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Résume

Cette étude a pour un objectif d’évaluer in vitro les activités antioxydantes, anticancéreuses,
antibactériennes, 1’inhibition enzymatique et le facteur de protection solaire (SPF) des extraits
hydrométhanolique, chloroformique, acétate d’éthyle et N-butanolique des feuilles de Myrtus
communis et Centaurea papposa. La composition phytochimique des extraits a été analysee
par LC-ESI-MS/MS, tandis que le Docking moléculaire a permis d’étudier les interactions
entre les composés bioactifs et les sites actifs enzymatiques. Parallélement, 1’activité
antidiabétique a été confirmée in vivo sur une souche de rats Wistar diabétiques, dont le
diabéte a été induit par I’administration d’alloxane. Les principaux composés phénoliques
détectés par 1’analyse LC-ESI-MS/MS chez M. communis sont I’acide gallique, la catéchine,
I’épigallocatéchine, 1’acide shikimique et la lutéoline, avec une prédominance de I’acide
gallique, et de D’épigallocatéchine dans D’extrait d’acétate d’éthyle (1502.228 pnpg/L et
1204.629 pg/L respectivement), de 1’acide shikimique dans 1’extrait N-butanolique (2425.644
ug/L) et de la lutéoline dans I’extrait chloroformique (173.749 pg/L pg/L). Chez C. papposa,
I’acide  shikimique, P’acide salicylique, la lutéoline, 1’acide wvanillique, 1’acide
protocatéchuique et I’acide chlorogénique ont été identifiés. L’acide shikimique dominait
dans I’extrait hydrométhanolique (9725.462 png/L), l’acide vanillique et 1’acide
protocatéchuique dans I’extrait d’acétate d’éthyle (2800.594 png/L, 2711.204 pg/L,
respectivement), I’acide chlorogénique dans 1’extrait N-butanolique (2554.06 pg/L), tandis
que D’extrait chloroformique était riche en acide salicylique et lutéoline (168.441 pg/L et
160.494 pg/L, respectivement). Les extraits des deux plantes ont montré une activité
antioxydante variable, allant d’une activité puissante a quasi inactive selon les tests, avec une
activité particuliérement significative observée pour les extraits d’acétate d’éthyle (Clso < 10
pg/mL pour M. communis et Clso comprise entre 5 et 300 pg/mL pour C. papposa).
Concernant I’inhibition de la cholinestérase, I'extrait hydrométhanolique de M. communis a
présenté un effet inhibiteur notable (Clso < 23 pg/mL). Par ailleurs, tous les extraits de M.
communis ont inhibé de maniére significative I’a-amylase (Clso variant de 10.67 a 28.55
pug/mL) ainsi que 1’a-glucosidase (Clso comprise entre 3.45 et 5.49 pg/mL). En revanche, les
extraits de C. papposa étaient inactifs. De plus, tous les extraits ont montré un SPF supérieure
a 39. D’aprés les résultats des tests de cytotoxicité réalisés sur les lignées cellulaires Hep2
(dérivee du carcinome laryngé humain) et HCT116 (dérivee du carcinome colorectal humain),
I’extrait d’acétate d’éthyle de C. papposa a montré une inhibition significative sur les deux
lignées cellulaires (Clso < 38 pug/mL). En ce qui concerne ’activité antibactérienne, 1’extrait

chloroformique de C. papposa a présenté la meilleure activité contre Pseudomonas



aeruginosa, Staphylococcus aureus, et Escherichia coli, avec une CMI de 62.5 pg/mL et une
zone d’inhibition de 20 mm. Les extraits d’acétate d’éthyle de C. papposa et M. communis ont
été efficace contre Proteus mirabilis (22 et 20 mm, 62.5 pg/mL). Pour Klebsiella pneumoniae,
I’extrait hydrométhanolique de C. papposa a montré une inhibition de 20 mm et une CMI de
62.5 ng/mL. L'étude de Docking a montré que la majorité des composes etudiés présentent
une bonne stabilité dans le site actif des enzymes. L’extrait hydrométhanolique de M.
communis a démontré un effet hypoglycémiant, une amélioration des troubles lipidiques, une
modulation hormonale et hématologique, ainsi qu’une capacité régénérative des tissus
endommageés, soulignant son potentiel thérapeutique contre le diabete et ses complications. En
conclusion, ces deux especes présentent une activité antioxydante significative, offrant un
potentiel prometteur pour prévenir les maladies liées au stress oxydatif et pour développer des

traitements anticancéreux, antidiabétique et antibactériens.

Mot clés : Myrtus communis, Centaurea papposa, LC-ESI-MS/MS, Activités biologiques,
Docking moléculaire.



Abstract

This study aims to evaluate in vitro the antioxidant, anticancer, antibacterial activities,
enzymatic inhibition, and sun protection factor (SPF) of hydromethanolic, chloroform, ethyl
acetate, and N-butanolic extracts from the leaves of Myrtus communis and Centaurea
papposa. The phytochemical composition of the extracts was analyzed by LC-ESI-MS/MS,
while molecular Docking was employed to investigate the interactions between bioactive
compounds and enzymatic active sites. Concurrently, the antidiabetic activity was confirmed
in vivo using a diabetic Wistar rat strain induced by alloxan administration. The main
phenolic compounds detected by LC-ESI-MS/MS analysis in M. communis are gallic acid,
catechin, epigallocatechin, shikimic acid and luteolin with a predominance of gallic acid and
epigallocatechin in the ethyl acetate extract (1502.228 pg/L and 1204.629 ug/L respectively),
shikimic acid in the N-butanol extract (2425.644 pg/L) and luteolin in the chloroformic
extract (173.749 pg/L pg/L). In C. papposa, shikimic acid, salicylic acid, luteolin, vanillic
acid, protocatechuic acid and chlorogenic acid were identified. Shikimic acid dominated in
the hydromethanolic extract (9725.462 ug/L), vanillic acid and protocatechuic acid in the
ethyl acetate extract (2800.594 pg/L, 2711.204 ug/L, respectively), chlorogenic acid in the N-
butanol extract (2554.06 pg/L), while the chloroformic extract was rich in salicylic acid and
luteolin (168.441 pg/L and 160.494 ug/L, respectively). The extracts from both plants
exhibited variable antioxidant activity, ranging from strong to nearly inactive depending on
the assays performed, with particularly significant activity observed for the ethyl acetate
extracts (ICso < 10 pg/mL for M. communis and ICso between 5 and 300 pg/mL for C.
papposa). Regarding cholinesterase inhibition, the hydromethanolic extract of M. communis
showed a notable inhibitory effect (ICso of 22.82 + 0.05 pg/mL against AChE and 10.70 £
0.22 pg/mL against BChE). Moreover, all M. communis extracts significantly inhibited a-
amylase (ICso ranging from 10.67 to 28.55 pg/mL) as well as a-glucosidase (ICso between
3.45 and 5.49 pg/mL). The extracts of C. papposa were inactive against these enzymes.
Additionally, all extracts demonstrated a sun protection factor (SPF) greater than 39.
According to cytotoxicity tests conducted on Hep2 (derived from human laryngeal carcinoma)
and HCT116 (derived from human colorectal carcinoma) cell lines, the ethyl acetate extract of
C. papposa showed significant inhibition on both cell lines (ICso < 38 pug/mL). Concerning
the antibacterial activity, the chloroform extract of C. papposa exhibited the strongest activity
against Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, and Escherichia coli, with a

minimum inhibitory concentration (MIC) of 62.5 pug/mL and an inhibition zone of 20 mm.



The ethyl acetate extracts of both C. papposa and M. communis were effective against
Proteus mirabilis (inhibition zones of 22 and 20 mm, MIC of 62.5 pg/mL). For Klebsiella
pneumoniae, the hydromethanolic extract of C. papposa showed a 20 mm inhibition zone and
an MIC of 625 pg/mL. The Docking studies revealed that most studied compounds
demonstrated good stability within the active site of enzymes. The hydromethanolic extract of
M. communis demonstrated a hypoglycemic effect, improvement of lipid disorders, hormonal
and hematological modulation, as well as regenerative capacity of damaged tissues,
highlighting its therapeutic potential against diabetes and its complications. In conclusion,
these two species exhibit significant antioxidant activity, offering promising potential for the
prevention of oxidative stress-related diseases and for the development of anticancer,
antidiabetic, and antibacterial treatments.

Keywords: Myrtus communis, Centaurea papposa, LC-ESI-MS/MS, Biological Activities,

Molecular Docking.
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Introduction générale

Les plantes médicinales font partie intégrante de la santé et du bien-étre humains depuis
des milliers d’années, constituant le fondement de nombreux systémes de médecine
traditionnelle a travers le monde. elles sont définies comme des espéces contenant des
composeés bioactifs aux propriétés thérapeutiques, pouvant étre utilisés dans la prévention et le
traitement de diverses maladies (Chabrier, 2010). Leurs utilisations remontent a des
civilisations trés anciennes, ou de nombreuses especes végétales ont été identifiees et utilisées
pour leurs propriétés thérapeutiques. Ces connaissances traditionnelles, transmises au fil des
générations, ont largement contribué au développement de la phytothérapie moderne, qui

continue d’explorer et d’exploiter les bienfaits des plantes pour la santé (Petrovska, 2012).

Selon 1’Organisation mondiale de la sant¢ (OMS), plus de 80% de la population
mondiale utilise encore les plantes médicinales comme alternative naturelle aux médicaments
synthétiques (Jamshidi-Kia et al., 2017). Elles occupent une place importante dans la
recherche gréace a diverses applications : elles peuvent étre employées directement, modifiées
pour produire des composés semi-synthétiques, ou utilisées comme base pour créer de
nouvelles substances synthétiques aux caractéristiques similaires, plus efficaces ou plus

faciles a synthétiser en grandes quantités (Gurib-Fakim, 2006).

Elles sont riches en divers composés bioactifs, tels que les flavonoides, les polyphénols,
les terpénoides et les alcaloides, qui contribuent a leurs propriétés thérapeutiques. Ces
composés jouent un réle crucial dans la lutte contre le stress oxydatif et les maladies qui y
sont associées (Rudrapal et al., 2022). lls peuvent améliorer I’expression et I’activité des
enzymes antioxydantes endogenes, renforcant les mécanismes de défense antioxydante de
I’organisme (Mannino et al., 2022), inhibant les enzymes favorisant le stress oxydatif (pro-
oxydantes). Cette inhibition contribue a réduire la production d’espéces réactives de
I’oxygéne (ERO) et d’autres sous-produits nocifs associes aux dommages oxydatifs
(Hunyadi, 2019). Par ailleurs, ils exercent un effet anti-inflammatoire en inhibant
I’expression des cytokines pro-inflammatoires (Khursheed et al., 2023), ce qui aide a
renforcer I’'immunité cellulaire et a réduire les réponses inflammatoires inappropriees
(Gangwar et al., 2021). De plus, ces composés sont capables d’inhiber la prolifération des
cellules tumorales et d’induire leur mort en ciblant plusieurs voies spécifiques impliquées
dans la progression du cancer (H. Yang et Ping Dou, 2010). lls présentent des effets

neuroprotecteurs importants qui peuvent aider a prévenir ou atténuer les maladies
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neurodégéneératives grace a leurs propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et anti-
apoptotiques, protégeant ainsi le cerveau de la perte neuronale et de la neurodégénérescence
(Mohd Sairazi et Sirajudeen, 2020). En plus de ces effets, ces composés bioactifs ont été
¢tudiés pour leur potentiel antidiabétique : ils imitent les effets de 1’insuline, améliorant la
captation du glucose et réduisant le taux de glycémie (Tran et al., 2020). Par ailleurs, les
polyphénols ont suscité un intérét considérable pour leurs propriétés antibactériennes. Ils ont
montré un potentiel prometteur dans la lutte contre les agents pathogenes bactériens, offrant
ainsi des alternatives aux antibiotiques traditionnels ou la résistance aux antibiotiques est de
plus en plus répandue (Chinemerem Nwobodo et al., 2022). La poursuite des recherches sur
ces composés pourrait permettre de mieux comprendre leurs mécanismes d’action et

d’améliorer leur application en médecine moderne.

Les plantes médicinales possedent un potentiel important pour des applications
thérapeutiques, mais beaucoup restent encore sous-explorées, ce qui néecessite des études
approfondies pour €lucider leurs activités biologiques et leurs usages médicinaux. Le but de
cette recherche est d’étudier I’activité biologique de deux especes, Myrtus communis et
Centaurea papposa, en particulier leurs propriétés antioxydantes, anti-diabétique,
anticholinestérase, anticancéreuse, antibactérienne, ainsi que leur facteur de protection solaire.
Cette étude inclut également la caractérisation des constituants phytochimiques des extraits de
ces deux plantes a 1’aide de la chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de

masse (LC-ESI-MS/MS). Ce travail se compose principalement des parties suivantes :
Premiere partie : données bibliographiques

e Une présentation approfondie des familles botaniques Myrtaceae et Asteraceae, mettant
en lumiére leurs caractéristiques générales, leur classification, ainsi que leur importance
pharmacologique. Une attention particuliére sera portée aux especes spécifiques Myrtus

communis et Centaurea papposa.
e Une revue théorique sur le diabéte, et son lien avec le stress oxydatif.
Deuxieme partie : section expérimentale
e Préparation des extraits,
e Quantification de la teneur en polyphénols et en flavonoides,

e Caractérisation phytochimique par LC-ESI-MS/MS,
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e [Evaluation in vitro de D’activité antioxydante, de la propriété inhibitrice des enzymes
(alpha amylase, alpha glucosidase, cholinestérases, tyrosinase et uréase), de I’activité

anticancéreuse, de I’activité antibactérienne, ainsi que du facteur de protection solaire,

e Docking moléculaire,

e Evaluation in vivo de ’activité antidiabétique

Troisiéme partie : discussion des résultats et conclusion.
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Chapitre | : Données bibliographiques Myrtus communis

Chapitre 1 : Données bibliographiques

1. Famille des Myrtaceae

La famille des Myrtaceae est composée d’environ 3 500 a 4 000 espéces d’arbustes et
d’arbres, réparties en plus de 100 genres. Parmi elles, la tribu des Myrteae, appartenant a la
sous-famille Myrtoideae, est particuliérement riche, regroupant environ 51 genres et pres de 2
500 especes, soit prés de la moitié de la diversité de la famille. Les Myrtaceae se rencontrent
principalement dans les régions tropicales et subtropicales du globe, avec une forte

concentration en Australie, en Amérique tropicale et en Asie (Stefanello et al., 2011).

Elle est classée en sous-familles en fonction des caractéristiques de leurs fruits
(Johnson et Briggs, 1984) :

e Myrtoideae : Principalement présente dans les régions tropicales et subtropicales, cette
sous-famille regroupe des espéces aux feuilles opposées et aux fruits bacciformes charnus
(Silva et al., 2012).

e Leptospermoideae : Cette sous-famille, que 1’on trouve principalement en Australie et en
Polynésie, comprend des espéces a feuilles alternées ou opposées, ainsi que des fruits

secs, généralement sous forme de capsules loculicides (Silva et al., 2012).

Les espéeces de la famille des Myrtaceae sont des plantes aromatiques riches en
substances phytochimiques, telles que les acides organiques, les sucres, les vitamines, les

polysaccharides, les polyphénols et les minéraux (de Paulo Farias et al., 2020).

2. Genre Myrtus

Le genre Myrtus comprend deux espéces principales : Myrtus communis, ou myrte vrai,
cultivé dans la région méditerranéenne, et Myrtus nivellei, ou myrte saharien, présent dans le

Sahara central. Les deux espéces sont présentes en Algérie (Bouzabata et al., 2016).
3. Myrtus communis

3.1. Description botanique

M. communis (& o «lsa V) est un arbuste atteignant généralement une hauteur de 1 a
3 metres. Ses feuilles, disposees de maniére opposée, sont épaisses, lisses et ovales-
lancéolées, c’est-a-dire allongées et se rétrécissant vers 1’extrémité, évoquant la forme d’une

lance. Elles mesurent entre 2 et 5 cm de longueur (Figure 1). La plante produit des fleurs
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blanches en forme d’étoile, composées de cinq pétales et cinq sépales, qui fleurissent
généralement de juin & septembre. Aprés la floraison, elle développe des fruits décrits comme
des baies subglobuleuses a ellipsoides. Ces baies changent de couleur au cours de leur
maturation, passant du bleuatre-noir, dans de rares cas, un jaunatre-blanc vers le mois de

novembre (Ozkan et Giiray, 2009).

M. communis est une plante sauvage typique des régions méditerranéennes. Cette plante
pousse naturellement a la lisiére des foréts, ainsi que dans les garrigues et maquis rocailleux
bordant la Méditerranée, notamment en Europe du Sud, en Afrique du Nord et au Moyen-
Orient, notamment en Iran. En tant qu’espéce indigéne, elle joue un role essentiel dans la
biodiversité locale et s’adapte aisément aux conditions climatiques de ces zones. En dehors de
son aire de répartition naturelle, elle est également cultivé dans d’autres régions (Figure 2),
grace a sa résistance a la sécheresse et a sa capacité d’adaptation a divers types de sols

(Zilkah et Goldschdmidt, 2014).
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Figure 2. Distribution du Myrtus communis fournit par : UICN, Liste rouge (2024).

3.2. Classification taxonomique
La position taxonomique de M. communis est exposée dans le Tableau 1.

Tableau 1. Position systématique de la plante Myrtus communis.

Régne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous classe Rosidae
Ordre Myrtales
Famille Myrtaceae
Genre Myrtus
Espéce Myrtus communis

3.3. Usage en médecine traditionnelle

Traditionnellement, le myrte est utilisé pour traiter les problémes digestifs tels que la
diarrhée, les ulcéres peptiques, la constipation et un manque d’appétit, souvent par des
décoctions ou des infusions de ses feuilles et fruits. Il est également utilisé pour les affections
respiratoires comme la bronchite, la sinusite et la toux, ainsi que pour les maladies de peau, y
compris I’eczéma, les plaies, la gale et I’acné, ou les applications topiques de poudres de
feuilles ou de décoctions sont courantes. Dans la médecine traditionnelle iranienne, les
feuilles de myrte et les cataplasmes sont spécifiquement utilisés pour soulager les
hémorroides en réduisant 1’enflure, les saignements, la douleur et les démangeaisons. De plus,
le myrte est utilisé pour les problemes de santé des femmes tels que les menstruations
irrégulieres et les saignements utérins. Ses effets calmants sont exploités dans certaines

cultures pour soulager le stress et D’anxiété, avec du thé en feuilles consommé
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quotidiennement en Turquie. L’huile essenticlle et les extraits ont été appliqués pour les
infections buccales, la candidose et comme adjuvants dans le traitement de 1’insomnie. Dans
I’ensemble, Myrtus communis reste apprécié en médecine traditionnelle pour ses réles
multiformes dans la gestion des troubles gastro-intestinaux, respiratoires, cutanés,

inflammatoires et gynécologiques (Alipour et al., 2014; Goyal et al., 2022; M. Mir, 2023).

3.4. Activités biologiques

Les données disponibles indiquent que M. communis exerce des effets anti-
inflammatoires, antioxydants et anticancéreux (Alipour et al., 2014; Hennia et al., 2018; M.
A. Mir et al., 2024) :

e Antioxydantes : les extraits de M. communis ont démontré une capacité significative a
piéger les radicaux libres, un mécanisme essentiel dans la prévention des maladies liées
au stress oxydatif. Cet effet antioxydant est principalement attribué a la présence de

composés phénoliques capables de protéger les cellules contre les dommages oxydatifs.

e Anti-inflammatoire et analgésiques : M. communis a démontré sa capacité a inhiber les
processus inflammatoires en supprimant la biosynthése des prostaglandines et des
leucotriénes, médiateurs clés de 1’inflammation et de la douleur. Cette activité anti-
inflammatoire est principalement attribuée a des composés tels que la myrtucommulone,

qui a montré une efficacité notable dans la réduction de I’inflammation,

o [Effet cytotoxique: Myrtus communis présente des propriétés anticancéreuses
significatives, notamment par sa capacit¢ a induire 1’apoptose dans diverses lignées
cellulaires cancéreuses tout en affichant une toxicité minimale envers les cellules
normales. Plusieurs études ont montré que les extraits de M. communis inhibent
efficacement la prolifération de cellules cancéreuses, notamment les lignées du sein
(MCF-7), du foie (HepG2), du col utérin (HeLa) et du c6lon (HCT116), suggérant un

potentiel thérapeutique prometteur pour le développement de traitements anticancéreux.
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1. Famille des Asteraceae

La famille des Asteraceae, également appelée famille du tournesol ou des marguerites,
est I'une des plus grandes familles de plantes a fleurs, regroupant environ 1100 genres et
19000 especes a travers le monde, ce qui en fait I’'une des familles végétales les plus
diversifiées. Ses membres occupent une grande variété d’habitats sur tous les continents, a
I’exception de 1’Antarctique, et se développent dans des environnements allant des foréts
tropicales humides aux déserts et régions semi-arides. La majorité des espéces d’Asteraceae
sont des plantes herbacées, mais la famille comprend également des arbustes, des lianes et des
arbres. Elle présente une grande diversité de formes de croissance et inclut des especes

annuelles, bisannuelles ou pérennes (Chibuzo et al., 2023; Panero et Crozier, 2012).

Une caractéristique distinctive de la famille des Asteraceae est la présence de capitules,
inflorescences composées de nombreuses fleurs individuelles appelées fleurons. Ces fleurons
peuvent étre de deux types : des fleurs tubulaires (en forme de disque) ou des fleurs ligulées
(en forme de rayons). Les fleurs sont généralement bisexuées ou unisexuées. Les sépales sont
souvent réduits a un pappus, une structure modifiée facilitant la dissémination des fruits. Les
feuilles peuvent étre alternes ou opposees, souvent lobées ou dentelées, tandis que les tiges
varient de dressées a prostrées et peuvent sécréter du latex ou présenter des structures
modifiées pour le stockage des réserves nutritives. Le fruit est typiquement un cypsele, un
fruit achénoide contenant une seule graine avec peu ou pas d’endosperme (Beentje, 2010;
McKenzie et al., 2005).

Sur le plan économique, les Asteraceae comprennent des cultures majeures telles que
Helianthus annuus (tournesol), Lactuca sativa (laitue) et Cynara scolymus (artichaut), ainsi
que des plantes ornementales populaires comme les chrysanthémes et les zinnias. Cependant,
plusieurs membres de cette famille sont également considérés comme des mauvaises herbes
envahissantes, susceptibles d’avoir un impact négatif sur I’agriculture en concurrengant les
cultures et en réduisant les rendements (Gonzalez-Castejon et al., 2012; Panda et Luyten,
2018).

La famille des Asteraceae est particulierement riche en substances bioactives,
notamment en lactones sesquiterpéniques (STL), reconnues pour leurs diverses propriétés
médicinales, telles que les activités antitumorales, anti-inflammatoires, antimicrobiennes,
antidépressives, antidiabétiques et antioxydantes (Karadeniz et al., 2021). Bien que plusieurs

sous-types existent, les lactones sesquiterpéniques (STL) sont principalement classées en
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quatre groupes structuraux en fonction de leur squelette carbocyclique : les eudesmanolides,
les germacranolides, les guaianolides et les pseudoguaianolides (Figure 3). Les études
suggerent que leurs propriétés pharmacologiques découlent principalement du groupe
fonctionnel méthylene-y-lactone, lequel interagit avec des cibles moléculaires clés, telles que
les enzymes ou les récepteurs, via une liaison covalente. Cette interaction modifie I’activité
des protéines cibles, expliquant leurs effets anti-inflammatoires, cytotoxiques et
antimicrobiens (Schmidt, 2006).

germacranolides eudesmanolides

guaianolides pseudoguaianolides

Figure 3. Principaux groupes des STL.

2. Genre Centaurea

Centaurea est un genre de plantes a fleurs appartenant a la famille des Asteraceae,
communément appelées centaurées ou fleurs en panier. Ce genre comprend plus de 500
especes de plantes herbacées, souvent similaires aux chardons, principalement réparties dans

I’hémisphere nord, en particulier dans la région méditerranéenne et certaines parties de 1’Asie

(Figure 4) (Hilpold et al., 2014).
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I indigéne M Introduit

Figure 4. Répartition mondiale du genre Centaurea (web 1).

Les especes du genre Centaurea varient généralement en taille, allant de 20 cm a plus
d’un métre. Elles se caractérisent par des feuilles généralement non armées, souvent lobées ou
profondément disséquées. Les inflorescences sont composées de nombreuses petites fleurs,
pouvant étre violettes, bleues, roses ou jaunes. Ces fleurs sont regroupées en capitules (tétes
florales) entourés de bractées involucrales. Les fruits sont typiquement des cypséles, des
akeénes secs, souvent munis d’un pappus facilitant leur dispersion par le vent. Les plantes de
ce genre peuvent étre annuelles, bisannuelles ou pérennes, et certaines especes adoptent une

forme de croissance arbustive (Hilpold et al., 2014).

Ce genre est connu pour un large spectre d’activités biologiques, largement attribué a sa
riche teneur en composés bioactifs tels que les lactones de sesquiterpéne, les flavonoides et les
polyphénols. Traditionnellement, diverses especes de Centaurea ont été utilisées en médecine
populaire comme agents anti-inflammatoires, antimicrobiens, et cicatrisants. Ils sont utilisés
pour traiter des affections telles que les problémes d’estomac, les douleurs abdominales, les
rhumes, la fievre et les maux de téte. Des études modernes ont confirmé plusieurs de ces
effets, mettant en évidence des propriétés anti-inflammatoires et antimicrobiennes notables.
De plus, ces extraits modulent les cytokines inflammatoires comme IL-1a, IL-6 et TNF-a et
réduisent les facteurs angiogéniques tels que le VEGF, indiquant une capacité a influencer
I’inflammation liée a la tumeur et 1’angiogenése. Les autres effets biologiques incluent
I’activité antioxydante, les effets anti-ulcérogenes et ’inhibition des enzymes, telles que

I’inhibition de la tyrosinase et de la collagénase, ce qui soutient leur utilisation traditionnelle
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dans la cicatrisation et les troubles cutanés (ALPER & GUNES, 2019; Koca et al., 2009;
Shikov et al., 2014; Teneva et al., 2024).

3. Centaurea papposa

3.1. Description botanique

Centaurea papposa est une espéce sauvage présente en Algérie et en Tunisie,
appartenant a la section Centaurea, sous-section Acrolophus (Grafakou et al., 2018). Cette
plante présente une base ligneuse et une tige élancée atteignant une hauteur de 80 & 100 cm.
Sa surface est couverte de poils courts et denses, lui conférant une apparence grisatre. Les
feuilles, 1égérement charnues, sont vertes sur la face supérieure et blanc-grisatre sur la face
inférieure, avec des feuilles anciennes persistant a la base (Figure 5). La floraison intervient
en mai, produisant de petites fleurs roses regroupées en capitules compacts (Catoni et
Gratani, 2013).

P =

Figure 5. Espece Centaurea papposa (photo personnelle)
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3.2. Position systematique
La classification systématique est la suivante :

Tableau 2. Position systématique de la plante Centaurea papposa.

Régne Plantae
Phylum Tracheophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Genre Centaurea
Espece Centaurea papposa

3.3. Activités biologiques

Les recherches sur cette plante restent encore limitées. Les résultats relatifs a ces

activités seront présentés en détail dans la section Discussion.
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1. Stress oxydatif

Le stress oxydatif désigne un déséquilibre dans notre corps entre les substances nocives
appelées espéces réactives de l'oxygene (ERO) et les substances bénéfiques appelées
antioxydants. Un bon equilibre entre ces deux types de molécules est essentiel au bon
fonctionnement de nos systemes biologiques. Si cet équilibre est rompu, cela peut causer des
dommages aux cellules et contribuer a I'apparition de diverses maladies, y compris le cancer,

le diabete sucré (DM), et les maladies neurodégénératives (Betteridge, 2000).

2. Diabeéte sucré (diabéte mellitus)

Le diabéte sucré est un groupe complexe de troubles métaboliques caractérisés par une
hyperglycémie chronique, qui résulte soit d’un défaut dans la sécrétion d’insuline par les
cellules béta des 1ilots de Langerhans du pancréas, soit d’une altération de 1’action de
I’insuline au niveau des tissus cibles (muscle, foie, tissu adipeux), ou encore d’une

combinaison des deux phénomeénes (American Diabetes Association, 2011).

