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Résumé

Thymus pallidus de la famille des Lamiaceae appelé localement « Khyata», est une plante
meédicinale largement utilisée a des fins alimentaires et en médecine traditionnelle en Algérie.
La présente étude vise a évaluer 1’activité antioxydante, et hépatoprotectrice, ainsi que 1’effet
toxique des extraits de la plante Thymus pallidus et leur caractérisation phytochimique.
L'extraction des polyphénols de la partie aérienne de la plante ¢étudiée suivie d’un
fractionnement selon la polarité des solvants a abouti a I'extrait brut (E.Br) et ses fractions;
I’extrait de chloroforme (E.Ch), I’extrait d'éthyle d'acétate (E.EtA) et I’extrait aqueux (E.Aq).
La teneur en phénols totaux et en flavonoides a été quantifiée par des méthodes
colorimétriques. Les résultats ont montré que la plus grande quantité de phénols totaux et de
flavonoides a été trouvée dans E.EtA avec un taux de 495.12+1.91 pg équivalent d’acide
galliqgue (GAE)/mg d'extrait et 97.25+2.84 ug équivalent de quercétine (QE)/mg d'extrait,
respectivement. L’analyse par HPLC-DAD-MS/MS a été utilisée pour établir le profil
chimique de E.Br, E.EtA et E.Aqg, dont 49 composés ont été identifiés par des méthodes
spectrométriques. Les composeés phénoliques présents dans les extraits sont les acides
hydroxybenzoiques, I'acide hydroxycinnamique, les oligomeéres d'acide hydroxycinnamique
l'acide rosmarinique, 1’acide salvianolique et leuteolin. L’activité antioxydante in vitro des
extraits a été déterminée par plusieurs essais. Le test de piégeage de DPPH a montré que I'effet
antiradicalaire le plus élevé est celui de I’E.EtA. Cet extrait a montré également une forte
activité chélatrice (53,38 ung EDTA/mg d'extrait), un pouvoir réducteur puissant (929,73 ug
acide ascorbique/mg extrait) et une activité anti-hémolytique tres importante (HTso= 109,44
min). Dans 1’étude de la toxicité subaigué, I’administration de I’E.Br et 1'E.EtA a des souris
Swiss albinos par gavage a des doses de 50, 200, 500, 1000 et 2000 mg/kg/jour pendant 21
jours n'a induit aucun signe visible de toxicité chez les souris testés dont la DLso déterminéeété
supérieure a 2000 mg/kg. D’autre part 1’évaluation de I’activité antioxydante in vivo a montré
que I’administration de I’E.Br et ’E.EtA a des doses de 500 mg/kg/jour pendant 21 jours a
augmenté le niveau du GSH et a diminué le taux de MDA dans le foie et le cerveau. De plus
cette administration a augmenté significativement I'activité de CAT dans les reins. Par ailleurs
I’étude de I’effet hépatoprotecteur d’une supplémentation quotidienne d’E.Br a des doses de
100, 250 et 500 mg/kg/jour pendant six jours chez les souris contre CCls a montré que la dose
500 mg/kg a diminuésignificativement I'ALT, AST, ALP et MDA et a augmenté le CAT et le
taux de GSH. Les résultats obtenus de cette étude ont révélé que I’E.Br et 'E.EtA de Thymus
pallidus, possedent une activité antioxydante puissante a la fois in vitro et in vivo et que I’effet
hépatoprotecteur s’est amélioré¢ par suite a une supplémentation de E.Br. De plus, Thymus
pallidus, était non toxique en administration aigué de leur extraits E.Br et E.EtA a des doses <
2000 mg/Kg, ce qui indique clairement les bénéfices potentiels de la plante pour la santé dans
les préparations alimentaires et pharmaceutiques.

Mots-clés: Thymus pallidus, Composés phénoliques, Activité antioxydante, Toxicité subaigué,
Activité hépatoprotectrice, HPLC-DAD-ESI-MS/MS.



Abstract

Thymus pallidus, belonging to Lamiaceae Family, locally named « Khyata», is a medicinal
plant widely used in food and Algerian folk medicine. The present study aims to assess the
antioxidant and hepatoprotective activities, as well as the toxic effect of plant extracts. The
extraction of the polyphenols from the aerial parts of the studied plant and its fractionation
resulted in the crude methanolic extract (E.Br); chloroform extract (E.Ch), ethyl acetate extract
(E.EtA) and aqueous extract (E.Aq) according to the polarity of the solvents used. Total
phenols and flavonoids content were quantified by colorimetric methods. Results showed that
E.EtA recorded the greatest amount of total phenols and flavonoids (495.12+1.91 g gallic
acid equivalent (GAE)/mg of extract and 97.25+2.84 ug quercetin equivalent (QE)/mg extract,
respectively). Using HPLC-DAD-MS/MS analysis to establish the chemical profile of E.Br,
E.EtA and E.Aq; 49 compounds were identified. The major phenolic compounds present in the
extracts were hydroxybenzoic acids, hydroxycinnamic acid, oligomers of hydroxycinnamic
acid, rosmarinic acid, salvianolic acid and leuteolin. The in vitro antioxidant activity of the
extracts has been determined by several tests. DPPH test has shown that the highest
scavenging effect was that of E.EtA. The same extract has also showed a strong chelating
activity (53.38 ug EDTA/mg of extract), a powerful reducing power (929.73 ug ascorbic
acid/mg extract) and a very significant anti-hemolytic property (HT50=109.44 min). In sub-
acute toxicity study, the gavage of Swiss albinos mice by E.Br and E.EtA at doses of 50, 200,
500, 1000 and 2000 mg/kg/day for 21 days did not induced any visible sign of toxicity or
mortality. Evaluation of the antioxidant activity in vivo has shown that the administration of
E.Br and E.EtA at doses of 500 mg/kg/day for 21 days increased the level of GSH and
decreased the level of MDA in the liver and brain. Moreover, this administration increased the
activity of CAT in the kidneys. In addition, the study of the hepatoprotective effect of E.Br
against CCls—induced hepatotoxicity showed that the daily treatment of the mice at doses of
100, 250 and 500 mg/kg for six days, reduce the activity of ALT, AST and ALP, decrease the
levels of MDA and increase the GSH level. The results obtained from this study showed that
E.Br and E.EtA of Thymus pallidus had a strong antioxidant activity in vitro and in vivo, and
the hepatoprotective effect of E.Br was evident. Additionally, Thymus pallidus extracts are not
toxic at a dose of 2000 < mg/kg, which clearly indicates the potential health benefits of the

plant in food and pharmaceutical preparations.

Keywords: Thymus pallidus, Phenolic compounds, Antioxidant activity, Sub-acute toxicity,
Hepatoprotective effect, HPLC-DAD-ESI-MS/MS.
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Introduction

Introduction

Le stress oxydatif est défini, au sein d'un méme organisme, comme un desequilibre entre la
production d'oxydants et les mécanismes de défense anti-oxydants. Ce déséquilibre est étroitement
associé a la production en exces des especes reactives oxygenées (ERO). Les ERO sont des
especes chimiques oxygénées produites dans 1’organisme par divers mécanismes, sont impliquées
dans des processus physiologiques a des faibles quantités. Les ERO rendues chimiquement trées
réactives par la présence d’un électron non apparié¢ dans 1’orbitale externe. En effet, les ERO,
représentant a la fois des radicaux libres et especes radical non-libre (Sies, 2019). Cependant, en
raison de leur potentiel hautement réactif, I’excés de leur production peut devenir toxique pour les
composants majeurs de la cellule comme les lipides, les protéines et les acides nucléiques. Ces
dommages peuvent aboutir a de nombreuses maladies chroniques et dégénératives tels que le
cancer, le diabéte, les maladies inflammatoires, les maladies cardiovasculaires et les maladies
neurodégeéneératives (Liguori et al., 2018). Pour cela, I’organisme dispose d’un systéme de défense
antioxydants qui consiste en un réseau enzymatique et non enzymatique, qu’agissant en synergie
pour rétablir 1’équilibre pro-oxydant/antioxydant, afin de réduire les conséquences du stress
oxydant et préserver ainsi les performances physiologiques (Neha et al., 2019). Cepandant, il y a
une préoccupation croissante compte aux risques et effets secondaires des antioxydants
synthétiques utilisés comme additifs alimentaires et/ou destinés a la lutte contre le stress oxydant
et les maladies associées. De ce fait, la recherche et I’exploitation de nouvelles molécules
naturelles bioactives aux effets secondaires mineurs ou inexistants, comme alternative aux
molécules synthétiques est devenue une priorité pour la recherche scientifique. Les plantes
médicinales et aromatiques constituent une source importante et inépuisable de substances ayant
des activités biologiques et pharmacologiques trés variées (Reid et al., 2018; Emilie et al., 2019).
Il est largement démontré que ces propriétés thérapeutiques sont fortement corrélées a la présence

de centaines de composés bioactifs. Connues sous la dénomination de métabolites secondaires, ces
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composés constituent une large gamme de biomolécules, telles que les polyphénols, les alcaloides,
les terpenes, etc... (Neha et al., 2019).

Les composés phénoliques ou polyphénols sont des métabolites secondaires présents dans les
plantes et les produits végétaux. La reconnaissance des composes phénoliques comme
antioxydants naturels est maintenant bien acquise et pour une part & l'origine du regain d'intérét
que I'on porte & ces composes dans le domaine de la nutrition et de la pharmacologie (Watson et
al., 2019).

Dans ce contexte, cette étude a été menée sur Thymus pallidus Coss., plante médicinale de la
pharmacopée Algérienne. T. pallidus appartient a la famille Lamiacées et connue localement sous
le nom de « Khyata». Elle est utilisee en médecine traditionnelle pour traiter diverses maladies
telles que les troubles intestinaux et digestifs, les maladies inflammatoires et les infections

bactériennes. Pour cela, notre travail vise a atteindre les objectifs suivants:

> Préparation des extraits organiques a partir de la partie aérienne de T. pallidus.

> Détermination de la teneur en polyphénols et en flavonoides présent dans les extraits de la
plante.

> Analyse et caractérisation phytochimique des extraits par HPLC-ESI-DAD-MS/MS.

> Evaluation de I’activité antioxydante des extraits par des tests in vitro et in vivo

> Evaluation de 1’activité hépatoprotectrice des extraits contre I’hépatotoxicité induite par le
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1. Stress oxydant

1.1. Définition

Le stress oxydant ou le stress oxydatif, est défini comme un déséquilibre entre la production
d'oxydants et les mécanismes de défense antioxydant au sein d'un méme organisme, ce qui
conduit a des dommages dans les biomolécules comme les lipides, les protéines et les acides
nucléiques (Niki, 2018; Tu et al., 2019). Ces dommages sont impliqués dans le développement
de nombreuses pathologies chroniques telles que le diabete, le cancer, les maladies
inflammatoires, les maladies cardiovasculaires et les maladies neurodégénératives (Matschke et
al., 2019). En effet, tous les organismes vivants qui consomment de I'oxygene produisent les
ERO qui jouent un role important dans les fonctions physiologiques des organismes. Le stress
oxydatif devient anormal lorsque les cellules sont soit dépassées par la quantité des radicaux
libres a éliminer, soit ne disposent pas de ressources antioxydantes (vitamines, oligoéléments,

enzymes) suffisantes pour les éliminer (Niki, 2018; Tu et al., 2019).

1.2. Espéces réactives de I’oxygeéne et radicaux libres

Les radicaux libres sont définis comme étant des molécules ou des especes chimiques qui
portent un électron non apparié (celibataire) sur leur orbite externe. Du fait de la présence d’un
électron célibataire, les radicaux libres présentent une grande instabilité et tres réactifs, ont une
durée de vie courte et sont capables de réagir avec de nombreux composés (Pefia-Bautista et
al.2019). Plus de 90%, de I’oxygéne consommé par les cellules est catalytiquement réduit par
quatre ¢électrons pour produire deux molécules d’eau. Cependant, 1’02 peut étre réduit par
moins de quatre électrons, par certaines oxydases, donnant ainsi naissance a des especes
oxygénées partiellement réduites et hautement réactives appelées espéces réactives de
I’oxygeéne (ERO). Les espéces réactives oxygénées (ERO) incluent les radicaux libres comme
le radical hydroxyl (OH), le radical superoxyde (O2™) et sa forme protonnée (HO2), le radical

peroxyl (ROO) et les espéces non radicalaires comme le peroxyde d’hydrogéne (H20z) et
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’oxygene singulet (1O2) sont des molécules hautement réactives produites dans les organismes
vivant sous des conditions physiologiques et pathologiques (Patterson et al., 2019). D’autres
espéces radicalaires dérivent de 1’azote nommés les espéces réactives du nitrogéne incluent le
radical monoxyde d’azote (NO-), I’anion peroxynitrite (ONOOQO"), le radical dioxyde d’azote
(NO2) et d’autres oxydes d’azote sont produits par la réaction du monoxyde d’azote avec O

(Singh et al., 2019).

1.3. Sources des especes réactives oxygénées

1.3.1. Sources endogénes

Les mitochondries constituent la principale source de production des ERO dans les systémes
biologiques. Pandant la respération cellulaire 1’oxygene est transformé en anion superoxyde
(O2") au cours de la réduction partielle de 1’ubiquinone/ubisemiquinone/ubiquinol par le
complexe | et Il respectivement (Di Meo et al., 2016). Le complexe NADH-ubiquinone
oxydoréductase et 1’ubiquinone-cytochrome c¢ réductase sont alors d’importants complexes
membranaires mitochondriales qui peuvent générer de 1’0O2" et de H20:.

L’inflammation est par ailleurs une source importante d’ERO. Glennon et ses collaborateurs
(2018) ont rapporté que lors des processus inflammatoires, les neutrophiles activés produisent
I’anion superoxyde via 1’action de la NADPH oxydase liée a la membrane sur ’oxygéne
moléculaire. Les neutrophiles produisent aussi le radical de monoxyde d’azote qui est a
I’origine d’une molécule plus réactive, le peroxynitrite (ONOQO"), un puissant oxydant qui peut

se décomposer pour former le radical hydroxyle (Singh et al., 2019).

Plusieurs systemes enzymatiques produisent les ERO. La cytochrome P450 réduire directement
02 en Oz, et elle peut aussi prendre une voie alternative appelée "cycles redox" dans lesquels
un substrat accepte un électron du cytochrome P450 et le transfére a I’oxygene générant I’anion
superoxyde (Yue et al., 2018). Le peroxysome contient de nombreuses enzymes générant du

H20,, ce dernier est le substrat de la catalase peroxysomale (Ganguli et al., 2019). La xanthine
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oxydoréductase (XOR) est une source importante d’ERO. La xanthine oxydoréductase catalyse
I’hydroxylation oxydative de I’hypoxanthine en xanthine et par la suite de la xanthine en acide
urique en produisant 1’anion superoxyde (Battelli et al., 2018).

La NADPH oxydase est une enzyme hémoprotéine joue un role fondamental dans la réponse
immunitaire. Elle se trouve dans différents types cellulaires; les cellules phagocytaires, les
fibroblastes, les cellules endothéliales et les cellules de muscles lisses. Lors de la phagocytose,
cette enzyme présente dans la membrane plasmique des phagocytes, catalyse la formation
d'une grande quantité de 1’02 et ses dérivés (Magnani et Mattevi, 2019). La NADPH oxydase
des cellules non phagocytaires, produise aussi des radicaux libres en faible quantité (Ewald et

al., 2017).

La dismutation de O, spontanée ou catalysée par les superoxydes dismutases est la source
majeure de H>O.. De plus, le H20> est aussi produit in vivo par différentes oxydases, incluant
les aminoacides oxydases. Le H20: peut étre réduit par la réaction d’Haber-Weiss engendrant

I’ion OH" inoffensif et un radical hydroxyle HO" plus agressif (Zhao et al., 2019).

La nitnric xide synthase (NOS) générateur important du radical monoxyde d'azote (NO"), a des
fins de médiation par les neurones, les cellules endothéliales ou les macrophages. Le NO*

permet la production des autres RNS tel que le peroxynitrite ONOO" (Liguori et al., 2018).

Les lipooxygénases et les cyclooxygénases présentent aussi une source importante de
production de ERO dans les parois vasculaires, ces enzymes catalysent 1’oxydation des acides
gras polyinsaturés (AGPI) ou des acides gras estérifiés comme les esters de cholestérol et celles
trouvées dans les phospholipides pour donner des dérivés d’acides gras hydroperoxydes

toxiques pour la cellule (Munoz et al., 2015).
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1.3.2. Sources exogeénes

Une large variété de xénobiotiques (toxines, pesticides, herbicides, métaux lourds etc...) et
médicaments (antibiotiques, anticancéreux, etc...) peuvent contribuer a la production des ERO
(El-Demerdash et al., 2018). Les rayonnements, qu’ils soient UV, X ou vy, peuvent par
différents mécanismes induisent la synthese de radicaux libres (Tsai et al., 2017). Les polluants
de I’air, comme la fumée des cigarettes et les contaminants industriels, constituent une source
importante de ERO, ils attaquent et causent des endommagements dans 1’organisme que ce soit

par interaction directe avec la peau ou aprés inhalation dans les poumons (Al-Gubory, 2014).

1.4. Cibles biologiques des especes réactives oxygénees

La surproduction des radicaux libres et des différentes espéces réactives produits a partir des
sources endogenes et exogenespeut conduire au dommage des composants cellulaires et a
I’altération des fonctions cellulaires, de plus les effets toxiques des radicaux libres peuvent
conduire a la mort cellulaire. Les cibles biologiques des radicaux libres sont en grande partie

les protéines, les lipides et les acides nucléiques (Carocho et al., 2018).
1.4.1. Lipides

Les lipides membranaires sont les cibles les plus susceptibles a I’action des ERO et des
radicaux libres a cause de la présence des lipides insaturés ; 1’acide linoléique et ’acide
arachidonique (Zielinski et Pratt, 2017). L’abstraction d’un atome d’hydrogeéne a partir d’une
molécule d’acide gras polyinsaturé initie le processus de la peroxydation lipidique (Fig. 1). Un
atome d’hydrogene est pris d’une deuxiéme molécule d’acide gras polyinsaturé résultant en un
nouveau radical libre (Taso et al., 2019). Ces radicaux peuvent declencher une chaine de
réactions de peroxydation au niveau des acides gras des phospholipides membranaires,
conduisant a D’altération de la membrane et la perte de 1’organisation de sa structure de
bicouche lipidique qui est nécessaire a la fonction des enzymes liées et des récepteurs (Gavric

et al., 2017). Dans une premiére étape de la peroxydation, les acides gras se transforment en
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peroxydes lipidiques puis sous ’action des métaux de transition ils se décomposent en une
série de sous-produits a savoir les aldéhydes et les hydrocarbones. La malonedialdéhyde
(MDA) et le 4-hydroxynonénal (HNE) sont des exemples d’aldéhydes résultants de la
peroxydation lipidique et sont utilisés comme marqueurs suivis lors de la détection de
peroxydation lipidique chez les patients (Gaschler et Stockwell, 2017). Les ERO ainsi que la
MDA et le HNE peuvent aussi oxyder les lipoprotéines de faible densité (LDL), riches en
acides gras polyinsaturés causant un nombre de changements structuraux et fonctionnels. Ces
LDL modifiées sont reconnues par les macrophages au sein desquels elles s’accumulent en
formant des cellules spumeuses. En s’accumulant dans 1’espace interstitiel, ces cellules

contribuent au développement de 1’athérosclérose (Hematyar et al., 2019).
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Fig. 1: Processus de la peroxydation lipidique (Gavric et al. 2017).

1.4.2. Proteines

Les radicaux libres sont capables de réagir avec différents acides aminés des chaines des
protéines. Les protéines les plus sensibles aux attaques radicalaires sont surtout celles qui

comportent un groupement sulfhydryle (SH), dont le site actif contient le groupement Fe-S sont
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¢galement trés sensibles a I’inactivation par 1’0O2™, les modifications structurales des protéines
et/ou l'altération de la fonction sont les conséquences majeures (Hematyar et al., 2019). Les
protéines oxydées deviennent aussi trés hydrophobes, elles vont alors former des amas
anormaux dans ou autour des cellules. Sur les acides aminés contenant un atome de soufre tels
que la cystéine et la méthionine, 1’oxydation par les radicaux libres conduit a la formation de
ponts disulfures. De nombreux enzymes cellulaires et protéines de transport vont ainsi étre
oxydées et inactivées. Les protéines modifiées par oxydation perdent leurs propriétés
biologiques (enzymes, canaux et récepteurs), et deviennent beaucoup plus sensibles a 1’action
des protéases (Rosenfeld et al., 2018). La modification de 1’état redox de ces groupements
conduit a la déformation de la cellule, la déplétion des réserves calciques et le changement de
I’état d’ouverture des canaux potassiques et calciques. En addition, les protéines les plus
sensibles aux attaques radicalaires sont surtout celles qui comportent les acides aminés
aromatiques tels que le tryptophane, la tyrosine et I’histidine, sur lesquels le OH" s’additionne,

modifiant la conformation de la protéine (Hematyar et al., 2019).

1.4.3. Acides nucléiques

Les acides nucléiques sont des molécules trés sensibles a 1’attaque des EOR. L'attaque
radicalaire se manifeste soit directement en entrainant I'oxydation des bases et engendrant un
grand nombre de bases modifiées, soit elle cible la liaison entre la base et le désoxyribose
créant un site abasique, soit cible le sucre lui-méme créant une coupure de simple brin (Van
Houten et al., 2019). Les bases composant I'ADN, particulierement la guanine, sont sensibles a
I'oxydation par les radicaux libres. La réduction de la guanine résulte de 1’ouverture de sa
structure cyclique formant le formamidopyrimidine. Son oxydation, cependant, conduit a la
formation du 8-hydroxy-2’ déoxyguanosine, un produit majeur dont la présence dans 1’urine
sert de bio-marqueur du dommage oxydatif de ’ADN et qui est capable d’induire des
mutations spécifiques conduisant au développement du cancer (Nemmar et al., 2016). Le

radical NO" et leurs dérivés tels que NO™2, ONOO", N20s et HNO- sont des agents mutagenes
8
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et ont la capacitéd’introduire plusieurs modifications sur les bases d’ADN par des réactions de
nitration, nitrosation, et désamination (Klaunig et Wang, 2018). Les dommages d’ADN ont
comme conséquence une transcription réduite d'/ARNmM et, en conséquence, une perte de

fonction des biomolécules protéiques (Van Houten et al., 2019).

1.5. Stress oxydatif et pathologies humaines

De nombreuses études, tant épidémiologiques que cliniques, indiquent que le stress oxydant est
potentiellement impliqué dans le développement de plus d’une centaine de différentes
pathologies humaines, allant de 1’athérosclérose au cancer tout en passant par les maladies
inflammatoires, cardiovasculaires, neurodégénératives et le diabéte (Tableau 1). Le rdle du
stress oxydant a été également évoqué méme dans des processus physiologiques tel que le
vieillissement. De plus, la plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec
I’age car le vieillissement diminue les défenses antioxydantes et augmente la production
mitochondriale de radicaux avec une diminution de I’efficacité des systémes de réparations et
de dégradations des constituants oxydés (Poprac et al., 2017; Liguori et al., 2018).

Tableau 1. Les principales affections liées a la production des radicaux libres et des EOR.

Pathologie Références

Maladies inflammatoires (Quetal. , 2019)

Diabete (Oguntibeju, 2019)

Cancer (Nichols et al., 2017)

Les maladies cardiovasculaires (Incalza et al., 2017)
Alzheimer, Parkinson (Van Raamsdonk et al., 2017)
Arthrite rhumatoide (Pradhan et al., 2019)
Allergie et Maladies auto-immunes (Colucci et al., 2015)
Vieillissement (Liguori et al., 2018)
Athérosclérose (Bryk et al., 2017)
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1.6. Antioxydants

Le systetme de défense antioxydant correspond I’ensemble des moyens mis en ceuvre pour
controler 1I’oxydation et ses effets négatifs. Il comprend plusieurs lignes de défenses qui visent
a prévenir la formation des radicaux libres, les neutraliser quand ils sont déja formés, réparer
leurs dégats et/ou prévenir les conditions favorables a leur formation, comme par exemple, en
bloquant/séquestrant les atomes de fer, qui agissent comme des catalyseurs dans la formation
de radicaux libres (réaction de Fenton). Ainsi, les antioxydants servent a contréler le niveau des
especes reactives pour minimiser le dommage oxydatif (Dias, 2019).

1.6.1. Antioxydants enzymatiques

Il existe trois enzymes; la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion
peroxydase (GPx) (Ighodaro et Akinloye, 2018).

+ La superoxyde dismutase (SOD) catalyse la dismutation de I’anion superoxyde (O2™) en
oxygéne et hydrogéneperoxyde (H20.). Cette enzyme existe sous trois isoformes deux sont
présenter a l'intérieur des cellules (SOD mitochondriale ayant le manganese dans son site actif
(MnSOD), ainsi qu’une enzyme cytosolique, ayant le zinc dans son site actif (ZnSOD), tandis
que l'autre est situé dans I’espace extracellulaire (SOD ayant le cuivre et le zinc (Cu-ZnSOD)

(Younus, 2018).

+ La catalase (CAT) est une enzyme qui catalyse la transformation du peroxyde
d'’hydrogéne (H202) en eau et oxygene moléculaire (Ighodaro et Akinloye, 2018). Elle est
présente dans de nombreux tissus et particulierement abondante dans le foie et les globules
rouges. Les catalases sont localisées dans les peroxysomes, cette compartimentation I'empéche

d'étre un accepteur pour I'H.O> formé dans le cytosol et les mitochondries (Awad et al., 2018).

+ La Glutathion peroxydase (GPx) et la Glutathion réductase (GR) sont localisées dans le
cytosol et les mitochondries. La glutathion peroxydase est une sélénoenzyme (Se-GPx) qui

joue un role trés important dans la détoxification du peroxyde d’hydrogene (H202), mais aussi

10
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d’autres hydroperoxydes résultants de 1’oxydation du cholestérol ou des acides gras en
couplant la réduction de ces dérivés réactifs avec I’oxydation de substrats réducteurs comme le
glutathion (GSH) (Benhar, 2018). La glutathion réductase (GR), quant a elle, a pour réle de
régénérer le GSH a partir du GSSG tout en utilisant le NADPH comme un cofacteur (Fig. 2).
Cependant, d’autres enzymes antioxydantes comme les peroxyredoxines, la glutathion
transférase, les thioredoxines réductases et les thioredoxines peroxydases sont impliquées dans
la défense antioxydante de 1’organisme et utilisent le NADPH comme donneur d’équivalent
réducteur, celui-ci constitue avec le glutathion les plaques tournantes de la défense

antioxydante (Ulrich et Jakob, 2019).

+ Les peroxiredoxines sont également connues sous le nom de thiorédoxine peroxydase,
dont six sont trouvées chez les mammiferes principalement dans le cytosol et les
mitochondries. Ces protéines se lient également au noyau et aux membranes cellulaires. Les
peroxiredoxines convergent a la fois H202, NO"et NOO™ grace a lactivite peroxydase
(Nicolussi et al., 2017). Malgré leur faible efficacité par rapport a la CAT et a la GPx, ces
protéines jouent un réle important dans I'élimination des hydropyroxydes en raison de leur

valeur percue, représentant 0,1-0,8% des protéines cellulaires libres (Ulrich et Jakob, 2019).

NADP SO
I My
XO

GSH || GSSG
‘/\ GR

[ NAD | [ NADP |

Fig. 2: Antioxydants enzymatiques (Ulrich et Jakob, 2019).
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1.6.2. Antioxydants non enzymatique

Contrairement aux antioxydants enzymatiques, la plupart de ces composes ne sont pas produits
par I’organisme et peuvent provenir de nourriture. Ces composés comprennent de petites
molécules telles que les vitamines, Les caroténoides, les polyphenols, le glutathion et
I’ubiquinone. Les antioxydants non enzymatiques sont caractérisés par de faibles poids
moléculaires et la capacité a prévenir et/ou a réduire les dommages au stress oxydatif (Nimse et
Pal, 2015).

+ La vitamine E possédequatre isoméres de tocophérol, o, B, y et & avec une activité
antioxydante variable (Luciano et al., 2017). La vitamine E présente dans les huiles végétales,
les pépins, le germe et les grains de blé (Blumberg et al., 2018). L’a -tocophérol (a-TocH) est
la forme la plus active de la classe des tocophérols, elle est liposoluble, se fixe sur la membrane
cellulaire et inhibe la chaine de réactions de peroxydation des lipides en capturant le radical
lipidique peroxyle (LOO), alkoxyl (LO") et alkyl (L*) (Fig. 3). Elle devient a son tour un radical
moins actif que le LOO: et pourra alors étre pris en charge par une autre molécule antioxydante
(Liu et al., 2018).

LOO* Vit. E Vit. C GSH, LA . ..

LOOH X‘u’it. E* X' Vit. C X GS5G, DHLA . . .
Fig. 3: Elimination des radicaux libres par la vit. E, la vit. C et le glutathion (Ashor et al.,
2016).

