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RESUME

En Algérie, plusieurs espéces de plantes sont encore peu ou pas investiguéees sur les
plans phytochimiques et pharmacologiques. Dans ce contexte, deux especes R.suaveolans et
T.ciliatus récoltée dans deux régions différentes de 1’Algérie a fait 1’objet de cette étude.
Alors, notre étude s’intéresse a la détermination de la composition chimique et des activités
biologiques des extraits de ces plantes. Les teneurs en polyphénols totaux et les flavonoides
totaux des extraits ont été dosés. Les tests de dosage ont montré que les extraits méthanoliques
et aqueux de deux plantes représentent les extraits les plus riches. L’activité antioxydante des
extraits a été estimée par 'utilisation de six méthodes différentes DPPH, ABTS, pouvoir
réducteur, chélation du Fer, CUPRAC et Phenanthroline. Les résultats ont montré que les
extraits de deux plantes du solvant polaire, et moyennement polaire (I’extrait aqueux,
méthanolique et acétonique) ont donné les meilleurs résultats de I’activité antioxydante avec
presque tous les tests réalisés suivis par les extraits du solvant faiblement polaire
(Dichlorométhane et I’huile essentielle). L’activité anti-Alzheimer a été testée par 1’évaluation
du pouvoir anti enzymatique conte la butrylcholinestrase (BChE). Les résultats ont montré
une capacite tres importante de tous les extraits de T.ciliatus a inhiber la butylcholinestérase,
plus élevée comparativement a la galanthamine utilisé comme standard (IC50=34,75+1,99),
dont I’extrait de Dichlorométhane a manifesté la plus grande capacité avec une IC50 égale a
0,26+0,20 pg/ml. Cependant, L’huile essentielle, ’extrait de dichlorométhane et d’acétone de
R.suveolans ont présentés une forte activité avec des valeurs d’IC50 de 4,14+0,40 ; 13,57+
1,70 et 18,28+ 1,93 pg/mL respectivement et les extraits aqueux et methanolique ont montré
la plus faible activité avec des IC50 de 191,79+1,98 et 145,05+0,96 ug/ml respectivement.

Mots clés : Huile essentielle, extraits bruts, activité anti-oxydante, activité anti-

Alzheimer.




ABSTRACT

In Algeria, several plant species are still little or not investigated on the
phytochemical and pharmacological levels. In this context, two species R.adpressum and
T.ciliatus harvested in two different regions of Algeria were the subject of this study. So our
study focuses on determining the chemical composition and biological activities of the
extracts of these plants. The total polyphenols and flavonoids in the extracts were determined.
Assays have shown that the methanol and aqueous extracts of two plants are the richest
extracts. The antioxidant activity of the extracts was estimated by the use of six different
methods DPPH, ABTS, reductive power, iron chelation, CUPRAC and Phenanthroline. The
results showed that the extracts of two plants of the polar solvent, and medium polar
(aqueous, metanolic and acetonic extract) gave the best results of antioxidant activity with
almost all tests performed followed by extracts of the low polar solvent (Dichloromethane and
essential oil). The anti-Alzheimer activity was tested by the evaluation of the anti-enzymatic
potency of butrylcholinestrase (BChE). The results showed a very important ability of all
extracts of T.ciliatus to inhibit butylcholinesterase, higher compared to the galanthamine used
as standard (1C50=34.75 1.99), whose Dichloromethane extract showed the greatest capacity
with an IC50 equal to 0.26 0.20 pg/ml. However, essential oil, dichloromethane extract and
acetone from R.suveolans showed strong activity with IC50 values of 4.14 0.40; 13.57 1.70
and 18.28 1.93 pg/mL respectively and the aqueous and methanolic extracts showed the
lowest activity with IC50 of 191.79 1.98 and 145.05 0.96 pg/ml respectively.

Key words: essential oil, anti-oxidant activity, anti- Alzheimer activity
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INTRODUCTION GENERALE

Les plantes médicinales sont des plantes qui auraient une activité pharmaceutique

tres importante pouvant conduire a des emplois thérapeutiques, cela grace a la présence d’un
certain nombre de substances bioactives dans la plupart agissent sur 1’organisme humain
(Naghibi et al., 2005).

Les substances bioactives sont retrouvés dans toutes les parties de plantes, mais ils
sont distribués difféeremment selon leurs roles, cette distribution varie d’une plante a 1’autre
(Bruneton 2009). Elles sont produits en faible quantités dans des compartiments particuliers et
a des moments précis de la vie d’une plante, mais plus de 200000 molécules ont été
identifiées en composés phénoliques, alcaloides, terpéniques et autres (Amas., 1997).

Le stress oxydatif représente 1’incapacité¢ de 1’organisme a se défendre contre
I’agression d’espéces réactives oxygénes (ERO) (cheeseman et salter 1993), il est définie
comme un déséquilibre entre les processus biochimiques de production des ERO, il est le
premier et principale cause des plusieurs maladies tels que le cancer, le vieillissement
simultané et 1’ Alzheimer.

Les recherches sur des nouveaux traitements possibles dans I’espoir de protéger notre
santé et méme guérir ces différentes maladies se basent actuellement sur des médicaments a
base de plantes médicinales qui sont généralement moins ou sans effets indésirables.

L’Algérie est le plus grand pays riverain de la méditerranée, il est reconnu par sa
diversité variétale en plantes médicinales et aromatiques ainsi que leurs diverses utilisations
populaires dans 1’ensemble des terroirs du pays, ce sont des savoir-faire ancestraux transmis
de génération en génération chez les populations le plus souvent rurales (llbert et al., 2016).

Ainsi, dans notre étude et dans le but de rechercher des nouvelles substances
bioactives a base des plantes médicinales, nous avons valorisé deux plantes médicinales
algériennes d’intérét thérapeutique, il s’agit de 1’espéce Thymus ciliatus de la famille des
Lamiacees et I’espece Rhanterium suaveolens de la famille des Astéracées.

Le travail que nous avons effectué sur ces especes dans le cadre de notre mémoire de
master est reporté dans ce manuscrit apres une introduction générale, sous forme de deux
parties.

La premiére partie est bibliographie subdivisée en deux chapitres, le premier expose
des généralités sur les métabolites secondaires, et le deuxiéme chapitre est articulé sur le

stress oxydatif et la maladie d’ Alzheimer.




INTRODUCTION GENERALE

La deuxieme partie est expérimentales subdivisée en deux chapitres, le premier
chapitre renferme les travaux expérimentaux effectués sur les espéces sélectionnées, et le
deuxieme chapitre est consacrée a la présentation et la discussion des résultats obtenus.

Enfin ce travail s’achéve par une conclusion générale et des perspectives pour le
futur...

Les travaux réalisés dans le cadre de ce memoire sont :

v'Identification et collecte des espéces choisies

<

Préparation des extraits végétaux

v Estimation de teneur de polyphénols totaux et flavonoides totaux des extraits préparés
en utilisant des méthodes de dosage sur microplaque.

v’ Evaluation in vitro des activités biologiques des extraits préparés (Huiles essentielles,

extraits aqueux, métanoliques, acetoniques et extraits de dichloromethane), il s’agit de

I’activité antioxydante en utilisant six tests différents : DPPH, ABTS, la chélation du

fer, FRAP, CUPRAC et phénanthroline, et activité anti-Alzheimer en déterminant

I’effet inhibiteur vis-a-vis 1’enzyme butyrylcholénistérase.
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1.1.Généralité

Les végétaux produisent des substances chimiques de structures variées comme les
métabolites primaires et secondaires (Edeas et al, 2007).

Les métabolites secondaires sont des molécules organiques complexes synthétisées
par les végétaux mais ils ne participent pas directement au métabolisme vegétale, ils
pouvaient jouer un role dans les défende contre les herbivores et dans les relations entre les
plantes et leur environnement (Lutge et al., 2002 ; Abderrazak et Joe., 2007).

Il existe plus de 200000 métabolites secondaires classeés selon leur appartenance
chimique variée (composés phénoliques, composés azotés et composes terpéniques) qui
représentent une source importante de molécules utilisables par I’homme dans des différents
domaines pharmacologiques ou agroalimentaires (Macheix et al., 2005)

1.2.Les polyphénols
1.2.1.Définition

Les polyphénols, dénommeés aussi composés phénoliques, sont des métabolites
secondaires plus importants chez toutes les plantes vasculaires (lebhan, 2005), ils regroupent
plus de 8000 substances chimiques (Bam Forth ,1999).

Sont des molécules aromatiques biologiquement actives, constitués d’un groupement
phényle et d’un groupement hydroxyle (-OH). On peut nommer dans cette famille les
flavonoides, les acides phénoliques et les tanins. (Karoune, 2016 ; Bruneton, 1999). Ils sont
présents partout dans les racines, les tiges, les fleurs, les feuilles de tous les végétaux. Les
principales sources alimentaires sont les fruits, les Iégumes, les boissons (vin rouge, le café,
les jus de fruits), les céréales, les graines oléagineuses et les légumes secs (Macheix et al,
2005)

1.2.2.Classification

Les composés phénoliques sont classés selon le nombre d’atome de carbone dans le
squelette de base, ces structures peuvent étre sous forme libres ou liées a I’ester ou hétérosides
(Bruneton, 1999). Les différents classes de ces composés phénoliques, et les plantes qui les

renfermant sont représentées dans le tableau suivant :
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Tableau 01: Principales classes des composees phénoliques (Bruneton, 1999 ;
Hannebelle, 2006).

Nombre d’atome | Squelette de base | Classe Plantes Exemples
de carbone
6 C6 Phénols simples Busserole Cathécol,
hydroquinone
7 C6-C1 Acides phénols | Artichaut saule | Acide gallique, Acide
benzoiques salysalique, vaniline
8 C6-C2 Acétophénones saule 3-acetyl6-
méthoxybenzaldehyde
9 C6-C3 Acides phénols | Romarin Acide coumarique
cinnamiques marronnier Acide caféique
d’inde
10 C6-C4 Naphtoquinones Dosera.spp . shikonine
13 C6-C1-C6 Xanthones Racine de | Bellidifoline,
gentiane , mangoctine
centaurée
14 C6-C2-C6 Stiblénes Raisin, pin Hydrangénol,
pinosylvine
15 C6-C3-C6 Flavonoides Ginkgo Quercétine,
iso flavonoides Thym Roténoide
camomille
18 (C6-C3)2 Lignanes Chardon Matarésinol
30 (C6-C3-C6)2 Bi flavonoides Carcinia Amentoflavone
hypeicum hinokiflavone
N (C6-C3-C6) n Tanins  condensés | Marronnier Aesculitanins
(proanthocyanidols) | d’inde, vigne

1.2.2.1.Les polyphénols simples
a. Acide phénoliques:
Les acides phénoligues sont divisés en deux classes :

v’ Les dérivés de I’acide hydroxy benzoiques (Tableau02) : sont composés d’un noyau
benzénique et présentent une structure de base est (C6-C1) (Chira, 2008).

B
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Tableau 02: Dérivés d’acide hydroxybenzoique (Macheix, 2005)

R1 =R2 =R3=R4=H acide benzoique (non phénolique)
R?2 R1 R1=R2=R4=H, R3=0OH acide p-hydroxy benzoique

0 R1=R4=H, R2=R3=0H acide protocatéchinique

R1=R4=H,R2=0CH3,R3=0H acide vanillique
R3 R1=H, R2=R3=R4=0H acide gallique

OH R1=H,R2=R4=0CH3,R3=0H acide syringique
R4 R1=0OH, R2=R3=R4=H acide salicylique
R1=R4=0H, R2=R3=H acide gentisique

v' Les dérivés de 1’acide hydroxycinnamiques (Tableau 03): représentent une classe tres
importante dont la structure de base est (C6-C3) (Macheix et Al, 2005).
Tableau 03: Dérivés d’acide hydroxycinnamique (Macheix et al ; 2005)

OH R1=R2=R3=H acide cinnamique (non phénolique)
R ~ | lo R1=RH, R2=0OH acide p-cinnamique
R1=R2=0H, R3=H acide caféique
R, R1=0CH3,R2=0H, R3=H acide férulique
Rs R1=R3=0CH3, R2=0H acide sinapique

b. Les flavonoides :

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6000 composés naturels qui sont
quasiment universels chez les plantes vasculaires. Ils constituent des pigments responsables
des colorations jaune, orange et rouge de différents organes végétaux (Havsteen, 2002). lls
dérivent de I’enchainement benzo-pyrone (Figure 05) et peuvent étre classés selon la nature
des différents substituant présents sur les cycles de la molécule et du degré de saturation
(Erlund, 2004).

