100ul d’IKI. La
capacité d’inhibition d’ a amylase, exprimée en pourcentage (%), et calculée selon la formule

suivante :

%INH=1- [(Ac'Ae) '(As'Ab)/(Ac'Ae)]

Ac=Absorbance controle [Amidon+IKI+HCI+Vol de solvant d’extrait+Vol tampon Enzyme]
Ac=Absorbance échantillon [Enzyme+Amidon+IKI+HCL+Vol de solvant d’extrait]
As=Absorbance standard [Enzyme+Extrait+Amidon+IKI+HCI]

Av=Absorbance blanc [Extrait+IKI+125ul de tampon]

Tous les tests sont répétés trois fois (n=3). Les valeurs des I1Cso (ug/ml) sont exprimées en
moyennes + écarts types. L’activité antioxydante des extraits est comparée au BHT et BHA

(antioxydants de reférence).

4.7/ Evaluation de I’effet cicatrisant des extraits (test d’excision)

L’activité cicatrisante des extraits hydroalcooliques de Teucrium polium L et Rubus fruticosus L
a été évaluée sur des plaies pratiquées chez les lapins albinos, males de poids homogéne selon
des procédures décrites précédemment (Bensegueni et al, 2007 ; Farnood et al, 2012). Les
animaux sont anesthésiés par une injection intramusculaire de chlorhydrate de kétamine a raison
de 15 mg/kg, l'anesthésie est complétée par 5 mg/kg de diazépam localement sur le lieu

d’excision. Un lambeau de peau de 20 mm environ est excisé (Bensegueni et al, 2007).

36



Matériel et méthodes

Un nombre de six plaies ont été pratiqués sur le méme animal, chaque lapin recoit un des

traitements suivants :

- Extrait de Teucrium polium L et Rubus fruticosus L & la dose de 500 mg.
-Une créme cicatrisante Cicatryl Bio® a la dose de 500 mg.

Un lapin avec plaies ou brdlures, sans traitement est utilisé comme contrdle.

Le pansement des plaies a été fait tous les jours en raison d’une application par jour avec une

quantité précise des extraits testés et de pommade jusqu'a guérison compléte.

Le pourcentage de cicatrisation des plaies d’excision des différents lots est calculé tous les trois

jours, selon I’équation suivante :

Contraction de la plaie (%) = [(Ti-Tj)/Ti] x 100

Ti : taille de la plaie initiale
Tj : taille de la plaie du jour spécifique

Les moyennes de pourcentage de contraction des plaies sont données en valeurs moyennes +
écart types (n=6). La comparaison entre les groupes a éte traitée par le test de Tukey HSD. La

valeur p<0,05 est considérée comme statistiquement significative.

37



Résultats et
discussion



Résultats et discussion

1/Caractérisation chimique des extraits hydromethanoliques

1.1/ Criblage phytochimique

Les résultats de I’analyse phytochimique des extraits méthanoliques des parties aériennes de
Teucrium polium L et Rubus fruticosus L sont décrits dans le tableau VII.

D’aprés les résultats présentés dans le tableauVII, les extraits des parties aériennes des deux
plantes analysées contiennent les flavonoides, les stéroides, les quinones ; les sucres réducteurs
ainsi que les saponines, ces derniers qui constituent les marqueurs les plus important chez
Teucrium polium L et Rubus fruticosus L. . Ces résultats vont dans le méme sens que les
analyses réalisées par (Guignard et al., 1995; Kassim et al.,2013), sur les extraits

hydroalcooliques des extraits de Teucrium polium L et Rubus fruticosus L, respectivement.

La présente étude nous a aussi réevélé que I’extrait de Rubus fruticosus L est riche en alcaloides
contrairement a ’extrait de Teucrium polium L dont sa non détection a été confirmée par la

réaction de Mayer.

Tableau VII: Résultats du criblage phytochimique des extraits.

Extraits des plantes étudiées
Groupe de métabolites | Teucrium polium L | Rubus fructicosus L
Flavonoides ++ 4+
Tanins condensés +++ +++
Tanins hydrolysables - +++
Stéroides +++ 4+
Quinones F+ ++
Alcaloides - F++
Sucres réducteurs +++ F+
Saponines +++ 4+

Présence notable (+++), présence modérée (++), traces (+), absence (-)
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1.2/ Estimation des contenus en composés phénoliques dans les extraits

Les résultats de I’analyse quantitative des phénols totaux (PT), des flavonoides totaux (FT), des

flavonols (FLT) sont exprimés dans le tableau V111 et la figure 15.