+ L'acide ascorbique ou vitamine C est hydrosoluble, Méme si la plupart des mammiferes
peuvent la synthétiser, I'organisme humain en a perdu la capacité au cours de I'évolution. 1l doit
donc la puiser chaque jour dans les aliments. Les principales sourcesde vitamine C sont les
fruits (en particulier les baies) et les légumes-feuilles (Ashor et al., 2016). La Vitamine C est
un trés bon capteur de radicaux libres oxygénes aussi bien hautement réactifs tels que les

radicaux d’OH-et d’O2~ (Smirnoff, 2018). Sa capacité de donation d’électrons dans une large
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gamme de réactions enzymatiques et non enzymatiques. La Vit. C empéche ’oxydation des
LDL produites par divers systtmes générateurs de radicaux libres. Elle peut aussi réduire le
radical a-tocophérol (Xiong et al., 2017). Ce qui lui permet de jouer son rdle d'antioxydant a
plusieurs reprises (Ashor et al., 2016).

+ Le glutathion (GSH) est un tripeptide(L-y-glutamyl-L-cysteinyl-glycine) dont la
fonction thiol lui confére un réle d'antioxydant (Pacula et al., 2017). Le glutathion intervient
comme agent détoxiquant dont il participe a la neutralisation de certains radicaux libres et il
agit comme cofacteur de I’enzyme glutathion peroxydase (GPx). Le glutathion réduit (GSH),
réduit le H20O- et/ou les peroxydes organiques grace a la réaction catalysée par la GPx (Pacula
et al., 2017). Le glutathion peut aussi réduire d’autres radicaux libres tels que HOCI, LO",
LOO et I’O2", comme il peut réduire d’autres radicaux de nitrogéne et de carbone pour former
le radical thiyl (GS") (Fig. 4). Le rapport glutathion réduit/glutathion oxydé (GSH/GSSG) est
souvent utilisé comme un marqueur du stress oxydant car plus le flux d'H.O> est important,

plus le glutathion réduit est consommeé et le glutathion oxydé augmenté (Herzog et al., 2019).
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RSP Glucose
PC Food
(containing GSH)
NADPH + H* NADP*
GSH-conjugate EngEHOUS
GSH-R ot Site GSH
GS-SG = o~ 2GSH <= /
"NO 22> NO; \
Endogenous
GSNO h\ i) ADP + Pi
e Heme-NO
HzD + LOH GSH Synthetase

Vit C Gly ATP

Scavengers (e.g. Vit C, VIt E, y-Glu-CySH

Vel Vit E'<——— Vit E ADP + Pi

\ Loor e
L .OH n 58
Cysteine ATP

r—“so‘”'"—\ln Glutamate
M+20, MO0 L 00m NHe

Cyt cl 0, Ca‘tl "o

H,O

0, H,0 + O, Glutamine

Fig. 4: Systeme de defense antioxydant (Enzymatique et non-enzymatique) (Mazzetti et al.,
2015).

+ Les caroténoides sont des pigments liposolubles jaunes, orangée a rouge, synthétisés
par les plantes et les microorganismes. En plus de leur activité de provitamine A, les
caroténoides sont généralement de bons capteurs des radicaux hydroxyles et peroxyles ce qui
les rend susceptibles d'inhiber les chaines de peroxydation lipidique (Zuluaga et al., 2017). En
outre, les caroténoides ont un role spécifique de capter I'oxygéne singulet (*O2) en neutralisant
I’électron non apparié, les transformant ainsi en molécules ou ions stables, ce qui leur permet
d'exercer une protection vis-a-vis des dommages induits par les rayons ultraviolets de la

lumiere solaire (Eggersdorfer et Wyss, 2018).

+ Les polyphénols sont des métabolites secondaires d'un poids moléculaire élevé. Ils sont
largement distribués dans le régne végétal. Plusieurs études ont montré qu’il y a un rapport
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inverse entre la prise d’aliments riches en polyphénols (les fruits et les légumes) et le risque des
maladies reliées a 1’age comme les maladies neurodégénératives et les maladies
cardiovasculaires (Hahn et al., 2017; Fraga et al., 2019). Cette relation est souvent attribuée
aux puissantes activités anti-oxydantes des flavonoides et d’autres polyphénols associées a
leurs propriétés redox permettant d’éliminer ou capture les effets d’especes réactives de
I’oxygene ainsi que de chélater les différents métaux de transition et inhibition de I’activité de
certaines enzymes responsables de la production des ERO comme la xanthine oxydase (Xu et

al., 2017; Serino et Salazar, 2019).
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2. Cmposeés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires d'un poids moléculaire élevé. lls
sont largement distribués dans le régne vegeétal. Les composés phéenoliques naturels sont
caractérisés par au moins un cycle aromatique et par un ou plusieurs groupes hydroxyle

attachés (Watson, 2018).

2.1. Classification
Les composés phénoliques peuvent étre classes en fonction du nombre et de la disposition de

leurs atomes de carbone en plusieurs groupes (Fig. 5).

Les composés phénoliques
|

y v \4 JL A4 ¢

Acides phénoliques Flavonoides Stilbénes Coumarines Lignans || Tannins
v v v
Acides Acides T | Tannins Tannins
hydroxy- hydroxy- Resveratro Hydrolysables Condensés
benzoiques cinnamiques

v | : : v

Flavonols Flavones Flavanols Flavanones || Anthocyanidines Isoflavones

Fig. 5: Diferentes classes de polyphenols (Watson, 2018).
2.1.1. Acides phénoliques
Un acide phenolique ou acide-phénol est un composé organique posseédant au moins une
fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique (Singla et al., 2019). Les acides
phénoliques sont divisés en deux classes:

4+ Les acides hydroxybenzoiques sont dérivés de I’acide benzoique (dérivent par
hydroxylation de 1’acide benzoique) et ont une formule de base de type C6-C1 (Fig. 6). Les

dérivés substitués des acides hydroxybenzoiques sont les acides phénoliques prédominants
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dans les plantes. Les acideshydroxybenzoique qui se produisent fréquemment dans les
aliments comme des esters simples avec de l'acide quinique ou du glucose sont : 1’acide
protocatéchique, vanillique, ellagique gallique, syringique, salisylique et I’acide gentisique

(Calinoiu et Vodnar, 2018).

+ Les acides hydroxycinnamiques sont des dérivés appartiennent a la famille des
phénylpropanoides, qui représentent une classe tres importante dont la structure de base (C6-
C3) provient de celle de I’acide cinnamique. Les molécules de base de la série hydroxy-
cinnamiques sont 1’acide caféique, p-coumarique, ferulique et I’acide sinapique (Fig. 6). Ces
acides sont rarement présents a 1’état libre et existent généralement sous forme d’esters ou de
glycosides (Bijalwan et al., 2016).

A OH 5 o
® - "OH

HO

Fig. 6 : Structure chimique de I’acide phénolique : ’acide de hydroxybenzoique (A), et
hydroxycinnamique (B) (Calinoiu et Vodnar, 2018).

2.1.2. Flavonoides

Les flavonoides sont un groupe de composés naturels avec des structures phénoliques
variables. En 1930, une nouvelle substance a été isolée des oranges. A cette époque, ils
pensaient qu'il appartenait & une nouvelle classe de vitamines et était nommé vitamine P. A
posteriori, il est apparu que ce composé était la rutine flavonoide et depuis lors, plus de 10000
variétés de flavonoides ont été identifiées (Escobar et al., 2017). Les flavonoides sont
responsables de la couleur variée des fleurs, des fruits et des feuilles et représentent une
source importante d'antioxydants. Chimiquement, les flavonoides sont formés par une
structure C6-C3-C6, qui se compose de deux cycles benzéniques liés par une chaine a trois

atomes de carbone qui forment un héterocycle oxygéné (Fig. 7). Ils sont divises en 6 classes:
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flavonone, flavanols ou flavan-3-ols,flavanones, Isoflavones, Flavones et anthocyanidins
(Abotaleb et al., 2019). Les différentes classes de flavonoides different par le niveau
d'oxydation et le modele de substitution du cycle C, tandis que les composes individuels au
sein d'une classe difféerent par le modéle de substitution des cycles (Perez-Vizcaino et Fraga,
2018). Les flavonoides dans la nature se présentent principalement sous forme de glycosides,
d'aglycones (en particulier les flavanols) et, dans quelques cas, de dérivés méthylés (Fig. 7).
La structure flavonoide de base est I'aglycone. Lorsque des glycosides se forment, la liaison
glycosidique est normalement située en position 3 ou 7 et le sucre peut étre du L-rhamnose,

du D-glucose, du glucorhamnose, du galactose ou de I'arabinose (Wang et al., 2018).

Flavanols Flavonols Flavanones

OH

HO o‘\
O P

OH
Fig. 7: Diferentes classes des flavonoides (Abotaleb et al., 2019).

2.1.3. Stilbénes

Les stilbenes ou les stilbénoides sont des polyphénols naturels formés a partir d’une structure
comportant deux noyaux benzéniques liés par un pont de deux carbones C6-C2-C6. Ce sont
des métabolites produits par les plantes en défense (des phytoalexines antifongiques ou

antimicrobiennes) ou bien, ce sont parfois des régulateurs de croissance (De Filippis et al.,
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2019). Les stilbénoides possédent plusieurs activités biologiques: antimicrobiennes,
antitumorale, antiangiogénique, et anti-inflammatoire, analgésique et antipyrétique
(Akinwumi et al., 2018). Les stilbénes se rencontrent dans de nombreux végétaux supérieurs,
sous forme libres ou hétérosides, parfois polymeres (Fig. 8). Le principal stilbéne alimentaire
est le resvératrol, en particulier le trans-resvératrol et son glucoside, ont acquis une attention
mondiale importante en raison de sa propriété bénéfique pour la santé comme

anticancérogenes et antitumorales (Galiniak et al., 2019).
OH
HO . N O

OH
Fig. 8: La strcure de resvératrol (Galiniak et al., 2019).

2.1.4. Les tannins

Les tannins sont des polyphénols polaires de poids moléculaires compris entre 500 et 3000 Da
Ils sont caractérisés par leur activités biologiques ou thérapeutique tels que : I’activité
antioxydante, anti-inflammatoire, antifongique, antitumorale, antivirale et antidiarrhééique
(Fraga et al., 2019). Les tannins sont subdivisés en deux classes différentes par leur réactivité

chimique et par leur composition, largement distribuées chez les végétaux supérieurs.

+ Les tannins hydrolysables ssont des esters formés a partir d’un sucre (généralement
le glucose ou de I’acide quinique) et d’un nombre variable de molécules d’acide phénolique
(acide gallique, dans le cas des tannins galliques, ou acide hexahydroxydiphénique (HHDP),
dans le cas des tannins ellagiques). Ils sont caractérisés par le fait qu’ils peuvent étre
dégradés par hydrolyse chimique (alcaline ou acide) ou enzymatique (Tuominen et
Salminen, 2017).

+ Les tannins condensés sont des oligoméres ou polymeres formés par la condensation

des unités de flavanols (flavan-3-ols et flavan-3-4-diols). Ils sont constitués d'unites de flavan-
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3-ols liées entre elles par des liaisons carbone-carbone de type 4—8 ou 4—6. Contrairement
aux tanins hydrolysables, ils sont résistants a I’hydrolyse mais le traitement chimique fort
permet de produits les pigments colorés formés d'anthocyanidols (Gourlay et Constabel,

2019).

2.2. Activités biologiques des polyphénols

Comme la plupart des métabolites secondaires, les composés phénoliques sont la premiere
ligne de défense des plantes. Ils sont peut-étre les groupes bioactifs nutritifs les plus
importants dans I'alimentation (Cory et al., 2018). Parmi les divers avantages potentiels pour
la santé des polyphénols alimentaires, leur capacité de prévenir les dommages oxydatifs et de
réduire l'inflammation. Un apport élevé en fruits, légumes et grains entiers riches en
phénoliques réduit le risque de cancer, de maladies cardiovasculaires, d'inflammation
chronique et de troubles métaboliques (Poti et al., 2019). Les composés phénoliques naturels
ou synthétiques ont montré de nombreuses activités biologiques et des avantages pour la santé
pour la prévention et le traitement de plusieurs maldies (Watson et al., 2019).

2.2.1. Activité antioxydante

Des preuves récentes suggérent que la consommation d'aliments riches en polyphénols peut
étre associée a une diminution des risques des maladies chroniques, les maladies
cardiovasculaires, certains cancers et les maladies neurodégénératives, principalement par le
biais de propriétés antioxydantes notamment I'élimination des radicaux libres la chélation des
ions métalliques de transition, l'inhibition de I'oxydation lipididique etla régulation des
enzymes reliés aux stress oxidtaive (Xu et al., 2017; Cory et al., 2018). Les composés
phénoliques possedent une structure chimique aromatique permettant une délocalisation
électronique importante, donc une stabilisation de leurs formes radicalaires (Fig. 9). C’est
pourquoi les propriétés antioxydantes des composés phénoliques sont souvent associées a leur

potentiel antiradicalaire. La réduction de divers radicaux par les polyphénols a été beaucoup
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étudiée afin de déterminer les éléments majeurs de 1’activité antioxydante (Wang et al., 2018).
De nombreuses études soutiennent le fait que I’activité antioxydante des composés
phénoliques est essentiellement liée & leur capacité de réduire les especes réactives de
I’oxygéne comme les radicaux superoxydes, hydroxyles, peroxyles, koxyles par transfert

d’hydrogéne selon la réaction suivante (Gonzalez-Paramas et al., 2018).

OH 0 OH 0
Semi-quinone resonance
R 13 —_— —
OH /\\ OH /\\ o) 0

ROO"  ROOH ROO" ROOH Quinone

Fig. 9. Réduction des radicaux libres par les composes phénoliques (Gonzélez et al., 2018).

Les ions du fer (Fe™) et du cuivre (Cu*?) jouent un réle important dans la production des
radicaux libres. Les composés phénoliques en particulier les flavonoides sont considéerés
comme de chélateurs de ces ions métalliques (Kasprzak et al., 2015), et sont alors capables

d’inhiber la réaction de Fenton et ainsi la production de ERO (Fig. 10).

R R
OH i 2 5
+ Fe"{an - | > XFE"(HQD);‘ il ]
OH 0]

Fig. 10: Chélation des radicaux libres par les composes phénoliques (Kasprzak et al.,
2015).

La XO est considérée comme une source biologique importante de 1’O™,. Les flavonoides
peuvent agir sur ’activité XO, et par conséquent, ils réduisent a la fois les concentrations
d’acide urique et celles du radical superoxyde dans les tissus humains. Des études ont
montrées que 1’extrait riche en polyphénols inhibe la forme XO de I’enzyme XOR (Belkhiri et
al., 2017). Les flavonoides sont des puissants inhibiteurs des lipooxygénases et des

cyclooxygénases. La lutéoline, morine, galangine et catéchine sont des inhibiteurs de la CO.
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Les NOS, enzymes générateurs des RNS, peuvent étre inhibé par les flavonoides comme dans
le cas de la genisteine qui inhibe la génération de NO et I’induction de iNOS (Krupkova et al.,
2016). Les études d'intervention humaine ont montré que les polyphénols d'olive ont diminué
les niveaux de LDL oxydé dans le plasma et ont affecté positivement plusieurs biomarqueurs
de dommages oxydatifs (Al-Sagheer et al., 2017). En outre, les flavonoides préviennent
efficacement la peroxydation lipidique puisqu’ils peuvent réagir avec la plupart des radicaux
libres susceptibles d’arracher un hydrogéne sur le groupement CH» situé entre les deux
doubles liaisons des acides gras polyinsaturés. Les polyphénols naturels peuvent également
fonctionner comme des antioxydants grace a leurs effets sur les membranes (Mahmoud et al.,

2019).

2.3.2. Activité anti-inflammatoire

Il existe plusieurs études montrent 1’activité anti-inflammatoire des polyphénols in vivo et in
vitro. Ces études ont prouvé l'idée que les polyphénols avaient la capacité de moduler la
réponse immunitaire et avaient une activité anti-inflammatoire potentielle. Les polyphénols
peuvent exercer des effets anti-inflammatoires par différents mécanismes, ils peuvent agir a
plusieurs niveaux de la réaction inflammatoire, notamment la régulation des réactions
inflammatoires cellulaires dans les cellules inflammatoires (Yahfoufi et al., 2018). Les
mécanismes moléculaires de 1’activité anti-inflammatoire des polyphénols incluent:
I'inhibition des enzymes associées aux propriétés pro-inflammatoires telles que
cyclooxygénase (COX), lipoxygénase (LOX) et iNOS, diminuant I'expression et/ou la
fonction d'une variété de médiateurs inflammatoires, I’expression des molécules d’adhésion,
régulation de la voie de signalisation par facteur nucléaire kB (NF-«kB), régulation des voies
de signalisation telles que celles des facteurs nucléaires et des proteines kinases et expression
des genes pro-inflammatoires (Zhang et Tsao, 2016; Hanakova et al., 2017; da Cunha et al.,

2019).
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Les polyphénols peuvent affecter les systéemes enzymatiques et de signalisation impliqués
dans les processus inflammatoires, tels que la tyrosine et la sérine-thréonine protéine kinase.
Ces enzymes sont connues pour étre impliquées dans des processus d'activation cellulaire tels
que la prolifération des lymphocytes T, I'activation des lymphocytes B ou la production de
cytokines par les monocytes stimulés. La génistéine a été signalée comme un inhibiteur
specifique de la tyrosine protéine kinase. Ce dernier composé peut étre impliqué dans certains
des effets anti-inflammatoires, car la prolifération des lymphocytes T s'accompagne d'une
phosphorylation de la tyrosine de protéines particuliéres (Hussain et al., 2016).

Les catéchines sont les polyphénols abondants dans le thé vert. Leurs effets anti-
inflammatoires sont activés par divers mécanismes différents, y compris la modulation des
isoformes d'oxyde nitrique synhase (Khan et Mukhtar, 2019). Les extraits de plantes riche en
polyphénols peuvent inhiber les macrophages humains sécrétent la cytokine pro-
inflammatoire TNF-a et la chimiokine IL-8 de maniére dose-dépendante. En méme temps, les
polyphénols ont amélioré le niveau de la cytokine anti-inflammatoire IL-1pB sécrétée par des
macrophages traités par les lipopolysaccharides (Lama et al., 2017).

Les polyphénols présentent également un effet sur les processus sécrétoires des cellules
inflammatoires. En effet, des composés tels que la lutéoline, le kaempférol, I'apigénine et la
quercétine ont été documentés pour représenter de puissants inhibiteurs de la B-glucuronidase
et du lysozyme libéré par les neutrophiles. Ces polyphénols inhibent en outre de maniére
significative la libération d'acide arachidonique par les membranes cellulaires (Ginwala et al.,
2019).

En ce qui concerne les maladies cardiovasculaires, I'analyse a révelé que Il'inflammation
chronique est un facteur crucial dans son étiologie. La consommation des aliments
relativement riches en polyphénols peut jouer un rdle significatif dans la réduction du risque
de maladie cardiovasculaire par une amélioration de la fonction vasculaire et une modulation

de [linflammation. L'un des mécanismes anti-inflammatoires importants  est
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I'inhibition/moduler des enzymes génératrices d'eicosanoides, y compris la phospholipase A2
et la cyclooxygénase (Sung et al., 2019).

Les résultats d'une étude menée auprés de 120 hommes et femmes ont suggéré qu'un apport
d'extrait d'anthocyane de bleuets (300 mg par jour pendant 3 semaines) diminuait de maniére
significative les niveaux plasmatiques des cytokines et chimiokines pro-inflammatoires liées
au NF-xB, IL-4, IL-13, IL-8 et interféron-y [IFN-y]).Il a également ¢té démontré que la
supplémentation en un extrait de polyphénol de raisin contenant des anthocyanes, de la
quercétine, de la myricétine, du kaempférol et du resvératrol a conduit a une diminution
significative ase dans les taux plasmatiques de TNF-a et d'IL-6 (Zhang et Tsao, 2016).

Les données disponibles demontrent I'utilité potentielle des polyphénols alimentaires pour le
traitement possible des maladies inflammatoires. La surproduction de ROS mitochondriales
favorise la synthése de cytokines pro-inflammatoires par I'activation du domaine
d'oligomérisation de liaison aux nucléotides. En plus de réduire I'inflammation induite par le
stress oxydatif, les composés phénoliques peuvent également atténuer I'activation induite par
les cytokines pro-inflammatoires de NF-kB via différents mécanismes moléculaires (Yahfoufi

etal., 2018).

2.3.3. Activité antidiabétique

Une altération du métabolisme du glucose entraine un déséquilibre physiologique avec
I'apparition de I'nyperglycémie et par la suite du diabete. Il existe deux principales catégories
de diabete; Type-1 et type-2. De nombreuses etudes rapportent les effets antidiabétiques des
polyphénols. Les polyphénols peuvent affecter la glycémie par différents mécanismes, y
compris l'inhibition de I'absorption du glucose dans l'intestin ou de son absorption par les
tissus périphériques (Den Hartogh et Tsiani, 2019). Les polyphénols individuels, tels que la
catechine, I'épicatéchine, I'épigallocatéchine, le gallate d'épicatéchine, les isoflavones, I'acide

tannique, et 1’acide chlorogénique diminuent également le transport intestinal médié¢ par S-
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Glut-1 du glucose (Dominguez et al., 2017; Cao et al., 2018). Une étude récente montre que
la quercétine a la capacité de protéger les altérations chez les patients diabétiques pendant le

stress oxydatif (Shi et al., 2019).

2.3.4. Activité anticancéreuse

Le cancer est une cause majeure de déces a travers le monde. Les polyphénols pourraient
jouer un réle important contre le cancer. Les effets anticancéreux des polyphénols ont éte
observés a la bouche, I'estomac, le duodénum, le cdélon, le foie, le poumon, la glande
mammaire ou la peau (Colomer et al., 2017). Beaucoup de polyphénols, comme les
proanthocyanidines, les flavonoides, le resvératrol, les tannins, I'épigallocatéchine-3-gallate,
I'acide gallique et I'anthocyanine montrent des effets protecteurs dans certains modeles
cancéreux de bien que leurs mécanismes d'action aient été différents (Rady et al., 2018). Des
études in vitro et in vivo ont démontré 'activité anticarcinogéne de ’acide caféique contre un
type important de cancer, I'népatocarcinome (CHC), considéré comme ayant une incidence
élevée, une tres grande agressivité et une mortalité considérable dans le monde (Espindola et
al., 2019). Les polyphénols naturels pourraient avoir un meilleur effet protecteur sur le cancer
du sein métastatique. Les composants les plus abondants et bioactifs du thé vert, de la
catéchine et épigallocatéchine-3-gallate ont montré qu'ils agissaient comme des inhibiteurs de
protéasome et des inducteurs de la mort de cellules tumorales (Rady et al., 2018). De
nombreux mécanismes d'action ont été démontrés pour l'effet chimiopréventif des
polyphénols, tels que I'antiprolifération, I'antioxydation, I'activité
cestrogénique/antiestrogénique, l'induction de l'arrét du cycle cellulaire ou I'apoptose,
I'induction d'enzymes de désintoxication, la régulation du systeme immunitaire de I'h6te et les

changements dans la signalisation cellulaire (D'Abrosca et al., 2017).
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2.3.5. Activité antimicrobienne

Les polyphénols sont doués d'activités antimicrobiennes importantes et diverses,
probablement due & leurs diversités structurales. Les sites et le nombre des groupes
hydroxyles sur les groupes phénoliques sont supposés étre reliés a leur relative toxicité envers
les microorganismes, avec |’évidence que le taux d’hydroxylation est directement
proportionnel a la toxicité (Barbieri et al., 2017; Alvarez-Martinez et al., 2019). Les flavane-
3-ols, les flavonols et les tannins ont regu plus d’attention du a leur large spectre et forte
activité antimicrobienne par rapport aux autres polyphénols (Khayat et al., 2018). Les
flavonones ayant un groupement de sucre ont aussi montré une activité antimicrobienne,
tandis que certaines flavonolignanes n’ont montré aucune activité inhibitrice envers les
microorganismes (Tagousop et al., 2018).

Les mécanismes responsables de la toxicité des polyphénoles envers les microorganismes
incluent I’inhibition enzymatique par les composés oxydés, probablement via la réaction avec
les groupes sulfhydryle ou par les interactions non spécifiques avec les protéines (Farhadi et
al., 2019). La déstabilisation de la membrane cytoplasmique et la rendre perméable,
I’inhibition des enzymes bactériennes extracellulaires, I’action directe sur le métabolisme
bactérien et la privation des substrats requis pour la croissance bactérienne, spécialement les
micronutriments minéraux essentiels comme le fer et le zinc (via la propriété de chélation des
métaux) sont des mécanismes adaptés par les proanthocyanidines dans I’inhibition des

bactéries (Rauf et al., 2019).

2.4. Biodisponibilité des composes phénoliques
La biodisponibilité de polyphenols est la proportion du nutriment qui est digéré/absorbé et

I’état circulente ou métabolisé par des voies normales d'un organisme vivant (Chen et al.,

2018).
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2.4.1. Absorption

Au cours de I'absorption, les polyphénols sont conjugués dans les cellules intestinales et plus
tard dans le foie par la méthylation, la sulfatation et/ou la glucuronidation (Marin et al., 2015).
En conséquence, les formes atteignant le sang et les tissus sont différentes de celles présentes
dans les aliments et il est tres difficile d'identifier tous les métabolites et d'évaluer leur activité
biologique. Il est important de noter que c'est la structure chimique des polyphénols et non sa
concentration qui détermine le taux et I'étendue de I'absorption et la nature des métabolites
circulant dans le plasma (Figueira et al., 2017). Les acides hydroxycinnamiques, lorsqu'ils
sont ingerés sous forme libre, sont rapidement absorbés par I'intestin gréle (30 min) et sont
conjugués comme flavonoides, cependant les proanthocyanidines en raison de leur nature
polymére et de leur poids moléculaire élevé, leur absorption est limitée a travers la barriére

intestinales (Blade et al., 2016).

2.4.2. Métabolisme

Apreés I'absorption, les polyphénols passent a plusieurs processus de congestion. Ces procédés
comprennent principalement la méthylation, la sulfatation et la glucuronidation, ce qui
représente un processus de désintoxication métabolique, commun a de nombreux
xénobiotiques, qui facilite leur élimination urinaire et biliaire en augmentant leur hydrophilie
(Teng et Chen, 2019). La méthylation des poyphénols est également assez spécifique, elle se
produit généralement en position C3 du polyphénol, mais elle pourrait se produire en position
C4: en fait, une quantité notable de 4'-méthylepigallocatechine a été détectée dans le plasma
humain apres I'ingestion du thé. La glucuronidation se produit dans I'intestin et dans le foie, et
le taux de conjugaison le plus élevé est observé en position C3 (Xiao et Hogger, 2014). Les
aglycones libres sont généralement absentes ou présentes dans de faibles concentrations dans
le plasma apres consommation de doses nutritionnelles; Une exception sont les catéchines de
thé vert, dont les aglycones peuvent constituer une proportion importante de la quantité totale

dans le plasma (Sirota et al., 2013). Il est important d'identifier les métabolites circulants, y
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compris la nature et les positions des groupes de conjugaison sur la structure du polyphénol,
car les positions peuvent affecter les propriétés biologiques des conjugués. Les métabolites de
polyphénols circulent dans le sang lié aux protéines; En particulier lI'albumine représente la
protéine primaire responsable de la liaison. (Jaramillo, 2019). La liaison & l'albumine peut
avoir des consequences sur le taux de clairance des métabolites et pour leur délivrance aux
cellules et aux tissus. Enfin, il n'est toujours pas clair si les polyphénols doivent étre sous
forme libre pour exercer leur activité biologique, ou les polyphénols liés a I'albumine peuvent
exercer une activité biologique (Ly et al., 2014). L'accumulation des polyphénols dans les
tissus est la phase la plus importante du métabolisme des polyphénols car c'est la
concentration qui est biologiquement active, des études ont montré que les polyphénols sont
capables de pénétrer les tissus, en particulier ceux dans lesquels ils sont métabolisés comme

I'intestin et le foie (Fernandes et al., 2017).

L'excrétion des polyphénols avec leurs dérivés se produit par I'urine et la bile. Les métabolites
largement conjugués sont plus susceptibles d'étre éliminés dans la bile, alors que les petits
conjugués, comme les monosulfates, sont préférentiellement excrétés dans les urines

(Escudero-Lopez et al., 2014).
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3. Hépatotoxicite

Le foie est le plus gros organe solide du corps humain, il est situé dans la partie supérieure
droite de I'abdomen protégé par la cage thoracique. Il est entouré par une capsule conjonctive
(la capsule de Glisson) qui s’invagine dans le parenchyme hépatique permettant de déterminer
des lobes. 1l a deux lobes principaux qui sont constitués de minuscules lobules (Obert et al.,
2015). De point de vue histologique, le foie est constitué de cellules hépatiques (hépatocytes)
organisées en travées autour des sinusoides. L'unité fonctionnelle du foie est le lobule
hépatique (une structure hexagonale). Le lobule hépatique est entouré d'espaces portes, ou
sont groupées les branches de I'artere hépatique, de la veine porte et des canaux biliaires. Le
sang circule a travers les hépatocytes des espaces portes vers les veines centro-lobulaires. A
I'inverse, les canalicules biliaires sont constitués de sillons ménagés entre les faces accolées
d'hépatocytes adjacents (Fig. 11). Ses échanges avec le reste du corps se font pour la plupart a
travers sa double irrigation sanguine (veine porte et artere hépatique), qui se termine par une
multitude de capillaires jusqu'a l'intérieur du foie. 80 % des cellules du foie sont des
hépatocytes le reste sont les lymphocytes hépatocytaires, cellules biliaires et endothéliales,

cellules de Kiippfer, cellules Ito (Lowe et al., 2018).
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Fig. 11: Organisation structurale et histologique du foie (Lowe et al., 2018).