Les flavonoides au sens strict sont des composés dont la substitution par un noyau
benzénique se fait en position 2. Les composés présentant une substitution en position 3 sont

désignés par le terme Iso flavonoides (Erlund, 2004 ; Ghedira, 2005).
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Selon la nature de I’hétérocycle C, on distingue : Les flavones et les flavonols, sont
les composés flavonoidiques les plus répandus dont notamment : la quercétine, le kaempférol,
la myricétine et 1’apigénine ; les flavanones (naringénine) ; les flavanols (catéchine) ; les
dihydroflavanols (dihydrokaempférol, dihydroquercétine) et les dihydroflavan-3,4-diols
(leucopelargonidol, leucocyanidol), sont considérés comme des flavonoides minoritaires en
raison de leur distribution naturelle restreinte les flavonoides peuvent se présenter sous forme
d’aglycones ou génies (entités dépourvues de reste osidique) ou d’hétérosides (portant un ou

plusieurs résidus osidiques) (Havsteen, 2002)

Figure 01 : structure de I’enchainement benzo-y-pyrone (Erlund, 2004 ; Ghedira, 2005)

c. Alcools phénoliques

Un alcool phénolique est un composé organique, possedant un hydroxyle phénolique
et un alcool aliphatique Ces composés sont trés abondants dans 1’olive (fruit et feuille)
(Micolv et al., 2005 ; Silva et al., 2010)
1.2.2.2.Les polyphénols complexes (Les tanins)

Les tanins sont des polyphénols polaires solubles dans 1’eau, d’origines végétales
(coran, 1999). Leur poids moléculaire est compris entre 5000 et 3000 datons. Ils représentent
une classe tres importante de polyphénols localisés dans les vacuoles (Alguilera-Carbo et al.,
2008).
a. Tanins hydrolysables

Les tanins hydrolysables sont des oligo ou des polyesters d’un sucre et d’un nombre

variable d’acide phénol. Le sucre est trés généralement le D-glucose et 1’acide phénol est soit
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COOH

HO OH
H

I’acide gallique dans le cas des gallotanins soit 1’acide éllagique dans le cas des

tanins classiqguement dénommés éllagitanins (Bruneton, 2009).

Figure 02 : structure chimique de ’acide gallique (Bruneton, 2009)
b. Tanins condensés
Les tanins condenseés se different fondamentalement des tanins hydrolysables car ils
ne possédent pas de sucre dans leurs molécules et leur structure est voisine de celle des
flavonoides. Il s’agit des polymeres flavaniques constituées d’unité de flavan-3-ols liées entre

elles par des liaisons Carbone- carbone (Bruneton, 2009)

Figurer 03 : structure chimique de tanins condensés (Bruneton, 2009)

1.2.3.La Biosynthese des polyphénols

La Biosynthése des polyphénols se fait par deux voies principales :
1.2.3.1.Voie de I’acétate :

La voie de I’acétate de ces polyphénols a des poly B-coesters (poly acétates) de
longueur variable, menant par cyclisation a des composés polycycliques tels que les ihydroxy-
1-8 anthraquinones ou les naphtoquinones. (Bruneton 1999 : naczk et shahidi 2004)

1.2.3.2.Voie de I’acide shikimique




CHAPITRE | : GENIRALITE SUR LES METABOLITES SECONDAIRES

Dans cette voie, 1’érythrose 4-phosphate et le phosphoénol pyruvate sont prouts par
les hydrates de carbone lors dégradation par la voie des pentoses hate et la glycolyse
respectivement (Hassan, 1994, Dewick, 1995).

De plus, la diversité structurale des composés poly phénoliques du a cette double
origine biosynthétique, et la possibilit¢ d’une participation simultanée des deux voie dans
I’élaboration de composé d’origine mixte comme les flavonoides (Martin et

andriantsitohaina 2002).

1.2.4.Propriété médicinale de polyphenols

v Les polyphénols sont les antioxydants les plus abondants dans nos régimes
alimentaires, Ils posseédent des propriétés antioxydant, capables de piéger les radicaux
libre générés en permanence par notre organisme (Middleton, karindaswami et
theoharides, 2000).

v' Les composés phénoliques sont principales répartis dans deux compartiments : la
paroi et les vacuoles. (Bénard, 2009) Au niveau tissulaire la localisation des
polyphénols est liée a leur role dans la plante et peut étre caractéristiques, au sein
méme des feuilles (tomas-Barberan and Espin, 2001, Sarni-Marchado, 2006)

v lIs sont absorbés a travers la barriére intestinale et parviennent au niveau de tissu
cibles.

v Interviennent dans la prévention des maladies cancéreuses et cardiovasculaire
(Havsteen, 1993).

1.3.Les composés azotés
1.3.1.Définition

Au début du XIXéme siecle, la notion d’alcaloides est inventée a partir du mot

« alcali » qui signifie « base » et le suffixe « iode » synonyme de « comme ». Il n’existe pas

de définition simple, courte et précise de ces molécules et il est parfois difficile de les
distinguer des autres métabolites azotes naturels.(Jean, 2009).

Winterstein et Tier ont défini les alcaloides comme étant des composés a azote

hétérocyclique, synthétisés a partir d’acides aminés ou de leurs dérivés immédiats, a
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distribution restreinte ; possédant une toxicité plus au moins grande, agissant principalement
sur le SNC (Aniszewski, 2015). Ces substances renferment toujours du carbone, de
I’hydrogene, de 1’azote, et le plus souvent de I’oxygéne, Leur nom se termine typiquement
par « ine » (Kalla, 2012).

Les alcaloides font partie des métabolites secondaires. lls présentent une source de
molécules bioactives ayant plusieurs intéréts biologique, pharmacologique et écologique |,
mais posseédent aussi des effets toxiques. (Dr SAHRAOUI)

1.3.2.Répartition botanique et localisation

v' Les alcaloides sont rares chez les bactéries (pyocyanine de Pseudomonas aeruginosa
et toxines de cyanobactéries), et les champignons (les ergotines de 1’ergot de seigle).

v Présentent principalement chez de nombreux végétaux, en particulier chez les
Angiospermes, surtout dans les familles suivantes : Liliaceae, Papavéraceae, Rutaceae,
Fabaceae, Loganiaceae, Apocynaceae, Rubiaceae, Solanaceae. ..

v Tous les organes peuvent en contenir : racine (ipéca), feuilles (coca), fruit (pavot),
écorce (quinquina), graine (colchique) ...

v lls sont stockés au niveau des vacuoles soit sous forme de sels (citrates, malates,
tartrates...) ou sous formes de combinaison avec les tanins.

v’ Leur teneur est trés variable, généralement faible entre 1%o0 a 3% (du poids sec).
Parfois des teneurs supérieurs a 10% (écorce de quinquina).(Dr SAHRAOUI)

1.3.3.Classification
1.3.3.1. Les alcaloides vrais

Ce sont des substances d’origine naturelle (principalement végétale), azotées
(I’atome d’azote inclus dans un systéme hétérocyclique), plus ou moins basiques, donnant des
réactions de précipitation avec certains réactifs « réactifs généraux des alcaloides », bio
génétiquement formeés a partir des acides aminée et douées, a faible dose, de propriétés
pharmacologiques marquées. (Dr SAHRAOQOUI)

1.3.3.2.Les pseudo-alcaloides

Présentent les caractéristiques des alcaloides vrais mais ne sont pas des dérivés des
acides aminés, par exemple : les alcaloides terpéniques.

1.3.3.3.Les proto-alcaloides
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Sont des amines simples dont I’azote n’est pas inclus dans un systéme
hétérocyclique, mais ils sont élaborés a partir d’acides aminés, par exemple : sérotonine,
mescalin (Dr SAHRAOQOUI)
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Figure 04 : Principaux types structuraux des alcaloides.
1.3.4.Propriétés physiques et chimiques des alcaloides

Les alcaloides ne constituent pas un groupe homogéne de corps comparables a celui
des protéines, glucides, lipides ; ce sont des composés complexes, aux formules compliquées.
Tous les alcaloides renferment de l'azote N, de I'nydrogene H2 et du Carbone C. La
plupart contiennent de 1'02, comme la morphine : C17 H19NO3, la codéine C18H21NO3,
I'atropine C17H23NO3, la cocaine C17H21NO4, la quinine C20H24N202.

Ce sont généralement des solides cristallisables, peu solubles dans 1’eau, solubles
dans le chloroforme, 1'éther, 1'alcool, le tolueéne, et 1’éther de pétrole. La présence d'azote les
rapproche des amines, et leur réaction générale plus ou moins accuseée est une réaction

alcaline, c’est justement ce qui rappelle leur nom "alcaloide". Leur solution bleuit la teinture

0
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rouge de tournesol, ils précipitent par les tanins et I’acide picrique. Ils montrent des
colorations particuliéres en présence de divers réactifs : par exemple, I'acide sulfovanidique
colore en rouge l'atropine en orange, la quinine en vert, la colchicine en brun. (Besch, 1845 et
Chesn, 1857).

1.4.Les terpenes

1.4.1.Définition

Ce sont des molécules hydrocarbonées produites particuliérement au niveau des organes
foliaires. Les différentes voies métaboliques dont ils sont issus sont la glycolyse, le cycle de
Krebs et la voie du shikimate, ainsi que la voie du méthylérythritol phosphate (MEP)
(Soualeh et soulimani, 2016).

L’unité de base des terpénes est I’isopréne en cing carbones. On trouve, selon le
nombre de cette unité, les monoterpenes C10 (2 unités), les sesquiterpenes C15 (3unités), les
diterpénes C20 (4 unités), les sesterpenes C25 (5 unités), les triterpénes, les stéroides C30 (6
unités), les tetraterpenes C40 (8unités) et les polyterpénes (C10) n avec n>8 (Richter, 1993).
1.4.2.Structure

Les terpénes sont des hydrocarbones naturels, de structure soit cyclique soit a chaine
ouverte, leur formule brute est (C5HX)n dont le x est variable en fonction du degré
d’insaturation de la molécule et n peut prendre des valeurs de 1 a 8 sauf dans les polyterpénes
qui comprennent plus de cent unités isopréniques comme dans le cas du caoutchouc. La
molécule de base est I’isopréne de formule C5H8. Le terme terpénoide désigne un ensemble
de substances présentant le squelette terpénique avec une ou plusieurs fonctions chimiques
(alcool, aldéhyde, cétone, acide, lactone, etc.) (Oureshi .N; Porter.J W 1981),

(Spurgeon.S. L.)
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Figure 05 : La molécule d’isopréne
I.4.3.Localisation et classification

Les terpenes sont fréeqguemment trouvés dans les huiles essentielles de plantes. Ils

sont universellement présents en faible quantité dans les organismes vivants, ou ils jouent de

)
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nombreux réles essentiels dans la physiologie des plantes ainsi que des fonctions importantes
dans toutes les membranes cellulaires. Les différentes fonctions de terpenes produits naturels
dans le monde naturel ont été examinées (Cram et Mahmoud, 1968 ; Ourisson, 1990).

Dans le regne végétal, les terpénoides sont classés dans la catégorie des métabolites
secondaires (avec les flavonoides et les alcaloides). Leur classification est basée sur le nombre
de répétition de I’unité de base isopréne (Tableau 02) :

Tableau 04: Les classes des terpenes

Terpénes Unités isopréniques | Atomes de carbone
Monoterpénes 2 10
Sesquiterpénes 3 15

Diterpénes 4 20
Sesterpenes 5 25
Triterpénes 6 30
Caroténoides 8 40
Caouchoue >100 >500

1.4.4. Les huiles essentielles
1.4.4.1. Définition

Les huiles essentielles (HE) sont des substances pures et naturelles, huileuses,
volatiles, d’odeur et de saveur généralement fortes, donc de nature hydrophobe (Belaiche,
1979 ; Wichtel et Anton, 1999). Largement répandues dans le regne végetal, une huile
essentielle est un <« produit odorant, généralement de composition complexe, obtenu a partir
d’une maticére premiére végetale botaniquement de finie, soit par entrainement a la vapeur
d’eau, soit par distillation seche, soit par un procéde mécanique approprie sans chauffage.
L’huile essentielle est le plus souvent séparée de la phase aqueuse par un procede physique
n’entrainant pas de changement significatif de sa composition » (Pharmacopée européenne,
2008).