L’insuline est une hormone anabolisante clé dans la régulation du métabolisme
glucidique. Elle favorise I’absorption du glucose par les cellules, notamment musculaires et
adipocytaires, en activant la translocation des transporteurs GLUT4 a la membrane cellulaire
(ljuin et Takenawa, 2012). Elle inhibe également la production hépatique de glucose par
néoglucogenése et glycogénolyse (Hatting et al., 2018).

Un défaut de sécrétion d’insuline conduit donc & une incapacité a réduire la glycémie
aprés un repas, tandis qu’une résistance a l’insuline empéche les tissus de répondre

efficacement a cette hormone, maintenant ainsi une hyperglycémie.

2.1. Diabete de type 1

Le diabete de type 1 représente que 5 a 10 % des diabétiques. Ce type est causé par une
destruction auto-immune des cellules béta du pancréas, responsables de la production
d'insuline (Figure 6). Le mécanisme pathologique principal repose sur une réponse
immunitaire inappropriée dans laquelle le systeme immunitaire adaptatif cible les cellules
béta comme s'il s'agissait d'éléments étrangers. Cette réaction auto-immune est initiée par la
reconnaissance erronée d'autoantigenes exprimés par les cellules béta, notamment l'insuline
elle-méme, par les lymphocytes T. Plus précisément, les lymphocytes T auxiliaires CD4 (Th)

reconnaissent ces autoantigenes presentés par les cellules présentatrices d'antigenes via le
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complexe majeur d'histocompatibilité de classe Il (CMH-II). Cette activation des CD4 stimule
la réponse immunitaire en sécrétant des cytokines pro-inflammatoires qui amplifient
I'inflammation locale et recrutent d'autres cellules immunitaires. Parallelement, les
lymphocytes T cytotoxiques CD8 reconnaissent les peptides antigéniques présentés par les
cellules béta elles-mémes via le CMH de classe | et induisent leur destruction directe. La
destruction cellulaire s'effectue par la libération de molécules cytotoxiques telles que la
perforine, qui forme des pores dans la membrane des cellules cibles, et les granzymes, qui
pénétrent dans la cellule et déclenchent I'apoptose, un processus de mort cellulaire
programmeée. L'apoptose des cellules béta conduit a une diminution progressive de la capacité
du pancréas a produire de l'insuline, provoquant ainsi I'hyperglycémie caractéristique du
diabéte de type 1. Enfin, les cytokines pro-inflammatoires sécrétées par les lymphocytes T
activés (comme l'interféron-gamma, le TNF-alpha) contribuent a l'aggravation des lésions
tissulaires en favorisant une inflammation chronique, ce qui amplifie la destruction des
cellules béta et perturbe davantage la fonction pancréatique (DiMeglio et al., 2018; Knip et
Siljander, 2008).

Pancreas

E Autoantibodies

- 1} D
ddamagg ;:d " !‘.‘go E
estruction a‘ 51QA-=“;. 0
& Sseay - ¢
S

Islet of Langerhans

Figure 6. Physiopathologie du diabéte de type 1, en mettant I’accent sur la destruction auto-
immune des cellules béta et ses consequences (Knip et Siljander, 2008).

2.2. Diabéte de type 2

Le diabete de type 2 représente 90 a 95 % des diabétiques. Il se caractérise par deux
anomalies majeures : la résistance a I’insuline et une sécrétion insuffisante d’insuline par les
cellules béta du pancréas. Dans le diabete de type 2, les cellules des tissus periphériques,

notamment les muscles squelettiques et le tissu adipeux, présentent une diminution de leur
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capacité a répondre a I’insuline. Normalement, 1’insuline facilite ’entrée du glucose dans ces
cellules via le transporteur GLUT4, mais dans la résistance a I’insuline, cette signalisation est
altérée. Cette altération est souvent liée a 1’obésité, en particulier a I’accumulation de graisse
viscérale. Le tissu adipeux viscéral sécrete des cytokines pro-inflammatoires (comme le TNF-
a, I’IL-6) qui perturbent les voies de signalisation intracellulaire de I’insuline, notamment la
phosphorylation des substrats du récepteur de 1’insuline, ce qui réduit la translocation de
GLUT4 a la membrane cellulaire. Cette perturbation entraine une réduction de 1’absorption du
glucose par les tissus, provoquant une hyperglycémie. Pour compenser cette résistance, les
cellules béta du pancréas augmentent initialement la sécrétion d’insuline. Cependant, cette
surcharge fonctionnelle chronique conduit progressivement a leur dysfonctionnement. Ce
dernier est caractérisé par une diminution de la capacité des cellules béta a sécréter de
I’insuline en réponse a une hyperglycémie persistante. Plusieurs mécanismes contribuent a ce
dysfonctionnement : La glycotoxicité, due a 1’exposition prolongée a des concentrations
élevées de glucose, qui altere la fonction cellulaire et induit un stress oxydatif. La lipotoxicité,
liée a ’accumulation excessive d’acides gras libres, qui endommage les cellules béta par des
mécanismes similaires. L’effet délétére des cytokines inflammatoires, issues du tissu adipeux
et des macrophages infiltrés, qui induisent une inflammation locale et favorisent I’apoptose

des cellules béta (Galicia-Garcia et al., 2020 ; Lu et al., 2024).

2.3. Diabéte monogénique

Le diabéte monogénique représente une catégorie distincte de diabéte ayant des
fondements génétiques spécifiques qui influencent la production et I’action de ’insuline. Les
mutations génétiques peuvent entrainer le disfonctionnement des protéines qui sont
essentielles a la synthese et a la libération normale de I’insuline. Par exemple, le géne HNF1A
code pour la protéine facteur nucléaire hépatocyte 1 alpha (HNF-1a), un facteur de
transcription essentiel qui régule I'expression de plusieurs génes, dont celui de I'insuline. Une
mutation dans HNF1A perturbe donc la capacité de la cellule béta pancréatique a exprimer
correctement le géne de l'insuline, entrainant une diminution de la production d'insuline. Un
autre exemple est celui des mutations du gene de la glucokinase, une enzyme qui agit comme
un capteur de glucose dans les cellules béta du pancréas. La glucokinase catalyse la
phosphorylation du glucose, premiere étape clé pour détecter la concentration de glucose
sanguin. Une mutation de ce gene modifie la sensibilité au glucose, ce qui perturbe la
sécrétion d'insuline en réponse au glucose, conduisant a une régulation inadéquate de la
glycémie (Serbis et al., 2024; Tallapragada et al., 2015; H. Zhang et al., 2021).
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2.4.Diabete gestationnel

Le diabéte gestationnel se manifeste par une résistance a 1’insuline combinée a une
altération de la sécrétion d’insuline, phénomeéne qui survient spécifiquement pendant la
grossesse. Cette résistance a I’insuline est induite par un ensemble d’hormones placentaires et
maternelles produites en quantité accrue durant cette période, notamment le lactogéne
placentaire humain (hPL), le cortisol, la progestérone et les cestrogénes. Ces hormones
interférent avec les voies de signalisation de 1’insuline au niveau des cellules cibles, telles que
les adipocytes et les myocytes. Par exemple, le hPL agit en inhibant la phosphorylation du
substrat-1 du récepteur de I’insuline (IRS-1), une étape cruciale dans la cascade de
signalisation insulinique. Normalement, 1’insuline se lie & son récepteur membranaire, ce qui
active la tyrosine kinase du récepteur et entraine la phosphorylation de I’'IRS-1. Cette
phosphorylation est essentielle pour recruter et activer diverses protéines intracellulaires qui
facilitent la translocation des transporteurs de glucose (comme GLUT4) vers la membrane
plasmique, permettant ainsi 1’absorption du glucose par les tissus périphériques. Lorsque le
hPL diminue la phosphorylation de I’IRS-1, cette cascade est perturbée, ce qui réduit la
capacité¢ des cellules a capter le glucose en réponse a I’insuline, contribuant ainsi a la
résistance a I’insuline. Les autres hormones de la grossesse, telles que le cortisol et la
progestérone, modulent également la sensibilité a I’insuline en influengant les récepteurs et
les voies métaboliques, exacerbant cette résistance (Berberoglu, 2019; Sharma et al., 2022).
En plus de cela, les cellules B du pancréas doivent s’adapter & une demande accrue d’insuline
pendant la grossesse. Une compensation inadéquate liée a une altération de la fonction des
cellules B peut résulter d’une exposition chronique a des niveaux élevés de glucose ou

d’acides gras, entrainant une diminution de la sécrétion d’insuline (Plows et al., 2018).
3. Relation entre le diabéte et le stress oxydatif
Le stress oxydatif peut étre a la fois une conséquence et un facteur contribuant dans la
physiopathologie du diabéte.
3.1. Stress oxydatif comme conséquence du diabéte

Dans le diabete, I’hyperglycémie chronique, caractéristique du diabete sucré, induit une
production excessive de radicaux libres, principalement des espéces réactives de 1’oxygene
(ROS), par plusieurs mécanismes biochimiques spécifiques (Caturano et al., 2023; Rais et
al., 2024) :
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e Auto-oxydation du glucose : en présence d’une concentration élevée de glucose, celui-Ci
peut subir une auto-oxydation non enzymatique, générant des radicaux libres tels que le
superoxyde et le peroxyde d’hydrogéne. Ce processus est favorisé par la présence de

métaux de transition qui catalysent la formation de radicaux hydroxyles trés réactifs.

e Voie polyol: le glucose est converti en sorbitol par 1’enzyme aldose réductase,
consommant du NADPH, un cofacteur essentiel pour la régénération du glutathion réduit,
un antioxydant majeur. Cette consommation entraine une diminution des défenses
antioxydantes cellulaires et favorise la production de ERO. De plus, I’accumulation de

sorbitol modifie I’osmolarité cellulaire, contribuant au stress cellulaire,

e Glycation des protéines : Il s'agit d'une réaction chimique non enzymatique ou le glucose,
se lie directement aux acides aminés des protéines. Cette étape initiale forme des produits
appelés produits de glycation précoce. Ces derniers subissent ensuite une série de
modifications chimiques qui les transforment en produits de glycation avancée (AGE).
Ces AGE sont des molécules stables et souvent toxiques qui s'accumulent dans les tissus.
IIs peuvent se lier a des récepteurs spécifiques a leur surface, appelés RAGE (Receptors
for Advanced Glycation End-products). Cette interaction déclenche des cascades de
signalisation intracellulaire, augmentant la production de molécules pro-inflammatoires et

des especes reactives de I'oxygene (ROS).

3.2.Stress oxydatif dans ’aggravation du diabete

Apres la production des ERO par ces voies, celles-ci stimulent 1’activation de facteurs
de transcription tels que le facteur nucléaire kappa B (NF-kB) et la protéine activatrice-1 (AP-
1). Ces facteurs favorisent 1I’expression de cytokines pro-inflammatoires. Une fois activés, ils
induisent la transcription de genes codant pour des cytokines telles que le facteur de nécrose
tumorale alpha (TNF-a) et I’interleukine-6 (IL-6). Une fois synthétisées, ces cytokines pro-
inflammatoires sont libérées dans la circulation sanguine et les tissus locaux. TNF-a et 1L-6
inhibent la signalisation des récepteurs de 1’insuline, ce qui entraine une diminution de
I’absorption du glucose par les cellules et jouent un role dans ’amplification de la réponse
inflammatoire, ce qui entraine une nouvelle dysrégulation métabolique, y compris une
résistance a 1’insuline. La présence continue de ces cytokines crée un état d’inflammation
chronique dans les tissus adipeux, ce qui favorise la production de ERO par les cellules
immunitaires, créant un cercle ou I’inflammation et le stress oxydatif se stimulent
mutuellement (Chanda et al., 2023; Weinberg Sibony et al., 2024).

Page | 17



Chapitre 11

—
Section expérimentale



Chapitre 11 Section expérimentale

Chapitre Il : Section expérimentale

Ce travail a été réalisé dans : le laboratoire de biochimie du Centre de recherche en
biotechnologie (CRBT) a Constantine, Algérie ; le département de chimie de Il'université
Ondokuz Mayis a Samsun, Turquie ; le laboratoire de physiopathologie cellulaire et
moléculaire de I'université des sciences et technologies Houari Boumediene a Alger, Algérie ;
le laboratoire de biochimie appliquée et microbiologie (LABM) de I'université Badji Mokhtar
Annaba, Algérie ; le centre de pratique et de recherche de I'université d'lgdir, Igdir, Turquie ;

et le Laboratoire de recherche en interaction, biodiversité, écosystemes et biotechnologie de

I’université 20 Aodt 1955 a Skikda, Algérie.

Le schéma ci-dessous (Figure 7) illustre les différentes étapes du protocole expérimental

gue nous avons suivi.

Matériel végétale

Macérat (mélange hétérogene)

it [

Extrait hydrométhanolique
(Extrait brut)

Extraction par
ultrasons

Phase aqueuse

(Extrait brut + eau distill¢) Extraction parle

chloroforme

Extrait Chloroformique Phase aqueuse
Extraction par

I"acétate d’¢thyle
Extrait d’acétate d’éthylefll Phase aqueuse

Extraction par le N-

Extrait n butanolique butanol

Figure 7. Protocole expérimental

Les tests réalisés

Activité
LC-ESI-MS/MS .
antioxydante
Dosage des Inhibition
polyphénols enzymatiques
Facteur de Activité
protection solaire antibactériennes
L Docking
Cytotoxicité moléculaire

Activité Antidiabétique
in vivo
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1. Matériel végétale

Notre étude porte sur des extraits de deux plantes médicinales : Myrtus communis,
récoltée en octobre 2021 dans la région de Sidi Mezghiche (36°41'00"N 6°43'00"E)., une
commune de la wilaya de Skikda, et Centaurea papposa, récoltée en mai 2022 dans la région
de Cap de Garde, Annaba (36°57"28"N ; 007°46'10"E) (Figure 8).

(A) (B)

‘

Figure 8. Localisation des régions de Sidi Mezghiche (A) et du Cap de Garde (B) (web 2).

Les différents essais ont été effectués sur les feuilles de ces plantes. Celles-ci ont été
nettoyées, puis séchées a I'abri de la lumiere, dans un endroit aéré et a température ambiante.

Les feuilles séches ont ensuite été broyées.
2. Préparation des extraits

1.1. Extraction par ultrasons

La poudre des feuilles a été extraite avec un mélange méthanol/eau distillée (70/30,
v/v). Pour cela, I’extraction a été réalisée par ultrasons (Vibra-Cell™ USA) pendant 30
minutes, avec une amplitude de 60 %. La procédure a été répétée trois fois en renouvelant le
solvant a chaque fois. Le mélange obtenu a ensuite été filtré a ’aide d’un papier filtre

Whatman (taille des pores : 2 um) puis évaporé a 39 °C.
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Figure 9. Extractions par ultrasons.

1.2. Extraction liquide-liquide

Les extraits ont été obtenus a 1’aide de solvants organiques classés par polarité
croissante : le chloroforme, 1’acétate d’éthyle et le N-butanol. Chaque solvant a été mis en
contact avec la phase aqueuse dans une ampoule a décanter, permettant ainsi la séparation et

la récupération distincte des phases organique et aqueuse.

e Préparation de la phase aqueuse : un volume de 100 mL d’cau distillée a été ajouté a
I’extrait brut (extrait hydrométhanolique). Aprés un temps de 24 heures, le mélange a été

agité a I’aide d’un agitateur magnétique, puis filtré afin de récupérer la phase aqueuse.

e Extrait chloroformique : la phase aqueuse et 100 mL de chloroforme ont été introduits
dans une ampoule a décanter. Aprés avoir soigneusement scellé ’ampoule, celle-Ci a été
agitée vigoureusement (sept a dix cycles), avec des dégazages réguliers pour libérer
I’excés de pression. Le bouchon a ensuite été retiré, permettant a 1’émulsion de reposer
afin de favoriser la décantation et la séparation des phases, atteignant ainsi 1’équilibre de
partage. Les deux phases ont été récupérées séparément. Cette opération a été répétée
trois fois, en ajoutant 100 mL de solvant a chaque fois. Aprés la derniére décantation, la

phase chloroformique a été concentrée a 1I’aide d’un évaporateur rotatif réglé a 39 °C.

e Extrait d’acétate d’éthyle : un volume de 100 mL d'acétate d'éthyle, un solvant de polarité
supérieure a celle du solvant précédent, a été ajoutée a la phase aqueuse. Apres une
agitation soigneuse, le mélange a été laissé a décanter. Une fois que les deux couches
étaient clairement separées, les phases ont été récupérées séparément. Cette procédure a

été répétée trois fois. La phase d’acétate d’éthyle a été séchée a 39 °C.

e Extrait N-butanolique: la manipulation a été réalisée conformément au protocole

antérieur, en utilisant une phase aqueuse combinée a 100 mL de N-butanol. Cette
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opération a été répétée trois fois afin d'assurer une extraction optimale. Une fois
I'extraction terminée, les deux phases ont été récupérées. La phase organique a ensuite été

concentrée a l'aide d'un évaporateur rotatif réglé a 45 °C.

Les extraits obtenus aprés 1’évaporation sont pesés pour déterminer le rendement. Le

rendement d’un extrait « R » est défini comme suite :
R (%) =M /MO0 x 100
Ou :
R (%) : Rendement exprimé en %, M : Masse en gramme de I'extrait sec résultant, Mo : Masse

en gramme du matériel végétal.

3. Dosage des polyphénols

La teneur totale en acide phénolique a été déterminée par la méthode de Muller et al.
(2010). En résumé, 20 uL d’échantillons ont été appliqués a 100 puL de Folin Ciocalteu dilué
(1:10) et 80 uL de carbonate de sodium (7.5 %). Ensuite, la microplaque de 96 puits a été

incubée pendant 2 heures dans 1’obscurité, puis ’absorbance a ét¢ mesurée a 765 nm.

La méthode de Topgu et al. (2007) a été utilisé pour déterminer les flavonoides totaux.
Les étapes de la procédure sont résumées comme suit : 50 puL. d’échantillons ont ét¢ mélangés
a 130 pL de MeOH, 10 pL d’acétate de potassium (CH3COOK) et 10 uL de nonahydrate de
nitrate d'aluminium (Al (NOz)2, 9H20). La microplaque a été incubée pendant 40 min, puis

I’absorbance a été mesurée a 415 nm.

Le total des polyphénols a ¢té¢ exprimé en mg d’acide gallique équivalent par gramme
de poids sec (mg GAE/g DW) en utilisant la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique (Figure
10A), tandis que le contenu total en flavonoides a été exprimé en mg d’équivalent quercétine
par gramme de poids sec (mg QE/g DW) en utilisant la courbe d’étalonnage de la quercétine

(Figure 10B).
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Figure 10. Courbes d’étalonnage de I’acide gallique (A) et de la quercétine (B).

4. Analyse par LC-ESI-MS/MS

50 mg de chaque extrait ont été ajoutés a 1 mL de méthanol, puis 1 mL d’hexane.
Ensuite, le mélange a été centrifugé a 9000 rpm pendant 10 minutes. Puis, 100 puL de la phase
méthanol ont été prélevés et dilués avec 450 puL d’eau et 450 uL de méthanol. Enfin, la

solution a été filtrée a 1’aide de filtres de 0.22 pm avant injection.

Le systeme HPLC LC-MS/MS Agilent 1260 Infinity, couplé & un spectrometre de
masse triple quadrupble Agilent 6460 (USA), a été utilisé. La séparation a été réalisée sur une
colonne Agilent Poroshell 120 SB-C18 (3*100 mm, 2.7 um), un type de colonne & phase
inversée. La séparation en chromatographie liquide (LC) a été réalisée par élution en gradient,
avec une phase mobile composée d’eau (A) et de méthanol (B), contenant tous deux 0.1 %
d’acide formique et 5 mM de formiate d’ammonium. Le profil d’élution du gradient était le
suivant: a3 min, A=75%, B=25%;a 12 min, A =50 %, B =50 % ; a 16 min, A = 10 %,
B=90%;a2lmin, A=10%, B=90%;eta24 min, A=97.5%, B =25 %. Le volume
d’injection était de 5.12 pL, le débit de 0.4 mL/min et la température maintenue a 40 °C. Les
composés séparés ont éte introduits dans un spectrometre de masse, qui détecte et identifie les
composés cibles en fonction de leur rapport masse-charge (m/z). Les systemes LC-MS/MS
utilisent souvent 1’ionisation par électrospray (ESI) comme méthode d’ionisation, en mode
ionisation positive et négative. Le débit de N2 du gaz de nébuliseur était de 8 L/min et la
température capillaire de 300 °C pendant I’analyse LC-MS/MS (Atalar et al., 2023). Les
standards utilisés pour cette analyse sont présentés dans les Tableaux 6 et 7. Le mode de
surveillance par réactions multiples (MRM) du spectrométre de masse a été employé pour la

quantification des analytes.
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5. Tests des activités antioxydantes

L’activité antioxydante de différents extraits a ¢été évaluée a I’aide de plusieurs
méthodes : le piégeage des radicaux libres DPPH" (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) et ABTS™"
(acide 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)), ainsi que les tests FRAP (ferric

reducing antioxidant power), SNP (particules d’argent nanométriques) et phénanthroline.

5.1. Activité antiradicalaire au DPPH*

Le DPPHe est un radical libre stable qui confére a la solution une teinte violet foncé,
identifiable par une bande d'absorption située entre 515 nm et 517 nm. Ce composé est utilisé
pour évaluer l'activité antioxydante a travers un mécanisme de transfert d'électrons.
Lorsqu'une solution de DPPHe est mélangée avec une substance capable de fournir un atome
d'’hydrogéne (AH), la forme réduite, DPPH-H, se forme (Figure 11). Ce processus entraine
une décoloration de la solution. Le DPPH’, de couleur violette a 1’état initial, se réduit en
DPPH-H, caractérisé par une teinte jaune pale (Molyneux, 2004). Plus la substance est

antioxydante, plus la coloration violette initiale va disparaitre.

0,N N—N
2 I .
O,N NN + A-H —» + A
NO,
NO,
DPPH DPPH-H

Figure 11. Réduction de DPPH par un antioxydant (Molyneux, 2004).

Le protocole expérimental utilisé pour examiner l'activité de piégeage du radical libre
DPPH" est celui décrit par Blois (1958). 40 uL d'échantillons ont été mélangés avec 160 pL
de DPPH". Par la suite, la microplaque a été incubée pendant 30 minutes dans I'obscurité, puis
I'absorbance a été mesurée a 517 nm. Le pourcentage d’inhibition est calculé selon la formule

suivante :
% INHIBITION = 100 X (ABS du controle — ABS de I'extrait) /ABS du controle

Les pourcentages d’inhibition obtenus pour chaque concentration ont permis de tracer la

courbe représentant le pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration, & partir de

Page | 23



Chapitre 11 Section expérimentale

laquelle la Clsp a été determinée. Le butylhydroxytoluéne (BHT), le butylhydroxyanisole

(BHA), et I’acide ascorbique ont été utilisés comme standards de références.

5.2. Activité antiradicalaire par piégeage de ’ABTS™*

Dans ce test, l'activité antioxydante est évaluée en fonction de la capacité a inhiber le
radical ABTS**. Ce radical cationique est généré par l'oxydation de I'ABTS, qui est
initialement incolore, a l'aide de persulfate de potassium (K2S20sg). Ce processus produit une
solution de couleur vert-bleu (Figure 12). L'ajout d'un composé antioxydant provoque la
réduction du radical ABTS®*" en ABTS" (Figure 13), entrainant ainsi une décoloration et une

diminution de I'absorption mesurée a 734 nm (Re et al., 1999).

@%N N%Kl @ ] @M

ABTS ABTS*

Figure 12. Formation du radical cation ABTS®*" a partir de I’ABTS (Sarr et al., 2015).
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Figure 13. Réduction du radicale ABTS®*" par un antioxydant (Sarr et al., 2015).

Le procédé utilisé pour mesurer l'activité antioxydante a l'aide du test ABTS*" est celui
décrit par Re et al. (1999). Ce processus consiste a faire réagir une solution aqueuse d'/ABTS
(7 mM) avec du persulfate de potassium (2.45 mM) pour genérer le cation radicalaire
ABTS*". Le mélange est ensuite laissé au repos dans l'obscurité, a température ambiante,
pendant 12 a 16 heures avant d'étre utilisé. La solution obtenue est ensuite diluée avec de
I'éthanol, de I'eau ou du méthanol, afin d'atteindre une absorbance d'environ 0.7 £ 0.020 a 734

nm. L’activité antioxydante est mesurée comme suite : 40 pL de chaque échantillon a été
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ajouté a 160 uL ABTS®". Le mélange a été incubé 10 min dans I'obscurité, puis I'absorbance a

été mesurée a 734 nm. Le pourcentage d’inhibition est calculé selon la formule suivante :
% INHIBITION = 100 x (ABS du controle — ABS de I'extrait) /ABS du controle

Les pourcentages d’inhibition obtenus pour chaque concentration ont permis de tracer la
courbe représentant le pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration, a partir de
laquelle la Clsp a été déterminée. Le butylhydroxytoluéne (BHT), le butylhydroxyanisole

(BHA), et I’acide ascorbique ont ét¢ utilisés comme standards de références.

5.3. Test de pouvoir réducteur (FRAP)

Le FRAP est un test qui mesure la capacité des antioxydants a transformer le fer
ferrique (Fe*") en fer ferreux (Fe*") (Figure 14). Ce processus implique un échange
d’électrons. Pour évaluer cette transformation, on mesure 1’intensification de la coloration

bleue (appelée bleu de Prusse) dans le mélange, a une longueur d’onde de 700 nm (Chung et
al., 2002).

OY ~, Un antioxydant } N «
= P N l
\ ‘N N I N N/
1“:1[1 X \R_H /N N
N/ N
e yoSie
Z = 7

- TPTZ (ferricyanure de potassium) Fe?” - TPTZ (ferricyanure de potassium)

Figure 14. Réduction du fer ferrique en fer ferreux par un antioxydant (Chung et al., 2002).

Le pouvoir réducteur des extraits est déterminé par la méthode décrite par Oyaizu
(1986). 10 uL d'échantillons ont été¢ mélangés avec 40 uL. de tampon phosphate (pH 6.6) et 50
uL de ferricyanure de potassium (1 %). La microplaque a été incubée a 50°C pendant 20 min.
Ensuite, 50 pL d'acide tricarboxylique (10 %), 40 puL d'eau et 10 uL. de chlorure ferrique (0.1
%) ont été ajoutés. L'absorbance a été mesurée a 700 nm. Le butylhydroxytoluéne (BHT), le
butylhydroxyanisole (BHA), et I’acide ascorbique ont été utilisés comme Standards. Pour le
test FRAP, les résultats ont été exprimés en valeurs d’Aoso (ug/mL), qui représente la

concentration produisant une absorbance de 0.5.
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5.4. Test de Silver nanoparticule (SNP)

La méthode SNP est fondée sur le principe de réduction des ions argent (Ag") en
nanoparticules d'argent par l'action des antioxydants. Le processus se déroule comme suit : les
antioxydants présents dans la solution agissent pour réduire les ions Ag" en nanoparticules
d'argent sphériques (Figure 15). Pour stabiliser la formation des nanoparticules, des graines
d'argent stabilisées au citrate sont ajoutées. Lorsqu'elles sont formées, ces nanoparticules
génerent une bande d'absorption plasmonique de surface trés intense, qui se manifeste par une
couleur spécifique dans la solution. Cette absorption est mesurée a 423 nm (Ozyurek et al.,
2012).

Antioxydant

(0“ )n ,-'\||l|0,‘(.\‘(|;\|ll(=0)n

Ag" +citrate —— >

Figure 15. Réduction de I’Ag™ par un antioxydant (Ozyiirek et al., 2012).

