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Résumé

Mentha pulegium et Santolina chamaecyparissus sont deux plantes médicinales, largement
utilisées en pharmacopée traditionnelle pour le traitement de nombreuses maladies. Ce travail
porte sur I’étude phytochimique et la recherche des activités biologiques des extraits bruts
hydrométhanoliques obtenus de la partie aérienne des deux plantes et leurs fractions riches en
composés phénoliques (éther diéthylique, acétate d’éthyle et n-butanol). L’analyse du profil
phytochimique des fractions riches en composés phénoliques de M. pulegium et S.
chamaecyparissus a été effectuée a 1’aide d’une chromatographie liquide a haute performance
RP-HPLC-PDA. En outre, le test d’hémolyse a €été réalisé in vitro, afin d’étudier la toxicité
des différents extraits et fractions vis-a-vis des érythrocytes humaines. L’activité antioxydante
a ¢été évaluée par différentes méthodes basées sur le transfert d’atome d’hydrogeéne et le
transfert d’électron singulier : 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH), [2,2'-azino-bis (acide
3 éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)] (ABTS), radical galvinoxyle (GOR), radical
superoxyde, la PAOT-liquide®, la capacité antioxydante réductrice du cuivre (CUPRAC),
pouvoir réducteur du fer, phénanthroline, et blanchissement du B-caroténe. L’évaluation de
I’activité anti-hémolytique a été réalisée par la mise en contact des globules rouges
préalablement incubées avec les extraits a différentes concentrations en présence de AAPH
(2,2"-azobis(2-aminodipropane, dihydrochloride). Tandis que 1’activité antidiabétique des
extraits a été étudiée in vitro en évaluant leurs pouvoirs inhibiteurs vis-a-vis de 1’a-amylase et
de l'a-glucosidase. L’évaluation de I’activité antiglycation a été également réalisée. Enfin,
I’inhibition du cholinestérase a été évaluée vis-a-vis de 1’acétylcholinestérase (AChE) et la
butyrylcholinestérase (BChE). Les résultats obtenus ont montré que I’ensemble des extraits
ne sont pas toxiques vis-a-vis des érythrocytes humaines a 1’exception des extraits bruts
hydrométhanoliques qui ont présenté une faible toxicité a la concentration de 200 mg/ml. La
fraction acétate d'éthyle, la plus riche en composés phénoliques, des deux plantes étudiées, a
présenté un potentiel intéressant du piégeage des radicaux libres (DPPH, ABTS, GOR,
superoxyde), de réduction du fer et du cuivre, d’inhibition de blanchissement du B-caroténe et
un effet anti-hémolytique le plus puissant. La fraction acétate d'éthyle a enregistré également
la meilleur activité antiglycation et a exercé les activités inhibitrices les plus élevées vis-a-vis
de l'a-amylase (Clso= 16,37 = 0,11 pg/ml pour M. pulegium et Clsp =13,73 + 0,41 pg/ml pour
S. chamaecyparissus) de l'a-glucosidase (Clso = 61,85 £ 1,69 pg/ml pour M. pulegium et Clsg
= 15,62 £ 0,16 ug/ml pour S. chamaecyparissus), de I'AChE (Clso = 3,13 £ 0.05 pug / ml pour
M. pulegiumet Clsop = 7,82 £ 0,00 pg/ml pour S.chamaecyparissus) et de la BChE (Clso
=12,97 £ 0,20 pour M. pulegium et Clsp = 7,25 £ 0,45 pg/ml pour S. chamaecyparissus). Ces
activités sont supérieures a celles de I'Acarbose et de la Galantamine utilisés comme
médicaments standard. L'analyse chromatographique a révélé la présence de l'acide gallique,
I'acide p-coumarique, l'acide férulique, la rutine, la naringénine et la quercétine dans cette
fraction. Ces résultats montrent que M. pulegium et S. chamaecyparissus constituent une
source prometteuse d'antioxydants, qui pourraient étre utiles dans la prévention et les
thérapies des maladies associees au stress oxydatif, y compris le diabete sucré et la maladie
d'Alzheimer.

Mots clés: M. pulegium, S. chamaecyparissus, composés phénoliques, RP-HPLC-PDA,
activité antioxydante, activité anti-hémolytique, activité antidiabétique, activité anti-
Alzheimer.



Abstract

Mentha pulegium and Santolina chamaecyparissus are two medicinal plants, widely used in
traditional pharmacopoeia to treat many diseases. This work focused on the phytochemical
study and the search for biological activities of the hydromethanolic crude extracts obtained
from the aerial part of the two plants and their fractions rich with phenolic compounds
(diethyl ether, ethyl acetate and n-butanol). The analysis of the phytochemical profile of the
extracts of M. pulegium and S. chamaecyparissus was carried out using a high-performance
liquid chromatography RP-HPLC-PDA. The in vitro hemolytic test was used to measure the
toxicity of the different extracts and fractions on human erythrocytes. The antioxidant
activity was evaluated by methods based on hydrogen atom transfer and singular electron
transfer; 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), [2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid)] (ABTS), galvinoxyl radical (GOR), superoxide radical, liquid-PAOT®, copper
reducing antioxidant capacity (CUPRAC), ferric reducing activity, phenanthroline and p-
carotene bleaching, The evaluation of the anti-hemolytic activity was carried out by
contacting the human red blood cells with the extracts at different concentrations tested in the
presence of AAPH (2,2-azobis(2-aminodipropane, dihydrochloride). The antidiabetic activity
of the extracts was studied in vitro by evaluating their ability to inhibit a-amylase and a-
glucosidase. The evaluation of the antiglycation was also carried out. Finally, the inhibition of
cholinesterase was estimated by two enzymes acetylcholinesterase (ACHE) and
butyrylcholinesterase (BChE). The results obtained showed that all the extracts are not toxic
to human erythrocytes with the exception of the crude hydromethanolic extracts which
showed low toxicity at a concentration of 200 mg/ml. The ethyl acetate fraction, the richest in
phenolic compounds of the two plants studied, had an interesting potential for trapping free
radicals (DPPH, ABTS, GOR, superoxide), reducing iron and copper, -carotene bleaching
inhibition and the most powerful anti-hemolytic effect. The ethyl acetate fraction also
recorded the best antiglycation activity and exercised the highest inhibitory activities of a-
amylase (ICso =16,37+0,11 pg/ml for M. pulegium and ICsp =13,73 + 0,41 pg/ml for S.
chamaecyparissus) a-glucosidase (ICso = 61,85 + 1,69 pg/ml for M. pulegium and ICso =
15,62 £ 0,16 pg/ml for S. chamaecyparissus), AChE (ICso = 3,13 £ 0,05 pg / ml for M.
pulegium and ICsp = 7,82 + 0,00 pg/ml for S. chamaecyparissus) and of the BChE (IC50
=12,97 = 0,20 for M. pulegium and ICso = 7,25+ 0,45 pg/ml for S. chamaecyparissus), its
activity was higher than that of Acarbose and Galantamine used as standard drugs.
Chromatographic analysis revealed the presence of gallic acid, p-coumaric acid, ferulic acid,
rutin, naringenin and quercetin in this fraction. These results show that M. pulegium and S.
chamaecyparissus are a promising source of antioxidants, which could be useful in the
prevention and therapies of diseases associated with oxidative stress, including diabetes
mellitus and Alzheimer's disease.

Key words: M. pulegium, S. chamaecyparissus, phenolic compounds, RP-HPLC-PDA,
antioxydant activity, anti-hemolytic activity, antidiabetic activity, anti-Alzheimer activity.
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Introduction

Les radicaux libres (ERO/ERN) jouent un réle important dans le processus d'oxydation, ce
qui conduit & l'initiation et & la progression de diverses maladies chroniques non transmissibles
telles que les maladies cardiovasculaires et inflammatoires, le cancer, la cataracte, le diabéte
sucré et la maladie d’Alzheimer (Bahadori et al., 2017 ; Asghari et al., 2018).

Le diabete sucré est 'une des maladies non transmissibles les plus répondues dans le
monde, il a atteint des proportions alarmantes; prés d’un demi-milliard de personnes dans le
monde vivent avec le diabete. Actuellement, chaque année 3,2 millions de personnes dans le
monde meurent des complications associées au diabéte nécessitant I'importance de poursuivre
la recherche pour le développement de nouvelles méthodes a la fois pour prévenir et traiter
cette maladie (Vinayagam et al., 2016 ; FID, 2019). L'une des approches thérapeutiques pour
traiter le diabéte de type 2 consiste a diminuer I'hyperglycémie postprandiale en ralentissant
l'absorption intestinale du glucose par l'inhibition de l'a-amylase et 'a-glucosidase (Asgar,
2013 ; Lordan et al., 2013 ; Ceylan et al., 2016).

La maladie d’Alzheimer est une maladie neurodégénérative caractérisée par la
détérioration progressive de la mémoire et d'autres fonctions cognitives (Chen et al., 2018). En
2019, les données épidémiologiques révelent qu’il y a plus de 50 millions de personnes
touchées dans le monde et ce nombre pourrait atteindre 152 millions d'ici 2050 (ADI, 2019).
L'une des principales approches thérapeutiques pour le traitement de la maladie d’Alzheimer
consiste a augmenter les taux d'acétylcholine (ACh) dans le cerveau a l'aide d'inhibiteurs de la
cholinestérase. Ces derniers bloquent les fonctions d’AChE (acétylcholinestérase) et de BChE
(butyrylcholinestérase) qui sont les enzymes hydrolytiques de I'ACh (Zengin et al., 2015 ;
Bahadori et al., 2016 ; Feng et al., 2017).

L’utilisation des molécules pharmaceutiques de synthése pour le traitement du diabéte
sucré et de la maladie d'Alzheimer présentent des effets secondaires qui limitent leur utilisation
clinique et nécessitent la recherche de nouvelles molécules naturelles plus efficaces et moins ou
non toxiques (Hyun et al., 2014 ; Algahtani et al., 2020 ; Riaz et al., 2020).

Les plantes médicinales sont une source de divers composés bioactifs appelés métabolites
secondaires qui présentent un large éventail de propriétés pharmacologiques, notamment anti-
inflammatoire, anticancéreuse, antioxydante, antidiabétique et anti-Alzheimer (Bahadori et al.,
2017 ; Asghari et al., 2018).

Selon 1’organisation mondiale de la santé (OMS), plus de 80% de la population mondiale
ont recours a la médecine traditionnelle a base de plantes en tant que soins de santé primaire

(OMS, 2000 ; Bouzabata et Yavuz, 2019). Les plantes médicinales suscitent un interét
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croissant dans la recherche scientifique a I’echelle mondiale. 1l existe environ 50000 & 70000
espéces vegétales utilisées dans la phytothérapie a travers le monde (llbert et al., 2016).

L’ Algérie posséde 1’une des flores les plus diversifiées du bassin méditerranéen. Cette flore
regroupe environ 3744 especes végétales dont 125 especes sont largement utilisées en
médecine traditionnelle sans aucune valorisation scientifique en phytochimie ainsi qu’en
pharmacologie (Quezel et Santa, 1963 ; Halimi, 2014 ; Miara et al., 2019).

Dans le cadre de la valorisation des propriétés thérapeutiques des plantes médicinales de la
flore algérienne et la recherche de nouvelles molécules bioactives, le présent travail porte sur la
caractérisation du profil phytochimique et 1’évaluation de I’activité antioxydante, antidiabétique
et anti-Alzheimer des extraits bruts hydrométhanoliques et leurs fractions riches en composés
phénoliques, préparés a partir de la partie aérienne des deux plantes médicinales et
aromatiques: Mentha pulegium L. (Lamiacées), communément appelé Fliou, et Santolina
chamaecyparissus L(Astéracées), connue sous le nom de Jaada. Ces deux éspeces sont tres
répandues dans la région méditerranéenne et utilisées dans divers industries alimentaires,
cosmétiques et pharmaceutiques (Da Silva, 2004 ; Rodrigues et al., 2013 ; Khonche et al.,
2017 ; Kelidari et al., 2021).

La méthodologie de cette étude se résume dans les points suivants :

1. Préparation des extraits bruts hydrométhanoliques et des fractions riches en composés
phénoliques de la partie aérienne de Mentha pulegium L. et de Santolina chamaecyparissus
L;

2. Screening phytochimique des différents extraits préparés des plantes étudiees et dosage
quantitative des composés phénoliques: polyphénols totaux et flavonoides totaux ;

3. Séparation et identification des fractions riches en composés phénoliques par une analyse
RP-HPLC-PDA (Reversed Phase-High Performance Liquid Chromatography-Photo Diode
Array) ;

4. Etude de la toxicité : recherche d’effet hémolytique vis-a-vis des globules rouges humains ;
5. Evaluation de I’activité antioxydante in vitro par différentes méthodes ;

6. Evaluation de I’activité antidiabétique : recherche d’effet inhibiteur vis-a-vis de I’a-amylase

et de I’a-glucosidase et recherche de 1’activité antiglycation ;

7. Evaluation de [Dactivité anti-Alzheimer: recherche d’effet inhibiteur vis-a-vis de

I'acétylcholinestérase (AChE) et butyrylcholinestérase (BChE).
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Le stress oxydatif est un processus physiopathologique dans lequel la génération des
radicaux libres dépasse les défenses antioxydantes. Il se traduit par la formation excessive ou la
suppression insuffisante des radicaux libres (RLS) résultant, soit d’un manque de capacité

antioxydante, soit d’une surabondance des RLs (Persson et al., 2014 ; Pisoschi et Pop, 2015).

Les RLs sont des espéces chimiques qui possédent un ou plusieurs électrons célibataires sur
leurs couches périphériques, rendant ainsi ces especes particulierement instables (Durand et
al., 2013). IIs sont trés réactifs et répartis en especes réactives de 1’oxygene (ERO), qui
comprennent des dérivées radicalaires comme 1’anion superoxyde (O2"”) ou le radical hydroxyle
(OH"), et certains dérivés oxygénés non radicalaires dont la toxicité est importante tel que le
peroxyde d’hydrogéne (H20>), et en espéces réactives de 1’azote (ERN) qui dérivent de 1’oxyde
nitrique ou le monoxyde d’azote (NO) (Tableau 1) (Sosa et al., 2013 ; Pisoschi et Pop, 2015 ;
Weidinger et Kozlov, 2015).

Tableau 1. Différents types des especes réactives (Gutowski et Kowalczyk, 2013)

Espeéces radicalaires Espeéces non radicalaires
Nom Symbole Nom Symbole
Anion superoxyde 0y Acide hypochlorique HOCI
Monoxyde d’azote NO* Oxygéne singulet 10,
Radical alkoxyle RO’ Peroxyde d’hydrogene H.0,
Radical hydroxyle OH' Peroxyde organique ROOH
Radical peroxyle ROO’ Peroxynitrite ONOO

Les sources de ces radicaux libres sont trés variées, elles peuvent avoir diverses origines, soit
exogéne tel que des facteurs environnementaux comme 1’exposition prolongée au soleil, les
irradiations (ultraviolets, ionisants), le tabagisme, la consommation excessive d'alcool et de
médicaments, le contact avec des agents cancérigenes, la pollution, les réactifs chimiques, les
solvants industriels, soit endogéne comme la chaine de transport des électrons dans les
mitochondries, les phénomenes inflammatoires chroniques ou aigues (Franco et al., 2009 ;
Pickering et al., 2013).

En fonction de leur concentration, les RLs peuvent avoir un role physiologique ou un effet
toxique. A faibles concentrations, les RLs ont des fonctions physiologiques importantes qui

peuvent étre résumées dans le Tableau 02.
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Tableau 2. Principaux réles physiologiques des radicaux libres et ses dérivés (Droge, 2002 ;
Favier, 2003)

Espece Role physiologique
» Transduction du signal ;
Espéces » Relaxation du muscle lisse ;
réactives de > Activation du facteur nucléaire (NF-xB) responsable de 1’expression du
Poxygene geéne de I’interleukine 2 (IL-2) ;
(ERO)
» Activation de la protéine kinase C ;
» Induction et exécution du phénoméne d’apoptose.
» Inhibition de I’agrégation plaquettaire ;
Espéces » Régulation des voies de transduction du signal ;
réactives de > Stimulation de la production de protéines anti-apototiques ;
I’azote (ERN) - .
» Activation des MAPK des cellules endothéliales et monocytes.

Lorsque la production des RLs (ERO et ERN) est trop élevée et dépasse les défenses
antioxydantes de 1’organisme, leurs effets deviennent déléteres pour les cellules et diverses
fonctions physiologiques. Ils provoquent ainsi des altérations irréversibles des macromolécules
(Oxydation d’ADN, des protéines et des lipides) (Favier, 2003 ; Sanchez, 2017 ; Ighodaro et
Akinloye, 2018).

L’oxydation peut endomager I’ADN nucléaire et I’ADN mitochondrial par oxydation des
bases nucléotidiques (bases puriques et pyrimidiques) ainsi que la repture du squelette
désoxyribose en provoquant la coupure des brins (Favier et al., 2003 ; Burton et Jauniaux,
2011 ; Charbon et al., 2014). Ces modifications sont a I’origine d’un arrét d’induction de la
transcription, a des erreurs de réplication et a une instabilité génomique impliquées dans le

déclenchement du cancer et le vieillissement (Favier et al., 2003 ; Zhang et al., 2013).

Les protéines sont également sensibles a 1’oxydation par les RLs. Cette oxydation touche la
chaine latérale de certains acides amines constitutifs des proteines notamment les acides amines
soufrés et aromatiques. Les protéines exposées au phénomeéne d’oxydation deviennent trés
hydrophobes, soit par suppression des groupements amines ionisables, soit par extérioration des
zones hydrophobes centrales. Ces modifications sont irréparables et font perdent aux protéines

leurs propriétés biologiques, en particulier leurs activités enzymatiques et deviennent beaucoup
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plus sensibles a I’action des protéases (Davis et al., 2001 ; Durac¢kova, 2008 ; Rahal et al.,
2014).

Les lipides dont les acides gras polyinsaturés et les phospholipides membranaires
représentent également la cible privilégiée de 1’attaque radicalaire, notamment par le radical
hydroxyle (OH") qui est capable d’arracher un atome hydrogene sur les carbones situés entre
deux doubles liaisons pour former un radical diene conjugué, oxydé en radical peroxyle, ce qui
provoque une augmentation croissante de la perméabilité des membranes cellulaires induisant
une altération irréversible des propriétés fonctionnelles de la cellule, pouvant aller jusqu’a la
lyse compléte (Favier et al., 2003 ; Miwa et al., 2008 ; Cotticelli et al., 2013).

Les dommages oxydatifs induits par les RLs contribuent a la pathogenése et a la
pathophysiologie de différentes maladies, principalement les maladies neurodégénératives
(Alzheimer et Parkinson), les maladies cardiovasculaires, le cancer et le diabéte sucré (Toda,
2011; Maulik et al., 2013 ; Rabiei et al., 2019).

Selon I’OMS, le diabéte sucré 7°™ cause de décés dans le monde, est un trouble endocrinien
et métabolique, caractérisé par une hyperglycémie chronique résultant d’une carence en
insuline ou une insensibilité & I'insuline ou une combinaison entre les deux anomalies. Il affecte
le métabolisme normal des glucides, des lipides et des protéines, déclenchant de nombreux
changements dans le systéme biochimique du corps (OMS, 2016 ; Stojkovic et al., 2019).

En 2017, la fédération internationale du diabéte (FID) a déclaré que le diabéte sucré a causé
4 millions de décés dans le monde. Selon la fédération internationale du diabéte (FID) (2019),
le nombre des diabétiques dans le monde est estimé a 463 millions de personnes. Ce nombre est
supposé dépasser 578 millions en 2030 et 700 millions en 2045 (Basit et al., 2018).

En Algérie, le diabete sucré occupe la deuxiéme place parmi les maladies chroniques non
transmissibles les plus fréquentes (FID, 2017). Les données épidémiologiques ont enregistré
une augmentation de 80% entre 2003 et 2017 avec une prévalence de 8,9% de diabétiques soit
de plus de 4,5 millions des cas diabétiques (FID, 2019).

Selon ’ADA, (2014), il existe quatre types de diabéte, le diabéte de type 1, le diabéte de
type 2, le diabete gestationnel et autres formes de diabete, dans lesquels les facteurs génétiques
et environnementaux peuvent jouer un réle dans la pathogeneése de ces types de diabéte (Skyler
et al., 2017).

Le diabete de type 1 (DT1), également connu sous le nom de diabéte insulino-dépendant,

représente 5 a 10% des diabétiques, résultant d'un dysfonctionnement des cellules
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pancréatiques, d'une réduction de la libération d'insuline et d'une diminution des taux d'insuline
circulatoire (ADA, 2014). Cette forme de diabéte se manifeste le plus souvent chez I'enfant et
I'adolescent (Ozturk et al., 2018). La physiopathologie du DT1 est dominée par la destruction
auto-immune des cellules B des ilots de langerhans du pancréas, ce qui conduit a une
dépendance a I’insuline exogéne (OMS, 2016 ; FID, 2019). La symptomatologie clinique
apparait lorsque plus de 80% de ces cellules sont détruites et 1’insulinémie devient insuffisante

pour maintenir la glycémie normale (Perlemuter et Morin, 2003 ; Batina et al., 2010).

Le diabéte de type 2 (DT2), est la forme la plus fréquente du diabete. Il représente environ
90 a 95% des patients diabétiques. C’est une maladie non auto-immune caractérisée par une
réponse inadéquate a I'insuline (sensibilité réduite a I'insuline) ou une insulinorésistance (ADA,
2014). Cette forme du diabéte s’établie le plus souvent chez les personnes adultes et
majoritairement en surpoids (Infante-Garcia et Garcia-Alloza, 2019). La physiopathologie du
diabéte de type 2 se caractérise par une phase prédiabétique (asymptomatique) et une phase
diabétique (symtomatique).

Le diabéte gestationnel est un autre type de diabéte qui survient chez les femmes enceintes
pendant la grossesse, sa prévalence est comprise entre 3 et 6%. Certains de ces états peuvent
disparaitre, d’autres peuvent persister, voire méme s’aggraver (Monnier, 2019). Ce type du
diabéte est lié a une résistance a I’insuline et/ou déficit de sécrétion d’insuline et qui disparait

apres I’accouchement (FID, 2019).

Les autres formes du diabete sucré sont le diabete de maturité (MODY : Maturity Onset
Diabetes of the Young) qui est due a un dysfonctionnement génétique des cellules P et
survenant chez I’enfant, et le diabéte secondaire a diverses endocrinopathies (Marsaudon,
2011 ; FID, 2017).

Plusieurs criteres sont proposés par I’association américaine du diabete (ADA, 2020) et
reconnus par 1’organisation mondiale de la santé (OMS) pour le diagnostic du diabete: Une
glycémie a jeun > 1,26 g/l (7,0 mmol/l) verifiee a deux reprises, une glycémie (sur plasma
veineux) > 2 g/l (11,1 mmol/l) 2 heures apres une charge orale de 75 g de glucose (HGPO), une

glycémie postprandiale > 2 g/l et un taux d” HbA1c (hémoglobine glyquée) > 6,5%.

L’hyperglycémie chronique est associée a un dysfonctionnement des organes et a
I’apparition des complications microangiopathiques et macroangiopathiques (Figure 1). Les
complications microangiopathiques touchent les petits vaisseaux sanguins. Elles se manifestent

au niveau des yeux (la rétinopathie), des reins (la néphropathie) et des nerfs (la neuropathie).
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Alors que les complications macroangiopathiques touchent les grosses artéres du cceur et du
cerveau et provoquent des accidents cardiovasculaires et cérebraux (OMS, 2016 ; FID, 2019 ;
ADA, 2020).

Les principales

complications du diabéte”

cerveauet circulation cérébrale

yeux maladie cérébrovasculaire

rétinopathie

coaur et circulation coronarienne
maladie cardiovasculaire
(infarctus)

reins
néphropathie

systeme nerveux périphérique
neuropathie

membres inférieurs

maladie vasculaire -
périphérique

pied
ulcére etinfections

Figure 1: Complications du diabéte sucré (FID, 2006)

Bien que le traitement pharmacologique soit indispensable dans la prise en charge de la
majorité des états diabétiques, la plupart des recommandations ne reconnaissent que les
mesures hygieno-diététiques dont I’alimentation et 1’activité physique restent I'une des bases de

la thérapeutique du diabete (Monnier, 2019).

Le traitement du diabete sucré dépend du type de diabéte et du degré du déficit en insuline.
Pour le traitement de DT1, I’insulinothérapie reste le moyen le plus efficace pour combler la
carence insulinique associée a des mesures hygiéno-diététiques (Barau et al., 2016). La
transplantation d’ilots pancréatiques est une approche thérapeutique également utilisée pour le

traitement de DT1 (Kessler et Moreau, 2010).

Le DT2, peut étre contrélé dans les stades précoces de la maladie par un régime alimentaire
équilibré, modérément hypocalorique, riche en fibres alimentaires et en acides gras insatureés,

ainsi qu’une activité physique régulicre, si I’équilibre glycémique n’est pas atteint, un recours
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aux medicaments antidiabétiques oraux (ADO) en association ou pas avec I’insuline est

obligatoire.

Les ADO agissent par différents mécanismes d’action, comme des insulinosécréteurs, des
insulinosensibilisateurs ou des ralentisseurs de I’absorption intestinale du glucose. L’arsenal
des ADO comprend les sulfamides hypoglycémiants, les glinides, les analogues du glucagon-
like peptide-1 (GLP-1), les inhibiteurs de dipeptidyl-peptidase-4 (DPP-4)), les biguanides, les
inhibiteurs de transporteurs sodium-glucose de type 2(SGLT-2) et les inhibiteurs des a-
glucosidases (figure 2) (ADA, 2009 ; Barau et al., 2016 ).

(" INTESTIN ") —
| i ) Sulfamides
Polysaccharides Neoglucqgenese ' hypoglycémiants
Disaccharides Glycogénolyse 4 Répaglinide
| = Metformine
) -
a-glucosidases | &5 Production
— JD——— Insuline
P~ glucose
l Inhibiteurs des l I -
" - a-glucosidases Glucose F e :4;
onosaccharides ————————p sanguin —_— “« A Cellulei_g -
\ ' A
Metformine s
I F -
\ Utilisation Agonistes
® glucose récepteurs
1 Inhibiteurs GLP-1 +
=l de DPP-4
Tissus périphériques (:_\ DPP-4
(muscles, adipocytes) 1
\ GLP-1 GLP-1

Figure 2 : Mécanisme d'action des médicaments antidiabétiques oraux (Barau et al., 2016)

Les sulfamides hypoglycémiants stimulent la sécrétion d’insuline par les cellules B du
pancréas en les sensibilisant a I'action du glucose. Ils agissent en se fixant sur un récepteur
membranaire spécifique (SURL: sulfonylurea receptor) et inhibant I’efflux de K de la cellule B
par la fermeture des canaux potassiques adénosine triphosphate (ATP)-dépendant (Wémeau et
al., 2014). L’élévation de la concentration du potassium [K*] intracellulaire qui en résulte
induit une dépolarisation cellulaire et permettant ainsi I’ouverture des canaux calciques
voltage-dépendants. L’entrée massive de ca?* dans la cellule p provoquée par cette ouverture

conduit a I’exocytose de vésicules d’insuline vers la membrane cytoplasmique (Blicklé, 2011).