Le foie effectue de nombreuses fonctions vitales de stockage et de métabolismes, il est
interposé entre les apports nutritionnels et la circulation générale. Environ 90% des nutriments
du corps passant par le foie en provenance des intestins, le foie convertit les aliments en
énergie, emmagasine les nutriments et produits des protéines sanguines. Le foie agit
également comme filtre pour éliminer les agents pathogenes et les toxines du sang (Lowe et
al., 2018). Le foie participe a un immense trafic biochimique, & la fois synthétique et
catabolique, qui va du métabolisme des carbohydrates a la synthése des protéines y compris
les enzymes, les hormones, les facteurs de coagulation et les facteurs immunitaires, les
enzymes du foie appelées transaminases ou aminotransférases. Les facteurs de coagulation, en
passant par le métabolisme lipidique et la dégradation de I'héme et de nombreux
xénobiotiques. Le foie possede aussi une fonction exocrine assurant I'élimination de produits
de déchets via un réseau de canalicules biliaires qui se déverse dans le duodénum (Tripodi,

2015).
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La détoxification en générale est assurée par des mécanismes en deux phases (Fig. 12). Dans
la plupart des cas, des enzymes de phase | commencent le processus de détoxication en
transformant chimiquement les composeés solubles lipidiques en composés solubles dans I'eau
en préparation pour la détoxification de la phase Il appelée la phase de conjugaison, Les
conjugués en géneral sont plus hydrosolubles donc facilement éxcrétables que la substance
meére. Elles englobent des réactions de glucuroconjugaison, sulfoconjugaison, méthylation,

acétylation et conjugaison au gluthation (Fortney et al., 2017).

4 PHASE | )
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Fig. 12: Phases de détoxification des xénobiotiques (Fortney et al., 2017).

En raison de sa relation avec le tractus gastro-intestinal et son r6le important dans la plupart
des processus métaboliques, le foie est une cible importante de la toxicité des médicaments,

des xénobiotiques et du stress oxydatif (Louvet et Mathurin, 2015).

3.2. Hépatotoxicité médicamenteuse
Plus de 1200 médicaments sont actuellement répertoriés comme potentiellement

hépatotoxiques. Les pathologies hépatiques d’origine médicamenteuse sont fréquentes, dans
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la gamme pharmacologique, les antibiotiques et les anti-inflammatoires non-stéroidiens
(Fortney et al., 2017). Un groupe d'enzymes situé dans le réticulum endoplasmique, connu
sous le nom de cytochrome P450 (CYP450), est la plus importante famille d'enzymes
métabolisantes dans le foie. Le cytochrome P450 est le composant oxydase terminal d'une
chaine de transport d'électrons. Ce n'est pas une seule enzyme, mais plutdt une famille
étroitement apparentée de 50 isoformes; six d'entre eux métabolisent 90% des xénobiotiques
(Louvet et Mathurin, 2015). La toxicité est le plus souvent due a la transformation des
médicaments en des métabolites réactifs toxiques (principalement par les
CYP450 hépatiques). Ces meétabolites réactifs sont détoxifiés par différents systemes de
protection, comme la conjugaison au glutathion et les époxydes hydrolases (Satapathy et al.,
2015). Lorsque ces mécanismes sont insuffisants, les métabolites réactifs peuvent se lier de
facon covalente sur des constituants des hépatocytes et entrainer la mort cellulaire en
interférant avec 1’homéostasie cellulaire ou en déclenchant des réactions immuntaires.
Différents mécanismes peuvent s’associer pour un méme médicament. Dans la toxicité de
I'acétaminophéne, l'oxyde nitriqgue (NO) récupere le superoxyde pour produire du
peroxynitrite, qui provoque alors la nitration des protéines et des Iésions tissulaires (Muriel et

al., 2017).

3.3. Hépatotoxicité des produits chimiques

Les produits chimiques sont responsables également d’atteintes hépatiques trés variées en
passant par différentes voies d’exposition (inhalation, ingestion, passage percutané). De plus,
les effets a long terme a des expositions intermittentes a doses variables, susceptibles de
produire des maladies chroniques du foie et des cancers (Gupta, 2018). L’exposition par
inhalation expose a un risque toxique plus grand que par ingestion puisque 1’agent chimique
va éviter une partie de la détoxification de la voie trans-hépatique (Bhakuni et al., 2016). Les
mécanismes de toxicité des agents chimique sont similaires & ceux des médicaments

classiques avec la formation de métabolites réactifs, de radicaux libres entrainant différentes
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Iésions cellulaires. Les agents chimiques référencés comme potentiellement toxiques pour le
foie, sont surtout le tétrachlorure de carbone, le tétrachloéthane, le tricholoroéthyléne et le

chlorure de vinyle (McGill et Jaeschke, 2019).

3.4. Evaluation de I’hépatotoxicité

Les maladies du foie se caractérisent par la perturbation ou la perte d’un bon nombre de ses
fonctions. Les méthodes d’évaluation de la fonction hépatique incluent des méthodes dites
d’exploration biologique qui se résument en un ensemble de tests biochimiques, encore appelé
«bilan biologique hépatique», 1’exploration biologique hépatique comporte un nombre
pléthorique d’examens. Ces examens servent a diagnostiquer les pathologies hépatiques
méme asymptomatiques, et a apprécier de I’efficacité d’un traitement apporté (Md Sani et al.,
2017). Les transaminases (ou aminotransférases) sont les enzymes hépatocytaires utilisées
dans I’évaluation de la fonction hépatique. Dont la fonction est de catalyser des réactions de
transfert d’un groupe animé d’un acide alpha-animé a un acide alpha-cétonique. L’alanine
aminotransférase (ALT), appelé également Sérum Glutamyl- Pyruvate transaminase (SGPT)
et I’aspartate aminotransférases (AST), appelé également Glutamooxaloacétate Transférase
(SGOT) sont des transaminases participent a la néoglucogénese en catalysant le transfert de
groupes aminés de I’alanine ou de I’acide aspartique a 1’acide ceto-glutarique afin de produire
de l’acide pyruvique et de I’acide oxalo-acétique. Une augmentation de 1’activité de ces
enzymes est due a une libération a partir de cellules hépatiques endommagées (Ramachandran

et Jaeschke, 2019).

Les phosphatases alcalines (PAL) sont des hydrolases qui clivent une liaison phosphoester en
libérant un groupe hydroxyle et un phosphate. Les phosphatases alcalines sont localisées dans
les membranes de cellules situées dans le foie, les os, I’intestin, le placenta, les reins et les
globules blancs circulant dans le sang. 90 % des phosphatases alcalines sont d’origine

hépatique et osseuse. Leur activité est dépendante d’ions métalliques (surtout Mg*? et Zn*?).

33



Synthése bibliographigue 3. Hépatotoxicité

Une augmentation de l'activité PAL sérique est observée au cours de toutes les maladies du
foie, mais en particulier et de maniere prononcée au cours des maladies cholestatiques qu'elles

soient intrahépatiques ou extrahépatiques (calculs, tumeurs) (Holstege, 2016).

Les gamma-glutamyl transpeptidases (yGT) sont des enzymes hépatiques impliquées dans le
métabolisme des acides aminés. On les trouve aussi dans d'autres tissus, notamment le rein le
pancréas, ou encore dans I'épididyme. La détermination de l'activité sérique des yGT est un
indice d'anomalie du foie, le plus souvent dd a un alcoolisme chronique (spécificité a 80 %);
les gamma GT sont un marqueur d'absorption d'alcool dans le mois ayant précédé la prise de
sang, une cirrhose hépatique, une nécrose hépatique, des tumeurs ou cancers hépatiques, ou

hépatotoxcité médicamenteuse (Lonardo et Romagnoli, 2016).

La bilirubine totale est un pigment qui provient de la dégradation de I’hémoglobine présente
physiologiquement dans le plasma sous forme non conjuguée (environ 95%) ; dans la mesure
ou elle est liée aux protéines, elle n’est pas filtrée par les glomérules rénaux. Hyper-
bilirubinémie reflete une augmentation de la concentration plasmatique en bilirubine
conjuguée, ceci peut étre le signe d’un ictere, affections hépatiques, anémie et insuffisance

cardiaque (Memon et al., 2016).

3.5. Hepatotoxicité induite par le tétrachlorure de carbone

Le tétrachlorure de carbone (CCls), également connu sous le nom de tétrachlorométhane, est
un composé organique de la formule chimique (CCls) largement comme un précurseur de
fluides frigorigénes, comme un insecticide dans la lutte contre les insectes (Halon-104) et

comme agent de nettoyage.

Le CCly est un liquide incolore, d'une odeur douce qui peut étre détectee a de faibles niveaux
et qui n'a pratiguement aucune inflammabilité a des températures plus basses. Le CCly est
non-polaire, en tant que solvant, il est bien adapté a la dissolution d'autres composes non

polaires, les graisses et les huiles (Mulimiri et al., 2017).
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Le CCl4 est un produit toxique par inhalation, et peut provoquer des céphalées, vomissements,
pertes de connaissance, arréts respiratoires ou encore des douleurs abdominales avec diarrhées
sanglantes, lésions du foie et des reins. Le tétrachlorure de carbone est une substance
hépatotoxique largement utilisé dans la recherche scientifique afin d’évaluer les agents

hepatoprotecteur dans les expériences in-vivo (Scholten et al., 2015; Bhakuni et al., 2016).

Chez les humains, le CCls peut provoquer une dégénérescence graisseuse centrilobulaire, une
nécrose des hépatocytes et méme insuffisance hépatique a fortes doses. Chez les rats et les
souris, le tétrachlorure de carbone provoque des carcinomes hépatocellulaires et des
phéochromocytomes. Le tétrachlorure de carbone a des effets modérément irritants sur la peau
et les muqueuses (McKee et al., 2015). La biotransformation du tétrachlorure de carbone au
niveau des hépatocytes donne des radicaux trichlorométhyle (CCls’) et trichlorométhylperoxy
(CCI300"), ces radicaux peuvent se lier & des macromolécules cellulaires telles que des
protéines et lipides. Le principal responsable de la peroxydation lipidique est le radical
trichlorométhylperoxy (Muriel et al, 2017), (Fig. 13). La réduction de tétrachlorure de
carbone peut conduire a une inactivation irréversible de I'enzyme du CYP450 par la perte
subséquente du groupe prothétique de I'neme. L'inactivation du systeme enzymatique du
CYP450 est prouvée gue le "suicide™ déclenchée par les radicaux formés dans le métabolisme
du tétrachlorure de carbone (Muriel et al., 2017).

Le tétrachlorure de carbone lui-méme et les radicaux formés a partir de lui sont considérés
comme responsables pour la cytotoxicité accrue dans les cellules hépatiques, car ils inhibent
la Ca*?/Mg*?-ATPase dans le réticulum endoplasmique, ce qui entraine une diminution
marquée de la concentration de calcium dans les microsomes et en méme temps a une
augmentation de 100 fois du calcium dans cytosol (Muriel et al., 2017). Apres I'administration
d'une ou de trois doses intrapéritonéales consécutives de tétrachlorure de carbone (2 ml/kg) de
poids corporel des rats, le taux d'acide lactique dans le sang a augmenté avant que les

animaux ne puissent développer une cirrhose du foie (Takahashi et Fukusato, 2017).
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Fig. 13 : Differents radicaux libres dérivés de CCls (Mehendale, 2010).
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4. Thymus pallidus

4.1. Généralités

Depuis des milliers d'années, I'numanité a utilise diverses plantes trouvées dans son
environnement, afin de traiter et soigner toutes sortes de maladies. Une plante médicinale est
définie comme une plante présentant des propriétés thérapeutiques, utilisée pour prévenir,
soigner ou soulager divers maux, sans avoir des effets secondaires ou toxique a dose normale
(Srivastava, 2018). Environ 35 000 espéces de plantes sont employées par le monde a des
fins meédicinales (Reid et al., 2018). Elles représentent un réservoir immense de composés
bioactives, ces composés bioactifs ont des intéréts multiples mis a profit dans 1’industrie
alimentaire, en cosmétologie et en pharmacie.

Les Lamiaceas ou labiatae est la famille de plantes dicotylédones qui comprend environ 6000
especes et pres de 210 genres. Le thym ou thymus est un genre de la famille Lamiaceas
comporte plus de 300 espéces. En Algérie, le genre Thymus est représenté par 12 espéces qui
sont: Thymus fontanesii, Thymus commutatus Ball., Thymus dreatensis, Thymus numidicus,
Thymus guyonii, Thymus lanceolatus, Thymus pallidus, Thymus glandulosus, Thymus hirtus,

Thymus algeriensis, Thymus ciliatus, et Thymus capitatus L. (Quezel et Santa, 1963).

4.2. Thymus pallidus

Thymus pallidus est une espéce spontanée, vivace, appartient al famille Lamiacée, elle
répandue dans le sud de I'Europe et le nord d’Afrique. En Algérie, T. pallidus est connue sous
le nom de « Khyata» en Arab (dans la région de BBA et Sétif), «Azoukenni» en Tamazight et
«Thym» en Farcais. Le nom thym proviendrait aussi bien du latin que du grec Thymus qui

signifie parfumé (Quezel et Santa, 1963).
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4.2.1. Aspect botanique

La Thymus pallidus est un sous-arbrisseau trés décoratif et trés aromatique de 20 a 50 cm de
hauteur, posséde de tres nombreuses tiges ligneuses tres ramifiées qui se développent en
touffes denses (Fig. 14). Les feuilles florales sensiblement identiques aux feuilles caulinaires
parfois dilatées a la base, mais rétrécies au sommet, aigués, révolutées a la base. Fleurs roses
ou violet pourprées et la floraison se produit dans le mois de Mars/Avril. La plante est

hermaphrodite a reproduction autonome, est originaire de la Méditerranée (le Sud d’Europe et

le Nord d’Afrique) (Quezel et Santa, 1963).

Fig. 14: Aspect botanique de la plante T. pallidus (photo prise par I’auteur, Mai 2013).

4.2.2. Taxonomie

La taxonomie des plantes de la T. pallidus selon (Quezel et Santa, 1963).

Regne : Plantes.

Sous regne : Plantes vasculaires.
Embranchement : Spermaphytes
Sous embranchement : Angiospermes.
Classe : Dicotylédones
Sous classe : Dialypétales

Ordre : Labiales

Famille : Lamiaceae.

Genre : Thymus

Espece : Thymus pallidus
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4.2.3. Utilisation traditionnelle

T. pallidus est largement utiliseée comme aliment et dans la médecine populaire d'Algérie pour
le traitement de certaines maladies l'inflammatoires, la gastro-entérite, les spasmes, les
coliques et les maux d'estomac. En infusion, les fleurs et les feuilles sont utilisees comme
vermifuges pour les enfants et pour traiter la mauvaise digestion ainsi que les problémes

menstruelset respiratoires (Ouhaddou et al., 2014).

4.2.4. Composition chimique

Plusieurs espéces de Thymus ont été investiguées. Il parait que les composés phytochimiques
les plus répandus dans différentes especes de ce genre ayant des activités pharmacologiques
sont les huiles essentielles (Asdadi, 2014; Msaada et al., 2016). L’étude phytochimique de la
plante de T. pallidus réalisé par Warda et al. (2009) a révélé la présence de diverse molécule

(Tableau 2).

Tableau 02 : Estimation phytochimique de T. pallidus (Warda et al., 2009)

Composées Estimation phytochimique

Anthocyanes -
Leuco-anthocyanes -
Flavonoides +
Terpenes stérols +++
Tannins Gallique -
Tannins Catéchine +++
Saponines -
Alcaloides -

Quinones -

+: présent; +++: présent a haut quantité; - : absence.
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Matériel et méthodes

1. Matériel

1.1. Matériel végétal

Thymus pallidus Coss. a été collecté au niveau de la région de Khelil (Chefaa), Wilaya du
Bordj Bou Arreridj au mois de Mai 2013. Elle a été identifiée par Pr. Bachir OUDJHIH,

Département des sciences agronomiques, Faculté des sciences, Université Hadj-Lakhdar,

Batna.
1.2. Animaux

L’étude in vivo a été réalisée sur des souris males et femelles, Swiss albinos agées de 2 mois
dont le poids varie entre 25 et 30 g, procurés aupres de I’Institut Pasteur d’Algerie. Ces souris
sont utilisées aprés une période d’adaptation de 7 jours, ells ont accés libre a 1’eau et a

I’aliment standard fourni par I’Office National des Aliments de Bétails (ONAB) de Bejaia.

1.2. Réactifs et produits chimiques

Les réactifs chimiques utilisés dans cette étude sont: Le méthanol, I’hexane, 1’acétate d'éthyle,
le chloroforme,Quercitine, Trichlorure d’aluminium (AICI3), Carbonate de sodium (NaCO:s),
Folin-Ciocalteu, Acide gallique, Acide trichloracétique (TCA), Acide thiobarbiturique (TBA),
Ferricyanide de potassium (KsFeCNs), Chlorure ferreux (FeCls), 2,2 diphényl-1-picryle
hydrazyl (DPPH), Butylhydroxytoluene (BHT), B-caroténe, Phosphate de sodium (NaHPO.),
Acide ascorbique (Vit. C), Acide linoléique, Chlorure d’hydrogéne (HCI), 2, 2'-azinobis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic) (ABTS), Persulfate de potassium (K2S20g), Chlorure de
potassium(KClI), 2,2'-Dithiobis(5-nitropyridine) (DTNP), Xanthine, Allopurinol, Ethyléne
diamine tétra acétique (EDTA) et peroxyde d’hydrogéne (H202). Les réactifs et les produits

chimiques sont provenus de Sigma, Sigma-Aldrich et Fluka.
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2. Méthodes

2.1. Extraction

L’extraction des composés phénoliquesde T. pallidus a été effectuée selon la méthode décrite
par Markham (1982). Brievement, 100 g de la partie aérienne (tige et feuilles) de la plante
sont mise a macérer dans 1L de méthanol (85%), sous agitation douce pendant cing jours a
température ambiante. Le mélange par la suite a été filtré sur un papier filtre et le filtrat est
soumis a une évaporation rotative a 40°C dans un rota-vapeur (BUCHI) pour éliminer le
méthanol. La solution obtenue est séchée a 1’étuve afin d’obtenir une poudre de couleur brun
fonceé qui représente I’extrait brut (E.Br).

Le fractionnement successif de I’extrait brut a été réalisé par des solvants a polarité croissante.
L’extrait brut est initialement mélangé avec ’hexane (V/V, 3 fois), le mélange est laissé
décanter, et la phase organique supérieure est récupérée. L’extraction est refaite plusieurs fois
jusqu’a ce que le solvant (hexane) devienne transparent. L’hexane est par la suite évaporé et
I’extrait résultant est considéré comme étant la fraction de 1’hexane (E.Hex). La phase
aqueuse résiduelle est soumise a une autre extraction par le chloroforme pour obtenir fraction
de chloroforme (E.Ch), et enfin par 1’acétate d’éthyle en suivant les mémes étapes que la
premicre extraction par I’hexane, dont la fraction est ’extrait d’acétate d’éthyle (E.EtA). La
phase aqueuse résiduelle est considérée comme I’extrait aqueux (E.Aq). Les extraits sont

conservés a 4°C jusqu’a I’utilisation.

2.2. Caractérisation phytochimique

2.2.1. Dosage des polyphénols et flavonoides

La teneur en composés phénoliques des différents extraits est estimée selon la méthode de
Folin-Ciocalteau (Belkhiri et al., 2017). En effet, 1 ml de réactif de Folin-Ciocalteau est
ajouté a 200 pl d’extrait ou standard avec des dilutions convenables. Aprés 4 min, 800 pl

d’une solution de carbonate de sodium (7.5%) sont additionnés au milieu réactionnel. Apres 2
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h d’incubation a température ambiante, 1’absorbance est mesurée a 765 nm. La teneur en
polyphénols totaux est estimée a partir de 1’équation de régression de la gamme d’étalonnage
¢tablie avec 1’acide gallique (0-160 pg/ml) et est exprimée en pg d’équivalent d’acide

gallique par milligramme d’extrait (ug EAG/mg d’extrait).

La méthode du trichlorure d’aluminium (Baghiani et al., 2010) est utilisée pour quantifier les
flavonoides dans les extraits. La méthode consistait a ajouter 1 ml d’extrait ou standard a 1 ml
de la solution d’AICI3 (2% dans le méthanol). Apres 10 minutes de réaction, I’absorbance est
lue 4 430 nm. La teneur en flavonoides est déduite a partir d’une gamme d’étalonnage établie
avec la quercétine (0-40 pg/ml) et est exprimée en microgramme d’équivalent de quercétine

par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait).

2.2.2. Analyses des extraits par HPLC-DAD-ESI-MS/MS

L'extrait brut, d'acétate d'éthyle ainsi que la fraction aqueuse de T. pallidus sont analysés par
chromatographie liquide haute performance couplée a un spectrophotomeétre demasse (HPLC-
DAD-ESI-MS/MS:  High  performance liquidchromatography-diode  arraydetector-
electrosprayionization tandem mass spectrometry) pour identifier les principaux composes par
comparaison avec la littérature et certaines normes de référence (Schmeda-Hirschmann et al.,
2015). Le systeme HPLC-DAD utilisé de marque Shimadzu (Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japon) constitué d'une pompe LC-20AT, d'un détecteur de matrice de diodes UV SPD-M20A
et d'un four a colonnes CTO-20AC. Une colonne Multo High 100 RP 18-5u (250x4.6 mm)
(CS-Chromatographie Service GmbH-Allemagne) a été utilisée. Les conditions de HPLC
comprenaient un systeme de solvants a gradient linéaire a 25°C, consistant en deux systemes
de solvants: 1% d'acide formique dans I'eau (A) et de I'acétonitrile comme suit: 90% a 85% A
en 15 minutes, maintenu a 20 min et changeant a 82% A de 20 a 25 min, 82 a 70% A de 25 a
50 min, maintenu a 70% A de 50 & 80 min et 8 90% A de 80,01 a 90 min. Le débit était de 0,5

mL/min et le volume injecté était de 20 pL. Les spectres UV des chromatogrammes ont été
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enregistrés de 200 a 600 nm pour la caractérisation de pointe. Les analyses HPLC-ESI-
MS/MS ont été enregistrées a l'aide d'un systéme de chromatographie liquide Agilent 1100
(Agilent Technologies Inc., CA, USA) connecté par une scission a un systeme Esquire 4000
lon Trap LC/MS" (BrukerDaltoniks, Allemagne). L'ionisation a été effectuée a 3000 V assisté
par de I'azote comme gaz nébulisant & 50 psi et comme gaz de séchage a 365°C, avec un débit
de 10 L/min. Les ions négatifs ont été détectés en utilisant un balayage complet (m/z 20-
2000). Les parametres du piege ont été définis dans le contrdle des changements d'ions (ICC)
en utilisant les parametres par défaut du fabricant et un temps d'accumulation maximum de
200 ms. Le méme systéme de colonne et de solvant utilisé dans la chromatographie HPLC-

DAD a été utilisé.

2.3. Etude de P’activité antioxydante in vitro
2.3.1. Inhibition de la xanthine oxydase
L'enzyme de la xanthine oxydase (XO) a été purifiée a partir de lait de vache. L’effet
inhibiteur des extraits de T. pallidus sur ’activité de la xanthine oxydase (XO) a été déterminé
spectrophotométriquement par le suivie de la quantité d’acide urique produit par oxydation de
100 uM de xanthine en présence de plusieurs concentrations de chaque extrait de T. pallidus
(Belkhiri et al., 2017). L’absorbance a été lue a 295 nm, et I’activité inhibitrice de ces extraits
a été comparée par rapport au standard allopurinol qui est I’inhibiteur spécifique de la XO.
Apres ajout de la XO, la réaction a été suivie pendant 60 secondes et 1’activité inhibitrice des
extraits a été exprimée en dpourcentage d’inhibition (I %) calculé ainsi: 1 % = [(Ac— AE) /
Ac] x 100

Ac: absorbance en absence de |’extrait (controle négatif)

Ag: absorbance en présence de I’extrait
L’ICso de chaque extrait (concentration inhibitrice de 50 % de ’activité enzymatique) testé est

déterminée.
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2.3.2. Testd’ABTS™
L’activité anti-radicalairede I’ABTS des extraits est mesuré par la méthode (Abu et al., 2017).
Une solution d’ABTS (7 mM) est préparée en mélangeant 72 mg d’ABTS avec 13,24mg de
persulfate de potassium (2,45 mM) dans 20 ml d’cau distillée et laissée incuber pendant 16 h a
I’obscurité. La solution d’ABTS™ (7 mM) est diluée avec 1’éthanol (80%) jusqu’a attendre
une absorbance de 0,7+0,002 a 734 nm. 1,9 ml de cette solution sont ajoutés a 100 ul de
solution d’extrait a différentes concentrations. Apres incubation pendent 30 min et a
température ambiant 1’absorbance est mesurée a 734 nm. Le témoin est préparé en remplagant
la solution d’extrait par 1’eau distillée. L’acide ascorbique et le BHT ainsi que la quercétine
sont utilisé comme standard & différent concentration. Le pourcentage de 1’activité
antiradicalaire de ’ABTS"" de chaque extrait est calculé comme suite :

L’activité anti-radicalaire vis-a-vis PABTS' (%) = [(Ac— Ag) / Ac] x 100
Ou Ac : absorbance du contrdle (sans extrait)

Ag: absorbance en présence de I’extrait

L’activité antiradicalaire des extraites vis-a-vis le radical ABTS est exprimés en concentration

effectrice (ECso), c’est la concentration d’extrait qui donne 50% d’activité.

2.3.3. Test d’hémolyse

La résistance des érythrocytes prétraités par les extraits contre I’attaque radicalaire est évaluée
selon le protocole décrit par Bonamigo et ses collaborateurs (2017). L’attaque radicalaire est
induite par 1’addition du AAPH [2,2'-azo-bis (2-amidinopropane)-HCI] (50 mM). Le sang de
souris est collecté dans un tube héparine, puis dilué dans un tampon phosphate (300 mOs, pH
7.4) pour obtenir un hématocrite de 2%. Brievement, 136 ul d’AAPH sont ajoutés a 80 ul de
suspension d’érythrocytaire et 20 pl d’extrait (0.1 mg/ml). La cinétique de disparition
progressive des hématies est suivie par la mesure dynamique de la diminution de I’absorbance

a 620 nm (par un lecteur de plaque 96 puits) pendant 4 heures d’incubation avec ’AAPH a
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37°C. La quercétiné et la vitamine C sont utilisées comme standards. La résistance du sang a
I’attaque radicalaire est exprimée par le temps nécessaire a la lyse de 50% des érythrocytes

HTso (Half-hemolysis Time).

2.3.4. Chélation du fer ferreux
La capacité chélatrice des extraits est mesurée en suivant l'inhibition de la formation du
complexe Fe(ll)-Ferrozine, a différentes concentrations, selon la méthode de Ademiluyi et al.
(2018). Les solutions d’échantillons (500 ul) sont initialement mélangées avec 100 pl FeClI2
(0.6 mM dans I’eau distillée) et 900 pl de méthanol. Apres 5 min, 100 pl de Ferrozine (5 mM
dans le méthanol) sont additionnés au milieu réactionnel, le mélange est bien agité puis laissé
pour réagir pendant 10 min a température ambiante permettant ainsi la formation de complexe
avec une couleur violet (Fe (I1)-Ferrozine) ayant un maximum d’absorption a 562 nm. Par
ailleurs, le controle négatif contient tous les réactifs a I’exception de 1’échantillon a tester qui
est remplacé par un volume égal de méthanol. L’EDTA est utilis¢ comme chélateur de
référence a un intervalle de concentration de (0-40 pg/ml). L’effet séquestrant des
échantillons vis-a-vis du fer est exprimé en pourcentage de chélation selon 1’équation
suivante:

Pourcentage de chélation (%) = [(Ac— Ag) / Ac] x 100
Ou Ac : absorbance du contr6le (sans extrait)

Ag: absorbance en présence de I’extrait

L'activité chélatrice des extraits a été évaluée en utilisant EDTA comme standard et les

résultats ont été exprimés en ug EDTA équivalent/mg extrait.

2.3.5. Pouvoir réducteur
Le pouvoir réducteur des extraits est déterminé par la méthode de (Maazoun et al., 2018). 400
ul de différentes concentrations d’extraits ou de 1’antioxydant standard sont mélangées avec

400 pl de tampon phosphate (0,2 M, pH 6.6) et 400 pl de ferricyanide de potassium
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[K3Fe(CN)s] (1%). Apres une incubation a 50°C pendant 20 min et I’ajoute de 400 ul de TCA
(10%), le mélange est centrifugé a 3000 rpm pendant 10 min. Ensuite, 400 pl de surnageant
ont ajoutée a 400 pl d’eau distillée et 80 ul de FeCls (0,1%) 1’absorbance est lue & 700 nm
apres une incubation pendant 10 mn. Les résultats sont exprimés en pg acide ascorbique

équivalent/mg d’extrait.

2.3.6. Piégeage du peroxyde d’hydrogéne
La capacité des extraits a piéger le peroxyde d'hydrogene (H202) a été réalisée selon la
méthode de Perera et al. (2016). 0,6 ml de H20. (40 mM) sont préparés dans un tampon
phosphate (50 mM, pH=7,4) et ajouté a 3,4 ml de I'extrait (solubilisés dans le tampon
phosphate). La concentration de peroxyde d'hydrogéne est déterminée par spectrophotométrie,
a 230 nm aprés une incubation pendant 2 min. Le pourcentage de piégeage du peroxyde
d’hydrogene est calculé comme suit :

Le pourcentage de piégeage de H202 (%) = [(Ac— Ag) / Ac] x 100
Ou Ac: absorbance de controle (sans extrait)

Ag: absorbance en présence de I’extrait
L’activité de piégeage de H>O. par les extraites est exprimés en concentration effectrice
(ECs0), c’est la concentration requise pour obtenir un effet de 50% (ECso) depiégeage

peroxyde d'hydrogéne.