Le test SNP a été réalisé selon la méthode décrite par Ozyuirek et al. (2012). Pour cela,
20 pL d'échantillons ont ét¢ mélangés avec 130 pL de solution SNP, composée de nitrate
d'argent (1 mM) et de citrate de tri-sodium (1%), ainsi que 50 pL d'eau. Aprés une incubation
de 30 min a 25°C, l'absorbance a été mesurée a 423 nm. Le butylhydroxytoluene (BHT), le
butylhydroxyanisole (BHA), la quercétine et 1’acide ascorbique ont été utilisés comme
standards. Pour le test SNP, les résultats ont été exprimés en valeurs d’A0.50 (ug/mL), qui

représente la concentration produisant une absorbance de 0.5.

5.5. Test de Phénanthroline

Les antioxydants présents dans la solution agissent en transférant des électrons aux ions
ferriques (Fe*"), ce qui les réduit en ions ferreux (Fe*"). Une fois que les ions Fe?" sont formés,
ils se lient a la 1,10-phénanthroline, un agent chélatant. Ce complexe, appelé ferroine, est
coloré et présente une absorption maximale a 510 nm. La couleur rouge-orange du complexe
permet une évaluation visuelle et spectrophotométrique. L'intensité de cette absorbance est
proportionnelle a la concentration de Fe**, qui a son tour refléte 'activité antioxydante de

I'échantillon testé. Plus I'absorbance est élevée, plus la capacité réductrice est importante.
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Le dosage par la méthode de la phénanthroline a été réalise selon le protocole de
Szydlowska-Czerniak et al. (2008). Dans une microplaque a 96 puits, 10 puL d’échantillons
ont été mélanges avec 50 uL de chlorure ferrique (0.2 %), 30 uL de Phénanthroline (0.5 %) et
110 pL de méthanol. La plaque a été incubée a 30 °C pendant 20 min et 1’absorbance a été
mesurée a 510 nm. Le butylhydroxytoluéne (BHT), le butylhydroxyanisole (BHA), la
quercétine et I’acide ascorbique ont été utilisés comme standards. Pour le test Phénanthroline,
les résultats ont été exprimés en valeurs d’Aoso (ug/mL), qui représente la concentration

produisant une absorbance de 0.5.

6. Teste enzymatiques

L’activit¢ inhibitrice des enzymes a été testée contre SIX enzymes:
I’acétylcholinestérase (AChE), la butyrylcholinestérase (BChE), I’alpha amylase, 1’alpha

glucosidase, la tyrosinase et ’uréase.

6.1. Inhibition des cholinestérases

Les echantillons testés ont été évalués selon la méthode établie par Ellman et al.
(1961). 150 pL de tampon phosphate de sodium (100 mM, pH 8.0), 10 uL de I’échantillon
d’essai et 20 uL d’AChE ou de BChE ont été mélangés. Le mélange a été incubé a 25°C
pendant 15 min. 10 uL. de DTNB (5,5-dithiobis (acide 2-nitro-benzoique) et 10 uL. d’iodure
d’acétylthiocholine (substrat a 0.71 mM, AChE) ou d’iodure de butyrylthiocholine (substrat a
0.2 mM, BChE) ont été ajoutés. L’absorbance a été mesurée a 412 nm au temps O min et
aprés 15 min. La galantamine a été utilisée comme standard. Le pourcentage d'inhibition (I %)

a été mesuré en utilisant la formule suivante :

(%) Inhibition AChE (BChE) = [(absorbance du contrdle — absorbance d’extrait) /

absorbance du contréle] x 100

6.2. Inhibition de I’alpha amylase

La méthode de Yang et al. (2012) a été utilisée pour déterminer I’activité inhibitrice de
I’a-amylase. Les etapes sont résumées comme suit : 82 ulL d’extrait ont été ajoutés a 10 pL
d’a-amylase (1U). Aprés 10 min d’incubation a 37°C, 8 uLL d’amidon (1%) ont été ajoutés. La
microplaque a été incubée a nouveau a 37°C pendant 10 min. Ensuite, 50 uL de HCI (10%),
15 pL d’iodure de potassium iodé (IKI) et 50 pLL d’H20 ont été ajoutés. L’absorbance a été
mesurée a 630 nm. L’acarbose a été utilisé comme standard. Le pourcentage d'inhibition de

'a-amylase a été calculé a I'aide de I'équation suivante :
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%INH=1-[(Ac-Ae)-(As-Ab)/ (Ac-Ae)]
Ac : Absorbance [Amidon+ IKI+ HCI+ solvant de I'extrait+ tampon].
Ae : Absorbance [enzyme+ amidon+ IKI+ HCL+ solvant de I'extrait].
As : Absorbance [enzyme+ extrait+ amidon+ IKI+ HCI].

Ab : Absorbance [Extrait+ IKI+ tampon].

6.3. Inhibition de I’alpha glucosidase

Les étapes de la procédure sont résumées comme suit: 10 uL d’échantillon ont été
ajoutés a 25 pL d’a-glucosidase (0.2 U/mL), 25 uL de 4-nitrophényl B-D-glucopyranoside
(PNPG, 0.5 Mm) et 50 uL de tampon phosphate (20 mM, PH 6.9). La microplaque a été
incubée a 37 °C pendant 10 min. Ensuite, 100 uL de carbonate de sodium (NaCOs, 0.2 M) ont
été ajoutés (Mayur et al., 2010). L’absorbance a été mesurée a 410 nm. L’acarbose a été
utilisé comme standard. Le pourcentage d'inhibition de 1'a-glucosidase a été calculé a l'aide de

I'équation suivante :

% Inhibition = (abs de I'extrait-abs de blanc) / abs de control x 100

Control : Enzyme + Substrat + Solvant de I’extrait.

Blanc : Substrat + Extrait + Tampon de 1’enzyme.

6.4. Inhibition de ’uréase

Selon la méthode décrite par Taha et al. (2018), I’activité inhibitrice de ’uréase a été
évaluée comme suit : 25 ul d’uréase, 50 pul d’urée, 45 pl de réactif phénol et 70 ul de réactifs
basiques ont été ajoutés a 10 ul d’échantillon. La microplaque a été incubée a 30°C pendant
50 min, puis I’absorbance a ét¢ mesurée a 630 nm. Le pourcentage d’inhibition de I’activité

uréase a été calculé selon la formule suivante :
Inhibition (%) = (Ac-Ae /Ac) x100

Ac : I’absorbance du controle, Ae : 1’absorbance en présence de 1’extrait.

6.5. Inhibition de la Tyrosinase

Selon la méthode de Deveci et al. (2018), I’inhibition de la tyrosinase a été évaluée
comme suit : 150 uL de tampon phosphate a été mélangé avec 10 puL d’échantillon et 20 pL
de tyrosinase. Aprés 10 min d’incubation a 37°C, 20 uL de L-Dopa ont été ajoutés. Le

mélange a été incubé de nouveau pendant 10 min a 37 °C avant que I’absorbance soit mesurée
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a 475 nm. Le pourcentage d’inhibition de I’activité tyrosinase a été calculé selon la formule

suivante :
Inhibition (%) = (Ac-Ae /Ac) x100

Ac : I’absorbance du contrdle, Ae : 1’absorbance en présence de 1’extrait.

7. Facteur de protection solaire (SPF)

Le facteur de protection solaire (SPF) des extraits a été mesuré selon la méthode de
Mansur et al. (1986). La procédure est résumée comme suit : 2 mg d’échantillons ont été
dilués dans 1 mL de méthanol. L absorbance a été mésurée tous les 5 nm dans la plage de 290
a 320 nm. Les constantes EExI, déterminées par Sayre et al. (1979) (voir Tableau 3), ont été

utilisées pour calculer le SPF des extraits a 1’aide de I’équation suivante :
SPF = CF x Y320EE (A) X 1 (1) x Abs (A)

CF . facteur de correction (= 10) ; EE: spectre d’effet érythémal ; |: spectre d’intensité

solaire ; Abs : I’absorbance de 1’extrait.

Tableau 3. Valeurs de EE x | utilisées pour le calcul du SPF.

Longueur d’onde A (nm) EE (W)x I(A)
290 0.0150
295 0.0817
300 0.2874
305 0.3278
310 0.1864
315 0.0837
320 0.0180
Total 1

8. Cytotoxicité

Pour évaluer l'activité anticancéreuse de la plante C. papposa, nous avons utilisé le test
MTT [3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl) -2,5-diphényl tétrazolium bromide]. Le test évalue la
viabilité cellulaire. Les cellules vivantes possedent des enzymes capables de réduire le sel de
tétrazolium (MTT) en un composé coloré appelé formazan (Figure 16). Ce processus se
produit principalement dans les mitochondries des cellules actives. La quantité de formazan
produite est proportionnelle a I’activité métabolique des cellules. Plus le nombre de cellules
vivantes est élevé, plus la quantité de formazan formée augmente, ce qui se traduit par une

coloration violette intense. Apres incubation, le formazan insoluble doit é&tre solubilisé dans
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un solvant tel que le DMSO ou l'isopropanol, ce qui permet de mesurer I'absorbance a 590 nm
(Kumar et al., 2018).

CH,
s X
— L CH
N —L"\g—CH + 2H N=N = s
d DN D SV
—MN I
N N—N

MTT Formazan

Figure 16. Principe de test de coloration (Ebada et al., 2008).

Les cellules HTC116 et Hep2, dérivées du carcinome colorectal humain et du
carcinome laryngé humain, respectivement, sont cultivées dans le milieu Dulbecco's Modified
Eagle (DMEM ; Gibco, USA). Ce milieu a été compléte avec : 10 % de sérum pour veau
feetal (SVF ; SIGMA, USA), 5 ng/ml de streptomycine, 50 Ul/ml de pénicilline et glutamine a
200 mM (Gibco, USA). Les cellules ont éte incubées a 37 °C dans une atmosphere contenant
95 9% d’air et 5 % de CO2. A confluence, les cellules cancéreuses (Hep2 et HCT116) sont
trypsinisées (0.1%) puis ensemencées dans des plaques & 96 puits a raison de (0.01x10°
cellules/puits), dans du RPMI supplémenté de 10 % de SVF, puis incubées a 37°C. A
confluence, les cellules sont traitées avec I’extraits hydrométhanolique aux concentrations
suivantes : 150, 120, 90.88, 50, et 20 pg/mL; avec I’extrait chloroformique aux
concentrations de 600, 400, 300.08, 100, et 50 pug/mL ; et avec I’extrait d’acétate d’éthyle aux
concentrations de 80, 40, 27.93, 10, et 5 pg/mL. Aprés 24 h de traitement, le milieu est
éliminé, puis 20 pl de MTT a 5 mg/mL sont ajoutés dans chaque puits. Les plaques sont
incubées pendant 3h et 30 min a 37°C. Au terme de la période d’incubation, le surnageant est
éliminé puis remplacé par 150 uL de DMSO afin de solubiliser et homogénéiser les cristaux
de formazan formés. Les plaques sont placées a I’obscurité sous agitation magnétique pendant
15 minutes. La mesure d’absorbance est effectuée a 590 nm, avec un filtre a 620 nm, a ’aide

d’un lecteur ELISA. Le pourcentage de viabilite cellulaire a été calculé comme suit :

Viabilité cellulatre (%) ABS EXTRAIT 100
_ X
labriite celiulalre (/o) = y 89 CONTROLE

ABS extrait : I'absorbance des cellules traitées par 1’extrait, ABS contréle : I'absorbance des

cellules non traitées par 1’extrait.
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Les pourcentages de viabilité obtenus pour chaque concentration ont permis de tracer la
courbe de viabilité cellulaire en fonction de la concentration, & partir de laquelle la Clso,

correspondant a la concentration réduisant la viabilité de 50 %, a été déterminee.

9. Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne des extraits de plantes a été explorée sur cing souches
bactériennes d’origine cliniques : Staphylococcus aureus (Gram positif), Pseudomonas
aeruginosa (Gram négatif), Klebsiella pneumoniae (Gram négatif), Escherichia coli (Gram
négatif), Proteus mirabilis (Gram négatif). Cette étude a été effectuée au sein du laboratoire

de biochimie appliquée et microbiologie (LABM) de I’Université¢ Badji Mokhtar Annaba.

9.1. Détermination de la zone d’inhibition

Les souches bactériennes ont été cultivées dans des bouillons nutritifs et incubées a
37°C pendant 24 heures. Les suspensions bactériennes ajustées & une concentration de 108
cellules/mL ont été étalées sur la surface de 1’agar M-H (Mueller-Hinton). Au moyen d’un
perforateur stérile, des puits de 6 mm de diamétre ont été réalisés et chaque puits a été rempli
avec 100 pL de I’extrait a tester. Les boites de Petri ont ensuite été incubées pendant 24
heures a 37°C. Apres incubation, elles ont été examinées afin de déterminer la présence d’une
zone d’inhibition autour des disques (Bhattacharya et Chandra, 2014). Le diamétre de ces
zones est mesuré en millimeétres. Le DMSO a été utilisé comme contrble négatif, tandis que
les antibiotiques amoxicilline + acide clavulanique (AMC30), amikacine (AK10),

gentamicine (GM10) et imipeneme (IPM10) ont été utilisés comme contréles positifs.

9.2. Détermination de la concentration inhibitrice minimale (CIM)

200 pL de milieu Muller Hinton liquide a été déposés dans une microplaque a 96 puits,
puis 200 pL d’extraits ont été ajoutés au premier puits. Apres cela, 200 L du mélange ont été
prélevés et dilués dans le puits suivant, continuant ce processus pour obtenir une gamme de
concentration de notre extrait allant de 2000 pg/mL a 31.25 pg/mL. Les microplaques sont
incubées a 37°C pendant 18 heures (Wikaningtyas et Sukandar, 2016). Les antibiotiques
auxquels les souches étaient sensibles ont été utilisés comme témoins de référence

antibactériens.
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10. Docking moléculaire

10.1. Etude par Docking moléculaire de ’activité inhibitrice des enzymes

Une étude de Docking moléculaire a été realisee sur six composes clés des extraits de
M. communis afin d’évaluer leurs affinités de liaison et d’étudier leurs modes d’interaction au
sein des sites actifs de I’AChE, de la BChE, de I’a-amylase et de 1I’a-glucosidase. Les
structures cristallines de ces enzymes ont été obtenues a partir de la banque de données des
protéines, en utilisant les 1D suivants du PDB : 4MOE pour AChE, 2XQF pour BChE, 4GQR
pour a-amylase et 3L4X pour a-glucosidase. Le processus a été effectué a 1’aide du logiciel

LeadIT 2.1.8 (disponible sur www.biosolveit.com). Cette préparation a impliqué 1’élimination

des cofacteurs, des hétéroatomes et des molécules d’eau, a I’exception de ceux qui se trouvent
dans les poches actives (Boulhissa et al., 2021). Par la suite, les atomes manquants ont été
ajoutés, les charges formelles calculées, et les sites actifs définis en sélectionnant les résidus
situés dans un rayon de 6.5 A autour de I’inhibiteur dans la structure cristalline (Djehiche et
al., 2024). Cette sélection a été affinée en incluant des résidus au-dela de 6.5 A qui étaient
critiques pour maintenir la continuité de la cavité (Ikhlef et al., 2024). Les états de
protonation et les orientations des chaines latérales pour chaque acide aminé dans les sites
actifs ont ensuite été examinés, et les structures résultantes ont été entierement minimisées et

exportées sous forme de fichiers mol2 (Srief et al., 2023).

Les coordonnées tridimensionnelles des composés étudiés ont été extraites de la base de

données PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) puis préparées pour 1’amarrage a

I’aide de I’outil LigPrep version 11.3 du logiciel Maestro de Schrodinger (Maestro, 2015).
Lors de la phase de préparation, nous avons généré tous les tautomeres, états de protonation (a
un pH physiologique de 7.4) et énantiomeéres possibles pour chaque composé, assurant ainsi
une exploration compléte de leur diversité chimique (Mokram et al., 2022). Par la suite, des
simulations de docking moléculaire ont été réalisées a 1’aide de FlexX 2.1.8 (Rarey et al.,
1996), qui applique une stratégie de construction incrémentale pour modéliser avec précision
la liaison des ligands. Le processus de fixation a eté guidé par la fonction de notation FlexX,
qui classe les composés en fonction de leur énergie libre de liaison (A G) exprimée en kJ/mol.
Pour valider le protocole de mise en place, le ligand Co-cristallisé de chaque enzyme a été
réancré dans son site actif, obtenant un écart carré moyen (DSMR) inférieur & 2 A, ce qui

confirme la fiabilité du montage de mise en place. Une fois valides, les mémes parameétres de
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docking ont été utilisés pour évaluer les affinités de liaison des molécules étudiées (Hioual et
al., 2014).

10.2. Etude par Docking moléculaire de I’activité antibactérienne

La structure 3D de la dihydroptéroate synthase (DHPS) (PDB ID : 3TZF) (Yun et al.,
2012) a été extraite de la banque de données des protéines du RCSB (http://www.pdb.org) et
choisie comme cible pour des études d’ancrage moléculaire. La structure des protéines a été
préparée et réduite au minimum en termes d’énergie a 1’aide de ’assistant de préparation des
protéines de la suite Schrodinger (Sastry et al., 2013), ce qui permet de corriger les

problémes structurels et d’optimiser la géométrie.

Les ligands ont été préparés a I’aide de LigPrep 3.8 (Release, 2015), qui a attribué des
états de protonation appropriés a un pH de 7.4+1.0, corrigé les ordres de liaison et les types
d’atomes, et ajouté des atomes d’hydrogene si nécessaire. La grille de fixation pour 3TZF a
été générée a 1’aide du protocole Glide Grid Generation dans MAESTRO (Friesner et al.,
2004), le ligand Co-cristallisé servant de centroide. Pour introduire la flexibilité, un facteur
d’échelle de 0.8 a éeté appliqué aux rayons de van der Waals des atomes récepteurs non
polaires, tandis que les autres parameétres ont été conservés aux réglages par défaut. Des
simulations de Docking flexibles ont été effectuées en mode simple précision pour garantir
des prévisions fiables et efficaces (Friesner et al., 2006).

11. Etude in vivo de Pactivité antidiabétique

Le schéma ci-dessous (Figure 17) illustre les différentes étapes du protocole

expérimental in vivo que nous avons suivi.
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| 36 Rats males

10 Jours
d’adaptation

Injection intrapéritonéale

d'alloxane (150 mg/kg)
Groupe I : Groupe I1 : Groupe I11 : Groupe IV : Groupe V : Groupe VI :
controle normal ~ controle diabétique rats normaux + 200  ratsnormaux+400  pyq diabétiques+ - rats diabétiques+
mg/kg de I’extrait ~ mg/kg de I'extrait 200 mg/kg de 400 mg/kg de
hydrométhanolique  hydrométhanolique I’extrait I’extrait
hydrométhanolique hydrométhanolique
Durée du traitement
(30 jours)
Sacrifice
Etude histologique Analyses
(foie, rein, et pancréas) ~ sanguines

Figure 17. Protocole expérimental in vivo.

Nous avons travaillé sur 36 rats blancs méles de la souche Wistar albinos, provenant de
I’Institut Pasteur (Centre d’élevage, El Kouba). A leur arrivée, ces rats pesaient entre 70 et
100 g. Leur prise en charge a été assurée conformément aux normes éthiques définies dans le

manuel de soins et d’utilisation des animaux de laboratoire

11.1. Elevage

Les rats sont logés dans des enclos en plastique dotés d'un couvercle en acier
inoxydable. Chaque cage regroupe 6 rats. Ils ont eu libre accés a 1’eau et a la nourriture. Les
rats ont d’abord été adaptés pendant 10 jours dans I’animalerie, ou ils ont été maintenus a une
température constante de 22 + 2 °C, avec un cycle lumiere/obscurité de 12 heures, respectant

ainsi leur rythme biologique naturel.
» Groupe | : contrble normal ;
» Groupe Il (Dia) : contréle diabétique ;

» Groupe Il (PD1) : des rats normaux recoivent quotidiennement par gavage gastrique une

dose de 200 mg/kg de I’extrait hydrométhanolique de M. communis pendant 30 jours ;
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» Groupe IV (PD2) : des rats normaux regoivent quotidiennement par gavage gastrique une
dose de 400 mg/kg de I’extrait hydrométhanolique de M. communis pendant 30 jours ;

» Groupe V (DiaPD1) : des rats diabétiques regoivent quotidiennement par gavage
gastrique une dose de 200 mg/kg de 1’extrait hydrométhanolique de M. communis pendant

30 jours;

» Groupe VI (DiaPD2) : des rats diabétiques recgoivent quotidiennement par gavage
gastrique une dose de 400 mg/kg de 1’extrait hydrométhanolique de M. communis pendant

30 jours.

11.2. Induction du diabéte et traitement

Aprés une période nocturne de jelne, le diabete a été induit chez les rats (groupes
diabétiques) par une injection intrapéritonéale unique de monohydrate d'alloxane, dissous
dans une solution saline a 0.9 % a une dose de 150 mg/kg (Ighodaro et al., 2017). Suite a
I'administration d'alloxane, les bouteilles d'eau ont été remplacées par une solution de glucose
a 5 % pendant 24 heures afin de prévenir I'hypoglycémie initiale résultant de la destruction
des cellules B du pancréas et de la libération massive d'insuline, qui pourrait étre fatale pour
les animaux (Frode et Medeiros, 2008). Apres 48 heures d’injection, le diabéte a été
confirmé en mesurant la glycémie a jeun. La mesure de la glycémie est réalisée sur la queue
des rats. Aprés avoir nettoyé la queue avec de l'alcool, une fine aiguille est utilisée pour
prélever une goutte de sang, qui est ensuite déposée sur une bandelette pour une lecture de la
glycémie a l'aide d’un glucomeétre Bionime. Seuls les rats dont le taux de glycémie était
supérieur a 1.5 g/L ont été considérés comme diabétiques et sélectionnés pour cette

expérience.

Le traitement avec 1’extrait hydrométhanolique de M. communis commence 48 heures
aprés la confirmation du diabéte et a été administré pendant 30 jours, a deux doses distinctes
de 200 mg/kg et 400 mg/Kkg.

La glycémie a été mesuree chagque semaine pendant une période de 30 jours, tandis que
le traitement était administré quotidiennement. Les poids des rats ont été détermines
guotidiennement a l'aide d'une balance, a partir du premier jour jusqu'a la fin de

I'expérimentation.
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11.3. Sacrifice et préléevement de sang

Apres 30 jours de traitement, les six groupes ont été anesthésiés par inhalation de
chloroforme, puis sacrifiés. Le sang est préleve au niveau de cceur. Les échantillons ont été
analysés au Laboratoire d'Analyses Médicales EL-FAYCAL (Skikda).

11.3.1. Détermination des parametres biochimiques

Le dosage des parameétres biochimiques plasmatiques a été réalisé sur 1’automate

BECKMAN COULTER AU480 a I’aide des Kit Biomaghreb.

» Dosage de Dactivit¢é de D’Alanine Aminotransférase (ALAT) et I’Aspartate
Aminotransférase (ASAT): L’ALAT catalyse le transfert du groupement aminé de
I’alanine vers le 2-oxoglutarate, produisant ainsi du pyruvate et du glutamate. L’ajout de
la phosphatase de pyridoxal au mélange réactionnel optimise D’activité catalytique
maximale de I’ALAT. Ensuite, la LDH catalyse la conversion du pyruvate en lactate en
utilisant le NADH, qui est oxydé en NAD+. La diminution de 1’absorbance a 340 nm, li¢e
a la consommation de NADH, est mesurée et refléte directement 1’activité enzymatique
présente dans 1’échantillon (Thomas, 1998). Le dosage de I'ASAT repose sur une
méthode conforme aux recommandations de la Fédération Internationale de Chimie
Clinique (IFCC). Dans ce procédé, I’ASAT catalyse la transamination de 1’aspartate et du
2-oxoglutarate, produisant du L-glutamate et de 1’oxaloacétate. L’ajout de phosphate de
pyridoxal au mélange réactionnel permet a I’ASAT d’atteindre son activité catalytique
maximale. L’oxaloacétate est ensuite réduit en L-malate par la malate déshydrogénase
(MDH), avec une conversion simultanée du NADH en NAD®. La diminution de
I’absorbance a 340 nm, liée a la consommation de NADH, est mesurée et refléte
directement 1’activité de I’ASAT dans I’échantillon (Thomas, 1998).

» Dosage de la bilirubine totale : Le dosage de la bilirubine repose sur une méthode
colorimétrique ou la bilirubine réagit avec un réactif diazoique pour former un complexe
coloré. L’absorbance de ce complexe est ensuite mesurée par spectrophotométrie, et la
concentration de bilirubine est déterminée en la comparant a celle d’un étalon de

référence (Westwood, 1991).

» Dosage de I’urée : L’urée est hydrolysée en présence d’eau et d’uréase, ce qui entraine la
formation d’ammoniaque et de dioxyde de carbone. L’ammoniaque ainsi produit réagit
avec le 2-oxoglutarate et le NADH en présence de la glutamate déshydrogénase (GLDH)
pour former du glutamate et du NAD™. La diminution de I’absorbance du NADH par
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unité de temps est proportionnelle a la concentration d’urée dans I’échantillon (Thomas,
1998).

» Dosage de la créatinine: Dans un milieu alcalin, la créatinine réagit avec 1’acide
picrique pour former un complexe de couleur jaune orangé. L’intensit¢ de 1’absorbance
mesurée entre 520 et 800 nm est proportionnelle a la concentration de créatinine dans
I’échantillon (David et al., 2001).

» Dosage des parametres du profil lipidique : Le bilan lipidique est un test sanguin qui
permet de quantifier les principaux lipides présents dans le sang. Il inclut la mesure du
cholestérol total, des triglycérides, ainsi que des lipoprotéines HDL (lipoprotéines de
haute densité). Le dosage des triglycérides repose sur une méthode enzymatique
colorimétrique dans laquelle les triglycérides sont d’abord hydrolysés par une lipase en
glycérol et acides gras libres. Le glycérol est ensuite phosphorylé en glycérol-3-phosphate
par la glycérol kinase, puis oxydé par la glycérol-3-phosphate oxydase, produisant du
peroxyde d’hydrogeéne. Ce dernier réagit avec un chromogeéne en présence de la
peroxydase pour former un composé coloré dont [Dintensité, mesurée par
spectrophotométrie a environ 505 nm, est proportionnelle a la concentration en
triglycérides de 1’échantillon (Klotzsch & McNamara, 1990). Le dosage du cholestérol
HDL repose généralement sur une methode directe homogéne utilisant des détergents
sélectifs qui solubilisent les lipoprotéines autres que les HDL (LDL, VLDL,
chylomicrons), libérant leur cholestérol libre. Ce cholestérol est ensuite transformé en
peroxyde d’hydrogéne, qui, en présence de peroxydase et d’un chromogene, produit un
composé coloré¢ mesuré par spectrophotométrie. L’intensit¢é de la coloration est
proportionnelle a la concentration de cholestérol HDL dans I’échantillon (Riesen, 1998).
La mesure du taux de cholestérol dans un échantillon repose sur une méthode
enzymatique. Lors de cette procédure, les esters de cholestérol sont d’abord hydrolysés
par la cholestérol estérase (CHE), libérant du cholestérol libre. Ce cholestérol est ensuite
oxydé par la cholestérol oxydase (CHO), ce qui génere du cholestene-3-one et du
peroxyde d’hydrogene (H202). En présence de peroxydase (POD), le peroxyde
d’hydrogéne réagit avec la 4-aminophénazone (4-AA) et le phénol pour former un
composé chromogeéne, la quinonéimine, dont I’augmentation d’absorbance a une longueur
d’onde comprise entre 540 et 600 nm est mesurée par spectrophotométrie et refléte la

concentration de cholestérol dans I’échantillon (Allain, 1974).
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11.3.2. Dosage de la testostérone

Le dosage de la testostérone repose sur des techniques immuno-enzymatiques, telles
que ’ELISA, dans lesquelles I’hormone se fixe a des anticorps spécifiques conjugués a une
enzyme. La réaction enzymatique avec un substrat chromogene généere une coloration dont
I’intensité, mesurée par spectrophotométrie, est proportionnelle a la concentration de

testostérone présente dans 1’échantillon (Mistretta et al., 2009).