Les glinides agissent en stimulant la sécrétion d’insuline par les cellules B du pancréas avec
un mécanisme d’action similaire a celui des sulfamides hypoglycémiants sauf que la fixation

sur le récepteur SURL (sulfonylurea receptor) se fait uniqguement au niveau du groupement
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benzamidique, puisque ces substances ne possedent pas le groupement sulfonylurée (Barau et
al., 2016).

Les analogues du glucagon-like peptide-1 (GLP-1) stimulent la sécrétion d'insuline en
activant le récepteur du GLP-1 des cellules B pancréatiques d'une facon dépendante de la
glycémie. Le GLP-1 est une incrétine, hormone gastro-intestinale qui stimule la sécrétion
d’insuline lorsque la glycémie est trop élevée, elle augmente la néogenése des cellules B, inhibe
I’apoptose des cellules B, inhibe la sécrétion de glucagon, ralentit la vidange gastrique et induit

la satiété entrainant une diminution de la glycémie postprandiale (Burcelin et Bertolini, 2013).

Les inhibiteurs de DPP-4 agissent en inhibant I’enzyme DPP-4 (dipeptidyl peptidase-4),
qui dégrade le GLP-1. L’inhibition de la DPP-4 entraine I’augmentation de GLP-1 et la

sécrétion d’insuline (Doucet et al., 2011).

Les biguanides inhibent la production hépatique de glucose en freinant le complexe 1 de la
chaine respiratoire mitochondriale (Wémeau et al., 2014). Cette inhibition entraine une baisse
du rapport ATP/AMP et une activation de 'AMPK (AMP-dépendent Protéine Kinase), une
enzyme clé de la régulation du métabolisme énergétique. L’activation de I’AMPK, entraine
une inhibition de la gluconéogenese et de la lipogenése et stimule 1’oxydation des acides gras
(Barau et al., 2016 ; Faure, 2017). La metformine, le seul représentant de cette famille, agit
également au niveau des muscles en augmentant la captation musculaire du glucose conduisant

a une diminution de la glycémie postprandiale (Viollet et al., 2012).

Les inhibiteurs de transporteurs sodium-glucose de type 2(SGLT-2) sont une nouvelle classe
des ADO. llIs inhibent les SGLT-2 dans les tubules proximaux rénaux responsables de la
réabsorption du glucose, induisant une réduction de la glycémie sans stimuler la libération
d'insuline (Hsia et al., 2018).

Les inhibiteurs des a-glucosidases inhibent spécifiquement I’a-amylase et I’a-glucosidase
localisées dans I’épithélium de ’intestin gréle proximal dont la fonction est d’hydrolyser les
glucides alimentaires pour leur permettre de passer dans le sang sous forme de
monosaccharides. Ils retardent 1’absorption intestinale du glucose atténuant ainsi une réduction

du pic d’hyperglycémie postprandiale (ADA, 2016).
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L’alpha amylase (a-D-glucane glucanohydrolases, E.C.3.2.1.1) est une enzyme qui
appartient a la famille des endoamylases. Elle est secrétée sous deux forme ; une salivaire
sécretee par les glandes salivaires et une pancréatique sécrétée par le pancréas (Kandra, 2003 ;
Quezada-Calvillo et al ., 2008). L’a-amylase salivaire catalyse ’hydrolyse de 1’amylose, de
I’amylopectine, de I’amidon et du glycogéne en des oligomeres plus courts par le clivage des
liaisons glycosidiques a-(1-4). Son action est de courte durée car elle est inactivée par le pH
acide de I’estomac. Ensuite, 1’a-amylase pancréatique agit sur les produits de la digestion de
I’a-amylase salivaire. Elle hydrolyse les liaisons a-(1-4), a I’exception des liaisons a-(1-6) en

produisant des oligosaccharides et des disaccharides (Kandra, 2003).

Les produits d’hydrolyse de I’a-amylase ne peuvent pas étre absorbés par I’intestin, ils sont
décomposés par la suite en monosaccharides par les a-glucosidase (a-D-glucoside
glucohydrolase, EC 3.2.1.20), une exo-carbohydrolase qui catalyse 1’hydrolyse des liaisons a-
glycosidiques a-(1-4) et a-(1-6) a I’extrémité non réductrice terminale de son substrat en
monosaccharides. L'inhibition de ces enzymes est 1’'une des principales thérapies

conventionnelles pour contréler le DT2 (Algahtani et al., 2020 ; Riaz et al., 2020).

L’utilisation prolongée des ADO causent différents effets secondaires qui varient selon la

classe et la génération du médicament (Tableau 3).
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Tableau 3. Les principaux ADO utilisés dans le traitement du diabéte de type 2, leurs

mécanismes d’action, leurs effets indésirables et leurs contre indications

Mécanisme d’action

Principaux effets

ADO Lo Contre-indications | Références
indésirables
Hypoglycémie
Sulfamides Prise de poids
i inOSAAra i ; Insuffisance rénale
Gliclazide insulinosécréteurs AFIergles cuta.nees - ADA. 2009.
Glibenclamide Risque d’avoir des | €t Népatique
maladies
cardiovasculaires
Diarrhée
insulinosensibilisateurs | Douleurs Maladie renale et
Biguanides et réduisent la abdominales hepe#gue, ggfnzgf); I"P2206k;
] . . . insuffisance , ; Pataky
Metformine E'réog?ictlljc;n de glucose ACIdOS(,E Iac.thue respiratoire ou | etal.. 2019
Hypoglycémie

Glinides insulinosécréteurs _ ’ Bosauet et
Natéalinid et réduisent la H Iveémi Insuffisance rénale H g

ateglinide production de glucose ypoglycemie et hépatique artemann-

5 ini o Heurtier, 2004
Repaglinide hépatique

Inhibiteurs de Inhibent la sécrétion de | Maux de téte )

DPP-4 glucagon et favorise la | Nausées Insuffisance rénale ﬁ‘g;?;r’]igoai’zmg
Sitagliptine | production d’insuline 1y 0 concinitite | et hépatique "
Saxagliptine rhinopharyngite

Analogues du o Nausées Bosquet et

GLP1 insulinosécréteurs . ) . 9
Exénatide Vomissements Insuffisance rénale | Hartemann-
Liraglutide Pancréatite Heurtier, 2004

Inhibiteurs des

Infections des

SGLT Réduisent la voies uro-génitales, | | e oo | Hsia et al, 2018
Dapagliflozine réabsorption du glucose | hypotension, Wanner et al., 2018
Canagliflozine dans les reins déshydratation
Empagliflozine

inhibiteurs des a- o , _ Douleurs - nal
glucosidases Réduisent I"absorption | aghdominales Insu’ I1sance renale | garon, 1998 ;
Acarbose des glucides alimentaires | ¢ 1ances et hépatique Tremblay et al., 2010
Miglitol Diarrhée Syndrome du colon
voglibose irritable
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Plusieurs études ont montré également le role central des RLs dans I’apparition de la maladie
d’Alzheimer (MA). Les RLs, peuvent activer 'expression de génes pro-inflammatoires qui
maintiennent la réponse inflammatoire et induisent des Iésions des tissus cérébraux (Ramesh et
al., 2013).

La MA est une pathologie évolutive, dégénerative du cerveau qui conduit a la perte
progressive et irréversible de neurones, particulierement dans le cortex et I’hippocampe et
perturbe de maniere significative la structure et le fonctionnement du cerveau, entrainant une
perte de la mémoire (Korolev, 2014). Cette maladie est la forme la plus commune de démence
affectant surtout les personnes agées avec une durée moyenne de 3 a 10 ans entre I’apparition
des symptdmes cliniques et la mort. L'incidence de la MA augmente avec I'age, surtout apres
65 ans (Liang et Fang, 2006). Le nombre de personnes atteintes de la MA continuera
d'augmenter de maniére significative et pourrait atteindre 152 millions d'ici 2050 dans le monde
(ADI, 2019).

La neuropathologie de la MA est caractérisée par la formation de nombreuses plaques
amyloides composées de peptide béta-amyloide (BA), ou plaques séniles sur les vaisseaux
sanguins et sur la surface extérieure des neurones du cerveau, l'agrégation intracellulaire des
protéines Tau (Tubulin associated unit) a l'intérieur des neurones, une perte synaptique et un
dysfonctionnement des neurotransmetteurs (Ghiso et Frangione 2002 ; Long et Holtzman,
2019).

La MA se caractérise par 3 phases évolutives, La phase pré-symptomatique qui se
caractérise par ’apparition des premieres lésions cérébrales, plusieurs années avant I'apparition
des premiers symptdmes. Cette longue phase précéde la phase pré-démentielle, ou les
symptdmes apparaissent. Enfin intervient la phase de démence trés sévere ou la perte
d’autonomie est totale ; les patients présentent des troubles du comportement (agitation ou
apathie, hallucinations, déambulation, troubles du sommeil et de 1’appétit, troubles du contrdle
des sphincters) et d’autres signes neurologiques (épilepsie, myoclonie, troubles de la marche et

de la posture avec chutes, syndromes pyramidal et extrapyramidal).

Le diagnostic de la MA comprend la combinaison de signes cliniques, de tests
neuropsychologiques et de techniques d’imagerie cérébrale (imagerie par résonance
magnétique (IRM), tomographie a émission de positrons (TEP)). A I’heure actuelle, c’est

uniquement 1’examen post mortem qui peut établir le diagnostic final.
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En se basant sur la constatation que 1’acétylcholine (ACh) est sévérement réduit dans le
cerveau des patients souffrant de la MA. Le traitement courant de la MA dans la plupart des
pays consiste a administrer des inhibiteurs de 1’acétylcholinéstérase (AChE) et de la
butyrylcholinestérase (BChE) afin d’augmenter le taux de I’ACh au niveau de la fente
synaptique. Ces enzymes sont responsables de la dégradation de 1’ACh, neurotransmetteur qui
joue un réle important dans la transmission de 1’influx nerveux et qui est cruciale dans les
processus de formation de la mémoire (Liang et Fang, 2006 ; Zengin et al., 2015 ; Bahadori
etal., 2016 ; Feng et al., 2017).

L'acétylcholinestérase (AChE, EC 3.1.1.7) est une enzyme qui appartient a la famille des
hydrolases et elle est exprimée au niveau du systeme nerveux central et des muscles. Tandis
que la butyrylcholinestérase (BChE, EC 3.1.1.8) appartient a la classe des carboxylestérases et
elle est retrouvée dans le plasma, dans le foie (siége de sa synthese), dans le pancréas, dans

I’intestin, dans les poumons, dans les muscles et dans le cerveau (Cardon et al., 2005).

Certains inhibiteurs synthétiques de la cholinestérase sont développés dans I'industrie
pharmaceutique (galantamine, tacrine, donépézil) et la plupart d'entre eux ont des effets
secondaires tels que I'népatotoxicité et des troubles gastro-intestinaux (Wszlaki et al., 2010 ;
Khan et al., 2018 ; Riyaphan et al., 2018).

La consommation d’antioxydants a ¢té¢ considérée comme ayant la capacité de moduler
potentiellement le stress oxydatif, ce qui a des impacts bénéfiques sur la prévention et la
thérapie des maladies liées au stress oxydatif (Bonnefont-Rousslot et al., 2001 ; Rajendran et
al., 2014).

Les antioxydants sont des substances qui, a faible concentration sont capables de ralentir ou
d’inhiber significativement I’oxydation d’un substrat oxydable (Halliwell et Gutteridge 1990 ;
Fontaine, 2007). lls ont pour role d’empécher la formation des RLs, de permettre leur
élimination ou bien de réparer les dégats causés par les RLs (Berger, 2006 ; Pham-Huy et al.,
2008). L’organisme se protége en permanence contre les effets délétéres des RLs grace a divers
mécanismes de défenses antioxydants tant enzymatiques que non enzymatiques et qui sont
localisés dans les compartiments intra et extracellulaire (Pincemail et al., 2002 ; Berger,
2006). Les systemes antioxydants enzymatiques existent a 1’état endogene et sont considérés
comme la premicre ligne de défense de I’organisme contre le stress oxydant. Il s’agit des
superoxydes dismutases (SOD), de la catalase (CAT) et de glutathion peroxydase (GPx). Ces

enzymes ont une action complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau de I’anion
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superoxyde et du peroxyde d’hydrogene, conduisant a la formation de I’oxygéne moléculaire et
de I’cau (Ighodaro et Akinloye, 2018 ; Islam et al., 2019). Cependant, les systémes
antioxydants non enzymatiques renferment des protéines transporteuses du fer et du cuivre
(transferrine, ferritine, céruléoplasmine, albumine), des molécules antioxydantes de petite taille
(glutathion, acide urique, acide lipoique, bilirubine, mélatonine, mélanine) et des oligoéléments
indispensables pour I’activité des enzymes antioxydantes (Cu, Zn, Mn, Se, Fe). Toutes ces
défenses sont renforcées par des apports exogenes en antioxydants apporté par 1’alimentation
telles que les vitamines E (tocophérol), C (acide ascorbique), Q (ubiquinone), les caroténoides,

les polyphénols et les flavonoides (Pan et al., 2008 ; Poljsak et al., 2013).

L’action des antioxydants naturels suscite de plus en plus d’intérét en raison de leurs
avantages en matiére de sécurité, d'efficacité et de propriétés non toxiques ainsi pour leurs
usage comme additifs en industrie agroalimentaire, cosmétique et pharmaceutique (Rajendran
etal., 2014 ; Mannino et al., 2020 ; Sfodera et al., 2020).

Durant ces dernieres années, une attention particuliére a été accordée aux plantes
médicinales en raison de leurs propriétés thérapeutiques nombreuses, qui sont dues a la
présence de centaines, voire des milliers de composés naturels bioactifs appelés : Les
métabolites secondaires. Les métabolites secondaires dépassent actuellement 200 000
substances identifiées (Vermerris et Nicholson, 2006). En fonction de leurs structures
chimiques, nous distinguons trois classes : les composés phénoliques, les composés azotés, et
les composés terpéniques (Ramawat et Merillon, 2008). Ces composés sont utilisés comme
des agents antidiabétique, anti-inflammatoire, antimicrobien, antiseptique, anti-carcinogene, et
antioxydant (Harborne, 1998 ; Bruneton, 2009).

Les exemples de quelques métabolites secondaires et de leurs activités biologiques sont

consignés dans le tableau suivant
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Tableau 4. Propriétés biologiques de quelques metabolites secondaires

Meétabolites secondaires

Activités biologiques

Acides Phénoliques

Antibactérienne, Antifongique, Antioxydant (Hannebelle, 2006 ;
Bruneton, 2009), antiulcéreuse (Kim et al., 2010).

Anticoagulant, antioxydant, protectrice vasculaire (Bruneton., 2009 ;

Coumarines Hennebelle., 2006), analgésiques (Ito et al., 2005).

Favorise la régenération des tissus (Khanbaba et Ree 2001).
Tanins Piégeurs des radicaux libres (Bruneton., 2009).

Veinoactifs : capable de diminuer la perméabilité des capillaires
sanguins et renforce leur résistance.
Anti-radicalaires : capable de piéger les radicaux libres en formant des
radicaux flavoxy les moins réactifs : Flavonoide (OH) + R° —
flavonoide (O") + RH (Bruneton., 2009).

Flavonoides Chélatrices des ions métalliques (Malesév et Kuntié, 2007).
Anti allergique, hépato protecteur, antivirale, Anti tumorale,
antispasmodique diurétique, antioxydant, anti inflammatoire, et
antimutagéne (Hannebelle, 2006 ; Bruneton, 2009).
Au niveau du systéme nerveux central, qu’ils soient dépresseurs
(morphine) ou stimulantes (caféine), antifibrillants (quinidine),

Alcaloides antitumoraux (vincristine), antipaludiques (quinine) (Bruneton, 2009) et
antidiabétiques (Azzi, 2013).
Antitumoraux : inhibent la formation des tumeurs induite par le virus

Saponines Epstein-Barr (Bruneton, 2009).

L’Algérie, de part de sa situation géographique, bénéficie d’un climat trés diversifié, les

plantes poussent en abondance dans les régions cdtieres, montagneuses et également

sahariennes dont beaucoup d’entre elles sont peu ou pas étudiées mais dotées de réelles

propriétés pharmacologiques ; c’est le cas de Mentha pulegium L. et de Santolina

chamaecyparissus L.

M . pulegium est une plante appartenant a la famille des Lamiacees, sa saveur est fortement

aromatique et son odeur est intense. Elle pousse en abondance dans le nord de 1’Europe, dans la

région méditerranéenne, en Asie et en Afrique du Nord (Algérie, Maroc, Tunisie). Elle est
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largement utilisée en médecine traditionnelle en raison de ses nombreuses vertus thérapeutiques
(Marotti et al., 1994 ; Benomari et al., 2018).

Elle est connue par plusieurs noms vernaculaires :

< Arabe : Fliou, felgou, afilgou, temarsa ;
< Frangais : Menthe pouliot (Dellile, 2013).

D’un point de vue botanique M. pulegium est une petite plante herbacée de 15-40 cm a tiges
quadrangulaires, rameuses, grisatre parfois rougeatre tres feuillées (Dellile, 2013). Ses feuilles
sont opposées, ovales, longues de 15 a 25 mm et crénelées sur les bords. Les fleurs sont petites
et pédonculées roses ou violacées réunies par des verticilles qui approchent du sommet et forme

par leur ensemble des épis droits (Figure 3) (Dellile, 2013 ; Halimi, 2014).

Figure 3: Mentha pulegium L. (Halimi, 2014)

D’aprés Quezel et Santa (1963) ; Guignard et Dupont (2004), la systématique de M.

pulegium est la suivante :

Regne : végétale

Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiacées

Genre : Mentha

Espece: pulegium

Nom binomial: Mentha pulegium
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Cette plante est riche en composés phénoliques et elle contient aussi des alcaloides, des
stérols et des triterpénes (Zekri et al., 2013). Les métabolites secondaires caractérisés dans M.
pulegium sont des flavonoides, des hydroisocoumarines, des terpénes, des saponines et des
stérols (Moghadam et al., 2021).

La détermination de la composition chimique de I'huile essentielle de M. pulegium a fait
I'objet de plusieurs travaux:

Montes et al. (1986), ont montré que I'huile essentielle de M. pulegium a la composition
chimique suivante : a-pinéne, camphene, 3-pinéne, limonene, u-phellandréne, pcymene, 1-
méthylcyclohexanol, 3 -octanol, menthone, menthofurane, méthyl acétate, néomenthol,
menthol, isomenthol et la pulégone ;

De plus Teixeira et al. (2012) ont révélé que la pulégone, le menthone et le néo-menthol

sont les composants importants de I'huile essentielle de M.pulegium européen.

M.pulegium est une plante médicinale largement utilisée pour le traitement de diverses
maladies gastro-intestinales telles que la dyspepsie, les vomissements et les nausées (Dorman
et al., 2003 ; Delille, 2013 ; Halimi, 2014 ; Khonche et al., 2017). Actuellement, la
commercialisation de M. pulegium comprend des utilisations comme aromatisants pour les
aliments et les boissons, des thés Pennyrile pour soulager le rhume, la toux, les probléemes
rénaux et les maux de téte (Caputo et al., 2021).

Des études antérieures ont montré que les extraits de M. pulegium possedent certaines
propriétés pharmacologiques, notamment antibactérienne, antifongique (Mozaffari et al.,
2012 ; Amalich et al., 2016), analgésique, antispasmodique (Kamkar et al., 2010) antitussive,
antivomitif, tonique, insecticide (Sarikurkcu et al., 2012 ; Stagos et al., 2012) anti-
inflammatoire (Kogiannou et al., 2013) et antioxydante (Teixeira et al., 2012 ; Gulcin et al.,
2020 ; El Aanachi et al., 2021). L'huile essentielle de M. pulegium aurait plusieurs propriétés
pharmacologiques tels que les effets anthelminthiques et anticancéreux (Kelidari et al., 2021;
Sebai et al., 2021).

S. chamaecyparissus est une plante aromatique vivace appartenant a la famille des
Astéracées, elle est largement répandue dans la région méditerranéenne, le Sud de I’Europe et
le Nord de I’Afrique (Maroc, Tunisie et Algérie) (Shing et al., 2002). Elle pousse de maniere
spontanée sur les coteaux arides ou les zones sauvages rocailleuses (Quézel et Santa, 1963 ;
Kisiel et al., 2003 ; Koc et al., 2015). Elle supporte les embruns, le vent, la sécheresse. S.

chamaecyparissus, est connue sous plusieurs appellations vernaculaires :
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+ Arabe (Algerie) : Jaada
<+ Francais : santoline, petit-cypres, aurone femelle
#+ Anglais : cotton lavender

La santoline est un sous-arbrisseau de 20 a 60 cm de hauteur, posséde de nombreuses tiges
ligneuses, & rameaux floriféres dresses et épaissis au sommet. Les feuilles sont linéaires
cylindriques et découpées en lobes fins et disposées sur quatre a six rangs au feuillage vert
cendré a gris argenté persistant. Les bractées sont ovales-oblongues, a tiers supérieur villeux.
Ses inflorescences se présentent sous forme de capitules qui sont discoides de couleur jaune
dont le diamétre est de 8 a 10 mm (Figure 4) (Quézel et Santa, 1963 ; Giner et canavate,
2000).

Figure 4 : S. chamaecyparissus (feuilles et sommités fleuries)

La systématique de S. chamaecyparissus est la suivante :
Regne : végétale

Embranchement : Angiospermes

Classe : Dicotylédones

Sous classe : Asteridae Gamopétales

Ordre : Astérales

Famille : Asteraceae

Genre : Santolina

Espéce : chamaecyparissus

Nom binomial: Santolina chamaecyparissus L. (Barrero et al., 1999).

Les plantes de la famille des Astéracées sont une bonne source de protéines, d'huiles
essentielles, de vitamines ainsi que les composés phénoliques (Shing et al., 2002 ; Lemus-
Mondaca et al., 2012 ; Koc et al., 2015). Des études phytochimiques de S. chamaecyparissus
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ont été investiguées et un nombre de composés acétyléniques, des sesquiterpénes (Barrero et
al., 1999), des tri-terpenes (Giner et Canavate, 2000) d’huiles essentielles (Sala et al., 2000),
de coumarines (Ferrari et al.,, 2005) et de flavonoides (Giner et Canavate, 2000) ont été

identifiés.

Comme c’est une plante aromatique, S. chamaecyparissus contient une variété de composes
volatils dans son huile essentielle. Les monotérpenes les plus répandus dans les huiles de
Santolina sont : artemisia cétone qui présente plus de 60% de la composition chimique de
I’huile, artemisia alcool, artemisia triéne, santolina triéne, santolina alcool, yomogi alcool,

chrysanthémyle alcool et lavandulol (Pala- Paul et al., 1999 ; Cherchi et al., 2001).

S. chamaecyparissus est trés utilisée en médecine populaire grace a son importante teneur en
composés bioactives qui lui donnent des propriétés médicinales non négligeables comme anti-
inflammatoire (Cuellar et al., 1998 ; Sala et al., 2000) antioxydante (Nouasri et al., 2015 ;
Djeddi et al., 2012) antibactérien, antifongique (Salah-Fatnassi et al., 2017) et anti-
cholinergique (Giner et al., 1988). En infusion, les fleurs et les feuilles sont utilisées comme
vermifuges pour les enfants et pour traiter les troubles digestifs ainsi que les problemes
menstruels (Grosso et al., 2009). Les inflorescences de S. chamaecyparissus sont utilisées pour
le traitement des céphalées et des catarrhes (Cavero et al., 2011).

S. chamaecyparissus est utilisée dans la médecine traditionnelle marocaine pour ses propriétés
stomachique, anthelminthique, antidiabétique (Fdil et al., 2011 ; Lmachraa et al., 2014). En
Tunisie elle est également utilisée traditionnellement pour son effet hypoglycémiant et pour le
traitement des douleurs de I'estomac (Ben Mansour et al., 2011). Par ailleurs, cette plante s’est
révélée étre une bonne source de composés inhibiteurs de 1’activité de la phospholipase A2

aussi bien in vitro qu’in vivo (Sala et al., 2000).

19



Matériel
et

méthodes



Matériel et méthodes

Cette étude expérimentale a été réalisée au sein du laboratoire de recherche « Antibiotiques,
Antifongiques : Physico-chimie, Synthese et Activité Biologique » LAPSAB, département de
biologie, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Sciences de la Terre et de 1’Univers
(SNV-STU), Université Abou Bekr Belkaid Tlemcen en collaboration avec :

-Centre de Recherche en Biotechnologie (CRBt), Constantine ;

-Institut européen des antioxydants (IEA), France.

I. Matériel vegétal

1. Préparation des plantes
La plante Mentha pulegium a été récoltée dans la Wilaya de Sétif (Algérie) durant le mois
d’avril 2018 et La plante Santolina chamaecyparissus a été récoltée dans la Wilaya de Djelfa
(Algérie) durant le mois de juin 2018.

Les deux plantes ont été identifiées par Professeur MEDJAHDI Boumeédiene (botaniste
a la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Sciences de la Terre et de 1’Univers,
département des Recouses Forestieres).

Le spécimen de M. pulegium (LAPSAB49) et le spécimen S. chamaecyparissus
(LAPSAB73) ont été déposés dans I’herbier de laboratoire LAPSAB (Faculté des Sciences
de la Nature et de la Vie, Sciences de la Terre et de I’Univers, Université Abou Bekr Belkaid,
Tlemcen, Algérie).

Les parties aériennes des deux plantes (fleurs, tiges et feuilles) ont été lavées, laissées
séchées a I’abri de la lumiére et a une température ambiante et stockées jusqu’a leur utilisation

ultérieure pour la préparation des extraits.

2. Préparation des extraits bruts hydrométhanoliques et leurs fractions
La poudre de la partie aérienne de M. pulegium (10 g) et de S. chamaecyparissus (10 g) a
été extraite avec un mélange méthanol/eau (70: 30 v/v) par macération a température
ambiante pendant une durée de 72 heures. Le mélange est ensuite filtré et concentré a

I'évaporateur rotatif jusqu'a évaporation du méthanol.

Les extraits bruts hydrométhanoliques de M. pulegium (EBM) et de S. chamaecyparissus
(EBS) obtenus sont ensuite fractionnés successivement par extraction liquide-liquide en
utilisant des solvants de polarité croissante (éther diéthylique, acétate d'éthyle et n-butanol).