2.3.7. Inhibition de la peroxydation lipidique par le test de p-carotene

La capacité antioxydante des extraits a eté déterminé par le test de f-caroténe en mesurant
I’inhibition de la dégradation oxydative de pB-caroténe (décoloration) par les produits
d’oxydation de 1’acide linoléique a été réalisée selon la méthode décrite par Delfanian et ses
collaborateurs (2018). Une solution de p-caroténe/acide linoléique a été préparée comme suit:
premiérement, 0.5 mg de B-caroténe a été dissous dans 1 ml de chloroforme, ensuite 25 pl

d’acide linoléique et 200 mg de Tween 40 sont ajoutés. Le chloroforme a été évaporé a 40 °C
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dans le rotavapor. 100 ml d’eau distillée saturée en oxygene ont été ajoutées au mélange avec
agitation vigoureuse. Le mélange réactionnel a été par la suite aliquoté (2.5 ml) dans des tubes
a essai, et 350 ul de chacun des extraits (2 mg/ml, dans 1’eau distillée ou dans le méthanol)
ont été ajoutés. La méme procédure a été répétée avec le BHT (2 mg/ml) comme un contrdle
positif et avec le méthanol et 1’eau distillée comme des controles négatifs. Les absorbances
ont été lues a 490 nm, aprés 1 heure, 2 h, 3 h, 4 h, 6 h, 24h et 48 h d’incubation a température
ambiante a I’obscurité. L’activité antioxydante (AA %) a été calculé ainsi: AA %=[(Ac— AE)
/ Ac] x 100

Ou Ac : absorbance du contrdle (sans extrait)

Ag: absorbance en présence de I’extrait

2.3.8. Test de DPPH

L’activité anti-radicalaire des différents extraits de T. pallidus est déterminée en utilisant le
DPPH comme un radical libre relativement stable selon le protocole décrit par Moldovan et
ses collaborateurs (2017). Le radical DPPH (2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl) de couleur
violette vire au jaune en présence de capteurs des radicaux libres, et se réduit en 2,2'-
diphenyl-1-picrylhydrazine. Ceci permet de suivre la cinétique de décoloration & 517 nm. Un
volume de 50 pl des solutions d’extraits ou standards (quercétine, rutine, BHT) est ajouté a
1250 ul DPPH, le mélange est laissé a 1’obscurité pendant 30 min et la décoloration par
rapport au contréle négatif contenant uniquement la solution de DPPH est mesurée a 517 nm.
L’activité anti-radicalaire est estimée selon 1’équation ci-dessous :

L’activité antiradicalaire vis-a-vis DPPH (%) = [(Ac— Ag) / Ac] x 100

Ou Ac: absorbance de controle néegatif (sans extrait)
Ag: absorbance en présence de I’extrait
L’activité antiradicalaire des extraites vis-a-vis le radical DPPH est exprimeés en concentration

effectrice (ECso), ¢’est la concentration d’extrait qui donne 50% d’activité.
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2.4. Etude de la toxicité

Afin d’éviter tout éventuel risque de toxicité lors des activités biologiques, il était nécessaire
de realiser des essais de toxicité afin de choisir la dose thérapeutique non toxique (Hasan et
al., 2018). Pour cela, la toxicité orale subaigué d’E.Br et E.EtA a été évaluée chez les souris
selon la méthode de Chauhana et Singh, (2012). Des souris femelles Swiss albinos (22-25 g)
ont été répartis au hasard en groupes de huit animaux ayant chacun un poids corporel moyen
similaire. Les animaux ont été traitées avec des doses croissantes de 1’extrait : 50, 200, 500,
1000 et 2000 mg/kg pour chaque extrait, tandis que le groupe témoin a recu NaCl (0.9%).
L’administration quotidienne des extraits par voic orale (gavage) a été réalisee pendant 21
jours. Par la suite, les animaux ont été observés de pres pour les 4 premieres heures et apres
chaque 24 h jusqu'a 21 jours pour tous les symptoémes possibles sont observés, ainsi que le
nombre de morts au bout du temps imparti et des manifestations toxiques telles que
l'augmentation de I'activité des locomotrice, palpitation diminution/augmentation de la
fréquence respiratoire, haletement, salivation, cloniques, convulsion, l'agressivité, le coma et
la mortalité (déces).

Apreés 21 jours, seulement les animaux traités par la dose de 2000 mg/kg sont sacrifiés et le
sang a été obtenu par ponction cardiaque et collecté dans des tubes contenant I’EDTA.
Ensuite, les tubes sont centrifugés a 3000 g/15 min a 4°C et le sérum a été analysé pour
différents paramétres biochimiques tels que : L’alanine aminotransférase (ALT), ’aspartate
aminotransférase (AST), la phosphatase alcaline (ALP), cholestérol total (Chol. T),

triglycérides (TG), urée (Ur), glycémie (Gly), créatinine (cérat), bilirubine totale (BT).

2.5. Etude in vivo de P’activité antioxydante des extraits
L’activité antiantioxydante in vivo des extraits a été évaluée selon la méthode de Baghiani et

al., (2013), sur des souris males, Swiss albinos, adultes de poids variant entre 25 et 30 g, qui
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sont répartis selon ’homogénéité de leurs poids en plusieurs lots expérimentaux de 8 animaux

chacun comme suite :

> Groupe I: Groupe témoin (controle négative) a recu NaCl (0.9%) seulement.

> Groupe Il: Groupe contrdle positive, a recu une dose de 300 mg/kg de Vit. C.

> Groupe I11: Groupe d’E.Br, a regu une dose de 500 mg/kg de d’E.Br.

> Groupe IV: Groupe d’E.EtA, a recu une dose de 500 mg/kg de d’E.EtA.
L’administration quotidienne par voie orale (gavage) deVit. C et les extraits est procédés
pendant 21 jours. A la fin de la période du traitement, les animaux sont sacrifiés par
décapitation cervicale, le sang prélevé et collecté dans des tubes secs, puis a été centrifugé a
3000 g/15 min a 4°C. Le plasma testé pour leur activité antioxydante du plasma a été évalué
par le test de DPPH et le pouvoir réducteur.
Apres la dissection, le foie, le cerveau et les reins de chaque souris sont rapidement prélevés
et bien rincés avec I’eau physiologique froide puis séchés sur le papier filtre. Ensuite, chaque
organe a ¢€té coupé en petits morceaux, pes¢ et enfin homogénéis¢ a 1’aide d’un
homogeéneéisateur de Dounce dans une solution de KCI (1.15%) a 10% (p/v). L’homogénat
obtenu est centrifugé a 4000 tours/min pendant 10 minutes pour éliminer les débris

cellulaires.

2.5.1. La capacité antioxydante totale du sang

Le potentiel de défense antioxydant des globules rouges est mesuré selon le protocole décrit
par Bonamigo et ses collaborateurs (2017). Brievement, 136 ul d’AAPH (50 mM) sont
ajoutés a 80 pl de suspension d’érythrocytaire (4%). La cinétique de disparition progressive
des hématies est suivie par la mesure dynamique de la diminution de 1’absorbance a 620 nm
pendant 4 heures d’incubation avec I’AAPH a37°C.

La résistance du sang a 1’attaque radicalaire est exprimée par HTso (Half-hemolysis Time), le

temps nécessaire a la lyse de 50% des érythrocytes.
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2.5.2. Activité de la catalase tissulaire

L’activité enzymatique du catalase (CAT : EC 1.11.1.6) a été déterminée dans 1’homogénats
de foie, de reins et de cerveau selon la méthode de Ajaghaku et al. (2017). Cette méthode est
basée sur la diminution de 1’absorbance a 240 nm qui est due a la décomposition du H202 par
la catalase. Brievement, 50 ul de I’homogénat de tissu sont mélangés avec 2.95 ml de tampon
phosphate (50 mM; pH=7.4) contient 19 mM de H»O,. La réaction est commencée en
ajoutantl’homogénat, le changement de 1’absorbance est suivi pendant 2 minutes. L’activité
de la catalase tissulaire est exprimée en pmole de H.O2/mg de protéine. Le coefficient

d'extinction de H.02 (43,6 M cm™) a été utilisé pour déterminer I'activité de catalase.

2.5.3. Dosage de la glutathion tissulaire

L'estimation de la teneur en glutathion réduit (GSH) dans I'nomogénat de foie, le rein et de
cerveau a été déterminée par la méthode de Marmouzi et al. (2017). Le dosage de GSH est
basé sur la réaction de DTNB avec les groupements SH qui donne un chromophore de couleur
jaune, ce qui permet sa quantification spectrophotométrique a 412. Un volume de 5 ml de
tampon phosphate de sodium (0.1 M, pH=8) a été ajoutés a 25 ul de d'homogénat, puis 3 ml
de mélange a été ajouté a 20 ul DTNB (0.01 M). L’absorbance est lue a 412 nm aprés une
incubation de 5 min. Les concentrations du glutathion réduit sont exprimées en umoles de

GSH/g de tissu.

2.5.4. Estimation de la peroxydation lipidique

Le procédé de peroxydation des lipides a été déterminée dans I'homogénat de foie, le rein et
de cerveau en utilisant d’acide thiobarbiturique (TBA) selon la méthode de Ajaghaku et al.
(2017). En bref, 125 pl de TCA (20%) et 250 pl de TBA (0,67%) ont été ajoutés a 125 pl
d’homogénat tissulaire. Le mélange a été mis a un bain marie a 100 °C pendant 20 min, puis
I'échantillon a été refroidi et le complexe MDA-TBA a été extrait avec 1 ml de butanol. La

phase organique a été séparée par centrifugation pendant 15 min a 3000 tr/min et mesuree a
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530 nm. La concentration en MDA a été calculée par I'absorbance du complexe MDA-TBA

(1.56x105 Mt cm™). La peroxydation lipidique a été exprimée en nanomoles MDA/g de tissu.

2.5.5. Le pouvoir réducteur plasmatique

Le pouvoir réducteur plasmatique a été évalué selon la méthode effectué précédemment in
vitro (Maazoun et al., 2018). 400 pl de plasma de chaque souris de chaque groupe sont
mélangées avec 400 pl de tampon phosphate (0,2 M, pH 6.6) et 400 ul de ferricyanide de
potassium [KsFe(CN)e] (1%). Aprés une incubation a 50°C pendant 20 min et 1’ajoute de 400
pl de TCA (10%), le mélange est centrifugé a 3000 rpm pendant 10 min. Ensuite, 400 pl de
surnageant ont ajoutée a 400 ul d’eau distillée et 80 ul de FeCls (0,1%) 1’absorbance est lue a

700 nm apres une incubation pendant 10 mn.

2.5.6. La capacité antioxydante plasmatique vis-a-vis le radical DPPH

La capacité du plasma a piéger le radical DPPH a été évaluée selon la méthode de Moldovan
et ses collaborateurs (2017) avec quelques modifications, en se basant sur le méme principe
que celui du test de DPPH effectué précédemment in vitro. Brievement, un volume de 50 pL
de plasma est additionné a 1250 ul de la solution méthanolique de DPPH (4 mg/100 ml).
Aprés 30 min d’incubation a 1’obscurité, 1’absorbance est mesurée a 517 nm. Le pouvoir
antiradicalaire plasmatique est ensuite calculé selon 1’équation ci-dessous :

L’activité anti-radicalaire plasmatique (%) = [(Ac— Ag) / Ac] x 100

Ou Ac : absorbance du controle (sans extrait)

Ae: absorbance en présence de plasma

2.6. Evaluation de I'activité hépatoprotectrice
L'activité hépatoprotectrice de 1’extrait brut contre 1’hépatotoxicité experimentale induite par

le tétrachlorure de carbone (CCly) a été évaluée selon la méthode de Al-Seeni et al. (2016), sur
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des souris males, Swiss albinos, adultes et de poids variant entre 25 et 30 g. Les animaux sont

répartis selon 1’homogénéité de leurs poids en 6 lots expérimentaux de 8 animaux chacun

comme suite :

> Groupe I: Groupe témoin normal (contr6le négative) a recu 0,9% de NaCl seulement
pendant 6 jours et une injection intrapéritonéale d’huile d’olive (2 ml/Kg) dans le 5™
jour.

> Groupe I1: Groupe CCls témoin (contrdle CCls négative) a recu0,9% de NaCl seulement
pendant 6 jours et une injection intrapéritonéale de CCls+huile d’olive (2 ml/Kg) dans le
5e™e jour.

> Groupe Il1: Groupe controle positive a recu une dose de 300 mg/kg de vit. C pendant 6
jours et une injection intrapéritonéale de CCls+huile d’olive (2 ml/Kg) dans le 5°™ jour.

> Groupe IV, Groupe V et Groupe VI: Groupes traités par E.Br, ont recu une dose de
100, 250 et 500 mg/kg d’E.Br respectivment, pendant 6 jours et une injection
intrapéritonéale de CCls+huile d’olive (2 ml/Kg) dans le 55™ jour.

L’administration de Vit. C et d’extrait est faite par gavage (voie orale) durant la période

I’expérience.

2.6.1. Détermination/évaluation des paramétres sérique de I’hépatotoxcité

A la fin de la période du traitement, les animaux sont sacrifiés par décapitation cervicale,
aprés le prélevement, le sang collecté dans des tubes secs, a été analysé pour différents
parametres biochimiques afin d’évaluer 1’hépatotoxcité tels que : L’alanine aminotransférase
(ALT), I’aspartateaminotransférase (AST), la phosphatase alcaline (PAL) et bilirubine totale

(BT).

2.6.2. Détermination des marqueurs d’hépatotoxcité/stress oxidative
Apreés la dissection, le foie de chaque souris est rapidement préleve et bien rincé avec I’ecau

physiologique froide puis séché sur le papier filtre. Le foie est coupé en petits morceaux, pese
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et enfin homogénéisé a I’aide d’un homogénéisateur de Dounce dans une solution de KCI
(1.15%) a 10% (p/v). L’homogénat obtenu est centrifugé a 4000 tours/min pendant 10
minutes ensuite soumis a I’analyse afin de déterminer les différents marqueurs
d’hépatotoxcité/stress oxidative tels que I’activité du CAT tissulaire, le taux de glutathion
(GSH) et le taux de la peroxydation lipidique (MDA). L’analyse de ces paramétres a été

effectuée selon les protocoles précédents (Page 51)

2.7. Analyses statistiques

Les résultats des tests effectués in vitro et in vivo sont exprimés en moyenne + SD et moyenne
+ SEM, respectivement. Les valeurs d’ECso sont calculées par la méthode de régression
linéaire a partir de la courbe [% activité = f (concentration)]. Les sigmoides de la cinétique
d’hémolyse et la détermination de 1’HTso sont effectués par le logiciel (GraphPadPrism 6). La
différence entre le contréle et les différents tests a été déterminée par le test de t-Student pour
les comparaisons simples et par ANOVA pour les comparaisons multiples. La détermination

des taux de signification a considéré statistiquement dans p<0.05.
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Résultats et discussion

1. Extraction

Les différents extraits de T. pallidus ont été obtenus en suivant la méthode d’extraction des
polyphénols décrite par Markham (1982). L’extraction est effectuée en deux grandes étapes, la
premiére est réalisée par le méthanol pour obtenir initialement 1’extrait brut, la deuxiéme étape
de fractionnement est réalisée par une série de solvants a polarité croissante (hexane,
chloroforme, acétate d’éthyle) permettant ainsi de séparer les composés de I’extrait brut selon
leur degré de solubilité dans les solvants d’extraction. L’utilisation de différents solvants, a
polarités différentes, a permis de séparer ces composés selon leur degré de solubilité dans le
solvant et donc selon leur degré de glycosylation. L'extrait méthanolique (E.Br) contenir des
flavonoides, des aminoacides, des terpenes, des cires et des tannins (Li et al., 2008). L'extrait
d'’hexane (E.Hx) qui est en générale constitué de lipides et de flavonoides aglycones hautement
méthoxylés, I'extrait chlorophormique (E.Ch) est plus riche en flavonoides aglycones, I'extrait
d'éthyle acétate (E.EtA) contient les flavonoides faiblement glycosylés en particulier mono, di
et tri-glycosylés et I'E.Aq peut étre constitué des flavonoides les plus polaires (hautement
glycosylés) (Nakamura et al., 2017). Le rendement de chaque extrait est calculé par rapport de

100 g de la matiére séche de la plante (Tableau 3).

La teneur en polyphénols totaux et en flavonoides des extraits de T. pallidus a été déterminée.
Les polyphénols sont estimés par la méthode de Folin-Ciocalteu selon Belkhiri et al. (2017).
Cette méthode est basée sur la réduction en milieux alcalin de la mixture phosphotungstique et
phosphomolybdique de réactif de Folin-Ciocalteau par les groupements oxydables des
composés phénoliques, conduisant a la formation de produits de réduction de couleur bleu. Ces
derniers présentent un maximum d’absorption a 765 nm dont I’intensité est proportionnelle a la
quantité de polyphénols présents dans 1’échantillon (Kupina et al., 2018). Les résultats sont

exprimés en ug d’acide gallique équivalent /mg d’extrait. Ils montrent que I’E.EtA a une forte
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teneur de polyphénols totaux (495.12+1.91 ug EAG/mg E) par rapport aux autres extrait, suivi
par 'E.Br (285.97+6.23 pg EAG/mg E), D’extrait d’hexane présent une faible teneur en

polyphénols (108.17+5.75 ug EAG/mg E) (Tableau 3).

Tableau 3: Le rendement et la tanneur en polyphénols et flavonoides des extraits de T.

pallidus.

Extrait Rendement % Polyphénols Flavonoides
(mg EAG/g E) (mg EQ/g E)

E.Br 13.04+1.15 285.97+6.23 44.99+2.29

E.Hex 0.51+0.13 108.17+5.75 5.10+0.71

E.Ch 1.65+0.19 167.66+1.90 22.62+1.05

E.EtA 6.89+0.45 495.12+1.92 97.25+2.84

E.Aq 2.51+0.56 233.8+4.23 29.8+0.71

La quantification des flavonoides a été effectuée selon Belkhiri et al. (2017), basée sur la
formation de complexes entre les composés phénoliques et le trichlorure d'aluminium. Les
complexes produits sont de couleur jaune absorbent dans le visible a 430 nm (Lemos et al.,
2019). La teneur d’extraits en flavonoides a été rapportée en pug quercétine équivalent /mg
d’extrait. Les résultats montrent que I’E.EtA est le plus riche en flavonoides (97.25+2.84 ug
EQ/mg E), suivi par I’E.Br (44.994+2.29 ng EQ/mg E) alors que I’extrait d’hexane présent une

faible teneur en flavonoides (5.10+0.71 pg EQ/mg E).

L'étude des plantes médicinales commence par les procédures de pré-extraction et d'extraction,
ce qui constitue une étape importante dans 1’analyse des constituants bioactifs a partir de
matieres végétales. Il existe plusieurs méthodes d'extraction et l'utilisation de différents
solvants pour extraire les composés actifs des plantes (Altemimi et al., 2017). Le rendement
d'extraction varie en fonction de l'espece végétale, de I'organe utilisé dans l'extraction, des
conditions de séchage et de la richesse de chagque espéce avec des métabolites secondaires. La
région et la période de récolte sont également des déterminants du rendement (Daoudi et al.,

2015; Zhang Q et al., 2018). De plus, la récupération des composés phénoliques dépend
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également du type de solvant utilisé, de sa polarité et de la solubilité des composés phénoliques
dans les solvants d'extraction (Tanase et al., 2019). Les solvants pourraient affecter
significativement les composés phénoliques totaux en raison des différences de polarités des
solvants, ce qui pourrait influencer la solubilité des divers constituants présents dans les parties
des plantes (Ztotek et al., 2016). Les teneurs phénoliques totales dans les extraits de plantes
dépendent de la haute solubilité des phénols dans les solvants polaires ce qui fournit une
concentration élevée de ces composés dans les extraits obtenus en utilisant ces solvants

(Sepahpour et al., 2018).

2. Analyse des extraits par HPLC-DAD-ESI-MS/MS

La chromatographie couplée a la spectrométrie de masse est 1’outil analytique le plus utilisés
pour la séparation, 1’identification et la quantification des composés chimiques dans des
mélanges complexes comme des extraits de plante (Schmeda-Hirschmann et al., 2015). Les
profils chromatographiques de I’E.Br de T. pallidus ainsi que I'E.EtA et I’E.Aq ont été obtenus
a 280 nm (Fig. 15). Pour la caractérisation des constituants, des analyses HPLC-DAD-ESI-
MS/MS ont été effectuées. Les composeés présents dans les extraits de T. pallidus ont été
identifiés en fonction du temps de rétention, des diagrammes de fragmentation, absorbance
maximale a UV et de la comparaison avec la littérature et/ou des composés de référence. 49
composés ont été détectés et 48 ont été identifiés, notamment des flavonols, des
dihydroflavonols, des monomeéres d'acides phénoliques et leurs dérivés oligomeres. Le temps
de rétention, absorbance maximale a UV, la fragmentation de masse et l'identification des

constituants sont présentés dans le tableau 4.
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Fig. 15. Les chromatogrammes d’analyse des extraits par HPLC-DAD. A: E.Br; B: E.EtA;

C: E.AQ. Les numéros de pics se réferent au Tableau 4.
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Tableau 4: L’identification des composés des extraits de T. pallidus par HPLC-DAD-MS

Pic Rt (min) UV (nm) [M-H] (m/z) MSZt MS? Identification

1 55 683 [2M-H] 341,179, 113 Caffeoyl-O-glucoside

2 5.8 533 190 Acide caffeoquiniquehexoside

3 125 197 178 (100), 73 (6) Acide Syringique

4 12.7 515 353, 191 Acide dicaffeoyl quinique

5 12.9 315 152 (100) Acide protocatechuiquehexoside

6 13.1 280, 237 763 447.03 (100), 314.90 (61) Inconnu

7 22.8 466 459, 303 Dihydroquercétinehexoside

8 22.9 323 sh, 285 707 353 (100) [2M-H] Acide caffeoyl quinique dimére
9 23.5 611 449 (100), 287 (6) Eriodictyol dihexoside

10 25.1 387 369, 207, 163 Acide hydroxy jasmoniqueglucoside

11 324 ggg sh. 284, 449 287 Eriodictyol hexosidel

12 33.0-33.1 659 615 (70), 571 (100), 285 (21) Dérivé de P'acide yunnaneique

13 347 ggg sh.283, a9 287, 151 Eriodictyol hexoside2

14 35.3 641 505, 301 Dérivé de quercétineacetyl-hexoside

15 37.7-37.9 571 ?7523)(12)7 ?52)7 (100), 509 (86), 483 (32), 439 Acide yunnaneiqueE1l

16 39.7 623 461, 285 Luteoline hexoside glucuronoside

17 39.8 623 489 (21), 285 (100) Dérivé de I’acetyl luteoline hexoside

18 40.0 477 301 Quercétineglucuronide

19 40.1 357 339 (100), 295 (6), 283 (7) Acide przewalskinique

20 40.2 555 357 (100), 313 (5) Acide hydroxyl-dihydrolithospermique 1
21 40.6 609 447 (100), 285 (7) Luteolinedihexoside

22 41.1 571 553 (33), 527 (100), 509 (37), 329 (8), 285 (8) Acide yunnaneique E 2

23 41.1 346,267 447 285 Luteolinehexoside

24 41.8 735 571 (4), 555 (100), 537 (35), 519 (4) Acide hydroxyl-dihydro-salvianoliqueB1
25 43.0 597 491 (64), 311 (100), 197 (9) Dérivé de I’acide salvianolique C

26 43.1 637 461 (100), 285 (1) Luteoline 7-O-diglucuronoside
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27
28
29

30

31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
4
42
43
44
45
46
47
48
49

44.7
45.1
45.3

45.5-45.9

47.4
48.3
48.8
51.2
52.1
52.5
52.5
52.5-52.7
53.0
54.6
54.9
55.1
56.8
62.3
64.4
64.8
69.5
721
73.0

347, 270sh,

255

312, 300sh

330,290sh

735
607
463

923 [2M-H]'

717
719
515
719
167
805
555
359
493
717
495
519
657
493
719
521
375
553
493

537, 519, 507, 493
269 (100)
301

461 (100), 285 (100)

655 (8), 537, 519 (100)

539 (22), 521 (17), 359 (100)

353 (100), 191 (2)

555 (100), 539 (7), 519 (25), 475 (8)
151 (100), 122 (50), 107 (10)

445 (21), 359 (100)

537 (5), 493 (100), 359 (12)

223 (11), 197 (22), 179 (23), 161 (100)
359 (100), 295 (66)

555 (12), 519 (100), 357 (1)

359 (100), 161 (5)

357 (100), 340 (8)

521 (100), 493 (57), 359 (85)

383 (9), 359 (15), 313 (8), 295 (100)
555 (8), 519 (100), 359 (6)

359 (100)

179, 178 (100), 135 (7)

519 (100), 353 (17)

449, 313, 295

Acide Hydroxyl-dihydro-salvianoliqueB2
Apigenin hexoside glucuronoside
Quercétinehexoside

[2M-H] Luteolineglucuronoside dimere

Acide salvianolique E/B 1

Acide sargerinique

Acide dicaffeoyl quinique 2
Acidedihydrosalvianolique B 1

Acide vanillique

Acide malonyl dirosmarinique

Acide hydroxy-dihydrolithospermique 2
Acide rosmarinique

Acide salvianolique Al

Acide salvianolique E/B2

Dérivé de I’acide rosmarinique

Acide Przewalskinique hexoside

Dérivé de I’acide rosmarinique hexoside
Acide salvianolique A2

Acide dihydrosalvianolique B2

Acide rosmarinique hexoside

Acide hydroxyrosmarinique
Dihydro-methyl salvianolate H/I

Acide salvianolique A3
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2.1. Les acides hydroxybenzoiques
Trois dérivés de I'acide hydroxybenzoique ont été détectes, y compris les composes 3, 5 et 35.
Ainsi, les composeés ont été identifiés comme I'acide syringique, Acide protocatechuique-

hexoside et I'acide vanillique, respectivement.

2.2. Les acides hydroxycinnamiques

Le composé 1 a été identifie comme caffeoyl-O-glucoside, basé sur MS. Les composes 2, 4 et
33 ont montré des ions moléculaires de 533, 515 et 515 amu, respectivement. Le composé 2
été attribué a I’acide caffeoquinique hexoside. Les composés 4 et 33 ont présenté deux pertes
neutres successives de fractions de caféine (162 amu), ont été identifiés comme des acides
dicaffeoyl-quiniques (Clifford et al., 2003). Le composé 8 a montré deux d'absorption UV a

323 et 285 nm, confirmant I'identité du composé comme un acide caffeoyl-quinique.

Les composés 15 et 22 ont présenté des ions [MH] a m/z 571. La fragmentation MS/MS de 15
a donné des ions a m/z 527, 483, 439 et 197, en accord avec l'acide yunnaneique E (Liu et al.,
2007). Le composé 22 a montré des ions MS/MS a m/z 527, 329 et 285, caractéristique d'un
isomere E de l'acide yunnaneique. Les composés 15 et 22 ont été attribués comme I'acide
yunnaneique Elet I'acide yunnaneique E2, respectivement (Liu et al., 2007). Le composé 12
(IM-H] ion & m/z 659) perde deux unités de CO> conduisant au motif de fragmentation
caractéristique de l'acide yunnaneique E avec des ions MS/MS a m/z 571 et 285 (Liu et al.,
2007). Le composé 12 a été provisoirement assigné comme un dérivé de ’acide yunnaneique.
Les composes 19 et 42 présentaient des ions moléculaires a m/z 357 et 519, respectivement,
ont été assignés comme un acide przewalskinique et son hexoside, respectivement edendtifie
(Chen et al., 2011). Les composés 20 et 37 ont présenté un ion pseudomoleculaire a m/z 555.
Le composé 20 a conformémt a l'acide lithospermique (Chen et al, 2011). De méme, le
composé 37 a montré des fragments MS/MS a m/z 537, 493 et 359, caractéristique de l'acide
lithospermique A (Barros et al., 2013). Comme les ions moléculaires des deux constituants
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étaient 18 amu supérieurs a ceux de l'acide lithospermique, les composés 20 et 37 étaient
temporairement affectés comme I'acide hydroxyl-dihydrolithospermique 1 et 2,

respectivement.

Les composes 24 et 27 avec un ion moléculaire a m/z 735 ont montré des pertes neutres
d'acide 3-(3,4-dihydroxyphényl)-lactique, d'eau et de dioxyde de carbone, conduisant a les
ions MS/MS a m/z 537,519 et 493, ils ont été désignés provisoirement comme l'acide
hydroxy-dihydro-salvianolique B 1 et 2, respectivement. Le composé 25 a présenté un ion
moléculaire de 597 amu, et a été provisoirement assigné comme undérivé de l'acide

salvianolique C (Liu et al., 2007).