Dans la plante, les huiles essentielles peuvent étre stockées dans divers organes ;
fleurs, feuilles, écorces, bois, racines, rhizomes, fruits ou graines (Hernandez Ochoa, 2005).

1.4.4.2. Composition chimique des Huiles essentielles :

Comme toute substance, Les huiles essentielles sont des mélanges complexes de
constituants, se caractérisent par une composition chimique analysable et trés variable, qui
peuvent contenir environ (20 a 60) composants avec des concentrations différentes et sont
caractérisees, généralement, par deux ou trois composants majoritaires représentant (20 /70%)

de I’huile essentielle totale, alors que les autres composés se trouvent sous forme de traces.

)
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Les constituants des huiles essentielles appartiennent de facon quasi exclusive a deux
principaux groupes caractérisés par des origines biogénétiques distinctes : les terpenes et les
composés aromatiques (Bakkali et al, 2008).

1.4.4.3. Production des huiles essentielles

L’hydro distillation I’entralnement a la vapeur d’eau est 1’'une des méthodes
officielles pour 1’obtention des huiles essentielles. A la différence de 1’hydrodistillation, cette
technique ne met pas en contact direct I’eau et la mati¢re végétale a traiter. De la vapeur d’eau
fournie par une chaudiere traverse la matiére végetale située au-dessus d’une grille.

Durant le passage de la vapeur a travers le matériel, les cellules éclatent et libérent
I’huile essentielle qui est vaporisée sous 1’action de la chaleur pour former un mélange « eau
+ huile essentielle ». Le mélange est ensuite véhiculé vers le condenseur et 1’essencier avant
d’étre séparé en une phase aqueuse et une phase organique : I’huile essentielle. L’absence de
contact direct entre I’eau et la matiére végétale, puis entre I’eau et les molécules aromatiques
évite certains phénomeénes d’hydrolyse ou de dégradation pouvant nuire a la qualité de I’huile.
L’hydrodiffusion est une variante de 1’entrailnement a la vapeur.

Le montage de type Schilcher est composé de quatre parties principales :
le réacteur, un ballon dans lequel on introduit la matiére végétale et I’eau.
la colonne, un cylindre en verre placé au-dessus du réacteur qui recueille la phase

vapeur.

NSRRI

le réfrigérant dans lequel se recondensent les vapeurs.

v" le vase florentin ou vont se séparer la phase organique (huile essentielle) et la phase
aqueuse (eau florale). Ce systéme peut étre équipé d’un recyclage ou cohobage : un principe
de siphon renvoie I’eau florale du vase florentin vers le réacteur. Un simple robinet au bas du
vase permet de recueillir I’huile essentielle a la fin de la réaction.

Le milieu réactionnel constitué par la maticre végétale et ’eau est porté a ébullition
grace a un chauffe-ballon.

La température est limitée par la température d’ébullition de I’eau 100°C. La
composition chimique des huiles essentielles dépend largement de 1’influence des conditions

d’hydro distillation sur I’essence contenue dans la plante.

1)
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1.4.4.4. Utilisations des huiles essentielles

En Pharmacie : Les huiles essentielles utilisée en nature ont de nombreux : -
activité antiseptique locale externe ou interne (pulmonaire, rénale) : Huiles essentielles
eucalyptus ou huiles essentielles de pine.

v'En parfumerie : De nombreux parfums sont toujours d’origine naturelle et
certaines huiles essentielles constituent des bases de parfums irremplacables (exemple :
Rose et Jasmin). 2

v'Dans les industries agro-alimentaires : Depuis le début des années quatre-
vingt, la part du naturel dans I’aromatisation des produits alimentaires ne cesse de croitre
aux dépends des compositions aromatiques de synthése. A coté des dérivés de
transformations des fruits, les huiles essentielles ont vraisemblablement encore une marge
de progression prévisible des produits néo naturels (produits de fermentation et de
bioconversion) (Rhayour .K)

1.4.4.5. Methodes d’extraction des huiles essentielles :

Différentes méthodes sont mises en ceuvre pour I’extraction des huiles essentielles, parmi
elles on peut citer :
a. D’hydro distillation :

La méthode par hydro distillation est traditionnellement et la plus anciennement utilisée et la
plus simple,. Le principe de cette technique consiste a immerger le matériel végétal a traiter
dans un alambic rempli d’eau placé sur une source de chaleur qui est ensuite porté
a ébullition a pression atmosphérique. La chaleur permet 1’éclatement des cellules et
la libération des molécules odorantes, ensuite les vapeurs hétérogenes sont condensées sur
une surface froide et I’huile essentielle se sépare par différence de densité (Bruneton, 1999).

b. Entrainement a la vapeur d’eau

L’entrainement a la vapeur d’eau est une méthode affirmée pour [’obtention des

huiles essentielles, Dans cette technique le matériel végétal ne macére pas directement dans

1
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I’eau. Durant le passage de la vapeur d’eau a travers la plante, les cellules éclatent et
liberent I’huile essentielle qui est vaporisée sous 1’action des vapeurs pour former un mélange
eau et huile en deux phase, une phase organique et une phase aqueuse. Cette méthode
permet d’éviter certains phénomeénes d’hydrolyse ou de dégradation pouvant affecter la

qualité des huiles essentielles (Bruneton, 1999).
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I1.1.Le stress oxydatif
11.1.1.Généralité

L’oxygene de I’air ambiant est essentiel a la vie des étres vivants. Paradoxalement,
en trop grande concentration, 1’02 peut engendrer du stress oxydatif (SO) en augmentant la
production de radicaux libres (RL), ce qui endommage les membranes cellulaires. Cette
augmentation de RL tres réactifs est arrétée par la synthese de plusieurs molécules
antioxydantes endogénes, assurant ainsi un systéme de défense pour 1’organisme. Lorsque la
production des RL s’accroit en proportion plus grande que la synthése d’antioxydants,
I’organisme s’expose a un ¢état de SO. Le SO est néfaste pour ’organisme, il est
potentiellement impliqué dans le développement de plus d’une centaine de pathologies.
(Bryant, Ryder et al., 2003 ; Bloomer, Goldfarb et al., 2006 ; Tauler, Aguil6 et al., 2006).
11.1.2.Définition de stress oxydatif

Le stress oxydant représente 1’incapacité de 1’organisme a se défendre contre
I’agression d’especes réactives oxygénées (ERO) (Cheeseman et Salter, 1993).ilest défini
comme un déséquilibre entre les processus biochimiques De production des especes réactives
de "oxygene (ERO) et ceux qui sont responsables de leur Contrdle et élimination (Sayre et
al., 2008 ; Bloomer et al., 2008 ; Browne et al.,2008 ;Power et al., 2010). Ce déséquilibre
peut se produire quand le systeme de défense antioxydant est surmené par I’augmentation des
oxydants ou lorsque les défenses sont affaiblies par une carence d’apport et/ou de production
d’antioxydants (Kirschvink et al., 2008). Ce désequilibre endommage des macromolécules,
des cellules, des tissus, des organes et I’organisme dans 1’ensemble. Une fois qu’il y a des
dégats a ces macromolécules, leurs fonctions essentielles dans le métabolisme cellulaire sont
changées aboutissant a la manifestation de beaucoup de maladies (Kumar et al., 2017).
L’équilibre ou homéostasie redox est perturbé et les cellules deviennent vulnérables aux
attaques par les ERO (Mac Laren, 2007).
11.1.3.0rigine du stress oxydatif

Le stress oxydatif peut avoir diverses origine , telle que un déficit nutritionnel en
antioxydants ou la surproduction endogéne inflammatoire ( Magder,2006), ou intoxication
aux métaux lourds ( mercure, cadmium, plomb ), anomalies génétiques( mauvais codage pour

une protéine ), irradiations UV ,rayons ,X...)(pincemail et al.,2002)

11.1.4.Les conséquences du stress oxydant

j
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Les conséquences biologiques du stress oxydant seront extrémement variables selon
le type cellulaire et la dose. De légers stress augmenteront la prolifération cellulaire et
I'expression de protéines d'adhésion, alors que de forts stress provoqueront 1’oxydation les
protéines, I'ADN et les membranes des cellules, des stress moyens faciliteront I’apoptose, une
nécrose et des stress violents désorganiseront la membrane cellulaire, entrainant des lyses
immédiates. De nombreuses autres anomalies biologiques sont induites par le stress oxydant :
carcinogenese, malformation des fcetus, mutation, fibrose, dépdt de protéines anormales,

dépdt de lipides oxydes formation d'auto-anticorps, immunosuppression (Favier, 2003).
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Figure 06 : ’origine et les conséquences biologiques du stress oxydant
11.1.5. Les radicaux libres
11.1.5.1.Définition

Un radical libre est une espéce chimique « libre », contenant un ou plusieurs
électrons non appariés (célibataires) dans son orbitale atomique sur la couche électronique la
plus externe. capable d'exister sous forme indépendants .Sa durée de vie est trés courte
(quelques millisecondes voir quelques nanosecondes).les électrons sont des corpuscules
chargés électriqguement et qui par un mouvement de rotation sur eux-mémes (Pillou, 2014).

11.1.5.2. Principe source de productions des radicaux libre

Les sources principales de ces radicaux libres sont représentées dans Le tableau

suivant :
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Tableau 05 : principales sources des radicaux libres (Delattre, J., Beaudeux, J. L.,
& Bonnefont-Rousselot, D. (2005)

Sources des radicaux libres

Endogene Exogéne

NADPH oxydase Toxiques environnementaux

Chaines respiratoires mitochondriales | Radiations ionisantes

Peroxysomes Radiations UV

Cytochromes P450 Champ électrique

Xanthine Oxydase Xénobiotiques pro-oxydants
Cyclo-oxygénases Cytokines pro-inflammatoires

Lipo- oxygénases

a. Production endogéne (interne)

Les radicaux libres sont formés le plus souvent a partir de 1’oxygeéne d’ou leur
appellation : espeéces réactives oxygénées (ERO). L’origine endogéne des ERO est
principalement les chaines respiratoires mitochondriales des cellules des organismes aérobies
(environ 2 % de l'oxygene consommé au niveau mitochondrial sont transformés en ERO
particulierement réactionnelle), le dysfonctionnement du systéme enzymatique ou par manque
d'antioxydants dans I'organisme et la réaction inflammatoire qui est une source importante de
radicaux oxygénés produits directement par les cellules phagocytaires activées, qui sont le
siege d'un phénomeéne appelé « Explosion oxydative » consistant a l'activation du complexe
NADPH oxydase (Puppo et Helliwell, 1988).

b. Source exogene (externes)

Il provient de : pollution, tabac, ozone, métaux lourds, polluants alimentaires
(engrais, additifs), graisses saturées des aliments, exces de sucres, alcool, drogues, exposition
prolongée au soleil et des ultras violets (Favier, 2003).
11.1.5.3.Les différents types des ROS

Parmi toutes les espéces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il
convient de distinguer trois groupes (Favier, 2003) :

v' Les radicaux primaires, qui constituent un ensemble restreint de composés radicalaires

et dérivent de I’oxygene par des réductions a un électron tels 1’anion super oxyde 02,

et le radical Hydroxyle OHe, ou de 1’azote tel le monoxyde d’azote NOs. Ils jouent un

role particulier en physiologie.
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v Les radicaux secondaires se forment par réaction des radicaux primaires sur les
composés Biochimiques de la cellule.

v' D’autres espéces dérivées de 1’oxygéne dites espéces actives de 1’oxygéne, comme
I’oxygene Singulier (102), le peroxyde d’hydrogéne (H202) ou le nitroperoxyde
(ONOOH), ne sont pas des radicaux libres, mais sont aussi réactives et peuvent étre
des précurseurs de radicaux.

Tableau 06 : Les principaux radicaux libres (Haton, 2005).