De la lecture des résultats illustrés dans le tableau VIII et la figure 15, on peut déduire que les
taux des flavonoides totaux (129.81+18.12mg QE g'), et des flavonols totatux (68.44+9.23mg
QE g%) de I’extrait de Teucrium polium L sont significativement plus importants que ceux de
Rubus fruticosus L. Cependant, aucune différence significative n’a été observée pour la teneur en
polyphénols totaux (102.28+0.58 mg GAE g*).

Les travaux réalisés par (Djeridane et al., 2006) rapportent des teneurs plus faibles en
polyphénols, flavonoides et flavonols par rapport a celles obtenues dans notre étude, pour
I’extrait de Teucrium polium L. Les différences observées dans les teneurs en métabolites
secondaires, de la méme espéce vegétale, peuvent étre attribuées a plusieurs raisons, notamment a
des facteurs endogeénes (génétiques) et exogenes (climatiques) (Rice-Evans et al., 1994 ; Van
Acker et al 1996 ; Bahorun et al., 2004).

TableauV 111 : Estimation des contenus en composés phénoliques dans les extraits.

Extraits des plantes sélectionnées
Teucrium polium L Rubus fruticosus L
Phénols totaux (mg GAE/Q) 102.28+0.58 78.59+0.85
Flavonoides totaux (mg QE/qQ) 129.81+18.12 54.74+9.54**
Flavonols (mg QE/qg) 68.44+9.23 26.35+4.96*

mg GAE/g : mg d’acide gallique équivalent/ g d’extrait sec, mg QE/g: mg de quercétine équivalent/ g d’extrait sec,
mg * : p<0.0001, - : p<0.01; valeurs comparées a Teucrium polium L
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160.00 - m Rubus fruticosus
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Figure 15 : Teneurs en polyphénols, flavonoides et flavonols dans les extraits.

3/ Evaluation des activités biologiques
3.1/ Activité antioxydante au DPPH

La cinétique de la réduction du radical libre DPPH par les extraits hydroalcooliques de Teucrium
polium L et Rubus fruticosus L ainsi que les concentrations inhibitrices I1Cso sont exprimés dans
les figures 16 et 17, respectivement.

- Les extraits de Teucrium polium L et Rubus fruticosus L, le BHA et le BHT (standards
antioxydants témoins) possedent un pouvoir inhibiteur envers le radical DPPH;

-L’effet inhibiteur des extraits de Teucrium polium L et Rubus fruticosus L, et les standards
antioxydants témoins (BHA et BHT) est proportionnel aux doses utilisées ;

- L’extrait hydrolacoolique de Teucrium polium L a montré un pouvoir inhibiteur
significativement supérieur (p<0,0001) a celui observé pour I’extrait de Rubus fruticosus L ;
-L’extrait de Teucrium polium L se distingue par son effet inhibiteur vis-a-vis du DPPH
significativement le plus élevé (p<0,0001) par rapport a ’extrait de Rubus fruticosus L et par
rapport au standard BHT (p<0,0001) ;

-Un potentiel antioxydant de I’extrait de Teucrium polium L est jugé semblable par rapport a

celui du témoin commercial BHA.
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La figure 17 montre que :

-Le BHA possede un ICsq de 4,38 +0,21 pg/ml, jugé significativement inferieur (p<0,0001) par
rapport au BHT et ceux des autres extraits des plantes étudiées;

-Les valeurs des ICsop de Rubus fruticosus L (28.92+0.78 pg/ml) est largement supérieure
(p<0,0001) a celui de BHT (19.15+£3.59 pg/ml), et I’extrait de Teucrium polium L (4.84+0.09
ng/ml) ;

-L’extrait de Teucrium polium L possede un ICso équivalent a 4,84 +0,09 pg/ml, jugé identique
et sans aucune différence significative par rapport a 1’ICso de BHA 4.38+0.21 pg/ml;

-La valeur d’ICso d’extrait de Teucrium polium L (4.84+0.09 pg/ml) est significativement faible
(p< 0,0001) par rapport a celui de Rubus fruticosus L (28.92+0.78 pg/ml) et BHT (19.15+3.59

pg/ml).