Les composés 31 et 40 ont montré un ion moléculaire de 717 amu, conduisant a une base de
pic a m/z 519, Les composés ont été provisoirement assignés comme un acide salvianolique
E/B1, respectivement (Liu et al., 2007). De plus, trois composés sont détectés 32, 34 et 45
avec un ion moléculaire a m/z 719, qui ils ont été identifiés comme un acide sargerinique,
I'acide dihydrosalvianolique B1 et 2, respectivement (Tang et al., 2011; Barros et al., 2013).
Le composé 48, avec [M-H] ion a m/z 553, a été identifié de maniére provisoire comme un

dihydro-méthyl-salvianolate H/I (Liu et al., 2007).

Les composés 39, 44 et 49 ont montré un ion moléculaire a m/z 493 et une perte neutre de
I'acide 3-(3,4-dihydroxyphényl)-lactique (198 amu), conduisant & un ion fragment intense a

m/z 295, en accord avec les isomeres d'acide salvianolique A (Barros et al., 2013).

Les composés structurellement apparentés 36, 38, 43, 46 et 47 ont présenté des ions
moléculaires a m/z 805, 359, 657, 521 et 375, respectivement. Les composés 36 et 38 ont été
identifiés comme l'acide malonyl dirosmarinique et l'acide rosmarinique, respectivement

(Barros et al., 2013).
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De méme, les composés 43 et 46 ont montré un ion fragment & m/z 359, apres une perte neutre
d'hexose (162 amu), les composés 43 et 46 ont été identifiés provisoirement comme un dérivé
d'acide rosmarinique-hexoside et un acide rosmarinique-hexoside, respectivement. Le
composé 47 a présenté un ion moléculaire 16 amu supérieur a lI'acide rosmarinique, suggérant
un atome d'oxygene supplémentaire dans la molécule et a montré une perte neutre de 196
amu. Le composé 47 a été provisoirement identifié comme un acide hydroxyrosmarinique. Le
composé 41 apparenté ([M-H]™ de 495 amu) a montré une perte neutre de 136 amu, Le
compose 41 a eté provisoirement identifié comme un dérivé de I'acide rosmarinique (Liu et

al., 2007).

2.3. Les flavonoides

Quatorze flavonoides ont été identifies dans les extraits de T. pallidus, y compris un
dihydroflavonol (composé 7), trois flavanones (composés 9, 11 et 13), trois flavonols
(composés 14, 18 et 29) et sept flavones (composés 16, 17, 21, 23, 26, 28 et 30). Le composé
7 a montré une perte neutre d'un hexose (162 amu) a partir du [M-H]-ion & m/z 465,
conduisant a un pic intense a m/z 303, en accord avec un noyau de
dihydroquecercétine/taxifoline. Ainsi, il a été provisoirement identifié comme un
dihydroquercétine-hexoside. Les spectres de masse des composés 11 et 13 ont montré le
méme [MH]-ion a m/z 449 et une perte neutre d'un hexose (162 amu), tandis que le composeé 9
avec un [MH]-ion a m/z 611 a présenté la perte de deux unités d'hexose, conduisant & un ion
MS/MS a m/z 287 compatible avec un noyau de eriodictyol. Les composes 9, 11 et 13 ont été
désignés provisoirement comme un erydiodicol dihexoside et un eriodictyol-hexoside 1 et 2,
respectivement. Trois dérivés de la quercétine ont été détectes (composés 14, 18 et 29) avec
des ions moléculaires a m/z 641, 477 et 463 amu, respectivement, conduisant au fragment
MS/MS a m/z 301, caractéristique de la quercétine. Le composé 14 perd un fragment de 136

amu et d'acétyle hexose (204 amu), tandis que le composé 18 perde un glucuronyl (176 amu)
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et le composé 29 un hexose (162 amu), étant provisoirement identifié comme le dérivé de
quercétine  acétyle-hexoside, la quercétine glucuronide et quercétine-hexoside,
respectivement.

Les flavones ont egalement été identifiés provisoirement dans I'échantillon, y compris six
luteolines et un dérivé de Il'apigenine. Les composés 16 et 17 présentaient le méme ion
moléculaire & m/z 623. Dans les deux composés, I'ion MS? & m/z 285 a été détecté, en accord
avec les dérivés de luteoline. Le composé 16 a montré des pertes neutres d'un hexose (162
amu) et du glucuronyl (176 amu), tandis que des pertes neutres d'un fragment non identifié
(134 amu) et d'un acétylhexoside (204 amu) ont été détectées dans 17. Par conséquent, ces
composés ont été identifiés provisoirement en tant que de lutéole-hexoside glucuronideet
dérivé de luteoline acétyl hexoside, respectivement. Les composés 21, 23, 26 et 30 ont montré
[M-H] ions a m/z 609, 447, 637 et 923 amu, respectivement, conduisant a I'ion MS/MS a m/z
285, en accord avec les dérivés de luteoline. Les composés 21 et 23 ont montré la perte neutre
de deux hexoses et un hexose, respectivement, en accord avec le luteolinedihexoside et
luteoline, respectivement. Le composé 26 qui a montré les pertes neutres de deux unités de
glucuronyle est compatible avec le luteoline 7-O-diglucuronoside. Le composé 30 a été
désigné par un dimére de [2M-H]- et ididentifien comme un luteoline glucuronoside, basé sur
les fragments MS/MS a m/z 461 et 285. Le compose 28 a été identifié comme étant un
glucuronide d’apigenine-hexoside, sur la base de la perte neutre de glucuronyl hexose (338

amu) conduisant a la base de créte MS/MS a m/z 2609.

2.4. Les composés Non-phénoliques

Un derive d'acide jasmonique (composé 10) a été identifié provisoirement dans I'extrait de
T. pallidus. Le composé a montré un [M-H] - ion a m/z 387, conduisant aux ions MS/MS a
m/z 369, 207 et 163, en accord avec 1’acide hydroxy-jasmonique glucoside (Pereira et al.,

2013).
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3. Etude de Pactivité antioxydante in vitro

3.1. Inhibition de la xanthine oxydase

L’effet inhibiteur des extraits de T. pallidus sur P’activitt XO a été est déterminé
spectrophoto-métriquement en suivant la production de 1’acide urique a 295 nm (Belkhiri et
al., 2017). Les résultats obtenus montrent que tous les extraits inhibent d’une maniére dose-

dépendante I’activité de I’enzyme XO (Fig. 16).

Les valeurs des ICso des différents extraits démontrent que le pouvoir inhibiteur de I’E.EtA est
plus importants (ICs0=51.6+2 pg/ml) et le plus proche de celui de 1’allopurinol, I’inhibiteur
specifique de la XO (IC50=12.4+0.5 pg/ml). Les trois autres extraits présentent une activité
inhibitrice modéré avec des ICso= 295.7, 355.87 et 313.29 pg/ml, pour E.Br, E.Ch et E.Aq

respectivement pour (Fig. 17).
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Fig. 16: Cinétique de I’inhibition de la XO par les extraits de T. pallidus.
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Fig. 17: Effet inhibiteur de différents extraits de T. pallidus sur I’activité XO. (Les valeurs
sont exprimées en moyennestSD, n=3. Les comparaisons sont faites par rapport
Allopurinol; ns: p> 0,05, *: p < 0,05, **: p< 0,01, ***: p <0,001).

De nombreuses études ont évalué¢ I’effet inhibiteur de différents extraits des plantes sur
I’activité de XO. Cet effet est attribuée a différents composés tels que les polyphénols et les
flavonoides (Baghiani et al., 2010; Irondi et al., 2019). Les résultats obtenus montrent une
forte corrélation entre la teneur en polyphénols des extraits et I'effet inhibiteur sur la XO (R2=
0.9266), dont I’E.EtA le plus riche en polyphénols et flavonoide est le meilleur inhibiteur de
la XO. En se basant sur la corrélation entre la concentration en polyphénols et flavonoides et
I'inhibition de la XO par ces extraits, des résultats similaires sont observés par plusieurs
études. Ils ont constaté que les extraits les plus riches en composés phénoliques sont les plus
actifs sur la XO (Fu et al., 2018; Quy et Xuan, 2019). L'inhibition de la XO par les
flavonoides pourrait étre liée non seulement a la concentration en polyphénols et flavonoides,
mais aussi a la nature (structure) de ces composes. Plusieurs chercheurs ont déterminé la
relation entre la structure chimique des flavonoides et leur activité inhibitrice de la XO. La
présence de la double liaison entre les carbones C2 et C3 du cycle A des flavonoides est tres
importante pour I’inhibition. Cette double liaison et la conjugaison qu'elle induit, entraine la

coplanarite du cycle B avec les cycles A et C. Une structure plane est en effet nécessaire pour
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une haute activité inhibitrice vis-a-vis de la XO (Lin et al., 2015; Santi et al., 2018; Yuan et
al., 2019). La structure catéchol, le nombre et la position des fonctions alcooliques ainsi que
la présence de la fonction 4-oxo sur la structure pyranique permettent 1’augmentation de

I’effet inhibiteur des flavonoides sur I’activité XO (Dong et al., 2016 ; Zhang C et al., 2018).

L’inhibition de I’activité XO a été attribuée a différents composés tels que les polyphénols
comme les flavonoides et les anthocyanosides. Les flavonoides peuvent agir sur 1’activité de
la XO et par conséquent, peuvent faire régresser la maladie de la goutte en réduisant a la fois
les concentrations de 1’acide urique et celles du radical superoxyde dans les tissus humains
(Ojha et al., 2017; Abu-Gharbieh et al., 2018). Les inhibiteurs de la XO et en particulier les
flavonoides présentent un type d’inhibition compétitif ou ils agissent sur le site actif
molybdéne (Mo) de I’enzyme (Mathew B et al., 2015; Zhang C et al., 2018). La différence
d'effet inhibiteur des extraits de T. pallidus peut étre due aux différences de type et de quantité

des différents composes présents dans les extraits.

3.2. Test I’ABTS

Diverses méthodes sont utilisées pour évaluer la capacité antiradicalaire/antioxydante de
produits naturels a partir de plantes. Ces méthodes chimiques sont basées sur la capacité des
composés a éliminer les radicaux libres synthétiques. Le DPPH et ABTS sont des radicaux
libres largement utilisés comme modeéle pour estimer la capacité antioxydante de plusieurs
extraits de plantes (Olszowy et Dawidowicz, 2018; Kasote et al., 2019). L’activité anti-
radicalaire in vitro des extraits de T. pallidusvis-a-vis les radicaux libres est déterminé par le
test d’ABTS. C’est un procédé pour le criblage d'activité antioxydante, il est signalé comme
un essai de décoloration du cation radicalaire ABTS" qui est généré par I'oxydation de 'ABTS
avec le persulfate de potassium et réduit en présence de tels antioxydants. L’activité anti-
radicalaire est estimée par la valeur ECso qui se liée a la capacité antioxydante, elle exprime la

quantité d'antioxydant nécessaire pour réduire la concentration en DPPH de 50%, plus la
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valeur ECsg est basse, plus l'activité antioxydante d'un composé est grande (Oliveira et al.,
2016). L’E.EtA, I'E.Aq et I’E.Br ont montré une bonne activité anti-radicalaire
(EC50=3.21+0.003, 4.12+0.004 et 6.23+0.006 pg/ml, respectivement), par contre L’E.Ch et
BHT ont présenté une faible activité (ECs50=24.00+0.025 et ECs50=33.9+0.5 pg/ml,

respectivement) (Fig. 18).
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Fig. 18: L’activité antiradicalaire des extraits et des standards par le test d’ABTS exprimé
en valeurs ECsq. (Les valeurs sont des moyennes£SD, n=3. ns: p> 0,05, *: p < 0,05, **: p<
0,01, ***: p<0,001).

Les résultats montrent qu’il y a une corrélation modérée entre I'activité antiradicalire vis avis
les radicaux d’ABTS et la teneur des extraits en polyphénols et en flavonoides (R? = 0.47 et
0.77, respectivement). De tels résultats suggérent que l'activité antiradicalaire pourrait étre
lié¢e ne seulement aux teneurs en polyphénols d’extraits mais a la nature (structure) de
composés trouvés dans ces extraits. Le mécanisme de la réaction entre I’antioxydant et le
radical ABTS dépend de la conformation structurelle de l'antioxydant (Li et al., 2018).
L'activité antiradicalaire d'antioxydants naturels tels que I'acide phénolique et les flavonoides
pourrait étre due a leur richesse en groupment d’hydroxyles. La configuration spatiale et le
nombre de groupes OH de structures flavonoides peuvent influencer différents mécanismes

antioxydants (Huyut et al., 2017). Les résultats montrent une différence dans 1’ordre d’activité
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anti-radicalaire (d’efficacité) des extraits (E.Br, E.Ch et E.Aq) et confirment I’efficacité
d’E.EtA. Le piégeage des radicaux libres par des antioxydants est tributaire de deux
mécanismes : 1) Lla libération d’un électron (cinétique lente des dérivées glycolyses et des
anthocyanes). 2) Dans le cas des composes phénoliques, le mécanisme principal d’action est
le piégeage des radicaux libres par le transfert de 1’atome H sur le radial alors il se transforme

en une molécule stable (Mathew, S et al., 2015; Gonzalez et al., 2018).

3.3. Test d’hemolyse

L'oxydation des érythrocytes sert de bon modele pour les dommages oxydatifs des
membranes biologiques, leur facilité d'isolement, leur simplicité, la richesse de leurs
membranes en acides gras polyinsaturés et la concentration élevée d'oxygéne et
d'’hémoglobine (Hammoudi et al., 2017). L'activité anti-hémolytique des extraits a été évaluée
selon le protocole décrit par Bonamigo et al. (2017), et mesurée comme la capacité des
globules rouges (hématies) pour résister a I’hémolyse ou la lyse induite par les radicaux libres.
Ce test permet le suivi du pouvoir anti-radicalaire de molécules naturelles a usage
pharmaceutique in vitro et in vivo (Lins et al., 2018). L'efficacité des extraits pour renforcer le
systeme anti-radicalaire des érythrocytaire est exprimée par le temps nécessaire a la lyse de

50% des érythrocytes (HTso).

Les résultats de I’activité anti-hémolytique des extraits de T. pallidus présentée dans la Fig.
19 ont montrent que les extraits peuvent protéger efficacement les érythrocytes contre les
lyses hémolytique induite par AAPH. L’E.EtA, I’E.Ch et I’E.Br présentaient une activité anti
hémolytique puissante, cette activité est manifeste par I’augmentation des valeurs de HTsg
(HTs0 =109.44+2.99, 94.26+4.19 et 83.45+4.71 min, respectivement) par rapport au témoin
(HTs0 = 60.67+3.64 min). Cependant, le traitement des érythrocytes avec I’E.Aq ne présent
aucun effet sur HTso. Les résultats indiquent que le traitement des globules rouges par la

quérecetine (HTso = 243.73+£6.12 min) augmente les valeurs de HTso 4 fois par rapport au
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témoin. D’autre parts, les résultats refleteNT une faible corrélation entre la teneur d’extraits

en polyphénols et leur activité anti-hémolytique (R*= 0.4693).
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Fig. 19: Activité anti hémolytique in vitro de vit. C et des extraits de T. pallidus (Les valeurs

sont des moyennes = SD, n=3. ns: p> 0,05, *: p < 0,05, **: p<0,01, ***: p <0,001).

Le test de l'inhibition de I'némolyse, provoquée par un oxydant, est considéré comme un bon
test pour estimer l'activité antioxydante des systemes biologiques. Le dichlorhydrate de 2,2'-
azobis (2-amidinopropane) (AAPH) est un composé chimique utilisé pour étudier la chimie de
I'oxydation générant des radicaux libres, principalement les radicaux peroxyles. Les
membranes biologiques peuvent étre affectées par de nombreux produits naturels présents
dans les plantes médicinales. Plusieurs auteurs ont mentionné que les composés phénoliques
et les flavonoides ont un effet bénéfique sur la stabilité de la membrane des érythrocytes
(Suwalsky et al., 2015; Anosike et al., 2018). Etant donné que les composés phénoliques
semblent fonctionner comme de bons donneurs d’électrons et d’atomes d’hydrogene, ils
peuvent donc mettre fin a la réaction radicalaire en chaine en convertissant les radicaux libres
et les ROS en produits plus stables (Castro et al., 2018; Huang, 2018). De ce fait, si les
antioxydants, tels que la vitamine E, la vitamine C et les flavonoides, sont ajoutées a une

suspension érythrocytaire, ils réagissent avec les lipides membranaires pour mettre fin a la
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peroxydation, par conséquent I’inhibition de I’hémolyse (Anosike et al., 2018). En outre,
Afsar et ses collaborateurs (2016) ont comparé les résultats d’hémolyse avec les résultats de
I’inhibition de peroxydation lipidique. Ils ont montré que les antioxydants qui ne scavengent
pas rapidement le radical DPPH ou ABTS™", ne sont pas toujours de faibles antiradicalaires

érythrocytaires. Ces résultats sont en accord avec les résultats que nous avons obtenus.

3.4. Chélation du fer ferreux

La capacité de chélation des métaux est importante car elle réduit le métal de transition jouant
le r6le de catalyseur pour générer les premiers radicaux et initier les réactions en chaine
oxydatives induites par les radicaux dans les systémes biologiques ou alimentaires
(Capanoglu et al., 2018). Les agents chélateurs d'ions peuvent également inhiber la réaction
de Fenton et la peroxydation des lipides. Ainsi, la capacité d’un antioxydant a chélater les
métaux est une propriété antioxydante importante & mesurer. Les ions ferreux sont
généralement présents dans les systémes alimentaires et sont considérés comme des pro-
oxydants efficaces (Adjimani et Asare, 2015). La capacité chélatrice est tres importante du
fait qu’elle réduit la concentration de métaux de transitions catalyseurs de la peroxydation
lipidique. En effet, le fer peut stimuler 1’oxydation des lipides par la réaction de Fenton, et
accélére également cette oxydation en décomposant les hydroperoxydes en radicaux
peroxyles et alcoxyles qui peuvent a leur tour entretenir la réaction en chaine (Zielinski et

Pratt, 2017).

La capacité chélatrice des extraits a été estimée selon la méthode d’Ademiluyi et al. (2018),
dont laquelle, la ferrozine peut former un complexe coloré (couleur violette) avec le fer
(Fe*?); chromophore rouge ayant un maximum d’absorption a 562 nm. En présence d'agents
chélateurs, le complexe des ions ferrozine-Fe*? est perturbé, ce qui entraine une diminution de
la couleur du complexe. La mesure de la réduction de la couleur a permis d'estimer l'activité

de chélation des métaux pour le chélateur coexistant (Santos et al., 2017).
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Les résultats obtenus montrent que les différents extraits de T. pallidus ainsi que les standards
interférent d’une maniére dose dépendante avec 1’inhibition de formation du complexe (Fe*?-
ferrozine), suggérant qu’ils possédent une activité chélatrice tout en capturant I’ion ferreux
avant qu’il soit complexé avec la ferrozine. Pour mieux caractériser 1’efficacité des extraits,
leur activité chélatrice est exprimée en termes de pg EDTA équivalent/ mg d’extrait. A partir
des résultats obtenus, I’E.EtA et E.Br semblent avoir I’activité chélatrice la plus importante
(53.38+1.03 et 32.64+0.48 ug EDTA/mg E, respectivement) (Fig. 20). Cette activité était
encore beaucoup mieux que l’activité de la quercétine (19,32 ng EDTA/mg d’extrait). La
capacité chélatrice de I’E.Ch et I’E.Aq reste faible par apport d I’E.EtA (15,58+0,60 et 11,90

* 0,34 ug EDTA/mg d'extrait, respectivement).
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Fig. 20: Activité chélatrice des extraits de T. pallidus et de la quercétine. (Les valeurs sont
des moyennes=SD, n=3. ns: p> 0,05, *: p < 0,05, **: p<0,01, ***: p <0,001).

De nombreuses études ont évalué I’effet chélateur des ions ferreux par les extraits de diverses
plantes. Selon la littérature, les composés phénoliques s’averent comme des excellents agents
chélateurs des ions métalliques (Sales et al., 2019). Cependant, les résultats montrent une
forte corrélation entre 1’activité chélatrice des extraits et la teneur en polyphénols (R?=
0.8922). Ces constatations pourraient indiquer que les composés phénoliques sont les
principaux chélateurs présents dans les extraits. De plus, la capacité chélatrice d’un composé

phénolique dépend de la disponibilit¢ d’un certain nombre de groupements fonctionnels
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convenablement orientés (Della et Compagnone, 2018). Nos résultats conviennent avec ceux
découverts par Raudone et ses collaborateurs (2019), qu’ils ont indiqué qu'il’y a une
corrélation entre la teneur en composés phénoliques des extraits de Vaccinium vitis-idaea et
leur activité chélatrice. Plusieurs études montrent que seuls les composés phénoliques ayant
une structure et des groupes fonctionnels déterminés peuvent agir en tant que chélateurs des

métaux de transition et présenter une activité chélatrice (Papucet al., 2017; Juca et al., 2018).

3.5. Pouvoir reducteur

L’activité antioxydante d’un produit est généralement liée a sa capacité réductrice d’ou
I’utilisation du pouvoir réducteur comme une technique fiable pour évaluer D’activité
antioxydante de divers composés et d’extraits de plantes. Le pouvoir réducteur est souvent
utilisé pour évaluer la capacité de 1’antioxydant a donner des électrons (Haida et Hakiman,
2019). Les polyphénols peuvent rompre la chaine des radicaux libres en donnant des électrons
et, pour cette raison; le pouvoir de réduction des métaux de transition des polyphénols est
corrélé a leur activité antioxydante (Papuc et al., 2017). La technique permet de mesurer la
réduction du Fe*® (sous forme potassium ferricyanide) en Fe*? (sou forme potassium
ferrocyanide) qui réagit avec chlorure de fer pour former un complexe avec une absorbance
maximale a 720 nm en présence d’antioxydants (Apak et al., 2016). Pour mieux caractériser
le pouvoir réducteur des extrait, les résultats sont exprimés en termes de ug équivalent d’acide
ascorbique/mg d’extrait (Fig. 21). Les résultats montrent que le pouvoir réducteur de 1’extrait
E.EtA est le plus puissant parmi les extraits testés (927.73+5.11 g acide ascorbique equ / mg
E), suivi par I’E.Br (312.36+5.15 ug equ acide ascorbique/mg E). L’E.Ch et I’E.Aq présentent
un pouvoir reducteur similaire (136.10+4.84 et 131.72+9.25 pg acide ascorbique équ/mg
d'extrait respectivement). Cependant, le pouvoir réducteur de la quercétine est relativement
plus prononcée que celle de tous les extraits (2.109+8.12 g ascorbique équivalents/mg

d'extrait).
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Fig. 21 : Pouvoir réducteur de la quercetine et des extraits de T. pallidus. (Les valeurs sont

des moyennes=SD, n=3. ns: p> 0,05, *: p < 0,05, **: p<0,01, ***: p <0,001).

Différentes méthodes ont été développées pour mesurer le pouvoir réducteur d’un
antioxydant, ces techniques différent essentiellement par les types de réactions mises en jeu.
Les méthodes utilisées pour évaluer la capacité antioxydante donne des résultats qui peuvent
varier significativement. Ces différences sont principalement dues aux réactivités différentes

des antioxydants avec les différents indicateurs utilisés (Amorati et VValgimigli, 2018).

D’apres les résultats, le pouvoir réducteur/antioxydant de différents extraits de T. pallidus
semble avoir une forte corrélation positive entre la capacité réductrice des extraits et leur
contenu a la fois des polyphénols (R? =0.9573). Ces résultats sont comparables avec ceux
trouvés par Li et ses collaborateurs, (2008) ou ils ont étudié I’activité antioxydante de 45
plantes par la technique FRAP et ils ont montrés I’implication des polyphénols dans 1’activité
antioxydante de ces plantes ou il existe une corrélation linéaire entre la teneur de ces plantes

en polyphénols et leur activité antioxydante.

Les composes phénoliques et les flavonoides en particulier sont connus pour leurs propriété
rédacteur/antioxydante (Weidner et al., 2018). La configuration spatiale et le nombre de

groupement OH des flavonoides peuvent avoir une influence sur les différents mécanismes
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antioxydants (Tzima et al., 2018). Trois critéres principales peuvent conférer aux flavonoides
un grand effet antioxydant: la structure 3’-4’-catechol du cycle B (structure ortho-
diphénolique), la présence du groupement 3-OH en combinaison avec la double liaison C2-C3
adjacente a la fonction 4-oxo et la présence de la double liaison C2-C3 en conjugaison avec la
fonction 4-oxo (carbonyle). Ces trois critéres sont présents dans la quercétine lui permet

d’étre un puissant réducteur (Sarian et al., 2017).

3.6. Piégeage du peroxyde d’hydrogéne

Le peroxyde d'hydrogéne peut étre formé in vivo par diverses enzymes oxydantes telles que la
superoxyde dismutase. Il peut passer a travers les membranes biologiques lentement. Le
peroxyde d'hydrogéne est utilisé dans la flambée oxydative des phagocytes actives (Warris et
Ballou, 2018). Bien que le H20, lui-méme ne soit pas tres réactif, il peut parfois étre toxique
pour les cellules, en raison de sa capacité a traverser les membranes biologiques et il peut
parfois étre trés toxique pour les cellules en présence de métaux tels que Fe*? ou Cu*2. Il peut
générer le radical hydroxyle, hautement réactive, par l'intermédiaire de la réaction de Fenton
car il peut donner lieu a un radical *OH dans les cellules qui peut initier la peroxydation des
lipides et endommager I'ADN (Sumathi et Anuradha, 2016). Par conséquent, I'élimination de

H>0> est trés importante pour la défense anti-oxydante dans le systeme cellulaire.

La capacité des extraits a piéger le peroxyde d'hydrogene (H20:) a été réalisée selon Perera et
al. (2016). Les résultats sont présentés en tant que moyenne de trois répétitions et la
concentration requise pour obtenir un effet de balayage de 50% (CEso) de peroxyde
d'’hydrogéne de balayage a été déterminée graphiquement. Tous les extraits ont présenté une
activité de piégeage efficace contre les radicaux de peroxyde d’hydrogene (Fig. 22). Les
résultats ont montré que, I’E.EtA a une forte activité (ECs0=12.12+0.05 pg/ml) par rapport les
autres extraits qui présent une faible activité (EC50=101.83+4.04, 162.40+2.72 et 109.29+5.60

png/ml, pour I’E.Br, I’E.Ch et I’E.Aq respectivement).
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Fig. 22: Piégeage du peroxyde d’hydrogéne par les extraits de T. pallidus exprimé en
valeurs ECso. (Les valeurs sont des moyennes + SD, n=3. ns: p> 0,05, *: p < 0,05, **: p <
0,01, ***: p < 0,001).

Selon des rapports récents, une relation hautement positive entre les phénols totaux et
I'activité de piegeage H.O> semble étre la tendance observee chez de nombreuses especes de
plantes (Ruskin et al., 2017), ce qui suggére que les composés phénoliques pourraient étre
responsables de cette activité antioxydante. Toutefois, dans notre étude, 1’analyse de
corrélation a révélé une forte corrélation entre la teneur en polyphénols des extraits et
I’activité de piégeage du peroxyde d’hydrogéne (R2= 0.904). Nos résultats concordent avec
ceux découverts par Sharifi-Rad et ses collaborateurs (2018) qui ont indiqué qu'il ‘y a une
corrélation entre le contenu en composés phénoliques des extraits et leur activité de piégeage

de H>02

3.7. Test de B-caroténe/ ’acide linoléique

La méthode de blanchissement [3-caroténe est largement utilisée pour mesurer 1’inhibition de
la peroxydation lipidique et I'activité antioxydante des extraits de plantes. Le mécanisme de la
[-carotene est un phénomeéne & mediation par les radicaux libres résultant de 1’oxydation de
I’acide linoléique. Ces radicaux libres vont par la suite oxyder le B-caroténe hautement
insaturé entrainant ainsi la disparition de sa couleur rouge, qui est suivie spectrophoto-
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métriqguement a 490 nm (Aminjafari et al., 2018). Le radical formé attaque alors les molécules
[-carotene hautement insaturés. La présence d’un antioxydant dans les différents extraits peut
protéger I'étendue et peut empécher l'attaque et de conserver la couleur jaune-orange du B-
carotene (inhibe le blanchissement) par neutralisant le radical libre linoléate et d'autres
radicaux libres formés dans le systeme (Edge et Truscott, 2018). Dans ce test, la capacité
antioxydante des extraits est déterminée en mesurant I’inhibition de la dégradation oxydative
de la B-caroténe (décoloration) par les produits d’oxydation de 1’acide linoléique selon la
méthode décrite par Delfanian et ses collaborateurs (2018). D’aprés les résultats, il est évident
que tous les extraits testés et les standards inhibent d’une maniére efficace 1’oxydation
couplée de I’acide linoléique et du B caroténe. La cinétique de blanchissement du B-caroténe
en présence des extraits de T. palliduset des standards est représentée sous forme d’activité
antioxydante relative (AAR%) (Fig. 23). Les valeurs de pourcentage de I’effet antioxydant a
24 h montrent que I’E.Ch et I’E.Aq ont la plus grande activité antioxydante (81.81+1.60% et
80.86+1.81% respectivement). Cette activité est inférieure a celle du BHT (93.73%, p<0.01).
D’autre part L’E.Br et I’E.EtA présentent une activité antioxydante considérable avec un

pourcentage de 76.70£1.25% et 73.2+2.65%, respectivement (Fig. 24).
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Fig. 23: Cinétique de blanchissement du B-caroténe a 490 nm en présence des extraits et

BHT (chaque valeur représente la moyenne de trois essais).
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Fig. 24: Activité antioxydante relative des extraits et des standards (24 h) dans le systeme
[-carotene/acide linoléique. (Les valeurs sont des moyennestSD, n=3. ns: p> 0,05,
* p<0,05 **:p<0,01, ***:p<0,001).