Oxygéne 02

Oxygene singulier 102

Anion super oxyde 02e-

Radical hydroxyle OH

Radical hydroperoxyle | HOO

Radical peroxyde ROO
Hydro peroxyde ROOH
Radical alkoxyle RO-

Peroxyde d'hydrogéne | H202

Radical oxyde nitrique | NO

11.1.5.4. Réles biologique des radicaux libres

Les ERO jouent divers roles physiologiques importants, elles constituent 1’arsenal de
défense contre les agents pathogénes comme dans la phagocytose des bactéries par les cellules
polynucléaire et seraient impliquées dans la régulation des repenses de la croissance cellulaire
comme seconds messagers (Deby et al, 2002). Elles sont utiles aussi dans la régulation des
geénes et participent au fonctionnement de certains enzymes (Favier, 2006). La vasodilatation
capillaire, le fonctionnement de certains neurones, ou encore la fécondation de 1’ovule et
enfin, la destruction par apoptose des cellules tumorale qui sont des processus naturels

nécessitant la présence de radicaux libre (Favier, 2003).
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11.1.5.5.Les systéemes antioxydants
11.1.5.5.1.Les systemes antioxydants enzymatiques
11.1.5.5.1 a - Systémes antioxydants enzymatiques endogenes

Les principaux systemes enzymatiques antioxydants, les plus efficaces chez les
mammiféres ainsi que chez les plantes sont la superxoyde dismutase, la catalase et le
glutathion peroxydase [Mates et al., 1999; Sharma et al., 2012]. Le role majeur du superoxyde
dismutase ou SOD est de catalyser la dismutation des ions superoxydes en peroxyde
d’hydrogeéne et en oxygene moléculaire. La catalase, essentiellement présente dans les
peroxysomes et dans les érythrocytes, est capable de transformer le peroxyde d’hydrogéne en
eau et en oxygeéne moléculaire I’activité du glutathion peroxydase, ou GPx, est de détoxifier le
peroxyde d’hydrogene et d’autres hydroperoxydes d’origine lipidique en couplant la réduction
de I’hydroperoxyde avec 1’oxydation d’un substrat réducteur[Delattre et al., 2005d]. D’autres
enzymes jouent un role non négligeable dans la lutte antioxydante, 1’ensemble formant un
systéeme complexe : glutathion réductase, thioredoxine reductase, glutathion transferase

11.1.5.5.1. Les Systéemes antioxydants non enzymatiques
11.1.5.5.1 a - Systemes antioxydants endogenes

Les systemes antioxydants non-enzymatiques endogenes incluent de nombreux thiols dont le
majoritaire est le glutathion, largement présent sous forme réduite, qui est capable de réagir,
in vitro, avec les radicaux HOe, RO2¢, RO, 102, ONOO-, des radicaux centrés sur le
carbone, mais aussi I’acide hypochloreux HOCI. Le glutathionest aussi capable de participer a
I’activité enzymatique qui, elle, détoxifie le peroxyde d’hydrogeéne et d’autreshydroperoxydes
(McCall et Frei, 1999; Masella et al., 2005; Delattre et al., 2005d). Les deux formes,
oxydée et réduite, de I’acide lipoique (non présentée sur le schéma), autre composé
appartenant aux thiols, présentent des propriétés antioxydantes in vitro en piégeant les HOs,
RO2+,I’HOCI et ’102. En se liant a des métaux comme le fer et le cuivre, il permet de les
désactiver d’un point de vue catalytique, et a la capacité de régénérer certains antioxydants
endogénes et exogénes [Packer et al., 2001; Panfili et al., 2003; Smith et al., 2004]. L’acide
urique, présent sous forme urate a pH physiologique, posséde des propriétés antioxydantes in
vitro contre les HOe et RO2e, tout comme la bilirubine, les mélanines et la mélatonine

[Delattre et al., 2005d].
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11.1.5.5.1 b- Systémes antioxydants exogenes

Les antioxydants chimiques exogenes, comprennent majoritairement les vitamines C
et E, les caroténoides et des composes phénoliques [McCall et Frei, 1999].La vitamine C ou
acide ascorbique est une molécule hydrosoluble présente dans la plupart des fruits et légumes
(non synthétisée par ’Homme). Elle est connue pour son action protectrice contre I’oxydation
membranaire [Retsky et al., 1999]. Son caractére antioxydant provient de sa forme ionisée
abondante (AscH-) qui peut aisément réagir avec des radicaux et produire le radical ascorbate
tricarbonyle (AscHe), stabilisé par résonance. Du fait de son trés faible pK, la forme non
protonée radicalaire faiblement réactive est privilégiée (Asce20) [Valko et al., 2006]. La
vitamine E est le terme geénérique utilise habituellement pour désigner les différents
tocophérols et tocotriénols (ensemble de 8 molécules dont 4 tocophérols et 4 tocotriénols, ).
Ce sont de bons antioxydants alimentaires, mais surtout leur réle physiologique chez
I’Homme, comme protecteurs des structures membranaires et des lipoprotéines ou pour lutter
contre le stress oxydant, est trés important. Elle prévient 1’apparition d’hydropéroxydes en
piégeant les radicaux LOO- [Kaiser et al., 1990; Yoshida et al., 1993].Les caroténoides
(Car) sont des pigments issus des plantes et microorganismes, et sont regroupés en deux
grandes familles : les carotenes et les xantophylles . On en dénombre environ 600 présents
dans la nature. L’activité antioxydante de ceux-Ci est liée a leur longue chaine polyénique qui
leur permet de réagir avec les radicaux ROOe, HO+, O2e-, Re. (Valko et al., 2006). Les
composés phénoliques (Ph), et en particulier les flavonoides, sont des métabolites secondaires
des plantes caractérisés par une structure commune de type 2-phénylbenzopyrane. Leur
capacité antioxydante réside dans leur faculté a « terminer » les chaines radicalaires par des
mécanismes de transfert d’électrons et de protons, et a chélater les ions des métaux de
transition capables de catalyser la peroxydation lipidique. [Schroeter et al., 2002; Leopoldini
etal., 2011)

I11.2.La maladie d’Alzheimer

11.2.1.Définition

La maladie d’Alzheimer est une affection dégénérative du systeme nerveux central
entrainant une perte progressive des fonctions cognitives, notamment de la mémoire, et des
troubles comportementaux. La maladie a été décrite pour la premiére fois par le psychiatre et
anatomopathologiste allemand, Alois Alzheimer en 1906, dans une publication décrivant les

altérations anatomiques du cerveau d’une patiente de 51 ans, Auguste D. Depuis, les
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recherches n’ont cessé de se développer et permettent aujourd’hui de considérer la maladie
d’Alzheimer comme la principale cause de démence chez la personne agée. (Laper., 2010)

11.2.2. Anatomopathologie

La maladie d’Alzheimer se caractérise sur le plan neuropathologique par la présence
de deux types de lésions en quantité importante dans les régions hippocampiques et corticales
associatives, a savoir la dégénérescence neurofibrillaire et la présence de plaques séniles. La
dégénérescence neurofibrillaire est due aux paires de filaments en hélice, constitués d’amas de
protéine tau, anormalement phosphorylées (Delacourte et al, 1990). La dégénérescence
neurofibrillaire6 dans le cortex évolue de maniére stéréotypée et hiérarchisée : elle débute tout
d’abord dans la région hippocampique et s’étend progressivement vers le cortex temporal,
puis dans les régions associatives (cortex préfrontal), et enfin dans 1’ensemble du cortex
(Delacourte, 1998). Les plaques séniles représentent des dépOts au niveau central de
substance amyloide et sont constituées de fragments de dendrites et d’astrocytes dégénérés
(Patry-Morel, 2006). Elles se forment dans 1I’ensemble du cortex cérébral de maniére diffuse.
Ces deux types de lésions ont pour conséquence la destruction neuronale et entrainent la perte
progressive des fonctions cognitives et de I’intégrité intellectuelle.

La maladie d’Alzheimer se caractérise également par une atrophie cérébrale
importante et sur le plan neurobiologique par un déficit en acétylcholine dd a la destruction du
noyau de Meynert et a la perte synaptique et neuronale (Duyckaerts, Colle, Delatour &
Hauw, 2002).
11.2.2.Les cholinestérases
11.2.2.1. L acétylcholinestérase (AChE)

a. Définition

L’acétylcholinestérase est une enzyme extrémement rapide : selon 1’espéce, elle est
capable d’hydrolyser son substrat entre 1000 et 20000 fois par seconde, cela fait d’elle une
des enzymes les plus rapides de la nature avec une efficacité catalytique estimée a environ
1.5*10 M-1. S-1, la diffusion des substrats et des produits vers et a partir de son site,
constitue pratiquement 1’étape limitante de la réaction catalytique [hasinoff 1982 ; Quinn
1987 ; Rosenberry 1975]. Le temps de vie du complexe enzyme substrat est alors
négligeable en comparaison du temps moyen necessaire a la rencontre de deux entiés.

b. Roéle
On distingue deux roles de I’AChE :
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v Role classique est exprimée dans de nombreux tissus mais c’est a la jonction neuro
musculaire ou dans les synapes reliant certains neurones qu’elle remplit son roles le
mieux connu, le réle de I’AChE requiert une grande efficacite.

v" Réle non classique : I’AChE joue également des roles autres que celui de la
transmission de I’influx nerveux au sein des synapes cholinergique (silman 2005).11
semble que tous ces réles non classiques impliquent spécifiquement le PAS.

La caractérisation du PAS a été confirmée par les structures des complexes de
I’AChE avec le décaméthonium (Harel 1993), la fasciculine (bourne 1995 ; Harel 1995 ;
kryger 2000), le propidium et d’autres inhibiteurs spécifiques du PAS (bourne 2003 ;
bourne 2004) ainsi que par dynamique moléculaire (Cavalli 2004).

L’AChE est une enzyme extrément rapide, pourtant son site actif est enfoui au fond
d’une george étroite et profonde. Le premicre structure tridimensionnelle d’une AChE a étre
résolu fut celle d’une raie du pacifique, torpédo California (TC). (Sussman 1991).

La structure atomique de I’AChE a permis de mettre en évidence deux régions
essentielles a I’enzyme, située de part et d’autre de la george qui pénétre 1’enzyme jusqu’a son
centre le site actif au fond et le site périphérique a I’entrée.
11.2.2.2. La Butyrylcholinestérase :

a. Définition :

La butyrylcholinestérase (BChE) appartient au méme classe structurale des protéines,
la famille des estérases/lipases, comme acétylcholinestérase (AchE, EC 3.1.1.7). Elles sont
sérine hydrolases qui partagent une structure substantielle similitudes, mais différent dans les
specificités de substrat et sensibilités aux inhibiteurs 1,2. La BChE peut, contrairement a
I'AChE, hydrolyser efficacement les plus gros esters de choline tels que butyrylcholine et

benzoylcholine. (Louis et Missouri, 2018).
b. Roéle:

L’existence « normale » d’individus possédant des variants silencieux pour la BChE
(absence de la protéine ou présence de protéine ! inactive) suggere que cette enzyme n’a pas
de fonction vitale chez I’étre humain.

Des études sur des souris dont le géne codant pour I’AChE a été délété, montrent que
la BChE sous certaines conditions pallie 1’absence d’AChE au niveau du systéme nerveux
notamment comme protecteur d’un excés d’Ache (Li, Stribley et al., 2000; Girard,
Bernard et al., 2007).
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Néanmoins, ce n’est pas son seul role (Blondet, Carpentier et al., 2010). D’aprés
certaines études la BChE serait un acteur clé pendant le développement embryonnaire au
niveau de la neurogenése notamment (Chatonnet et Lockridge, 1989 ; Mack et Robitzki,
2000). Comme il n’existe pas de carboxylestérase dans le plasma humain, on reconnait a la
BChE une importance pharmacologique dans la détoxication plasmatique des composés
estérifiés tels que la succinylcholine, 1’aspirine, 1’héroine, la cocaine (Li, Sedlacek et al.
2005). Par exemple, la succinylcholine, employée comme curare de courte durée est
uniquement hydrolysée par la BChE.

Chez certains patients, une mutation (D70G) a du site actif de I’enzyme altére
I’affinité pour ce substrat. L’emploi de la succinylcholine entraine alors des apnées
prolongées (Masson, Legrand et"al. 1997 ; Mollerup and Gatke 2011).