11.3.3. Numération formule sanguine (NFS)

L’analyse des globules rouges et blancs est réalisé principalement par la numération
formule sanguine (NFS), un examen automatisé qui compte et analyse les cellules sanguines a
partir d’un prélévement veineux. Le sang recueilli dans les tubes EDTA est analysé sur un

analyseur automatique (modéle sysmex XS500i)

11.4. Prélévement d’organes

Suite a la dissection des rats, les organes (foie, pancréas et reins) ont été récupérés en
vue d'une analyse histologique. Aprés ringage avec une solution saline physiologique a 0.9 %,

les organes ont été pesés pour calculer le poids relatif :
Poids relatif % = (poids de 1'organe / poids de I'animal) x100

Par la suite, les échantillons ont été placés dans des flacons contenant du formol a 10 %.
Les coupes histologiques ont été réalisées a I’Etablissement hospitalier spécialisé en urologie
et néphrologie de Constantine-Daksi, au sein du service d’anatomie pathologique. Cette étude

comprend les étapes suivantes :

» Fixation des échantillons : les organes sont sectionnés a l'aide d'un couteau tranchant, puis
les spécimens obtenus sont placés dans des cassettes spécifiques a parois perforées,

permettant ainsi le passage des liquides.

» Déshydratation : les cassettes contenant les organes sont ensuite soumises a une
déshydratation minimale de 12 heures pour éliminer I'eau des tissus et pour les rendre
aptes a l'inclusion en paraffine. Cette étape implique le traitement des tissus dans des
bains d'éthanol a concentrations croissantes (70 %, 80 %, 90 % et 100 %) afin d'assurer

une déshydratation progressive.

» Inclusion : les cassettes sont ensuite immergées dans des bains de paraffine liquide. Une

fois que la paraffine a solidifié par refroidissement, elle forme un bloc rigide qui
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encapsule le prélevement. Grace a un microtome, il est possible de réaliser des coupes
tres minces, de quelques microns d'épaisseur. Ces coupes sériées sont assemblées en
rubans, qui sont ensuite étalés sur des lames en verre, ou ils sont déplissés et fixés a l'aide

d'eau chauffée.

» Coloration : lors de cette etape, deux colorants principaux sont employés : I'hématoxyline
et I'éosine. Initialement, les lames subissent un déparaffinage et une hydratation a I'eau de
robinet, suivie d'un rincage a I'eau distillée. Par la suite, elles sont plongées dans un bain
d’hématoxyline de Harris pendant 15 min, ce qui colore les structures basophiles, telles
que les noyaux, en une teinte bleu-violacée. Les lames sont ensuite différenciées dans un
mélange d'éthanol acide (100 mL éthanol & 70 % + 50 mL HCI), puis rincées a l'eau de
robinet, avant d'étre bleuies dans un bain d'eau ammoniacale. Ensuite, elles sont colorées
par un bain d'éosine qui met en évidence les structures acidophiles comme le cytoplasme.
Finalement, apres des lavages intermédiaires a I'eau de robinet, les lames sont recouvertes

d'une lamelle de verre, maintenue en place par la résine (un agent de fixation).

» Lecture microscopique : la lecture a été examiné au microscope euromex® équipé d'une

caméra et du logiciel Image Focus Plus V2.

Analyse statistique

Les résultats sont exprimés en moyennes * écart-type (SD) calculés a partir de trois
mesures, puis soumis a une analyse de variance a un facteur (ANOVA) a l'aide du logiciel
IBM SPSS v.22 suivi par le test de Tukey. Les différences sont considérées statistiquement
significatives au seuil de 0.05 (p < 0.05). Le coefficient de corrélation (r) entre I’activité
antioxydante et les composés phénoliques totaux a été évalué a 1’aide du test de corrélation de

Pearson, réalisé avec le logiciel SPSS.

Page | 39



Chapitre II1

—
Résultat et discussion



Chapitre 111 Reésultat et Discussion

Résultats et discussion
1. Etude phytochimique

1.1. Rendement d’extraction

Les rendements d’extraction, résumés dans le Tableau 4, varient entre 0.387 % et 33.77
% pour la plante M. communis, et entre 0.21 % et 21.90 % pour C. papposa. Le rendement le
plus élevé est observe avec les extraits hydrométhanoliques, tandis que les extraits

chloroformiques présentent le rendement le plus faible.

Tableau 4. Poids et rendement de chaque extrait.

Matiére végétale Plantes Extraits Poids (g) Rendement (%)
Hydrométhanol 33.77 33.77
) Chloroforme 0.387 0.387
M. communis
Acétate d’éthyle 2.342 2.342
N-Butanol 11.37 11.37
100 g
Hydrométhanol 21.90 21.90
Chloroforme 0.21 0.21
C. papposa
Acétate d’éthyle 1.20 1.20
N-Butanol 9.65 9.65

1.2. Dosage des polyphénols et flavonoides

Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 5. Selon les résultats de la plante
M. communis, P’extrait d’acétate d’éthyle présentait la teneur la plus élevée en composés
phénoliques et flavonoides, suivi par 1’extrait hydrométhanolique, 1’extrait N-butanolique,
puis I’extrait chloroformique. Les résultats obtenus pour la plante C. papposa ont montré que
I’extrait d’acétate d’éthyle a présenté la plus forte teneur en polyphénols et en flavonoides,
suivie de [I’extrait N-butanolique, de [I’extrait hydrométhanolique, puis 1’extrait

chloroformique.

Les résultats de notre étude sur les deux espéces indiquent que les extraits polaires
présentent une concentration en polyphénols significativement supérieure a celle des extraits
non polaires. Ce phénomene pourrait étre attribué a l'influence du solvant utilisé pour

I'extraction, comme I'ont suggéré Lefebvre et al. (2021).
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Concernant 1’espéce Myrtus communis, des résultats similaires ont été rapportés par
Bouaziz et al. (2015). Dans une étude de Safak et al. (2023) sur divers extraits de feuilles de
M. communis provenant de Silifke, Turquie, a révélé que 1’extrait d’acétate d’éthyle présentait
une teneur élevée en polyphénol, suivie par le N-butanol, le méthanol, 1’eau, puis le
dichlorométhane. L'extrait méthanolique présentait la teneur en flavonoides la plus élevée,
suivi par I’extrait d’acétate d'éthyle, les extraits N-butanolique, dichlorométhane et I’extrait
aqueux. Inversement, les études antérieures d’Amensour et al. (2010) ainsi que de Bouyahya
et al. (2016), ont démontré que l'extrait d'acétate d'éthyle présentait les rendements les plus
faibles en composés phénoliques et en flavonoides. Dans 1’étude de Bouaoudia-Madi et al.
(2019), une extraction assistée par ultrasons avec de I'éthanol a 70 % (v/v), réalisée a une
amplitude de 30 % pendant 7 min, a permis d’obtenir une teneur totale en composés
phénoliques de 241.66 + 12.77 mg GAE/g DW, légerement inférieure a celle de notre extrait
hydrométhanolique. En revanche, la teneur en flavonoides (18.99 + 1.3 mg QE/g) était

relativement faible.

Concernant 1’espéce Centaurea papposa, les résultats obtenus dans notre recherche ne
sont pas compatibles avec ceux rapportés par Souilah et al. (2021), qui ont constaté que
I’extrait non polaire présentait une teneur élevée en polyphénol et en flavonoide,
dichlorométhane, avec une valeur de 213.14+17.86 mg GAE/g DW et 64.16+0.21 mg QE/g
DW, respectivement. L’extrait d’acétate d’éthyle avait le niveau le plus bas de teneur en
polyphénol et en flavonoides avec une valeur de 156.5£17.71 mg GAE/g DW et 48.4+0.16
mg QE/g DW, respectivement.

En conséquence, tous nos extraits démontrent un potentiel significatif en tant que
sources de composés phénoliques et flavonoides. Toutefois, des variations dans les valeurs et
le classement des extraits ont été observées. Ces divergences pourraient s’expliquer par
plusieurs facteurs, notamment les parametres géographiques, climatiques et génétiques, le
stade de maturité des plantes, ainsi que les méthodes et conditions d’extraction utilisées

(Ksouri et al., 2008).
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Tableau 5. Contenu total en composés phénoliques et en flavonoides des extraits de Myrtus

communis et Centaurea papposa.

_ Total phénolique (mg Flavonoide (mg
Plantes Extrais
GAE/g DW) QE/g DW)
Hydrométhanol 370.83+8.30° 79.05+7.00°
_ Chloroforme 67.23 +1.01¢ 41.94 +1.17¢
M. communis

Acétate d’éthyle 400.75 £2.942 116.13+7.20%

N-butanol 254.76 +3.37 ¢ 62.16 £ 1.60 °

Hydrométhanol 96.67 +0.90 ¢ 21.28+0.40°

Chloroforme 72.81+0.56 ¢ 16.03 +0.20 ¢

C. papposa
Acétate d’éthyle 17420 +2.59% 45.37+1.66°
N-butanol 163.15+2.21° 40.25+0.46 °

GAE : équivalent acide gallique, QE : équivalent quercétine, DW : poids sec. Les résultats sont exprimés en moyenne + SD.
Les valeurs dans la méme colonne et la méme plante avec des indices différents (a, b, c, et d) sont significativement
différentes (p < 0.05).

1.3. Identification des constituants phytochimiques par LC-ESI-MS/MS

Les résultats de I'analyse LC-ESI-MS/MS de la plante M. communis sont résumeés dans
le Tableau 6 et la Figure 18. L’extrait hydrométhanolique a révélé des concentrations élevées
d’acide gallique (278.150 pg/L) et de lutéoline (112.214 pg/L). Par ailleurs, I’extrait d’acétate
d’éthyle présentait des niveaux significatifs d’acide gallique (1502.228 pg/L),
d’épigallocatéchine (1204.629 pg/L) et de catéchine (410.925 pg/L). Les composés les plus
abondants, occupant le second rang, étaient 1’isoquercitrine (185.706 pg/L) et la lutéoline
(128.384 ng/L). Dans I’extrait N-butanolique, les principaux constituants identifiés étaient
I’acide shikimique (2425.644 pg/L) et I’acide gallique (220.417 pg/L). De plus, la lutéoline
(167.736 ug/L), l’isoquercitrine (157.823 pg/L) et I’épigallocatéchine (114.458 pg/L)
figuraient parmi les composés secondaires les plus abondants. Enfin, I’extrait chloroformique
présentait des concentrations de composés phénoliques nettement inférieures comparées aux
autres extraits, avec la lutéoline comme principal constituant (173.749 ug/L). Les autres

composés affichaient des concentrations comprises entre 9 et 49 ug/L.
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Figure 18. Chromatogrammes des extraits hydrométhanolique (A), chloroformique (B),
acétate d’éthyle (C), et N-butanolique (D) de la plante M. communis. 1 : acide shikimique, 2 :
acide gallique, 3: acide protocatéchuique, 4: épigallocatéchine, 5: catéchine, 7:
hydroxybenzaldéhyde, 12: vanilline, 13: acide o-coumarique, 25: isoquercitrine, 28:
Kaempférol 3-glucoside 36 : lutéoline, * : composés non présents dans les standards.
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Tableau 6. Profil phytochimique des extraits de Myrtus communis.

. Concentration (ug/L
Source Transition Mode LOQ LOD P_Ia,ge .d? (/L)
No Analyte RT y ye ” linéarité
d’ion d’ion d’ion (ug/L) (ug/L) L FE—— Ethvle
(ug/L) Y Chloroforme o N-Butanol
Méthanol acétate
. L 173.0 -> 1250-
1 Acide shikimigue 1.297 ESI 93.1 - 0.9978 50.40 15.70 20000 ND ND ND 2425.6444
. . 169.0 -> 31.25-
2 Acide gallique 3.182 ESI 195 1 - 0.9986 18.5862 7.1674 500 278.1500 49.2339 1502.2283  220.4170
3 Acideprotocatéchuique 5451  ESI | o007 - 09960 131729 31564 00> 196337 ND 52.8493 ND
4 Epigallocatéchine 6.792 ESI 32:735 6> + 0.9995 3.8750 2.0903 12.5-200 85.4930 12.4713 1204.6290  114.4585
L 288.9 -> 343.750-
5 Catéchine 6.896 ESI 245 1 - 0.9946 7.5013 1.7055 5500 ND ND 410.9252 ND
6 Acide chlorogénique 7.349 ESI Bigf; - 0.9981 25.9023 11.5890 351.)0205 ND ND ND ND
7 Hydroxy benzaldéhyde  7.728 ESI 1252'00'> - 0.9993  12.8651 4.9742 152'235' ND 15.7353 ND ND
. - 167.0 -> 1250-
8 Acide vanillique 7.750 ESI 1518 - 0.9958 1424.2132 219.0421 20000 ND ND ND ND
9 Acide caféique 7.804  ESI 17125 1'> - 09994  24.1620 6.9205 3é'0205' ND ND ND ND
. — 197.1 -> 1250-
10 Acide syringique 8.469 ESI 1818 - 0.9990 857.338 358.5000 20000 ND ND ND ND
- 195.0 -> 18.75-
11 Caféine 8.380 ESI 137.9 + 0.9986 15.4959 6.8099 300 ND ND ND ND
- 153.0 -> 62.5-
12 Vanilline 8.607 ESI 1950 + 0.9949 40.5411 14.5885 1000 ND 13.6566 ND ND
13 Acide o-coumarique 9.307 ESI 1??8 1-> - 0.9996 7.9973 4.0164 155335- ND 13.7517 40.8321 ND
14 Acide salicylique 9.386 ESI 13973'01_> - 0.9981 82.9646 47.6695 1118202 ND ND ND ND
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Taxifoline
Resvératrol
Polydatine
Acide trans-férulique
Acide sinapique
Scutellarine
Acide p-coumarigque

Coumarine

Ethyle ester de I'acide
protocatéchuique

Hespéridine
Isoquercitrine
Rutin

Quercétine-3-xyloside

Kaempférol-3-
glucoside

Fisétine
Baicaline

Chrysine

9.733

9.866

9.068

10.041

10.197

11.007

11.513

11.267

11.887

11.718

11.414

12.281

12.441

12.887

12.872

13.662

14.423

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

304.8 ->
258.9
229.0 ->
107.0
390.9 ->
228.9
193.1 ->
133.9
223.1 >
208.0
462.8 ->
286.8
163.0 ->
119.0
147.1 ->
103.2
181.0 ->
107.9
611.0 ->
302.9
464.9 ->
302.8
611.0 ->
302.8
432.7 ->
299.5
448.8 ->
286.9
287.0 ->
137.0
446.8 ->
270.9
254.9 ->
153.0

0.9938

0.9910

0.9987

0.9950

0.9972

0.9978

0.9987

0.9974

0.9996

0.9957

0.9982

0.9980

0.9900

0.9997

0.9954

0.9991

0.9989

Résultat et Discussion

23.5110

13.5575

1.8411

11.5276

4.9652

4.0013

17.5416

20.703

24.9201

17.6753

11.2680

240.672

69.4059

4.5238

44.3662

3.0988

0.1338

11.0294

4.5806

1.1471

6.1184

1.9437

3.1346

3.5348

6.0077

14.5610

4.1396

9.9382

59.559

18.7126

1.1609

10.8961

0.5276

0.0737

37.5-600

18.75-
300
7.8125-
125
31.25-
1000

125-2000

9.375-
300
31.25-
500
62.5-
1000
15.625-
1000
31.25-
500
18.75-
300

125-2000

125-2000

7.8125-
125
15.625-
250
15.625-
250
1.5625-
25

48.8140

ND

ND

5.6396

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

9.3670

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND ND
ND ND
ND ND
ND ND
ND ND
ND ND
ND ND
ND ND
ND ND
ND ND
185.7064 157.8232
ND ND
ND ND
20.1936 12.9198
ND ND
ND ND
ND ND
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Morine 15.862
Kaempférol 16.464
Baicaléine 17.101
Lutéoline 17.454
Quercétine 14.282
Biochanine A 17.691
Naringénine 15.176
Hespérétine 15.899

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

149.0 ->
131.1
302.8 ->
153.0
284.9 ->
116.9
271.0 >
123.0
285.0 ->
133.1
300.8 ->
151.0
284.9 ->
151.9
270.9 ->
119.1
300.9 ->
164.0

0.9999

0.9981

0.9997

0.9988

0.9962

0.9964

0.9963

0.9960

0.9966

Résultat et Discussion

22.0279

0.5284

5.4004

0.9631

21.453

16.912

0.7333

0.4575

0.649

11.1853

0.1253

1.8683

0.5955

20.000

4.6558

0.1475

1.3694

0.3008

31.25-
500
1.5625-
50
312.5-
10000
1.5625-
25
31.25-
500

27.5-440

1.5625-
25
31.25-
500
31.25-
500

ND : Non détecté, RT : temps de rétention, LOQ\LOD : limite de quantification\ limite de détection, R2 : coefficient de détermination.

ND

ND

ND

ND

112.2145

ND

ND

ND

ND

ND

173.7488

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

128.3841 167.7363

ND
ND
ND

ND
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Chapitre 111 Reésultat et Discussion

Le Tableau 7 et la Figure 19 présentent les résultats de 1’analyse LC-ESI-MS/MS des
extraits de la plante C. papposa. L’extrait hydrométhanolique a montré une forte
concentration de 1’acide shikimique (9725.462 ng/L), et acide chlorogénique (494.509 ug/L),
tandis que la lutéoline, I’acide salicylique et ’acide protocatéchuique ont présenté des
concertations modérées (150.151 pg/L, 95.448 pg/L, et 84.964 ug/L respectivement). En
revanche, le groupe des faibles concentrations comprend 1’acide gallique, et I’acide caféique.
En ce qui concerne ’extrait chloroformique, les concentrations modérées sont représentees
par les composés acide salicylique et lutéoline, avec des concentrations de 168.441 pg/L et
160.494 pg/L, respectivement. L’hydroxybenzaldéhyde (50.887 ug/L), I’acide chlorogénique
(43.485 pg/L), la vanilline (37.948 ng/L) et I’acide trans-cinnamique (26.031 ug/L) entrent
dans la catégorie des concentrations mineures. Concernant I’extrait d’acétate d’éthyle, 16
composés ont éte détectés, le groupe des concentrations élevées comprend 1’acide vanillique,
I’acide protocatéchuique, 1’acide chlorogénique, 1’acide shikimique, 1’acide salicylique,
I’acide trans férulique et 1’acide gallique avec des concentrations de 2800.594 ug/L, 2711.204
pg/L, 1548.760 pg/L, 1474.8690 pg/L, 828.183 ug/L, 523.800 pg/L, et 519.933 pg/L
respectivement. Le groupe de concentration modérée comprend le kaempférol-3-glucoside, la
lutéoline, 1’acide caféique et I’acide o-coumarique, avec des concentrations allant de 90 a 156
ug/mL. Enfin, le groupe des faibles concentrations comprend I’hydroxybenzaldéhyde, I’acide
trans cinnamique, 1’isoquercitrine et la fisétine. Concernant I'extrait de N-butanolique, le
groupe a forte concentration comprend I'acide shikimique et I'acide chlorogénique, avec des
concentrations respectives de 8388.38 pg/L et 2554.06 pg/L. Dans la catégorie des
concentrations modérées, les résultats révelent la présence de ’acide salicylique (180.3 pg/L)
la lutéoline (128.80 pg/L) et de l'acide gallique (120.13 pg/L). Enfin, le groupe a faible
concentration inclut des composés tels que l'acide protocatéchuique, le kaempférol-3-
glucoside et la scutellarine, avec des concentrations respectives de 56.96 pg/L, 33.19 pg/L et
12.74 pg/L.
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Figure 19. Chromatogrammes des extraits hydrométhanolique (A), chlorofoqrmique (é),'
acétate d’éthyle (C), et N-butanolique (D) de la plante C. papposa. 1 : acide shikimique, 2 :
acide gallique, 3 : acide protocatéchuique, 6 : acide chlorogéenique, 7 : hydroxybenzaldéhyde,
8 : acide vanillique, 9 : acide caféique, 11 : Caféine, 12 : vanilline, 13 : acide o-coumarique,
14 : acide salicylique, 18 : acide Trans férulique, 20 : scutellarine, 25 : isoquercitrine, 28 :
Kaempférol 3-glucoside, 29 : fisétine, 36 : lutéoline, *: composés non présents dans les

standards.
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Tableau 7. Profil phytochimique des extraits de Centaurea papposa.

Analyte

Acide shikimique
Acide gallique
Acide protocatéchuique
Epigallocatéchine
Catéchine
Acide chlorogénique
Hydroxy benzaldéhyde
Acide vanillique
Acide caféique
Acide syringique
Caféine
Vanilline
Acide o-coumarique

Acide salicylique

RT

1.297

3.182

5.451

6.792

6.896

7.349

7.728

7.750

7.804

8.469

8.380

8.607

9.307

9.386

lon

Source transition Mode

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

lon

173.0 ->
93.1
169.0 ->
125.1
153.0 ->
109.0
307.0 ->
139.0
288.9 ->
245.1
353.0 ->
191.0
121.0 ->
92.0
167.0 ->
151.8
178.9 ->
135.1
197.1 ->
181.8
195.0 ->
137.9
153.0 ->
125.0
163.0 ->
119.1
137.0 ->
93.1

lon

R2

0.9978

0.9986

0.9969

0.9995

0.9946

0.9981

0.9993

0.9958

0.9994

0.9990

0.9986

0.9949

0.9996

0.9981

LOQ
(ug/L)
50.40

18.5862
13.1729
3.8750
7.5013
25.9023
12.8651
1424.2132
24.1620
857.338
15.4959
405411
7.9973

82.9646

LOD
(ug/L)
15.70
7.1674
3.1564
2.0903
1.7055
11.5890
4.9742
219.0421
6.9205
358.5000
6.8099
14.5885
4.0164

47.6695

Linearity
Range
(ug/L)

1250-
20000
31.25-
500
15.625-
250

12.5-200

343.750-
5500
31.25-
500
15.625-
250
1250-
20000
31.25-
500
1250-
20000
18.75-
300
62.5-
1000
15.625-
500
112.5-
1800

Hydro
methanol

9725.462
47.531
84.964

ND
ND
494.509
ND
ND
37.6818
ND
ND
ND
Tr

95.448

Concentration (ug/L)

Chloroform

ND

ND

13.514

ND

ND

43.485

50.887

Tr

Tr

Tr

14.632

37.948

Tr

168.441

Ethyl
acetate

1474.868
519.933
2711.204
ND
ND
1548.760
17.116
2800.594
122.013
ND
ND
Tr
90.095

828.183

N-Butanol

8388.380

120.127

56.956

ND

ND

2554.056

ND

ND

Tr

ND

ND

Tr

ND

180.3
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Taxifoline
Resvératrol
Polydatine
Acide trans-férulique
Acide sinapique
Scutellarine
Acide p-coumarique

Coumarine

Ethyle ester de I'acide
protocatéchuique

Hespéridine
Isoquercitrine
Rutin
Quercétine-3-xyloside
Kaempférol-3-glucoside
Fisétine
Baicaline

Chrysin

9.733

9.866

9.068

10.041

10.197

11.007

11.513

11.267

11.887

11.718

11.414

12.281

12.441

12.887

12.872

13.662

14.423

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

304.8 ->
258.9
229.0 ->
107.0
390.9 ->
228.9
193.1 ->
133.9
223.1 >
208.0
462.8 ->
286.8
163.0 ->
119.0
147.1 ->
103.2
181.0 ->
107.9
611.0 ->
302.9
464.9 ->
302.8
611.0 ->
302.8
432.7 ->
299.5
448.8 ->
286.9
287.0 ->
137.0
446.8 ->
270.9
254.9 ->
153.0

0.9938

0.9910

0.9987

0.9950

0.9972

0.9978

0.9987

0.9974

0.9996

0.9957

0.9982

0.9980

0.9900

0.9997

0.9954

0.9991

0.9989

Résultat et Discussion

23.5110

13.5575

1.8411

11.5276

4.9652

4.0013

17.5416

20.703

24.9201

17.6753

11.2680

240.672

69.4059

4.5238

44.3662

3.0988

0.1338

11.0294

4.5806

1.1471

6.1184

1.9437

3.1346

3.5348

6.0077

14.5610

4.1396

9.9382

59.559

18.7126

1.1609

10.8961

0.5276

0.0737

37.5-600

18.75-
300
7.8125-
125
31.25-
1000

125-2000

9.375-
300
31.25-
500
62.5-
1000
15.625-
1000
31.25-
500
18.75-
300

125-2000

125-2000

7.8125-
125
15.625-
250
15.625-
250
1.5625-
25

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND
ND
ND
523.800
ND
ND
ND
ND
ND
ND
10.012
ND
ND
156.603
9.353
ND

ND
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Morine 15.862
Kaempférol 16.464
Baicaléine 17.101
Lutéoline 17.454
Quercétine 14.282
Biochanine A 17.691
Naringénine 15.176
Hespérétine 15.899

ND : Non détecté, Tr : trace (< 5 pg/mL), RT : temps de rétention, LOQ\LOD : limite de quantification\ limite de détection, R? : coefficient de détermination.

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

ESI

149.0 ->
131.1
302.8 ->
153.0
284.9 ->
116.9
271.0 >
123.0
285.0 ->
133.1
300.8 ->
151.0
284.9 ->
151.9
270.9 ->
119.1
300.9 ->
164.0

0.9999

0.9981

0.9997

0.9988

0.9962

0.9964

0.9963

0.9960

0.9966

Résultat et Discussion

22.0279

0.5284

5.4004

0.9631

21.453

16.912

0.7333

0.4575

0.649

11.1853

0.1253

1.8683

0.5955

20.000

4.6558

0.1475

1.3694

0.3008

31.25-
500
1.5625-
50
312.5-
10000
1.5625-
25
31.25-
500

27.5-440

1.5625-
25
31.25-
500
31.25-
500

150.151

ND

26.031

ND

ND

ND

160.494

ND

ND

ND

ND

10.181
ND
ND
ND

147.714
ND
ND
ND

ND
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Chapitre 111 Reésultat et Discussion

Dans une étude menée par Romani et al. (2004), sur des extraits hydroalcooliques et
d'acétate d'éthyle de feuilles de Myrtus communis provenant du sud de la Toscane (lItalie) des
analyses par HPLC/DAD et HPLC/MS ont réveélé que les principaux constituants étaient des
ellagitanins et des glucosides mono- et di-galloylés, avec une concentration plus élevee de ces
composés dans I'extrait hydroalcoolique (10.06 mg/mL). Dans les extraits hydroalcoolique et
d'acétate d'éthyle, la myricitrine (0.91 et 2.83 mg/mL respectivement), le myricétine 3-O-
galactoside (0.47 et 1.54 mg/mL respectivement), l'acide 3,5-O-di-galloyl quinique (0.64 et
1.49 mg/mL respectivement), le myricétine 3-6"-O-galloylgalactoside (0.33 et 1.07 mg/mL
respectivement), l'acide gallique (0.259 et 0.73 mg/mL respectivement), les glycosides de
myricétine (0.23 et 0.06 mg/mL, respectivement) et la quercétine (0.02 mg/mL et 0.07 mg/mL
respectivement) étaient présents en concentrations plus faibles dans les deux types d'extraits,
tandis que l'acide quinique 5-O-galloyl n'était présent qu'a I'état de traces. Une analyse par
HPLC/UV/Vis d'un extrait méthanolique de feuilles de Myrtus communis récoltées a Nabeul
(Tunisie) a révelé une prédominance d'acide gallique (10.22 %) et de gallotannins (79.39 %).
Les autres composés identifiés, présents en proportions moindres, incluent le quercétine-3-O
rhamnoside (2.59 %), le myricétine-3-O-galactoside (2.05 %), le quercétine-3-galactoside
(1.16 %), la quercétine (0.98 %), le myricétine (0.89 %), l'acide caféique (0.71 %), l'acide
syringique (0.71 %), l'acide férulique (0.44 %), le myricétine-3-O-rhamnoside (0.44 %) et
I'acide vanillique (0.35 %). La catéchine a été détectée a I'état de traces (Aidi Wannes et al.,
2010). De plus, I'étude susmentionnée révele la présence d'acides vanillique et syringique
dans leurs extraits, composés que nous n‘avons pas détectés dans les notres. Par ailleurs, une
analyse HPLC réalisée par Vafadar Shoshtari et al. (2017) sur un extrait méthanolique de
Myrtus communis récolté en Iran au cours de trois saisons (printemps, été et automne) a révélé
la présence d'acide férulique (85.56 a 168.89 mg/100 g), d'acide p-coumarique (11.73 a 15.24
mg/100 g), de rutine (10.87 a 35.38 mg/100 g), d'apigénine (7.45 a 10.07 mg/100 g) et d'acide
gallique (18.79+£0.3 mg/100 g en automne) comme composés majoritaires. L'acide gallique et
la quercétine étaient également présents en quantités notables, tandis que la lutéoline et I'acide
chlorogénique étaient détectés en quantités plus faibles. A I'inverse de ces résultats, nos
extraits se caractérisent par une faible concentration de rutine et l'absence d'acide p-
coumarique. L'analyse d'un extrait éthanolique de myrte originaire de Blida (Algeérie) a révelé
les composes suivants : Kaempférol (13.26%), génisteine (29.48%), acétate de pinobanksine-
3 (9.18%), méthylquercétine (16.56%), caféate de prényle (6.89%) et naringénine (2.12%)
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(Dellaoui et Berroukche, 2019). En contraste avec ces résultats, nous n‘avons pas détecté de
chrysine ni de Kaempférol.