D’aprés les résultats obtenus, il y a une faible corrélation entre I'inhibition de I'auto-oxydation
couplée de I'acide linoléique et les teneurs des extraits en polyphénols (R2= 0.5310). Cela a
montré que non seulement la quantité des composés phénoliques qui influent sur I'inhibition
du blanchiment du B-caroténe, mais aussi leur nature structurelle (Altemimi et al., 2017). En
fait, certains auteurs ont signalé qu'une synergie possible entre les composés polyphénoliques
et les autres composants présents dans les extraits pourrait contribuer a son activité
antioxydante globale (Nur Arina et Azrina, 2016). Nos résultats concordent avec les études
menées par Othman et ses collaborateurs (2014), qui ont montré qu'il 'existe une faible
corrélation entre l'activité antioxydante basée sur le dosage de blanchissement du f-caroténe
et la teneur totale en composés phénoliques de quatre plantes locales malaisiennes. Etant
donné que le test de blanchissement du B-caroténe est similaire a un systéme d’émulsion de
lipides dans ’eau. Les antioxydants apolaires exposent des propriétés antioxydantes plus
importantes car ils sont concentrés au sein de l'interface lipide-eau, permettant ainsi de
prévenir la formation des radicaux lipidiques et 1’oxydation du p-caroténe. Selon plusieurs

auteurs, le test d’inhibition de 1’oxydation de I’acide linoléique couplée a celle du B-caroténe,
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parait trés utile comme un modéle mimétique de la peroxydation des lipides dans les

membranes biologiques (Aminjafari et al., 2018; Misharina et Kiseleva, 2019).

3.8. Test de DPPH

Le test de DPPH est I'un des procédés les plus fréquemment utilisés parmi les tests
antioxydants. Cette méthode est utile compte tenu de sa grande reproductibilité, de la facilité
de prise de mesures a la température ambiante sans risque de dégradation thermique, de son
efficacité, de son codt relativement avantageux et de sa rapidité (Akar et al., 2017). Le DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyle) est un radicale libre, qui posséde un électron non apparie sur
un atome du pont d’azote. La coulure voilette bien caractéristique de la solution de DPPH.
Cette couleur disparait rapidement lorsque le DPPH est réduit en diphényle picryl hydrazine
par un compose a propriété antiradicalaire (Yeo et Shahidi, 2019). L’intensité de la couleur
est proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu et la mesure de
I’efficacité d’un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la coloration voilette, due &
une réduction des radicaux DPPH, mesurable par un spectrophotométre a 517 nm

(Sirivibulkovit et al., 2018).

Les résultats montrent que tous les extraits de T. pallidus possédent une activité anti-
radicalaire vis-a-vis le radical DPPH mais avec une différence significative entre eux et entre
les standards. L’activité anti-radicalaire est estimée par la valeur ECso qui se liée a la capacité
antioxydant. La CEsp d'un extrait est inversement proportionnelle a sa capacité antioxydante,
car elle exprime la quantité d'antioxydant nécessaire pour réduire la concentration de DPPH a
50% (Oliveira et al., 2016; Moldovan et al., 2017). E.EtA présent une activité anti-radicalaire
plus élevée que les autres extraits et méme le BHT (ECs0=12.25+£0.11 pg/ml). E.Br et E.Ch
ont presque la méme activité anti-radicalaire (ECs0=18.46+£0.10 pg/ml, 19.24+0.5 pg/ml,
respectivement). Alors que I’extrait aqueux présente une faible activité avec une

ECs50=54.5+0.26 pg/ml (Fig. 25).
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Fig. 25: Activité antiradicalaires des extraits et des standards par le test DPPH exprimé en
valeurs ECso. (Les valeurs sont des moyennes+SD, n=3; ns: p> 0,05, *: p < 0,05, **: p <
0,01, ***:p <0,001).

Les résultats ont montré que tous les extraits ont presente une activité de balayage efficace

contre le radical DPPH avec une moyenne corrélation entre cette 1’activité et la teneur en
polyphenols de ces extraits (R?=0.7065). En effet, la présente étude exhibe une différence
dans l’ordre d’activité anti-radicalaire des extraits (E.Br, E.Ch et E.Aq) et confirme
I’efficacité d’E.EtA. Ceci refléte une différence dans le mécanisme anti-radicalaire dans les
deux tests et les influences a la fois de la concentration d'antioxydant et la durée de réaction
sur I'inhibition de cation (Santos et al., 2019).

En conclure que la différence dans le comportement des extraits dans les essais de piégeage
des radicaux libres peut étre expliquée par les différents mécanismes chimiques impliqués
dans les tests et les propriétés chimiques différentes des radicaux, dont le potentiel de
réduction d'électrons par rapport aux composés dans les extraits sont différents (Amorati et
Valgimigli, 2018). En d'autres termes, plusieurs facteurs influent sur le potentiel antioxydant
et la cinétique de réduction comme le systéme radicalaire utilisé pour I'évaluation
antioxydant, la steechiométrie, le temps des réactions, rapport antioxydant/le radical, type de

solvants, pH et le profil phénolique (Abramovic et al., 2017). Le piégeage des radicaux libres
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par des antioxydants est tributaire de deux mécanismes ; La libération de I’atome d’hydrogéne
du groupement hydroxyle (cinétique rapide de certaines acides et dérivées phénoliques) et la
libération d’un électron (cinétique lente des dérivées glycolyses et des anthocyanes). Dans le
cas des composes phénoliques, le mécanisme principal d’action est le piégeage des radicaux
libres par le transfert de I’atome H sur le DPPHe alors il se transforme en une molécule stable
DPPH (Mathew S et al., 2015). De tels résultats permettent de suggérer que l'activité de
balayage de I'efficacité pourrait étre liée non seulement aux contenus des polyphénols et des
flavonoides de I'extrait, mais aussi a la structure de ces composés. (Foti, 2015; Chedea et Pop,

2019).

4. Etude de la toxicité

Le taux de mortalité dans un délai de 24 h. La dose létale 50 (DLso) est la dose d’une
substance chimique, administrée aux souris, qui provoque la mort de la moitié d’entre eux;
elle peut étre déterminée selon plusieurs méthodes. La DLso permet de mesurer la toxicité
d'une substance et d'établir des classes de toxicité. En général, plus la DLso est petite, plus la
substance est toxique (Erhirhie et al., 2018).

La toxicité de I’E.Br et I’E.EtA a été estimée avec des doses graduées de 50 jusqu'a une dose
de 2000 mg/kg. Les résultats n'ont produit aucun signe visible de toxicité aigué ou de mort

instantanée chez les souris traitées pendant toute la période expérimentale (Tableau 5).

Tableau 5: Etude de toxicité de I’E.Br et E.EtA

Doses Nombre Nombre Différence Mortalité Probit
(mag/kg) d’animaux d'animaux morts de dose (a) (b) (axb)
50 6 0 / 0 /
200 6 0 150 0 /
500 6 0 300 0 /
1000 6 0 500 0 /
2000 6 0 1000 0 /
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En ce qui concerne la toxicité, aucun déces n'a été enregistré pendant la période de traitement,
que ce soit dans les groupes témoins ou traités. Les animaux n'ont montré aucun changement

dans le comportement général ou d'autres activités physiologiques.

Les essais de toxicité orale ont porté sur la détermination immédiate de la dose qui tue la
moitié des animaux (dose létale médiane ou DLso), le moment de la létalité apres une
exposition a une substance toxique, ainsi que sur l'observation du début, de la nature, de la
gravité et de la toxicité (Subramanian et al., 2018). Cependant, récemment, apres
I'observation immédiate, les paramétres toxicologiques (biochimiques et histopathologiques)
permettant d'évaluer les effets indésirables potentiels sont choisis et mesurés avec soin. La
dose unique fixe, pour laquelle des signes de toxicité, mais aucun décés n'est détecté, est
utilisée pour classer les composeés testés en fonction de leur potentiel toxique (Sachana et

Hargreaves, 2018).

4.2. Parametres biochimiques

L’¢évaluation toxicologique de toute plante médicinale a pour objectif principal d’identifier les
effets nefastes pouvant étre associés a son utilisation et de déterminer les limites d'exposition
auxquels de tels effets se produisent, évitant ainsi les éventuels effets néfastes en cas
d'utilisation en tant que médicament (Subramanian et al., 2018). Le foie et les reins sont des
organes tres sensibles aux substances toxiques et peuvent constituer un indice important de
I'état physiologique et pathologique des animaux et des humains (Assi et al., 2016). Les
résultats ont démontré que les extraits (E.Br et E.EtA) de T. pallidus n'induisaient aucun
dommage au niveau du foie et des reins et avaient été confirmés plus tot par les parametres
biochimiques. Le profil biochimique des groupes traités et le groupe témoin montre que
aucune différence significative (p> 0,05) dans les parametres biochimiques entre les groupes
traités et le groupe témoin (Tableau 6). Les transaminases (AST et ALT) et la phosphatase

alcaline (ALP) sont des enzymes métaboliques importantes dans les cellules hépatiques, sont
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libérés dans le sang lorsque les cellules du foie sont endommagées. Pour cela, une
augmentation des taux sanguins de ces enzymes serve comme une indication d’une lésion
hépatique (Contreras et Hernandez, 2016; Olayode et al., 2019). Les reins sont tres sensibles
aux substances toxiques pour deux raisons; un volume important de sang y circule et sa
capacité a filtrer de grandes quantités de toxines qui peuvent se concentrer dans les tubules
rénaux. Encore une fois, I'élévation de l'urée et de la créatinine est également de bon
indicateur pour les troubles rénaux (Makris et Spanou, 2016). Un taux élevé de protéine totale
(I'albumine et la globuline) dans le sang indique une altération des fonctions hépatique et

rénale et des risques de contracter une infection (Bilancio et al., 2019).

Tableau 6: Parametres biochimiques chez des souris traitées avec I’E.Br et ’E.EtA de T.
pallidus. Les valeurs sont des moyennes+SEM, n=8. ns: p> 0,05, *: p< 0,05, **: p<0,01.7%: p
<0,05.

Groupes traités (2000 mg/kg)

Parameétres Groupe de control
E.Br E.EtA

Glucose (g/L) 1.62+0.05 1.66+0.03 ™ 1.45+0.05 ™
Urée (g/L) 0.41+0.02 0.43+0.03 ™ 0.44+0.05 ™
Creéatinine (mg/L) 4.74+0.31 4.87+0.43" 4.76+£0.29 "
Cholestérol (g/L) 1.03+0.05 0.87+0.01" 0.93+0.07"
Triglycérides (g/L) 0.92+0.08 1.02+0.04 " 1.03+0.20"™
ALT (U 39.14+4.07 38.75+5.66 ™ 38.00+3.51"™
AST (U/l) 202.28+4.50 167.00+15.79 213.00+26.85"™
ALP (U/L) 114.28+17.53 110.2+14.65™ 158.66+10.587

La médecine thérapeutique naturelle est devenue universellement populaire dans les soins de
santé primaires, en particulier dans les pays en developpement. L'utilisation appropriée de
plantes médicinales dans la supplémentation alimentaire est tres importante pour le maintien
de la santé (Subramanian et al., 2018). De nombreuses études ont rapporté les effets néfastes
d'une utilisation inappropriée de plantes médicinales. Par consequent, I'évaluation des effets

toxicologiques de tout extrait de plante médicinale destiné a étre utilisé chez I'animal ou chez
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I'nomme est un élément crucial de son évaluation des effets toxiques potentiels (Bourhia et

al., 2019).

5. Etude in vivo de ’activité antioxydante des extraits

5.1. Capacité antioxydante totale du sang

L'effet du traitement des souris par I’E.Br et I’E.EtA (500 mg/kg) pendent trois semaines sur
I'hnémolyse des globules rouges a été évalué. D’aprés les résultats, le traitement n’a pas
augmenté (p> 0,05) les valeurs d’HTso par rapport au groupe témoin. Le HTso obtenu n'a
révélé aucune extension significative dans tous les groupes traités. L'administration orale de
E.Br, E.EtA ou Vit.C n'a pas augmenté le temps hémolytiqgue (HTso= 122,4+4,12;
109,55+3,16 et 118,32+5,7 min, respectivement) par rapport au groupe témoin (HTso=

111,95+3,4 min) (Fig. 26). Ces résultats sont en accord avec ceux rapportés par Baghiani et

al., (2013).
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Fig. 26: Activité anti hémolytique de différents groupe traits et groupe témoin (Les valeurs
sont les moyennes=SEM, n=8. Les comparaisons sont faites par rapport au groupe témoin,
ns: p> 0,05, *: p< 0,05, **: p< 0,01, * **: p<0,001).

Plusieurs études ont rapportées que les flavonols et leurs glycosides sont des antioxydants
efficaces protégeant les globules rouges humains et que l'activité antioxydante de ces
flavonoides dépend de maniére significative de la structure des molécules (Afsar et al., 2016;
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Panche et al., 2016). L'effet protecteur des flavonoides de I'némolyse oxydative induite par les
radicaux libres peut étre lié a leur effet sur la liaison de la peroxydation des lipides et de
I'oxydation des protéines a la membrane BRC et leur capacité a pénétrer les bicouches
lipidiques (Castro et al., 2018). En effet, plusieurs chercheurs ont signalé que les flavonoides
sont des antioxydants tres puissants qui peuvent protéger les cellules des globules rouges et
inhibent trés efficacement I’hémolyse oxydative induite par les radicaux libres. Il a également
été montré aussi que l'effet protecteur des flavonoides peut étre lié a leur fixation a la
membrane plasmique et leur capacité de pénétrer dans la bicouche lipidique. Ils inhibent donc
de maniére significative la peroxydation des lipides et favorisent leur intégrité contre la lyse

(Feyisayo et al., 2015; Tantary et al., 2017).

5.2. Activite de la catalase tissulaire

L'antioxydant enzymatique CAT catalyse la réduction des peroxydes d'hydrogéne et protege
les tissus contre les radicaux hydroxyles réactifs (Ighodaro et Akinloye, 2018). Les résultats
obtenus ont révélé que l'extrait brut et PE.EtA (500 mg/kg) a des souris induisait une
augmentation significative (P<0,001) de I'activité CAT du foie et des reins chez les souris
males (Fig. 27), par contre aucune différence significative n'a été observée dans les activités
de CAT dans le cerveau. Les effets protecteurs des flavonoides dans les systemes biologiques
sont attribués a leur capacité a piéger les radicaux libres, a réduire la puissance, a chélater les
métaux et a activer les enzymes antioxydantes (Hu et al., 2019). Plusieurs études montrent que
I’administration des extraits riche en polyphénols augmente significativement l'activité des
enzymes antioxydantes, notamment la SOD, la catalase et la glutathion peroxydase (Mossa et

al., 2015 ; Li et al., 2017; Quan et al., 2018).

86



Expérimentale Résultats et discussion

)

S 30 1 Contol
e ns

= = . . Vit C
E" ns ns — E.Br
£ 20 T . ns mm E.EtA
"_E na ns E&

=]

E

=

= 10

S

]

-

2

£ 0

= Foie Rein Cerveau

—

Fig. 27: Activité de la catalase tissulaire dans les différents groupes (les valeurs sont les
moyennestSEM, n = 8. Les comparaisons sont faites par rapport au groupe témoin, ns: p>
0,05, *: p< 0.05, **: p< 0.01, ***: p< 0.001).

5.3. Dosage de la glutathion tissulaire

Le glutathion (GSH) est un antioxydant cellulaire important, non enzymatique. Il joue un role
majeur dans la protection des cellules contre le stress oxydatif. 1l constitue une premiére ligne
de défense significative contre les ROS et le stress oxydatif et joue un réle important dans le
maintien de ’intégrité des cellules (Ighodaro et Akinloye, 2018; Benhar, 2018). La quantité
de GSH présente dans le tissu a été exprimé en nmol/g de tissu. Les résultats ont montré que
I'administration orale de E.Br et E.EtA (500 mg/kg) a augmenté significativement (P< 0,01)
les niveaux de glutathion par rapport aux animaux témoins avec des pourcentages différents
(54.40%, 78.19% et 115.53% dans le foie, rein et cerveau respectivement) pour I’E.Br et
(41,30%, 63,40% et 102,27% dans le foie, les reins et le cerveau respectivement) pour
I’E.EtA (Fig. 28). Le GSH réduit est un antioxydant biologique non enzymatique
principalement présent dans le foie. Il protege les protéines cellulaires contre les especes
réactives de I'oxygene. De plus, le GSH contribue au maintien de l'activité antioxydante
d'autres enzymes antioxydantes, telles que la glutathion peroxydase, ainsi que la vit. C et la
vit. E. A cet égard, une concentration accrue de GSH implique une augmentation de la

capacité antioxydante et une réduction de la peroxydation des lipides membranaires (Gaucher
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et al., 2018). Par conséquent, une telle augmentation significative du niveau de GSH était
probablement due a une amélioration du statut de GSH qui pourrait étre provoquée par les
constituants des extraits (polyphénols totaux et les flavonoides). Ces phytochimiques aurait pu
augmenter la biosynthése des antioxydants cellulaires, en particulier le GSH (Lee et al., 2017;

Goodla et al., 2019).

254 1 Caontol
m”S mm Vit.C
= 20 1 . - ns ms — EBr
W EET
= 15 = =n B EEtA
f=] T s i
“—E‘ X
2 10
=
7]
(] 5
0
Foie Rein Cerveau

Fig. 28: Teneur en glutathion réduit (GSH) dans différent groupes (Les valeurs sont
moyennes+SEM, n=8. Les comparaisons sont faites par rapport au groupe témoin, ns: p>
0,05, *: p< 0,05, **: p< 0,01, ***: p<0,001).

5.4. Estimation de la peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique est une altération oxydative d'acides gras polyinsaturés dans les
membranes cellulaires qui génere un certain nombre de produits de dégradation, entrainant un
stress oxydatif (Zielinski et Pratt, 2017). Par conséquent, la mesure de la peroxydation des
lipides est un indicateur important dans 1’évaluation du potentiel antioxydant. Le MDA, qui
est un produit final de la peroxydation des lipides, est également 1’un des biomarqueurs les
plus fréquemment utilisés pour évaluer I’activité antioxydante in vivo (Okaiyeto et al., 2018;

Katerji et al., 2019).

Les résultats obtenus indiquent clairement une diminution significative du taux de MDA et de
I'inhibition de la peroxydation des lipides dans les homogénats de foie, de reins et de cerveau
des animaux traités (Fig. 29). Tandis que, I'administration orale de E.Br (500 mg/kg) a
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diminuée significativement (P< 0.01) le taux de peroxydation lipidique par rapport aux
animaux témoins avec des pourcentages différents (26.09%, 21.04% et 50.62% dans le foie,
reins et cerveau respectivement). Dplus, l'administration orale de E.EtA (500 mg/kg) a
diminuée significativement (P< 0.05) le taux de peroxydation lipidique par rapport aux
animaux témoins avec des pourcentages différents (12.40%, 18.04% et 23.62% dans le foie,
reins et cerveau respectivement). Plusieurs études ont évalué les relations entre l'activité
antioxydante des produits végétaux et leur teneur en composés phénoliques (Lin et al.,2016;
Okaiyeto et al., 2018). De plus, Ajaghaku et ces collaborateurs (2017) montrent que
I’administration de I’extrait d’éthyle acétate de Alchornea floribunda a dose 400 mg/kg

diminue significativement le taux de péroxydation lipidique.
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Fig. 29: Profil de la peroxydation lipidique dans les différents groupes (Les valeurs sont les
moyennes + SEM, n = 8. Les comparaisons sont faites par rapport au groupe témoin, ns: p>
0,05, *: p< 0,05, **: p< 0,01, ***: p< 0,001).
5.5. Pouvoir réducteur plasmatique
Le pouvoir réducteur du plasma a été évalué selon Maazoun et al., (2018). C'est un test
colorimétrique qui mesure la capacité du plasma a réduire le Fe*® intense. Les résultats
indiquent que le traitement des souris par la Vit.C, ’E.Br et I’E.EtA (500 mg/kg) augmente la
réduction potentielle du plasma chez ces animaux par rapport au groupe témoin. Ainsi, le

systeme de défense antioxydant semble étre amélioré dans le plasma. Les résultats ont montré
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que l'administration orale de E.Br et E.EtA (500 mg/kg) ameliore significativement (P< 0,01)
le pouvoir réducteur du plasma par rapport aux animaux témoins avec des pourcentages
différents 51.15%, et 32.12%, pour I’E.Br et I’E.EtA respectivement (Fig. 30). De
nombreuses études ont utilisé un test de puissance réductrice ferrique afin d'évaluer la
capacité antioxydante du plasma chez les animaux traités (Pohanka, 2017). Baghiani et al.
(2013) ont rapporté que l'administration orale d'extraits d'Anchusa azurea et de Sedum
sediforme (25-200 mg/kg) pendant deux a trois semaines a conduit a une augmentation
significative du pouvoir réducteur du fer. Il a été rapporté que I’administration orale des
extrait de plantes riche induite une augmentation dans le pouvoir réducteur ferrique du plasma
des animaux traites (Chen et al., 2015; Kumari et al., 2016). Les polyphénols possédaient le
pouvoir réducteur le plus élevé, la présence de composes phénoliques et de flavonoides dans

les extraits aurait contribué a I’augmentation du pouvoir réducteur plasmatique.
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Fig. 30: Pouvoir réducteur du plasma chez les souris traitées par des extraits de T. pallidus.
(Les valeurs sont des moyennes £ SEM n = 8, les comparaisons sont faites par rapport au
groupe témoin, ns: p> 0,05, *: p < 0,05, ***: p <0,001).

5.6. Capacité antioxydante plasmatique vis-a-vis le radical DPPH

Le test de piégeage des radicaux libres DPPH est la méthode la plus utilisée pour évaluer

I'activité antioxydante de la substance (Chedea et Pop, 2019). Les activités antioxydantes de
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I’E.Br et I’E.EtA ont été déterminées in vivo, grace a la capacité du plasma de souris traitées
par ces extraits a piéger le radical DPPH. Les résultats ont montré que le traitement de souris
avec I’E.EtA et la vit. C pendant trois semaines conduites a une augmentation significative
(p<0,05) du potentiel de piégeage du DPPH plasmatique (15.21+0.8% et 14.37+1,1%,
respectivement) par rapport au groupe témoin (11.56+1.2%) (Fig. 31). Cependant, le
traitement des souris avec I’E.Br n’a montré aucune augmentation significative (p>0,05) du
potentiel de piégeage du DPPH plasmatique (13.47+0.9%). Il semble que l'augmentation de
I'antioxydant plasmatique soit probablement attribuée a des niveaux élevés d'antioxydants
exogenes tels que l'acide ascorbique, les composés phénoliques, les caroténoides et les
flavonoides. Cependant, de nombreuses études ont été rapportées sur la relation entre les

polyphénols et les classes de flavonoides et leur biodisponibilité dans le plasma (Chen et al.,

2015).
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Fig. 31: Potentiel antioxydant du plasma, chez des souris traitées par les extraits de T.
pallidus, par test le test DPPH. (Les valeurs sont des moyennestSEM, n=8. Les
comparaisons sont faites par rapport au groupe témoin ns: p> 0,05, *: p < 0,05, ***: p <
0,001).

Les résultats obtenus montrent que le traitement des souris par les extraits de T. pallidus

améliore significativement la capacité antioxydante plasmatique totale. Cependant, le

comportement de ces extraits contre 1’attaque radicalaire est toujours difficile a expliquer car
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le sang est une matrice complexe dans laquelle les substances pharmacologiques évaluées
pourraient étre impliquées dans de nombreuses réactions dans le cytoplasme cellulaire, la
membrane cellulaire et/ou au niveau extracellulaire (plasma) (Olivero-David et al., 2018;
Agusti et al., 2017). Un autre facteur est la courte demi-vie des polyphénols dans le plasma,
qui est généralement de I'ordre de quelques heures. En plus d'une mauvaise absorption, les
polyphénols et en particulier les flavonoides sont largement métabolisés dans le foie et
I'intestin lorsqu'ils sont ingérés (Cveji¢ et al., 2017). En outre, il a été déemontré que le degré
de glycosylation et le type de sucre affectent la biodisponibilité des flavonoides par rapport a
leur homologue aglycone (Minatel et al., 2016; Williamson et al., 2018). Cependant, la
biodisponibilité des flavonoides en raison de la tres large gamme et de la variabilité en termes
de structure au sein de chaque groupe, il est difficile de généraliser I'absorbabilité des
flavonoides uniquement en fonction du groupe auquel ils appartiennent. Les valeurs vont de
0,3% a 43% l'apport, qui démontre la grande variabilité de la biodisponibilité des différents

polyphénols (Chen et al., 2015).

6. Activité hépatoprotectrice

Les maladies du foie telles que [I'hépatite, la fibrose, la cirrhose et le carcinome
hépatocellulaire constituent I'un des principaux problémes de santé dans le monde. De
nombreuses affections telles qu'une nutrition inadéquate, une infection virale, I'abus d'éthanol
et de médicaments, I'exposition aux xénobiotiques et les maladies métaboliques ont été
impliquées dans le développement et la progression des maladies du foie (Homma et Fujii,
2019; Ramachandran et Jaeschke, 2019). Plusieurs facteurs, notamment la peroxydation des
lipides, la production d'espéces réactives de I'oxygéne (ROS), les facteurs du complément et
les médiateurs pro-inflammatoires, tels que les cytokines et les chimiokines, sont impliqués
dans les maladies hépatiques. L’hepatotoxcite induite par CCls est largement connu et a éete

largement utilisé dans les modéles expérimentale pour comprendre les mécanismes cellulaires
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derriere ’endommagement oxydatif et évaluer le potentiel thérapeutique des médicaments et
antioxydants alimentaires (Dutta et al., 2018; McGill et Jaeschke, 2019). L'activité
hépatoprotectrice de I’extrait brut (E.Br) contre 1’hépatotoxicité expérimentale induite par

CCls a été évaluée selon la méthode de Al-Seeni et al. (2016).

6.1. Détermination des parametres biochimiques/serique

La présente étude montre que ALT, AST, ALP et le taux de BT sont plus élevés dans le
groupe CCls (Il) que dans le groupe témoin (I) (p<0,001) (Fig. 32). Les résultats obtenus
montrent que, le traitement des souris par extrait de T. pallidus (500 mg/kg) protege
significativement (p< 0.01) le foie contre I’hépatotoxicité induite par le CCly, et il a entrainé
une diminution significativement (p< 0.01) dans l'activité enzymatique de AST, ALT et PAL
(Fig. 32). Par contre le traitement des souris par extrait de T. pallidus (100 et 250 mg/kg) ne

protege pas significativement (p< 0.05) le foie contre I’hépatotoxicité induite par le CCla,
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Fig. 32 : Les paramétres biochimiques de souris traitées par 1’extrait méthanolique et vit. C
dans I’hépatotoxcité induite par CCls. ALT: alanine aminotransférase; AST: aspartate
aminotransférase; ALP: phosphatase alcaline; TB: bilirubine totale. (Les valeurs sont les
moyennestSEM, n=8. Les comparaisons sont faites par rapport au groupe CCls, ns: p> 0,05, *:
p< 0,05, **: p< 0,01, ***: p< 0,001).
6.2. Activité de la catalase tissulaire
Le SOD et le CAT ont des fonctions importantes dans les mécanismes de défense contre les
effets nocifs des espéces réactives de 1'oxygene et radicaux libres. L’estimation de l'activité de
CAT permet de déterminer I'état de stress des systemes biologiques (Ighodaro et Akinloye,

2018). Les résultats montrent une diminution de 1’activité du CAT dans le foie des souris

traitées par CCls. Cependant les souris traitées par 1’extrait méthanolique a des doses de 250
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et 500 mg/kg exhibent une augmentation significative (P<0,01) de l'activité CAT (220%) par

rapport au témoin (Fig. 33).
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Fig. 33 : Activité de la catalase hépatique des souris traitées par 1’extrait methanolique et vit.
C dans I’hépatotoxcité induite par CCls. (Les valeurs sont les moyennestSEM, n = 8. Les
comparaisons sont faites par rapport au groupe CCls, ns: p> 0,05, *: p< 0,05, **: p< 0,01,
**%:p<0,001).

6.3. Dosage du glutathion tissulaire

Le glutathion (GSH) est un antioxydant cellulaire important, il joue un rdle majeur dans la
protection des cellules contre le stress oxydatif (Gaucher et al., 2018; Ighodaro et Akinloye,
2018). La réduction de la concentration intracellulaire de GSH dans le foie des souris traitées
par CCls indique des dommages dans cellules hépatiques. Les résultats ont révélé que,
l'administration de I’extrait brut de T. pallidus a dose de 500 mg/kg induisait une
augmentation significative (p<0.05) dans la teneur en GSH. Cependant, I'administration de
I’extrait brut de T. pallidus & dose de 100 et 250 mg/kg ne présente aucun effet sur la teneur

en GSH dans le foie des souris traitées par CCls (Fig. 34).
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Fig. 34: Teneur en glutathion réduit (GSH) hépatique des souris traitées par 1’extrait
methanolique et vit. C dans I’hépatotoxcité enduite par CCls. (Les valeurs sont les
moyennestSEM, n = 8. Les comparaisons sont faites par rapport au groupe CCla, ns: p> 0,05,
*: p< 0,05, ¥*: p< 0,01, ***: p< 0,001).