La BChE est également la principale enzyme connue pour la dégradation de la
cocaine (Lynch, Mattes et al., 1997). Des études actuelles ont pour objet la modification de
la BChE afin de lui conférer une meilleure activité cocaine hydrolase (Xue, Ko et al., 2011).

Enfin, tout comme I’AChE, la BChE réagit irréversiblement avec les composés
organophosphorés. Cela lui confere la capacité de piéger les OP et d’agir comme un
bioépurateur naturel. De nombreuses études dans ce sens continuent a étre menées (Masson,
Nachon et al., 2008 ; Nachon, Carletti et al., 2011)

11.2.3. Traitement de la maladie d’ Alzheimer

La maladie d’Alzheimer représente en France un enjeu majeur de santé publique
étant donné son caractere incurable, la perte d’autonomie pour les activités de la vie
quotidienne et sa forte prévalence. C’est pour cela que depuis plusieurs années, plusieurs
hypothéses ont été ¢laborées afin de mettre au point un traitement efficace. Pour I’instant sur
le marché il existe seulement deux molécules permettant d’améliorer la prise en charge: les
anticholinestérasiques et les antiglutamates (la mémantine). Ces traitements sont avant tout
symptomatiques et n’influencent pas 1’évolution de la maladie, ¢’est a dire qu’ils ne sont pas «
disease modifyers ».

La mémantine (Ebixa®) est le seul traitement indiqué chez les patients au stade
sévére de la maladie d’Alzheimer ; elle est également préconisée au stade modérément sévere
et, depuis 2005 au stade modére. Son efficacité a été démontré a la dose de 20mg/jour dans

les études contre placebo et en association avec le donépézil ( Tariot.P ,2004).

11.2.3.1. Traitements médicamenteux
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Les thérapies anti-amyloide sont les principaux traitements en cours d’évaluation
dans des essais cliniques qui ciblent la pathologie amyloide sont desanticorps monoclonaux

anti-amyloides, des vaccins anti-amyloides, et des inhibiteurs de -secrétase ( Schenk D, et al )

a. Les anticholinestérasiques

L'action des anticholinestérases est d'inhiber les cholinestérases au niveau du
cerveau. Cela se traduit donc par une augmentation de la concentration en
acétylcholine dans les synapses du cerveau secondaire au prolongement de
I'acétylcholine endogéne libérée par les terminaisons nerveuses présynaptiques. Il
existe deux types de cholinestérases : I'acétylcholinestérase et la butylcholinestérase.
L’acétylcholinestérase prédominante au niveau central est la principale responsable du
libéré de [D’acétylcholine dans le cerveau alors que la butylcholinestérase a
essentiellement une action périphérique, qui peut étre alors a lorigine d’effets
indésirables périphériques (A.imVivier, et al 2000).

b. Les antiglutamates :

Cette classe thérapeutique, apparue en 2002, ne contient qu'un seul médicament : la
mémantine. Il est indiqué chez les patients plus avancés, des stades modérément sévéres a
sévere de la maladie d'Alzheimer. Les antiglutamates visent a bloquer les récepteurs du
glutamate, molécule responsable d'une excitation toxique du systeme nerveux. lls ont pour
effet de retarder la perte des fonctions cognitives allant parfois jusqu'a les améliorer chez
certains patients. On note aussi des effets positifs sur les activités quotidiennes et les troubles
du comportement. La mémantine est par ailleurs bien tolérée par les malades (A.imVivier,
et al 2000).
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I.1.Matériel
1.1.1.Matériel végétal
1.1.1.1.Récolte des plantes choisies

Les plantes d’étude ont été récoltées pendant la période de floraison, au mois d’Avril
de I’année 2020 dans la région de djebel taraf (wilaya d'Oum EI-Bouaghi) pour I’espéce
T.ciliatus, et au mois de Mai de 1’année 2020 dans la région de Boussaada (Wilaya de M’sila)
pour I’espéce R.suaveolans. Aprés la cueillette, les parties aériennes des deux plantes ont été
séchées dans un endroit sec et aéré, Ensuite ces parties sont finement broyées et pesées pour la
préparation de différents extraits.

1.1.1.2.Déscription des plantes choisies
a. La plante Thymus ciliatus Desf.

Plante a feuilles florales vertes différentes des feuilles caulinaires en général
fortement dilatées a leur portion inférieure. Epis floriféres larges de 16-20 mm. Fleurs plus
grandes a corolle plus longuement experte. Calice a dents de la lévre supérieure
lancéolées, 2-3 fois plus longues que larges. Plante assez rare et elle est endémique de
I’ Afrique du nord (Quezel et Santa, 1962-1963).

Figure 07 : Représentation photographique de la plante T.ciliatus
La plante Thymus ciliatus est classée comme suit (Quezel et Santa, 1962-1963):

Tableau 07 : Classification de I’espece Thymus ciliatus

Régne Plantae
Embranchement Magnoliophyta
Sous-embranchement Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Thymus

Espece Thymus ciliatus Desf.
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b. La plante Rhanterium suaveolens Desf.

Sous-arbrisseaux canescents, multicaules, a feuilles petites, alternes, entieres ou
dentées. Rameaux dressés et en touffes, divariqués. Capitules terminaux, petits et solitaires,
hétérogames, multifides, radiés. Fleurs jaunes, les marginales ligulées a ligules unisériées,
femelles et 3-dentées; les centrales tubuleuses et hermaphrodites. Involucre campanulé, a
bractées imbriquées sur plusieurs rangs, coriaces, lancéolées. Réceptacle plan ou un peu
convexe, tpaléacé. Akenes étroits, cylindriques, a 4-5 cOtes; les marginaux situés a
l'aisselle de paillettes et en général chauves; les centraux a aigrette constituée par 4-6
soies * dilatées au sommet et plumeuses . Plante des Paturages désertiques et elle est
endémique de I’ Afrique du nord (Quezel et Santa, 1962-1963).

Figure 08: Représentation photographique de la plante R.suaveolans

La plante Rhanterium suaveolans est classée comme suit (Quezel et Santa, 1962-
1963) :

Tableau 08 : Classification de 1’espéce Rhanterium suaveolans

Regne Plantae

Embranchement Magnoliophyta
Sous-embranchement Magnoliophytina

Classe Magnoliopsida

Ordre Asterales

Famille Asteraceae

Genre Rhanterium

Espéce Rhanterium suaveolans Desf.
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1.2.Méthodes

Dans notre étude, la preparation de differents extraits de nos plantes a été effectuée
au niveau du laboratoire pedagogique de ’universoité de Tebessa.Cepandant, le dosage des
flavonoides et des pulyphénols ainsi que I’evaluation des activités biologiques de ces extraits
ont été réalisée au niveau du laboratoire de biochimie du Centre de Recherche en
Biotechnologie de Constantine (CRBL).

1.2.1.Extraction du materiel végétal
1.2.1.1.Préparation des extraits végétaux

Les extraits utilisés au cours de notre travail sont préparés par macération, 20g de la
poudre végétale sont mise en macération a température ambiante avec 200 ml du solvant
sélectionnée (I’eau distillée, méthanol, acétone, et dichlorométhane). L’extraction est réalisée
3 fois pendant 24h. Aprés la macération chaque extrait est filtré par filtration sous vide. Le
filtrat récupéré est ensuite séché a sec a I’aide d’un rota vapeur ou un lyophilisateur selon le

solvant utilisé.

Evaporation

Filtration

Figure 09 : Protocole de préparation des extraits bruts par maceération.

kS



CHAPITRE I : MATERIEL ET METHODES

1.2.1.2.Calcul de rendement des extraits

Le rendement d’extraction est calculé par rapport au poids total de la poudre
végétale. Le rendement en pourcentage (%) est défini comme étant le rapport entre la masse
d’extrait et celle de la plante séche en poudre. 1l est calculé par la formule suivante :

R(%) = (Pb / Pa) x 100

Pb : poids d’extrait brut.

Pa: poids de la plante séche en poudre
1.2.1.3.Extraction des huiles essentielles

Pour chaque plante, 100 gramme de la poudre végétale de la partie aérienne a été
soumise & I’hydro distillation pendant trois a quatre heures dans un appareil de type Clevenge.
La vapeur d’eau condensée obtenue conduit a deux phases, une phase organique est appelée
huile essentielle et une phase aqueuse est appelée eaux aromatiques ou hydrolat aromatique.
La récupération de I’huile est réalisée par decantation. L'huile essentielle recueillie a été
traitée par le sulfate de sodium (Na2SO4) pour éliminer les traces d'eau. L'essence ainsi

obtenue est mise dans des flacons sombres et conservés a 4°C.

Figure 10 : Appareil d’hydro distillation type Clevenger

1.2.1.4.Calcul du rendement d’extraction

Le rendement d’extraction pourles huiles essentielles ou les extraits brutsa été calculé
par la formule suivante :
R(%) = M /Mox 100
(R) : Rendement exprimé en %.
M : Masse en gramme de I'extrait sec/ huile essentielle résultant
Mo : Masse en gramme du matériel végétal a traiter

1.2.2. Dosage des poly phénols totaux et des flavonoides totaux

1.2.2.1.Dosage des poly phénols totaux

B
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La quantification des polyphénols totaux de nos extraits est déterminée en utilisant la
méthode colorimétrique du réactif Folin Ciocalteu (un mélange d'acide phosphotungstique et
d'acide phosphomolybdique). Lors de I'oxydation des polyphénols d’extrait, le réactif est
réduit en un mélange d'oxyde bleu de tungstene et de molybdéne qui absorbe dans le visible a
765nm. La coloration produite est proportionnelle a la teneur en polyphénols totaux présente
dans les extraits. La méthode de dosage réalisée est celle qui décrite par Muller et ces co-
auteurs (2010).

Les étapes de procédure sont résumées comme suit :
¢+ Déposer 20 ul d’extrait de plante a tester dans une microplaque 96puits (les extraits
sont préparés a une concentration de 1mg/ml).
¢+ Additionner un volume de 100pl de FCR dilué (1 :10)
¢+ Additionner un volume de 75 pl de carbonate de sodium (7,5%)
% Mettre le mélange a I’obscurité pendant 2h
¢ Lecture de I’absorbance a 765 nm contre un blanc (le blanc est préparé de la méme
maniére en remplagant I’extrait par le solvant utilisé (Méthanol ou I’cau distillée)).
1.2.2.2.Dosage des flavonoides totaux
La quantification des flavonoides totaux de nos extraits est déterminée par la méthode
colorimétrique au trichlorure d'aluminium (AICI3). Le trichlorure d'aluminium forme un
complexe jaune avec les flavonoides des extraits qui absorbe dans le visible a 510 nm. La
coloration produite est proportionnelle & la teneur en flavonoides totaux présente dans les
extraits. La méthode de dosage utilisée est celle qui décrite par Topgu et ces co-auteurs
(2007) avec quelques modifications.
Les étapes de procédure sont résumées comme suit :
¢+ Déposer un volume de 50 ul d’extrait de plante a tester(les extraits sont préparés a une
concentration de 1mg/ml).
% Ajouter un volume de 130 pl de MeOH
¢+ Ajouter un volume de 10 pl (CH3COOK) et 10 pl (AI(NO3)2, 9H20)
+¢ Incubation du mélange pendant 40 mn
¢+ Lecture de I’absorbance a 415 nm contre un blanc (le blanc est préparé en remplacant

les réactifs par le methanol (50ul extrait + 150ul méthanol).
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1.2.3.Activité biologique des extraits
1.2.3.1.Evaluation de D’activité antioxydante

Dans notre travail nous avons évaluée le pouvoir antioxydant in vitro de nos extraits
en réalisant des méthodes colorimétriques différentes : DPPH, ABTS, Chélation du fer,
réduction de I'ion ferrique, CUPRAC et réduction du ligand phénanthroline.
1.2.3.1.1.Méthode de DPPH

La détermination de 1’activité antioxydante de nos extraits contre le radical DPPH se
fait par la méthode de Blois (1958). Le DPPH est un radical porte la couleur violette, en
présence d’un composé antioxydant donneur d’atomes d'hydrogene, il perte sa couleur
violette et il devient jaune (forme réduite, 2,2 diphenyl-1-picrylhydrazine) (Brand-Williams
et al., 1995).