Une étude portant sur la partie aérienne de C. papposa a permis d'identifier la présence
d'acide vanillique, d'acide férulique et d'acide caféique dans chacun des extraits analysés
(dichlorométhane, acétate d’éthyle et N-butanol). Cependant, la méme étude indique que la
lutéoline, I'acide o-coumarique et la quercétine n'étaient présents dans aucun de leurs extraits
(Mawahib et al., 2019). Selon Boga et al. (2016), la rutin et 1’acide p-coumarique ont été
identifiés dans des extraits méthanoliques de Centaurea balsamita, Centaurea depressa et
Centaurea lycopifolia. L’ hespéridine dans C. depressa et C. lycopifolia, la naringenine dans
C. balsamita, C. depressa, et I’hesperetin dans C. balsamita. La chrysine a également été
identifiée dans ces espéces, mais sa concentration s'est révélée extrémement faible (< 8 pg/g).
Dans une étude sur les extraits méthanoliqgue de C. aksoyi et C. amaena, a révelé des
concentrations importantes de quercétine, de quercétine-3-p-D-glucoside et d'acide
protocatéchuique dans les deux espéeces (Albayrak et al., 2017). Dans la méme étude, la
rutine, I’acide p-coumarique et ’acide syringique ont été détectés chez C. amaena. Tandis que
I’acide caféique était absent chez les deux espeéces. Une autre étude sur Centaurea cyanus a
signalé la présence d’acide p-coumarique, d’acide chlorogénique, d’acide caféique,

d’isoquercitrine, de coumarine et d’acide férulique (Escher et al., 2018).

Les extraits polaires, en particulier I’extrait d’acétate d’éthyle de deux plantes, avait des
concentrations élevees de polyphénols par rapport a I’extrait non polaire. La différence de
concentration entre les extraits polaires et non polaire est principalement due a 1’affinité des
molécules pour le solvant utilisé (Lefebvre et al., 2021). Les résultats de ’analyse LC-
MS/MS ont révélé des composés phénoliques majeurs, tels que I’acide shikimique, 1’acide
gallique, D’acide protocatéchuique, 1’acide chlorogénique, I’acide vanillique, 1’acide
salicylique, 1’acide trans-férulique, la lutéoline, le kaempérol-3-glucoside, la catéchine, et
I’acide caféique. Ces composés possédent une vaste gamme d'activités biologiques,
notamment I'inhibition des especes réactives, la protection contre le stress oxydatif, la
réduction de [l'inflammation, ainsi que des effets neuroprotecteurs, anticancéreux et
antimicrobiens (Alrumaihi et al., 2024; Bao et al., 2023; Hadidi et al., 2024; Rabelo et al.,
2015).
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2. Evaluation des activités biologiques in vitro

2.1. Activity antioxydante

Les résultats de I’activité antioxydante de la plante M. communis sont illustrés dans le
Tableau 8. Pour le test DPPH, les extraits ont été classés selon leur efficacité, 1’extrait
d’acétate d’éthyle apparaissant comme le plus performant, suivi du BHT, de I’extrait N-
butanolique, de I’extrait hydrométhanolique, de I’acide ascorbique, du BHA, puis de I’extrait
chloroformique. Les résultats de l'essai ABTS, indiquent que les extraits, en particulier
I'acétate d'éthyle, possedent une forte activité de nettoyage des radicaux libres (Clsg = 1.10
0.10 pg/mL), suivis du BHT, du BHA, de I'extrait butanolique, de I'acide ascorbique, de
I'extrait hydrométhanolique, et enfin de I'extrait chloroformique. Le pouvoir réducteur des
extraits de Myrtus communis est résumé dans le Tableau 8. Tous les extraits ont montré une
capacité importante a réduire le fer Fe** en Fe?*. L'extrait d'acétate d'éthyle s'est révélé le plus
efficace avec un Aos de 5.25 + 0.10 pg/mL, presque équivalent a celui du BHA (5.60 £ 0.05
pmg/mL), et plus efficace que l'acide ascorbique et le BHT. Les extraits N-butanolique,
hydrométhanolique et chloroformique étaient légerement inférieurs a ceux du BHA et de
I'acide ascorbique. Selon les résultats du test SNP, les extraits ont été classes en fonction de
leur niveau d'efficacité, I'activité la plus efficace étant : I'extrait d'acétate d'éthyle, suivi de
I'extrait butanolique, de la quercétine, de I'extrait hydrométhanolique, de I'extrait
chloroformique, et enfin du BHA. Le Tableau 8 présente les résultats de la phénanthroline. La
quercétine s'est révélée étre la plus efficace, suivie de l'extrait de N-butanol, de I'extrait
d'acétate d'éthyle, du BHA, du BHT, de [Iextrait hydrométhanolique, de [I'extrait
chloroformique, et enfin de I'acide ascorbique.
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Tableau 8. Activité antioxydante des extraits de Myrtus communis.
Clso (ug/mL), Aos (ug/mL)

Extraits DPPH- ABTSe+ FRAP SNP Phénanthroline
& Hydrométhanol ~ 2.35+0.28°  537+050° 872+021*  17.65+02°  257+0.12°
§ Chloroforme  13.70£0.32° 21.99+0.65° 16.55+0.55°  73.28+3.82° 4.90 £0.21 ¢
§ Acétate d’éthyle  1.23x0.12°  1.10#0.10°  5.25#0.10°  9.07 +0.12? 1.28 +0.06
> N-butanol 2.08£0.03°  2.28x0.57° 7.72#0.16®°  10.22+0.08%  0.70 £0.02 ®
BHA 9.11+0.89°  1.55+0.26® 5.60+0.05° 73.47+0.88°  1.49+0.08"
@ BHT 1.60+0.36°  1.31+0.06% 14.48+ 0.07"° >200 2.20+0.04 «
8 Acide
c _ 2.69+0.22%  4.04+0.02° 6.77£#1.15%® >200 8.30+0.76 f
& ascorbique
Quercétine NT NT NT 11.25+0.78? 0.65+0.042

NT : Non testé, BHT : hydroxytoluéne butyle, BHA : hydroxyanisole butyle. Les résultats sont exprimés en moyenne + SD.
Les valeurs dans la méme colonne avec des indices différents (a, b, c, d, e, f) sont significativement différentes (p < 0.05).

Les résultats de 1’activité antioxydante de la plante C. papposa sont illustrés dans le
Tableau 9. Les extraits et les standards ont été classés selon leur puissance anti-DPPH", en
commencant par le plus efficace : le BHT, 1’acide ascorbique, le BHA, I’extrait d’acétate
d’éthyle, I’extrait N-butanolique, I’extrait d’hydrométhanol, puis 1’extrait chloroformique. Les
résultats du test ABTS ont montré que l'extrait d'acétate d'éthyle présentait une activité
supérieure par rapport aux autres extraits. L'efficacité a été classée dans I'ordre suivant : le
BHT, le BHA, I’acide ascorbique, I’acétate d’éthyle, le N-butanol, le chloroforme et puis
I’extrait hydrométhanolique. Concernant le test FRAP, tous les standards utilisés présentaient
une activité significativement plus élevée que celle des extraits. L'extrait d'acétate d'éthyle et
I’extrait N-butanolique ont révélé une activité significative, tandis que I'extrait
hydrométhanolique et I’extrait chloroformique ont présenté une activité limitée. Les résultats
du test SNP indiquent que les extraits possédaient une capacité faible ou étaient inactifs par
rapport a la quercétine. Les résultats de l'analyse de la phénanthroline ont montré que les
extraits étaient capables de réduire le fer ferrique en fer ferreux, la quercétine étant la plus
efficace, suivie du BHA, du BHT, de I’extrait N-butanolique, de I’extrait d’acétate d’éthyle,

de I’extrait chloroformique, puis de 1’extrait hydrométhanolique.
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Tableau 9. Activité antioxydante des extraits de Centaurea papposa.
Clso (ug/mL), Aos (ug/mL)

Résultat et Discussion

Extraits DPPH- ABTSe+ FRAP SNP Phénanthroline
Hydrométhanol  90.81 #1.39¢ 62.25+¢1.7¢ 192.92+5.35¢ >800 29.53+0.33"
©
8 Chloroforme ~ 301.08+6.12° 59.66+4.09" 169.88+5.53" NA 12.61+0,59 ¢
o
S Acétate d’éthyle  27.83+0.24° 16.35+0.21° 65.02+1.02¢ 302.92422.51® 5.20+0.12°¢
© N-butanol 40.25+£3.80 ¢ 21.98+0.41° 62.72 £1.02 ¢ >800 27.37 £0.06 ©
BHA 9.13+0.89%  1.55+0.26% 5.60%0.05% NT 1.49 +£0.08 %
2 BHT 1.63+0.36°  1.31+0.06* 14.48+0.07° NT 2.20 £0.04°
S Acide
S ) 2.6240.223  4.04+0.023 6.77£1.15% NT NT
& ascorbique
Quercétine NT NT 11.25+0.78 2 0.65+0.042
Les résultats sont exprimés en moyenne + SD. Les valeurs dans la méme colonne avec des exposants variés (a, b, c, d, e ou f)
sont significativement différentes (p < 0.05). NA: non actif, NT: non testé, BHA : butylhydroxyanisole, BHT :
butylhydroxytoluene.
2.1.1. Corrélation de Pearson (r) entre la teneur en polyphénols totaux et P’activité
antioxydante
Les polyphénols, les flavonoides et les tests antioxydants de deux plantes ont fait 1’objet
d’une analyse de corrélation (r). Les résultats sont présentés dans le Tableau 10.
Tableau 10. Corrélation de Pearson (r).
Polyphénols  Flavonoides DPPH ABTS FRAP SNP Phénanthroline
Polyphénols 1 0.9282 -0.5482 -0.760? -0.651° -0.397 -0.536°
Flavonoides 0.9282 1 -0.625% -0.813¢ -0.758° -0.456° -0.623°

2:p<0.01,°:p<0.05.

Les composes phénoliques et les flavonoides totaux ont révélé une corrélation positive

trés significative, avec un coefficient de corrélation de r =0.928 et une valeur de p <0.01. En

outre, une forte corrélation négative a été observée entre les polyphénols et les méthodes

d'évaluation de l'activité antioxydante ABTS et FRAP avec des coefficients supérieurs ou

égale a -0.6 (p < 0.01), indiquant que l'augmentation des niveaux de polyphénols est associée

a une diminution de leur activité. De méme, une forte corrélation négative a été notée entre les

flavonoides et les tests DPPH, ABTS, FRAP, et phénanthroline, avec un coefficient r >-0.6.

Une correlation négative modérée a été établie entre les polyphénols et les tests DPPH, et

phénanthroline, avec un coefficient de -0.548 et -0.536 (p < 0.01), respectivement et entre les
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flavonoides et le test SNP (r= -0.456, p <0.05), ce qui suggére que l'augmentation des
polyphénols et des flavonoides est également liée & une diminution modérée de I'activité de
ces radicaux. Enfin, une faible corrélation a été notée entre les polyphénols et le test SNP, ce
qui indique que les niveaux de composés phenoliques n'‘ont pas un impact significatif sur

I'activité antioxydante mesurée par ce test.

Les antioxydants peuvent piéger les radicaux libres et les stabiliser, réduisant ainsi leur
potentiel a causer des dommages. Cela se fait soit par le transfert d'un atome d'hydrogeéne, soit
par le transfert d'un électron, soit en chélatant des ions métalliques pro-oxydants (L et al.,
2010).

Selon nos résultats, tous les extraits des feuilles de M. communis ont montré une activité
puissante contre tous les tests utilisés. En ce qui concerne l'activité antiradicalaire mesurée par
le test DPPH, nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Bouaziz et al. (2015) et
Safak et al. (2023). Nos résultats indiquent que les extraits présentent une activité
antiradicalaire significative contre le DPPH". L'extrait d'acétate d'éthyle se distingue par une
efficacité supérieure a celle des standards de référence utilises dans cette étude, ainsi que des
valeurs rapportées par Al-Mabharik et al. (2023) et Moein et al. (2015). Bien que I'extrait non
polaire (chloroforme) ait présenté une efficacité inférieure aux standards de référence utilisés,
il a démontré une activité significativement supérieure a celle de I'extrait chloroformique (Clso
=111.14+11.1 pg/mL) de Moein et al. (2015). Dans le test ABTS, les extraits ont démontré
une activité significative de piégeage des radicaux libres. L'extrait d'acétate d'éthyle (Clso =
1.10 £ 0.10 pg/mL) s'est avéré plus efficace que les standards de référence, tandis que
l'activité de l'extrait chloroformique était légérement inférieure. Cette observation est
cohérente avec les observations rapportées dans I'étude de Bouaziz et al. (2015).
Contrairement a nos résultats, Amensour et al. (2010) ont rapporté une faible activité de
I'extrait d'acétate d'éthyle contre 'ABTS", avec un taux d'inhibition maximal de 80 % observé
a une concentration de 1000 pg/mL. L'analyse par le test FRAP a révélé que tous les extraits
de Myrtus communis présentent une capacité réductrice significative du Fe3* en Fe?*. L’extrait
d'acétate d'éthyle s'est avéré le plus actif, avec une valeur Aos de 5.25 + 0.10 pg/mL,
comparable a celle du BHA (5.60 + 0.05 pg/mL) et supérieure a celles de I'acide ascorbique et
du BHT. Les autres extraits polaires ont démontré une efficacité comparable a celle du BHA
et de l'acide ascorbique, tandis que I'extrait chloroformique présentait une activité réductrice
comparable a celle du BHT. Ces résultats concernant I'activité FRAP sont cohérents avec les

données rapportées par Bouaziz et al. (2015) et supérieurs a ceux mentionnés par Moein et
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al. (2015) et Yangui et al. (2021). Les résultats du test phénanthroline indiquent que les
extraits, sont capables de réduire le Fe** en Fe?*. L'extrait N-butanolique, avec une valeur Ags
de 0.70 £ 0.02 pg/mL, présente une activite comparable a celle de la quercétine (0.65 £ 0.04
pmg/mL). Lors du test SNP, I'extrait chloroformique a révélé une activité modérée. En
revanche, les extraits polaires ont montré une activité significative, comparable a celle de la

quercétine, I’extrait d'acétate d'éthyle affichant une activité légerement supérieure.

Concernant I’espéce Centaurea papposa, les extraits d’acétate d’éthyle et de N-butanol
ont demontré une activité significative contre les tests DPPH, ABTS, FRAP et
phénanthroline. Alors que tous les extraits ont montré une efficacité inférieure a celle des
standards utilisés dans cette étude. Les résultats observés dans les essais DPPH, ABTS et
FRAP pour les extraits d’acétate d’éthyle et de N-butanol étaient légérement inférieurs a ceux
rapportés par Mawabhib et al. (2019), ou les extraits polaires de la partie aérienne de la plante
ont des valeurs ICso/Aos de 18.1+0.6 ug/mL pour ’acétate d’éthyle et de 17.0£0.9 ug/mL
pour le N-butanol contre le DPPH, 11.7+0.2 pg/mL pour ’acétate d’éthyle et 22.6+1.2
pug/mL pour le N-butanol contre le ABTS™ ; et 22.9+2.8 pg/mL pour ’acétate d’éthyle et
42.1+2.9 pg/mL pour le N-butanol contre le FRAP. Contrairement a 1’étude précédente, notre
extrait chloroformique était plus efficace que leur extrait de dichlorométhane. La différence
entre les résultats peut étre attribuée a divers facteurs tels que la partie de la plante utilisé, la
méthode d’extraction et le solvant choisi (Borges et al., 2020; Stankovic et al., 2011). Une
autre etude sur les extraits polaires de C. tougourensis a révélé que I’extrait d’acétate d’éthyle
présentait une efficacité inférieure a la nétre contre les essais ABTS et FRAP avec des valeurs
Clso/Aos de 51.00+0.15 et 138.33+£0.05 pg/mL, respectivement. Alors que leur extrait de N-
butanol a une activité antioxydante plus élevée que la nétre avec des valeurs de 8.04+0.21 et
11.16+0.64 pg/mL, respectivement (Bensaad et al., 2021). En outre, notre extrait
hydrométhanolique a montré une activité modérée contre les tests DPPH et FRAP, il était
notablement supérieur a celui de Centaurea pseudoscabiosa (670.59+19.43 ug/mL contre
DPPH’, 736.86+8.49 ug/mL contre FRAP), Centaurea pulcherrima (187.42+3.11 ug/mL
contre DPPH’, 200.95+4.99 ng/mL contre FRAP), Centaurea salicifolia (284.46+3.07 ug/mL
contre DPPH’, 276.11+2.98 pg/mL contre FRAP) et Centaurea babylonica (464.23+9.36
pg/mL contre DPPH", 440.57+24.14 ng/mL contre FRAP) (Aktumsek et al., 2013). Une
autre étude a révélé que 1’extrait méthanolique de C. patula, C. pulchella et C. tchihatchfeii
présentait une activité antioxydante significative contre le test DPPH avec une valeur Clso de
41.49, 36.33 et 55.70 pg/mL, respectivement. En revanche, lors de 1’essai FRAP, leurs
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extraits méthanolique ont montré une faible capacité réductrice, avec une Clso supérieure a
900 ug/mL (Zengin et al., 2010). Les résultats du test SNP ont montré que I’extrait
chloroformique était inactive, tandis que I’extrait d’acétate d’éthyle présentait une faible
activité et que I’extrait hydrométhanolique et le N-butanolique avaient une valeur élevée de
Aos (> 800 pg/mL). Cela indique que, dans I’ensemble, les extraits testés n’ont pas démontré
une forte capacité a neutraliser les ions Ag*. Selon les résultats de la phénanthroline, les
extrais ont montré la meilleure capacité a chélater le fer. L’extrait d’acétate d’éthyle était le
plus efficace. Ce résultat est incompatible avec une étude sur C. tougourensis, ou la fraction
d’acétate d’éthyle a montré une activité modérée avec une valeur de Aos de 139.07+0.02

ug/mL (Bensaad et al., 2021).

L’évaluation de I’activité antioxydante de nos extraits issus de ces deux plantes a révélé
des résultats variés, allant d’une activité puissante a I’inactivité. Notre étude a mis en
évidence une corrélation significative entre ’efficacité de ’extrait contre les ABTS™, FRAP
et leur richesse en polyphénols, ce qui suggere que plus la teneur en polyphénol d’un extrait
est ¢levée, plus il est probable qu’il ait un effet positif sur D’activité antioxydante. Ces
résultats sont conforme aux études antérieures (Dalar et al., 2015; Salachna et al., 2021), qui
ont également démontré une forte corrélation entre le polyphénol et 1’activité antioxydante.
Cependant, nos résultats révelent une faible corrélation entre la teneur en composés
phénoliques et le test SNP et une corrélation modérée avec le test phénanthroline et le DPPH".
Bien que la quantité de composés phénoliques et de flavonoides est souvent considérée
comme un déterminant majeur de l'activité antioxydante, ces divergences suggerent que
I'activité antioxydante des extraits dépend de la composition chimique spécifique de chaque
extrait et de la présence de divers groupes fonctionnels, dont le groupe carboxyle (-COOH),
hydroxyle (-OH), méthoxy (-OCHz), phénolique (CsHsOH) et la position et le nombre de ces
groupes fonctionnels sur les anneaux aromatiques, ainsi que la concentration des composés,
d’autres substances non phénoliques et les effets synergiques des constituants (J. Chen et al.,
2020; Gulcin, 2020; Munteanu et Apetrei, 2021).

Plusieurs facteurs peuvent expliquer la différence observée entre nos résultats et les
résultats mentionnés précédemment. Outre la région, les saisons et les facteurs climatiques,
I’efficacité des extraits peut également étre influencée par la méthode d’extraction, les
protocoles employes pour évaluer la capacité antioxydante, ainsi que par les conditions
expérimentales telles que le pH et la concentration des réactifs et des échantillons (Di Majo et

al., 2011; Munteanu et Apetrei, 2021). Bien que ces méthodes d'évaluation de la capacité
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antioxydante nous aient permis de tirer des conclusions sur la puissance des extraits, il est
important de noter que certains de ces tests peuvent étre artificiels et ne rendent pas compte de
la complexité du stress oxydatif dans les aliments ou les organismes vivants (Munteanu et
Apetrei, 2021). Ces extraits peuvent donc étre puissants lors d'un test en laboratoire, mais ils
pourraient également étre moins efficaces, voire inactifs, dans des conditions biologiques. Des
tests supplémentaires, utilisant d'autres méthodes, ainsi que des études ex vivo et in vivo sont

nécessaires pour confirmer I'efficacité des extraits.

2.2. Inhibition de ’activité enzymatique

Le Tableau 11 résume 1’activité inhibitrice des extraits de deux plantes sur les enzymes

BChE, AChE, uréase, tyrosinase, a-amylase et a-glucosidase.

Tous les extraits de C. papposa n'ont révélé aucune activité inhibitrice significative sur

les enzymes ciblées, confirmant leur inactivité.

En ce qui concerne ’inhibition de la BChE, les extraits de M. communis ont été classés
par ordre d’efficacité, 1I’extrait hydrométhanolique présentant la plus forte activité, suivi de
I’extrait N-butanolique, de 1’extrait d’acétate d’éthyle, de I’extrait chloroformique, puis de la
galantamine. Pour I’inhibition de I’AChE par les extraits de la plante M. communis, la
galantamine a montré la meilleure efficacité, suivie de D’extrait hydrométhanolique, de

I’extrait d’acétate d’éthyle, de 1’extrait N-butanolique, puis de 1’extrait chloroformique.

En ce qui concerne I’inhibition de 1’o-amylase par M. communis, [’extrait N-
butanolique s’est révélé le plus performant, avec une valeur de Clso de 10.67 £ 0.58 pg/mL,
Iégerement inférieure a celle de l'acarbose (10.52 + 0.02 pg/mL). Les autres extraits de la
plante M. communis ont également montré une activité significative contre I'a-amylase.
Concernant l'inhibition de I'a-glucosidase, tous les extraits ont montré une activité notable,

avec des valeurs de Clso comprises entre 3.45 et 5.49 pg/mL.

Les extraits de la plante M. communis n'ont présenté aucune activité inhibitrice
significative sur ’'uréase. En ce qui concerne la tyrosinase, I’activité inhibitrice a été tres
faible, avec des valeurs de Clso dépassant 600 pg/mL, voire une absence d’activité pour

certains extraits.
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Tableau 11. Inhibition enzymatique par les extraits de Myrtus communis et Centaurea

papposa.
Clso (ug/mL)
a_
Extraits AChE BChE Tyrosinase  Uréase a-amylase )
glucosidase
Hydrométhanol = 22.82 +0.05° 10.70+0.22? NA NA 28.55+0.22° 5.05 +0.20P
2
= Chloroforme  170.35+0.21° 34.61+2.00° NA NA 18.24+0.14° 5.49 +0.42°
e
S Acétate
S 35.71+0.30° 24.58+1.30° >600 NA 18.66+0.49°  3.45 +0.36°
S d’¢éthyle
N-butanol 41.71 £0.07¢  22.07+0.61° >600 NA 10.67+0.58% 4.86 +0.09"
Hydrométhanol NA NA >800 NA NA NA
© Chloroforme NA NA >800 NA NA >400
o
S Acétate
s NA NA >800 NA >400 >400
G d’éthyle
N-butanol NA NA >800 NA NA NA
Galantamine 4.66 £0.42% 34.75+1.99° NT NT NT NT
(%)
= Acarbose NT NT NT NT 10.52+0.02* 5.24 +0.06"
% Acide Kojique NT NT 25.23+0.77 NT NT NT
@ Thiourée NT NT NT 11.57+0.67 NT NT

NT : Non testé ; NA : non actif ; AChE : acétylcholinestérase ; BChE : butyrylcholinestérase. Les résultats sont rapportés en
moyenne + SD. Les valeurs dans la méme colonne avec des exposants variés (a, b, c, d, e) sont significativement différentes
(p <0.05).

La cholinestérase se présente sous deux formes la butyrylcholinestérase et
I'acétylcholinestérase. Toutes deux sont extrémement importantes car elles contribuent a la
régulation des niveaux d'acétylcholine (ACh), ce qui est vital pour la neurotransmission
cholinergique. D'autre part, lors d'une activité élevée de cholinestérase, les niveaux d'ACh
deviennent faibles. Cette diminution des niveaux d’ACh entraine des problemes de mémoire
et de concentration qui sont des symptémes de la maladie d'Alzheimer (Z.-R. Chen et al.,
2022). L'inhibition du cholinestérase est I'une des stratégies qui pourrait aider a retarder ou a
prévenir la progression de la maladie d'Alzheimer. De nombreuses études examinent le
potentiel des plantes meédicinales dans le traitement de la maladie d'Alzheimer. Dans notre
étude, les extraits du Myrtus communis ont montré un effet inhibiteur intéressant contre

I'AChE ; cependant, ils étaient moins efficaces que la galantamine (4.66+0.42 pg/mL). Les
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extraits polaires présenté la plus forte inhibition de la BChE, allant de 10.70 a 24.58 pg/mL,
ce qui etait plus efficace que la galantamine (Clso = 34.75+£1.99 pg/mL). L’extrait
chloroformique (Clso = 34.61+2.00 pg/mL) a présenté une activité similaire a celle de la
galantamine contre la BChE. Dans une étude réalisée par Begum et al. (2012), L'extrait
hydrométhanolique et ses fractions (hexane, chloroforme, acétate d'éthyle et N-butanol) de la
partie aérienne de Myrtus communis récoltée au Khyber Pukhtoonkhwa (Pakistan) ont montré
que toutes les fractions, ainsi que l'extrait hydrométhanolique, présentaient une activité
inhibitrice significative, en particulier ce dernier, qui a donné un pourcentage de 91.2 %
contre I'AChE et 99.1 % contre la BChE, suivi de la fraction d'acétate d'éthyle, avec 90 %
d'inhibition contre I'AChE et 92.5 % d'inhibition contre la BChE, la fraction de N-butanol,
avec 88 % d'inhibition contre I'AChE et 90.1 % d'inhibition contre la BChE, I'extrait d’hexane
a présenté 80 % d'inhibition pour I'AChE et la BChE, suivi de I'extrait de chloroforme, avec
72.5 % d'inhibition contre I'AChE et 85 % d'inhibition contre la BChE. Contrairement & nos
résultats, notre extrait de chloroforme a montré une activité modérée contre AChE (Clsp =
170.35 £ 0.21 pg/mL). Dans I'étude d' Ouchemoukh et al. (2014) sur I'extrait méthanolique
des feuilles de M. communis récoltées a Bejaia, Algérie, il a été observé que cet extrait
démontrait une forte inhibition contre I'AChE, avec une valeur Clsgp de 30 pg/mL. La
similarité de nos résultats suggere que ces extraits pourraient avoir des applications
thérapeutiques potentielles dans le traitement des maladies neurodégénératives, telles que la
maladie d'Alzheimer. Cependant, dans une autre étude menée par Tumen et al. (2012) sur les
extraits méthanolique, dichlorométhane, acétate d'éthyle et acétone des feuilles de M.
communis récoltées a Mersin (Turquie) tous les extraits ont montré une inhibition modérée
contre I'AChE. En revanche, les extraits n‘'ont montré aucun effet significatif sur la BChE.
Dans une étude distincte réalisée par Hussein et al. (2023), les feuilles de M. communis
récoltées a Bagdad (Irak) ont montré que I'extrait méthylique présentait une faible inhibition
contre 'AChE et la BChE, avec des valeurs de 37.33 % et 19 %, respectivement. La
différence entre nos résultats pourrait étre attribuée a ’origine géographique, aux facteurs
environnementaux et a la méthode d’extraction, qui peuvent tous influencer la production de
métabolites secondaires. De nombreuses études mettent en évidence les alcaloides comme
composés clés responsables de I’inhibition de la cholinestérase (Tamfu et al., 2021). Selon la
litterature, la feuille de Myrtus communis ne contient pas de quantités significatives
d’alcaloides (Dellaoui et Berroukche, 2019; Mahmoudvand et al., 2015; Sisay et al.,
2017). Cependant, ces extraits ont toujours montré une inhibition significative de la

cholinestérase. Cela suggere que d’autres composés bioactifs présents dans 1’extrait
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pourraient jouer un réle essentiel dans cette activité. Les composés phénoliques peuvent
inhiber la cholinestérase, et leur efficacité dépend du nombre ainsi que de la position des
groupes méthoxy (-OCHz) et hydroxyle libre (-OH) présents sur le cycle phénolique. D’autre
part, les flavonoides peuvent altérer la structure de la cholinestérase, empéchant 1’acces au site

actif (Tamfu et al., 2021).