6.4. Estimation de la peroxydation lipidique

Le MDA un des produits terminaux formés lors de la péroxydation des acides gras
polyinsaturés meéditée par les radicaux libres, il est également 1’un des biomarqueurs les plus
fréquemment utilisés pour évaluer I’activité antioxydante in vivo (Khoubnasabjafariet al.,
2016; Reddy et al., 2017; Ito et al., 2019). Selon les résultats obtenus, I'administration de
I’extrait brut de T. pallidus a dose de 100, 250 et 500 mg/kg indiquent clairement une
diminution significative (p< 0,001) du taux de MDA dans le foie des souris traitées par CCls
(Fig. 35). La diminution du taux de MDA signifie I'inhibition de la peroxydation des lipides
dans de foie des animaux traités par des extraits de plantes (Chiu et al., 2018; Zhang Y et al.,

2018; Araya et al., 2019).
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Fig. 35: Profile de la peroxydation lipidique hépatique des souris traitées par 1’extrait
methanolique et vit. C dans I’hépatotoxcité induite par CCls. (Les valeurs sont les
moyennestSEM, n = 8. Les comparaisons sont faites par rapport au groupe CCls, ns: p> 0,05,
*:p< 0,05, **: p< 0,01, ***: p< 0,001).

Le modéle d'hépatotoxicité induite par CCl4 est largement utilisé dans I'évaluation des effets
antioxydants des médicaments et des extraits des plantes (Muriel et al., 2017; McGill et
Jaeschke, 2019). Le métabolisme de CCls commence par la formation des radicaux libres
trichlorométhyl et proxy chlorométhyl via l'activité du systeme oxygénase du cytochrome
P450 dans le réticulum endoplasmique. Le radical trichlorométhyle réagit avec diverses
substances biologiques importantes telles que les acides gras, les protéines, les lipides, les
acides nucléiques et les acides aminés (Takahashi et Fukusato, 2017). En outre il était évident
que plusieurs phytoconstituants ont la capacité d'induire des enzymes microsomales soit en
accélérant I'excrétion de CCls ou par inhibition de la peroxydation lipidique induite par CCla.
Les phytoconstituants comme les flavonoides et les triterpénoides sont connus par leur
activité hépatoprotectrice (Jiménez-Arellanes et al., 2016; Saha et al., 2019). L’activité
Antioxydante est une voie importante pour les effets hépatoprotecteurs (Abdu et Al-Bogami,
2017). En conséquence, des antioxydants ont été proposés comme traitement d'appoint pour

diverses maladies du foie (Lozano et al., 2019; Singal et Shah, 2019). Certains produits
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naturels ayant une activité antioxydante ont été prouvés avoir de bons effets hépatoprotecteurs
(Hellerbrand et al., 2017). Les dommages aux cellules hépatiques se traduisent par une
augmentation des taux d'enzymes hépatospécifiques cytoplasmiques qui sont libérés a la suite
d’une lésion cellulaire. Dans la toxicité induite par le tetrachloride de carbon, ce dernier est
métabolisé par le systeme de cytochrome P450 monooxygénase pour produire le radical
trichlorométhyl, qui réagit ensuite avec 1’oxygeéne pour former le radical trichlorométhyl-
peroxyle (Scholten et al., 2015). Ces radicaux attaquent en outre les macromolécules
cellulaires, telles que les protéines et les lipides, conduisant ainsi a la peroxydation lipidique
et la nécrose cellulaire dans certaines parties du foie. L’ALT, I’AST et I’ALP sont libérés
dans le sang lorsque les cellules du foie sont endommagées. Le taux de BT dans le sérum
sanguin peut refléter I'éten due de la Iésion hépatique (Te, 2019). De méme, Zamzami et al.
(2019) ont rapporté que CCly induit des augmentations significatives des niveaux d'enzymes
cytoplasmiques (ALT et AST), ce qui suggere I'étendue des dommages au foie. Dans cette
étude, le traitement des souris avec I'extrait brut de T. pallidus (500 mg/kg) protege le tissu
hépatique contre les endommages induit par le CCls, cette protection manifeste dans la
diminution d’activités de ALT, AST et ALP par apport le groupe de CCls. La réduction de la
concentration intracellulaire de GSH dans le foie des souris traité par CCls indiquent des
dommages aux cellules hépatiques. La peroxydation lipidique est étroitement liée aux
maladies humaines incluant une lésion hépatique (Ramachandran et Jaeschke, 2018; Ito et al.,
2019). Les résultats obtenus montrent que 1’extrait methanolique de T. pallidus a dose de 500
mg/kg entrainé une diminution significative de MDA et une augmentation dans 1’activité de
CAT et le taux de GHS, ceux-ci suggerent que 1’extrait methanolique peut avoir une activité

antioxydante in vivo et hépatoprotectrice contre 1’hépatotoxcité induite par CCla.

L'acide rosmarinique (AR) est un composé phénolique naturel (Alagawany et al., 2017),
principalement présent dans la famille des Lamiacées, composé de plusieurs plantes

médicinales, herbes et épices (Berdowska et al., 2013; Vallverda-Queralt et al., 2014; Yoo et
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al., 2019), et principalement présent dans les espéeces de Thymus (Pereira et al., 2013, 2016;
Rtibi et al., 2019). Il a été démontré que 1’'acide rosmarinique posséde de nombreuses
activités biologiques, notamment les propriétés antioxydantes comme inhibiteur de ROS et
inhibiteur de la peroxydation lipidique (Hahn et al., 2017), antidiabétique (Jayanthy et
Subramanian, 2014; Ngo et Chua, 2018), anti-inflammatoire (Cao et al., 2016; Gautam et al.,
2019), effet antibactérien (Bittner et al., 2019), neuroprotecteur (Khamse et al., 2015)

ethepatoprotecteur (Hasanein et Sharifi, 2017).

Notre étude a confirmé pour la premiere fois la présence des composés supplémentaires pour
les espéces de Thymus, y compris I'acide hydroxy-dihydrolithospermique, I'acide yunnaneique
E, l'acide salivianolique A, E/B, I'acide sargerinique et I'acide malonyl. L'acide salvianolique,
un dimere d'acide rosmarinique isolé de Salvia officinalis, ainsi que les acides salvianoliques
A et B ont une forte activité de balayage des radicaux libres (Damasius et al., 2014; Ma et al.,
2019). L’acide salvianolique A agit comme protecteur cardiovasculaire in vivo dans le modele
de blessure a la reperfusion d'ischémie d'un cceur de rat isolé (Ren et al., 2019). L'acide
salvianolique B est un constituant pertinent de S. miltiorrhiza et a présenté des activités de
piégeage plus élevées que la vitamine C contre HOe, O2¢", les radicaux DPPH et les radicaux
ABTS (Sun et al., 2009). L'alimentation par les extraits de Salvia miltiorrhiza présentent
plusieurs activités biologiques tels que I’activité antibactérienne et anticancéreuse (Kiigiik et
al., 2019). En plus, Huang et al. (2015) montrent que I’administration d’acide salvianolique B
isolé a partir S. miltiorrhiza a un effet protectif pour les souris contre le diabéte type 2 induit
par le streptozotocin. Les glycosides luteoline, apigenine et eriodictyol sont des flavonoides
présents dans des especes de Thymus et qui ont nombreuses activités antioxydantes,
notamment le balayage des radicaux libers, 1’inhibition des enzyme génerent les ROS et
I’inhibition de la peroxydation lipidique (Roby et al., 2013; Msaada et al., 2016). L'effet des
extraits de T. pallidus sur les enzymes liées au syndrome métabolique peut étre lié a la teneur

en acide rosmarinique et leurs dérivés.
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Conclusion

La phytothérapie représente l'un des domaines les plus importants de la médecine
traditionnelle partout dans le monde. Il existe une tendance croissante a corréler les
constituants phytochimiques des plantes avec ses activités pharmacologiques. De plus, les
plantes médicinales et aromatiques sont considérées comme une source importante de
nouveaux médicaments a cause de leur constituions précieux en molécules bioactives. De ce
fait, cette étude a été menée sur T. pallidus Coss., plante médicinale de la pharmacopée
Algérienne, qui n'a pas été étudiée auparavant, tant en termes de toxicité, que d'activités

biologiques ou d’analyse phytochimique.

L'extraction des polyphénols des parties aériennes de la plante T. pallidus Coss. débute par un
mélange hydro-alcoolique suivi par un fractionnement en utilisant de solvants de polarité
croissante afin de séparer les composés phénoliques en diverses phases. Les résultats de
I'analyse phytochimique des extraits de la plante étudiée ont montréque I’E.EtA est le plus
riche en polyphénols totaux et flavonoides. De plus, 1’analyse par HPLC-DAD-MS/MS a
permis d’établir le profil chimique d’E.Br, E.EtA et E.Aq, dont 49 composés ont été identifiés
dans les extraits par des méthodes spectrométriques. Les composés principaux étaient les
acides hydroxybenzoiques, I'acide hydroxycinnamique, des oligoméres d'acide

hydroxycinnamique, des flavonoides et un dérivé de I'acide jasmonique.

En raison de la diversité des antioxydants et de la complexité du processus d'oxydation, les
capacités antioxydantes des extraits de T. pallidus a été evaluée par plusieurs techniques in
vitro ce qui permet de mieux comprendre leur potentiel antioxydant. Les resultats obtenus ont
montré que I’E.EtA posséde les activités antioxydantes les plus importantes, dont cet extrait a
montré un effet de piégeage plus élevé contre le DPPH, ABTS et H2O», une forte activité
chélatrice et un pouvoir réducteur puisant. De plus, E.EtA présentait une puisant activité

inhibitrice sur XO, ainsi qu'un effet protecteur plus important contre I'némolyse des
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érythrocytesinduite par I'AAPH. 1l est connu que les activités antioxydantes augmentent
proportionnellement a la teneur en composes phénoliques. Ainsi, nos résultats ont montré
qu’il y a une trés bonne corrélation entre les activités antioxydantes des extraits et leurs
teneurs en polyphénols et flavonoides. Cette relation était bien illustrée dans D’activité
chelatrice, le pouvoir réducteur, le piegeage de H2Ozet I’activité ant-ihémolytique, Cependant,
une correlation modérée a été enregistrée pour l'oxydation du B-caroténe et le piégeage du
DPPH).

En ce qui concerne I'évaluation de la toxicité, cette étude fournit des données précieuses sur
les profils de toxicité orale sub-aigué des extraits T. pallidus, qui devraient étre tres utiles
pour toute étude in vivo et clinique en future. Les résultats ont démontré que I’E.Br et I’E.EtA
ne sont pas toxique, avec une DLso orale supérieure a 2000 mg/kg de poids corporel chez les

souris.

Pour confirmer le potentiel antioxydant de I’E.Br et I’E.EtA, des propriétés antioxydantes in
vivo ont été étudiées. Une approche a été réalisée en administrant a des souris males une dose
de 500 mg/kg/jour pendant 21 jours. L'analyse des parameétres du potentiel antioxydant a
révélé que cette administration augmentait considérablement le pouvoir réducteur
plasmatique, le taux de GSH et diminuait le taux de MDA dans le foie et le cerveau. De plus
cette administration a augmenté significativement l'activité de CAT dans les reins. Par
ailleursl’¢tude de I’effet hépatoprotecteur d’une supplémentation quotidienne de’E.Br a des
doses de 100, 250 et 500 mg/kg/jour chez les souris contre CCls a montré que la dose 500
mg/kg a diminuésignificativement I'ALT, AST, ALP et MDA et a augmenté de CAT et le
taux de GSH. Ceux-ci suggerent que I’E.Br peut avoir une activité antioxydante in vivo et

hépatoprotectrice contre 1’hépatotoxcité induite par CCla.

La présente étude est le premier rapport sur le profil phytochimique, de toxicité, I’activité

antioxydante (invitro et in vivo) et I’activité hépatoprotectrice de T. pallidus. Les résultats de
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cette étude indiquent clairement les bénéfices potentiels de la plante pour la santé dans les
préparations alimentaires et pharmaceutiques. Par conséquent, davantage de recherches et
d’études sont nécessaires car il existe un grand réservoir inexploité qui attend d’étre étudié.
Les recherches futures devraient inclure des recherches supplémentaires visant a ;

v Identifier, isoler et caractériser davantage de constituants actifs responsables de la
forte activité antioxydante observée afin de déterminer le mécanisme exact de
I'activité antioxydante.

v Evaluation de I’effet antioxydant in vitro des extraits en utilisant d’autres techniques

v' Evaluation d’autres activités pharmacologiques comme 1’activité antidiabétique et
I’activité anti-inflammatoire

v' Des études similaires in vivo seraient intéressantes

v' Isolement, caractérisation et 1’étude des activités biologiques des composés actifs

d’extraits.
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Abstract: Background: The Algerian medicinal plant Thymus pallidus Coss. is traditionally known
to be used as an anti-infective, expectorant, healer of wounds and against inflammatory and gastro-
intestinal diseases.

Objective: The aim of the present study is to investigate the antioxidants and the antibacterial activi-
ties of the aerial part extracts of this plant.

Methods: Polyphenols extraction was performed with methanol 85%, followed by preliminary frac-
tionation based on the polarity of the solvent. The extraction and fractionation process gave the crude
extract (CrE), chloroform extract (ChE), ethyl acetate extract (EtAE) and aqueous extract (AqE). The
antioxidant activity of extracts was evaluated using in vitro assays. While the antimicrobial activity
was determined using disk diffusion method.

ARTICLE HISTORY Results: Quantitative analysis of polyphenol and flavonoids showed that EtAE contains the highest

Received: May 27, 2018 amount (P<0.001) with 495.12+1.91 pg GAE/mg of extract and 97.25+2.84 ng QE/mg of extract, for
ii‘:;ﬁ‘idl\]ﬁx‘;ﬁiﬁ 3‘6’2258 both polyphenols and flavonoids respectively. The results of the antioxidant activity of extracts
por showed that the EtAE exhibited the highest inhibition activity on XO (IC50 =51.6+0.2 pg/ml) com-
10.2174/1573401315666181206130753 pared to other extracts (P < 0.001). Moreover, the EtAE was the most effective fraction in free radi-

cal scavenging assay against ABTS radical and hydrogen peroxide (EC50= 3.21+0.03 pg/ml and
EC50 =12.1240.05 pg/ml, respectively) compared to other extracts (P<0.01). Using B-carotene/ lino-
leic acid bleaching assay, the AqE and ChE recorded a considerable inhibition effect on linoleic acid
oxidation with a ratio of 81.81% and 80.86%, respectively. In the antimicrobial activity evaluation,
the extracts exhibited moderate antibacterial activity against bacterial strain, with inhibition zone
ranging from 07 to 14 mm. In addition, the EtAE showed a good action spectrum against six bacteri-
al strains. In conclusion, the EtAE of Thymus pallidus showed good antioxidant activity and antibac-
terial effect.

Conclusion: The obtained results revealed the presence of a strong correlation between the antioxi-
dant and antibacterial activities of the extract and its total phenolic content. Furthermore, they report-
ed that the EtAE has a considerable antioxidant capacity. This can be considered as an alternative natu-
ral source of antioxidants used generally as additives in food and pharmaceutical preparation.

Keywords: Antibacterial, antioxidants, flavonoids, polyphenols, T. pallidus, xanthine oxidase (XO).

1. INTRODUCTION Natural products contribute largely to the development of
drug industry and constitute an affordable and available sys-
tem of health care for people in the developing countries [1].
Oxidative stress produces free radicals and reactive oxygen
species (ROS), which are formed under normal physiological
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Thymus pallidus has been used for generations by the Al-
gerian population as medicines to treat several diseases.
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diseases, such as cancer, cardiovascular disease and neuro-

degenerative disorders [2,3]. Xanthine oxidoreductase
(XOR) has a crucial role in the purine degradation pathway,
as it oxidizes hypo-xanthine to xanthine, leading to the pro-
duction of uric acid. Xanthine oxidase (XO) is a form of xan-
thine oxidoreductase, an enzyme that generates ROS such as
superoxide radicals (O,”) and hydrogen peroxide (H,O,) in
vascular disease. XO transfers electrons to molecular oxygen
readily and appears to be responsible for the majority of
ROS production, whereas XDH prefers NAD' as an electron
acceptor [4]. The antioxidants are capable of inhibiting the
oxidation of biomolecules by removing free radical interme-
diates and inhibiting other oxidation reactions [5]. In recent
years, multiple drug resistance by- human pathogenic micro-
organisms has been developed due to indiscriminate use of
commercial antimicrobial drugs commonly used in the
treatment of infectious diseases. This situation forced scien-
tists to search for new antimicrobial substances from various
sources, like medicinal plants, which are a good source of
novel antimicrobial chemotherapeutic agents [6]. The use of
plant extracts and phytochemicals, with known antimicrobial
properties, can be of great significance in therapeutic treat-
ments [7]. Phenolic compounds or polyphenols are one of
the principal classes of secondary metabolites of plant and
their products. These compounds have aroused great interest
due to their numerous beneficial effects toward human
health. Polyphenols are subdivided into simple phenols, fla-
vonoids and tannins. Polyphenols have several biological
and pharmacological effects such as anti-inflammatory, anti-
spasmodic, antiallergic, antidiabetic, antimicrobial and anti-
viral remedies [8,9]. The purpose of the present study is to
investigate the antioxidants activity using in vifro assays
such as xanthine oxidase (XO) inhibition, ABTS scavenging,
Hydrogen peroxide scavenging and B-carotene-linoleic acid
assay, as well as the antibacterial effect of Thymus pallidus
aerial part extracts.

2. MATERIALS AND METHOD
2.1. Chemicals and Reagents

The chemical reagents used were Aluminum chloride
(AICly), Ascorbic acid, Gallic acid, Quercetin, Sodium car-
bonate (NaCOs), 2.2-azino-bis(3-ethyl-benzothiazoline-6-
sulphonate (ABTS), B-carotene, Linoleic acid, Xanthine oxi-
dase, Xanthine, Allopurinol, Hydrogen peroxide, Potassium
persulfate (K,S,05), Tween 40, 2,6-Di-t-butyl-4-methyl-
phenol (BHT), Ampicillin and Folin-Ciocalteau reagent.
These products were purchased from Sigma-Aldrich and
Fluka (Germany).

2.2. Plant Material and Extraction

Thymus pallidus (locally named “El-Khiata”) was col-
lected in April, 2012 from Khelil, Bordj Bou Arreridj, Alge-
ria. The plant was identified by Pr. Oudjhih Bachir, Depart-
ment of Agronomy, University of EIl-Hadj Lakhdar,
Batna, Algeria. The whole plant was dried in shallow at
room temperature for two weeks. The air-dried aerial parts
were powdered using an electrical grinder. The
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powdered material (100 g) was macerated for 5 days with 1
L of methanol:water 85:15 (v/v). The extract was then fil-
tered and the solvent was removed to dryness under reduced
pressure to afford the crude extract (CrE). The CrE was re-
suspended in water and partitioned with solvents of increas-
ing polarity. The CrE was successively extracted with chlo-
roform and ethyl acetate to afford after concentration under
reduced pressure using a rotary evaporator, the correspond-
ing chloroform extract (ChE), ethyl acetate extract (EtAE)
and the aqueous fraction (AqE). All extracts were stored in
the dark at 4°C until use [10].

2.3. Total Phenolics and Flavonoids Content Determina-
tion

The total phenolic content (TPC) of T. pallidus extracts
was measured using the Folin-Ciocalteau reagent described
by Adjadj et al. [11], using gallic acid as standard. The
amount of total phenol in extracts was expressed as pug of
gallic acid equivalent (GAE)/mg extract. Total flavonoid
content (TFC) was quantified by the aluminum chloride
(AICl;) reagent method described by Zerargui et al. [12].
Briefly, 1 ml of extract, dissolved in the corresponding sol-
vent was added to 1 ml of AICI; (2%). The absorbance was
measured at 430 nm, after incubation for 10 min at room
temperature. The flavonoids content was expressed as pug
quercetin equivalents (QE)/mg extract.

2.4. Measurement of Xanthine Oxidase Inhibition
Activity

The effect of T. pallidus extracts on xanthine oxidase
(XO) was examined spectrophotometrically at 295 nm fol-
lowing the production of uric acid [13]. Assays were per-
formed at room temperature, in the presence of final concen-
tration of 100 uM of xanthine, in air saturated sodium phos-
phate buffer (50 mM, pH7.4) with various concentrations of
T. pallidus extracts dissolved in phosphate buffer. The reac-
tion was started by the addition of XO. The enzyme activity
of the control sample was set at 100% activity. Allopurinol
was used as a reference compound.

2.5. Hydrogen Peroxide Scavenging Effect of Plant
Extracts

The ability of extracts to scavenge hydrogen peroxide
(H,0,) was carried out according to Keser ef al. [14]. A solu-
tion of H,O, (40 mM) was prepared in phosphate buffer (50
mM, pH 7.4). The concentration of H,O, was determined
spectrophotometrically. The absorbance was measured at
230 nm. Briefly, 3.4 ml of extract in phosphate buffer was
added to 0.6 ml of H,O,, and the absorbance was determined
after 10 min against a blank solution containing phosphate
buffer without H,O,. The percentage of H,O, scavenging
was calculated as follows:

Scavenging effect of H;O, % = [(Ac— As) / Ac] x 100

where Ac: control absorbance and As: absorbance in pres-
ence of sample (extract). The data are presented as mean of
triplicate and the concentration required for a 50% (ECsg)
effect of H,O, scavenging was determined graphically.
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Table 1. Total polyphenols and flavonoids contents in 7. pallidus extracts. The values are expressed as mean + SD (n=3,4) and the
comparison was realized against EtAE (*** P <0.001). CrE: crude extract; ChE: chloroform extract; EtAE: ethyl acetate

extract; AqE: aqueous extract.

Total Phenol Flavonoids
Extract Yields of Extraction (%) Content (ug GAE/mg E) Contents (ng QE/mg E)
CrE 13.04£1.15™" 285.97+6.23" 44.99+2.29™"
ChE 1.65+0.039™" 167.66+1.91"" 22.62+2.05™"
EtAE 6.95+0.45 495.12+1.91 97.25+2.84
AqE 2.51£0.56™" 233.83+6.23"" 29.78+0.07""

2.6. B-carotene-linoleic Acid Bleaching Assay

The antioxidant capacity of 7. pallidus extracts was de-
termined by measuring the inhibition of the conjugated
dienehydroperoxides arising from linoleic acid oxidation
[12]. Briefly, 0.5 mg of pB-carotene was dissolved in 1 ml of
chloroform, and 25 pl of linoleic acid and 200 mg of Tween
40 were added in round-bottomed flask. The chloroform was
removed under reduced pressure at 40°C, and 100 ml of oxy-
genated distilled water was added to the mixture under vig-
orous agitation to form an emulsion. A 2.5 ml aliquot of this
emulsion was dispersed into test tubes and 350 pl portions of
the antioxidant (extracts and BHT) prepared in methanol at 2
mg/ml concentrations were added. The absorbance was mon-
itored for 48 h at 490 nm. The antioxidant activity (AA) of
the sample extracts and standard was evaluated according to
[15], in terms of bleaching of B-carotene using the following
formula:

AA (% = [(Ay/ A x 100.

The antioxidant capacity of the extracts was compared
with those of BHT and negative controls.

2.7. ABTS Cation Radical Scavenging Activity of Plant
Extracts

The ABTS radical scavenging activity of the extract and
each fraction was carried out according to Bouaziz et al.
[16]. For the development of ABTS radicals, potassium per-
sulfate (2.45 mM) solution was mixed with ABTS (7 mM)
and incubated overnight in the dark to get a dark colored
solution. The standard solution of ABTS was diluted by the
addition of methanol to have an absorbance of 0.70+ 0.02 at
734 nm. An aliquot of 100 pl of extract or fraction was
mixed with 1.9 ml of ABTS and the absorbance was record-
ed after 30 minute. Quercetin, Ascorbic acid and BHT were
used as positive control molecules. The anti-radical activity
of extracts was calculated according to the following formula:

Scavenging effect % = [(Ac— As) / Ac] x 100.

where Ac: control absorbance and As: absorbance in pres-
ence of sample (extract). The data are presented as mean of
triplicate and the concentration required for a 50% (ECsg)
reduction of ABTS radical was determined graphically.

2.8. Antibacterial Activity of Plant Extracts

The antibacterial activity of extracts was assessed by the
disk diffusion method using bacterial cell suspension whose

concentration was equilibrated to a 0.5 McFarland standard
[17]. The antibacterial activity was determined on the fol-
lowing bacteria: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacil-
lus cereus ATCC 10876, Entrococcus faecalis ATCC 49452,
Salmonella typhimurium ATCC 13311, Escherichia coli
ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Pro-
teus mirabilis ATCC 35659, Citrobacter freundii ATCC
8090, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 and Acineto-
bacter baumannii ATCC 19606. Sterile paper disk (5 mm
diameter) were impregnated with 20 pl of each extract dis-
solved in DMSO at 50 mg/ml (1 mg extract/disk). After in-
cubation at 37 °C for 24 h, the zone of bacterial growth inhi-
bition was measured. Standard ampicillin was included in the
test as positive control (50 pg/disk). The results are reported
as inhibition diameter zones in mm.

2.9. Statistical Analysis

Experimental results were expressed as mean+SD of trip-
licate. Data were analysed by Student’s f-test to determine
statistical significance. p-values less than 0.05 (p < 0.05)
were considered as indicative of significance. The ECs, val-
ues were calculated from linear regression analysis. All sta-
tistical analysis and graphing of data were performed by
GraphPad Prism software (version 7, La Jolla California,
USA).

3. RESULTS AND DISCUSSIONS

3.1. Extraction Yields and Total Phenolic and Flavonoid
Contents

The extraction procedure resulted in crude extract (CrE),
chloroform extract (ChE), ethyl acetate extract (EtAE) and
aqueous extract (AqE) with different yields (Table 1). The
amount of total polyphenols in different extracts was ex-
pressed as pg of gallic acid equivalent/ mg extract. The data
presented in Table 1 indicated that the amount of total phe-
nolics was highest in the EtAE (495.12+1.91 pg GAE/mg of
extract). Moreover, the highest amount of flavonoids was
recorded in the EtAE (97.25+2.84 pg QE/ mg extract),
whereas ChE contained the lowest amount of TPC and TFC.

Several extraction methods using different solvents to ex-
tract active compounds from plants were used. The yield of
extraction varied according to the plant species, the organ
used in the extraction, the drying conditions and the richness
of each species with secondary metabolites [18]. Moreover,
recovery of phenolic compounds also depends on the type of
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Fig. (1). Kinetic of bovine milk XO inhibition by T. pallidus extracts. Values were expressed as mean + SD of triplicate. (CrE: crude extract;
ChE: chloroform extract; EtAE: ethyl acetate extract; AqE: aqueous extract).
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Fig. (2). ICs, inhibitory concentration of 7. pallidus extracts on XO. Results are mean + SD of triplicate. ~ : P < 0.001 and *": P < 0.01.
(CrE: crude extract; ChE: chloroform extract; EtAE: ethyl acetate extract; AqE: aqueous extract).

solvent used, its polarity and the solubility of the phenolic
compounds in the extraction solvents [19]. Solvents used for
extraction were chosen according to the polarity of the fla-
vonoids being studied. The less polar solvents such as chlo-
roform are particularly useful for the extraction of flavonoid
aglycones, whilst the more polar solvents such as ethyl ace-
tate are used for the flavonoid (1°, 2°-OH) glycosides or an-
thocyanins. The aqueous fraction contained the flavonoid
(3°,4’-OH) glycosides [20].

3.2. Xanthine Oxidase Inhibition Activity of Plant Ex-
tracts

The effect of T. pallidus extracts on XO was examined
spectrophotometrically at 295 nm following the production
of uric acid [13]. CrE and different fractions of 7. pallidus
extracts inhibited XO in a concentration-dependent manner
(Fig. 1). The most potent XO inhibitor was the EtAE with an
IC5p = 51.6+0.2 pg/ml followed by CrE (ICso = 300.12+1.6
pg/ml) then AqE (ICso = 370.654+3.4 ng/ml). The in vitro
inhibition of XO by extracts is moderate when compared to
allopurinol (ICsy = 8.74£0.15 pg/ml) (Fig. 2).

Xanthine oxidase is the enzyme that utilizes hypoxan-
thine or xanthine as a substrate and O, as a cofactor to pro-
duce superoxide O, and uric acid. It serves as an important

biological source of oxygen-derived free radicals that con-
tribute to oxidative damage to living tissues [21]. Results
showed a high correlation between XO inhibition activity
and phenolic content in the extracts. Although many previ-
ous reports have suggested the existence of naturally occur-
ring XO inhibitors ranging from flavonoids to a host of other
natural plant products, several of these studies have used
plants extracts [13,22]. Pauff and Hille [23] demonstrated
that luteolin, silibinin, and quercetin inhibit xanthine oxidase
and suggested that these compounds, or their derivatives,
may be used in the development of clinically useful inhibi-
tors of XO. Flavonoids, particularly quercetin and rutin can
inhibit competitive XO [24].