D’aprés les résultats exprimés en dessus, I’extrait de Teucrium polium L a présenté un pouvoir
antiradicalaire vis-a-vis du DPPH relativement important par rapport a celui de Rubus fruticosus
L et de BHT (standard antioxydant), et faiblement moins important que celui de BHA (standard

antioxydant).

En général, il ressort des résultats de la méthode de DPPH que I’activité antioxydante (exprimés
a travers les 1Cso) est proportionnelle a la teneur en phénols totaux notamment en flavonoides, et
en flavonols. Ce qui indique que probablement ces groupes de produits naturels pourraient étre
associés a cette activité, comme suggéré par d’autres auteurs (Shaeififar et al., 2009).

Les travaux de (Asnaashari et al.,2015) rapportent des I1Cso avec des valeurs qui décrivent un
pouvoir antiradicalaire important vis-a-vis du DPPH par rapport a celles obtenues dans notre
étude. Les différences observées dans les valeurs des ICso peuvent étre attribuées a plusieurs
raisons, notamment a la variation dans la composition chimique d’une plante qui est tributaire des

facteurs génétiques et environnementaux (Abou Elella et al., 2014).
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Figure 16: Evolution du pourcentage d’inhibition de DPPH en fonction des concentrations des

extraits et des standards.
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Figure 17 : Valeurs des I1Cso (DPPH) des extraits et des standards.
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3.2/ Activité antioxydante a ’ABTS

La cinétique de la réduction du radical ABTSe+ par les extraits de Teucrium polium L et Rubus
fruticosus L ainsi que les concentrations inhibitrices 1Cso sont exprimés dans les figures 18 et 19,
respectivement.

La lecture des courbes des cinétiques de I’inhibition du radical ABTS<+ (figure 18, 19) montre
que :

- Les extraits de Teucrium polium L, Rubus fruticosus L, le BHT et le BHA (standards
antioxydants témoins) possedent un pouvoir inhibiteur envers le radical ABTSe+;

-L’effet inhibiteur des extraits et des standards témoins (BHT et BHA) est proportionnel aux
doses utilisées ;

-L’extrait de Teucrium polium L se distingue de 1’autre extrait de Rubus fruticosus L par son effet

significativement inhibiteur (p<0,0001) vis-a-vis du radical ABTS.

La figure 19 montre que :

-Le BHA possede un ICso de 2.02+0.3 pg/ml, jugé significativement inferieur (p<0,01) par
rapport a ceux de BHT et des extraits testés ;

-La valeur d’ICso d’extrait de Teucrium polium L (6,51+0.95 pg/ml) est largement inferieure
(»<0,0001) a celles de Rubus fruticosus L (60,57+4.34 pg/ml).

Ces résultats sont en accord avec les travaux de (Wojdyloa et al.,2007) qui ont prouvé que
I’effet piégeur de I’extrait de Rubus fruticosus L s’aveére moins actif vis-a-vis du radical
cationique ABTS™. L’extrait de Teucrium polium L a révélé des valeurs d’ICsp importantes, avec
toutefois un pouvoir antioxydant largement supérieur par rapport a celui de Rubus fruticosus L
(p<0,0001).
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Figure 18: Evolution du pourcentage d’inhibition d’ABTS en fonction des concentrations des
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3.3/ Capacité de réduction I’ion cuprique (CUPRAC)

La cinétique de la réduction de Cu*? en Cu*! par les extraits de Teucrium polium L, Rubus
fruticosus L, le BHT (standard antioxydant témoins) et le BHA (standard antioxydant témoins)
ainsi que les concentrations inhibitrices 1Csop sont exprimés dans les figures 20 et 21,

respectivement.
La lecture des courbes des cinétiques de réduction de Cu*2 en Cu*! (figure 20) montre que :

- Les extraits de Teucrium polium L, Rubus fruticosus L, le BHT (standard antioxydant témoins)

et le BHA (standard antioxydant témoins) possédent un pouvoir réducteur de Cu*2 en Cu*?;
-L’effet réducteur des extraits et des standards antioxydants témoins est proportionnel aux doses
utilisées ;

-L’extrait de Teucrium polium L (ECso= 14.58+0.68 pg/ml) se distingue de l’autre extrait de

Rubus fruticosus L par son effet réducteur significativement (p<0,0001) superieur ;

-Un pouvoir réducteur faible (ECso= 59.45+1.72 pg/ml) est observé pour I’extrait de Rubus

fruticosus.