Les glucides complexes sont des biomolécules dégradées par l'a-amylase et 1'a-
glucosidase. L'inhibition de ces deux enzymes permet de contrbler le niveau de glucose
(Tiwari et Rao, 2002). Plusieurs études ont examiné les effets des produits naturels et leur
potentiel en tant qu'alternatives pour inhiber ces enzymes. En ce qui concerne l'inhibition de
l'a-amylase, 1’extrait de N-butanol de M. communis s’est révélé le plus efficace (Clso = 10.67
+ 0.58 pg/mL), avec une activité légerement inférieure a celle de I'acarbose (10.52 + 0.02
pg/mL). Pour l'inhibition de I'a-glucosidase, tous les extraits de la plante M. communis ont
montré une activité intéressante avec des valeurs Clsg allant de 3.45 & 7.78 pg/mL. Dans une
étude par Safak et al. (2023), L'extrait d'acétate d'éthyle des feuilles de M. communis a
également montré une forte activité contre 1'enzyme a-glucosidase, avec une inhibition de 96
% a une concentration de 0.5 mg/mL, contrairement a nos résultats, leur extrait de N-butanol
a révélé une activité constamment faible contre la méme enzyme (35.52 % a 1 mg/L). Une
autre étude par GHOLAM et al. (2008), les extraits méthanolique et aqueux des feuilles de
M. communis provenant de Kerman (Iran) ont montré une activité inhibitrice puissante contre
I'enzyme a-glucosidase, avec des valeurs de 97+3 % et 99+3 %, respectivement. Al-Maharik
et al. (2023) ont analysé I'extrait méthanolique des feuilles de Myrtus communis provenant de
deux sites différents en Palestine (Jénine et Jéricho). Ils ont révélé que I'extrait méthanolique
de Jéricho n'avait pas d'effet significatif sur I'a-amylase, tandis que celui de Jénine montrait
une faible activité, avec une valeur Clso de 795.43£1.88 ug/mL. Nos résultats indiquent que
les extraits de M. communis ont un potentiel pour améliorer le contréle glycémique, suggérant
la nécessité de recherches supplémentaires sur leur application dans la prise en charge du
diabete.

Les inhibiteurs d'uréase représentent une classe thérapeutique d'intérét majeur en raison
de leur capacité a moduler l'activité de l'uréase, une enzyme impliquée dans la conversion de
I'urée en ammoniac et en dioxyde de carbone. La neutralisation de cette activité enzymatique
permet d'atténuer I'inflammation gastrique et de limiter le risque d'ulcérations duodénales,
constituant ainsi une approche thérapeutique prometteuse contre les pathologies induites par

des micro-organismes pathogénes dépendants de 1’uréase (M. Kumar et al., 2021). Nos
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extraits de M. communis ont été évalués pour leur capacité a inhiber l'uréase. Les résultats
révélent une absence totale d'inhibition de l'uréase par les extraits, quelles que soient les
concentrations testées. En comparaison, le contréle positif (thiourée) a montré une inhibition
de 11.57+£0.67 pg/mL dans les mémes conditions. Nos observations différent de celles
d’Alsenaidi et al. (2023), qui ont rapporté que les extraits aqueux et N-butanolique des fruits
de M. communis présentaient une inhibition modérée de 1’uréase, avec des valeurs de Clso de

146.87 et 194.97 ug mL, respectivement.

La tyrosinase est une enzyme clé dans la mélanogenése, un processus biochimique
complexe qui catalyse la synthése de mélanine a partir de la tyrosine. La mélanine, un
pigment naturel, est ensuite distribuée dans la peau et les cheveux, ou elle assure la
pigmentation et offre une photoprotection contre les dommages induits par les rayonnements
ultraviolets (UV). Une activité excessive de la tyrosinase peut entrainer une surproduction de
mélanine, conduisant a des troubles d'hyperpigmentation cutanée (Casanola-Martin et al.,
2014). Les extraits polaires de la plante M. communis testés ont montré une activité inhibitrice
de la tyrosinase limitée, avec des valeurs Clso supérieures a 600 pg/mL. En revanche, I'extrait
hydrométhanolique et I'extrait chloroformique n'ont présenté aucune activité inhibitrice dans
les conditions de I'essai. L'activité observée est considérablement plus faible que celle de
I'acide kojique, dont la Clso est de 25.23+0.77 pg/mL. Nos résultats rejoignent ceux
de Tumen et al. (2012), qui n'ont pas observé d'inhibition notable de la tyrosinase.
Néanmoins, cette conclusion contraste avec I'étude d’Uysal et al. (2023), qui rapporte une
activité inhibitrice de la tyrosinase avec des extraits méthanolique de M. communis. Cette
divergence pourrait étre attribuable a des différences dans la méthode et les conditions

d'extraction, la partie de la plante, etc.

Par rapport aux standards, les extraits de Centaurea papposa présentaient soit des
valeurs Clso plus élevées ou étaient inactifs, ce qui met en évidence leur efficacité réduite
comme inhibiteur enzymatique. Il apparait que la concentration des composants présents dans
I’extrait hydrométhanolique, et 1’extrait chloroformique ne permettent pas d’obtenir 1’effet
inhibiteur attendu. Dans notre étude, nous avons identifié sept composés clés dans I’extrait
d’acétate d’éthyle de C. papposa, chacun étant associé a une activité inhibitrice enzymatique.
Par exemple, 1’acide gallique combin¢ a I’acarbose améliore considérablement 1’inhibition de
I’a-glucosidase et de 1’a-amylase (Oboh et al., 2016). Une étude in silico a montré que
I’acide gallique indique une forte affinité beaucoup plus favorable que 1’acarbose pour le site

actif de 1’alpha-glucosidase, en formant huit liaisons hydrogénes et deux molécules d’eau
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(Bounaas et al., 2024). une étude menée par Cao et al. (2023) a identifi¢é que I’acide
shikimique se lie au site non actif (inhibition non compétitive) sur 1’alpha-amylase, affectant
sa conformation structurelle. Dans une étude in vitro, 1’acide shikimique et I’acide férulique
ont montré une inhibition significative de la cholinestérase (Srividya et al., 2024). Une étude
a montré que 1’acide chlorogénique a un effet neuroprotecteur en inhibant I’activité de
I’AChE dans I’hippocampe et le cortex frontal des rats traités avec la scopolamine (Kwon et
al., 2010). Les acides vanillique et salicylique ont été signalés comme des substances
efficaces pour réduire ’activité de la tyrosinase dans les cellules de mélanome B16F10 (Liu
et al., 2019, 2021). De plus, la simulation in silico a révélé une interaction favorable entre
I’acide vanillique et la tyrosinase, par la formation de liaisons hydrogéne et d’interaction
hydrophobique avec les résidus d’histidine (Chatatikun et al., 2023). Une étude a montré que
’acide chlorogénique inhibe I’uréase d’une maniére non concurrentielle (Y. Li et al., 2024).
Une autre étude rapportée par Hassan et Svajdlenka (2017) a constaté que ’activité anti-
uréase de ’acide protocatéchuique est associée a la présence du groupe hydroxyle. Bien que
ces composants soient présents en fortes concentrations dans I’extrait d’acétate d’éthyle, il ne
montre aucune activité inhibitrice. Différents composeés peuvent interagir entre eux et leurs
effets combinés ne se traduisent pas nécessairement par une inhibition enzymatique. Certaines
substances peuvent masquer ou inhiber 1’activité d’autres composés actifs présents dans
I’extrait (Quradha et al., 2024), suggére que I’activité inhibitrice est le résultat d’interactions
complexes entre plusieurs composants du mélange, plutét qu’étre causée par un ou deux
composés majeurs. Ceci suppose que les effets synergiques ou antagonistes entre les
différents composés bioactifs jouent un role crucial dans I’activité globale des extraits (Cavar
Zeljkovi¢ et al., 2021). Une étude antérieure sur des plantes du genre Centaurea a révélé que
I’extrait d’acétate d’éthyle de la partie aérienne de C. tougourensis présentait une inhibition
importante contre I’AChE, avec une valeur de Clso de 43.27£0.12 pg/mL, alors qu’il était
inactif contre la BChE (Bensaad et al., 2021). Une autre étude effectuée par Yirtic et al.
(2022) sur I’extrait méthanolique de C. sivasica a montré une activité inhibitrice remarquable
contre la tyrosinase avec des valeurs de Clso de 81.62+1.10 pg/mL. D’autre part, I’activité de
cet extrait contre I’alpha-amylase et I’alpha-glucosidase était faible avec des valeurs > 200
ug/mL. Autre recherche sur I’extrait méthanolique de C. cadmea contre la tyrosinase,
I’uréase, I’alpha-amylase et 1’alpha-glucosidase a montré une activité notable avec des valeurs
de Clso de 46.02+1.60 pug/mL, 26.66+1.42 pg/mL, 82.48+1.91 pg/mL et 69.15+1.84 pg/mL,

respectivement (Kisa et al., 2024). Il faudra peut-étre mener d’autres études pour explorer
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d’autres méthodes d’extraction qui pourraient améliorer I’efficacité inhibitrice des extraits de

C. papposa.

2.3. Facteur de protection solaire

Conformément aux lignes directrices de 1’Union européenne (European, 2006), le SPF

est généralement classé en quatre classes : faible si les valeurs de SPF sont comprises entre 6

et 10, modérée si les valeurs de SPF sont comprises entre 15 et 25, élevée si les valeurs de

SPF sont comprises entre 30 et 50, et trés éleveée si la valeur de SPF est supérieure a 50. Les

résultats concernant la valeur de SPF sont presentés dans le Tableau 12 et 13. Notre étude a

révélé que tous les extraits de M. communis et C. papposa ont affiché un SPF supérieur a 39.

Tableau 12. Facteur de protection solaire des extraits de Myrtus communis.
Acétate d’éthyle

A (nm)

290
295
300
305
310
315
320

Total

Hydrométhanol
Abs SPF
4.59+0.00 0.68+0.00
4.49+0.17 3.67+0.14
4.39+0.17 12.62+0.49
4.59+0.00 15.06+0.00
4.39+0.17 8.19+0.32
4.49+0.17 3.77x0.14
4.01£0.50 0.72+0.09
4474+ 0477

Tableau 13. Facteur de protection solaire des extraits de Centaurea papposa.

A (nm)

290
295
300
305
310
315
320

Total

Hydrométhanol
Abs SPF
4.10+0.50 0.61+0.07
4.29+0.52  3.50%0.42
4.49+0.17 12.91+0.49
4.06£0.47 13.31+1.55
4.21+0.42  7.85%0.79
4.36+0.40  3.65+0.33
3.95+0.55  0.71+0.09
42.57 £ 0.99?

Chloroforme

Abs SPF
4.27+0.27  0.64+0.04
4.26+0.35 3.48+0.28
4.59+0.00 13.20+0.00
3.82+0.11 12.54+0.38
4.26+0.35 7.94+0.65
4.29+0.52 3.60+0.43
3.85+0.24  0.69+0.04

42.12 £0.71°

Chloroforme

Abs SPF
4.27+0.27  0.64+0.04
3.76+0.11  3.07+0.09
3.57+0.26  10.26+0.74
4.26+£0.35 13.96+1.14
3.77£0.10  7.04+0.19
4.01+0.53 3.36+0.44
4.27+0.27  0.76+0.04

39.12 +1.117

Abs
4.59+0.00
4.59+0.00
4.59+0.00
3.89+0.00
4.26+0.57
4.59+0.00
4.59+0.00

SPF
0.68+0.00
3.75%+0.00

13.20+0.00
12.77+0.00
7.94+1.07
3.85+0.00
0.82+0.00

43.05+1.08%®

A: longueur d’onde (nm); Abs : absorbance. Les résultats sont exprimés en moyenne + SD. Les valeurs dans la méme ligne
avec des exposants variés (a, b) sont significativement différentes (p < 0.05).

Acétate d’éthyle

Abs SPF
4.43+0.27 0.66+0.04
4.19+0.45 3.42+0.37
4.12+0.40 11.86%1.15
3.78+0.19 12.39+0.64
3.82+0.11 7.13+0.21
3.76+£0.11  3.14+0.09
3.91+0.17  0.70+0.03

39.34 + 1.68%

N-butanol
Abs SPF
4.59+0.00 0.68+0.00
4.59+0.00 3.75%0.00
4.39+0.17 12.62+0.49
3.76+£0.11 12.32+0.38
4.59+0.00 8.56%0.00
3.96£0.30 3.32+0.25
3.97£0.55 0.71+0.10
42.00 + 0.83°

N-butanol
Abs SPF
4.21+0.66 0.63%0.09
4.26+0.35 3.48+0.28
4.26+£0.35 12.24+1.00
3.81+0.43 12.49+1.42
4.21+0.42  7.85x0.79
4.26£0.35 3.56%0.29
4.59+0.00 0.82+0.00
41.10 + 2.00?

Les résultats sont exprimés en moyenne + SD. A : Longueur d'onde (nm), Abs: absorbance. Les valeurs dans la méme ligne
avec des indices superscripts variés (a) sont significativement différentes (p < 0.05.
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La lumiére solaire est une source majeure de vitamine D et joue un rdle bénéfique dans
le traitement de certaines affections cutanées (Jarrett et Scragg, 2017). Cependant, elle peut
étre nocive en émettant des rayonnements électromagneétiques tels que les ultraviolets A
(UVA) et B (UVB). Les rayons UV causent des dommages importants a la peau, provoquant
une dermatite, le vieillissement de la peau et entrainant des changements dans la pigmentation
de la peau, etc. (L. Li et al., 2023). Bien qu’il soit largement recommandé d’utiliser un écran
solaire pour protéger la peau contre les expositions excessives au soleil, des préoccupations
ont été¢ exprimées quant a I’innocuité de certains ingrédients de protection solaire, tels que
I’actinoxate, 1’avobenzone et 1’oxybenzone (Suh et al., 2020). De nombreuses études
soutiennent I’inclusion d’ingrédients naturels dans les écrans solaires en raison de la présence
de polyphénols, tels que les flavonoides, les acides phénoliques, les tanins et plus encore.
Leurs propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et leur capacité a absorber les UV en font
des candidats prometteurs pour des écrans solaires plus naturels et efficaces (L. Li et al.,
2023). Nos résultats concernant la valeur SPF sont présentés dans les tableaux 10 et 15. Notre
étude a montré que les extraits de Centaurea papposa et Myrtus communis présentaient des
propriétés de protection solaire élevées au-dessus de 39, et cela pourrait étre di a la
composition des composés phénoliques présents dans les extraits (Lahmadi et al., 2022). Les
résultats obtenus dans cette étude concernant C. papposa sont cohérents avec ceux de
BENSAID et al. (2024), qui ont également observé une valeur SPF élevée avec 1’extrait
d’acétate d’éthyle de C. acaulis (40.20+0.11). Bien que les résultats obtenus par Azzouzi et
al. (2024) pour I’extrait d’acétate d’éthyle de C. dimorpha (12.30+0.001) soient inférieurs aux
notres, ils restent précieux en raison de la faible concentration utilisée (0.1 mg/mL). En ce qui
concerne l'espece M. communis, aucune étude n’a encore été réalisée sur le facteur de

protection solaire.

2.4. Cytotoxicité

Les résultats obtenus montrent une variation significative entre les extraits de C.
papposa et indiquent que la cytotoxicité est liée a la concentration (Tableau 14). L’extrait
d’acétate d’éthyle a montré une activité cytotoxique significativement plus élevée sur les deux
lignes. L’extrait hydrométhanolique a montré une activité modérée contre Hep2, alors qu’il
était inactif contre HCT116. D’autre part, I’extrait chloroformique a montré une tres faible

cytotoxicite sur les deux lignées cellulaires.
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Tableau 14. Activité cytotoxique des extraits de Centaurea Papposa.

Hydrométhanol Chloroforme Acétate d’éthyle

Viabilité cellulaire (%0) Conc Viabilité cellulaire (%0) Conc Viabilité cellulaire (%0)

Hep 2 HCT 116  (kg/mL) Hep 2 HCT 116  (ng/mL) Hep 2 HCT 116
47.9740.06 % 93.12+0.00 600 29.30+0.15%  64.63+0.20° 80 13.66+0.00*  6.67+0.18%
75.27+0.01°  95.50+0.01 400 62.60+0.04 >  88.98+0.00° 40 23.09+1.30° 52.94+0.05°
77.53+0.01¢ 95.56+0.00 300.08 62.73+0.00°¢ 92.71+0.02° 27.93  31.00+0.00° 66.46+0.08 ¢
85.75+0.00 ¢  94.93+0.06 100 78.57+0.01 ¢  92.72+0.00¢ 10 61.65+0.00¢ 72.68+0.04 ¢
91.81+0.00¢ 96.35+0.00 50 93.30+£0.00¢ 96.27+0.00° 5 81.26+0.03¢ 73.95+0.00°¢
173.68+0.14 NA Clao 439.18+0.52 >900 Clao 23.02+0.27 37.56+1.12
(Mg/mL) (Hg/mL)

Conc : concentration. NA : non actif. Les valeurs dans la méme colonne avec des exposants variés (a, b, c, d, €) sont
significativement différentes (p < 0.05).

De nombreuses thérapies contre le cancer, comme la radiothérapie et la chimiothérapie,
manquent de spécificité et attaquent également les cellules saines, ce qui entraine des effets
secondaires indésirables, notamment une neurotoxicité, une toxicité gastro-intestinale, une
néphrotoxicité et une hépatotoxicité (van den Boogaard et al., 2022). Il y a un intérét
croissant pour I’utilisation des plantes comme traitement potentiel du cancer, mais il est
important de noter qu’il n’existe pas encore de recherche clinique solide. Actuellement, les
plantes sont utilisées principalement pour soulager les effets secondaires des thérapies
conventionnelles plutét que comme traitements directs contre le cancer. Des études ont
montré que certaines herbes peuvent avoir des propriétés anticancéreuses. Cependant, leur
efficacité en tant que traitement anticancéreux doit étre démontrée par des essais cliniques
(Khan et al.,, 2022; Liju et al., 2023). Dans cette étude, nous avons examiné 1’activité
cytotoxique des extraits de C. papposa sur deux lignées cellulaires: Hep2, dérivé du
carcinome laryngé humain, et HCT116, dérivé du carcinome colorectal humain. Parmi les
extraits testés, I’extrait d’acétate d’éthyle a significativement diminué la viabilité des cellules
Hep2 avec une valeur de Clso égale a 23.02+0.27 pug/mL et les cellules HCT116 avec Clsp de
37.56+1.12 ug/mL. Les substances phytochimiques présentes dans 1’extrait peuvent
contribuer a son effet cytotoxique. Les principaux polyphénols détectés dans I’extrait
d’acétate d’éthyle ont une activité anticancéreuse. Pour citer un exemple, une étude a montré
que l’acide gallique inhibe la multiplication de NSCLC A549 (cancer du poumon) et
provoque leur apoptose en réduisant le Bcl2 (lymphome 2 a cellules B), tout en stimulant

I’expression de Bax ((Bcl2)-associee au X) (T. Zhang et al., 2019). Dans une étude réalisée
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par Guneidy et al. (2024) a montré que ’acide protocatéchuique induisait une cytotoxicité sur
les cellules MCF7 (cancer du sein humain) et améliorait I’efficacité du tamoxiféne. Une autre
étude menée par Yildiz (2024) a montré que I’acide protocatéchuique induisait des effets
apoptotiques significatifs dans les cellules Caco-2 (adénocarcinomes colorectaux humains),
avec une augmentation des marqueurs d’apoptose et une diminution des niveaux de stress
oxydatif. Des études ont mentionné le role de I’acide vanillique comme agent anticancéreux,
provoquant 1’apoptose des cellules tumorales, inhibant la prolifération cellulaire, et bloguant
plusieurs voies de signalisation, dont NF-x B, PISBK/AKT/mTOR et JAK/STAT, tout en
augmentant le niveau de superoxyde dismutase. En outre, il a ét¢ démontré que I’acide
vanillique inhibe la métastase et 1’invasion tumorale (Hao et al., 2025). En résume, les
polyphénols avec leurs propriétés antioxydantes pourraient réduire le risque de cancer en
neutralisant les radicaux libres. De plus, les polyphénols peuvent inhiber la carcinogenése en
réduisant la prolifération des cellules tumorales et en inhibant les enzymes impliquées dans
cette prolifération, induisant ’apoptose, modulant les voies de signalisation cellulaire et

empéchant la formation de ruptures d’ADN monocaténaire (Basli et al., 2017).

Selon la littérature, les plantes classées dans la famille des Asteraceae produisent des
lactones sesquiterpéniques. Il a été démontré que ces derniers ont des effets anticancéreux en
raison de son mécanisme d’action qui semble impliquer I’induction de 1’apoptose (Hsu et al.,
2024), modifier les voies de signalisation (Fateh et al., 2022), et modulant I’inflammation
(Paco et al., 2022). Une étude de Grafakou et al. (2022) a montré que trois lactones
sesquiterpéniques (9, 8 et 4) isolés de Centaurea papposa ont des propriétés anticancéreuses
contre les cellules HepG2, SK-MEL-28 et HeLa avec une Clsg <10 uM.

La forte cytotoxicité observée chez cette plante, suggere qu’elle pourrait étre un
ingrédient principal dans le développement d’un médicament anticancéreux. D’autres études
peuvent examiner les effets synergiques de ces extraits lorsqu’ils sont combinés. En outre, les
recherches devraient se concentrer sur I’élucidation du composé bioactif spécifique

responsable de cet effet et explorer le mécanisme d’action par une étude in vivo.

2.5. Activité antibactérienne

L’évaluation de Dactivité antibactérienne des extraits contre les cinq souches
bactériennes est présentée dans le Tableau 15. Les resultats ont été analysés selon des critéres
qui consideérent qu’un halo d’inhibition d’un diamétre de 10 mm indique une activité

antibactérienne (Usman et al., 2009). L’activité antibactérienne est classée selon les valeurs
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de CMI comme suit : les CMI inférieures a 10 pg/mL sont considérées comme tres fortes,
celles comprises entre 11 et 100 ug/mL comme fortes, celles comprises entre 101 et 500
ug/mL comme modérées et celles situées entre 501 et 1000 pg/mL comme faibles. Enfin, les

valeurs de CMI supérieures a 1000 pg/mL indiquent une inactivité (Vieira et al., 2024).

Les résultats ont montré une variabilité significative. Les extraits étaient plus efficaces
que les antibiotiques utilisés. Concernant C. papposa, les résultats ont indiqué que 1’extrait
hydrométhanolique était le plus efficace contre Klebsiella pneumoniae. En outre, il a eu la
plus faible efficacité contre Escherichia coli et Proteus mirabilis, avec une zone d’inhibition
de 12 et 14 mm, respectivement, et était inactif contre Staphylococcus aureus. En revanche,
I’extrait chloroformique était le plus efficace contre le Staphylococcus aureus. La souche
Proteus mirabilis était la plus sensible a 1’extrait d’acétate d’éthyle, avec une zone
d’inhibition égale a 22 mm. L’extrait chloroformique et I’extrait d’acétate d’éthyle ont tous
deux montré une inhibition significative envers Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli,
avec une zone d’inhibition égale a 20 mm. Les valeurs de CMI pour chaque extrait sont
résumees dans le Tableau 15. Selon les criteres de CMI mentionnés ci-dessus, I’extrait de
chloroforme et I’extrait d’acétate d’éthyle ont montré une activité forte ou modérée envers
toutes les souches bactériennes, avec des CMI de 62.5 et 125 pg/mL. Cependant, I’extrait
hydrométhanolique a montré une activité élevée ou modérée contre toutes les souches
bactériennes, a 1’exception de Staphylococcus aureus qui n’était pas actif. Nos résultats sont
en accord avec les études sur des plantes du genre Centaurea (Naeim et al., 2020; Yildirim et
al., 2022).

Tableau 15. Activité antibactérienne des extraits.

Staphylococcus = Pseudomonas  Klebsiella = Escherichia  Proteus

aureus aeruginosa  pneumoniae coli mirabilis
Zone
Hydrométhanol d’inhibition NA 18 20 12 14
(C. papposa) (Cr:nl\rxl)
(ug/mL) NA 125 62.5 62.5 62.5
Zone
Chloroforme | 9 imhibition 20 20 15 20 15
(C. papposa) (CTI\?I)
(ug/mL) 62.5 62.5 62.5 62.5 125
Zone
Acétate d’éthyle d’inhibition 15 20 18 20 22
(C. papposa) (g\r;l)
(ug/mL) 125 62.5 125 62.5 62.5
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Zone
d’inhibition 18 15 13 12 15
(mm)
CMI
(Mg/mL)
Zone
d’inhibition 15 20 18 17 18
(mm)
CMI
(Mg/mL)
Zone
d’inhibition 20 18 15 18 20
(mm)
CMI
(Mg/mL)
Zone
d’inhibition R R R R R
GM10 (mm)
CMI
(Mg/mL)
Zone
d’inhibition R 18 R R R
AK10 (mm)
CMI
(Mg/mL)
Zone
d’inhibition R R R R R
AMC30 (mm)
CMI
(Mg/mL)
Zone
d’inhibition 22 R R R R
IPM10 (mm)

CMI
(ug/mL) 500 R R R R

NA : non actif, MIC : la concentration inhibitrice minimale, R : Résistant, AMC30 : amoxicilline + acide clavulanique,
AK10 : amikacine, GM10 : gentamicine 10, IPM10 : Imipenem.

Hydrométhanol
(M. communis)
125 62.5 125 62.5 125

Chloroforme
(M. communis)
250 62.5 125 62.5 125

Acétate d’éthyle
(M. communis)
125 62.5 62.5 62.5 62.5

R 250 R R R

Concernant I’espece M. communis (Tableau 15), les résultats montrent que tous les
extraits testés présentent une activité antibactérienne variable selon la souche bactérienne. En
général, I’extrait d’acétate d’éthyle a montré les zones d’inhibition les plus larges et les plus
faibles CMI, notamment contre Staphylococcus aureus (20 mm, 125 pg/mL), Klebsiella
pneumoniae (15 mm, 62.5 pg/mL), Escherichia coli (18 mm, 62.5 pg/mL) et Proteus
mirabilis (20 mm, 62.5 pg/mL), suggérant une meilleure efficacité relative par rapport aux
autres extraits. Pour Pseudomonas aeruginosa, 1’extrait chloroformique a présenté la plus
grande zone d’inhibition (20 mm) avec une faible CMI (62.5 pg/mL), indiquant une bonne
sensibilit¢ de cette souche a cet extrait. L’extrait hydrométhanol a montré une activité

Iégerement moindre contre cette souche (15 mm, 62.5 pg/mL). Nos résultats sont en accord
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avec ceux de Mansouri et al. (2001), mais different de ceux de Bouyahya et al. (2016) qui
ont trouvé que I’extrait d’acétate était inactif contre E. coli et P. aeruginosa, ce qui pourrait
s’expliquer par des différences dans la méthode d’extraction ou encore 1’origine géographique

de la plante, qui influence la composition chimique des extraits (Djahra et al., 2015).