3.3. ABTS Scavenging Activity of Plant Extracts

The anti-radical activity of extracts was estimated using
ABTS radical cation decolorization assay reported by Bouaz-
iz et al. [16]. The tested extracts were able to scavenge the
ABTS radical with different ECsy values (Fig. 3). Among
them, the EtAE exhibited the highest scavenging capacity
(ECso = 3.21£0.03 pg/ml) which is significantly higher than
other extracts and BHT (Fig. 3). The CrE and AqE present
moderate scavenger activity against ABTS radical with ECs,
= 6.23+0.06 and 4.11+0.04 pg/ml, respectively, when the
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Fig. (3). Free radical scavenging activity of T. pallidus extracts in ABTS scavenging assay. Values were means = SD of triplicate (" : P <
0.001, ": P<0.01, ns: P> 0.05). (CrE: crude extract; ChE: chloroform extract; EtAE: ethyl acetate extract; AqE: aqueous extract)
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Fig. (4). Hydrogen peroxide scavenging activity of the 7. pallidus extracts. Values were means = SD of triplicate (" : P < 0.001, : P <0.01,
ns: P> 0.05). (CrE: crude extract; ChE: chloroform extract; EtAE: ethyl acetate extract; AqE: aqueous extract).

lower scavenging activity was recorded for ChE (ECsy =
24.00+0.03 pg/ml). In fact, the scavenging effect of extracts
was not very far from used standards, ascorbic acid (ECsp =
2.70+0.02 pg/ml) and quercetin (ECsy = 6.06+0.06 pg/ml).
The anti-radical capacity is very important to determine the
antioxidant activity of compounds and molecules. Diverse
assays are used to evaluate the antioxidant capacity of natu-
ral products from the plant. Chemical methods are based on
the capacity of compounds to scavenge the synthetic free
radicals [25]. Results showed a moderate correlation be-
tween the ABTS radical scavenging activity of extracts and
their content in both polyphenols and flavonoids (R*=0.47
and 0.77, respectively). Such results suggest that the effi-
ciency scavenging activity could be linked to polyphenols
and flavonoids contents in the extract, and to the nature
(structure) of these compounds. The mechanism of the reac-
tion between antioxidant and ABTS radical depends on the
structural conformation of the antioxidant [26]. The antiradi-
cal activity of natural antioxidants such as phenolic acid and
flavonoids may be due to their richness in hydroxyl-ring.
The spatial configuration and the number of OH group of
flavonoid structures can influence different antioxidant
mechanisms [27].

3.4. Hydrogen Peroxide Scavenging Potential of Plant
Extracts

The ability of extracts to scavenge hydrogen peroxide
was carried out [14]. All the extracts exhibited an efficient
scavenging activity against hydrogen peroxide radicals (Fig.
4). The EtAE exhibited the highest scavenging activity (ECs
= 12.12+0.05 pg/ml) which is significantly higher than CrE
and ChE (ECso = 101.83+4.04 and 162.40+2.72 pg/ml, re-
spectively). A lower scavenging activity against H,O, radical
was recorded for AqE (ECsp=209.29+5.60 pg/ml).

Hydrogen peroxide can be formed in vivo by various oxi-
dizing enzymes such as superoxide dismutase. It can perme-
ate through biological membranes slowly oxidizing the num-
ber of compounds, where it is used in the respiratory burst of
activated phagocytes [28]. Although hydrogen peroxide itself
is not very reactive, however, it can be sometimes highly
toxic to cells in the presence of metals such as Fe' or Cu™.
It can generate the highly reactive hydroxyl radical (HO)
through the Fenton reaction [29]. A high correlation was
found between hydrogen peroxide scavenging activity and
the total amount of both polyphenols and flavonoids in the
extracts (R* = 0.89 and 0.95, respectively), indicating that
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Fig. (6). Antioxidant activity of T. pallidus extracts in B-carotene-linoleic acid bleaching assay at 24 h. Values were means + SD of triplicate
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MeOH : methanol).

phenolic compounds play an important role in the beneficial
effects of medicinal plants. This finding is in agreement with
the work of Khaled-Khodja et al. [30], which demonstrated
that the greatest phenolic content of the methanolic extract of
some plants belonged to the Lamiaceae family. The scaveng-
ing of hydrogen peroxide is considered as an important fea-
ture of antioxidants. Accepting electrons in the presence of
electron donors, hydrogen peroxide is decomposed into wa-
ter [31]. Hydrogen peroxide scavenging activity especially of
phenolic compounds is assigned to their electron-donating
ability [32]. Recent studies have shown that phenolic com-
pounds, particularly flavonoids are important antioxidants
and hydrogen peroxide scavengers [33]. Their scavenging
efficiency depends on the concentration of phenol and the
number and location of the hydroxyl groups. However, anti-
radical activity depends on the presence of a flavonol struc-
ture or free hydroxyl group at the C-4' position [34].

3.5. B-carotene-linoleic Acid Bleaching Assay

B-carotene bleaching assay is widely used to measure the
antioxidant activity of plant extracts. The mechanism of B-
carotene is a free radical mediated phenomenon resulting in
the formation of hydroperoxides from linoleic acid. Linoleic

acid will become a linoleate-free radical with a hydrogen
atom abstracted from one of its diallylic methylene groups
[35]. The radical formed then attacks the highly unsaturated
B-carotene molecules. When B-carotene molecules lose their
double bonds by oxidation, the compound loses its chromo-
phore and the orange color, which can be monitored spectro-
photometrically. The presence of antioxidant molecules in
different extracts can hinder the extent of f-carotene bleach-
ing by neutralizing the linoleate-free radical and other free
radicals formed in the system [09]. The antioxidant activity
of various extracts of 7. pallidus was measured by the
bleaching of B-carotene-linoleic acid system (Fig. 5). All the
extracts showed a remarkable antioxidant activity when
compared to the synthetic antioxidant BHT which had a per-
centage inhibition of 93.73+1.24% at the same concentration
(2 mg/ml). The inhibition ratios of linoleic acid oxidation by
AqE and ChE were close to each other (81.81+£1.60% and
80.86+1.81%, respectively); whereas, CrE and EtAE were
less effective with 76.68+1.25% and 73.2+2.66% respective-

ly (Fig. 6).
It is interesting to notice the correlation between the phe-

nolic content and the antioxidant activity of the plant ex-
tracts, since phenolic compounds contribute directly to anti-
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Table 2.  Antibacterial activity of 7. pallidus extracts on pathogenic bacteria. Data are presented as inhabitation zone (mm). - :
inactive; Amp: ampicillin. ; CrE: crude extract; ChE: chloroform extract; EtAE: ethyl acetate extract; AqE: aqueous ex-
tract.

Extracts
Strain Amp
CrE ChE EtAE AqE
Acinetobacter baumanii ATCC 19606 - - 7 - 11
Bacillus cereus ATCC 10876 11,33 10.5 11 - 18
Citrobacter freundii ATCC 8090 - - - - 13
Enterococcus faecalis ATCC 49452 9 - 9 - 30
Escherichia coli ATCC 25922 - - 8 - 21
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 - 8 - - 09
Proteus mirabilis ATCC 35659 - - - - -
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 - - - - 25
Salmonella typhimurium ATCC 13311 13 11.66 12 12 15
Staphylococcus aureus ATCC 25923 14 13 13.66 10.66 33

oxidant activity of the extract [36]. In this assay, there was a
weak correlation between the inhibition of coupled auto-
oxidation of linoleic acid and B-carotene and phenolic com-
pounds contents. However, the literature includes studies
reporting a weak correlation between total phenolic and fla-
vonoids contents and antioxidant activity of plants extracts
[37]. This matter suggests that not only the amount of phe-
nolic compounds affects the inhibition of B-carotene bleach-
ing but also their structural nature. In fact, some authors re-
ported possible synergism between polyphenolic compounds
and other components present in the extracts may contribute
to its overall antioxidant activity [38]. A more comprehen-
sive study of the antioxidant activities of 42 flavonoids, us-
ing the B-carotene bleaching method was reported, in which
linoleic acid was oxidized by heat treatment. Substitution of
3-OH by a methyl or glycosyl group completely abolished
the activity of quercetin and kaempferol against B-carotene
oxidation [34].

3.6. Antibacterial Activity of Plant Extracts

The antibacterial activity of extracts was assessed against
ten bacterial strains by the disk diffusion method. At 1 mg
extract/disk, no activity was noticed against P. mirabilis, C.
freundii and P. aeruginosa. The results showed that the
EtAE and CrE exhibited moderate inhibitory effect against
the Gram positive bacteria: B. cereus, S. aureus, E. faecalis
and S. typhimurium with inhibition zone ranging from 7 to
14 mm (Table 2).

The antibacterial effect of extracts can be due to various
chemical substances contained in the extract such as essen-
tial oils, flavonoids, polyphenols, saponins, tannins, alka-
loids and terpenoids [39]. Plant-derived products have
demonstrated antibacterial activity and can inhibit bacterial
growth through numerous different mechanisms. Mecha-

nisms responsible for the toxicity of polyphenols to microor-
ganisms include enzymatic inhibition by oxidized com-
pounds, probably via reaction with sulthydryl groups or by
non-specific interactions with the proteins [39]. Destabiliza-
tion of the cytoplasmic membrane makes it permeable, inhi-
bition of extracellular bacterial enzymes, direct action on
bacterial metabolism and deprivation of substrates required
for bacterial growth. Especially essential mineral micronutri-
ents such as iron and zinc (via the property of metal chela-
tion) are probable mechanisms of proanthocyanidins in the
inhibition of bacteria [41].

CONCLUSION

This study demonstrated that the extracts of 7. pallidus
have considerable antioxidant and antibacterial activities.
The results indicated that the EtAE has important biological
activities manifested in xanthine oxidase inhibition, free rad-
ical scavenging and bacterial growth inhibition. The EtAE of
this plant could be considered as a natural alternative source
for food, pharmaceutical and medicine sectors, in view of the
potential use of EtAE in therapeutic benefits and bioactive
compounds warrant for further in vitro and in vivo investiga-
tions.

LIST OF ABBREVIATIONS

AqE = Aqueous Extract

ChE = Chloroform Extract
CrE = Crud Extract

EtAE = Ethyl Acetate Extract
GAE = Qallic Acid Equivalent
QE = Quercetin Equivalent



Current Nutrition & F ood Science, 2020, 16(4), 607-615

ETHICS APPROVAL AND CONSENT TO PARTICI-

PATE

Not applicable.

HUMAN AND ANIMAL RIGHTS

No

Animals/Humans were used for studies that are the

basis of this research.

CONSENT FOR PUBLICATION

Not applicable.

CONFLICT OF INTEREST

The authors declare no conflict of interest, financial or
otherwise.

ACKNOWLEDGEMENTS

This work was supported by the Algerian ministry of

higher
like to

Education and Scientific Research (MERS).We would
thank Pr. Oudjhih Bachir, Department of agronomy,

Batna University, Algeria, for the identification of the plant
material.

REFERENCES

[11]

[12]

[13]

Gurib-Fakim A. Medicinal plants: Traditions of yesterday and
drugs of tomorrow. Mol Asp Med 2006; 27: 1-93.

Siti HN, Kamisah Y, Kamsiaha J. The role of oxidative stress,
antioxidants and vascular inflammation in cardiovascular disease (a
review). Vasc Pharmacol 2015; 71: 40-56.

Halliwell B. Biochemistry of oxidative stress. Biochem Soc Trans
2007; 35: 1147-50.

Giulia Battelli M, Letizia Polito L, Bortolotti M, Bolognesi A.
Xanthine Oxidoreductase-Derived Reactive Species: Physiological
and Pathological Effects. Oxid Med Cell Longev 2016; 2016: 1-8
Choe E, Min B. Mechanisms of antioxidants in the oxidation of
foods. Compr Rev Food Sci Food Saf 2009; 8: 345-358.

Taylor PW, Stapleton PD, Paul-Luzio J. New ways to treat bacteri-
al infections. Drug Discov Today 2002; 7: 1086-1091.

Pooja D, Gupta, Tannaz J, Birdi. Development of botanicals to
combat antibiotic resistance. ] Ayurveda Integr Med 2017; 8: 4266-
275.

Afzal M, Safer AM, Menon M. Green tea polyphenols and their
potential role in health and disease. Inflammopharmacology 2015;
3:151-161.

Rasouli H, Farzaei MH, Khodarahmi R. Polyphenols and their
benefits: A review, Int J Food Prop 2017; 20: 1700-1741.

Ameni D, Baghiani A, Boumerfeg B, Dahamna D, Khennouf S,
Abu Zarga MH, Arrar L. Phytochemical profiles, antioxidant ca-
pacity and protective effect against AAPH-induced mouse erythro-
cyte damage by Daphne gnidium L. Shoots extracts. Int J Pharm
Pharm Sci. 2015,7: 148-156.

Adjadj M, Baghiani A, Boumerfeg B, Khennouf S, Abu, Charef N.,
Khennouf S, Arrar L. and Mohammad S. Mubarak MS. Protective
effect of Paronychia argentea L. On acetic acid induced ulcerative
colitis in mice by regulating antioxidant parameters and inflamma-
tory markers. Der Pharma Chemica 2016; 8: 207-218.

Zerargui F, Boumerfeg S, Charef N, Baghiani A, Djarmouni M,
Khennouf S, Arrar L, Abu Zarga MH, Mubarak MS. Antioxidant
potentials and xanthine oxidase inhibitory effect of two furano-
coumarins isolated from Tamus communis L. Med Chem. 2015; 11:
506-513.

Boumerfeg S, Baghiani A, Djarmouni M, Ameni D, Adjadji M,
Belkhiri F, Charef N, Khennouf S, Arrar L. Inhibitory activity on
xanthine oxidase and antioxidant properties of Teucrium polium L.
extracts. Chin Med J 2012; 3: 30-41.

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

(28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]
[34]

[35]

[36]

Benslama et al.

Keser S, Celik S, Turkoglu S, Yilmaz O, Turkoglu I. Hydrogen
peroxide radical scavenging and total antioxidant activity of haw-
thorn. Chem J 2012; 02 : 9-12.

Ismail A, Siew Hong T. Antioxidant activity of selected commer-
cial seaweeds. Mal J Nutr 2002; 8(2): 167-177.

Bouaziz A, khennouf S, Abu Zarga HM, Abdalla S, Baghiani A,
Charef N. Phytochemical analysis, hypotensive effect and antioxi-
dant properties of Myrtus communis L. growing in Algeria. Asian
Pac J Trop Biomed 2015; 5(1): 19-28.

Benslama A, Harrar A, Gul F, Demirtas 1. Phenolic compounds,
antioxidant and antibacterial activities of Zizyphus lotus L. Leaves
extracts. Nat Prod J 2017; 7(4): 316-322.

Iloki-Assanga SB, Lewis-Lujan LM, Lara-Espinoza CL, Gil-Salido
AA, Fernandez-Angulo D, Rubio-Pino JL, Haines DD. Solvent ef-
fects on phytochemical constituent profiles and antioxidant activi-
ties, using four different extraction formulations for analysis of
Bucida buceras L. and Phoradendron californicum. BMC Res
Notes 2015; 8: 2-14.

Sepahpour S, Selamat J, Abdul Manap MT, Khatib A, Abdull Razis
AF. Comparative analysis of chemical composition, antioxidant ac-
tivity and quantitative characterization of some phenolic com-
pounds in selected herbs and spices in different solvent extraction
systems. Molecules 2018; 23: 402-419.

Belkhiri F, Baghiani A, Abu Zarga MH, Arrar L. Investigation of
antihemolytic, xanthine oxidase inhibition, antioxidant and antimi-
crobial properties of Salvia verbenaca L. Aerial part extracts. Afr J
Tradit Complement Altern Med 2017; 14: 273-281.

Baghiani A, Boumerfeg S, Belkhiri F, Khennouf S, Charef N,
Harzallah D, Arrar L, Attia AM. Antioxidant and radical scaveng-
ing properties of Carthamus caeruleus L. extracts grow wild in Al-
geria flora. Comunicata Scientiae 2010; 2: 128-136.

Hudaib MM, Tawaha KA, Mohammad MK, Assaf AM, Issa AY,
Alali FQ et al. Xanthine oxidase inhibitory activity of the meth-
anolic extracts of selected Jordanian medicinal plants. Phcog Mag
2011; 7(28): 320-324.

Pauff JM, Hille R. Inhibition studies of bovine xanthine oxidase by
luteolin, silibinin, quercetin, and curcumin. J Nat Prod 2009; 72:
725-731.

Huang J, Wang S, Zhu M, Chen J, Zhu X. Effects of genistein,
apigenin, quercetin, rutin and astilbin on serum uric acid levels and
xanthine oxidase activities in normal and hyperuricemic mice.
Food Chem Toxicol 2011; 49: 1943-1947.

Craft BD, Kerrihard AL, Amarowicz R, Pegg RB Phenol-based
antioxidants and the in vitro methods used for their assessment.
Comp Rev Food Sci Food Saf. 2012; 11, 148-173.

Shalaby EA, Shanab SM. Comparison of DPPH and ABTS assays
for determining antioxidant potential of water and methanol ex-
tracts of Spirulina platensis. Ind J Geo-Marin Sci 2013; 42: 556-
564.

Huyut Z, Beydemir S, Giilgin I. Antioxidant and Antiradical Prop-
erties of Selected Flavonoids and Phenolic Compounds. Biochem
Res Int 2017; 2017: 1-10.

Bhattacharyya A, Chattopadhyay R, Mitra S, Crowe SE. Oxidative
stress: an essential factor in the pathogenesis of gastrointestinal
mucosal diseases. Physiol Rev 2014; 94: 329-354.

Halliwell B, Gutteridge JMC. 2007. Free radicals in biology and
medicine. 4" Edition, Oxford University Press, New York.
Khaled-Khodja NL, Makhlouf, K. Madani, Phytochemical screen-
ing of antioxidant and antibacterial activities of methanolic extracts
of some Lamiaceae. Indus Crops Prod 2014; 61: 441-451.

Arvin E, Pedersen LF. Hydrogen peroxide decomposition kinetics
in aquaculture water. Aquac Eng 2015; 64: 1-7.

Fernando CD, Soysa P. Optimized enzymatic colorimetric assay for
determination of hydrogen peroxide (H,O,) scavenging activity of
plant extracts. MethodsX 2015; 2: 283-291.

Treml J, Smejkal K. Flavonoids as potent scavengers of hydroxyl
radicals. Compr Rev Food Sci Food Saf 2016; 15: 720-738.

Burda S, Oleszek W. Antioxidant and antiradical activities of fla-
vonoids. J Agric Food Chem 2001; 49: 2774-2779.

Pisoschi AM, Pop A, Cimpeanu C, Predoi G. Antioxidant capacity
determination in plants and plant-derived products: A review. Oxid
Med Cell Longev 2016; 2016: 9130976.

Hatamia T, Emamic SA, Miraghaeea SS, Mojarrab M. Total Phe-
nolic Contents and Antioxidant activities of different extracts and



Xanthine Oxidase Inhibition, In-vitro Antioxidant Activity and Antibacterial Effect

fractions from the aerial parts of Artemisia biennis willd. Iran J [39]
Pharm Res 2014; 13: 551-558.
[37] Kahkonen MP, Hopia Al, Heinonen M. Berry phenolics and their

antioxidant activity. J Agric Food Chem 2001; 49: 4076-4082. [40]
[38] Ordonez AL, Gomez JD, Vattuone MA, Isla MI. Antioxidant activ-

ities of Sechium edule (Jacq.) Swart extracts. Food Chem 2006; 97: [41]

452-458.

Current Nutrition & Food Science, 2019, Vol. 15, No. 0 9

Parekh J, Nair R, Chanda S. Preliminary screening of some folklore
medicinal plants from western India for potential antimicrobial ac-
tivity. Indian J Pharmacol 2005; 37: 408-409.

Compean KL, Ynalvez RA. Antimicrobial activity of plant second-
ary metabolites: A review. Res J Med Plan. 2014; 8: 204-213.
Daglia M. Polyphenols as antimicrobial agents. Curr Opin Biotech-
nol 2012; 23: 174-181.

DISCLAIMER: The above article has been published in Epub (ahead of print) on the basis of the materials provided by the
author. The Editorial Department reserves the right to make minor modifications for further improvement of the manuscript.



s
rid) Clally el 3 g Gl e plsiy b s gs (il U2 el Lamiaceae dile ) ez ) Thymus pallidus <
vty ok U (BB ) jalscndl e Jgadl ) bl o lsdl epbt o Janddad) (ot (ool sl olabianedd sl 5T ciS) caS 310 bLadly 50880 55Liald
phdall LA Gl g il Nl r S ) o ¢ L(BLAG) S bty (EEHA) ol L)) jalis ((E.Ch) pysiaslSl el ) el sl oolpds
oS 13 21,89 S0 2.84497.25 5 alsiins 3l (GAE) LW Laam 1315 o129 Ko 1.91495.12 Juhas by sidhilly Vsl o 20aS 58T e (5522 ELEA O il o gbol
@ 839l adgidll DS LetS G (LS50 49 Vg LaZ ¢ .HPLC-DAD-MS/MS 55 aawlyy EAQs E.EtA 5 EBr oo (U JlasSIl Lol ¢ 13 e ¢ alsins 2/(QE)
blas wad ¢ oalgisllly Jlalad am (lgy) pan o Gt sl LS ST iy 3l Szt sl Sylbl oy Shgs uSiites 2T o Slaliedl
53.38) U5 Lol bles U jalsndl b ebl LS4 jpdod) mals” w6 LT Slls ELELA 0 DPPH Jlast ebl L collast sie I35 e in Vitro s slall olabsad)
B3 el Bl o1 (0255 HT50=109.44) (sseh) IMLY) o (555 by (Labsiomn joaf oy Sall aim n o189 S0 929.73) Vs Lk} bl (jalsis fu/ EDTA pliig Sr
Dlsp <ilS o cOLa (3 dranld Bonily Slade sl 56l U] o2 21 8k pfd! 05 0 357/242000 5 1000 <500 200 <50e 2 EEtA s E.Br 2 01l adlas 5355 | ol
21 5 g/ ) 33y o0 65730 500 32,2 E.EtA E.Br » Swiss albinos olsl adtes ofin vivo 5.5 sstall lalsad) blas s obl (g5 T 2o e 6530 2000 e ST
o= AW 2a S aedl as EBrd G sl auls gl L JSI 3 CAT g5) blas 3 o3 c2ls ) Loyl gloddly 480 (3 MDA (Sytme o0 2359 GSH (S5in 0 s
o @2 9 MDA Slsin o Wi 5 ALP 5 AST ALT Slgpl blis o Dgmle [SCiu (242 obf 22w 54l 357/30500 5250 <100 ole i 3,591 0dd aagl adtali of coladll (3 CCly
S8 St O LSTdin vivo s in vitro 5.0, slas L Wles 01U Thymus pallidus <Ld E.EtA 5 EBr of aehdll sds o0 Lede Jsad) ¢ gl bl gl LGSH (52
W Shamad) @ oll) dladl doall Wil U Faos 2l (35202000 <ie g wele cedThymus pallidus clabsies s ) BloYl bwsly OSEBE ¢S

otV o ) auhlll ods Dud (54

.K.QY-L_«.A“}

HPLC-DAD-ESI-MS/MS ¢S gl 1l sl 358 2l 308 Soliall abledl (Jyeadl) laute (Thymus pallidus : gestil) S

Résumé

Thymus pallidus de la famille des Lamiaceae appelé localement « Khyata», est une plante médicinale largement utilisée a des fins alimentaires et en médecine
traditionnelle en Algérie. La présente étude vise a évaluer I’activité antioxydante, et hépatoprotectrice, ainsi que I’effet toxique des extraits de la plante Thymus
pallidus et leur caractérisation phytochimique. L'extraction des polyphénols de la partie aérienne de la plante étudiée suivie d’un fractionnement selon la polarité
des solvants a abouti a l'extrait brut (E.Br) et ses fractions; ’extrait de chloroforme (E.Ch), I’extrait d'éthyle d'acétate (E.EtA) et I’extrait aqueux (E.Aq). La
teneur en phénols totaux et en flavonoides a été quantifiée par des méthodes colorimétriques. Les résultats ont montré que la plus grande quantité de phénols
totaux et de flavonoides a été trouvée dans E.EtA avec un taux de 495.12+1.91 pg équivalent d’acide gallique (GAE)/mg d'extrait et 97.25+2.84 pg équivalent
de quercétine (QE)/mg d'extrait, respectivement. L’analyse par HPLC-DAD-MS/MS a été utilisée pour établir le profil chimique de E.Br, E.EtA et E.Aq, dont
49 composés ont été identifiés par des méthodes spectrométriques. Les composés phénoliques présents dans les extraits sont les acides hydroxybenzoiques, l'acide
hydroxycinnamique, les oligoméres d'acide hydroxycinnamique I'acide rosmarinique, 1’acide salvianolique et leuteolin. L’activité antioxydante in vitro des
extraits a été déterminée par plusieurs essais. Le test de piégeage de DPPH a montré que I'effet antiradicalaire le plus élevé est celui de I’E.EtA. Cet extrait a
montré également une forte activité chélatrice (53,38 pg EDTA/mg d'extrait), un pouvoir réducteur puissant (929,73 g acide ascorbique/mg extrait) et une
activité anti-hémolytique trés importante (HTs;= 109,44 min). Dans I’étude de la toxicité subaigué, I’administration de I’E.Br et 'E.EtA a des souris Swiss albinos
par gavage a des doses de 50, 200, 500, 1000 et 2000 mg/kg/jour pendant 21 jours n'a induit aucun signe visible de toxicité chez les souris testés dont la DLsg
déterminéeété supérieure a 2000 mg/kg. D’autre part 1’évaluation de 1’activité antioxydante in vivo & montre que ’administration de I’E.Br et I’E.EtA a des doses
de 500 mg/kg/jour pendant 21 jours a augmenté le niveau du GSH et a diminué le taux de MDA dans le foie et le cerveau. De plus cette administration a augmenté
significativement I'activité de CAT dans les reins. Par ailleurs I’étude de ’effet hépatoprotecteur d’une supplémentation quotidienne d’E.Br a des doses de 100,
250 et 500 mg/kg/jour pendant six jours chez les souris contre CCl,a montré que la dose 500 mg/kg a diminuésignificativement I'ALT, AST, ALP et MDA et a
augmenté le CAT et le taux de GSH. Les résultats obtenus de cette étude ont révélé que I’E.Br et 'E.EtA de Thymus pallidus, possedent une activité antioxydante
puissante a la fois in vitro et in vivo et que I’effet hépatoprotecteur s’est amélioré par suite a une supplémentation de E.Br. De plus, Thymus pallidus, était non
toxique en administration aigué de leur extraits E.Br et E.EtA a des doses < 2000 mg/Kg, ce qui indique clairement les bénéfices potentiels de la plante pour la
santé dans les préparations alimentaires et pharmaceutiques.

Mots-clés: Thymus pallidus, Composés phénoliques, Activité antioxydante, Toxicité subaigué, Activité hépatoprotectrice, HPLC-DAD-ESI-MS/MS.

Abstract

Thymus pallidus, belong to Lamiaceae Family, locally named « Khyata», is a medicinal plant widely used in food and Algerian folk medicine. The present study
aims to assess the antioxidant and hepatoprotective activities, as well as the toxic effect of plant extracts. The extraction of the polyphenols from the aerial parts
of the studied plant and its fractionation resulted in the crude methanolic extract (E.Br); chloroform extract (E.Ch), ethyl acetate extract (E.EtA) and aqueous
extract (E.Aq) according to the polarity of the solvents used. Total phenols and flavonoids content were quantified by colorimetric methods. Results showed that
E.EtA recorded the greatest amount of total phenols and flavonoids (495.12+1.91 pg gallic acid equivalent (GAE)/mg of extract and 97.25+2.84 pg quercetin
equivalent (QE)/mg extract, respectively). Using HPLC-DAD-MS/MS analysis to establish the chemical profile of E.Br, E.EtA and E.Aq; 49 compounds were
identified. The major phenolic compounds present in the extracts were hydroxybenzoic acids, hydroxycinnamic acid, oligomers of hydroxycinnamic acid,
rosmarinic acid, salvianolic acid and leuteolin. The in vitro antioxidant activity of the extracts has been determined by several tests. DPPH test has shown that
the highest scavenging effect was that of E.EtA. The same extract has also showed a strong chelating activity (53.38 ng EDTA/mg of extract), a powerful reducing
power (929.73 pg ascorbic acid/mg extract) and a very significant anti-hemolytic property (HTs,=109.44 min). In sub-acute toxicity study, the gavage of Swiss
albinos mice by E.Br and E.EtA at doses of 50, 200, 500, 1000 and 2000 mg/kg/day for 21 days did not induced any visible sign of toxicity or mortality. Evaluation
of the antioxidant activity in vivo has shown that the administration of E.Br and E.EtA at doses of 500 mg/kg/day for 21 days increased the level of GSH and
decreased the level of MDA in the liver and brain. Moreover, this administration increased the activity of CAT in the kidneys. In addition, the study of the
hepatoprotective effect of E.Br against CCl,~induced hepatotoxicity showed that the daily treatment of the mice at doses of 100, 250 and 500 mg/kg for six days,
reduce the activity of ALT, AST and ALP, decrease the levels of MDA and increase the GSH level. The results obtained from this study showed that E.Br and
E.EtA of Thymus pallidus had a strong antioxidant activity in vitro and in vivo, and the hepatoprotective effect of E.Br was evident. Additionally, Thymus pallidus
extracts are not toxic at a dose of 2000 < mg/kg, which clearly indicates the potential health benefits of the plant in food and pharmaceutical preparations.
Keywords: Thymus pallidus, Phenolic compounds, Antioxidant activity, Sub-acute toxicity, Hepatoprotective effect, HPLC-DAD-ESI-MS/MS.