L’extrait de Teucrium polium L a enregistré le pouvoir réducteur le plus important, dont I’extrait
de Rubus fruticosus L a donné I’effet réducteur le plus faible (ECs50=59.45+1.72 pg/ml). Les
standards antioxydants témoins (BHT et BHA) se sont montres plus réducteurs que les extraits

des plantes étudiées (ECs0=9.62+0.87 et 3.64+0.19 pg/ml, respectivement).
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Figure 20: Cinétique de réduction du Cu*2 en Cu*! par les extraits et les standards antioxydants.
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3.4/ Activité antioxydante aua radical galvinoxyl (GOR)

La cinétique d’évolution du pourcentage d’inhibition du radical galvinoxyl (GOR) en présence
des extraits de Teucrium polium L, Rubus fruticosus L, le BHT (standard antioxydant témoins) et
le BHA (standard antioxydant témoins) est décrite dans la figure 22. Les Concentrations
inhibitrices a 50% (ICso) (g/ mL) des extraits testés et des standards sont exposées dans la figure
23.

La lecture des courbes des cinétiques d’inhibition du radical glavoxyl (GOR) ainsi que les ICsgo

des extraits et des standards (figures 22 et 23) montrent que :

-Les extraits de Teucrium polium L et Rubus fruticosus L et les standards antioxydants témoins
(BHT et BHA) possédent un pouvoir inhibiteur envers le radical glavoxyl (GOR) ;

-L’effet inhibiteur des extraits testés et des standards est proportionnel aux doses utilisées ;

-Le potentiel antioxydant de BHA n’a montré aucune différence par rapport I’extrait de Teucrium
polium L, mais il est significativement supérieur (p<0,0001) par rapport a celui de ’extrait de
Rubus fruticosus L (»p<0,0001) et de BHT ;

-L’extrait de Teucrium polium L a montré un pouvoir inhibiteur (1Cs0=5.67+0.58 pg/ml)
significativement supérieur (p<0,0001) par rapport a celui observé pour I’extrait de Rubus
fruticosus L (1C50=34.79+0.65 pg/ml) ;

-Un pouvoir inhibiteur faible est observé pour I’extrait de Rubus fruticosus L (1Cs0=34.79+0.65

pg/ml).

On déduit de ces résultats que I’extrait de Teucrium polium L exprime un caractere antioxydant
appréciable vis-a-vis du radical glavoxyl (GOR). Le test GOR est une méthode trés récente
d’estimation du pouvoir inhibiteur du radical galvinoxyl (GOR) des extraits, dont notre travail
sur les extraits de Teucrium polium L et Rubus fruticosus L est considéré parmi les premiéres
études réalisées pour la détermination de leur pouvoir inhibiteur vis-a-vis du radical galvinoxyl
(GOR). De ce qui précede, il peut étre conclu qu’il n y a pas d’études préalables d’estimation du

pouvoir inhibiteur GOR sur les espéces étudiées de Teucrium polium L et Rubus fruticosus L.
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Figure 23 : Valeurs des I1Cso (GOR) des extraits et des standards.

49



Résultats et discussion

3.5/ Activité inhibitrice de I’acétylcholinestérase (AChE) et d’a amylase

Le pouvoir inhibiteur de ’acétylcholinestérase et a amylase en présence des extraits Teucrium

polium L, Rubus fruticosus L est présenté dans les tableaux IX, respectivement.

En se référant aux valeurs établies dans les tableaux IX ET X représentatifs des pourcentages
d’inhibition de I’acétylcholinestérase et d’ o amylase en présence des extraits de Teucrium
polium L, et Rubus fruticosus L, on peut déduire que les extraits des plantes étudiées n’ont pas
d’effet inhibiteur vis-a-vis de I’acétylcholinestérase et d’ o amylase. En 1’absence des études
précédentes, on peut souligner que les extraits de Teucrium polium L, Rubus fruticosus L n’ont

pas d’effet sur les maladies d’ Alzheimer et de diabéte.