Les solvants sont évaporés a sec par un évaporateur rotatif sous pression réduite.
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Les fractions obtenues sont :

Pour D’extrait brut hydrométhanolique de M. pulegium (EBM): fraction d'éther
diéthylique (FED-M), fraction d'acétate d'éthyle (FAD-M) et fraction n-butanol (FnB-M).

Pour I’extrait brut hydrométhanolique de S. chamaecyparissus (EBS): fraction d'éther
diéthylique (FED-S), fraction d'acétate d'éthyle (FAD-S) et fraction n-butanol (FnB-S).

3. Calculs des rendements
Le rendement (Rdt) d’extraction de 1’semble des extraits et fractions a été calculé selon la

formule suivante :

Rdt %= (MO0/M1) x 100
MO : Masse en gramme du résidu sec obtenu apres évaporation.

M1 : Masse en gramme de la matiére vegétale initiale.

I1. Etude phytochimique

1. Screening phytochimique
Les extraits obtenus de M. pulegium et de S. chamaecyparissus ont été soumis a divers tests
phytochimiques qualitatifs, en vue de mettre en évidence les différentes familles des
métabolites secondaires présentes dans la partie aérienne de la plante par des réactions de
coloration, de précipitation et des observations sous lumiere ultra-violette. Ces tests ont été

menés selon les techniques décrites par Harborne (1998) et Trease et Evans, (2002):

» Les composés phénoliques
+ Les tanins

Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter 0,25 ml d’une solution
aqueuse de FeCls (1%). Incuber le mélange pendant 15 min a température ambiante. La

présence des tanins est indiquée par une coloration verdatre ou bleu-noiratre.
+ Les flavonoides

Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter 1 ml de HCI concentré
et quelques copeaux de magnésium. L’apparition d’une coloration rose ou rouge ou jaune

indigque la présence des flavonoides.
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+ Les quinones

Dans un tube a essai, introduire 1 mL d’extrait & analyser et ajouter 0,1 ml d’hydroxyde de
sodium (NaOH a 1%). L'apparition d'une couleur qui vire au jaune, rouge ou violet indique la

présence des quinones libres.
+ Anthraquinones

Dans un tube a essai, introduire 1 ml d’extrait a analyser et ajouter ImL de NH4OH (10%)

puis agiter. L’apparition d’une coloration violette indique la présence des anthraquinones.
+ Les coumarines : Fluorescence UV

Dans deux tubes a essai, introduire 1ml de I’extrait a analyser, prendre le premier comme
témoin et ajouter a ’autre 0,1 mL de NH4OH (10%). Mettre une goutte de chaque tube sur un
papier filtre et examiner sous la lumiére UV a 366 nm. Une fluorescence intense indique la

présence des coumarines.
» Composés terpéniques
+ Les saponines : test de mousse

Dans un tube a essai, introduire 10 ml de I’extrait a analyser, agiter pendant 15 secondes et
laisser le mélange au repos pendant 15min. Une hauteur supérieure a 1 cm de mousse

persistante indique la présence de saponines.
+ Terpénoides : Test de Slakowski

Dans un tube & essai, introduire 1 ml de I’extrait a analyser, ajouter 0,4 ml de chloroforme
et 0,6 mL d’acide sulfurique concentré. La formation de deux phases et une couleur marron a

I’interphase indique la présence des terpénoides.
» Composés azotés
+ Les alcaloides

Dans deux tubes a essai, introduire 0,5 ml de I’extrait a analyser. Acidifier le milieu par
quelques gouttes de HCI (1%) et ajouter 0,5 ml de réactif de Mayer dans le premier tube et
0,5ml de réactif de Wagner dans le second tube. la présence des alcaloides est révélée par

I’apparition d’un précipité blanc ou brun, respectivement.
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2. Dosage des composés phénoliques (polyphénols totaux et flavonoides totaux)
2.1. Dosage des polyphénols totaux:

Les teneurs en polyphénols totaux des différents extraits bruts hydrométhanoliques et
leurs fractions de la partie aérienne de M. pulegium et de S. chamaecyparissus ont été
estimées selon la méthode de Folin-Ciocalteau décrite par (Vermerius et Nicholson, 2006).

» Principe

Le réactif Folin-Ciocalteu est un mélange de complexes d’acide phosphotungstique
(H3PW12040) et d’acide phosphomolybdique (HsPMo012040) de couleur jaune. Le principe est
basé sur ’oxydation des phénols par ce réactif, ce qui entraine la formation d'un nouveau
complexe molybdene-tungsténe de couleur bleu. L’intensité de la couleur est proportionnelle

a la teneur en composés phénoliques présents dans les extraits étudiés.
» Mode opératoire

0,1 ml de I’extrait ou fraction (1 mg/ml) sont mélangés avec 2 ml de solution de carbonate
de sodium (Na2CO3) (2%). Aprés 5 min d’incubation, 0,1 mL du réactif du Folin-Ciocalteu
(IN) est ajouté au mélange. Le mélange final est incubé pendant 30 min a température
ambiante et a I’obscurité. La lecture des absorbances a été effectuée contre un blanc a I’aide

d’un spectrophotométre a 725 nm.

Une courbe d’étalonnage a été réalisée dans les mémes conditions expérimentales en

utilisant 1’acide gallique comme étalon.
» Expression des résultats

Les teneurs en polyphénols totaux sont calculées a partir de 1’équation de régression linaire

(y = 0,0026x) de la courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

Les résultats sont exprimés en microgramme équivalent d’acide gallique par milligramme

d’extrait sec (ug EAG/mg E).
2.2. Dosage des flavonoides totaux:

Les teneurs en flavonoides des différents extraits bruts hydrométhanoliques et leurs
fractions préparés a partir de la partie aérienne de M. pulegium et de S. chamaecyparissu ont

été déterminées selon la méthode décrite par Zhishen et al., (1999).
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» Principe

Dans le milieu réactionnel, ’hydroxyde de sodium (NaOH) ionise tous les hydroxyles
phénoliques du squelette flavonique. La présence du chlorure d’aluminium dans la solution
meéne a la formation d’un complexe entre les ortho-hydroxyles du flavonoide et les fonctions

carbonyles des noyaux aromatiques. Ce complexe absorbe a 510 nm (Martono et al., 2019).
» Mode opératoire

250 pl de P’extrait ou fractions (Img/ml) sont mélangés avec 1ml d’cau distillée et 75 ul
d’une solution de nitrite de sodium (NaNOz) a 15%. Aprés 6 min d’incubation a température
ambiante, 75 pul de chlorure d’aluminium AIClz a 10% sont ajoutés. Apres 6 min de repos a
température ambiante 1 ml d’hydroxyde de sodium (NaOH) (4%) est apporté au mélange. Le
volume total est complété a 2,5 ml d’eau distillée. La solution finale est bien mélangée et
gardée a I’obscurité pendant 30 min. L’absorbance est mesurée au spectrophotométre a 510 nm

contre un blanc.

Une courbe d’étalonnage a été réalisée dans les mémes conditions expérimentales en

utilisant la catéchine comme étalon.
» Expression des résultats

Les teneurs en flavonoides totaux sont calculées a partir de 1’équation de régression linaire

(y = 0,003x) de la courbe d’étalonnage de la catéchine.

Les résultats sont exprimés en microgramme équivalent de catéchine par milligramme

d’extrait sec (ug EC/mg E).
3. ldentification des composés phénoliques par RP- HPLC-DAD

L’analyse a été réalisée par Dr EL HACI Imad Abdelhamid, maitre de recherche classe A
au centre de recherche scientifique et technique en analyse physico-chimique C.R.A.P.C, au
Laboratoire de Produits Naturels, Département de Biologie, Faculté SNV-STU, Université
Aboubekr Belkaid-Tlemcen.

L’identification des composes phénoliques des fractions acétate d'éthyle et n-butanol des
deux plantes est réalisée par chromatographie en phase liquide a haute performance sur un
systéme Perkin Elmer Flexar équipé d’une pompe de distribution de solvant binaire reliée a
un détecteur a barrette de diodes (RP-HPLC-DAD). La séparation a été effectuée sur une
colonne Eclipse ODS Hypersil C18 (150 mm x 4,6 um) utilisée en tant que phase stationnaire

a température ambiante avec un débit maintenu a 1 ml/min. La phase mobile utilisée a été
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composée d'acide acétique (A) et l'acétonitrile (B). Les composés phénoliques sont éluées en
utilisant le gradient d'élution suivant : 5 min avec 10% de B, 25 min avec 90% de B, 15 min
de gradient linéaire de 90% a 100% de B, puis 20 min avec 100% de B. Le volume d'injection
est de I’ordre de 20ul et les chromatogrammes sont détectés et enregistrés a 280 nm (El Haci
et al., 2020). Les composés phénoliques ont été identifiés en comparant leurs temps de

rétention et leurs spectres UV avec ceux d’étalons purs.

I11. Etude biologique

1. Evaluation de la cytotoxicité des extraits vis-a-vis des globules rouges (Test
d’hémolyse)

» Principe

Le test de I’effet hémolytique de I’extrait brut hydrométhanolique de la partie aérienne de
M. pulegium et de S. chamaecyparissus préparé par macération et de leurs fractions riches en
composés phénoliques a été réalisé, in vitro. Le principe de ce test consiste a mettre en
contact une suspension érythrocytaire humaine incubée a 37 °C durant 60 min avec
différentes concentrations d’extraits, tout en mesurant la fuite d’hémoglobine qui se traduit

par un éclatement des cellules érythrocytaires.
» Mode opératoire

Le test d’effet hémolytique des extraits des deux plantes étudiées a été réalise selon la
méthode de Guo-Xiang et Zai-Qun (2008), OMS (2011) :

Du sang fraichement prélevé d’un donneur sain sur tube hépariné a été effectué puis
centrifugé a 3000 tours/min a 4 °C durant 5 minutes. Apreés élimination du plasma, le culot est

lavé 2 fois puis dilué avec une solution tampon phosphate saline (PBS) (10 mM ; pH 7,4).

Un volume de 2970 pL de la suspension érythrocytaire (diluée 20 fois) a été incubé avec 30 ulL
d’extrait & différentes concentrations (25 mg/ml, 50 mg/ml, 100 mg/ml et 200 mg/ml) pendant

60 minutes dans un incubateur agitateur (Orbital Shaker Thermo Forma) a 37°C.

Des prélevements de 500 pL ont été réalisés pour étre resuspendus dans 1500 pL d’une solution
de lavage PBS. Les tubes ont été centrifugés 3000 tours/minutes a 4 °C pendant 5 minutes et la
fuite de I’hémoglobine intracellulaire a été mesurée par la lecture de I’absorbance du surnageant a
une longueur d’onde de 548 nm a 1’aide d’un spectrophotométre UV/Vis, contre un blanc

contenant du PBS.
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Un témoin négatif est préparé dans les mémes démarches expérimentales. Il est composé de
2970 ul de suspension érythrocytaire non diluée et 30 ul du PBS, en absence d’extrait.

Dans les mémes conditions expérimentales, nous avons préparé un tube d’hémolyse totale
qui contient 250 ul de la suspension érythrocytaire et 4750 ul d’ecau distillée, en absence

d’extrait.
» [Expression des résultats

Pour chaque extrait, les taux d’hémolyse en pourcentage ont été¢ déterminés selon

I’équation suivante :

. T hémol %) A(extrait 60min) — A(témoin négatif 60min) 100
‘aux d hemolyse = - — — X
cmoty ’ A(hémolyse totale60min) — A(témoin négatif 60 min)

2. Evaluation de ’activité antioxydante
2.1. Piégeage du radical DPPH"
» Principe

Au contact d’une substance donneuse de proton le DPPH" de couleur violette est réduit
en DPPH-H de couleur jaune. Ce virage de la couleur met en évidence le pouvoir antioxydant
d’un échantillon par sa capacité a piéger le radical libre et se traduit par une diminution de

I’absorbance a 517 nm.
» Mode opératoire

L'activité de piégeage du radical DPPH" (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) a été réalisée
selon la méthode rapportée par Boussadia et al. (2020).

Dans une microplaque de 96 puits, 160 pl de solution méthanolique de DPPH ont été
mélangés avec 40 pl de chaque extrait a différentes concentrations. L'absorbance a été
mesurée a 517 nm aprés 30 min d’incubation a I’obscurit¢é en utilisant un lecteur de
microplaques a 96 puits (Enspire Perkin Elmer). Le BHT (le butylhydroxytoluene), le BHA
(butylhydroxyanisole) et I'acide ascorbique ont été utilisés comme antioxydants de référence.

» Expression des résultats
Le pourcentage d'inhibition I (%) a été calculé a I'aide de la formule suivante:

I (%) = ((A contrdle - A extrait) X A controle) x100 ................. (1).
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Les Clso ont été déterminées graphiquement a partir des courbes de régressions
logarithmiques des pourcentages d’inhibition du radical DPPH en fonction des différentes

concentrations de chaque extrait.

2.2. Piégeage du radical ABTS™

» Principe
Le radical ABTS™" est généré par 1’oxydation de la molécule stable d’ABTS avec le persulfate
de potassium (Re et al., 1999). Cette formation se traduit par 1’apparition d’une coloration
verte bleu intense. En présence d’un donneur d’hydrogéne, le passage du radical ABTS™ a la

forme radicalaire s’accompagne de la disparition de cette coloration mesurée a 734 nm.

» Mode opératoire

L’activité de piégeage du radical cationique ABTS™ (2,2’-azinobis- (3-éthylbenzothiazoline-

6-sulfonate) a été évaluée selon la méthode de Re et al. (1999).

ABTS'" a été préparé en mélangeant 5 ml de solution d'ABTS (7 mM) et 5 ml de persulfate
de potassium (2,45 mM). Le mélange a été stocké a I'obscurité et a température ambiante
pendant 12-16 h.

Avant D’utilisation du radical ABTS™, la solution a été diluée par I'éthanol jusqu'a
I’obtention d’une absorbance de 0,700+ 0,02 a 734 nm. Ensuite 40 pl des extraits a différentes
concentrations ont été mélangés a 160 pl de solution ABTS. Apres 10 min d'incubation,
I'absorbance a été mesurée a 734 nm en utilisant un lecteur de microplaques (Enspire Perkin

Elmer). Le BHT, le BHA et le Trolox ont été utilisés comme standards.
» Expression des résultats

La formule (1) ci-dessus a été utilisée pour calculer le pourcentage d'inhibition et les

résultats ont été exprimés en Clsg (concentration d'inhibition de 50%) (pg/ml).

Les Clso ont été déterminées graphiquement & partir des courbes de régressions
logarithmiques des pourcentages d’inhibition du radical ABTS en fonction des différentes

concentrations de chaque extrait.
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2.3. Piégeage du radical galvinoxyl (GOR)
» Principe

Le radical galvinoxyl (Gox®) est un radical stable de couleur jaune foncé qui est réduit en
composé décoloré (GoxH) lorsqu'il réagit avec les donneurs d'hydrogene. Cette réduction se

traduit par une diminution de I’absorbance a 428 nm (Shi et al., 2001).
» Mode opératoire

L'activité de piégeage des extraits de M. pulegium et de S. chamaecyparissu vis a vis du
radical galvinoxyl (GOR) a été évaluée selon la méthode décrite par Shi et al., (2001). 160 pl
de solution méthanolique de Galvinoxyle (0,1 mM) ont été ajoutés a 40 ul de chaque extrait a
des concentrations différentes. Aprés 120 min d'incubation, I'absorbance est lue a 428 nm a
I’aide d’un lecteur de microplaques (Enspire Perkin Elmer). Le BHT et le BHA ont été

utilisés comme antioxydants de référence.
» [Expression des résultats

La formule (1) ci-dessus a été utilisée pour calculer le pourcentage d'inhibition. Les résultats

ont été exprimés en valeurs Clso (ug/ml).

La concentration d'extrait donnant une inhibition de 50% (Clso) a été déterminée
graphiquement a partir d’'une courbe de régression logarithmique des pourcentages

d’inhibition du radical galvinoxyl en fonction de différentes concentrations de chaque extrait.

2.4. Piégeage de I’anion superoxyde

» Principe

La capacité des extraits de M. pulegium et S. chamaecyparissus a piégé le radical
superoxyde génére dans un systeme non enzymatique, est étudiée en suivant la réduction du

nitro-blue- tetrazolium (NBT) en formazan qui absorbe a 560 nm (Parejo et al., 2002).
» Mode opératoire

La capacité de piégeage du radical superoxyde des extraits a été déterminée en utilisant la

méthode définie par Kunchandy et Rao (1990).

Dans une microplaque de 96 puits, le mélange reactionnel contient 40 pl d'extrait, 130 pl
de DMSO alcalin (20 mg de NaOH dans 100 ml de DMSO), et 30 pl de NBT (1 mg/ml).
Aprés 5 min d'incubation, I'absorbance a été mesurée a 560 nm a l'aide d'un lecteur de
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microplaques (Enspire Perkin Elmer). Le BHT et le BHA ont été utilisés comme antioxydants

de synthése (témoin positif).
» Expression des résultats

Le pourcentage d'inhibition I (%) a été calculé a l'aide de la formule (1) ci-dessus et les

résultats ont été exprimés en Clsp (concentration d'inhibition de 50%) (ug/ml).

Les Clso ont été déterminées graphiquement a partir des équations courbes des régressions
logarithmiques des pourcentages d’inhibition de I’anion superoxyde en fonction de différentes

concentrations de chaque extrait.
2.5. Test PAOT-Liquide ®

La technologie PAOT (Pouvoir Antioxydant Total) Liquide ® est 1’unique méthode
permettant de mesurer rapidement, a la fois 1’activité antioxydante et 1’activité oxydante
globale. C’est une méthode qui permet la détermination de la capacité antioxydante totale des
diverses matrices, telles que les produits alimentaires, préparations cosmétiques et

médicinales, fluides biologiques ou extraits de plantes.
» Principe

Le principe de cette méthode est basée sur la mesure de la variation de potentiel électrique
résultant de réactions chimiques entre les composés phénoliques des différents extraits et le

médiateur des radicaux libres (M) comme source d'oxydants.
» Mode opératoire

Gréace au dispositif robuste, la mesure a été effectuée en milieu réactionnel a température
24-27°C contenant 1 ml de solution physiologique et une molécule a I'état radicalaire appelée
médiateur (M"). Deux microélectrodes, une étant I'électrode de travail et la seconde I'électrode
de référence, ont ensuite été immergées. Apres ajout de 20 pl d'antioxydants purs (1 mM de
finale) ou extrait, l'activité PAOT-liquide ® a été estimée en enregistrant des modifications
du potentiel électrochimique dans le milieu réactionnel (en raison de changements dans la
concentration des formes oxydées / réduites du médiateur M* pendant la réaction avec des
antioxydants comme AOX (médiateur oxydé M+ AOX - — médiateur réduit M + AOX
oxydé).
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» [Expression des résultats
Les résultats ont été calculés selon la formule suivante :
Activité antioxydante = ((EP 10 — EP 0)/ EP 0) x 100%

+ EP 0: le potentiel électrochimique au temps 0
+ EP10: le potentiel électrochimique obtenu apres 10 min d'enregistrement en

présence des différents extraits.

Le pouvoir antioxydant totale des extraits bruts hydrométhanoliques de la partie aérienne de
M.pulegium et S.chamaecyparissus et de leurs fractions riches en composés phénoliques a été

estimé selon 1’échelle PAOT-Score Scale ®,Ingredients (Figure 05).

PAOT SCORE SCALE “INGREDIENTS

> 6000 Standard molecules
6000

1000 > 1000 Very effective Product

600-999 Effective Product
600

400-599 Moderately effective Product
a0

250-399 Weakly effective Product

=L
l < 250 Product not labeled

N
— Possible presence of oxidant

Figure 5: L’échelle PAOT-Score Scale ®, Ingredients
2.6. La capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC)
» Principe

La méthode CUPRAC est basée sur la mesure de I’absorbance du complexe Cu(l)
Néocuproine (Nc) de couleur jaune orangé formé suite a une réaction d’oxydoréduction des

agents antioxydants en clivent la chaine Cu(11)-Nc (Ozyurek et al., 2011).
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» Mode opératoire

La réduction des ions cuivriques a été evaluée selon la méthode décrite par Apak et al.
(2004).

Dans une microplaque a 96 puits, 50 pl de CuClz (10 mM), 50 pl de néocuproine (7,5 mM) et
60 ul de tampon acétate d'ammonium (1 M, pH 7,0) ont été ajoutés a 40 ul d'échantillon a
différentes concentrations. Aprés 1h, I'absorbance du mélange a été mesurée a 450 nm.

Le BHT et le BHA ont été utilisés comme antioxydants de synthese (témoin positif).
» Expression des résultats

Les résultats ont été exprimés en valeurs Aos (concentration de I'échantillon donnant une
absorbance de 0,5). Les valeurs Ags ont été déterminees a partir des courbes de régressions

linaires d'absorbance en fonction des différentes concentrations de chaque extrait.

2.7. Pouvoir réducteur du fer (FRAP)
» Principe

Le pouvoir réducteur du fer des différents extraits a été évalué par la réaction d’oxydo-
réduction entre I’extrait et les ions métalliques de transition, notamment le fer. Le ferricyanure
de potassium KsFe(CN)s fournit des ions de fer Ferriques (Fe®*") qui seront réduits en fer
Ferreux (Fe?") par les antioxydants présents dans I’extrait. Cette réduction est suivie par la

mesure de 1’absorbance a 700 nm.
» Mode opératoire

Le pouvoir réducteur a été déterminé selon la méthode décrite par Oyaizu, (1986). Dans
une microplaque a 96 puits, on mélange 10 pl de chaque extrait avec 40 pl de tampon
phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 50 ul de ferricyanure de potassium (1%). Le mélange a été
incubé a 50°C pendant 20 min. Aprés refroidissement, 50 ul d'acide trichloracétique (10%),
40 ul d'eau distillée et 10 ul de chlorure ferrique (0,1%) ont été ajoutés. L'absorbance est
mesurée a 700 nm en utilisant un lecteur de microplaques de 96 puits. L'acide ascorbique,

l'acide tannique et 1'a-tocophérol ont été utilisés comme antioxydants de synthése.
» Expression des résultats

Les résultats ont été exprimés en Aos. Les valeurs Ags ont été déterminées a partir des
courbes des régression linaires d'absorbance en fonction de différentes concentrations de

chaque extrait.
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2.8. Pouvoir réducteur du fer (méthode de Phénanthroline)

» Principe

Cette méthode est basée sur la capacité d’un agent antioxydant a réduire le Fe®" en Fe?*
qui va ensuite réagit avec 1,10-phénanthroline pour former le complexe rouge-orangé qui
absorbe a 510 nm (Szydlowska-Czerniaka et al., 2008).

» Mode opératoire

L’activit¢ de la phénanthroline a été évaluée en utilisant le protocole décrit par

Szydlowska-Czerniaka et al., (2008).

Le mélange réactionnel est constitué de 10 pl d'échantillon, 50 pl de solution de FeCls (0,2%),
30 ul de solution de 1,10-phénanthroline (0,5%) et 110 ul de méthanol. Le mélange a été
incubé pendant 20 min a 30 °C. L’absorbance a été mesurée a 510 nm en utilisant un lecteur
de microplaques a 96 puits (Enspire Perkin Elmer). BHT et BHA ont été utilisés comme

standards.
» [Expression des résultats

Les résultats ont été exprimés sous forme d’Aos (concentration de I'échantillon donnant
une absorbance de 0,5). Les valeurs Aos ont été déterminées a partir des équations de courbes
des régressions linaires d'absorbances en fonction des différentes concentrations de chaque

extrait.

2.9. Blanchissement du p-caroténe
» Principe
Le test de blanchiment du B-caroténe est basé sur la décoloration du -caroténe en raison
de sa réaction avec les radicaux peroxydes générés par 1’oxydation de l'acide linoléique.
Cependant, la présence d’un antioxydant pourrait neutraliser les radicaux libres derivés de
I’acide linoléique et prévenir I’oxydation et le blanchissement du B-caroténe (Kartal et al.,
2007).

» Mode opératoire

Le test de blanchiment du -carotene a été réalisé suivant le protocole décrit par Boussadia
et al. (2020).

L'émulsion B-caroténe/acide linoléique a été préparée de la maniére suivante : 0,5 mg de f-
carotene a été dissous dans 1 ml de chloroforme. En suite, 40 mg d'acide linoléique et 400 mg

du Tween 40 ont été ajoutés au mélange. Aprés évaporation compléte du chloroforme au
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rotavapeur, 100 ml d'eau distillée saturée en oxygene ont été ajoutés. L’émulsion résultante
est vigoureusement agitée. 0,2 ml de chaque échantillon a été mélangé a 3 ml de I'émulsion et
incubé pendant 120 min a 50°C. L'absorbance est mesurée a 470 nm. Le BHT et le BHA ont

été utilisés comme des standards.
» Expression des résultats
Le pourcentage d'inhibition | (%) a été calculé a I'aide de la formule suivante:

| (%) = [l - (A extrait TO = A extrait T120) / (A control TO - A control T120)] x100

A : absorbance
T120 : absorbance a T = 120 min
To : absorbance a T = 0 min

3. Evaluation de I’activité anti-hémolytique

» Principe

L’attaque radicalaire a été induite par I’addition du AAPH (2,2 -azobis (2-aminodipropane)
dihydrochloride) a la suspension érythrocytaire préalablement incubée avec les extraits des
deux plantes. Aprés quatre heures d’incubation avec I’AAPH a 37 °C, la cinétique de
disparition progressive des hématies a été suivie par la mesure de la diminution de
I’absorbance a 630 nm. L’AAPH est un composé azoique dont la structure est CgH20CI2Ns,
générant des radicaux libres. Il a une grande importance en tant qu'un modéle oxydant des
micro ou macromolécules, il est utilisé dans le domaine thérapeutique pour sa capacité a
initier des réactions d'oxydation via des mécanismes a la fois nucléophiles et radicaux libres
(Werber et al., 2011).

» Mode opératoire

La résistance des érythrocytes prétraités par les extraits des deux plantes a [’attaque
radicalaire a été évaluée selon le protocole décrit par Niki et al. (1998) et Takebayashi et al.
(2010)

Le sang a été obtenu a partir d’un donneur sain et recueilli sur un tube hépariné, puis
centrifugé a 3000 tours/ min, pendant 10 min a 4° C. Le culot est lavé 2 fois avec une solution

tampon phosphate salin (pH 7,4; PBS).

Dans une microplaque de 96 puits, 200ul du radical AAPH (50 mM dissout dans du PBS) ont

été ajoutés a la suspension érythrocytaire préalablement incubée (10 min a 37°C) avec 20pl
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d’extraits des deux plantes. Pour chaque extrait quatre concentrations ont été testées (10

pg/ml, 20pg/ml, 40 pg/ml, 80pg/ml). L’acide ascorbique a €té utilisé comme standard.
» Expression des résultats

La résistance des globules rouges a I’attaque radicalaire a été exprimée en absence et en
présence des extraits par le temps nécessaire a la lyse de 50 % des érythrocytes (half-
hemolysis time ; HTso).