Nos résultats sont particulierement encourageants, car ils suggerent que les composes
bioactifs présents dans ces deux plantes pourraient étre une alternative viable aux
antibiotiques traditionnels, et ceci est basé sur leur capacité a interférer avec des processus
bactériens vitaux, qui peuvent perturber la synthese ou le fonctionnement de composants
essentiels des bactéries, en outre, les propriétés antibactériennes des composés bioactifs
peuvent agir en contournant les mécanismes de résistance développés par les bactéries
(Abdallah et al., 2023). Des études ont mentionné que les polyphénols peuvent empécher la
formation de biofilm, perturber la matrice extracellulaire, réduire 1’expression des pompes
d’efflux, bloquer le mécanisme de transport qui nécessite I’ATP et inactiver certaines
enzymes bactériennes telles que ’ADN gyrase, et la topoisomérase I; réduisant ainsi la
capacité des bactéries a se lier et a se multiplier (Abdallah et al., 2023; Duan et al., 2014;
Khameneh et al., 2015; Nassarawa et al., 2023). Bien que les extraits de chloroforme de
deux plantes contenant une faible concentration de polyphénols aient démontré une activité
antibactérienne significative, leur efficacité élevée pourrait s’expliquer par la présence
d’autres composés bioactifs (phénolique ou non phenolique) agissant en synergie, ce qui

renforce I’activité globale (Vaou et al., 2022).
3. Docking moléculaire

3.1. Etude par Docking moléculaire de ’activité inhibitrice des enzymes

Des études de Docking moléculaire ont été réalisées pour estimer les affinités de liaison
et le mode d’interaction de Six composés majeurs des extraits de Myrtus communis avec les
sites actifs de I’AChE, de la BChE, de I’a-amylase et de I’a-glucosidase. La galantamine a été
utilisée comme référence pour I’AChE et 1a BChE, tandis que 1’acarbose a servi de référence

pour I’a-amylase et 1’a-glucosidase.

Comme le montre le Tableau 16, I’acide gallique présente 1’énergie de liaison la plus
favorable envers 1’a-glucosidase, soulignant son potentiel significatif en tant qu’inhibiteur
puissant de cette enzyme. A I’inverse, la catéchine affiche des énergies de liaison plus élevées
pour ’AChE, la BChE et I’a-amylase, mettant en évidence son efficacité inhibitrice plus

étendue sur plusieurs enzymes. Sur la base de ces résultats prometteurs, ces deux composés
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ont été sélectionnés pour un examen plus approfondi de leurs mécanismes d’interaction au

sein des sites actifs des enzymes respectives.

Tableau 16. Scores énergétiques de six composés majeurs dérivés de 1’extrait de Myrtus
communis avec les enzymes AChE, BChE, a-amylase et a-glucosidase.

Energie de liaison (KJ/mol)

Composants
AChE BChE a-amylase a-glucosidase

Acide shikimique -16.75 -16.05 -20.12 -25.45
Acide gallique -22.97 -23.95 -20.83 -28.26
Epigallocatéchine -35.17 -32.83 -23.69 -20.91
Catechine -36.48 -35.58 -25.24 -23.43
Isoquercitrin -28.59 -31.89 -16.09 -23.07
Lutéoline -21.57 -30.48 -24.61 -23.90

Galantamine -21.03 -23.66 NT NT
Acarbose NT NT -20.46 -13.30

NT : non testé.

Comme le montre la Figure 20, I’analyse de docking moléculaire a révélé que la
catéchine se lie a la fois au site anionique catalytique (CAS) et au site anionique périphérique
(PAS) de ’AChE, contrairement a la galantamine, qui n’interagit qu’avec le CAS. Cette
liaison double est significative, car les inhibiteurs de I’AChE les plus efficaces récemment
développés ciblent simultanément le CAS et le PAS, de la méme maniére que la catéchine
(Mokrani et al., 2019). De plus, la catéchine forme sept liaisons hydrogéne avec des résidus
clés, y compris Trp86, Gly121, Gly112, Tyr133, Glu202 et Ser203. Notamment, Ser203 fait
partie de la triade catalytique AChE, essentielle pour la fonction de I’enzyme (Cheung et al.,
2013). Le vaste réseau de liaisons hydrogene formé par la catéchine peut contribuer a son
pouvoir inhibiteur supérieur contre I’AChE comparativement a la galantamine, qui ne crée
que trois liaisons d’hydrogénes avec Tyrl33, Glu202 et Tyr337 (Figure 21). Le complexe
BChE-catéchine a montré une énergie de liaison de -35,58 kJ/mol et formé six liaisons
hydrogene avec des residus clés, y compris Trp82, Gly116, Glyl17, Glul97 et Ser198, ce
dernier faisant partie de la triade catalytigue BChE (Wandhammer et al., 2011). La
différence de puissance inhibitrice de la BChE entre la catéchine et la galantamine peut étre
attribuée a la disparité du nombre d’hydrogénes qui se lient chaque forme de composé avec
I’enzyme (Figure 22). En effet, la catéchine établit six liaisons hydrogéne, alors que la
galantamine ne forme que trois avec Trp82, Trp430 et Tyr440. De plus, la catéchine se lie a la
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fois aux CAS et au PAS du site actif du BChE, tandis que la galantamine n’interagit qu’avec

le CAS (Figure 23).

Figure 20. Positionnement de la galantamine (A) et de la catéchine (B) dans le site actif de
I’AChE. La région CAS de la cavité est représentée en bleu et la PAS en rouge. Le code de
couleur des atomes de ligand est le suivant : carbone en vert, oxygéne en rouge et azote en

bleu.

Tyr337
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Phe338
Tyri24
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Gluzoz G122

Figure 21. Mode de liaison de la galantamine (A) et de la catéchine (B) dans le site actif de
I’AChE. Les lignes violettes montrent les liaisons hydrogene et la zone verte les interactions

hydrophobes.
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Figure 22. Mode de liaison de la galantamine (A) et de la catéchine (B) dans le site actif de la
BChE. Les lignes violettes cassées montrent les liaisons hydrogene et la zone verte les
interactions hydrophobes.

(B)

Figure 23. Positionnement de la galantamine (A) et de la catéchine (B) dans la poche active
de la BChE. Le code de couleur des atomes du ligand est le suivant : carbone en vert, oxygéne
en rouge et azote en bleu.

L’étude de docking moléculaire a montré que la catéchine est bien adaptée au site actif
de I’a-amylase (Figure 24), formant sept liaisons hydrogéne avec des résidus comme His101,
Asp197, Trp59, GIn63 et deux molécules d’eau dans le site actif. Ce vaste réseau de liaisons
hydrogene joue probablement un rdle clé dans le fort effet inhibiteur de la catéchine. En
comparaison, bien que 1’acarbose forme également sept liaisons hydrogenes, il interagit avec
un ensemble différent de résidus (Asp300, Arg195, Asn298 et Thrl63), mettant en évidence

les stratégies inhibitrices distinctes employées par la catéchine et 1’acarbose (Figure 25).
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D’autre part, I’acide gallique a démontré une énergie de liaison significativement
favorable de -28,26 kJ/mol, surpassant a I’acarbose, 1’inhibiteur standard, qui a enregistré une
énergie de liaison de -13,30 kJ/mol. Cette forte affinité pour le site actif de 1’a-glucosidase,
couplée a sa capacité a former huit liaisons d’hydrogene avec des résidus clés tels que
Asp203, Arg526 et Asp542, ainsi qu’avec deux molécules d’eau dans le site actif, met en
évidence le potentiel de I’acide gallique comme composé prometteur pour le développement
thérapeutique (Figures 26 et 27). Le pouvoir inhibiteur plus élevé de ’acide gallique par
rapport a ’acarbose peut étre dii a sa capacité a former plus de liaisons hydrogene avec

I’enzyme.

La présence de catéchine pourrait expliquer 1’effet significatif de 1’extrait d’acétate
éthyle contre la cholinestérase et I’a-amylase. Méme en 1’absence de catéchine, les autres
extraits de la plante M. communis ont néanmoins montré un effet notable, ce qui suggére que

cette activité pourrait étre attribuée a la synergie entre I’ensemble des composés.

Figure 24. Positionnement de I’acarbose (A) et de la catéchine (B) dans le site actif de ’a-
amylase. La poche active est représentée en cyan alors que les atomes de ligand sont codés
comme suit : carbone en vert, oxygene en rouge et azote en bleu.
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Figure 25. Mode de liaison de I’acarbose (A) et de la catéchine (B) dans le site actif de 1’a-
amylase. Les lignes violettes cassées montrent les liaisons hydrogéne et la zone verte les
interactions hydrophobes.

Figure 26. Positionnement de 1’acarbose (A) et de I’acide gallique (B) dans le site actif de
I’a-glucosidase. Le code de couleur est le suivant : carbone en vert, oxygéne en rouge et azote
en bleu.
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Figure 27. Mode de liaison de I’acarbose (A) et de 1’acide gallique (B) dans le site actif de
I’a-glucosidase. Les lignes violettes cassees montrent les liaisons hydrogene et la zone verte
les interactions hydrophobes.

3.2. Etude par Docking moléculaire de ’activité antibactérienne

La dihydroptéroate synthase (DHPS) est une enzyme clé dans la voie de synthese de
I’acide folique chez les bactéries, qui est essentielle pour la production d’acides aminés.
DHPS contient deux poches de liaison distinctes : une qui se lie au pyrophosphate de
dihydroptérine (DHPP) et une autre qui se lie a ’acide p-aminobenzoique (pABA) (Dekir et
al., 2023). Selon Zhao et al. (2016) les résidus d’acides aminés essentiels impliqués dans les
interactions avec le groupe ptérine comprennent Asp96, Asnl115, Asp185, Lys221 et Arg255,
tandis que Phel90, Lys221 et Ser222 sont essentiels pour les interactions avec le groupe
pABA. Les sulfonamides sont décrits comme des inhibiteurs de DHPS et sont reconnus
comme bioisoesters d’acides carboxyliques (Dekir et al., 2023; Zhao et al., 2016). Comme la
plupart de nos molécules contiennent des groupes d’acide carboxylique, nous avons mené des
études de Docking sur ’enzyme DHPS pour étudier le mode de liaison de nos dérivés. La
méthode de fixation a été validée en replacant le ligand Co-cristallisé, ce qui a été effectué
avec un RMSD inférieur a 1 A (Figure 28).
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Figure 28. Re-Docking du ligand Co-cristallisé, interactions de liaison hydrogéne montrées
en ligne cyan.

Apres avoir effectué une analyse de I’ancrage moléculaire, nous avons observé que la
plupart de nos molécules présentaient une bonne stabilité au sein du site actif du DHPS, les
valeurs de leur score d’ancrage indiquées dans le Tableau 17. En particulier, les cinq
molécules (acide salicylique, acide shikimique, acide gallique, acide protocatéchuique et acide
vanillique) présentant les meilleurs scores de docking ont été analysées plus en détail afin

d’élucider leurs modes d’interaction.

Tableau 17. Score de Docking des molécules et du ligand Co-cristallisé.

. Score de Docking ) Score de Docking
Composes Composes
(kcal/mol) (kcal/mol)
Acide salicylique -6.901 Acide chlorogénique -5.711
Acide shikimique -6.699 Acide trans-férulique -4.645
Acide gallique -6.657 Lutéoline -5.861
Acide Kaempferol-3-
o -6.222 _ -5.333
protocatéchuique glucoside
Acide vanillique -6.208 Acide caféique -4.781
Ligand Co-cristallisé -6.100 Catéchine -4.233

L’acide salicylique est apparu comme le plus stable parmi les autres, démontrant une
affinité remarquable, comme en témoigne sa valeur de score de docking (-6.901 kcal/mol)
(Tableau 17). Cette stabilité est attribuée a ses interactions avec les résidus de site actif du
DHPS. Au total, il a formé six interactions : trois liaisons d’hydrogénes et trois interactions

hydrophobes (Figure 29). Une liaison hydrogéne a été observée entre GLY 189 et I’atome
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d’oxygene du groupe carbonyle, tandis que deux liaisons hydrogéne supplémentaires ont été
formées avec SER222 a travers les deux atomes d’oxygeéne du groupe acide carboxylique. Les
interactions hydrophobes comprenaient deux interactions d’empilement m-mt entre 1’anneau
aromatique et les résidus PHE190 et PHE28, ainsi qu’une interaction entre le méme anncau
aromatique et le résidu LYS221. L’acide shikimique a également démontré une excellente
stabilité dans la cavité du site actif de ’enzyme, avec une stabilité presque comparable a celle
de I’acide salicylique. Sur la base de ses valeurs de score de Docking (-6,699 kcal/mol), ce
composé a formé quatre liaisons hydrogenes fortes : trois interactions entre les groupes
hydroxyle sur la structure cyclique et les résidus GLY189 et SER222, et une quatrieme
interaction entre 1’atome d’oxygeéne du groupe carbonyle et le résidu THR62 (Figure 30).
L’acide gallique a montré une forte affinité dans la cavité du site actif de ’enzyme, formant
un total six interactions : trois liaisons d’hydrogene et trois interactions hydrophobes. Les
liaisons hydrogéne ont été observées avec les résidus GLY189 et SER222. Les interactions
hydrophobes reflétaient celles du composé acide salicylique, impliquant des interactions m-n
empilées avec les résidus PHE190 et PHE2S, ainsi qu’une interaction entre SOn anneau
aromatique et le résidu LYS221 (Figure 31). L’acide protocatéchuique a démontré une
stabilité notable au sein du site actif de I’enzyme, formant des interactions similaires a celles
de I’acide gallique. Il a établi un total de cinq interactions : trois liaisons d’hydrogene et deux
interactions hydrophobes. Les liaisons hydrogene ont été observées avec les résidus GLY189
et SER222 ; cependant, contrairement a 1’acide gallique, SER222 a formé une seule liaison
hydrogene au lieu de deux. Les interactions hydrophobes incluaient I’empilement de n-t avec
les résidus PHE190 et PHE28 (Figure 32). Le composé final, ’acide vanillique, a montré une
stabilité modérée dans le site actif de I’enzyme. Il a formé deux liaisons hydrogene avec le
résidu SER222 et une seule interaction d’empilement m-n hydrophobe avec PHE2S,

contribuant a son affinité de liaison (Figure 33).
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Figure 29. Positions 3D et 2D de I’acide salicylique (vert) dans la cavité DHPS ; les liaisons

H ont été montrées sous forme de lignes cyan.

Charged [negatie)
Charged (pasitive)

Hydrophabic
Meal

Figure 30. Positions 3D et 2D de I’acide shikimique (orange) dans la cavité DHPS ; les

liaisons H ont été montrées sous forme de lignes cyan.
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Figure 31. Positions 3D et 2D de I’acide gallique (violet) dans la cavité DHPS ; les liaisons H

ont été montrées sous forme de lignes cyan.
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Figure 32. Positions 3D et 2D de I’acide protocatéchuique (jaune) dans la cavité DHPS ; les
liaisons H ont été montrées sous forme de lignes cyanes.
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Figure 33. Positions 3D et 2D de I’acide vanillique (rose) dans la cavité DHPS ; les liaisons

H ont été montrées sous forme de lignes cyan.
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4. Etude in Vivo de Pactivité antidiabétique

L’alloxane est un produit chimique largement utilisé¢ pour induire le diabete sucré chez
les animaux de laboratoire, en particulier chez les rongeurs comme les rats et les souris.
Mécaniquement, 1’alloxane fonctionne comme un analogue du glucose, ressemblant
étroitement au glucose dans la structure. 1l est connu pour sa capacité a inhiber la sécrétion de
I’insuline et détruire sélectivement les cellules béta du pancréas et favorise la production des
ERO, conduisant au diabéte insulino-dépendant, similaire au diabéte de type 1 chez I’homme
(Sheriff et al., 2020). L’alloxane inhibe également la glucokinase, une enzyme clé impliquée

dans la détection du glucose et la sécrétion d’insuline par les cellules béta (Lenzen, 2008).

4.1. Effet de I’alloxane et de I’extrait hydrométhanolique de la plant Myrtus communis

sur les parametres physiologiques

L'injection d'alloxane chez les rats a provoqué un diabete manifesté par divers
symptomes physiologiques. Parmi ces effets, on observe une perte de poids corporel ainsi
qu’une augmentation de la polyurie et de la polydipsie. Selon le résultat exprimé dans la
Figure 34, il n'y avait pas de différence significative entre le groupe contréle normal et les
groupes recevant uniquement I'extrait de plante (p > 0.05) ce qui suggere que l'extrait seul n'a
pas d'effet sur le poids corporel dans un état normal. En revanche, une diminution
significative du poids corporel a été observée chez les rats diabétiques par rapport au groupe
contréle normal (p < 0.001) ce qui indique I'impact négatif du diabéte sur la physiologie des
rats. Dans le cas normal, I'insuline joue un réle crucial dans la régulation du métabolisme
glucidique, lipidique et protéique. Elle est sécrétée par le pancréas en réponse a une
augmentation du taux de glucose dans le sang et permet au glucose d'entrer dans les cellules
pour étre utilisé comme énergie ou stocké sous forme de glycogene dans le foie et les muscles
(Tadashi, 2023). L’alloxane altére la fonction de 1’insuline en détruisant les cellules béta du
pancréas, ce qui entraine une insuffisance insulinique et perturbe le métabolisme normal.
Cette perturbation se traduit par une utilisation réduite du glucose, obligeant 1’organisme a
dépendre davantage des graisses (par I’activation accrue de lipase) et des protéines (par
I’activation accrue de protéolyse) pour obtenir de 1’énergie plutdt que du glucose, ce qui
entraine une perte de poids malgré un apport alimentaire accru (Ewenighi et al., 2015;
Lenzen, 2008). Le groupe diabétique traité avec l'extrait a montré une amélioration
significative du poids corporel par rapport au groupe diabétique non traité (p < 0.05)

suggerent que l'extrait de plante a un effet bénéfique sur la gestion du poids chez les rats
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diabétiques (Ahmed et al., 2010). Cela pourrait indiquer un potentiel pour cet extrait dans le

traitement ou la prévention des complications liées au diabéte.
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Figure 34. Influence de I’alloxane et de I’administration de 1’extrait hydrométhanolique de M.
communis sur le poids corporel. Avant: avant I’injection de I’alloxane. Dia: groupe
diabétique, PD1 : groupe normale traité par 1’extrait a la dose de 200 mg/kg, PD2 : groupe
normale traité par 1’extrait a la dose de 400 mg/kg, DiaPD1 : groupe diabétique + 200 mg/kg
de I’extrait, DiaPD2 : groupe diabétique + 400 mg/kg de I’extrait. Les courbes représentent
les différences significatives et non significatives (ns) entre les différents groupes et le groupe
diabétique a la fin du traitement (J30). *, p < 0.05 ; **, p < 0.01 ; ***, p < 0.001; ns, p > 0.05,
et entre les groupes diabétiques (traités et non traité) et le contréle : ###, p < 0.001.

Les résultats présentés dans la Figure 35 démontrent une augmentation significative de
la consommation alimentaire et hydrique chez les rats diabétiques comparativement au groupe
controle sain (p < 0.001). L’induction du diabéte par 1’alloxane induit une hyperglycémie,
provoquant une diurése osmotique accrue qui se traduit par une polyurie. Cette perte hydrique
stimule une polydipsie afin de maintenir ’homéostasie hydrique. Par ailleurs, I’hyperphagie
observée résulte d’un dysfonctionnement métabolique caractérisé par une incapacité a utiliser

efficacement le glucose, conduisant a une augmentation de la prise alimentaire pour

compenser le déficit énergétique (Friedman, 1977; Olenovych et Zukow, 2022).

Les groupes recevant uniquement I'extrait de plante ne different pas significativement
du groupe contrdle normal (p > 0.05), indiquant que I'extrait seul n'affecte pas de maniére
notable les parametres étudiés. De plus, I'analyse des deux doses utilisées n'a révélé aucune
différence significative entre elles. Cependant, le traitement des rats diabétiques avec I'extrait
de plante, quel que soit la dose, a entrainé une amélioration significative par rapport au

groupe diabétique non traité (p < 0.001). Ces résultats suggerent que les composés bioactifs
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contenus dans I'extrait hydrométhanolique pourrait avoir un effet bénéfique sur I'équilibre
hydrique et nutritionnel des rats diabétiques, en modulant les hormones ou les
neurotransmetteurs impliqués dans la faim et la satiété, ce qui inhibe I'appétit précisément
pendant des périodes de stress métabolique accru (Hannan et al., 2023). Ils pourraient ainsi

abaissant la glycémie, ce qui réduit la soif excessive.
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Figure 35. Influence de I’alloxane et I’administration de 1’extrait hydrométhanolique de la
plante sur la consommation de I’eau (A) et de la nourriture (B). Avant : avant I’injection de
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I’alloxane. Dia : groupe diabétique, PD1 : groupe normale traité par I’extrait a la dose de 200
mg/kg, PD2 : groupe normale traité par I’extrait a la dose de 400 mg/kg, DiaPD1 : groupe
diabétique + 200 mg/kg de I’extrait, DiaPD2 : groupe diabétique + 400 mg/kg de 1’extrait. Les
histogrammes représentent des différences significatives et non significatives (ns) entre les
différents groupes et le groupe diabétique. **, p < 0.01; *** p < 0.001; ns, p > 0.05, et entre
les groupes diabétiques (traités et non traité) et le contréle : ###, p < 0.001.

4.2.Effet de I’alloxane et de D’extrait hydrométhanolique sur les parameétres

biochimiques

Selon la Figure 36, l'injection d'alloxane induit une hyperglycémie marquée. Dans le
groupe diabétique traité par la plante, une réduction significative de la glycémie est observée
des une semaine de traitement (p < 0.05), avec une diminution encore plus marquée a partir de
15 jours (p < 0.001). En revanche, le groupe diabétique non traité ne présente aucune
diminution notable de la glycémie. Ces résultats suggerent que la plante exerce un effet
hypoglycémiant, ce qui pourrait avoir des implications thérapeutiques potentielles. En outre,

aucune différence significative n'a été observée entre les deux doses utilisées.

En effet, I'alloxane induit une hyperglycémie principalement par ses effets toxiques sur
les cellules béta du pancréas. En premier lieu, l'alloxane pénétre dans les cellules béta via le
transporteur de glucose GLUTZ2, similaire au glucose, en raison de sa ressemblance structurale
avec celui-ci. Une fois a l'intérieur des cellules, I'alloxanes subit un cycle oxydo-réduction,
générant des espéces réactives de I'oxygéne, notamment les radicaux superoxydes, le
peroxyde d'hydrogéne et les radicaux hydroxyles. Les radicaux libres produits dans ce
processus sont hautement réactifs et causent des dommages importants aux composants
cellulaires, y compris I’ADN, les protéines et les lipides. Ce stress oxydatif submerge les
défenses antioxydantes des cellules béta, conduisant a la mort cellulaire. La destruction des
cellules béta entraine une diminution de la production d’insuline, conduisant a un déficit en
insuline et a une hyperglycémie. De plus, I’alloxane inhibe la glucokinase (une enzyme clé
impliquée dans la détection du glucose dans les cellules béta) par I’oxydation du groupe thiol,
entraine la formation d’une liaison disulfure et donc I’inactivation de 1’enzyme, nuisant
encore davantage a la sécrétion d’insuline (Lal et al., 2020; Lenzen, 2008; Szkudelski,
2001).
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Figure 36. Influence de 1’alloxane et de I’administration de I’extrait hydrométhanolique de la
plante sur le taux de la glycémie. Avant: avant I’injection de I’alloxane. Dia : groupe
diabétique, PD1 : groupe normale traité par 1’extrait a la dose de 200 mg/kg, PD2 : groupe
normale traité par I’extrait a la dose de 400 mg/kg, DiaPD1 : groupe diabétique + 200 mg/kg
de D’extrait, DiaPD2 : groupe diabétique + 400 mg/kg de I’extrait. Les histogrammes
représentent des différences significatives entre les différents groupes et le groupe diabétique :
ns, p>0.05; * p<0.05; ** p < 0.001, et entre les groupes diabétiques (traités et non
traité) et le contréle : ###, p < 0.001.

Cependant, lorsque on a commencé a traiter avec 1’extrait hydrométhanolique, le niveau
de glucose dans le sang commence a diminuer. Ce phénomene peut s’expliquer par plusieurs
mécanismes, y compris la régénération des cellules béta endommagées du pancréas, la
stimulation de la sécrétion d’insuline par le pancréas, la protection contre le stress oxydatif
caus¢ par I’alloxane, la suppression des enzymes qui décomposent les glucides,
I’augmentation de 1’expression des enzymes régulatrices du glycogéne dans le foie,
I’augmentation de 1’absorption du glucose par les muscles squelettiques et les adipocytes via
I’expression des transporteurs de glucose comme GLUTA4, et I’inhibition de 1’absorption
intestinale du glucose (Kimani et al., 2023; Kooti et al., 2016; Muchirah et al., 2024; J. Yin
et al., 2024). Ces mécanismes mettent en évidence la fagon dont I’extrait de plantes peut
contribuer a la gestion du diabete en tirant parti des divers composés bioactifs produits par la

plante. Les résultats de l'analyse par LC-ESI-MS/MS de I'extrait hydrométhanolique ont
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révélé la présence de trois composants majeurs, 1’acide gallique, 1’épigallocatéchine, et la
lutéolin, qui ont été préalablement décrits dans la littérature comme ayant des propriétés
antidiabétiques. Des études réalisees par Ibrahim et al. (2018) et Variya et al. (2020) ont
révélé que l'acide gallique améliore la sensibilit¢ a I’insuline en activant la voie de
signalisation d’Akt, qui joue un rdle crucial dans le métabolisme du glucose et 1’action de
I’insuline. En outre, il peut activer la voie d’AMPK une fois combiné avec d’autres composés
comme 1’épicatéchine, améliorant plus la sensibilité a I’insuline. Il augmente également
I’expression des transporteurs de glucose comme le GLUT4, ce qui facilite I’absorption du
glucose dans les cellules et améliore I’homéostasie du glucose. Une étude menée par Man et
al. (2022) a démontré que I'épigallocatéchine peut inhiber 1’a-amylase et a-glucosidase,
essentielles a la dégradation des glucides, ce qui ralentit leur digestion et réduit 1’absorption
du glucose (intestin vers le sang), entrainant une diminution des pics glycémiques
postprandiaux. De plus, la lutéoline améliore la sensibilité a 1’insuline en modulant les voies
de signalisation telles que AKT/GSK 3 et AKT/PKB, qui facilitent I’absorption du glucose
dans les cellules et en favorisant la translocation des transporteurs de glucose (GLUT4)
(Sangeetha, 2019).

D’aprés les résultats présentés dans la Figure 37, les rats diabétiques présentent une
augmentation significative des taux d’urée et de créatinine par rapport aux témoins sains (p <
0.001). Chez les diabétiques, le catabolisme des protéines augmente, ce qui conduit a des taux
élevés d’ammoniac, qui est converti en urée dans le foie. Par conséquent, les taux d’urée dans
le sang augmentent. De plus, I’alloxane favorise le stress oxydatif et I’inflammation,
provoquant souvent des lésions rénales en endommageant les barrieres de filtration
glomérulaires ainsi que les tubules rénaux. Ces altérations affecte la capacité du rein a
excréter les déchets tels que 1’urée et la créatinine (Abdel Aziz et al., 2017; Chidinma et al.,
2024; Pourghasem et al., 2014). D’aprés la Figure 38, les rats diabétiques présentent une
augmentation significative des taux de 1’aspartate aminotransférase (ASAT) et de 1’alanine
aminotransférase (ALAT) par rapport aux témoins sains (p < 0.001). Une élévation de ces
enzymes hépatiques indique une lésion hépatocellulaire (Gamde et al., 2023). De plus, Les
rats diabétiques présentent une augmentation significative des taux de bilirubine totale par
rapport aux rats sains (p < 0.001). Cette élévation traduit par une altération de la fonction
hépatique, qui ne parvient plus a métaboliser correctement la bilirubine (Aslam, 2022).
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Figure 37. Influence de I’alloxane et de I’administration de I’extrait hydrométhanolique de la
plante sur les taux d’urée (A), et de créatinine (B) dans le sang. Dia : groupe diabétique, PD1 :
groupe normale traité par 1’extrait a la dose de 200 mg/kg, PD2 : groupe normale traité par
I’extrait a la dose de 400 mg/kg, DiaPDI1 : groupe diabétique + 200 mg/kg de 1’extrait,
DiaPD2 : groupe diabétique + 400 mg/kg de I’extrait. Les histogrammes représentent des
différences significatives et non significatives (ns) entre les différents groupes et le groupe
diabétique. **, p < 0.01, ***, p < 0.001, et entre les groupes diabétiques (traités et non traité)
et le contrdle : ###, p < 0.001.