Tableau IX : Pourcentage d’inhibition de 1’acétylcholinestérase en présence des extraits

Pourcentage d’inhibition de
I’acétylcholinestérase (AChE) (%)
Concentrations Teucrium polium L Rubus fructicosus L
(pg/ml)
400 -405,18+17,34 -587,80+58,49
200 -604,81+26,02 -726,43+52,16
100 -578,93+57,83 -863,22+145,85
50 -699,08+18,96 -717,19+49,50
25 -622,18+71,63 -793,35+31,88
12.5 -781,89+132,92 -825,51+140,03
6.25 -731,24+64,71 -777,82+73,38

Tableau X : Pourcentage d’inhibition d” a amylase en présence des extraits

Pourcentage d’inhibition d’ o amylase (%0)
Concentrations Teucrium polium L Rubus fructicosus L
(pg/ml)

400 -405,18+17,34 -587,80+58.49
200 -604,81+26.02 -726,43+52.16
100 -578,93+57.83 -863,22+145.85
50 -699,08+18.96 -717,19+49.50
25 -622,18+71.63 -793,35+31.88
12.5 -781,89+132.92 -825,51+140.03
6.25 -731,24+64.71 -777,82+3.38
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3.6/ Evaluation de Deffet cicatrisant des extraits

Les extraits de Teucrium polium L, Rubus fruticosus L ont fait I’objet d’une évaluation de leur
activité cicatrisante sur des plaies d’excision pratiqués sur des lapins Néo-zélandais. L’effet des

extraits est comparé par rapport & une pommade cicatrisante commerciale (Cicatryl®).

Les résultats obtenus de 1’évolution de la cicatrisation des plaies d’excision, aprés application

journaliere des extraits, sont exprimés dans la tableau XI et XII.
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Progression de la contraction des plaies d’excision en fonction des jours
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Figure 24: Chronologie de la cicatrisation des plaies d’excision traitées et non traitées (contrdle) chez le lapin.
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Il ressort de la lecture du tableau XI et XII que :

-Les groupes traités par les deux extraits de Teucrium polium L, Rubus fruticosus L montrent une
contraction des plaies significativement plus rapide (a J3, J6 et J9) que celle observée dans le

groupe contréle ;

-A T’exception des jours 12, 15 et 18, les groupes traités par les extraits de Teucrium polium L,
Rubus fruticosus L montrent une progression de la cicatrisation significativement plus rapide que

celle observée pour le groupe témoin traité par Cicatryl ® ;

-Sur toute la période (J12—J18) les groupes traités par les extraits de Teucrium polium L, Rubus
fruticosus L ne montrent aucune différence de cicatrisation par rapport au contréle et au lot
traité par Cicatryl pendant la période allant de J3 au J9, ceci est interprété par une diminution de
la phase inflammatoire, une favorisation de la contraction des plaies et une réduction de la
période d’épithélialisation. Le mécanisme d’action peut étre affecté par certaines substances
bioactives ayant un effet cicatrisant et doués d’un potentiel antioxydant. Selon (Palmeri et al.,
1995) les antioxidants qui réduisent les radicaux libres sont capables d’empécher la dépréciation
au niveau cellulaire par inhibition de I’inflammation qui conduit a 1’appauvrissement de
collagéne, en offrant ainsi une protection contre les dommages de la peau. Aucune des plantes
¢tudiées n’a fait I’objet d’une évaluation de leur potentiel cicatrisant. A la lecture des résultats de
I’évolution de la cicatrisation des plaies d’excision, il peut étre observé que les extraits de

Teucrium polium L, Rubus fruticosus L présentent un effet cicatrisant significativement supérieur.
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Résultats et discussion

Contraction des plaies d’excision exprimée en %*

Groupe | Affectation | Jour 3 | Jour6 | Jour9 Jour12 | Jour 15 | Jour 18
| 0.00+ | 3.67+ | 24.83+ | 4155+ | 51.98+ | 92.84«
Contrdle
0.00 3.26 5.70 9.47 14.52 7.17
1 E;tjlarlltudrs o841+ | 4691+ | 6109 | 78.02 | 80.69+ | 96.77%
polium 4.13% | B.04™ | 5 opee | 526 5.73 1.08
1 Extraitde | ) oo | 49044 | 4397 | 6619+ | 8286+ | 92.70+
Rubus 1.72% | 4.01%
fruticosus L ' ' 13.44 14.66 7.13 3.34
vV o 0.00f | 5714 | 2849t | 49.92+ [ 6253+ | 91.67+
Cicatryl 4.48
0.00 : 6.35 16.68 26.98 11.27