4. Evaluation de I’activité antidiabétique

4.1. Recherche de P’activité inhibitrice de I'a-amylase

Pour cette activitt nous avons utilisé 1’a-amylase pancréatique d’origine porcine
(E.C.3.2.1.1). Cette enzyme a une structure proche de 1I’a-amylase humaine. Elle se présente
sous forme lyophilisée (13000 Da et une activité spécifique de 13UI/ml). L’optimum de

I’activité catalytique est mesuré a pH 6,9 pour une température de 37°C.

La solution d’enzyme utilisée dans cette technique a été préparée a 3,9 Ul/ml (qui
correspond a 1,3 Ul/ml dans le milieu réactionnel) par dissolution de 3 mg d’enzyme
lyophilisée dans 10 ml de tampon phosphate (0,02 M, 6,7 mM NacCl, pH 6,9)

Le substrat utilisé¢ est ’'amidon soluble de pomme de terre : 1g d’amidon soluble a été
dissout dans 100 ml de solution tampon phosphate (0,02 M, 6,7 mM NaCl, pH 6,9) sous
agitation (50-70°C).

Pour la préparation de la solution chromogene 3,5-dinitrosalicylique (DNSA), 30 g de
tartrate double de sodium et de potassiume est solubilisé dans 20 ml de NaOH (2N)
préalablement chauffée a 60°C sous agitation. 1g du DNSA a été dissout dans 40 ml d’eau
distillée préchauffée. Les deux solutions obtenues sont mélangées sous agitation pour obtenir
un réactif limpide de couleur jaune-orange. Le volume final est ajusté a 100 mL avec de I’eau

distillée. Le réactif obtenu est conservé a 1’abri de la lumiére et a 4°C.

» Principe

Cette méthode consiste a évaluer D’effet inhibiteur des extraits bruts des deux plantes
étudiées et leurs fractions sur I’activité de 1’a-amylase pancréatique. En milieu alcalin et a
chaud, I’oxydation des groupements aldéhydes libres des sucres provoque simultanément la
réduction de 1’acide 3,5-dinitrosalicylique (DNSA) de couleur jaune orange en acide 3-amino

5-nitrosalicylique de couleur rouge orange qui absorbe a 540 nm. L’intensité de la coloration
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est proportionnelle & la quantité de sucres réducteurs présents dans le milieu réactionnel
(Thalapaneni et al., 2008).

» Mode opératoire

L'effet inhibiteur de I' a-amylase de I'extrait d'hydrométhanolique et de ses fractions a été
déterminé par la méthode décrite par Thalapaneni et al. (2008).

Un mélange de 200 pl d'échantillon et 200 pl de tampon phosphate de sodium 20 mM (pH
6,9 avec chlorure de sodium 6,7 mM) contenant une solution d' a-amylase a été incubé a 37°C
pendant 10 min. Apres incubation, 200 pl de solution d'amidon soluble (1%) ont été ajoutés.
Apres une incubation de 15 min a 37°C, 400 pl d'acide 3,5-dinitrosalicylique (DNSA) ont été
ajoutés. Le mélange a été placé, ensuite dans un bain-marie a 100 °C pendant 5 min.

L'absorbance a été mesurée a 540 nm a I’aide d’un spectrophotometre UV/visible

Une solution d’Acarbose (Glucobay ® 50), utilisée comme standard a différentes

concentrations, est préparée dans la solution tampon phosphate (pH 6,9, 0,02 M).

» Expression des résultats
Le pourcentage d'inhibition | (%) a été calculé a I'aide de la formule :
I (%) = ((A contrdle - A extrait) x A controle) x100............... 2)

L'activité inhibitrice de I’alpha-amylase a été exprimée en valeurs de Clso. Elle est déterminée
en pug/ml a partir des courbes de régressions logarithmiques des pourcentages d’inhibition en

fonction des concentrations des extraits, fraction ou standard.
4.2. Recherche de D’activité inhibitrice de I’a-glucosidase

L’origine de 1’a-glucosidase utilisée dans cette étude est une levure Saccharomyces
cerivisiae (E.C.3.2.1.20). Elle se présente sous forme lyophilisée. Le substrat utilisé est le p-
Nitrophenyl a-D-Glucoside (p-NPG).

» Principe

L’a-glucosidase catalyse la réaction de la dégradation du p-NPG en D-glucopyranoside et
en p-nitrophénol (p-NP). Le p-nitrophénol (p-NP) qui absorbe a 400 nm permet 1’évaluation
de I’activité enzymatique de 1’a-glucosidase. Le principe consiste & mettre en contact les
différents extraits et fractions de M.pulegium et S.chamaecyparissus avec 1’a-glucosidase et
son substrat p-NPG. L’effet inhibiteur des différents extraits et fractions a été déterminé par la
mesure de la quantité du p-NP libéré dans le milieu réactionnel (Mosihuzzman et al., 2013).
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» Mode opératoire

L'activité inhibitrice de 1’a-glucosidase d'extraits de M. pulegium et de S.chamaecyparissus

a eteé realisee selon la méthode de Lordan et al. (2013).

Dans une microplaque a 96 puits, 50ul de I’extrait a différentes concentrations et 50 pl de
PNPG (5 mM) ont été mélangés et pré-incubés pendant 5 min a 37°C. Puis, 100 pl de tampon
phosphate (100 mM, pH 6,9) contenant I’enzyme ont été ajoutés. Aprés 30 min d'incubation a
37°C, la réaction est arrétée par I’addition du carbonate de sodium (100 mM). L'absorbance a été

mesurée a 400 nm a I’aide d’un lecteur de microplaque.

Une solution d’Acarbose (Glucobay ® 50), a été utilisée comme standard a différentes

concentration.
» Expression des résultats

Le pourcentage d'inhibition a été calculé a l'aide de la formule (2) ci-dessus. L'activité
inhibitrice de l'a-glucosidase a été exprimée en termes de valeurs de la Clso (concentration de
1'échantillon inhibant 50% de l'activité de 1’alpha-glucosidase). Elle est déterminée en pg/ml
a partir des courbes de régressions logarithmiques des pourcentages d’inhibition en fonction

des concentrations des extraits, fractions ou standards.

4.3. Activité antiglycation (recherche d’effet antiglycant)

» Principe

Dans cette étude, la BSA (Bovine Serum Albumin) a été choisie comme modele pour la
formation de la glycation protéique. L’incubation in vitro de BSA avec une forte
concentration de glucose conduit a une glycosylation non enzymatique caractérisée par la
production des AGE (Advanced Glycation End products). I’effet antiglycant a ét¢ déterminé
par la mesure de la fluorescence caractéristique des AGE produit dans le milieu d’incubation
(Yehetal., 2017).

» Mode opératoire
Le potentiel d’antiglycation des extraits des deux plantes étudiées a été évalué in vitro

selon la méthode de (Matsuura et al., 2002):

500 pL de mélange réactionnel ont été préparé contenant 100 pul de BSA (4mg/ml), 100 ul de
glucose (200 mM), 10 ul d’extrait a différentes concentrations, 250 pl de tampon phosphate
(0,1 M ; pH 7.4) et 40 ul d’eau distillée. Apres 48h d’incubation a 60°C, le meélange est laissé

refroidir.
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100 pl de chaque tube ont été transférés dans des tubes puis 10 pl de TCA ont été ajoutés
suivi par agitation et centrifugation (15000 rpm, 4 min, 4°C). Aprés élimination du surnagent,
400 ul de PBS (pH 10) ont été ajoutés au précipité (AGE-BSA) pour la dissolution.

200 pl ont été transféré de chaque tube dans une microplaque noire a 96 puits et la
fluorescence est mesurée a 370 nm (excitation) et 440 nm (émission) respectivement en
utilisant un lecteur de microplaques (Enspire Perkin Elmer).

» Expression des résultats
Le pourcentage d’inhibition de la formation des AGE selon la formule suivante :

% d’inhibition AGE = (1- fluorescence échantillon/ fluorescence contrdle) x 100
L'activité antiglycation est exprimée en valeurs de Clso. Elle est déterminée en pg/ml a partir
des courbes de régressions logarithmiques des pourcentages d’inhibition en fonction des

concentrations des extraits, fraction ou standard.

5. Evaluation de P’activité anti-Alzheimer
5.1. Recherche d’activités inhibitrices de I'acétylcholinestérase (AChE) et de la
butyrylcholinestérase (BChE)

AChE (EC 3.1.1.7) de I’anguille électrique et BChE (EC 3.1.1.8) de sérum de cheval ont été
utilisés, tandis que I’iodure d’acétylthiocholine et chlorure de butyrylthiocholine ont été
utilisés comme substrats de I’AChE et BChE, respectivement avec 1’acide 5,5’-dithio-bis 2-

nitrobenzoique (DTNB) pour la mesure de 1’activité anticholinestérase.
» Principe

Le test de I’AChE, est réalis¢ selon le principe de I’hydrolyse de [I’iodure
d’acétylthiocholine en acétate et en thiocholine, qui a son tour réagit avec le 5,5'-dithiobis
(acide2-nitrobenzoique) (DTNB) pour donner le jaune 5-thio-2-nitrobenzoate qui absorbe a
412 nm. Pour le test de la BChE, le chlorure de butyrylthiocholine est hydrolysé en acide
butyrique et en thiocholine, qui a son tour réagit avec le 5,5'-dithiobis (acide2-nitrobenzoique)
(DTNB) pour donner le jaune 5-thio-2-nitrobenzoate qui absorbe a 412 nm (Ellman et al.,
1961).

» Mode opératoire

Les activités inhibitrices de l'acétylcholinestérase (AChE) et de la butyrylcholinestérase
(BChE) ont été évaluées a l'aide de la méthode décrite par Ellman et al. (1961) et Oztiirk et

al. (2011). Apres 15 min d'incubation a 37°C du mélange réactionnel composé de différentes
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concentrations d'extrait ou de galantamine (10 pl), 150 pl de tampon phosphate de sodium
(100 mM, pH 8,0) et 20 pl d'AChE (5,32 x 10-3 U/ml) ou de BChE (6,85 x 10-3 U/ml), 10 pl
de DTNB (0,5 mM) ont été ajoutés au mélange. De plus, la réaction a ensuite été amorcee par
addition de 10 pl de I’acétylthiocholine (0,71 mM) ou de butyryl thiocholine (0,2 mM). La

galantamine a été utilisée comme inhibiteur standard.
L'absorbance a été lue & 412 nm, a I’aide d’un lecteur de microplaque.
» Expression des résultats

Le pourcentage d'inhibition a été déterminé selon la formule (2) ci-dessus. L'activité
inhibitrice de la cholinestérase a été exprimée en valeurs de Clso. Elle est déterminée a partir
des courbes de régressions logarithmiques des pourcentages d’inhibition en fonction des

concentrations des extraits, fraction ou standard.
6. Analyses statistiques

Tous les tests ont eté réalises en triplicate. Les résultats sont exprimés en moyenne + MES
(Moyenne Erreur Standard). L'analyse statistique a été réalisée par analyse unidirectionnelle
de la variance (ANOVA) suivie du test post hoc de Tukey et Student-Newman-Keul pour des
comparaisons multiples. Elle a été réalisée a l'aide du logiciel IBM SPSS statistics V26
d'IBM. Des courbes de corrélation ont été tracées entre les teneurs en polyphénols totaux et
I’activité antioxydante, antidiabetique, antiglycation et anti-Alzheimer des extraits et fractions

de M. pulegium et de S. chamaecyparissus en utisant EXCEL.
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Résultats et inteprétation

I Caractéristiques des extraits préparés

L’extraction eau-méthanol (30/70) par maceération des parties aériennes (tiges, feuilles et fleurs)
de Mentha pulegium et Santolina chamaecyparissus, séchées et broyées, suivie d’un
fractionnement liquide-liquide des extraits bruts obtenus (EBM et EBS) par trois solvants a
polarité différente: éther diétylique (FED-M et FED-S), acétate d’éthyle (FAE-M et FAE-S) et
n-butanol (FnB-M et FnB-S), nous a permis de récupérer des extraits et des fractions de

différentes couleurs, aspects et rendements.

Le tableau 5 résume respectivement les caractéristiques des extraits bruts hydrométhanoliques
de la partie aérienne et de leurs fractions, a savoir I’aspect physique, la couleur et le rendement

d’extraction.

Tableau 5. Caractéristiques des extraits bruts hydrométhanoliques de la partie aérienne de
Mentha pulegium et Santolina chamaecyparissus et de leurs fractions obtenues.

Plante Extrait/fraction | Aspect Couleur Rendement %
EBM Cristallisé Marron foncée 19
_ FAE-M poudre Marron claire 7,1
M. pulegium —— :
FnB-M Cristallisé Marron claire 5,12
FED-M Pateux Verte foncée 3,04
EBS pateux Marron foncée 10,3
_ FAE-S pateux Marron foncée 6,2
S. chamaecyparissus
FnB-S pateux Marron foncée 4.4
FED-S pateux Marron foncée 3,2

M. pulegium : EBM : Extrait brut hydrométhanolique ; FAE-M : Fraction d'acétate d'éthyle ; FnB-M : Fraction n-
butanol ; FED-M: Fraction d'éther diéthyliqgue. S. chamaecyparissus: EBS: Extrait brut
hydrométhanolique ; FAE-S : Fraction d'acétate d'éthyle ; FnB-S : Fraction n-butanol ; FED-S : Fraction d'éther
diéthylique.

Nous avons remarqué que I’extrait brut hydrométhanolique préparé par macération et ses
fractions obtenues a partir de la partie aérienne de M. pulegium et de S. chamaecyparissus ont
été recupérees sous forme de pate et de cristaux de la méme couleur (marron), a I'exception de
la fraction FED-M de M. pulegium qui a présenté une couleur verte foncée et la fraction FAE-

M de M. pulegium qui a été récupéré sous forme de poudre.

De plus, les résultats ont montré que les rendements d’extraction calculés varient entre 3,04 et

19 % pour M. pulegium et entre 3,2 et 10,3 % pour S. chamaecyparissus. Cependant, les

39




Résultats et inteprétation

rendements les plus faibles ont été obtenus apres fractionnement par 1’éther diéthylique des

deux plantes : FED-M (3,04 %) et FED-S (3,2 %).

1. Etude phytochimique

1. Screening phytochimique
Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes familles chimiques existantes
dans la partie aérienne des différents extraits bruts hydrométhanoliques de M. pulegium et S.
chamaecyparissus et leurs fractions par des réactions qualitatives de caractérisation. Les

résultats du screening phytochimique sont représentés dans les tableaux 6 et 7.

Tableau 6. Screening phytochimique de 1’extrait brut hydrométhanolique de la partie aérienne

de M. pulegium et ses fractions obtenues

EBM FAE-M FnB-M FED-M

Alcaloides + + + +
Tanins + + + +

Flavonoides + + + +
Quinones libres + + + +

Coumarines + + + +
Anthraquinones - - - -
Terpenoides + + + +

Saponines + - - +

(+) présence, (—) absence, M. pulegium : EBM : Extrait brut hydrométhanolique ; FAE-M : Fraction d'acétate
d'éthyle ; FnB-M : Fraction n-butanol ; FED-M : Fraction d'éther diéthylique
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Tableau 7. Screening phytochimique de I’extrait brut hydrométhanolique de la partie aérienne
de S. chamaecyparissus et ses fractions obtenues.

EBS FAE-S Fn-B-S FED-S
Alcaloides + + + +
Tanins + + + +
Flavonoides + + + +
Quinones libres + + + +
Coumarines + + + +
Anthraquinones - - - -
Terpenoides + + + +
Saponines + - + }

(+) présence, (—) absence. S. chamaecyparissus: EBS: Extrait brut hydrométhanolique ; FAE-S : Fraction
d'acétate d'éthyle ; FnB-S : Fraction n-butanol ; FED-S : Fraction d'éther diéthylique.

Les résultats du screening phytochimique ont montré la richesse des deux plantes en

métabolites secondaires.

Le screening phytochimique réalisé sur les différents extraits préparés de la partie aérienne
de M. pulegium et S. chamaecyparissus a révélé la présence des flavonoides, tanins,
coumarines, quinones libres, alcaloides et terpénoides dans 1’ensemble des extraits bruts
hydrométhanoliques (EBM et EBS) et leurs fractions récupérées. Les saponines ne sont
présents que dans ’extrait brut hydrométhanolique et la fraction éther diéthylique de M.
pulegium et dans I’extrait brut hydrométhanolique et la fraction n-butanol de S.

chamaecyparissus.

Par ailleurs, nous avons noté 1’absence d’anthraquinones dans la totalité des extraits prépares

(Tableau 6 et 7).
2. Dosage des composés phénoliques

L’extrait brut hydrométhanolique préparé par macération et ses fractions obtenues de la partie
aérienne de M. pulegium et de S. chamaecyparissus ont été analysés quantitativement par
spectrophotométrie. Les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides totaux ont été
obtenues en utilisant I’équation de la régression linéaire de la courbe d’étalonnage tracée de

I’acide gallique (Figure 6) et de la catéchine (Figure 7), respectivement.
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Figure 6: Courbe d’étalonnage de ’acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux
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Figure 7: Courbe d’étalonnage de la catéchine pour le dosage des flavonoides totaux

Les résultats sont exprimés en microgramme équivalent de [’acide gallique par
milligramme d’extrait (ug EAG/mg E) pour les polyphénols totaux et en microgramme
équivalent de la catéchine par milligramme d’extrait (ug EC/mg E) pour les flavonoides totaux.

Ils sont représentés dans le tableau 8:
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Tableau 8 : Teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides totaux des extraits de la partie

aérienne de M. pulegium et de S. chamaecyparissus

M.pulegium S. chamaecyparissus
Extrait/ Polyphénols Flavonoides Extrait Polyphénols Flavonoides
Fraction (Mg EAG/mg E) | (ug EC/mg E) /Fraction (Mg EAG/mg E) (Mg EC/mg E)
EBM 264,24 + 0,03 | 230,75+0,01 EBS 107,58+ 0,10 80,75+ 0,04
FAE-M 425,76 £ 0,00 | 298,9+0,00 FAE-S 189,6 £ 0,67 150,98 £ 0,08
FnB-M 356,29+ 1,06 | 274,33 +0,00 FnB-S 129,6 £ 0,51 98,21+ 0,00
FED-M 198,31+1,35 | 161,42+191 FED-S 100,00 = 0,00 72,75+0,16

M. pulegium : EBM : Extrait brut hydrométhanolique ; FAE-M : Fraction d'acétate d'éthyle ; FnB-M : Fraction n-
butanol; FED-M: Fraction déther diéthylique. S. chamaecyparissus: EBS: Extrait brut
hydrométhanolique ; FAE-S : Fraction d'acétate d'éthyle ; FnB-S : Fraction n-butanol ; FED-S : Fraction d'éther
diéthylique. (£) : Moyenne Erreur Standard (MES) (n=3).

D’aprés les résultats obtenus, nous avons noté que les fractions FAE-M et Fn-B-M de
M.pulegium ont présenté
I’ordre de 425,76 £ 0,00 et 356,29 + 1,06 pug EAG/mg E, et en flavonoides totaux qui sont de
I’ordre de 298,9 £ 0,00 et 274,33 + 0,00 ug EC/mg E, respectivement (Tableau 8). Pour S.

chamaecyparissus, nous avons constaté que les deux fractions FAE-S et Fn-B-S ont présenté

les teneures les plus élevées en polyphénols totaux qui sont de

également les teneurs les plus élevées en polyphénols totaux qui sont de I’ordre de 189,6 +
0,67 et 129,6 + 0,51 pug EAG/mg E, et en flavonoides de 1’ordre de 150,98 £+ 0,08 et 98.21+
0,00 ug EC/mg E, respectivement. Cependant, la fraction éther diéthylique des deux plantes a
enregistré les teneurs les plus faibles.

3. ldentification des composés phénoliques par RP- HPLC-PDA

Les fractions acétate d’éthyle (FAE-M et FAE-S) et n-Butanol (Fn-B-M et Fn-B-S) des deux
plantes étudiées, qui ont présentées des teneurs élevées en composés phénoliques, ont fait

I’objet d’analyses chromatographiques par RP- HPLC-PDA.

Les profils chromatographiques qualitatifs obtenus de M. pulegium et S. chamaecyparissus
montrent des différences dans la composition en composés phénoliques entre les différents

extraits analyses.

L'analyse chromatographique par RP-HPLC-PDA de composés phénoliques contenus dans
les fractions acétate d'éthyle et n-butanol obtenues a partir de I'extrait brut hydrométhanolique
de M. pulegium a révélé la présence d'acides phénoliques (acide gallique, acide p-coumarique
et acide férulique), de flavanone (naringénine) et de flavonol (quercétine) (Figure 8 et 9).
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L'acide gallique, la p-coumarique et la quercétine ont été détectes dans les deux fractions, dont

la quercétine est le composé majoritaire.
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Figure 8: Chromatogramme de la fraction acétate d’éthyle de 1’extrait brut hydrométhanolique de M.
pulegium préparé par macération
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Figure 9 : Chromatogramme de la fraction n-butanol de I’extrait brut hydrométhanolique de M.
pulegium préparé par macération

Par ailleurs, Les profils chromatographiques qualitatifs obtenus a 280 nm pour les fractions
acetate d'éthyle et n-butanol de 1’extrait brut hydrométhanolique préparé par macération de la

partie aérienne de S. chamaecyparissus sont illustrés dans les figures 10 et 11.
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Les résultats obtenus montrent la présence de plusieurs molécules dont trois
flavonoides (naringénine, quercétine, et rutine) et un acide phénolique (acide gallique). La
quercétine est le composé majoritaire dans des deux fractions. La rutine a été identifiée

uniquement dans la fraction acétate d’éthyle (FAE-S).
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Figure 10: Chromatogramme de la fraction acétate d’éthyle de I’extrait brut hydrométhanolique de S.
chamaecyparissus préparé par macération
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Figure 11 : Chromatogramme de la fraction n-butanol de I’extrait brut hydrométhanolique S.
chamaecyparissus préparé par macération
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I11. Etude Biologique

1. Evaluation de la cytotoxicité des extraits vis-a-vis des globules rouges

Dans la présente étude nous avons eétudié la toxicité in vitro de [D’extrait brut
hydrométhanolique de la partie aérienne de M. pulegium et de S. chamaecyparissus et ses
fractions riches en composés phénoliques vis-a-vis des cellules érythrocytaires humains en se
basant sur leurs effets hémolytiques.

Les figures 12 et 13 présentent 1’évolution des taux d’hémolyse aprés 60 min d’incubation
d’une suspension érythrocytaire a 37°C en présence des différentes concentrations des extraits

bruts hydrométhanoliques de M. pulegium et S. chamaecyparissus et de leurs fractions.

10 -

EBM
FED-M

Hémolyse (%)

O O O
CREC

Concentrations (mg/ml)

Figure 12: Taux d’hémolyse aprés 60 min d’incubation d’une suspension érythrocytaire a 37°C en
présence des différentes concentrations de I’extrait brut hydrométhanolique de la partie aérienne de M.
pulegium préparé par macération et ses fractions.
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Figure 13: Taux d’hémolyse aprés 60 min d’incubation d’une suspension érythrocytaire a 37°C en
présence des différentes concentrations de 1’extrait brut hydrométhanolique de la partie aérienne de S.
chamaecyparissus préparé par macération et ses fractions.

Les résultats obtenus ont montré que les taux d’hémolyses sont proportionnels a
I’augmentation des concentrations des extraits de M. pulegium et S. chamaecyparissus. Apres
60 min d’incubation a 37 °C et pour toutes les concentrations testées, les taux sont compris
entre 2,40 + 0,03 % et 7,41 = 0,12 % pour I’extrait brut (EBM) et entre 1,94 & 0,00 % et 5,08 +
0.03 % pour la fraction éther diéthylique (FED-M), et entre 0,41 + 0,07 % et 2,36 + 0,12 %
pour la fraction acétate d’éthyle (FAE-M) et entre 1,87 + 0,01 % et 4,4 £ 0,17 % pour la
fraction n-Butanol (FNB-M) de M. pulegium.

Pour S. chamaecyparissus, les taux d’hémolyses varient de 4,33 =0, 15 % a 9,32 + 0,17 %
pour I’extrait brut (EBS), de 2,37 + 0,15 % a 4,16 + 0,1 % pour la fraction éther diethylique
(FED-S), de 0,84 +0,01 % & 2,47+ 0,03 % pour la fraction acétate d’éthyle (FAE-S) et de 1,16
+ 0,08 % a 2,96 + 0,01 pour la fraction n-Butanol (FnB-S).

De méme, nous avons constaté que les fractions acétate d’éthyle des deux plantes ont
enregistré les taux d’hémolyses les plus faibles. IIs n’ont pas dépassés 2,36 + 0,12 % pour M.
pulegium et 2,47 £ 0,03 % pour S. chamaecyparissus par rapport au témoin positif (hémolyse

totale) aprés 60 min d’incubation en présence d’une concentration de 200 mg/ml.
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2. Evaluation de ’activité antioxydante

L’activité antioxydante des extraits et fractions de M. pulegium et de S. chamaecyparissus a été
évaluee par différentes méthodes : GOR, ABTS, DPPH, superoxyde, PAOT-liquide, FRAP,
CUPRAC, phénanthroline, blanchissement du [-caroténe. Ils sont basés sur le transfert

d'électrons ou d’hydrogene et les résultats sont exprimes en termes de Clso et Ao,s.
2.1. Piégeage du radical DPPH"

L’activité antiradicalaire des extraits et fractions de M. pulegium et S. chamaecyparissus a été
évaluée par la méthode de piégeage du radical libore DPPH'. Les résultats obtenus sont
exprimés en pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH" en fonction des concentrations
des extraits et des standards. Les Clsp obtenues ont été calculées a partir des équations des

régressions logarithmiques des courbes tracées (figure 14 et 15) et les résultats sont représentés
dans le tableau 9.

100 @ Extrait brut hydrométhanolique
= M Fraction acétate d'éthyle
9> Fraction n-Butanol
g 80 X Fraction éther diéthylique
=
S y = 23,794In(x) - 4,7763
< 60 R?=0,9877
c
= y =22,732In(x) + 1,7215
© 2 _
1% R*=0,9792
@ 40
9 y =21,465In(x) + 4,1854
GC) R?=0,9892
e 20 Y=22,56In(x) + 7,6989
3 R2=0.9732
o
0
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Figure 14: Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations de 1’extrait
brut hydrométhanolique préparé par macération et ses fractions de la partie aérienne de M. pulegium.
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Figure 15: Pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en fonction des concentrations de I’extrait
brut hydrométhanolique préparé par macération et ses fractions de la partie aérienne S.
chamaecyparissus

L’ensemble des extraits de M. pulegium et de S. chamaecyparissus ont une activité
antiradicalaire importante et ceci d’'une maniére dose-dépendante. A une concentration de 50

ug/ml, I’ensemble des extraits atteignent plus de 80% d’inhibition du DPPH" (Figure 14 et 15).