Les étapes de procédure sont résumées comme suit :

+¢+ Déposer un volume de 160 pl d’une solution de DPPH dans une microplaque 96 puits
(Dissoudre 6 mg de DPPH dans un volume de 100 ml de méthanol)
% Additionner un volume de 40 pl d’extrait a tester (les extraits sont préparés a une
concentration de 4mg/ml).
¢ Lecture de I’absorbance du mélange a 517

« Le BHA et le BHT sont utilisés comme standard

L'activité antioxydante de DPPH a été exprimée en pourcentage et calculée par I'équation
suivante :
Effet antioxidant de DPPHI (%) = (A contréle — A échantillon / A contréle)* 100
La concentration d’extrait fournissant 50% d’activit¢ de piégeage des radicaux
(IC50) a été calculée a partir du graphe de DPPH.
1.2.3.1.2.Méthode d’ABTS
La détermination de I’activité antioxydante de nos extraits contre le radical ABTS est
déterminée par la méthode de Re et ces co-auteurs (1999). Le radical ABTS préformé est
généré par I’oxydation de la molécule stable d’ABTS avec le persulfate de potassium. Cette
formation se traduit par I’apparition d’une coloration vert bleu intense. En présence d’un
agent antioxydant donneur d’hydrogéne, le passage du radical ABTS a la forme non
radicalaire s’accompagne de la disparition de cette coloration mesurée a une longueur onde de
734 nm.

Les etapes de procédure sont resumées comme suit :
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Déposer un volume de 160 pul d’une solution d’ABTS dans une microplaque 96 puits
Ajouter un volume de 40 pl d’extrait de plante a tester
Incubation du mélange pendant 10 mn
Lecture de I’absorbance du mélange a 734 nm
Le BHA et le BHT sont utilisés comme standard
L'activité antioxydante d’ABTS+ a été exprimée en pourcentage et calculée par

I'équation suivante :

Effet antioxidant d’ABTS | (%) = (A controle— A echantillon / A controle)* 100

La concentration d’extrait fournissant 50% d’activité de piégeage des radicaux

(IC50) a été calculée a partir du graphe d’ABTS.

1.2.3.1.3.Méthode de réduction de I'ion ferrique

L’activité de réduction de I’ion ferrique est déterminée par la méthode de Oyaizu

(1986) avec une légére modification. En présence d’un composé antioxydant ayant un

potentiel réducteur, le ferricyanure de potassium Fe3+(CN—)6 se transforme en ferrocyanure

de potassium Fe2+(CN—)6, qui réagit a son tour avec le chlorure ferrique pour donner lieu a

un complexe qui a une absorption maximale & 700 nm (Jayanthi et Lalitha, 2011).

Les étapes de procédure sont résumées comme suit :
Déposer un volume de 10 ul d’extrait de plante a tester dans une microplaque 96 puits
Additionner un volume de 40 ulde phosphate buffer (pH 6.6)
Additionner un volume de 50 plde potassium ferricyanide (1%) (1 g de K3Fe(CN)6
dans 100 ml H20)
Incuber le mélange & 50 C° pendant 20mn
Ajouter un volume de 50 plde tri-chloroaceticacid (10%) (1 g de TCA dans 10 ml
H20)
Ajouter un volume de 40 ul d’eau distillée et 10 plde ferricchloride (0.1%) (0,1 g de
FeClI3 dans 100 ml H20)
Lecture a 700 nm.
Le BHA est utilise comme standard

Les resultats sont calculés a titre de AO0,5 : Concentration indiquant 0,50

d’absorbance. (g / ml).
1.2.3.1.4.Méthode du CUPRAC
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L’activité antioxydante de nos extraits par la méthode du CUPRAC est déterminée

par Apak et ces co-auteurs (2004). La présence des composes réducteurs dans les extraits

provoque la réduction de Cu(ll) dans le complexe Cu(lIl)-Nc afin de donner la forme réduite

Cu(l)-Nc. La couleur jaune-orange est due au composé Cu(l)-Nc formé. Elle permet de

mesurer la réduction des ions cuivriques Cu(ll) en ions cuivreux Cu(l).

X/
L X4

X/
L X4

X/

Les étapes de procédure sont résumées comme suit :
Déposer un volume de 40 pl d’extrait de plante a tester dans une microplaque 96 puits
Ajouter un volume de 60 pl de solution 1 (m = 1,927 g Acetate d’ammonium
(ACNH4) + 25 ml (H20))
Ajouter un volume de 50 pl de solution 3 (m = 0,039 g (Neocupronin) + 25 ml
(EtOH))
Ajouter un volume de 50 pl de solution 2(m = 0,042625 g (Cu Cl2, 2H20) + 25 ml
(H20))
Incuber le mélange pendant 1 heure
Lecture a 450nm
Le BHA et le BHT sont utilisés comme standard

Les valeurs A0,5 sont estimeées a partir des courbes d'absorbance.

1.2.3.1.5.Méthode de chélation du fer

L’activité antioxydante de nos extraits par la méthode de chélation du fer est

déterminée selon Deckeret Welch (1990).

Les étapes de procédure sont résumées comme suit :
Déposer un volume de 40 puL de MeOH et 40 ul d’extrait a tester dans une
microplaque 96 puits.
Additionner un volume de 40 pl de solution 1(m = 4 mg (Fe+2) [0,2 Mm FeCL2,
2H20] + 100 ml (H20))
Additionner un volume de 80 pl de solution 2 (m = 2,5 mg (0,5 Mm Ferrozinin) + 10
ml (H20))
Attendre 10 mn
Lecture de I’absorbance du mélange a 593 nm contre un blanc (le blanc est le mélange
de FeCl2et de Ferene),
I’EDTA est utilisée comme standard.

L'activité antioxydante a été exprimée en pourcentage et calculée par I'équation

suivante :
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1% = [(Abs control - Abs test)/ Abs control] x 100

Les résultats ont été calculés a titre d’IC50 ;: Concentration d’inhibition de 50% des

radicaux.
1.2.3.1.6.Méthode de phénanthroline

L’activit¢ antioxydante de nos extraits par la méthode de phenanthroline est

déterminée selon Szydlowska-Czerniaka (2008)

Les étapes de procédure sont réesumées comme suit :
Déposer un volume de 10 pl d’extrait de plante a tester dans une microplaque 96 puits
Ajouter un volume de 50 pl de FeClI3 (0.2%)
Ajouter un volume de 30 pl de Phenanthroline (0.5%)
Ajouter un volume de 110ul de MeOH
Incubation du mélange a 1’obscurité pendant 20 min a 30°C
Lecture de I’absorbance du melange a 510 nm.

Le BHT est utilis¢ comme standard

Les résultats sont calculés a titre de A0,5 : Concentration indiquant 0,50 d’absorbance. (ug /

ml).

1.2.3.2.Evaluation de I’Activité anti-Alzheimer

L’activité inhibitrice de la butyrylcholinesterase par nos extraits est déterminée par la

méthode d’Ellman et ces co-auteurs (1961)

Les étapes de procédure sont réesumées comme suit :
Mettre un volume de 150 pL du tampon phosphate (pH 8.0) dans une microplaque a
96 puits
Ajouter un volume de 10 uL d’extrait de plante a tester
Ajouter un volume de 20 uL de BchE
Incuber a 25 C° pendant 15 mn
Ajouter un volume de 10 pL de DTNB (0.5 mM)
Ajouter un volume de 10 pL de butyrylthiocholinechloride (0.2 mM)
Lecture a 412 nm, pour 0 mn et 15 mn contre un blanc (éthanol avec le tampon
phosphate (pH 8.0))
Le Galantamine est utilisé comme standard.

Le pourcentage d’inhibition de 1’enzyme BChE est déterminé par la formule

suivante :

(E - S)/E *100
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E : l'activité de I'enzyme sans extrait

S : l'activité de I'enzyme avec I’extrait

Figure 11 : Lecteur de microplaque
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I1. Résultats et discussion
I1.1. Rendement d’extraction
Les rendements d’extraction des huiles essentielles et des extraits bruts de la partie
aérienne de nos plantes sont mentionnés dans le tableau et la figure suivants :
Tableau 09 : Rendements des huiles essentielles et des divers extraits bruts en pourcentage

par rapport au poids total.

Type d’extrait Rendement %
R.suaveolans T.ciliatus
Aqueux 5.9 % 3.4%
Methanolique 10.14 % 8.95 %
Acetonique 2.95 3.9%
Dichlorométhane 2% 2.7%
Huile essentielle 0.31% 0.23%
12
10
8
6
4
z ]
. e d—
Ageux methanolique Acetonique  Dichlorométhane HE

R suaveolans ([OT ciliatus

Figurel2 : Pourcentages des extraits de R.suaveolans et T.ciliatus

D’aprés les résultats mentionnés dans le tableau 09 et la figure 12 Le rendement en
huile essentielle de la plante R.suaveolans est supérieur a celui de la plante T.ciliatus avec une
valeur de 0.31% et 0.23% respectivement, sachant que la méthode d’extraction

(Hydrodistillation), et le poids du matériel végétal utilisés sont les mémes pour les deux
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plantes, ce qui signifie que le rendement d’extraction dépend avant tout de type de la plante
étudiée.

Notre valeur en rendement de I’HE de R.suaveolans est supérieure par rapport a celle
de Chemsa et ses colaborateurs (2016), ou le rendement en HE des parties aériennes de la
plante récoltée dans la région du Sahara algérienne a donné un taux de 1’ordre de 0.14 %,
tandis que le rendement des fleurs de la méme espéce originaire de la Tunisie est de 0.22 %
(Ben Salah et al. 2009). Egalement, Notre résultat sur le rendement en HE concernant la
plante T.cilliatus est difféerent avec des résultats antérieurs. Notre rendement est beaucoup
plus inférieur a celui obtenu par Bousmaha-Marroki et al. (2007), a partir de T.ciliatus
récoltés dans différentes régions de Tlemcen (3.0 et 5.1% (P/P)), et par Giordani et al. (2008)
a partir de différentes espéces de thym y compris I’espéce Thymus ciliatus originaire de
Djebel Ansel a Guelma (2 et 3% (P/P)). De méme, Amarti et al. (2010) ont rapporté que le
rendement en HE pour la partie aérienne de la méme espéce originaire du Maroc est de 1’ordre
de (1.2% : P/P).

Le rendement en huile essentielles dépend de plusieurs facteurs, a savoir le moment
de la récolte (vegétatif, floraison ou post-floraison). (Salle et pelletier, 1991 ; Flick, 1942,
Bounatirou et al., 2007), les différents organes végétaux (Fellah et al., 2006 ; Staniszewska
et al., 2005), la nature et 1’origine géographique de la plante (Garnero,1975; Benayed,
2008) et la technique d’extraction (Khajeh et al., 2004 ; Glisic et al., 2007 ; Garnero,1975).

En ce qui concerne les extraits bruts, Les rendements d’extraction pour les deux
plantes avec le solvant du méthanol sont supérieurs a ceux de 1’eau distillée, de 1’acétone et de
DCM. Selon (Seidel, 2005), les alcools ont la capacité d’augmenter la perméabilité des parois
cellulaires en facilitant 1’extraction d’un plus grand nombre de molécules polaires, de
moyenne et de faible polarité, ce qui confirme nos résultats. Les différents extraits organiques
de nos plantes renferment des taux en rendement décroissants : Extrait méthanolique>Extrait
Acetonique>Extrait Dichloromethane, ce qui signifie que les teneurs en extraits varient en
fonction de polarité du solvant d’extraction utilisé, la technique d’extraction joue également
un rble important dans le taux de rendement en extrait.

I1.2.Dosage de polyphénols totaux et Flavonoides totaux:

La quantité en polyphénols totaux est déterminée a partir de I’équation de régression
de la gamme d’étalonnage établie avec I’acide gallique (y = a x + b). Elle est exprimée en
microgramme (ng) équivalent acide gallique par milligramme (mg) d'extrait. Alors que la

quantité en flavonoides totaux est déterminée a partir d'une courbe d'étalonnage linéaire (y = a
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x) réalisé par le standard la quercétine. Elle est exprimée en microgramme (ug) équivalent

quercétine par milligramme (mg) d'extrait.