A Valeur moyenne + écart type (n=3) ; * p<0,0001 , * p<0,01 vs controle ; ® p<0,0001, *™* p<0,01, ™=
p<0,05 vs Cicatryl®; § p<0,01 vs Rubus fruticosus L.
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Conclusion générale

Le travail que nous avons entrepris a pour objectif principal la valorisation de deux plantes de
I’est Algérien largement utilisées dans la médecine traditionnelle ; Teucrium polium L et Rubus
fruticosus L. Elles étaient choisies parmi les espéces les moins étudiées tout en prenant en

considération leur caractére endémique.

Sur le volet phytochimique, I’analyse qualitative par screening phytochimique a révélé la richesse
des extraits de Teucrium polium L et Rubus fruticosus L en composés phénoliques, notamment
en flavonoides. L’analyse quantitative montre que les taux des phénols totaux, flavonoides et
flavonols totaux des extraits sont significativement important. A travers cette analyse
phytochimique, il peut étre conclu que I’extrait hydroalcoolique de Teucrium polium L s’est
révelé relativement riche en composés phénoliques, par rapport a I’extrait de Rubus fruticosus L,

qui pourrait constituer une source potentielle d’antioxydants.

Sur le volet biopharmacologique plusieurs activités ont été étudiées, a savoir les activités
antioxydante, anti-enzymatique et cicatrisante. L’évaluation de I’activité antioxydante en
utilisant les différents essais (DPPH’, ABTS™", CUPRAC et GOR) a montré que le potentiel
inhibiteur envers les radicaux libres de I’extrait hydroalcoolique de Teucrium polium L est le plus
important comparé a I’extrait de Rubus fruticosus L. Ceci peut étre corrélé avec sa teneur élevée
en différents groupes de composes phénoliques, comme révélée par les précédentes analyses

phytochimiques.

Les extraits des plantes étudiées n’ont révéelé aucun des effets anti-enzymatiques inhibiteur vis-a-
vis de I’acétylcholinestérase et d” a amylase. On peut souligner d’apres les résultats de la présente
étude que les extraits de Teucrium polium L, Rubus fruticosus L n’ont pas d’effet sur les

maladies d’ Alzheimer et de diabéte.
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Au regard du potentiel antiradicalaire important, Les extraits des plantes étudiées ont été
sélectionnés pour subir une évaluation de leur activités cicatrisante sur des plaies d’excision
pratiquées sur des lapins Néo-zélandais. Les résultats de 1’évaluation de 1’activité cicatrisante
chez le lapin ont montré que les extraits de Teucrium polium L, et Rubus fruticosus L
présentent un effet cicatrisant significativement supérieur pendant la période allant de J3 au J9,
ceci est interprété par une diminution de la phase inflammatoire, une favorisation de la

contraction des plaies et une réduction de la période d’épithélialisation.

En conclusion, cette étude nous a permis,
-Sur le volet chimique :

D’établir la richesse des extraits de Teucrium polium L, et Rubus fruticosus en composes
phénoliques particulierement 1’extrait de Teucrium polium L ; ce dernier pourrait étre exploité

comme source potentiel d’antioxydant.

-Sur le volet pharmacologique :

Les évaluations expérimentales in vitro sur des biotests normalisés (DPPH’, ABTS™", CUPRAC,
GOR) a permis de mettre en évidence un potentiel antiradicalaire pour les deux extraits. Ceci est
particuliérement notable pour I’extrait de Teucrium polium L. Les extraits de Teucrium polium
L, et Rubus fruticosus L se sont par ailleurs, révélés doués d’un effet cicatrisant sur des modeéles
animaux mais sans aucun effet anti-enzymatique vis-a-vis de 1’acétylcholinestérase et d’ a

amylase.