Tableau 9. Les Clsg (ug/ml) des différents extraits de M. pulegium et de S.chamaecyparissus,
obtenues par méthode de DPPH.

M. pulegium S. chamaecyparissus

EBM 9,99+0,16% EBS 9,01+0,142
FED-M 12,90+0,08° FED-S 9,60+0,03°
FAE-M 8,3540,22° FAE-S 6,74+0,09°
FnB-M 8,44+0,03° FnB-S 8,54+0,01¢
BHT 12,99+0,41° BHT 12,99+0,41°

BHA 6,140,419 BHA 6,14+0,41"
Acide ascorbique 0,91+0,01° Acide ascorbique 0,91+0,019

M. pulegium : EBM : Extrait brut hydrométhanolique ; FAE-M : Fraction d'acétate d'éthyle ; FnB-M : Fraction n-
butanol ; FED-M: Fraction d'éther diéthyliqgue. S. chamaecyparissus: EBS: Extrait brut
hydrométhanolique ; FAE-S : Fraction d'acétate d'éthyle ; FnB-S : Fraction n-butanol ; FED-S : Fraction d'éther
diéthylique. (£) : Moyenne Erreur standard (MES) (n=3). 9 Les échantillons non reliés par la méme lettre sont

significativement différents & p <0,05, comme déterminé par les tests a comparaisons multiples de Tukey et
Student-Newman-Keul.
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La meilleure capacité de piégeage du radical libre DPPH" a été enregistrée avec les fractions
acétate d’éthyle et n-butanol des deux plantes étudiées avec des valeurs d’Clso de 1’ordre de
8,35 £ 0,22 pg/ml et 8,44 + 0,03 pg/ml, respectivement pour M. pulegium et de I’ordre de
6,74 £ 0,09 pug/ml et 8,54 + 0,01 pg/ml pour S. chamaecyparissus, respectivement (tableau 9).
Cette activité est meilleure par rapport a celle de I’antioxydant de synthése BHT (Clso= 12,99 +
0,41 pg/ml) et trés proche a celle de BHA (6,14 £ 0,41 pg/ml).

2.2. Piégeage du radical cationique ABTS™

L’activité antiradicalaire des extraits et fractions de M. pulegium et S. chamaecyparissus a
été effectuée par la méthode de piégeage du radical libre ABTS™ . Nous avons obtenu des
courbes logarithmiques a partir desquels nous avons calculé les Clso et les résultats sont
présentés dans le tableau 10. Les résultats ont montré une augmentation proportionnelle des
pourcentages d’inhibition du radical libre ABTS** en fonction des concentrations des différents
extraits de M. pulegium et S. chamaecyparissus (figure 16 et 17).

100 @ Extrait brut hydrométhanolique
> M Fraction acétate d'éthyle
9> Fraction n-Butanol
g 80 X Fraction éther diéthyligque
5 y = 26,734In(x) - 15,11
% 60 R? =0,9697
5 y =31,906In(x) - 2,3414
17 R?=0,9927
o 40
8 y = 33,505In(x) - 17,64
§ R2 = 0,9705
£ 20 y = 71,822In(x) - 130,57
o 2=
g R*=0,9799
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Figure 16: Pourcentages d’inhibition du radical cationique ABTSe+ en fonction des concentrations de
I’extrait brut hydrométhanolique préparé par macération et ses fractions de la partie aérienne de M.
pulegium.
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Figure 17: Pourcentages d’inhibition du radical cationique ABTSe+ en fonction des concentrations de
I’extrait brut hydrométhanolique préparé par macération et ses fractions de la partie aérienne de S.
chamaecyparissus.

Tableau 10. Les Clso (ug/ml)  des différents extraits de M. pulegium et de S.
chamaecyparissus, obtenues par méthode de ABTS™

M. pulegium S. chamaecyparissus
EBM 12,370,067 EBS 5,730,072
FED-M 11,41+0,03? FED-S 10,23+0,00°
FAE-M 5,17+0,08° FAE-S 4,28+0,04°
FnB-M 8,29+0,82° FnB-S 5,170,131
BHT 1,59+0,03¢ BHT 1,59+0,03¢
BHA 1,030,001 BHA 1,03+0,00°
Trolox 7,76+0,03° Trolox 7,76+0,03"

M. pulegium : EBM : Extrait brut hydrométhanolique ; FAE-M : Fraction d'acétate d'éthyle ; FnB-M : Fraction n-
butanol; FED-M: Fraction déther diéthylique. S. chamaecyparissus: EBS: Extrait brut
hydrométhanolique ; FAE-S : Fraction d'acétate d'éthyle ; FnB-S : Fraction n-butanol ; FED-S : Fraction d'éther
diéthylique. (%) : Moyenne erreur standard (MES) (n=3). ®f Les échantillons non reliés par la méme lettre sont
significativement différents & p <0,05, comme déterminé par les tests a comparaisons multiples de Tukey et
Student-Newman-Keul.

Nous avons constaté que les fractions acétate d’éthyle et n-butanol des deux plantes
étudiées ont présente 1’activité antiradicalaire la plus puissante avec des Clso de 1’ordre de 5,17
+ 0,08 et 8,29 + 0,82 pg/ml pour M. pulegium et de I’ordre de 4,28 + 0,04 et 5,17 £ 0,13 pug/ml
pour S. chamaecyparissus, respectivement. Cette activité est supérieure a celle de Trolox et
proche a celle de BHA et BHT.
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2.3. Piégeage du radical galvinoxyl (GOR)

Le pouvoir piegeur du radical galvinoxyl par les différents extraits de M. pulegium et S.
chamaecyparissus a été évalué. Les figues 18 et 19 montrent les pourcentages d’inhibition du
radical galvinoxyl en fonction des différentes concentrations des extraits de M. pulegium et S.
chamaecyparissus. Les Clsp sont illustrées dans le tableau 11.

Nous avons remarqué que I’ensemble des extraits ont une activité de piégeage du radical

galvinoxyl importante et ceci d’une maniéere dose-dépendante.

_1oo @ Extrait brut hydrométhanolique
N M Fraction acétate d'éthyle
S g0 (4] Fraction n-Butanol
o L e
= X Fraction éther diéthylique
o)
T 60 y =21,987In(x) + 16,502
£ R?=0,9834
o y =11,69In(x) + 40,268
B 40 R?=0,9783
&
2 y = 25,858In(x) + 4,189
S 20 R?=0,976
8 y = 29,688In(x) - 39,242
o 0 R?=0,9892

0 20 40 60 80 100 120

Concentrations (pug/ml)

Figure 18: Pourcentages d’inhibition du radical galvinoxyl en fonction des concentrations de I’extrait
brut hydrométhanolique préparé par macération et ses fractions de la partie aérienne de M. pulegium
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Figure 19: Pourcentages d’inhibition du radical galvinoxyl en fonction des concentrations de I’extrait
brut hydrométhanolique préparé par macération et ses fractions de la partie aérienne de

S. chamaecyparissus.

Tableau 11. Les Clso (ug/ml)  des différents extraits de M. pulegium et de S.
chamaecyparissus, obtenues par méthode du piégeage du radical galvinoxyl.

M. pulegium S. chamaecyparissus
EBM 5,87+0,03° EBS 18,330,297
FED-M 20,20+0,02° FED-S 28,36+0,62"
FAE-M 2,29+0,01° FAE-S 8,38+0,01°
FnB-M 5,67+1,08° FnB-S 13,26+0,35¢
BHT 3,32 £ 0,181 BHT 3,32+0,18°
BHA 5,38 + 0,06%¢ BHA 5,38 + 0,06

M. pulegium : EBM : Extrait brut hydrométhanolique ; FAE-M : Fraction d'acétate d'éthyle ; FnB-M : Fraction n-
butanol; FED-M: Fraction déther diéthylique. S. chamaecyparissus: EBS: Extrait brut
hydrométhanolique ; FAE-S : Fraction d'acétate d'éthyle ; FnB-S : Fraction n-butanol ; FED-S : Fraction d'éther
diéthylique. () : Moyenn erreur standard (MES) (n=3). *f Les échantillons non reliés par la méme lettre sont

significativement différents & p <0,05, comme déterminé par les tests a comparaisons multiples de Tukey et
Student-Newman-Keul.

Les résultats illustrés dans le tableau 11 révélent que la fraction FAE-M (Clso = 2,29 £ 0,01
pg/ml), la fraction FnB-M (Clso = 5,67 & 1,08 pug/ml) et I’extrait brut hydrométhanolique EBM
(Clso = 5,87 £ 0,03 pg/ml) ont montré une capacité de piégeage du radical galvinoxyl
significativement similaire a celle des molécules standards BHT (Clso = 3,32 + 0,18 ug/ml) et
BHA (Clso= 5,38 + 0,06 pg/ml).
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Par ailleurs, pour la partie aérienne de S. chamaecyparissus, nous avons enregistré que la
fraction FAE-S est la plus active avec une Clso de I’ordre de 8,38 = 0,01 pg/ml et la fraction

FED-S posséde I’activité la plus faible avec une Clso de I’ordre de 28,36 £ 0,62 pg/ml.
2.4, Piégeage du radical superoxyde (O2¢)

Le pouvoir piégeur du radical superoxyde (Oz*) par les différents extraits de M. pulegium
et S. chamaecyparissus a été évalué. Les pourcentages d’inhibition du radical superoxyde et

les Clso sont illustrés dans les figures 20, 21 et le tableau 12, respectivement.

100 # Extrait brut hydrométhanolique
@ B Fraction acétate d'éthyle
S Fraction n-Butanol
s & X Fraction éther diéthylique
E y =13,101In(x) + 9,7656
< 60 R?=0,9789
':5 y =14,112In(x) + 22,698
I 40 R?=0,9861
& y = 12,297In(x) + 18,444
GCJ 20 R?=0,9693
e y = 16,018In(x) - 5,4817
3 o R? = 0,9946
[a
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Figure 20: Pourcentages d’inhibition du radical superoxyde en fonction des concentrations de I’extrait
brut hydrométhanolique préparé par macération et ses fractions de la partie aérienne de M. pulegium.
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Figure 21: Pourcentages d’inhibition du radical superoxyde en fonction des concentrations de I’extrait
brut hydrométhanolique préparé par macération et ses fractions de la partie aérienne de S.
chamaecyparissus.

Tableau 12. Les Clso (ug/ml)  des différents extraits de M. pulegium et de S.

chamaecyparissus, obtenues par méthode de piégeage de radical superoxyde O2e-

M. pulegium S. chamaecyparissus
EBM 21,56+0,142 EBS 39,84+1,192
FED-M 31,93+0,38" FED-S 42,38+1,22°
FAE-M 7,01+0,03° FAE-S 9,34+2,38°
FnB-M 13,01+0,02¢ FnB-S 15,13+0,00¢
BHT 28,69+0,00° BHT 28,69+0,00°
Acide ascorbique 10,86+0,12° Acide ascorbique 10,86+0,12"

M. pulegium : EBM : Extrait brut hydrométhanolique ; FAE-M : Fraction d'acétate d'éthyle ; FnB-M : Fraction n-
butanol ; FED-M: Fraction d'éther diéthyliqgue. S. chamaecyparissus: EBS: Extrait brut
hydrométhanolique ; FAE-S : Fraction d'acétate d'éthyle ; FnB-S : Fraction n-butanol ; FED-S : Fraction d'éther
diéthylique. (%) : Moyenne Erreur Standard (MES) (n=3). *f Les échantillons non reliés par la méme lettre sont
significativement différents a p <0,05, comme déterminé par les tests a comparaisons multiples de Tukey et
Student-Newman-Keul.

A partir des résultats obtenus, nous avons constaté que I’ensemble des extraits ont une
activité de piégeage du radical superoxyde importante et ceci d’une maniére dose-dépendante.
La meilleure activité de piégeage de radical superoxyde a été enregistrée dans la fraction
acétate d’¢thyle de M. pulegium (FAE-M) et de S. chamaecyparisssus (FAE-S) avec des
valeurs de Clso respectives de 1’ordre de 7,01 £ 0,03 pg/ml et 9,34 + 2,38 pg/ml avec un
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pourcentage d’inhibition supérieur de 80 % pour M. pulegium et supérieur de 70% pour S.
chamaecyparisssus. Cette activité est plus importante que celle du BHT (28,69 £ 0,00) et de
I’acide ascorbique (10,86 + 0,12). La fraction n-butanol des deux plantes étudiées a exercée un
pouvoir piégeur supérieur a celui BHT et tres proche de 1’acide ascorbique. Par contre les
fractions d'éther diéthylique (FED-M et FED-S) ont montré ’activité de piégeage du radical
superoxyde la plus faible.

Nous avons tracé une courbe de corrélation linéaire entre les valeurs de Clso des différents
tests antiradicalaires (DPPH, ABTS, GOR et superoxyde) et les teneurs en polyphénols totaux
des différents extraits et fractions de M. pulegium (figure 22) et S. chamaecyparisssus (figure
23).

35 ~
X
30 1 4 DPPH
R? = 0,8432
25 1 WABTS R? = 0,8439
= GOR
£ 20 - A R? = 0,723
= X superoxyde R2=09811
B 15 -
Q
10 A
5 -
O T T T T 1
0 100 200 300 400 500
Teneurs en polyphénols totaux (ug EAG/mg E)

Figure 22: Corrélation entre les teneurs en polyphénols totaux et les Clso des différents tests
antiradicalaires des différentes fractions de la partie aérienne de M. pulegium.
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Figure 23: Corrélation entre les teneurs en polyphénols totaux et les Clso des différents tests
antiradicalaires des différentes fractions de la partie aérienne de S. chamaecyparissus

D’aprés les résultats obtenus nous avons remarqué 1’existence d’une forte corrélation (R?
entre 0,72 et 0,98) entre I’activité antiradicalaire des différents extraits et fractions de M.
pulegium et S. chamaecyparisssus et leurs contenus en polyphénols totaux. Cependant une
faible corrélation (R? = 0,486) a été estimée entre le test ABTS et les teneurs en polyphénols

des différents extraits et fractions de S. chamaecyparisssus.

2.5. Test PAOT-Liquide ®

L'activité antioxydante totale estimée par le Test de la PAOT-Liquide ® des extraits bruts
hydrométhanoliques de la partie aérienne de M. pulegium et S. chamaecyparissus et de leurs
fractions riches en composés phénoliques a montré que 1I’ensemble des extraits étudiés ont un
pouvoir antioxydant puissant (figure 24). La fraction FAE-M a enregistré le meilleur score
PAOT-Liquide ® (Score : 8478), comparable a celui des standards (Score > 6000, selon
I’échelle PAOT-Score Scale ®, Ingredients), ce qui signifie le pouvoir antioxydant total le plus
puissant suivi par FnB-M (Score : 5630), EBM (Score : 4022) et FED-M (Score : 3407). Pour
S.chamaecyparissus, FAE-S a presenté I'activité la plus élevee (Score : 4576) tandis que FED-
S présente I’activité la plus faible (Score : 1918).
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Figure 24: PAOT Score ® des extraits bruts hydrométhanoliques de la partie aérienne de M. pulegium
et S. chamaecyparissus et de leurs fractions riches en composés phénoliques

2.6. Pouvoir réducteur du cuivre (CUPRAC)

Les figures 25 et 26 montrent les résultats de la capacité de réduction du cuivre des extraits
de la plante M. pulegium et S. chamaecyparissus. Les résultats ont été exprimés en valeurs Aos

(concentration de I'échantillon donnant une absorbance de 0,5) (Tableau 13).

1,6 @ Extrait brut hydrométhanolique
M Fraction acétate d'éthyle
e 14 A Fraction n-Butanol
g 1,2 X Fraction éther diéthylique
< y = 0,0232x +0,0597
o R?=0,9963
3 0,8 y =0,088x +0,1514
% R2=0,9982
S o6
|
S04
g y =0,0063x + 0,1044
0,2 2 _
R?=0,9907
0
0 20 40 60 80 100 120
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Figure 25: Capacité de réduction du cuivre en fonction des concentrations de 1’extrait brut
hydrométhanolique préparé par macération et ses fractions de la partie aérienne de M. pulegium
(CUPRAC).
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Figure 26: Capacité de réduction du cuivre en fonction des concentrations de 1’extrait brut
hydrométhanolique préparé par macération et ses fractions de la partie aérienne de S. chamaecyparissus
(CUPRAC).

Tableau 13. Les Aos (ug/ml)  des différents extraits de M. pulegium et de S.
chamaecyparissus, obtenues par méthode de CUPRAC

M. pulegium S. chamaecyparissus
EBM 20,00+0,00° EBS 40,48+0,10°
FED-M 66,96+0,44¢ FED-S 68,29+0,01°
FAE-M 3,93+0,19° FAE-S 16,47+0,34°
FnB-M 11,8+0,05° FnB-S 26,19+0,21¢
BHT 3,44 +0,04° BHT 3,44 +0,04°
BHA 1,34 +0,11° BHA 1,34 +0,11°

M. pulegium : EBM : Extrait brut hydrométhanolique ; FAE-M : Fraction d'acétate d'éthyle ; FnB-M : Fraction n-
butanol; FED-M: Fraction déther diéthylique. S. chamaecyparissus: EBS: Extrait brut
hydrométhanolique ; FAE-S : Fraction d'acétate d'éthyle ; FnB-S : Fraction n-butanol ; FED-S : Fraction d'éther
diéthylique. (%) : Moyenne Erreur Standard (MES) (n=3). *f Les échantillons non reliés par la méme lettre sont
significativement différents a p <0,05, comme déterminé par les tests a plages multiples de Tukey et Student-
Newman-Keul.

Nous avons observé que la capacite de réduction du cuivre est proportionnelle a
I’augmentation des concentrations des extraits étudiés. Pour M. pulegium, la fraction acétate
d’éthyle (FAE-M) a présenté la plus forte activité avec une Aos de I’ordre de 3,93+0,19
(ug/ml). Cette activité est significativement similaire a celle de BHT et tres proche a celle de
BHA.
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L’ordre de réduction du cuivre est le suivant: fraction
hydrométhanolique < fraction n-Butanol < fraction acétate

observé pour S. chamaecyparissus.

2.7. Pouvoir réducteur du fer (FRAP)

Le pouvoir réducteur du fer se traduit par la réduction du

éther diéthylique < extrait brut
d’éthyle. Le méme ordre a été

fer ferrique (Fe3*) en fer ferreux

(Fe?*), en présence d’antioxydants existants dans 1’extrait testé. Les valeurs des absorbances

obtenues ont permis de tracer des courbes de régressions linéaires (figure 27 et 28) et de

calculer ainsi

les Ao (tableau 14) a partir des équations des courbes correspondantes.

o P U
00 N} o
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o
>
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M Fraction acétate d'éthyle
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X Fraction éther diéthylique

y =0,0149x + 0,2275
R?=0,9999

y =0,0309x + 0,244
R?=0,9991

y =0,014x + 0,3379
R?=0,979

y =0,0094x + 0,239
R? =0,9985
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Figure 27: Pouvoir réducteur de fer en fonction des concentrations de 1’extrait brut hydrométhanolique
préparé par macération et ses fractions de la partie aérienne de M. pulegium (FRAP).

60



Résultats et inteprétation

1 @ Extrait brut hydrométhanolique
M Fraction acétate d'éthyle
Fraction n-Butanol
g 08 X Fraction éther diéthylique
8 y =0,0146x + 0,1402
~ R2=0,9927
s 06
§ y = 0,0296x + 0,1426
c R2=0,9947
S04
®
B y =0,0283x +0,1019
8 R?=0,9971
< 0,2
y =0,0102x + 0,1845
R2=0,9977
0
0 10 20 30 40 50 60
Concentrations (ug/ml)

Figure 28: Pouvoir réducteur de fer en fonction des concentrations de 1’extrait brut hydrométhanolique
préparé par macération et ses fractions de la partie aérienne de S. chamaecyparissus (FRAP).

Tableau 14. Les Aos (ug/ml) des différents extraits de M. pulegium et de S.

chamaecyparissus, obtenues par méthode de FRAP

M. pulegium S. chamaecyparissus
EBM 11,54 + 0,36% EBS 24,53+0,08?
FED-M 18,28 + 0,211 FED-S 30,95+0,06"
FAE-M 8,29 +0,21° FAE-S 12,07+0,06°
FnB-M 10,14 + 0,43° FnB-S 14,26+0,70°
Acide ascorbique 6,77 £1,15° Acide ascorbique 6,77 + 1,151
Acide tannique 539+ 0,91f Acide tannique 5,39 + 0,910'
a-Tocophérol 34,93 + 2,389 a-Tocophérol 34,93 + 2,38

M. pulegium : EBM : Extrait brut hydrométhanolique ; FAE-M : Fraction d'acétate d'éthyle ; FnB-M : Fraction n-
butanol; FED-M: Fraction déther diéthylique. S. chamaecyparissus: EBS: Extrait brut
hydrométhanolique ; FAE-S : Fraction d'acétate d'éthyle ; FnB-S : Fraction n-butanol ; FED-S : Fraction d'éther
diéthylique. (+) : Moyenne Erreur Standard (MES) (n=3). 29 Les échantillons non reliés par la méme lettre sont
significativement différents a p <0,05, comme déterminé par les tests a plages multiples de Tukey et Student-
Newman-Keul.

Les résultats ont montré une augmentation proportionnelle du pouvoir réducteur en fonction
des concentrations des extraits étudiés. Les extraits préparés de M. pulegium et
S.chamaecyparissus ont marqué un pouvoir réducteur du fer intéressant qui est supérieur a celui

de I’a-tocophérol. Par ailleurs, le pouvoir réducteur du fer le plus élevé est assigné a la fraction
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FAE-M du M. pulegium (Aos=8,29 £ 0,21 pug/ml) et la fraction FAE-S du S.chamaecyparissu
(Aos= 12,07 + 0,06 pg/ml) avec un pouvoir réducteur trés proche a celui de I’acide ascorbique

et I’acide tannique.

2.8. Pouvoir réducteur du fer (Phénanthroline)

A partir des valeurs obtenues nous avons tracé des courbes de régressions linéaires (figures 29
et 30). Les Aos ont été calculés, ainsi, a partir des équations des courbes correspondant
(Tableau 15).

1,2 L 4
[
1
= X
[
g o8 y=0,0318x +0,1217
= R? = 0,9944
=0,0374x +0,1758
D 0,6 e
s R? = 0,9881
C
©
2 04 y =0,0326x + 0,1236
S0, R? = 0,9961
o]
< y=0,0313x + 0,103
0,2 R? = 0,9955
0
0 5 10 15 20 25 30
Concentrations (ug/ml)

Figure 29: Test de ’activité antioxydante par la méthode de Phénanthroline de I’extrait brut
hydrométhanolique préparé par macération et ses fractions de la partie aérienne de M. pulegium
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Figure 30: Test de ’activité antioxydante par la méthode de Phénanthroline de I’extrait brut
hydrométhanolique, préparé par macération et ses fractions de la partie aérienne de

S. chamaecyparissus
Tableau 15. Les Aos (ug/mL) des différents extraits de M. pulegium et de

S.chamaecyparissus, obtenues par méthode de phénanthroline.

M. pulegium S. chamaecyparissus
EBM 11,88+0,14% EBS 12,45+0,072
FED-M 12,70+0,38° FED-S 17,77+0,13°
FAE-M 8,70+0,09° FAE-S 8,26+0,12°
FnB-M 11,55+0,07¢ FnB-S 11,53+0,03¢
BHT 0,93+0,07¢ BHT 0,93+0,07¢
BHA 2,24+0,17¢ BHA 2,24+0,17°

M. pulegium : EBM : Extrait brut hydrométhanolique ; FAE-M : Fraction d'acétate d'éthyle ; FnB-M : Fraction n-
butanol; FED-M: Fraction déther diéthylique. S. chamaecyparissus: EBS: Extrait brut
hydrométhanolique ; FAE-S : Fraction d'acétate d'éthyle ; FnB-S : Fraction n-butanol ; FED-S : Fraction d'éther
diéthylique. (x) : Moyenne Erreur Standard (MES) (n=3). **Les échantillons non reliés par la méme lettre sont
significativement différents a p <0,05, comme déterminé par les tests a comparaisons multiples de Tukey et

Student-Newman-Keul.

Nous avons constaté que 1’absorbance augmente avec I’augmentation de la concentration de
I’ensemble des extraits de M.pulegium et S.chamaecyparissus. D’aprés les résultats représentes
dans le tableau 15, le pouvoir réducteur le plus important a été enregistré avec la fraction FAE-
M de M. pulegium (Ao5=8,70+0,09) et la fraction FAE-S de S.chamaecyparissus (Aos = 8,26
+ 0,12 pg/ml). Ce pouvoir réducteur est inferieur a celui du BHA et BHT.
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Nous avons tracé une courbe de corrélation linéaire entre les valeurs de Ao et les teneurs en
polyphénols totaux des différents extraits et fractions de M. pulegium (figure 31) et S.

chamaecyparisssus (figure 32).
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Figure 31: Corrélation entre les teneurs en polyphénols totaux et les Ags des différents tests
antioxydants des différentes fractions de la partie aérienne de M. pulegium
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Figure 32: Corrélation entre les teneurs en polyphénols totaux et les Ags des différents tests
antioxydants des différentes fractions de la partie aérienne de S. chamaecyparissus.

Une forte corrélation (R? entre 0,701 et 0,991) a été constaté entre les teneurs en
polyphénols totaux et le pouvoir réducteur des différents extraits et fractions de M. pulegium et

S. chamaecyparisssus.
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2.9. Inhibition de blanchissement du p-carotene

La capacité des extraits de M.pulegium et S.chamaecyparissus a inhiber la peroxydation
lipidique a été étudiée en suivant 1’inhibition de blanchissement du [-caroténe. Les résultats
représentés dans les figures 33 et 34 ont montré que les pourcentages d’inhibition de
blanchissement du p-caroténe, sont proportionnels aux concentrations des extraits testés. Ces
résultats nous ont permis de tracer des courbes de régressions logarithmiques. A partir de ces
courbes nous avons calculé les Clso (tableau 16).

100 # Extrait brut hydrométhanolique
= M Fraction acétate d'éthyle
8\, Fraction n-Butanol
5 0 X Fraction éther diéthylique
=
o y = 40,316In(x) - 126,75
E 60 R?=0,994
= y = 20,484In(x) - 18,572
©
7] R?=0,983
> 0 =16,989In(x) - 22,09
S . V - 12 n{x) - ’
= R?=0,9915
S 20
5 y = 34,455In(x) - 101,52
o R2=0,9838
o
0
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Figure 33: Pourcentages d’inhibition de blanchissement du p-caroténe en fonction des concentrations
de I’extrait brut hydrométhanolique préparé par macération et ses fractions de la partie aérienne de M.
pulegium.
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Figure 34: Pourcentages d’inhibition de blanchissement du B-caroténe en fonction des concentrations de
I’extrait brut hydrométhanolique préparé par macération et ses fractions de la partie aérienne de S.
chamaecyparissus.