1,20 1,00
y = 0,0048x -
y =0,0034x + 0,1044

1,00 R%= 0,997 0,80 R%2= 0,9972
0,80

0,60
0,60
0,40 0,40
0,20 0,20
0,00 0,00

0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250

Figure 13 : Courbe d'étalonnage de quercetine  Figure 14 : Courbe d'étalonnage d’acide gallique

Le taux en polyphénols et flavonoides totaux dans les extraits de nos plantes est
représentés dans le tableau et les figures suivants :

Tableau 10 : Teneurs en polyphénols totaux et flavonoides totaux des extraits de
R.suaveolans et T.ciliatus

Type d’extrait R.suaveolans T.ciliatus
Polyphénols totaux | Flavonoides totaux Polyphénols totaux Flavonoides totaux
(Mg EAG/mg extrait) | (ug EQ/mg extrait) (Mg EAG/mg extrait) | (ug EQ/mg extrait)
Aqueux 89,11+1,92 28,75%2,94 286,5+0,62 29,11+1,69
Methanolique 146,13+2,39 18,07+0,81 326,27+2,80 54,68+3,97
Acetonique 82,752,183 11,71+1,98 163,11+0,41 24,14+1,14
Dichlorométhane 78,56+1,87 08,75+1,94 25,69+3,84 6,25+0,00

Chaque valeur représente la moyenne +SD, EGA : Equivalent Acide galique, EQ : Equivalent Quercetine
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Figure 15 : Résultats du dosage des Flavonoides de R.suaveolans et T.ciliatus
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Figure 16 : Résultats du dosage des polyphénols de R.suaveolans et T.ciliatus

Les résultats représentés dans le tableau 10 et la figure 16 montrent que les
différents extraits de la partie aerienne de nos plantes renferment des taux en polyphénols
décroissants :  Extrait ~ méthanolique>Extrait ~ aqueux>Extrait  Acetonique>Extrait
Dichloromethane. Les extraits méthanoliques possédent la meilleur teneur en polyphénols
totaux (326,27+2,80 ; 146,1324+2,39 ug EAG/mg extrait) comparé avec les autres extraits.
Ceci pourrait étre d0 au fait que le solvant du méthanol solubilise la plupart des composants
phénoliques de plantes. Il est a noté également que la teneur en polyphénols dépend du type
du solvant utilisé ainsi que le type de la plante mis en ceuvre. Selon Falleh et al. (2008), le
méthanol est le solvant approprié pour une plus haute récupération de polyphénols.

Nos résultats concernant les polyphénols de 1’extrait méthanolique sont supérieurs a
ceux rapportés par d’autres auteurs pour I’espéce R.suaveolans récoltée du sahara algérienne
en moi de Mai (Chemsa et al.2016). Cependant, (Bouaziz et al. 2009), ont montré la richesse
en polyphenols de la méme espece récoltée du sahara tunisienne en moi de Novembre. Ce
résultat pourrait étre di a la différence de la saison et la région de récolte de la plante.

Pour les flavonoides, et concernant la plante T.ciliatus, le taux estimé a montré que
I’extrait méthanolique posséde la plus grande valeur (54,6843,97 ng EQ/mg extrait) suivi par
I’extrait aqueux (29,11+1,69 nug EQ/mg extrait) , puis I’extrait acetonique (24,14+1,14 pg
EQ/mg extrait) et en dernier I’extrait dichlorométhane (6,25+0,00 mg EQ/g d’extrait), cela
signifie que les résultats du dosage des flavonoides totaux sont conformes avec ceux des

polyphénols totaux.
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Pour la plante R.suaveolans, Le taux en flavonoides totaux calculé a révélé que
I’extrait aqueux a la plus grande teneur (28,75+2,94 ng EQ/mg extrait), suivi par 1’extrait
méthanolique (18,07£0,81 mg EQ/g d’extrait), tandis que I’extrait acétonique et
dichloroformethane présentent des teneurs faibles en flavonoide totaux avec un taux de
(11,71£1,98 et 08,75+1,94 pg EQ/mg extrait) respectivement. La grande teneur en
flavonoides de I'extrait aqueux suivi par I’extrait methanolique peut étre attribuée a la
structure des flavonoides qui peuvent étre sous la forme de glycosides et ainsi plus solubles
dans I'eau et 1’alcool (Methanol) par rapport aux autres solvants. Selon Seidler-Lozykowska
(2013), I’eau et le méthanol sont des solvants qui extraient essentiellement les flavonoides
glycosylés, ceci est en accord avec nos résultats.

I1.3.Activité antioxydante:

Dans notre étude, nous avons utilisé six tests afin d’évaluer I’activité antioxydante in
vitro : DPPH, ABTS, pouvoir réducteur, chélation du Fer, Cuprac et Phenanthroline, ces tests
sont différents les uns des autres sur le plan de leurs principes, les conditions expérimentales
et leur potentiel antioxydant via les extraits.Les résultats de différents tests sont exprimés en
(IC50) ou en (AOQ, 5).

I1.3.1.La plante R.suaveolans:

Les résultats des tests antioxydant sur les extraits de la plante R.suaveolans sont

présentés dans la figure et le tableau 11.

Test de DPPH sur microplaque Test de FRAP sur
microplaque

Test métal chélate sur microplaque  Test de CUPRAC sur microplaque Test de phenantroline

Figure 17 : Résultats des tests antioxydants sur les extraits de R.suaveolans sur microplaque
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Tableau 11 : Activité antioxydante des extraits de R.suaveolans

Type d’extrait DPPH ABTS Pouvoir Metal CUPRAC | Phenanthroline
IC50 IC50 réducteur chelate A0.5 A0.5
(ug/mL) (ug/mL) A0.5 IC50 (ng/mL (ug/mL)
(ng/mL) (pg/mL)
Aqueux 80,66+1,03 26,54+0,58 | 153,23+28,43 89,52+0,82 40,52+0,81 245,00+4,16
Methanolique 4,06+0,51 24,11+1,03 79,80+1,20 297,39+1,62 22,11+1,93 161,04+0,13
Acetonique 42,66+0,64 2,62+0,13 68,36+4,39 > 800 38,46+1,63 80,16+2,06
Dichlorométhane >800 101,32+0,20 >200 > 800 108,37+7,35 >800
Huile essentielle >800 528,19+1,88 >200 > 800 >800 >800
Standard
BHA 6.14+0.41 1.81+0.10 9.29 +£0.22 NT 5.3540.71 NT
BHT 12.99+0.41 1.29+0.30 NT NT 8.97+3.94 5.28+0.34
EDTA NT NT NT 8.57+0.14 NT NT

Chaque valeur représente la moyenne £SD, NT : Non testé.

Les résultats représentés dans le tableau montrent que ’activité antioxydante de la
partie aérienne de la plante R.suaveolans varie considérablement entre les différents extraits
ainsi que les différents tests utilisés.

L’extrait aqueux est plus efficace dans le piégeage du radical ABTS avec une valeur
d’IC50 de 26,54+0,58 pg/ml, et dans la réduction du cuivre et du fer avec une IC50 de
40,52+0,81 et 89,52+0,82 ug/ml respectivement, Tandis que, il posséde le pouvoir
antioxydant le plus faible vis-a-vis le test de DPPH, de chélation du fer et de phénantroline.

L’extrait méthanolique a montré un effet plus important dans la neutralisation du
radical DPPH (IC50 : 4,06+0,51ug/ml), et du radical ABTS (IC50 : 24,11+1,0351ug/ml), dans
la réduction des ions du cuivre et du fer, dont les valeurs d’IC50/A0.5 sont respectivement
(22,11+1,93 et 79,80+1,20 pg/ml). Cependant, il a montré un effet moyen pour la
phénantroline et la chélation du fer comparativement aux autres extraits. Exceptionnellement,
cet extrait présente un pouvoir a neutraliser le radical DPPH supérieur a celui du standard
BHA.

L’extrait acétonique posséde la meilleure activité anti-radicale ABTS et DPPH avec
des valeurs d’IC50 respectives de (2,62+0,13 et 42,66+0,64 ug/ml), cet extrait a montré
également un effet intéressant dans la réduction des ions de cuivre, du fer, et de phenantroline
enregistrant des valeurs d’IC50/AC50 respectives de (38,46+1,63 ; 68,36%4,39 ; 80,16+2,06).

E
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L’extrait de Dichlorométhane et de I’huile essentielle de R.suveolans montre une
activité antioxydante tres faible avec presque tous les tests utilisés comparativement aux
autres extraits.

D’une maniere générale, les extraits du solvant polaire, et moyennement polaire qui
sont I’extrait aqueux, métanolique et acétonique ont donné les meilleurs résultats de I’activité
antioxydante avec presque tous les tests réalisés suivis par les extraits du solvant faiblement
polaire qui sont I’extrait de Dichlorométhane et I’huile essentielle, ce qui signifie que le
pouvoir antioxydant des extraits est proportionnel a la polarité des solvants utilisés. Ceci est
en accord avec les résultats de Chemsa et ses collaborateurs (2015) qui ont trouvé que
I’extrait methanolique des Fleurs de R.suaveolans récolté du sahara algérienne a un effet
piégeur de radicaux DPPH et réducteur des ions du cuivre plus grand que celui de 1’huile
essentielle.

Dans une autre étude présidente qui a été réalisée par (Bouaziz et al.2009), I’activité
antioxydante de R.suveolans tunisienne a été réalisée par le test de DPPH et uniquement pour
I'extrait de MeOH, le résultat a montré un effet un effet piégeur de radicaux DPPH tres
important (IC50 : 1,09 + 0,19 pg/mL).

Le grand pouvoir antioxydant enregistré avec nos extraits polaires est attribué a leur
richesse en composés phénoliques. nos résultats sont en accord avec ce qui est annoncé dans
la bibliographie par plusieurs auteurs que le pouvoir antioxydant d’un extrait dépend de sa
teneur en composés phénoliques (Amri et al., 2015 ; Guettaf et al., 2016, Djermane et
al.,2020...).

I1.3.2.La plante T.ciliatus

Les résultats des tests antioxydant sur les extraits de la plante T.ciliatus sont

présentés dans la figurk 15 et le tableau 12.

Test de DPPH sur microplaque Test d’ABTS sur microplaque Test de FRAP sur microplaque
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Test métal chélate sur microplaque

Test de CUPRAC sur microplaque

Test de phenantroline
Figure 18 : Résultats des tests antioxydants sur les extraits de T.ciliatus sur microplaque

Tableau 12 : Activité antioxydante des extraits de T.ciliatus

Type d’extrait DPPH ABTS Pouvoir Metal CUPRAC Phenanthroline
1C50 IC50 réducteur chelate A0.5 A0.5
(ng/mL) (ng/mL) A0.5 IC50 (ng/mL (ng/mL)
(pg/mL) (pg/mL)
Aqgueux 123,10+5,15 | 21,57+0,25 >200 90,81+1,57 56,40+1,80 163,09+2,70
Methanolique 10,99+0,59 21,23+0,39 | 161,66+27,27 | 351,08+8,67 8,69+3,50 89,36+1,27
Acetonique 50,62+0,54 16,9942,11 | 133,43+3,08 >800 41,58+1,66 170,57+0,47
Dichlorométhane >800 808,21+16,56 >200 >800 181,74+11,06 >800
Huile essentielle >800 303,71+7,63 >200 145,04+1,23 | 464,83+3,69 >800
Standard
BHA 6.14+0.41 1.81+0.10 9.29+0.22 NT 5.35+0.71 NT
BHT 12.99+0.41 1.29+0.30 NT NT 8.97+3.94 5.28+0.34
EDTA NT NT NT 8.57+0.14 NT NT

Chaque valeur représente la moyenne £SD

Les résultats représentés dans le tableau ci-dessous (Tab. ) montrent que les extraits
polaires et moyennement polaires de T.ciliatus ont montré une capacité importante de
piégeage du radical ABTS avec des valeurs d’IC50 de 16,99+£2,11 ; 21,23+0,39 et 21,57+0,25
ug/mL enregistrés respectivement avec les extraits acetonique , methanolique et aqueux, et du
radical DPPH avec des valeurs d’IC50 de 10,99+0,59 et 50,62+0,54 pg/mL enregistrés
respectivement avec les extraits acetonique et methanolique. Cependant, une activité de
piégeage faible de ce radical est remarquée avec I’extrait aqueux. Ces extraits ont egalement
montré une capacité considérable dans la réduction des ions du cuivre et de phenantroline, et
une capacité faible dans la réduction et la chélation du fer.