En perspective, il serait intéressant d’approfondir les investigations phytochimiques,
toxicologiques et biologiques des extraits de Teucrium polium L, et Rubus fruticosus L afin de
s’assurer de leur innocuité, de mettre en évidence d’autres activités bénéfiques pour la santé et de
caractériser leurs principes actifs. Ces travaux complémentaires permettront éventuellement une
phytostandardisation ultérieure, critére indispensable a la valorisation industrielle de ces produits

en tant que compléments alimentaires a allégation de santé.
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Figure 1 : courbe d’étalonnage d’acide gallique pour le dosage des polyphénols.
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Figure 2: courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides.
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Annexes

Figure 3 : courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonols.
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Résumé

Résume
Le présent travail s’inscrit dans le cadre d’une étude phytochimique et biologique de deux plantes

médicinales cultivées localement en Algérie ; Teucrium polium L et Rubus fruticosus L.

Les deux plantes sélectionnées ont été évalués pour leurs activités antioxydantes, et cicatrisantes.
Une analyse qualitative par criblage phytochimique a été réalisée et complétée par une évaluation
quantitative du contenu des extraits en phénols totaux, flavonoids et flavonols. Les résultats de
I’analyse quantitative montre que les taux des composés phénoliques dans les extraits de

Teucrium polium L et Rubus fruticosus L sont significativement importants.

L’évaluation de I’activité antioxydante in vitro (DPPH", ABTS™", CUPRAC, GOR) a montré que
le potentiel antioxydant de I’extrait de Teucrium polium L est le plus important comparé a
I’extrait de Rubus fruticosus L. Les extraits de Teucrium polium L et Rubus fruticosus L se
sont montré sans aucun potentiel anti-enzymatique vis-a-vis de 1’acétylcholinestérase et d’ a
amylase. . D’autre part, les résultats de I’évaluation de D’activité cicatrisante chez le lapin ont
montré que les extraits de Teucrium polium L et Rubus fruticosus L présentent un effet
cicatrisant significativement supérieur pendant la période allant de J3 au J9, ceci est interprété par
une diminution de la phase inflammatoire, une favorisation de la contraction des plaies et une

réduction de la période d’épithélialisation.

Mots clés : Teucrium polium L, Rubus fruticosus L, composés phénoliques, activité

antioxydante , activité cicatrisante.



Abstract

Abstract

The present work was based on the valorization of two medicinal plants grown locally in Algeria;
Teucrium polium L and Rubus fruticosus L by the determination of their molecular
characterizations and biological activities. The hydroalcoholic extracts of the selected plants were
evaluated for their antioxidant, anti-enzymatic and healing activities.

The antioxidant activity (DPPH’, ABTS™", CUPRAC, GOR) evaluated in vitro showed that the
antioxidant potential of the Teucrium polium L extract is the most important compared to the
Rubus fruticosus L extract. No anti enzymatic potential has been showed for the extracts of the
selected plants.

However Teucrium polium L and Rubus fruticosus L were selected for an evaluation of their in
vivo healing activity on the animal model by the use of the excision test performed on New
Zealand rabbits. The extracts of the selected plants showed a significant healing potential activity
during the period from day 3 to day 9, this is interpreted by a decrease of the inflammatory phase,

a favoring of the contraction of the wounds and a reduction of the period of epithelialization.

Key words: Teucrium polium L, Rubus fruticosus L, phenolic compounds, antioxidant activity,

healing activity.
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Le présent travail s’inscrit dans le cadre d’une étude phytochimique et biologique de deux plantes
médicinales cultivées localement en Algérie ; Teucrium polium L et Rubus fruticosus L.

Les deux plantes sélectionnées ont été évalués pour leurs activités antioxydantes, et cicatrisantes.

Une analyse qualitative par criblage phytochimique a été réalisée et complétée par une évaluation
guantitative du contenu des extraits en phénols totaux, flavonoids et flavonols. Les résultats de I’analyse
guantitative montre que les taux des composés phénoliques dans les extraits de Teucrium polium L et
Rubus fruticosus L sont significativement importants. (129.81+18.12mg QE g'),(102.28+0.58 mg GAE g').
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L. Les extraits de Teucrium polium L et Rubus fruticosus L se sont montré sans aucun potentiel anti-
enzymatique vis-a-vis de I'acétylcholinestérase et d’ a amylase.

D’autre part, les résultats de I’évaluation de I'activité cicatrisante chez le lapin ont montré que les extraits
de Teucrium polium L et Rubus fruticosus L présentent un effet cicatrisant significativement supérieur
pendant la période allant de J3 au J9, ceci est interprété par une diminution de la phase inflammatoire,
une favorisation de la contraction des plaies et une réduction de la période d’épithélialisation.
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