Tableau 16 : Les Clsp (ug/mL) des différents extraits de M. pulegium et de S.

chamaecyparissus par méthode de blanchissement du -carotene.

M. pulegium S. chamaecyparissus
EBM 80,22 + 0,99 EBS 114,37+0,73°
FED-M 81,35 + 2,39 FED-S 118,48+0,3°
FAE-M 28,40+ 0,57° FAE-S 46,25+0,69°
FnB-M 69,63 + 2,41° FnB-S 106,63+1,15¢
BHT 1,24+0,00¢ BHT 1,24+0,00°
BHA 1,260,001 BHA 1,26+0,00°

M. pulegium : EBM : Extrait brut hydrométhanolique ; FAE-M : Fraction d'acétate d'éthyle ; FnB-M : Fraction n-
butanol; FED-M: Fraction déther diéthylique. S. chamaecyparissus: EBS: Extrait brut
hydrométhanolique ; FAE-S : Fraction d'acétate d'éthyle ; FnB-S : Fraction n-butanol ; FED-S : Fraction d'éther
diéthylique. (%) : Moyenne Erreur Standard (MES) (n=3). ¢ Les échantillons non reliés par la méme lettre sont
significativement différents a p <0,05, comme déterminé par les tests a plages multiples de Tukey et Student-
Newman-Keul.

Les resultats representés dans le tableau 16, montrent que les valeurs de Clso des extraits de M.
pulegium varient de 28,4 + 0,57 a 81,35 + 2,39 ug/ml et varient de 46,25 + 0,69 a 118,48 £ 0,3
pg/ml pour S. chamaecyparissus. Les fractions acétate d’éthyle et n-butanol sont les plus
puissants avec des valeurs de Clso respectives de 1’ordre de 28,40 + 0,57 et 69,63 + 2,41 pg/ml
pour M. pulegium et de 46,25 £+ 0,69 pg/ml et 106,63 + 1,15 pg/ml pour S. chamaecyparissus.
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Ce potentiel d’inhibition de blanchissement du p-caroténe reste inferieur a celui des
antioxydants de synthése, le BHA (Cls0=1,26 + 0,00 pg/ml) et le BHT (Clso = 1,24 + 0,00

ug/ml).

3. Activité anti-hémolytique

L’activité anti-hémolytique des extraits de la partie aérienne de M. pulegium et de S.
chamaecyparissus a été évaluée. Ce test consiste a soumettre les globules rouges a une
agression radicalaire par I’AAPH dans le but de démontrer 1’effet protecteur des extraits sur la
prévention de I’intégrité¢ des érythrocytes afin de résister a cette agression, jusqu’a ce que la

membrane cellulaire soit modifiée au point de libérer leurs contenus cellulaires.

La cinétique d'hémolyse obtenue pour les extraits bruts hydrométhanoliques de la partie
aérienne de M. pulegium et de S. chamaecyparissus et de leurs fractions obtenues ont montré
que l'inhibition de I'némolyse a été remarquée pour tous les différents extraits d'une maniere

dose-dépendante.

A partir des cinétiques d’hémolyses obtenues, nous avons calculé les valeurs d’HTso (le
temps de demi-hémolyse) des extraits des plantes étudiées et de 1’acide ascorbique a différentes

concentration. Les résultats d” HTso sont représentés dans les tableaux 17 et 18.

Tableau 17. Temps de demi-hémolyse (HTso0 min) pour les extraits de M. pulegium

Concentrations (ug/ml)
Extrait/fractions
10 20 40 80

EBM 160,86+0,23 163,15+0,61 164,0315,87 168,4+1,02
FED-M 175,9+0,47 190,53+0.29 214,3+0,35 217,3+2,53
FAE-M 209,0£1,3 212,03+0,49 214,75+1,51 236,35+2,98
FnB-M 176,05+0,69 202,1+1,63 207,26x4,87 217,5+0,75
Acide ascorbique 162,9+2,25 186,1 £2,40 203,23+0,28 209,1+0,58

M. pulegium : EBM : Extrait brut hydrométhanolique ; FAE-M : Fraction d'acétate d'éthyle ; FnB-M : Fraction n-
butanol ; FED-M : Fraction d'éther diéthylique. (£) : Moyenne Erreur Standard (MES) (n=3).
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Tableau 18. Temps de demi-hémolyse (HTso min) pour les extraits de S. chamaecyparissus

Concentration (ug/ml)
Extrait/fractions
10 20 40 80

EBS 161,75+0,53 167,86+0,49 193,06+0,08 207,7+£0,46
FED-S 163,93+0,66 170,53+0,08 209,0610,21 217,1+0,41
FAE-S 199,73+3,22 215,514,491 229,8+1,47 239,3£3,75
FnB-S 172,7+0,163 198,25+1,34 206,7£1,06 218,1+0,57
Acide ascorbique 162, 942,25 186,1+2.40 203,23+0,28 209,1+0,58

S. chamaecyparissus : EBS : Extrait brut hydrométhanolique ; FAE-S : Fraction d'acétate d'éthyle; FnB-S :
Fraction n-butanol ; FED-S : Fraction d'éther diéthylique. (x) : Moyenne Erreur Standard (MES) (n=3).

Nous avons remarqué que les doses (10pg/ml, 20pg/ml, 40ug/ml, 80pg/ml) de I’extrait brut
hydrométhanolique des deux plantes étudiées et ses fractions obtenues ont provoqué un
retardement d’hémolyse remarquable par apport au témoin (152,27 £+ 2,75 min). Les fractions
acétate d’éthyle, n-butanol et éther diéthylique de M. pulegium et S. chamaecyparissus ont
enregistré une capacité anti-hémolytique meilleure & celui de 1’acide ascorbique. Tandis que

I’extrait brut hydrométhanolique des deux plantes a présenté I’effet protecteur le plus faible.
4. Activité antidiabétique

L'activité antidiabétique des extraits bruts hydrométhanoliques de M. pulegium et S.
chamaecyparissus et leurs fractions a été réalisée en évaluant le potentiel des extraits a inhiber

les deux enzymes digestives, 1’a-amylase et 1’a-glucosidase.
4.1. Activité inhibitrice de I’a-amylase

Les figures 35 et 36 ont montré une augmentation proportionnelle des pourcentages
d’inhibition de I’a-amylase en fonction des différentes concentrations des extraits de la partie
aérienne de M. pulegium et de S.chamaecyparissus. Les Clsp ont été déterminés a partir des

équations de régressions logarithmiques de courbes illustrées (Figure 37).
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Figure 35: Pourcentages d’inhibition de I’a-amylase en fonction des différentes concentrations de
I’extrait brut hydrométhanolique préparé par macération et ses fractions de la partie aérienne de M.

pulegium.
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Figure 36: Pourcentages d’inhibition de 1’a-amylase en fonction des différentes concentrations de
I’extrait brut hydrométhanolique préparé par macération et ses fractions de la partie aérienne de

S.chamaecyparissus
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Figure 37: Valeurs des Clso de I’inhibition de I’a- amylase de 1’extrait brut hydrométhanolique de la
partie aérienne de M.pulegium (A) et S.chamaecyparissus (B) et ses fractions obtenues en comparaison
avec la valeur Clso de I’ Acarbose

ad|_gs échantillons non reliés par la méme lettre sont significativement différents a p <0,05, comme déterminé par
les tests a comparaisons multiples de Tukey et Student-Newman-Keul. EBM : Extrait brut hydrométhanolique de
M.pulegium; FAE-M : Fraction d'acétate d'éthyle de M.pulegium; FnB-M : Fraction n-butanol de M.pulegium; FED-M :
Fraction d'éther diéthylique de M.pulegium ; EBS : Extrait brut hydrométhanolique de S.chamaecyparissus; FAE-S : Fraction
d'acétate d'éthyle de S.chamaecyparissus; FnB-S : Fraction n-butanol de S.chamaecyparissus; FED-S : Fraction d'éther
diéthylique de S.chamaecyparissus.
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Les résultats obtenus ont indiqué que tous les extraits des deux plantes étudiées possédaient
une activité inhibitrice importante vis-a-vis de l'a-amylase et que la fraction d'acétate d'éthyle
de M. pulegium (FAE-M) a montré la plus forte activité inhibitrice (Clso=16,37 + 0,11 pg/ml).
Cette activité inhibitrice est meilleure que celle de 1’Acarbose (antidiabétique commercial)
(Clso = 31,03 £ 1,98 ug/ml). Pour S.chamaecyparissus, les fractions FAE-S (13,73 £ 0,41
pg/ml) et FnB-S (26,26 + 1,37 pg/ml) ont également enregistré une activité inhibitrice
meilleure a celle de I’Acarbose. Cependant, la fraction éther diéthylique de M. pulegium et de
S.chamaecyparissus a présenté le pouvoir inhibiteur le plus faible avec des Clso de I’ordre de
109,73 + 1,14 pug/ml et de 70,25 + 0,44 ug/ml, respectivement.

4.2. Activité inhibitrice de I’a-glucosidase

Les pourcentages d’inhibition de 1’a-glucosidase en fonction des concentrations des extraits
de la partie aérienne de M. pulegium et de S.chamaecyparissus (Figures 38 et 39) ainsi que les
valeurs des Clso calculées ont été représentées dans la figure 40.

L’ensemble des extraits de M.pulegium et de S. chamaecyparissus ont montré un pouvoir

inhibiteur vis-a-vis de 1’a-glucosidase et ceci d’une maniére dose-dépendante.
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S 80 X Fraction éther diéthylique

=

= y = 36,506In(x) - 134,82

£ 60 R?=0,9973

S y = 22,25In(x) - 41,786

S R? = 0,9946

+—

g 40 y = 37,642In(x) - 133,71

o R? =0,9955

S
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Figure 38: Pourcentages d’inhibition de 1’a-glucosidase en fonction des différentes concentrations de
I’extrait brut hydrométhanolique préparé par macération et ses fractions de la partie aérienne de M.
pulegium.
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Figure 39: Pourcentages d’inhibition de 1’a-glucosidase en fonction des différentes concentrations de
’extrait brut hydrométhanolique préparé par macération et ses fractions de la partie aérienne de
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Figure 40: Valeurs des Clso de I’inhibition de 1’a-glucosidase de I’extrait brut hydrométhanolique de la
partie aérienne de M.pulegium (A) et de S.chamaecyparissus (B) et ses fractions obtenues en

comparaison avec la valeur Clso de 1’ Acarbose
@€ |es échantillons non reliés par la méme lettre sont significativement différents & p <0,05, comme déterminé par
les tests a comparaisons multiples de Tukey et Student-Newman-Keul. EBM : Extrait brut hydrométhanolique de
M.pulegium; FAE-M : Fraction d'acétate d'éthyle de M.pulegium; FnB-M : Fraction n-butanol de M.pulegium ; FED-M :
Fraction d'éther diéthylique de M.pulegium ; EBS : Extrait brut hydrométhanolique de S.chamaecyparissus; FAE-S : Fraction

d'acétate d'éthyle de S.chamaecyparissus; FnB-S : Fraction n-butanol de S.chamaecyparissus; FED-S : Fraction d'éther
diéthylique de S.chamaecypariss.

D’aprés les résultats obtenus, nous avons remarqué que les fractions acétate d’éthyle (FAE-
M) (Clso = 61,85 £ 1,69 pg/ml) et n-butanol (FnB-M) (Clso = 133,25 £+ 1,54 pg/ml) de M.
pulegium ont enregistré une activite inhibitrice meilleure a celle de I’ Acarbose (Clsg = 150,26 +
0,88 pg/ml). De méme, nous avons noté une forte activité inhibitrice de 1’alpha-glucosidase en
présence d’extrait brut hydrométhanolique de la partie aérienne de S. chamaecyparissus (EBS)
et ses fractions FED-S, FAE-S et FnB-S avec des Clsg respectives de 1’ordre de 47,64 + 0,40
ug/ml, 66,08 + 0,68 pg/ml, 15,62 + 0,16 pg/ml et 22,33 + 0,68 pg/ml. Cette activité est

significativement superieure a celle de I’ Acarbose.
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Les résultats de corrélation entre ’activité inhibitrice de 1’a-amylase et de 1’a-glucosidase et
les teneurs en polyphénols totaux des différents extraits et fractions de M. pulegium et S.

chamaecyparisssus sont représentés dans les figures 41 et 42.
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Figure 41: Corrélation entre les teneurs en polyphénols totaux et les Clso des différents tests d’activité
inhibitrice de I’a-amylase et de I’a-glucosidase des différents extraits et fractions de la partie aérienne
de M. pulegium.

Une corrélation fortement significative a été distinguée entre les teneurs en polyphénols totaux
et ’activité inhibitrice de 1’a-amylase (R? = 0,945) et 1I’a-glucosidase (R? = 0,854) des différents

extraits et fractions de M. pulegium.
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Figure 42: Corrélation entre les teneurs en polyphénols totaux et les Clso des différents tests d’activité
inhibitrice de 1’alpha-amylase et de 1’alpha-glucosidase des différentes fractions de la partie aérienne de
S. chamaecyparissus.
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Une forte corrélation a été constatée entre les teneurs en polyphénols totaux et I’activité
inhibitrice de 1’a-amylase (R? = 0,802) des différents extraits et fractions de S.
chamaecyparisssus. Cependant, une faible corrélation a été établie entre les teneurs en

polyphénols totaux et 1’activité inhibitrice de 1’a-glucosidase (R? = 0,489).
4.3. Activité antiglycation

L’effet antiglycant du BSA par I’extrait brut hydrométhanolique de la partie aérienne de M.
pulegium et de S. chamaecyparissus et ses fractions obtenues a été étudié in vitro en évaluant
leurs effets inhibiteurs sur la formation des AGE. Les résultats représentés dans les figures 43
et 44, ont montré que les pourcentages d’inhibition de glycation, sont proportionnels aux
concentrations des extraits testés. Les résultats obtenus nous ont permis de tracer des courbes
logarithmiques et a partir de ces courbes nous avons calculé les Clso (Tableau 19). Nous avons

remarqué que 1’ensemble des extraits de M. pulegium et de S. chamaecyparissus ont montré un
pouvoir inhibiteur important.
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Figure 43: Pourcentages d’inhibition de glycation en fonction de différentes concentrations de 1’extrait
brut hydrométhanolique, préparé par macération, et ses fractions de la partie aérienne de M.pulegium
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Figure 44: Pourcentages d’inhibition de glycation en fonction de concentrations de ’extrait brut
hydrométhanolique, préparé par macération, et ses fractions de la partie aérienne de

S. chamaecyparissus.

Tableau 19. Les Clsp (ug/mL)  des différents extraits de M. pulegium et de S.
chamaecyparissus

M. pulegium S. chamaecyparissus
EBM 62,31+0,75° EBS 42,020,172
FED-M 74,21+0,37¢ FED-S 117,5+0,61¢
FAE-M 14,37+0,01° FAE-S 27,72+0,04
FnB-M 30,34+0,13° FnB-S 36,43+0,00°
Rutine 30,42 +£0,01°¢ Rutine 30,42 +0,01¢

M. pulegium : EBM : Extrait brut hydrométhanolique ; FAE-M : Fraction d'acétate d'éthyle ; FnB-M : Fraction n-
butanol; FED-M: Fraction déther diéthylique. S. chamaecyparissus: EBS: Extrait brut
hydrométhanolique ; FAE-S : Fraction d'acétate d'éthyle ; FnB-S : Fraction n-butanol ; FED-S : Fraction d'éther
diéthylique. Les échantillons non reliés par la méme lettre sont significativement différents a p <0,05, comme

déterminé par les tests a plages multiples de Tukey et Student-Newman-Keul. () : Moyenne Erreur Standard
(MES) (n=3).

Les résultats obtenues pour M.pulegium ont montré que la FAE-M (Cls=14,37 *
0,01pg/ml) a presenté le pouvoir inhibiteur le plus puissant qui est significativement supérieur
a celui de la rutine (Clsp = 30,42 + 0,01 pg/ml) tandis que la FnB-M (Clso = 30,34 £ 0,13

ug/ml) a enregistré un potentiel inhibiteur significativement similaire a celui de la rutine.
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Alors que pour S. chamaecyparissus, 1’activité inhibitrice la plus forte a été enregistrée pour

/////

rutine.

Par contre, les fractions éther diéthylique de M. pulegium (FED-M) et de S.
chamaecyparissus (FED-S) ont présenté le pouvoir inhibiteur le plus faible avec des Clso
respectives de I’ordre de 74,21 = 0,37 pg/ml etde 117,5 + 0,61 pg/ml.

Les résultats de corrélation entre 1’activité antiglycation et les teneurs en polyphénols totaux

des différents extraits et fractions de M. pulegium et S. chamaecyparisssus sont représentés
dans les figures 45 et 46.
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Figure 45: Corrélation entre les teneurs en polyphénols totaux et les Clso des différents tests d’activité
antiglycation des différentes fractions de la partie aérienne de M. pulegium
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Figure 46: Corrélation entre les teneurs en polyphénols totaux et les Clso des différents tests d’activité
antiglycation des différentes fractions de la partie aérienne de S. chamaecyparissus.

Une fore corrélation (R?2 = 0,987) a €té établie entre les teneurs en polyphénols totaux et
I’activité antiglycation des différents extraits et fractions de M. pulegium. Cependant une faible
corrélation (R? = 0,403) a été constaté entre les teneurs en polyphénols totaux et ’activité

antiglycation des différents extraits et fractions de et S. chamaecyparisssus.

5. Activité anti-Alzheimer

5.1. Activité inhibitrice vis-a-vis de I'acétylcholinestérase (AChE)
Les figues 47 et 48 montrent les pourcentages d’inhibition de I’AChE en fonction des
différentes concentrations des extraits de M. pulegium et S.chamaecyparissus. Les Clso sont

représentés dans la figure 49.
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Figure 47: Pourcentages d’inhibition de I’AChE en fonction des différentes concentrations de 1’extrait
brut hydrométhanolique, préparé par macération, et ses fractions de la partie aérienne de M. pulegium.
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Figure 48: Pourcentages d’inhibition de 1’ AChE en fonction des différentes concentrations de 1’extrait
brut hydrométhanolique, préparé par macération, et ses fractions de la partie aérienne de S.
chamaecyparissus.

Nous avons remarqué que 1’ensemble des extraits ont une activité inhibitrice vis-a-vis de

I’AChE et ceci d’une mani¢re dose-dépendante.

Pour M. pulegium, la fraction acétate d’éthyle (FAE-M) a montré 1’inhibition la plus
importante avec un pourcentage d’inhibition qui dépasse 80 % a une concentration de 50
ug/ml. L’ordre de I’activité inhibitrice des extraits vis-a-vis de I’AChE a été comme suit :
Fraction éther diéthylique < extrait brut hydromethanolique < fraction n-butanol < fraction

acétate d’¢éthyle.
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Cette derniere fraction (FAE-M) a révélé I’activité inhibitrice la plus forte vis-a-vis de
I’AChE avec une ClIsg de I’ordre de 3,13 + 0,05 pg/ml, cette activité inhibitrice est meilleure
que celle du standard Galantamine (Cls0=6,27+1,15ug/ml). Pour S.chamaecyparissus, le méme
ordre a été suivi et la fraction acétate d’éthyle (FAE-S) est la plus active vis-a-vis de I’AChE
avec une Clsode I’ordre de 7,82 + 0,00 pg/ml (Figure 49).
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Figure 49: Valeurs des Clso de I’inhibition de I’ AChE de I’extrait brut hydrométhanolique de la partie
aérienne de M.pulegium (A) et de S.chamaecyparissus (B) et leurs fractions obtenues en comparaison
avec la valeur Clso de la Galantamine.

EBM : Extrait brut hydrométhanolique de M.pulegium; FAE-M : Fraction d'acétate d'éthyle de
M.pulegium; FnB-M : Fraction n-butanol de M.pulegium ; FED-M : Fraction d'éther diéthylique de
M.pulegium ; EBS : Extrait brut hydrométhanolique de S.chamaecyparissus; FAE-S : Fraction d'acétate
d'éthyle de S.chamaecyparissus; FnB-S : Fraction n-butanol de S.chamaecyparissus ; FED-S : Fraction
d'éther diéthylique de S.chamaecyparissus. *¢ Les échantillons non reliés par la méme lettre sont
significativement différents a p <0,05, comme déterminé par les tests a comparaisons multiples de
Tukey et Student-Newman-Keul.

5.2. Activité inhibitrice vis-a-vis de la butyrylcholinestérase (BChE)

Les figures 50 et 51 ont montré une augmentation proportionnelle des pourcentages
d’inhibition de la butyrylcholinestérase (BChE) en fonction des différentes concentrations des
extraits de la partie aérienne de M. pulegium et de S.chamaecyparissus. Les Clso ont été
calculées a partir des équations de régressions logarithmiques des courbes illustrées (Figure
52).
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Figure 50: Pourcentages d’inhibition de I’'BChE en fonction des différentes concentrations de 1’extrait
brut hydrométhanolique, préparé par macération, et ses fractions de la partie aérienne de M.pulegium
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Figure 51: Pourcentages d’inhibition de I’BChE en fonction des différentes concentrations de 1’extrait
brut hydrométhanolique, préparé par macération, et ses fractions de la partie aérienne de S.

chamaecyparissus.
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Figure 52: Valeurs des Clso de I’inhibition de I’BChE de I’extrait brut hydrométhanolique de la partie
aérienne de M.pulegium (A) et de S.chamaecyparissus (B) et leurs fractions obtenues en comparaison
avec la valeur Clso de la Galantamine.

&€ | es échantillons non reliés par la méme lettre sont significativement différents & p <0,05, comme déterminé par
les tests a plages multiples de Tukey et Student-Newman-Keul. EBM : Extrait brut hydrométhanolique de
M.pulegium; FAE-M : Fraction d'acétate d'éthyle de M.pulegium; FnB-M : Fraction n-butanol de
M.pulegium; FED-M: Fraction d'éther diéthyligue de M.pulegium; EBS: Extrait brut
hydrométhanolique de S.chamaecyparissus; FAE-S : Fraction d'acétate d'éthyle de S.chamaecyparissus;
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FnB-S : Fraction n-butanol de S.chamaecyparissus; FED-S: Fraction d'éther diéthylique de
S.chamaecyparissus.

Les résultats obtenus ont montré que 1’ensemble des extraits et fractions de M. pulegium et
S.chamaecyparissus ont enregistré une activité inhibitrice importante vis-a-vis de la BChE. La
FAE-M et la FnB-M sont plus actives avec des valeurs de Clso de 1’ordre de 12,97 + 0,20 et
32,28 + 1,34 ug/ml, respectivement. Leurs activités est supérieure a celle de la Galantamine
(34,75 £ 1,99 nug / ml). La FAE-S, FnB-S et EBS ont montré une forte activité inhibitrice vis-a-
vis de BChE et qui est meilleure a celle de la Galantamine avec des Clso respectives de 1’ordre
de 7,25+ 0,45, 17,88 £ 0,14 et 32,53 £ 0,22 pg/ml.

Nous avons tracé une courbe de corrélation linéaire entre les teneurs en polyphénols totaux et
les Clso des différents tests d’inhibition de ’AChE et de I’ BChE des différents extraits et fractions

de la partie aérienne de M. pulegium (Figure 53) et S.chamaecyparissus (Figure 54).
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Figure 53: Corrélation entre les teneurs en polyphénols totaux et les Clso des différents tests
d’inhibition de ’AChE et de I’ BChE des différentes fractions de la partie aérienne de M. pulegium.
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Figure 54:Corrélation entre les teneurs en polyphénols totaux et les Clso des différents tests
d’inhibition de I’AChE et de I’ BChE des différentes fractions de la partie aérienne de S.
chamaecyparissus.

Les résultats obtenus ont montré [’existence d’une forte corrélation entre [’activité
inhibitrice de I’AChE et de I’ BChE et les teneurs en polyphénols totaux des différents extraits
et fractions de M. pulegium (R? de I’ordre de 0,799 et 0,908). Cependant une faible corrélation
a été estimée entre 1’activité inhibitrice de ’AChE et de I BChE et les teneurs en polyphénols
totaux des différents extraits et fractions de S. chamaecyparisssus (R? de 1’ordre de 0,534 et

0,564).
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Discussion

L'intérét accordé a I'étude scientifique des propriétés thérapeutiques des plantes médicinales
n'a cess¢ d’augmenter durant ces derniéres années dans le but de rechercher des alternatives aux
substances chimiques qui présentent des risques pour la santé humaine et pour I'environnement.
L’objectif de la présente étude porte sur 1’étude phytochimique et 1’évaluation de 1’activité
antioxydante, anti-hémolytique, antidiabétique et anti-Alzheimer des extraits bruts
hydrométhanoliques préparés par macération (72h) de la partie aérienne de M. pulegium et S.
chamaecyparissus et leurs fractions riches en composes phénoliques (éther diéthylique, acétate

d’éthyle et n-butanol).

L’étude phytochimique des extraits nous a permis de déterminer le rendement de chaque
extrait et les résultats obtenus ont montré que les rendements étaient variables et compris entre

3,04 et 19 % pour M. pulegium et entre 3,2 et 10,3 % pour S. chamaecyparissus.

Les travaux réalisés sur les différents extraits bruts de M. pulegium ont révélé que 1’extrait
aqueux présente le rendement le plus élevé (49,8 %) par rapport aux extraits organiques
(hydrométhanolique (13,4%), méthanolique (12,9 %) et éthanolique (8,2 %)) (Mata et al.,
2007, Brahmi et al., 2017).

Pour S.chamaecyparissus, les résultats obtenus ont montré des valeurs proches a celles
obtenues par Djarmouni et al., (2018) qui ont souligné que les rendements de I’extrait brut
hydrométhanolique et la fraction acétate d’éthyle sont respectivement de 1’ordre de 9,71% et 1,
35%.

Le screening phytochimique effectué sur I’extrait brut hydrométhanolique (EBM) de la
partie aérienne de M.pulegium préparé par macération et ses fractions riches en composés
phénoliques (FAE-M, FnB-M, FED-M) a révélé la présence des tanins, flavonoides, alcaloides,
quinones libres, coumarines et terpénoides. Les saponines ne sont présents que dans ’extrait
brut hydrométhanolique (EBM) et la fraction éther diéthylique (FED-M). Les anthraquinones
sont absentes dans 1I’ensemble des extraits. Ces résultats concordent avec ceux de Zekri et al.
(2013), qui a réveélé la présence des tanins, des flavonoides, des alcaloides, des stérols et des
triterpénes avec une absence des anthragquinones aprés des tests phytochimiques réalisés sur
différents extraits préparés par décoction et infusion dans différents solvants (éther de pétrole,
méthanol, éthanol, chloroforme et eau) de la partie aérienne de M. pulegium récoltée au Maroc.