Le traitement par 1’extrait de plante induit une réduction significative des niveaux de
créatinine (p < 0.001), d’urée (p < 0.001), de bilirubine totale (p < 0.01), d’ASAT (p < 0.001)
et &’ALAT (p < 0.05) chez les rats diabétiques traités, probablement grace a ses propriétés
antioxydantes, anti-inflammatoires, ainsi qu’aux activités néphroprotectrices et
hépatoprotectrices de 1’extrait, contribuant ainsi a la restauration des fonctions rénale et

hépatique (Ighodaro et al., 2017).
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Figure 38. Influence de 1’alloxane et de I’administration de 1’extrait hydrométhanolique de la
plante sur les taux d’ASAT (A), d’ALAT (B), et de bilirubine (C) dans le sang. Dia : groupe
diabétique, PD1 : groupe normale traité par 1’extrait a la dose de 200 mg/kg, PD2 : groupe
normale traité par 1’extrait a la dose de 400 mg/kg, DiaPD1 : groupe diabétique + 200 mg/kg
de D’extrait, DiaPD2 : groupe diabétique + 400 mg/kg de I’extrait. Les histogrammes
représentent des différences significatives entre les différents groupes et le groupe diabétique.
* p <0.05, *** p <0.001, et entre les groupes diabétiques (traités et non traité) et le contrble
s ###, p < 0.001.

La Figure 39 montre que les rats diabétiques ont des taux plus élevés de cholestérol et
de triglycérides (TG), mais un taux de lipoprotéines de haute densité (HDL) réduit. Le
mécanisme par lequel I'alloxane augmente les taux de triglycérides (TG) et de cholestérol
repose principalement sur son effet destructeur des cellules béta pancreatiques, induisant une
carence en insuline. L’absence de I’insuline va activer la lipolyse dans le tissue adipeux, ce
qui entraine la dégradation des TG en acide gras libre (AG) et glycérol qui sont libérés dans le
sang (Rajaei et al., 2015). Les AG sont captés par le foie ou ils sont transformés en
cholestérol et en TG et emballés avec des apolipoprotéines en lipoprotéines de trés basse

densité (VLDL), qui sont secrétées par la suite dans la circulation sanguine, ce qui augmente
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les taux sériques de triglycérides et de cholestérol (Banda et al., 2018). La diminution du
cholestérol HDL est associée a une altération du métabolisme des lipides chez les diabétiques,
en partie due a 1’augmentation du catabolisme et a la diminution de la production de HDL (P.
Yin et al., 2018). La diminution des triglycérides (p <0.001) et du taux de cholestérol (p
<0.01) ainsi que I’augmentation du HDL (p <0.05) observée chez les rats diabétiques traités
avec I’extrait de plante peuvent étre expliquées par plusieurs mécanismes liés aux composés
bioactifs présents dans I’extraits. Des études ont déemontré que les plantes stimulent la
régénération des cellules béta du pancréas, ce qui entraine une augmentation de la sécrétion
d’insuline. L’amélioration des taux d’insuline aide & normaliser le métabolisme des lipides en
inhibant la lipolyse dans les tissus adipeux et en favorisant 1’absorption et le stockage des
lipides, réduisant ainsi la TG circulante et le cholestérol (Gobinath et al., 2022). L’acide
gallique, et la lutéoline, deux composants majeurs identifiés dans 1’extrait hydrométhanolique,
sont reconnus pour leur capacité a améliorer le profil lipidique. Concernant la lutéoline, elle a
démontré une capacité a diminuer les triglycérides dans le sérum et le foie en inhibant les
genes liés a la synthese lipidique tels que SREBP-1c (Sterol Regulatory Element Binding
Protein 1c) et la synthase d’acide gras (fatty acid synthase, FAS) (Zang et al., 2016). La
lutéoline stimule I'expression du récepteur hépatique X alpha (LXRa), une protéine nucléaire
régulant les geénes liés au cholestérol. Une fois activé, LXRa induit l'expression de deux
transporteurs clés, ABCG1 (ATP-binding cassette transporter G1) qui facilité I'export du
cholestérol vers les HDL, et SRB1 (Scavenger receptor class B member 1) qui permet la
capture des HDL par le foie pour éliminer I'exces de cholestérol (Park et al., 2020). Cette
régulation entraine une diminution du cholestérol sanguin. D’autres études rapportent les
effets de 1’acide gallique sur les profils lipidiques. Une étude menee par Chao et al. (2021)
indique que I’acide gallique améliore I"homéostasie lipidique en favorisant la f-oxydation des
acides gras et la cétogenése, ce qui aide a réduire I’accumulation de lipides dans le foie. Il a
été démontré que I’acide gallique inhibe 1’acétyl-CoA carboxylase, une enzyme clé dans le
métabolisme des acides gras, et active I’AMPK ce qui réduit la synthése des acides gras et

augmente leur dégradation (X.-L. Zhao et al., 2025).
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Figure 39. Influence de 1’alloxane et de I’administration de I’extrait hydrométhanolique de la
plante sur les taux d’HDL (A), de cholestérol (B) et de TG (C) dans le sang. Dia : groupe
diabétique, PD1 : groupe normale traité par I’extrait a la dose de 200 mg/kg, PD2 : groupe
normale traité par 1’extrait a la dose de 400 mg/kg, DiaPD1 : groupe diabétique + 200 mg/kg
de I’extrait, DiaPD2 : groupe diabétique + 400 mg/kg de D’extrait. Les histogrammes
représentent des différences significatives entre les différents groupes et le groupe diabétique.
* p<0.05 ** p<0.01*** p<0.001, et entre les groupes diabétiques (traités et non traite)
et le contrdle : ###, p < 0.001.

4.3. Effet de I’alloxane et de I’extrait hydrométhanolique sur le taux de testostérone

Selon les données présentées dans la Figure 40, on observe une diminution significative
du taux de testostérone chez les rats diabétiques par rapport aux rats non diabétiques (p <
0.001), ce qui s’explique par le fait que 1’alloxane provoque le diabéte, entrainant une
déficience en insuline et une hyperglycémie. Cet état affecte la fonction des cellules de
Leydig, qui sont responsables de la production de testostérone dans les testicules (Parlar
Kopralt et al., 2023).
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Figure 40. Influence de I’alloxane et de I’administration de I’extrait hydrométhanolique de la
plante sur le taux de testostérone. Dia : groupe diabétique, PD1 : groupe normale traité par
I’extrait a la dose de 200 mg/kg, PD2 : groupe normale traité par I’extrait a la dose de 400
mg/kg, DiaPD1 : groupe diabétique + 200 mg/kg de I’extrait, DiaPD2 : groupe diabétique +
400 mg/kg de I’extrait. Les histogrammes représentent des différences significatives entre les
différents groupes et le groupe diabétique : *, p < 0.05, **, p < 0.01 ***, p < 0.001, et entre
les groupes diabétiques (traités et non traité) et le controle : *# p < 0.001.

Dans le groupe diabétique traité avec 1’extrait hydrométhanolique, nous avons observé
une augmentation significative du taux de testostérone par rapport aux rats diabétiques non
traités, avec des résultats statistiquement significatifs pour la dose 1 (p < 0.05) et la dose 2 (p
< 0.01). Ces résultats suggerent que 1’extrait pourrait augmenter les niveaux de testostérone
en stimulant les voies de production hormonale et en réduisant les dommages oxydatifs des

cellules productrices de testostérone (Ebrahim et Pool, 2010; Smith et al., 2020).

4.4 Effet de I’alloxane et de I’extrait hydrométhanolique sur le nombre de globules

rouges et de globules blancs

Selon la Figure 41, le nombre de globules rouges était significativement plus faible chez
les rats diabétiques comparativement au groupe témoin sain (p < 0.001), probablement en
raison d’un stress oxydatif induit par I’alloxane causant une hémolyse, glycation de
I’hémoglobine et une altération de 1’érythropoiése (Muhammad et al., 2012; Williams et al.,
2023). Cependant, I’administration d’un extrait de plante a amélioré cette réduction, avec des
rats diabétiques traités présentant des taux de globules rouges comparables a ceux des témoins

non diabétiques. Cette récupération est attribuée aux propriétés antioxydantes de 1’extrait, qui
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atténuent les dommages causés par les espéces d’oxygene réactives aux globules rouges, ainsi
qu’a son potentiel pour stimuler 1’érythropoi¢se et réduire la glycation de 1’hémoglobine
induite par I’hyperglycémie, améliorant ainsi la production des globules rouges (Dallatu et
al., 2010; Mbaka et Ogbonnia, 2017).
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Figure 41. Influence de I’alloxane et de I’administration de I’extrait hydrométhanolique de la
plante sur le nombre de globules rouges (A) et de globules blancs (B). Dia : groupe
diabétique, PD1 : groupe normale traité par 1’extrait a la dose de 200 mg/kg, PD2 : groupe
normale traité par 1’extrait a la dose de 400 mg/kg, DiaPD1 : groupe diabétique + 200 mg/kg
de D’extrait, DiaPD2 : groupe diabétique + 400 mg/kg de I’extrait. Les histogrammes
représentent des différences significatives entre les différents groupes et le groupe diabétique :
* p <0.05, **, p<0.01 *** p < 0.001, et entre les groupes diabétiques (traités et non traité)
et le contrdle : ¥# p < 0.001.

Comme illustré dans la Figure 41, les rats diabétiques induits par 1’alloxane présentaient
un nombre significativement accru de globules blancs (GB) par rapport au groupe témoin sain
(p < 0.001), suggérant une réponse inflammatoire et un stress oxydatif accrus (Hashim et al.,
2023). Le traitement par 1’extrait hydrométhanolique a entrainé une diminution progressive
du nombre de globules blancs, approchant les niveaux observés chez les témoins sains,
probablement en raison des propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes de I’extrait
(Essiet et al., 2020).
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4.5. Comparaison des poids des différents organes (rein, foie, et pancréas) entre les

groupes

Selon le Tableau 18, L'administration d'alloxane a induit une augmentation significative
du poids hepatique et rénal chez les rats diabétiques comparativement au groupe témoin (p <
0.001), tandis que le poids du pancréas a été significativement réduit dans le groupe
diabétique. Selon la Figure 42, le groupe diabétique non traité présente un poids relatif du foie
significativement plus élevé que celui du groupe diabétique traité (p < 0.01) ainsi que du
groupe témoin normal (p < 0.001). De méme, le poids relatif des reins est significativement
augmenté dans le groupe diabétique non traité par rapport au groupe diabétique traité et au
groupe témoin (p < 0.001). En ce qui concerne le poids relatif du pancréas, il reste quasiment
identique entre les groupes, sans différence statistiquement significative (p > 0.05), ce qui est

cohérent avec certaines études (Zafar et Naeem-ul-Hassan Naqvi, 2010; Zidi, 2010).

En revanche, le traitement par 1’extrait de plante a permis de normaliser ces paramétres,
avec une réduction du poids hépatique et rénal ainsi qu’une restauration partielle du poids

pancréatique, rapprochant ces valeurs de celles observées chez les rats non diabétiques.
Tableau 18. Poids des reins, du foie et du pancréas au moment du sacrifice.
Organe (g) Contrdle Dia PD1 PD2 DiaPD1 DiaPD2

Foie 7.89+0.02% 12.02+0.05° 7.84+0.01* 7.86+0.02% 10.02+0.04> 9.27+0.2°
Reins 0.86+0.028 1.41+0.01° 0.83+0.02® 0.86+0.01°  1.1+0.00°  1.08+0.01°
Pancréas  0.99+0.1*  0.72+0.01° 1.00+0.00° 0.99+0.01* 0.85+0.01° 0.83+0.01°

Dia : groupe diabétique, PD1 : groupe normale traité par I’extrait a la dose de 200 mg/kg, PD2 : groupe normale traité par
I’extrait a la dose de 400 mg/kg, DiaPD1 : groupe diabétique + 200 mg/kg de 1’extrait, DiaPD2 : groupe diabétique + 400
mg/kg de ’extrait. Les valeurs dans la méme ligne avec des exposants variés (a, b, et c) sont significativement différentes (p
<0.001).
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Figure 42. Influence de I’alloxane et de I’administration de 1’extrait hydrométhanolique de la
plante sur le poids relatif du foie (A), du rein (B), et du pancréas (C). Dia : groupe diabétique,
PD1 : groupe normale traité par I’extrait a la dose de 200 mg/kg, PD2 : groupe normale traité
par ’extrait a la dose de 400 mg/kg, DiaPD1 : groupe diabétique + 200 mg/kg de ’extrait,
DiaPD2 : groupe diabétique + 400 mg/kg de I’extrait. Les histogrammes representent des
différences significatives entre les différents groupes et le groupe diabétique : ***, p < 0.001,
ns, p > 0.05 et entre les groupes diabétiques (traités et non traité) et le controle : ## p <
0.001, ns, p > 0.05.

L'administration d'alloxane induit une réduction significative du poids pancréatique
chez les rats diabétiques. Cette atrophie pancréatique s'explique principalement par la
réduction de la taille et du nombre des ilots. Cette perte de cellules  entraine une diminution
de la production d’insuline et provoque des changements morphologiques tels que la
vacuolisation cytoplasmique, la dégradation de la membrane cellulaire, 1’cedéme et
I’infiltration inflammatoire, qui contribuent tous a endommager le tissu pancréatique et a
I’atrophie. En plus, I’augmentation du stress oxydatif et de la peroxydation lipidique exacerbe
davantage les Iésions tissulaires, ce qui conduit collectivement a une réduction marquée du

poids pancréatique chez les rats traités a I’alloxane (Klyueva et al., 2020; Shah et Khan,
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2014). La manque d’insuline causée par 1’alloxane perturbe aussi le métabolisme des graisses,
ce qui libére trop d’acides gras libres dans les tissus adipeux. Le foie absorbe ces acides gras,
mais il n’arrive pas a les transformer en triglycérides pour les exporter correctement a cause
d’un probléme dans la signalisation de 1’insuline, ce qui entraine une accumulation des graisse
(stéatose) accompagnée d’une inflammation, et d’une fibrose, ce qui provoque une
hypertrophie hépatique (Eluehike et Onoagbe, 2018; Lucchesi et al., 2015). Concernant les
reins, I’hyperglycémie induit une hyperfiltration glomérulaire associée a une vasodilatation,
une augmentation de la circulation sanguine et de la pression capillaire. Cette augmentation
du flux sanguin est la cause principale des troubles structurels et fonctionnels ; De plus, la
formation en exceés de produits de glycation avancée (AGEs) altére les tissus rénale, ce qui

entraine une augmentation du poids rénal (Pourghasem et al., 2014).

L’utilisation de I’extrait hydrométhanolique permet de ramener presque a la normale le
poids du pancréas, du foie et des reins. Les composés bioactifs contenus dans cet extrait
stimulent la sécrétion d’insuline, abaissent significativement la glycémie et corrigent les
altérations du métabolisme lipidique et glucidique. Par ailleurs, en réduisant le stress oxydatif
et I’inflammation, cet extrait contribue a prévenir 1’hypertrophie des organes (Tehseen et al.,

2022; C. Zhang et al., 2017).

4.6. Etude histologique
A. Foie

La structure histologique normale du foie a été observée dans le groupe contrdle sain
(Figure 43-A) ainsi que dans les groupes de rats sains traités avec 200 mg/kg d'extrait de
plante (Figure 43-C) et 400 mg/kg d'extrait de plante (Figure 43-D). Le groupe de rats
diabétiques non traités a révélé plusieurs lésions microscopigques, notamment une légére
destruction du parenchyme hépatique, une dilatation des veines centrales accompagnée de
congestion, ainsi que des altérations des cordons hépatiques et une dilatation sinusoidale. De
plus, certains hépatocytes présentaient une dégénérescence hydropique et une nécrose, avec la
présence de cellules binucléées (Figure 43-B). Les rats diabétiques traites avec 200 mg/kg
d'extrait de plante ont montré une légére dilatation des sinusoides et une rare présence de
dégénérescence hydropique des hépatocytes (Figure 43-E). Chez les rats diabétiques traités
avec 400 mg/kg d'extrait de plante, seule une dégenérescence hydropique rare des hépatocytes
a eté observée (Figure 43-F).
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Figure 43. Photomicrographies du tissu hépatique : A, Groupe témoin sain (Contrdle)
montrant un parenchyme hépatique et des hépatocytes normaux. B, Groupe diabétique non
traité (DIA) révélant une légere destruction du parenchyme hépatique (téte de fleche noire),
une dilatation des veines centrales avec congestion (téte de fleche jaune), une dilatation
sinusoidale (téte de fleche verte), une dégénérescence hydropique des hépatocytes (téte de
fleche rouge), une nécrose des hépatocytes (téte de fleche grise) et des hépatocytes binucléés
(téte de fleche bleue). C, Groupe sain traité avec 200 mg/kg d'extrait de plante (PD1)
montrant un parenchyme hépatique et des hépatocytes normaux. D, Groupe sain traité avec
400 mg/kg d'extrait de plante (PD2) montrant un parenchyme hépatique et des hépatocytes
normaux. E, Groupe diabétique traité avec 200 mg/kg d'extrait de plante (DiaPD1) montrant
une légere dilatation des sinusoides (téte de fleche verte) et une dégénérescence hydropique
des hépatocytes (téte de fleche rouge). F, Groupe diabétique traité avec 400 mg/kg d'extrait de
plante (DiaPD2) montrant une dégénérescence hydropique des hépatocytes (téte de fleche
rouge), (Coloration H&E, grossissement 10x).

B. Rein

Le groupe témoin sain (Controle) ainsi que les groupes sains traités avec 200 mg/kg et
400 mg/kg d'extrait de plante présentaient une morphologie rénale normale (Figure 44-A, C,
D). En revanche, dans les reins des rats du groupe diabétique non traité (DIA), plusieurs
Iésions microscopiques ont été observées, notamment une destruction du parenchyme rénal,
une dilatation des tubules, ainsi qu'une dégénérescence hydropique et une nécrose des cellules
épithéliales tubulaires. De plus, des infiltrats inflammatoires focaux ont été notés dans les
zones inter-tubulaires, accompagnés d'un rétrécissement des glomeérules et d'une adhérence de
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I'épithélium a la membrane basale glomérulaire (Figure 44-B). L'histopathologie associée au
diabete était significativement atténuée dans les reins des rats du groupe diabétique traité avec
200 mg/kg d'extrait de plante (DiaPD1), bien qu'une légére nécrose ait été observée dans les
cellules épitheliales tubulaires (Figure 44-E). Une légére nécrose a également été détectee
dans certaines cellules épithéliales tubulaires chez les rats du groupe diabétique traité avec
400 mg/kg d'extrait de plante (DiaPD2). Toutefois, les tubules et les glomérules de ces
derniers étaient généralement comparables a ceux du groupe témoin (Figure 44-F).
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Figure 44. Photomicrographies du tissu rénal : A, Groupe témoin sain (Contr6le) montrant
des tubules et un tissu interstitiel normaux. B, Groupe diabétique non traité (DIA) révélant
une destruction du parenchyme rénal (téte de fleche rouge), une dilatation des tubules (téte de
fleche noire), une dégénérescence hydropique des cellules épithéliales tubulaires (téte de
fleche jaune), une nécrose des cellules épithéliales tubulaires (téte de fleche bleue), une
infiltration de cellules inflammatoires (téte de fléche grise) et un rétrécissement des
glomérules avec adhérence de I'épithélium a la membrane basale glomérulaire (téte de fleche
verte). C, Groupe sain traité avec 200 mg/kg d'extrait de plante (PD1) montrant des tubules et
un tissu interstitiel normaux. D, Groupe sain traité avec 400 mg/kg d'extrait de plante (PD2)
présentant des tubules et un tissu interstitiel normaux. E, Groupe diabétique traité avec 200
mg/kg d'extrait de plante (DiaPD1) montrant une légére nécrose des cellules épithéliales
tubulaires (téte de fleche bleue). F, Groupe diabétique traité avec 400 mg/kg d'extrait de
plante (DiaPD2) révélant également une légere nécrose des cellules épithéliales tubulaires
(téte de fleche bleue). (Coloration H&E, grossissement 10x%).

Page | 99



Chapitre 111 Résultat et Discussion

C. Pancréas

La structure histologique du pancréas était normale dans le groupe contréle sain (Figure
45-A) ainsi que dans les groupes de rats sains traités avec 200 mg/kg et 400 mg/kg d'extrait de
plante (Figures 45-C, D). En revanche, le groupe diabétique non traité présentait des
modifications dégénératives et nécrotiques au niveau des flots de Langerhans, avec une perte
cellulaire importante et une atrophie des Tlots. Une dégénérescence hydropique et une
dégranulation ont été observées dans le cytoplasme des cellules B dégénérées des Tlots de
Langerhans (Figure 45-B). Une récupération significative a été observée dans les Tlots de
Langerhans des groupes diabétiques traités avec 200 mg/kg et 400 mg/kg d'extrait de plante,
ou les altérations des Tlots causées par la toxicité de I’alloxane ont été prévenues (Figures 45-
E, F).
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Figure 45. Photomicrographies du tissu pancréatique : A, Groupe témoin sain (contrble)
montrant une structure histologique normale du pancréas. B, Groupe diabétique non traité
(DIA) révélant une nécrose dans les Tlots de Langerhans (téte de fleche noire), une perte
cellulaire dans les Tlots (téte de fleche bleue), une atrophie des Tlots (téte de fleche verte), et
une dégénérescence des cellules f des ilots avec dégranulation hydropique (téte de fléche
rouge). C, Groupe sain traité avec 200 mg/kg d'extrait de plante (PD1) montrant une structure
histologique normale du pancréas. D, Groupe sain traité avec 400 mg/kg d'extrait de plante
(PD2) présentant une structure histologique normale du pancréas. E, Groupe diabétique traité
avec 200 mg/kg d'extrait de plante (DiaPD1) montrant une structure histologique normale du
pancréas. F, Groupe diabétique traité avec 400 mg/kg d'extrait de plante (DiaPD2) révélant
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également une structure histologique normale du pancréas. (Coloration H&E, grossissement
10x%).

Au cours de I’expérimentation, trois rats sont décédés. Cependant, les deux doses
utilisées ont produit des effets comparables sur les parametres étudiés, sans indication d’effet
toxique. Par ailleurs, les résultats obtenus dans cette étude sont cohérents avec les
observations précédemment rapportées sur la méme plante. Citons 1’étude de Tas et al.
(2018), qui a mis en évidence une activité similaire : ils ont démontré que I’extrait
hydroalcoolique du fruit de Myrtus communis possede un effet hypoglycémiant,
hypolipidémiant et une activité inhibitrice du stress oxydatif chez des rats diabétiques induits
par le streptozotocine (STZ). De méme, Talebianpoor et al. (2019) ont observé des effets

comparables en utilisant I’extrait hydroalcoolique des fruits de M. communis.
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Conclusion et Perspectives

Les travaux menés dans le cadre de cette thése ont permis d’évaluer le potentiel
pharmacologique des extraits de deux plantes médicinales, Myrtus communis et Centaurea
papposa, a travers une approche combinant 1’analyses phytochimiques, 1’études in vitro, la

modélisation moléculaire et I’évaluations in vivo.
Les objectifs de cette thése ont été les suivants :

e Réaliser une caractérisation phytochimique de deux plantes médicinales, désignées
Centaurea papposa et Myrtus communis, afin d’identifier leurs principaux composés

bioactifs.

e Evaluer in vitro des activités biologiques des extraits de ces plantes, incluant leur
potentiel antioxydant, leur capacité a inhiber diverses enzymes (alpha-amylase, alpha-
glucosidase, cholinestérases, tyrosinase et uréase), leur activité antibactérienne, ainsi que

leur efficacité en tant que facteur de protection solaire.
e FEtudier I’activité anticancéreuse spécifique de la plante Centaurea papposa.

e Mener des études de docking moléculaire pour explorer les interactions potentielles entre

les composés détectés et leurs cibles enzymatiques.

e Effectuer une évaluation in vivo de I’activité antidiabétique de la plante Myrtus communis

afin de confirmer ses effets pharmacologiques dans un modele biologique pertinent.

Selon nos résultats, les extraits de Myrtus communis ont démontré des activités
antioxydantes et antibactériennes significatives ainsi qu’une inhibition notable des enzymes
cholinestérases. Par ailleurs, ils ont révélé une capacité marquée a inhiber les enzymes clés
impliquées dans la digestion des glucides, notamment 1’alpha-amylase et 1’alpha-glucosidase.
Ces observations suggerent que Myrtus communis constitue une source naturelle prometteuse
d’antioxydants et pourrait étre envisagée comme complément alimentaire potentiel,
contribuant a la prévention ou a I’atténuation des pathologies liées au stress oxydatif et aux

désordres métaboliques.

Paralléelement, 1’étude des extraits de Centaurea papposa n’a pas présenté d’activité
inhibitrice significative sur les enzymes étudiées, mais a révélé une activité antioxydante
puissante, particulierement marquée dans les extraits polaires, ainsi qu’une activité

antibactérienne notable, surtout pour 1’extrait chloroformique. De plus, I’extrait d’acétate de
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cette plante a démontré une activité anticancéreuse puissante sur deux lignées cellulaires,
ouvrant des perspectives intéressantes pour le développement de nouveaux agents

anticancéreux d’origine naturelle.

En outre, les extraits de Myrtus communis et Centaurea papposa ont également montré
une activité significative en tant qu’agents de protection solaire, suggérant leur intérét
potentiel dans le développement de formulations cosmétiques visant & protéger la peau contre

les dommages induits par les rayons ultraviolets.

Afin de mieux comprendre les interactions moléculaires a 1’origine de ces effets
enzymatiques et bactériennes, une étude de docking moléculaire a été realisée sur les
principaux composes identifiés dans les deux plantes en ciblant 1’alpha-amylase, 1’alpha-
glucosidase, les cholinestérases, et la dihydroptéroate synthase (DHPS). Cette modélisation a
permis de confirmer I’affinité et la stabilité des liaisons entre ces composés bioactifs et les
sites catalytiques des enzymes, renfor¢ant ainsi 1’hypothése de leurs role inhibiteur et leurs

potentiel pharmacologique.

Par ailleurs, I’évaluation in vivo de [Iactivit¢ antidiabétique de [’extrait
hydrométhanoliques de Myrtus communis a révélé une amélioration significative du profil
biochimique, notamment une réduction des concentrations sanguines de glucose et une
modulation favorable du bilan lipidique. Ces effets bénéfiques ont été confirmés par les
analyses histopathologiques, qui ont mis en évidence une restauration partielle des structures
des organes affectés par le diabete chez les animaux traités. Ces résultats confirment le
potentiel thérapeutique de Myrtus communis dans la gestion du diabéte et de ses

complications associées.

Ces résultats s’inscrivent dans le cadre des recherches actuelles valorisant les plantes
médicinales comme sources prometteuses de composés thérapeutiques. Toutefois, il serait

pertinent de prolonger cette étude en envisageant les axes de recherche suivants :

e L’application de techniques d’extraction innovantes afin d’optimiser le rendement et la

diversité des composés bioactives,

e L’isolement, la purification et la caractérisation structurale des molécules bioactives

responsables des activités biologiques observées,

e [’évaluation approfondie in vivo des effets de ces deux plantes sur le stress oxydatif,
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L’exploration des mécanismes d’action moléculaires impliqués, afin de mieux

comprendre leur mode d’efficacité,

L’étude de la toxicité et de la sécurité¢ d’emploi des extraits et des composés isolés afin de

garantir leur innocuité pour une utilisation thérapeutique.
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