Les extraits apolaires de T.ciliatus qui sont I’extrait de Dichloromethane et
I’extrait de 1’huile essentielle ont donné une capacité antioxydante nulle ou tres faible avec
tous les tests réalisés, Toutefois, ces extraits exercent une activité remarquable dans la
chélation du fer avec une valeur 1C50 de 145,04+1,23 pg/ml pour I’huile essentielle, et dans
la réduction du cuivre avec une valeur IC50 de 181,74+11,06 pg/ml pour I’extrait de
Dichloromethane.

Dans une étude présidente qui a ete réalisée par (Tefiani, 2015), I’activité

antioxydante de T.ciliatus récolté de Tlemcen a été effectuée par de nombreux tests (radical
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hydroxyle, ORAC, DPPH, ATBS, TBARS, H202) et uniquement pour l'extrait de 1’huile

essentielle, 1’efficacité de cette huile essentielle a été remarquée seulement dans le test de

piégeage du radical hydroxyle. Ceci est en accord avec nos résultats, ou I’effet antioxydant de

I’huile essentielle de notre étude est noté seulement avec trois tests parmi six tests réalisés et

avec des valeurs d’IC50 tres faibles.

I1.4.Activité anticholinesterase

L'activité anticholinesterase in vitro des extraits de nos plantes a été évaluee vis-a-vis

I’enzyme butyrylcholinestérase. Les résultats de I’ Activité Anti- butyrylcholinestérase sont

exprimés en IC50 (la concentration d’inhibition a 50 %). La galantamine est utilisée comme

une substance de référence.

I1.4.1.La plante R.suaveolans

Les résultats des tests anticholinesterase de différents extraits de la plante

R.suaveolans sont présentes dans la figure 16 et le tableau 13.

Figure 19 : Résultats Anti-butyrylcholinestérase des extraits de R.suaveolans sur

Tableau 13 : Inhibition de butyrylcholinestérase par les HES et les extraits bruts de

microplaque.

R.suaveolans

Type d’extrait

Pouvoir inhibiteur de butyrylcholinesterase

6,25ug 12,5ug 25ug 50ug 100ug 200 ug 400 pug 1C50
pg/mL
Aqueux 33,22+3,98 | 36,04+2,88 | 42,03+1,08 | 42,99+0,71 | 45,32+1,07 | 50,45+0,44 | 54,41+3,45 | 191,79+1,98
Methanolique 28,88+1,36 | 35,83+3,92 | 42,93+2,71 | 43,98+3,33 | 47,56+0,96 | 52,75+2,14 | 59,51+2,62 | 145,05+0,96
Acetonique 37,00+1,60 | 48,17+2,09 | 53,52+0,36 | 55,15+1,73 | 61,31+5,31 | 63,35+2,22 | 70,51+3,70 | 18,28+ 1,93
Dichlorométhane | 46.47+0,69 | 54,10+3,06 | 57,94+2,22 | 60,91+1,23 | 64,51+1,02 | 67,31+2,38 | 74,08+2,88 | 4,14+0,40
Huile essentielle | 42,6345,37 | 57,07+0,87 | 59,74+1,14 | 66,84+3,23 | 69,81+2,87 | 77,62+0,68 | 78,40+0,93 | 13,57+ 1,70
Galantamine 3,26+ 0,62 | 6,93+0,62 | 24,03+2,94 | 45,13+2,60 | 63,87+2,85 | 73,57+0,77 | 78,95+0,58 | 34.75+1.99

Chaque valeur représente la moyenne +SD
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Les résultats mentionnés dans le Tab. , montrent que I’extrait de dichlorométhane de
R.suaveolans possede une forte activité inhibitrice vis-a-vis I’enzyme BChE, avec une valeur
d’IC50 de 4,14+0,40 pg/ml, suivie par I’extrait de I’huile essentielle, puis I’extrait acétonique
avec des valeurs d’IC50 égales a 13,57+ 1,70 et 18,28+ 1,93 pg/mL respectivement. Cette
activité est supérieure a celle du standard la Galantamine dont I’IC50 est de 'ordre de
34.75+1.99 pg/ml. Par contre, les extraits aqueux et methanolique de R.suveolans ont montré
la plus faible activité avec des IC50 de 191,79+1,98 et 145,05+0,96 pg/ml inférieure a celle
du standard.

L’activité anticholinesterase des extraits de R.sauveolans a été déja signalée dans la
littérature par Chemsa et ces co-auteurs, (2015).Ces auteurs ont montré que I’extrait
méthanolique de R.sauveolans récoltée du Sahara algérienne a donné une activité inhibitrice
moderée contre les enzymes I'AChE et la BChE, dont les valeurs d’IC50 étaient de 168,76 +
0,62 et 54,79 + 1,89 ug/mL respectivement. Par contre, l'extrait de I’HE était inactif contre
ces enzymes. Ceci n’est pas en accord avec les résultats de notre étude ou notre extrait de
I’HE présente une activité¢ inhibitrice trés importante vis-a-vis 1’enzyme BChE. Cette
différence de résultat pourrait étre expliquée par la nature des composés terpéniques présents
dans ces huiles.

I1.4.2.La plante T.ciliatus

Les résultats des tests anticholinesterase de différents extraits de la plante T.ciliatus

sont présentés dans la figure 17 et le tableau 14.

Figure 20 : Résultats Anti-butyrylcholinestérase des extraits de T.ciliatus sur microplaque

Tableau 14 : Inhibition de butyrylcholinestérase par les HEs et les extraits bruts de T.ciliatus

Type d’extrait Pouvoir inhibiteur de butyrylcholinesterase

6,25ug 12,5ug 25ug 50ug 100ug 200 pg 400 pg IC50
pg/mL

B
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Aqueux 44,18+2,25 | 49,49+2,24 | 51,96+1,44 | 54,04+1,98 | 54,80+0,30 | 56,02+0,80 | 65,45+3,84 | 19,82+0,45
Methanolique 43,50+4,38 | 51,13+0,97 | 54,04+3,17 | 58,12+1,92 | 60,12+2,88 | 61,34+3,23 | 74,13+4,26 | 14,23+0,40
Acetonique 48,20+0,37 | 56,02+4,19 | 68,41+1,40 | 72,04+1,76 | 75,04+2,08 | 80,18+2,13 | 90,17+3,07 | 6,69+0,62
Dichlorométhane | 50,60+0,57 | 74,84+2,65 | 81,29+3,74 | 82,98+0,12 | 83,25+0,91 | 93,16+3,91 | 96,60+4,10 | 0,26+0,20
Huile essentielle 50,33+0,16 | 64,22+0,25 | 69,92+2,27 | 73,12+3,33 | 76,79+2,96 | 85,81+2,77 | 92,84+0,92 | 2,96+0,80
Galantamine 3,26+ 0,62 | 6,93£0,62 | 24,03+2,94 | 45,13+2,60 | 63,87+2,85 | 73,57+0,77 | 78,95+0,58 | 34.75+1.99

Chaque valeur représente la moyenne +SD

D’aprés le tableau ci-dessus, nos résultats montrent une capacité trés importante de
tous les extraits de T.ciliatus comme inhibiteur de I’enzyme Butyrylcholinesterase. L’extrait
de Dichlorométhane a manifesté la plus grande capacité a inhiber la butylcholinestérase avec
une IC50 égale a 0,26+0,20 pg/ml, suivie par ’extrait de ’'HE avec une IC50 égale a
2,96+0,80 pg/ml, puis I’extrait acétonique, 1’extrait methanolique, et en dernier I’extrait
aqueux enregistrant des valeurs d’IC50 perspectives (6,69+0,62 ; 14,23+0,40 ; 19,82+0,45
pg/ml). Ce qui signifie que le Pactivité anti-BChE de nos extraits est proportionnel a la
polarité de solvants utilisés. Ces résultats ont permis de classer les extraits comme suit :
Extrait de Dichlorométhane > Extrait de 1’huile essentielle > Extrait de 1’acétone > EXxtrait
méthanolique >Extrait aqueux. Les effets de tous ces extraits sont plus efficaces que le
standard (galanthamine, 1C50 = 34,75 £ 1,99ug/ml).

D ‘aprés la littérature la plupart des inhibiteurs connus de 1’enzyme AChE et BChE
soient des alcaloides, et les terpenes (Murray et al., 2013). Actuellement, nombreuses études
ont été réalisées pour identifier d’autres composés naturels pouvant avoir une activité anti-
cholinestérase importante. Nous notons, 1’étude de Houghton et ces collaborateurs, (2006),
ces auteurs ont montré que plusieurs composés, autres que les alcaloides, et les terpénes
présentent une grande capacité d’inhiber les enzymes cholinestérases tels que, les composés
phénoliques, les flavonoides et les coumarines. Ainsi, nos résultats confirment encore le réle

des polyphénols et des terpénes dans 1’activité anticholinestérase.
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Les travaux présentés dans ce manuscrit s’inscrivent dans la continuité de valoriser
les plantes aromatiques de la flore locale d’intéréts thérapeutiques. Deux plantes médicinales
présentes et récoltées dans deux régions différentes de 1’ Algérie ont été mises en ceuvre. Dans
un premier volet, nous avons fait ’extraction des huiles essentielles par la méthode d’hydro
distillation, et préparé des extraits bruts par macération en utilisant des solvants de polarité
différente. Le rendement en huile essentielle de la plante R.suaveolans est supérieur a celui de
la plante T.ciliatus avec une valeur de 0.31% et 0.23% respectivement, cependant, Une
rentabilité importante a été remarquée dans les extraits bruts avec le méthanol, supérieure a
celle de I’cau distillée, de 1’acétone et de DCM pour les deux plantes.

Le dosage des polyphénols totaux et des flavonoides totaux des extraits par des
méthodes colorimétriques a été réalisé. Nos resultats ont montré que les extraits
méthanoliques et aqueux de deux plantes possedent la meilleure récupération en polyphénols
et flavonoides totaux que les autres extraits.

Dans un deuxiéme volet abordé par ce travail une activité antioxydante et activité
anti cholinestérase sont effectuées in vitro.

L’activité antioxydante des HEs et des extrait bruts a été réalisee par six méthodes
différentes, a savoir : le piégeage du radical libre DPPHe, I’ABTS, le pouvoir réducteur, métal
chélate, CUPRAC, et phenanthroline. Nos résultats ont montré que les extraits polaires, et
moyennement polaires (aqueux, méthanoliques et acétoniques) possedent la meilleur activité
antioxydante comparativement aux extraits faiblement polaires (dichlorométhanes et huiles
essentielles) dans les deux plantes.

L’activité anticholisterase des HEs et des extrait bruts a été réalisee vis-a-vis
I’enzyme butyrylcholisterase. Nos résultats ont montré que 1’ activité anticholinestérase dans
la plante R. suavelans de tous les extraits a donné une forte activité inhibitrice contre
I’enzyme BChe ( 1C50=4,14+0,40 a 18,28+ 1,93 pg/mL) sauf I’huile essentielle est inactif
Par contre la plante T. ciliatus a révélé que I’activité antich-butylcholinestérase est plus
élevée comparativement a la galanthamine utilisé comme standard (IC50=34,75+1,99), dont
I’extrait de Dichlorométhane a manifesté la plus grande capacité (IC50= 0,26+0,20 pg/m),
suivi par I’extrait d’huile essentielle , acétonique , méthanolique et aqueux respectivement.

Les résultats obtenus dans ce travail confirment le role des extraits de nos plantes

dans I’activité antioxydante et anti-alzaheimer, et ainsi indiquent une utilisation possible de
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ces plantes en phytothérapie. Mais ces résultats ne constituent qu’une petite partic dans le
domaine de recherche des nouveaux traitements a base des plantes sur les maladies
impliquées dans le stress oxydant, il serait intéressant de compléter cette étude par la
purification et 1’identification des principes actifs et la réalisation d’une étude in vivo, et

¢galement ’évaluation d’autres propriétés biologiques.
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