De méme, Rajinder et al. (2015) ont révélé la présence des flavonoides, des tanins et des
terpenoides dans les extraits aqueux, chloroformique, acétate d’éthyl et éthanolique des feuilles

de Mentha piperita de la méme famille de M. pulegium récoltées en Libye.
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Le screening phytochimique effectué sur D’extrait brut hydrométhanolique de S.
chamaecyparissus et ses fractions (FAE-S, FnB-S, FED-S) a révélé la présence des
flavonoides, des tanins, des quinones libres, des alcaloides, des coumarines et des terpénoides.
Les saponines ne sont présents que dans 1’extrait brut hydrométhanolique (EBS) et la fraction
n-butanol (FnB-S).

Au cours de I’étude phytochimique, les teneurs en polyphénols totaux et en flavonoides

totaux des différents extraits de M.pulegium et de S. chamaecyparissus ont été quantifiées.

La fraction acétate d’éthyle et la fraction n-Butanol récupérées aprés fractionnement de
I’extrait brut hydrométhanolique de la partie aérienne de M. pulegium et S.chamaecyparissus

ont enregistré les teneurs les plus élevées en polyphénols totaux et en flavonoides totaux.

Dans la présente étude nous avons noté que l'acétate d'éthyle était le meilleur solvant pour
extraire les composés phénoliques de M. pulegium et de S.chamaecyparissus suivi du n-

butanol. Ces résultats sont en accord avec les résultats obtenus par Benamar et al. (2018).

Nos résultats ont montré la richesse des deux plantes étudiées en composés phénoliques par
rapport aux études realises par Gulgin et al. (2020) qui ont enregistré des teneurs de I’ordre de
53,81 et 59,62 ug EAG/mg E en polyphénols totaux et 43,13 et 48,21 ug EQ/mg E en

flavonoides totaux dans 1’extrait méthanolique et aqueux, respectivement.

Les travaux d’El Aanachi et al. (2021) ont montré que l'extrait méthanolique de
M.pulegium présente une teneur de 1’ordre de 249,30 + 11,35 ug EAG/mg E en polyphénols
totaux et de 208,31 + 0,73 pug EQ/mg E en flavonoides totaux. Pali¢ et al. (2015) ont révélé
que l'acétate d’éthyle de la partie aérienne de M.pulegium renferme une teneur de 1’ordre de

151,00 pg EAG /mg E en polyphénols totaux et de 139,06 pg EQ/mg en flavonoides totaux.

Par ailleurs, Djarmouni et al. (2018) ont montré que la fraction d’acétate d’éthyle obtenue
de I’extrait hydrométhanolique de la partiec aérienne de S.chamaecyparissus contenait des
teneurs de 1’ordre de 373,83 = 0,23 ug EAG/mg E en polyphénols totaux et des teneurs de
I’ordre de 61,51+7,86 pug EQ/mg E en flavonoides totaux. De méme, [’extrait
hydrométhanolique a présenté des teneurs de ’ordre de 196,08 + 0,35 pg EAG/mg E en
polyphénols totaux et des teneurs de I’ordre de 16,94 + 1,96 pg EQ/mg E en flavonoides
totaux. Labed et al. (2017) ont obtenu une teneur en polyphénols totaux de I’ordre de 240,2 +
0,00 pg EAG/mg E pour la fraction n-butanol de I’extrait hydroéthanolique de la partie

aérienne de S. chamaecyparissus.
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La variation des rendements des extractions de M. pulegium et de S. chamaecyparissus par
rapport a la bibliographie ainsi que les variations des résultats des tests quantitatifs et qualitatifs
des composés phénoliques sont probablement liées a certains facteurs, notamment la polarité du
solvant, le temps, la température et la méthode utilisée pour I'extraction (Herrera et al., 2018 ;
Jiménez-Moreno et al., 2019 ; Barakat et al., 2020 ; Bakhouche et al., 2021). Ksouri et al.
(2008) et Kumar et al. (2017) ont signalé que ces variations dépendent également des
conditions environnementales dans lesquelles la plante a été cultivée, de la région, de la période

de récolte, et du stade de développement.

L’analyse RP-HPLC-PDA a révélé que I’acide gallique, I’acide p-coumarique, 1’acide
férulique, la naringénine et la quercétine sont les principaux composés phénoliques identifies
dans les fractions FAE-M et FnB-M de M.pulegium. L’acide gallique, la naringénine, la
quercétine et la rutine ont été caractérisés dans les fractions FAE-S et FnB-S de
S.chamaecyparissus, sachant que la quercétine est le composant le plus abondant dans les
fractions analysées des deux plantes.

Certains composés phénoliques caractérisés par LC-DAD-MS ont été détectés dans les
infusions du M.pulegium comme les acides p-hydroxybenzoique, férulique, caféique, vanilique,
syringique, protocatéchuique, cinnamique, phlorétique, p-coumarique ainsi que la catéchine,
I'épicatéchine, la chrysine, la quercétine, la naringénine et le carvacrol (Kogiannou et al.,
2013).

L’analyse LC-MS/MS des extraits aqueux et méthanoliques de M. pulegium (espece
originaire de Turquie) a montré la présence de Kaempférol-3-O-rutinoside, la quercétagétine-
3,6-diméthyléther, l'acide fumarique, I'acide chlorogénique, I'apigénine et I'épicatéchine
(Gulgin et al., 2020).

De plus, I’analyse LC-PDA-ESI/MS réalisée sur I’extrait méthanolique de la partie aérienne
de S. chamaecyparissus a montré que les composés phénoliques dominants sont les acides
phénoliques (acide chlorogenique et acide 3,5-O-di-caféoylquinique) et les flavonoides
(lutéoline 7-O-B-D-glucoside, apigénine di-glucoside et apigénine 7-O-rutinoside) (Béjaoui et
al., 2016).

Tout ce qui est naturel n’est pas toujours sain. Les plantes médicinales malgré leurs effets
thérapeutiques doivent étre utilisées avec la plus grande prudence, car elles peuvent avoir un

risque de toxicité (Fouché et al., 2000). L’étude de la toxicité des composés phytochimiques
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est une étape primordiale de la recherche des propriétés pharmacologiques. Pour cette raison

I’étude de la toxicité a été réalisée.

Dans la présente éetude, les globules rouges humains on été choisies comme modele
cellulaire pour étudier la toxicité in vitro des extraits bruts hydrométhanoliques de M. pulegium
et de S. chamaecyparissus et de leurs fractions en se basant sur leur hémolyse qui est un
phénomene irréversible par lequel les membranes des globules rouges sont détruites, ce qui
permet la fuite du contenu en hémoglobine (Sebahoun, 2006). De plus, les globules rouges
sont largement utilisées comme modeéle universel pour étudier la cytotoxicité (Phuse et Khan,
2018).

Les résultats obtenus ont prouvé que I’ensemble des extraits étudiés de M. pulegium et de S.
chamaecyparissus ne sont pas toxiques vis-a-vis des globules rouges humains, a I’exception de
I’extrait brut hydrométanolique des deux plantes étudiées qui a enregistré un taux d’hémolyse
le plus élevé (7,41 + 0,12 % pour M. pulegium et 9,32 £+ 0,17 % pour S. chamaecyparissus) a
une concentration de 200 mg/ml.

Les taux d’hémolyse observés pour les différents extraits de M. pulegiumet de S.
chamaecyparissus peuvent étre attribués a la présence des alcaloides et des saponines, comme

le montre le screening phytochimique.

La toxicité des composés phytochimiques peut affecter plusieurs aspects moléculaires des
globules rouges. La quinidine est un alcaloide qui peut provoquer I’hémolyse des hématies par
déficit en G6PD (glucose 6 phosphate déshydrogénase) (Visseaux, 2011). Le déficit en G6PD
s’exprime essenticllement dans les globules rouges car elles n’ont pas d’autre source de
NADPH. Lorsque la G6PD est trés peu active, la production de NADPH est insuffisante pour
protéger les principaux constituants des globules rouges, a savoir la membrane et
I’hémoglobine, contre les agents oxydants, favorisant ainsi I’hémolyse (destruction des
globules rouges) (Gurbuz et al., 2004 ; Dalal et al., 2005). En outre, les saponines ont des
propriétes hémolytiques. Cette propriété est attribuée a leur interaction avec les stérols de la
membrane érythrocytaire. L’interaction induit une augmentation de la perméabilité
membranaire et un mouvement d’eau et des ions : le sodium et 1’eau entrent, le potassium fuit,
la membrane éclate, permettant ainsi la fuite de 1’hémoglobine (Bruneton, 2008 ; Das et al.,
2012).

Les antioxydants naturels ont attiré beaucoup d'attention au cours des dernieres décennies en

raison de leurs propriétés thérapeutiques sur la santé humaine et peuvent constituer une
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alternative importante meilleure a celle des antioxydants de synthése, qui peuvent avoir des
effets toxiques et mutagéne (Armend ariz-Barrag’an et al., 2016 ; Taslimi et al., 2020 ;
Turkan et al., 2020).

En raison de la grande diversité dans la composition phytochimique des plantes médicinales
et des processus oxydatifs, il est important d'évaluer l'activité antioxydante des extraits des
plantes en utilisant diverses méthodes pour prendre en compte les différents mécanismes
d'action de chaque composé (Inchuen et al., 2010). Pour cela l'activité antioxydante des

extraits de M. pulegium et de S. chamaecyparissus a été évaluée en utilisant différents tests.

Suite a la simplicité, la rapidité d’analyse et a la grande stabilité du radical la méthode du
piégeage du radical DPPH" a été choisie pour évaluer I’activité antiradicalaire des extraits des

deux plantes.

La meilleure capacité de piégeage du radical DPPH'a été enregistrée pour les fractions
acétate d’éthyle et n-butanol des deux plantes étudiées avec des valeurs d’Clso de 1’ordre de
8,35+0,22 et 8,44+0,03 pg/ml, respectivement pour M. pulegium et de I’ordre de 6,74+ 0,09 et
8,54+0,01 pg/ml pour S. chamaecyparissus, respectivement. Cette activité est supérieure a celle

de I’antioxydant de synthese, BHT et treés proche a celle de BHA.

Nos valeurs de Clso restent plus intéressantes par rapport a celles déterminées par
Ghazghazi et al. (2013) dans I’extrait méthanolique des feuilles de M. pulegium récoltées en
Tunisie (Clso=56 ug/ml) ; par Teixeira et al. (2012), dans I’extrait aqueux de la partie aérienne
de M. pulegium récoltée en Portugale (Cl 50=16,3 ug/ml) ; et par El Aanachi et al. (2021),

dans I’extrait méthanolique des feuilles de M. pulegium récoltées au Maroc (Clso=10,16ug/ ml).

Labed et al. (2017) et Djarmouni et al. (2018) ont obtenu de faibles résultats avec la
fraction n-butanol de 1’extrait hydroéthanolique (Clso = 28,11+0,02 pg /ml) ainsi qu’avec la
fraction d’acétate d’éthyle obtenue de 1’extrait hydrométhanolique de la partie aérienne de S.

chamaecyparissus (Clso = 10 £ 0,00 pg / ml), respectivement.

Nous avons ainsi évalué I’activité¢ antioxydante en utilisant la technique du piégeage du
radical ABTS™". ABTS™ est un radical plus réactif que le DPPH", il implique le transfert
d’atomes d’hydrogene et d’électrons. Sa solubilité dans I’eau et les solvants organiques lui
donnent un caractere plus polyvalent que le DPPH", ce qui permet 1’évaluation de la capacité

de piégeage des molécules phytochimiques de nature lipophiles et hydrophiles.

D’apres les résultats obtenus nous avons remarqué que les deux fractions acétate d’éthyle et

n-butanol des deux plantes étudiées ont présenté une capacité de piégeage du radical ABTS™
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supérieure a celle de Trolox et proche de BHA et BHT avec des Clsp de 1’ordre de 5,17 + 0,08
et 8,29 £+ 0,82 pug/ml pour M. pulegium et de I’ordre de 4,28 + 0,04 et 5,17 £ 0,13 pg/ml pour S.

chamaecyparissus, respectivement.

En revanche nos résultats sont plus importants par rapport a ceux d’El Aanachi et al. (2021)
qui ont obtenu une Clso de 1’ordre de 12,43 ug/ml pour I’extrait méthanolique des feuilles de
M. pulegium récoltées au Maroc.

Djarmouni et al. (2018) ont signalé que la fraction d’acétate d’éthyle obtenue de 1’extrait
hydrométhanolique de la partie aérienne de S. chamaecyparissus a présenté une faible activité
de piégeage du radical ABTS™ (Clso = 8,5 + 9,4 pug/ml) par rapport a celle obtenue dans nos

extraits.

Le radical galvinoxyl (GOR) est un radical stable centré sur 1’oxygene (O-centred
galvinoxyl radical) il est similaire au radical DPPH, mais ce dernier est un radical centré sur
I’azote. Les résultats de piégeage du radical galvinoxyl (GOR) ont montré que les fractions
acétate d’éthyle, n-butanol et I’extrait brut hydrométhanolique de M.pulegium posséde un
potentiel de piégeage du radical significativement similaire a celle des antioxydants de synthese
BHT et BHA, avec des Clsp de I’ordre de 2,29 + 0,01 pg/ml, de 5,67+1,08 ug/ml et 5,87 + 0,03
ug/ml, respectivement. Pour S. chamaecyparissus, la fraction acétate d’éthyle (FAE-S) est la
plus active (Cls0=8,38 + 0,01 ug/ml).

Le radical superoxyde (O2") est biologiquement trés toxique pour les composés cellulaires
en tant que précurseur de I’oxygene singulet et du radical hydroxyle. La neutralisation de ce
radical par l'utilisation d'antioxydant peut prévenir les composés cellulaires de ses effets
déléteres.

Les résultats obtenus ont montré que la fraction acétate d’éthyle a enregistré une activité de
piégeage du radical superoxyde meilleure a celle des standards, BHT et 1’acide ascorbique,
avec des Clso de I’ordre de 7,01 + 0,03 pg/ml pour M. pulegium et de I’ordre de 9,34+2,38

pg/ml pour S. chamaecyparissus, respectivement.

Ces résultats sont plus intéressants par rapport aux travaux de Djarmouni et al. (2018) qui
ont enregistré une Clsg de 1’ordre 57£6,65 pg/ml pour la fraction d’acétate d’éthyle obtenue de

I’extrait hydrométhanolique de la partie aérienne S. chamaecyparissus.

La technique PAOT-Liquide ® est un test électrochimique qui estime directement la
capacité antioxydante totale via le décalage de potentiel éelectrique di aux changements de

concentration des formes oxydées / réduites du médiateur des radicaux libres (M") lors de la
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réaction avec les antioxydants présents dans les différents extraits testés (Pincemail et al.,
2019 ; Meziane et al., 2021). Les résultats ont montré que la fraction acétate déthyle (FAE-M)
et n-Butanol (FNnB-M) de M. pulegium et la fraction acétate d’éthyle de S. chamaecyparissus
(FAE-S) ont enregistré 1’activité antioxydante la plus élevée. Nous avons remarqué que cette
activité est fortement corrélée avec les teneurs en composés phénoliques (Polyphénols et
flavonoides totaux). Les fractions possedant les teneurs les plus élevées ont démontré le

potentiel antioxydant le plus élevé.

Pour la méthode de CUPRAC, la fraction acétate d’éthyle de M. pulegium (FAE-M) a
présenté une activité significativement similaire a celle de BHT et trés proche a celle de BHA.

La fraction acétate d’éthyle de S. chamaecyparissus (FAE-S) été également la plus active.

Pour la méthode de FRAP, les résultats obtenus ont révélé que tous les extraits de M.
pulegium et S. chamaecyparissus ont montré une forte capacité de réduction des ions de fer et
des ions cuivriques qui est supérieure a celui de 1I’a-tocophérol. Cependant, les deux fractions
acétate d’éthyle et n-butanol des deux plantes sont les plus actives avec une activité proche a

celle de I’acide ascorbique et I’acide tannique.

I a été rapporté que 1’extrait aqueux et 1’extrait méthanolique de M. pulegium exercent une
grande capacité a réduire les ions de fer et les ions cuivriques (Gul¢in et al., 2020). Cependant,
une étude réalisée par Pali¢ et al. (2015) sur des extraits d'acétate d'ethyle et de méthanol de M.

pulegium a montré une faible capacité a réduire les ions cuivriques.

Pour la méthode de phénanthroline, les résultats ont montré que le pouvoir réducteur le plus
puissant a été enregistré avec la fraction FAE-M de M. pulegium (Aos = 8,70 = 0,09) et la

fraction FAE-S de S. chamaecyparissus.

Ce potentiel réducteur élevé des ions de fer et des ions cuivriques pourrait étre
principalement dd a la présence des teneurs élevées en composés phénoliques qui sont connus
par leur capacité d’interagir avec les métaux de transition comme Cu?* et Fe?* (Pietta, 2000 ;
Heim et al., 2002). Ainsi, ce potentiel pourrait également étre attribué a la richesse des
différents extraits de M. pulegium et S. chamaecyparissus en flavonoides qui ont été identifiés
par RP-HPLC-PDA. En effet, cette classe de métabolites secondaires peut agir comme de
puissants agents réducteurs. La propriété réductrice est I'un des mécanismes exercés par les
composés antioxydants, qui peut se référer a la capacité de ces composés a régénérer un autre
composé déja oxydé par les radicaux libres ou a arréter la réaction en chaine des radicaux libres
(Jayaprakasha et al., 2001).
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Enfin, l'activité antioxydante des extraits a été déterminée par la méthode de blanchissement
du B-caroténe. Le test mesure la capacité des extraits de M. pulegium et S. chamaecyparissus a
piéger les radicaux libres générés suite a l'oxydation de I’acide linol€ique par le peroxyde
d'’hydrogéne et a protéger la B-caroténe contre 1’oxydation (blanchissement). Les fractions
acétate d’éthyle et n- butanol des deux plantes ont montré I'effet protecteur le plus élevé, avec
des valeurs respectives de Clso de 1’ordre de 28,40 + 0,57 et 69,63 + 2,41 pg/ml pour
M.pulegium et de 46,25 + 0,69 ug/ml et 106,63 + 1,15 pg/ml pour S.chamaecyparissus.

Nos résultats sont plus intéressants par rapport a ceux de Mata et al. (2007) qui ont
enregistré une faible capacité a protéger le B-caroténe de I'oxydation avec des Clso de I’ordre de
165 + 7 pg/ml pour I’extrait éthanolique et 167 + 0,2 ug/ml pour I’extrait aqueux de M.

pulegium.

Une étude réalisée par Djarmouni et al. (2018) sur les extraits d'acétate d'éthyle et
hydrométhanolique de S.chamaecyparissus, a montré également une faible capacité par rapport
a nos résultats. La structure et le caractere lipophile des antioxydants sont les facteurs
déterminants de I’inhibition de la peroxydation lipidique en raison de leurs capacités d’interagir
et de s’incorporer dans les bicouches lipidiques (Djeridane et al., 2010 ; Gali et Bdjou. 2019).
D'autres rapports ont montré que les différences de solubilité des flavonoides et la partition de
ces composés dans un systeme micellaire (eau—lipides) influencent leurs activités. De plus, les
flavonols avec un groupe hydroxyle en position C-3 du squelette de base présentent une forte
inhibition de 1’oxydation du PB-caroténe par les produits d’oxydation de 1’acide linoléique
(Burda et Oleszek, 2001).

D’aprés les résultats obtenus nous avons remarqué une relation étroite entre l'activité
antioxydante et les teneurs en composés phénoliques. Cependant, la fraction d'acétate d'éthyle
et la fraction n-butanol, qui ont la plus grande teneur en composés phénoliques ont également
I’activité antioxydante la plus forte. Nos résultats sont en accord avec un grand nombre de
recherches ou D’activité antioxydante S'est avérée en bonne corrélation avec les teneurs en
composés phenoliques et leurs activités antioxydantes (N’guessan et al., 2007 ; Sarikurkcu et
al., 2008 ; Gali and Bdjou, 2019). En raison de la structure de ces composés portant des
groupes hydroxyles, ils peuvent agir comme de puissants antioxydants par transfert d’électrons
ou d’atome d’hydrogéne, ce qui est appelé relation structure-activité (Tsao, 2010 ; Teixeira et
al., 2012 ; Minatel et al., 2017 ; Tanase et al., 2019). Une étude de la relation structure-
activité a montré que I’emplacement des groupes —OH et -OCH3 peut augmenter ou diminuer

I’activité antioxydante des composés phénoliques. En particulier, les composés ayant un second
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—OH en position ortho ou para présente une activité¢ antioxydante plus €élevée qu’en position
méta (Muhammad et al., 2016). Certaines études ont montré que la relation entre la structure
chimique des composés phénoliques et leur capacité a piéger les radicaux libres dépend du
nombre, de polarité et de position des groupements hydroxyles, et de la nature des substituant

sur les cycles (Karamac et al., 2005 ; Tabart et al., 2009).

En effet, les flavonoides sont probablement les composés phénoliques naturels les plus
importants. Ces composés possédent un large spectre d'activités biologiques, y compris les
propriétés anti-radicalaires (Djeridane et al., 2010). De plus, l'acide gallique, l'acide p-
coumarique, l'acide férulique, la naringénine, la rutine et la quercétine qui sont caractérisés par
RP-HPLC-PDA ont déja montré des effets biologiques et thérapeutiques, notamment des
activités antioxydantes, anticancéreuses et anti-inflammatoires (Alam et al., 2014 ; Oyedeji et
al., 2014 ; Ademosun et al., 2016). La présence des groupements hydroxyles présents dans les
différentes molécules détectées par RP-HPLC-PDA ainsi que leurs I’effet synergique aurait pu
contribuer aux fortes activités antioxydantes des fractions acétate d'éthyle et n-butanol.

L 'utilisation des plantes médicinales aux propriétés anti-hémolytiques pourrait empécher la
détérioration des cellules par les différents processus d’oxydation. A cet effet, nous avons
évalué in vitro I’effet protecteur de I’extrait brut hydrométhanolique de la partie aérienne de M.,
pulegium et S. chamaecyparissus et de ses fractions obtenues sur la préservation de I’intégrité
érythrocytaires. Les érythrocytes ont été choisis comme modeéle cellulaire pour cette étude in
vitro parce que se sont des cibles privilégiées des radicaux libres, en raison de la présence a la
fois d’une forte concentration membranaire d’acides gras polyinsaturés et le transport

d’oxygéne associé aux molécules d’hémoglobines (Ebrahimzadeh et al., 2009).

Les résultats ont montré que les fractions d’acétate d’éthyle, n-butanol et éther diéthylique
de M. pulegium et de S. chamaecyparissus présentent 1’activité anti-hémolytique la plus
puissante. Cette activité est meilleure que celle de 1’acide ascorbique, utilisé comme standard.
A une concentration de 80 pg/ml, la fraction acétate d’éthyle des deux plantes a présenté les
HTso les plus importants de 1’ordre de 236,35+2,98 min pour M. pulegium et 239,3+3,75 min

pour S. chamaecyparissus.

Belkhiri et al. (2017) ont signalé que les flavonoides interagissent avec les surfaces des
membranes biologiques empéchant leur lyse et piégeant les especes réactives de I'oxygeéne.
Asgary et al. (2005) ont montré que les flavonoides protégent les globules rouges de

I’hémolyse par inhibition de 1’oxydation par le tetrathionate des groupements thiol (—-SH) des
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membranes érythrocytaires. De plus, Ramchoun et al. (2015) ont indiqué que les flavonoides
interagissent avec les tétes polaires des phospholipides membranaires par des liaisons
hydrogenes. Ces composés ont tendance de s’accumuler dans les membranes biologiques du
coté extra et intra cellulaire et ceci pourrait maintenir 1’intégrité membranaire en réduisant

I’acces des molécules radicalaires a la bicouche lipidique.

Fiorani et al. (2003) ont démontré que la quercétine s’accumule en grandes quantités dans
les globules rouges et agit en tant que substrats intracellulaires des enzymes anti-oxydantes a

activité oxydo-réductase trans-membranaires.

Par ailleurs, une étude réalisée par Asgary et al., 2005 a montré que la rutine a entrainé une
inhibition de I’hémolyse de 42,5% a une concentration de 10 pg/ml suivi par la quercétine qui
a inhibé I’hémolyse de 35,5%.

D’aprés les études précédentes, la meilleure activité anti-hémolytique exercée par les
différentes fractions de M. pulegium et de S. chamaecyparissus est probablement due a sa
richesse en composés phénoliques ainsi que leurs pouvoirs anti-radicalaires. Cependant la
fraction acétate d’éthyle de M. pulegium et de S. chamaecyparissus qui a enregistré 1’effet anti-
radicalaire le plus pissant a présenté 1’activité anti-hémolytique la plus élevée. Cette activité
peut étre due également a la synergie entre cette fraction et les antioxydants endogenes du sang

(enzymatique ou non enzymatique).

Le traitement du diabéte sucré repose sur différentes classes de médicaments
hypoglycémiants oraux. L'un d'eux est l'inhibition des enzymes clés du systéme digestif (a-
amylase et a-glucosidase) qui sont impliquées dans la dégradation des glucides et I'absorption
intestinale (Algahtani et al., 2020). Certains médicaments pharmaceutiques comme l'acarbose,
le voglibose et le miglitol sont utilisés comme ihibiteurs de 1’a-amylase et 1’a-glucosidase.
Cependant, ces médicaments présentent des effets secondaires, qui limitent leur utilisation
clinique et rendent nécessaire la recherche d'une source naturelle d'inhibiteurs efficaces avec

plus d'activité et moins ou pas d'effets secondaires.

Dans la présente étude, nous avons évalue in vitro la capacité des extraits de M. pulegium et
de S.chamaecyparissus et leurs fractions a inhiber les deux enzymes a-amylase et o-
glucosidase. D’aprés les résultats obtenus nous avons remarqué que 1’ensemble des extraits
possédent la capacité d’inhiber les deux enzymes. Par ailleurs, les fractions FAE-M (Clsp =
16,37 £ 0,11 pg/ml) FAE-S (Clso= 13,73 £ 0,41 ug/ml) et FnB-S (Clso = 26,26 + 1,37 pg/ml)
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ont montré I’activité inhibitrice la plus importante. Cette activité inhibitrice est meilleure que
celle de I’Acarbose (Clso = 31,03 + 1,98 pug/ml).

Pour I’a-glucosidase, les résultats ont montré que les fractions FAE-M et FnB-M de
M.pulegium ont présenté une activité inhibitrice meilleure que celle de 1’Acarbose avec des
Clso de I’ordre de 61,85 £ 1,69 pg/ml et 133,25 + 1,54 pg/ml, respectivement. De méme,
I’extrait brut hydrométhanolique de S. chamaecyparissus et ses fractions FED-S, FAE-S et
FnB-S ont également enregistré une activité inhibitrice meilleure que celle de I’ Acarbose (Clso
= 150,26 £+ 0,88 pg/ml).

Des activités inhibitrices de 1'a-glucosidase et de 1'a-amylase ont été précédemment rapportées
pour I'extrait méthanolique de la partie aérienne de M. pulegium récoltée en Turquie avec une
Clso de I’ordre de 20,38 et 23,11 pg/ml, respectivement (Gulgin et al., 2020). D’autres études
ont révélé que les extraits de M. canalenisa (Wongsa et al., 2012) et M. longifolia (Asghari et

al., 2018) ont montré une forte inhibition de ces enzymes digestives.

Les travaux d’Abuzer et al. (2021) ont indiqué que l'extrait d'acétate d'éthyle de S.

chamaecyparissus a inhibé modérément 1’a-glucosidase avec une Clso de 1’ordre de 110 + 4,25

pg/ml.

Certains produits naturels ont montré un effet inhibiteur de 1’a-amylase et de 1’a-glucosidase
comme les terpenoides, les alcaloides et les composés phénoliques. Sachant que les acides
phénoliques et les flavonoides sont les meilleurs inhibiteurs (Tadera et al., 2006 ; Wei et al.,
2021 ; Wu et al., 2021 ; Lim et al., 2022). L’acide caféique, 1’épicatéchine, I’acide férulique,
I’acide rosmarinique, la quercétine et le resvératrol sont des inhibiteurs compétitifs de I'o-
glucosidase (Rasouli et al., 2017), tandis que la myricétine, la lutéoline et la naringinine sont
des inhibiteurs non compétitifs (Tadera et al., 2006 ; Indrianingsih et al., 2015). La
myricétine (151,12 pg/ml), la lutéoline (103,05 pg/ml) et la quercétine (120,93 pg/ml) inhibent
compétitivement 1'a-amylase pancréatique d’origine porcine (Tadera et al., 2006 ;

Watcharachaisoponsiri et al., 2016).

Selon la bibliographie, la quercétine et la rutine ont montré une forte activité inhibitrice de
l'a-amylase et 1'a-glucosidase (Gou et al., 2014 ;Yilmazer et al., 2015 ; Lyu et al., 2019). La
structure chimique des flavonoides, le nombre de cycles, et la position de leurs groupes
hydroxyles influent sur l'inhibition de ces enzymes. En effet, il a été démontré que les

flavonoides avec des structures hétérocycliques distinctes du cycle C comme la quercétine
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inhibent fortement 1’activité de 1’a-amylase et que la présence de la double liaison entre C2 et
C3 sur le cycle C de la quercétine a été associée a cette activité inhibitrice (Lim et al., 2022).

L'amarrage moléculaire (molecular docking) a révélé plusieurs modes d'interaction entre les
composés phénoliques et les residus d’acides aminés qui définissent le site actif de I’ a-amylase
et I’ a-glucosidase. Plusieurs rapports ont révélé la formation des liaisons hydrogenes avec les
résidus d’acides aminés du site actif des deux enzymes (Hua et al., 2018 ; Wu et al., 2018 ;
Abdelli et al., 2020). Les groupes hydroxyle (-OH) des flavonoides sont essentiels pour
I’inhibition de l'a-amylase, en formant des liaisons hydrogenes entre les groupes -OH et les
chaines latérales des acides aminés du site actif de 1’enzyme tels que Asp!® et Glu?®
(Nyambe-Silavwe et al., 2015). L'acide gallique a formé des liaisons donneur-H et ioniques
avec les résidus Asp'®, Arg'® et ioniques avec His ?*° du site actif de I'a-amylase, il forme
également des liaisons donneur-H avec Asp 9°%? du site actif de I'a-glucosidase. Tandis que la
quercétine a formé deux liaisons donneur-H avec les résidus Asp @ 2% et des liaisons

accepteur-H avec les résidus His **! du site actif de I'a-glucosidase (Abdelli et al., 2020).

Récemment, les acides coumarique, férulique et gallique ont été étudiés comme inhibiteurs
puissants de l'a-glucosidase (Wei et al., 2021; Wu et al., 2021). Ces acides phénoliques ont été
identifiés dans les fractions acétate d'éthyle et n-butanol, ce qui peut expliquer 1’effet inhibiteur

puissant de ces fractions sur 'a-glucosidase

L’effet inhibiteur de I'extrait d'hydrométhanolique des parties aériennes de M. pulegium et S.
chamaecyparissus et de leurs fractions obtenues (éther diéthylique, acétate d’éthyle, n-butanol)
pourrait étre d0 a la présence de quercétine, de naringénine et la rutine dans les extraits. Par
consequent, la fraction d'acétate d'éthyle est le meilleur inhibiteur de 1'a-glucosidase et de I'a-
amylase, et peut étre utilisée pour gérer I'hyperglycémie postprandiale et servir de traitement

antidiabétique potentiel.

En effet, les inhibiteurs d'enzyme peuvent agir selon des mécanismes variés, en se combinant
soit avec ’enzyme (compétitive avec le substrat ou incompétitive), soit avec le complexe

enzyme-substrat (non compétitive), soit avec le substrat lui-méme (Weinman et Mehul, 2004).

L'hyperglycémie chronique expose les proteines circulantes, principalement 1’albumine a
une réaction de glycation non enzymatique, qui correspond a une fixation irréversible de sucre
réducteur (le glucose) sur les fonctions amines libres des protéines. C’est un mécanisme
comprenant plusieurs réactions, conduisant a la formation de composés de structure complexe,

souvent fluorescents, c’est les produits de glycation avancés ou AGE (advanced glycation End
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product) (Yeh et al., 2017). La formation des AGE est impliquée dans la pathogénese des
complications du diabéte et de la MA (Rahbar et Figarola, 2002 ; Chinchansure et al.,
2015).

L'inhibition de la formation d'AGE par I'aminoguanidine synthétique (molécule
pharmaceutique inhibitrice de la glycation des protéines sériques) a entrainé de graves
complications (Spagnuolo et al., 2021). La recherche d'inhibiteurs naturels de la glycation
pourrait représenter une approche alternative. Pour cette raison 1’effet antiglycant des extraits
de M. pulegium et de S. chamaecyparissus sur la glycation de I’albumine a été étudié. Les
résultats de cette étude ont montré que tous les extraits des deux plantes étudiées possedent une
activité antiglycation importante. Cet effet se traduit en valeurs des Clso trés remarquables
comprises de 14,37 £ 0,01 pg/ml a 117,5 £ 0,61 pg/ml. La fraction acétate d’éthyle de M.
pulegium et de S. chamaecyparissus a enregistré 1’activité antiglycation la plus puissante, avec
des Clso de I'ordre de 14,37 £ 0,01ug/ml et de 27,72 £ 0,04 pg/ml, respectivement. Cette
activité est significativement supérieure a celle de la rutine (Clsp = 30,42 £+ 0,01 pg/ml). Tandis
que la fraction n-butanol de M. pulegium (FnB-M) (Clso = 30,34 £ 0,13 pg/ml) a enregistré un
potentiel inhibiteur significativement similaire a celui de la rutine. Les fractions éther
diéthylique de M. pulegium (FED-M) et de S. chamaecyparissus (FED-S) ont présenté le
pouvoir inhibiteur le plus faible.

Récemment, un nombre considérable de travaux scientifiques ont révélé que certaines
moléclues bioactives sont de puissants inhibiteurs de la glycation des protéines, comme 1’acide
ascorbique, I’acide férulique, la catéchine, la quercétine et la rutine (Yeh et al., 2017 ; Safari
etal., 2018 ; Win et al., 2019 ; Dariya et Nagaraju 2020). De plus, I'effet inhibiteur de I'acide
gallique sur la formation des AGE a été confirmé dans des expériences in vivo et in vitro,

réalisées par Umadevi et al., (2013).

En effet, les composés phénoliques en particulier les flavonoides et les acides phénoliques
présentent une forte affinité d’association avec 1’albumine et qui sont capables d'inhiber le
processus de glycation plus efficacement que I'aminoguanidine (Yeh et al., 2017 ; Tang et al.,
2020). Wu et Yen, (2005) ont montré aussi que la quercétine et la rutine réduisent de maniére
significative la formation des AGE avec des effets plus significatifs que I’aminoguanidine. La
rutine et I’acide oléanolique sont des inhibiteurs de I’interaction du glucose avec les protéines,
tandis que la catéchine, la quercetine et I'acide gallique sont des inhibiteurs de la formation de
la base de schiff. De méme, la catéchine et 1’acide gallique isolés du thé vert sont des

inhibiteurs de la formation de la base de schiff. L’apigénine, la Iutéine et la myricétine sont des
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inhibiteurs de la formation des produits d’Amadori (Chinchansure et al., 2015 ; Yeh et al.,
2017).

En outre, la structure des composés phénoliques ainsi que leurs propriétés antioxydantes
plutbt qu'a celles de chélation des métaux influencent leurs pouvoirs inhibiteurs de la formation
des AGE (Wu et Yen, 2005 ; Tan et al., 2008 ; Chen et al., 2016).

L’inhibition de la formation des AGE par les différents extraits de M. pulegium et de S.
chamaecyparissus est probablement due aux composés phénoliques identifiés tels que 1’acide
férulique, I’acide gallique, la quercétine, la rutine et leurs pouvoirs antioxydants puissants. Ces
composés sont connus par leurs capacité d’inhiber la glycolisation de la BSA par le glucose
(Qu et al., 2017).

L’acétylcholinestérase (AChE) est la principale enzyme impliquée dans I'hydrolyse de I'ACh
dans le systeme nerveux central et périphérique, un processus important de restauration de la
neurotransmission cholinergique. Elle agit pour éliminer I'ACh de la fente synaptique en
association avec la butyrylcholinestérase (BChE) (Scozzafava et al., 2015). Le traitement de la
maladie d'Alzheimer repose principalement sur I'inhibition de I'acétylcholinestérase (AChE) et

de la butyrylcholinestérase (BChE), qui visent a limiter la dégradation de I'acétylcholine.

L’effet inhibiteur des extraits de M. pulegium et S. chamaecyparissus vis-a-vis de I'AChE et de
la BChE a été évalué et les résultats ont montré que la fraction acétate d’éthyle de M. pulegium
(FAE-M) a enregistré un pouvoir inhibiteur de 1’AChE plus fort (Clso = 3,13 £ 0,05 pg/ml)
que celui de la Galantamine (Clso = 6,27 £ 1,15 pg/ml) et des autres extrais. Nos résultats sont

plus intéressants par rapport aux études réalisées par Mata et al. (2007) et Gilgin et al. (2020).

Pour S. chamaecyparissus, la fraction acétate d’éthyle (FAE-S) a montré une forte activité
inhibitrice de I’AChE, avec une Clso de ’ordre de 7,82 £ 0,00 pg/ml. Cette activité est

significativement similaire a celle de Galantamine et supérieure par rapports aux autres extraits.

L’extrait hydroéthanolique et la fraction riche en polyphénols de S. semidentata présentent
une faible capacité d'inhibition de I'AChE avec des Clsg respectives de 1’ordre de 923,44 +
153,34 et de 1112,87 £ 268,41 pg/ml (Gomes et al., 2015). D'autres membres de la famille des
astéracées ont également révélé des propriétés inhibitrices de I’AChE (Shahwar et al., 2011;
Tavares et al., 2011).

Pour l'activité inhibitrice de la BChE, la fraction acétate d'éthyle et n-butanol de M.
pulegium ont présenté un effet inhibiteur plus fort a celui de la Galantamine avec une Clso de
I’ordre de 12,97 + 0,20 et 32,28 + 1,34 pg/ml, respectivement.
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Pour S. chamaecyparissus, les fractions acétate d’éthyle, n-butanol et I’extrait brut
hydromethanolique ont montré une forte activité inhibitrice du BChE, avec des Clso de 1’ordre
de 7,25+0,45, 17,88 £ 0,14 et 32,53 + 0,22 ug/ml, respectivement. Cette activité est meilleure a
celle de la Galantamine (Clso = 34,75 £ 1,99 pg/ml).

La différence entre les résultats obtenus dans la présente étude et les travaux qui ont été
rapportées sur 1’activité inhibitrice de 'AChE et BChE est peut étre liée au solvant utilisé pour

I'extraction et a la localisation géographique des sites de collecte.

L'amarrage moléculaire (molecular docking) a révélé plusieurs modes d'interaction entre les
composés phénoliques et les résidus d’acides aminés qui définissent le site actif de 'AChE et la
BChE. La position des groupes hydroxyles des flavonoides semble jouer un role important dans
leurs liaisons avec I'AChE et la BChE et I’amélioration de leurs 1’activités inhibitrices
(Katalinic'et al., 2010 ; Falé et al., 2012 ; Balkis et al., 2015). Les groupes hydroxyles de la
quercétine et de la rutine forment des liaisons hydrogénes avec les résidus du site actif de la
BChE, tandis que les cycles aromatiques étaient impliqués dans les interactions 7-mt avec les
résidus Trp®, Phe®?® et Tyr3¥ (Katalini¢ et al., 2010). En outre, le groupe hydroxyle au niveau
de I'atome C-3 du cycle C, est responsable de la liaison de la quercétine au résidu Trp® du site
actif de ’AChE (Falé et al., 2012) .

Les composés phénoliques tels que les acides phénoliques (I’acide férulique, l'acide p-
coumarique et I’acide gallique) et les flavonoides (la quercétine et la rutine) ont montré un effet
inhibiteur important vis-a-vis de I'AChE et de BChE (Kumar et al., 2009 ; Szwajgier et
Borowiec, 2012 ; Orhan et al., 2012 ; Pendota et al., 2013 ; Sheeja Malar et Pandima Deuvi,
2014 ; Gomathi et al., 2015 ).

Une autre étude a montré que l'acide férulique inhibe de maniere compétitive l'activité de
I'AChE (Kumar et al., 2009). La quercétine inhibe de maniére compétitive l'activité de I'AChE
et de la BChE (Khan, 2009). De plus plusieurs études in vitro et in vivo ont montré 1’effet
neuroprotecteur de la rutine (Enogieru et al., 2018). Par conséquent, les composés phénoliques
identifiés dans la fraction acétate d’éthyle et n-butanol de M. pulegium et S. chamaecyparissus
ainsi que leurs teneurs élevées en polyphénols et en flavonoides totaux pourraient étre liés au

potentiel d'inhibition de la cholinestérase observé.

D'autre part, les monoterpénes qui sont les molécules couramment trouvées dans la partie
aérienne de M. pulegium (Mohammadhosseini et al., 2021) et S. chamaecyparissus (Pala-

Paul et al, 1999 ; Cherchi et al., 2001) peuvent é&tre attribués aux propriétés
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anticholinestérasiques des extraits. Les monoterpénes sont de puissants inhibiteurs de la

cholinestérase, méme similaires a la galantamine (Bur¢ul et al., 2020).

Il est intéressant de relier I’activité antioxydante, antidiabétique et anti- Alzheimer des
extraits a leurs teneurs en composés phénoliques, dans le but de connaitre lesquels sont
responsables de ce pouvoir. Afin explorer cette relation, on a déterminé la corrélation entre les
teneurs en polyphénols totaux et les différentes activités biologiques etudiées (antioxydante,
antidiabétique et anti- Alzheimer). Les composés phénoliques ont montré une correlation avec
chacune de ces activités, ce qui a été confirmé par certains travaux précédents qui ont montré
que les teneurs en composés phénoliques sont responsables de 1’activité antioxydante,
antidiabétique et anti- Alzheimer (Liu et al., 2008; Turumtay et al., 2014 ; Gali and Bdjou,
2019).
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Conclusion et perspectives

La présente étude est une contribution a I’étude phytochimique et a I’évaluation in vitro de
I’activité antioxydant, antihémolytique, antidiabétique et anti-Alzheimer des extraits bruts
hydrométhanoliques ainsi que leurs fractions (Ether diéthylique, acétate d’éthyle, n-butanol)
de la partie aérienne des deux plantes médicinales de la pharmacopée traditionnelle de

I’Algérie ; M. pulegium et S. chamaecyparissus.

L’étude phytochimique réalisée sur les différents extraits a montré la richesse de M.
pulegium et S. chamaecyparissus en composés bioactifs dont les flavonoides, les tanins,
coumarines, les quinones libres, les alcaloides, les saponines et les terpénoides et a enregistré
des- teneurs élevées en polyphénols totaux et en flavonoides totaux, notamment dans les
fractions acétate d’éthyle et n-butanol, malgré leurs faibles rendements, comparativement aux

extraits bruts hydrométhanoliques.

L’acide gallique, I’acide p-coumarique, I’acide férulique, la naringénine et la quercétine
sont les principaux composés phenoliques caractérisés dans les fractions acétate d’éthyle et n-
butanol de M. pulegium. Tandis que I’acide gallique, la naringénine, la quercétine et la rutine
ont été caractérises dans les fractions acétate d’éthyle et n-butanol de S. chamaecyparissus. La
présence de ces composés et d’autres phytocontituants pourraient étre responsables des

différentes propriétés biologiques des extrais des deux plantes étudiées.

Le test de la toxicité effectué vis-a-vis de cellules érythrocytaires humaines a montré que
I’ensemble des extraits étudiés de M. pulegium et de S. chamaecyparissus ont présenté des
faibles taux d’hémolyse. Les résultats de la recherche de I’activité antioxydante (DPPH,
ABTS, GOR, superoxyde, PAOT-Liquide, FRAP, CUPRAC, Phénanthroline, B-caroténe),
antihémolytique, antidiabétique (inhibition de I’a-amylase et de 1’a-glucosidase et 1’inhibition
de glycation de la BSA) et anti-Alzheimer (inhibition de I’acétylcholinestérase et de la
butyrylcholinestérase) ont révélé que I’ensemble des extraits de M. pulegium et S.
chamaecyparissus ont présenté un effet remarquable, en particulier la fraction acétate

d’éthyle qui a enregistré des activités meilleures que celles des molécules standards.

Les résultats de la présente étude suggérent que ’activité antioxydante, antihémolytique,
antidiabétique et anti-Alzheimer des deux plantes M. pulegium et S. chamaecyparissus
pourraient justifier leurs effets thérapeutiques traditionnellement recommandés.

De plus les fractions riches en composés phénoliques pourraient étre considérées comme

une source prometteuse d'antioxydants naturels qui peut étre valorisée pour la prévention et le
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traitement des maladies liées au stress oxydatif dont le diabéte sucré et la maladie
d’Alzheimer.

Ces résultats ne constituent bien évidemment qu’une étape de la recherche. Des études

complémentaires approfondies seraient nécessaires, il serait intéressant de :

*

Réaliser une étude phytochimique approfondie qui consiste a I’isolement et la
caractérisation des composeés actifs contenus dans les fractions acétate d’éthyle et n-

butanol ;

Tester les composés actifs isolés pour leurs propriétés thérapeutiques in vitro et in vivo
ainsi que leurs effets synergiques ou en combinaison avec des medicaments

conventionnels ;

Faire des études de la toxicité aiglie et chronique, in vivo des extraits des deux plantes

afin de déterminer la sécurité de leurs utilisations comme médicaments ;

Elucider des mécanismes d'actions cellulaires et moléculaires via lesquels les extraits
des deux plantes étudiées, notamment fractions acétate d’éthyle et n-butanol exercent

leurs effets biologiques ;

Etudier in vivo I’activité antioxydante, antidiabétique et anti-Alzheimer ainsi que les

parametres du stress oxydant.
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Résumé

Mentha pulegium et Santolina chamaecyparissus sont deux plantes médicinales, largement utilisées en pharmacopée traditionnelle pour le traitement de nombreuses maladies.
Ce travail porte sur I’étude phytochimique et la recherche des activités biologiques des extraits bruts hydrométhanoliques obtenus de la partie aérienne des deux plantes et
leurs fractions riches en composés phénoliques (éther diéthylique, acétate d’éthyle et n-butanol). L’analyse du profil phytochimique des fractions riches en composés
phénoliques de M. pulegium et S. chamaecyparissus a été effectuée a I’aide d’une chromatographie liquide & haute performance RP-HPLC-PDA. En outre, le test d’hémolyse
a été réalisé in vitro, afin d’étudier la toxicité des différents extraits et fractions vis-a-vis des érythrocytes humaines. L’activité antioxydante a été évaluée par différentes
méthodes basées sur le transfert d’atome d’hydrogéne et le transfert d’électron singulier : 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH), [2,2'-azino-bis (acide 3
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)] (ABTS), radical galvinoxyle (GOR), radical superoxyde, la PAOT-liquide®, la capacité antioxydante réductrice du cuivre (CUPRAC),
pouvoir réducteur du fer, phénanthroline, et blanchissement du B-caroténe. L’évaluation de activité anti-hémolytique a été réalisée par la mise en contact des globules
rouge.+ préalablement incubées avec les extraits a différentes concentrations en présence de AAPH (2,2"-azobis(2-aminodipropane, dihydrochloride). Tandis que I’activité
antidiabétique des extraits a été étudiée in vitro en évaluant leurs pouvoirs inhibiteurs vis-a-vis de I’a-amylase et de l'a-glucosidase. L’évaluation de I’activité antiglycation a
été également réalisée. Enfin, I’inhibition du cholinestérase a été évaluée vis-a-vis de ’acétylcholinestérase (AChE) et la butyrylcholinestérase (BChE). Les résultats obtenus
ont montré que 1’ensemble des extraits ne sont pas toxique vis-a-vis des érythrocytes humaines a I’exception des extraits bruts hydrométhanoliques qui ont présenté une faible
toxicité a la concentration de 200 mg/ml. La fraction acétate d'éthyle, la plus riche en composés phénoliques, des deux plantes étudiées, a présenté un potentiel intéressant du
piégeage des radicaux libres (DPPH, ABTS, GOR, superoxyde), de réduction du fer et du cuivre, d’inhibition de blanchissement du B-carotene et un effet anti-hémolytique le
plus puissant. La fraction acétate d'éthyle a enregistré également la meilleur activité antiglycation et a exercé les activités inhibitrices les plus élevées vis-a-vis de l'a-amylase
(Clso= 16,37 + 0,11 pg/ml pour M. pulegium et Clso =13,73 + 0,41 pg/ml pour S. chamaecyparissus) de 'a-glucosidase (Clso = 61,85 + 1,69 pg/ml pour M. pulegium et Cls, =
15,62 + 0,16 pg/ml pour S. chamaecyparissus), de I'AChE (Clso = 3,13 + 0.05 pg / ml pour M. pulegium et Cls, = 7,82 + 0,00 pg/ml pour S.chamaecyparissus) et de la BChE
(Clso =12,97 + 0,20 pour M. pulegium et Clso = 7,25 + 0,45 pg/ml pour S. chamaecyparissus). Ces activités sont supérieures a celles de I'Acarbose et de la Galantamine
utilisés comme médicaments standard. L'analyse chromatographique a révélé la présence de l'acide gallique, I'acide p-coumarique, I'acide férulique, la rutine, la naringénine et
la quercétine dans cette fraction. Ces résultats montrent que M. pulegium et S. chamaecyparissus constituent une source prometteuse d'antioxydants, qui pourraient étre utiles
dans la prévention et les thérapies des maladies associées au stress oxydatif, y compris le diabéte sucré et la maladie d'Alzheimer.

Mots clés : M. pulegium, S. chamaecyparissus, composés phénoliques, RP-HPLC-PDA, activité antioxydante, activité anti-hémolytique, activité antidiabétique, activité anti-
Alzheimer.

Abstract

Mentha pulegium and Santolina chamaecyparissus are two medicinal plants, widely used in traditional pharmacopoeia to treat many diseases. This work focused on the
phytochemical study and the search for biological activities of the hydromethanolic crude extracts obtained from the aerial part of the two plants and their fractions rich with
phenolic compounds (diethyl ether, ethyl acetate and n-butanol). The analysis of the phytochemical profile of the extracts of M. pulegium and S. chamaecyparissus was
carried out using a high-performance liquid chromatography RP-HPLC-PDA. The in vitro hemolytic test was used to measure the toxicity of the different extracts and
fractions on human erythrocytes. The antioxidant activity was evaluated by methods based on hydrogen atom transfer and singular electron transfer; 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH), [2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)] (ABTS), galvinoxyl radical (GOR), superoxide radical, liquid-PAOT®, copper reducing
antioxidant capacity (CUPRAC), ferric reducing activity, phenanthroline and -carotene bleaching, The evaluation of the anti-hemolytic activity was carried out by contacting
the human red blood cells with the extracts at different concentrations tested in the presence of AAPH (2,2-azobis(2-aminodipropane, dihydrochloride). The antidiabetic
activity of the extracts was studied in vitro by evaluating their ability to inhibit a-amylase and a-glucosidase. The evaluation of the antiglycation was also carried out. Finally,
the inhibition of cholinesterase was estimated by two enzymes acetylcholinesterase (ACHE) and butyrylcholinesterase (BChE). The results obtained showed that all the
extracts are not toxic to human erythrocytes with the exception of the crude hydromethanolic extracts which showed low toxicity at a concentration of 200mg/ml. The ethyl
acetate fraction, the richest in phenolic compounds of the two plants studied, had an interesting potential for trapping free radicals (DPPH, ABTS, GOR, superoxide), reducing
iron and copper, B-carotene bleaching inhibition and the most powerful anti-hemolytic effect. The ethyl acetate fraction also recorded the best antiglycation activity and
exercised the highest inhibitory activities of a-amylase (ICso =16,37+0,11 pg/ml for M. pulegium and 1Cs,=13,73 £ 0,41 pg/ml for S. chamaecyparissus) a-glucosidase (ICso =
61,85 + 1,69 pg/ml for M. pulegium and 1Cs, = 15,62 + 0,16 pg/ml for S. chamaecyparissus), AChE (ICso = 3,13 £ 0.05 pg / ml for M. pulegium and ICs, = 7,82 + 0,00 pg/ml
for S. chamaecyparissus) and of the BChE (IC50 =12,97 + 0,20 for M. pulegium and 1Cs, = 7,25+ 0,45 pg/ml for S. chamaecyparissus), its activity was higher than that of
Acarbose and Galantamine used as standard drugs. Chromatographic analysis revealed the presence of gallic acid, p-coumaric acid, ferulic acid, rutin, naringenin and
quercetin in this fraction. These results show that M. pulegium and S. chamaecyparissus are a promising source of antioxidants, which could be useful in the prevention and
therapies of diseases associated with oxidative stress, including diabetes mellitus and Alzheimer's disease.

Key words: M. pulegium, S. chamaecyparissus, phenolic compounds, RP-HPLC-PDA, antioxydant activity, anti-hemolytic activity, antidiabetic activity, anti-Alzheimer
activity.



