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ABSTRACT

Objective: This study aimed to characterize the chemical
profile of methanolic crude extract

and its fractions (Ethyl acetate, n-butanol and aqueous)
using LC-MS analysis, to evaluate their biological and
pharmacological properties: antioxidant (DPPH., ABTS+,
Galvinoxyle free radical scavenging, reducing power,
phenanthroline and B carotene-linoleic acid bleaching assays),
enzymes inhibitory ability against several enzymes

(acetylcholinesterase (AChE),
(BChE), urease and tyrosinase).

buthyrylcholinesterase

Materials and methods: Secondary metabolites were
extracted from Tamarix africana air-dried powdered
leaves by maceration, the crude extract was fractionated
using different solvents with different polarities (Ethyl
acetate, n-butanol and aqueous). The amount of
polyphenols, flavonoids and tannins (hydrolysable and
condensed) were determined using colorimetric assays.
A variety of in vitro biochemical tests were carried out to
assess antioxidant and oxygen radical scavenging
properties using DPPH, ABTS, Galvinoxyle free radical
scavenging, reducing power, phenanthroline and £

carotene-linoleic acid bleaching methods.
Neuroprotective  effect was examined against
acetylcholinesterase and buthyrylcholinesterase

enzymes. The anti-urease and anti-tyrosinase activities
were performed against urease and tyrosinase enzymes
respectively. The extract's components were identified
using LC-MS and compared to reference substances.

Results: The results indicated that Tamarix africana
extracts presented a powerful antioxidant activity in all
assays and exhibited a potent inhibitory effect against
AChE and BChE as well as urease and tyrosinase
enzymes. LC-MS analysis identified amount of eight
phenolic compounds were revealed in this analysis;
Apigenin, Diosmin, Quercetin, Quercetine-3-glycoside,
Apigenin 7-O glycoside, Rutin, Neohesperidin and
Wogonin in methanolic extract and its different fractions
of Tamarix africana from leaves.

Conclusion: Based on these findings, it is reasonable to
assume that Tamarix africana could be considered as a
potential candidate for pharmaceutical, cosmetics, and
food industries to create innovative health-promoting
drugs.

Key words: Antioxidant activity, Anti-tyrosinase, Anti-urease,
LC-MS analysis, Neuroprotective activity, Phenolic content,
Tamarix africana.
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1. INTRODUCTION

In many developing countries, plants serve as a reference
and play a significant role in basic health care sector, as
well in cosmetics sector.! This natural resource has both
organoleptic and biochemical features and include a high
variety of bioactive chemicals content. The use of plant
is not only limited to gastronomy and cosmetics but
represent nowadays an important value for
pharmaceutical industries.

Recently, the production and use of medicinal plants to
treat chronic diseases is increasing because of their
minimal side effects.’ This can partially be explained by
the nature of their chemical structure, which is rich in
hydroxyl groups, commonly named secondary
metabolites, that have been identified and used to treat a
variety of health problems.* Natural antioxidant
biomolecules have a variety of phytochemical
parameters such as, polarity, stability which have a direct
effect on their solubility.’ Polyphenols are a class of
secondary metabolites generated in significant amounts
by different parts of plants and considered essential in
our diet. Due to the incredible pharmacological and
biological roles of these bioactive products, either for
plant or human, a huge deal of attention is focused to
drugs from natural origins.

In particular, Tamarix L leaves are traditionally used in
decoction and infusion in order to treat disorders of the
digestive tract.® Several studies on Tamarix L species
have reported the occurrence of different phytochemicals,
such as phenolic acids, flavonoids, and tannins. Tamarix
africana L is a plant that is frequently used in traditional
Algerian medicine to treat gastroduodenal problems, as a
result of the presence of polyphenols such as phenolic
acids, flavonoids, and tannins.”*The richness of Tamarix
L species in bioactive compounds may explain in part
their pharmacological properties of to cure a variety of
illnesses associated with oxidative stress, including
diabetes, cancer, and neurological pathologies.’
Furthermore, these plants possess hepatoprotective,
antineoplastic, antinociceptive!® and  antibacterial
activities.''As an example, T. dioica Roxb. has been used
as a moderate laxative, antitussive, and antipyretic, as
well as for the treatment of illnesses related to liver and
spleen.'?

Despite the beneficial effects of this plant health on
human health, not much is known and few studies have
reported the phytochemical and pharmacological
qualities of this plant. The aims of this study are to
estimate the total polyphenols content in Tamarix
africana L leaves, and to evaluate the antioxidant, anti-
urease, anti-tyrosinase and neuroprotective effects and
characterize its chemical composition of this plant using
LC-MS analysis.

2. MATERIALS AND METHODS

Plant Materials
Tamarix africana leaves were collected in March 2020
during the flowering season in the region of Khenchela,

Algeria (35° 25" 55" North, 7° 08’ 40" East). The plant
was identified based on its morphological and botanical
characteristics and was identified by experts in the field
from the agronomic department of Abbés Leghrour
Khenchela University (Algeria). A voucher specimen
under the code (0073-2020), was deposited at the
herbarium of the University Abbes Laghrour, Khenchela,
Algeria.

Yield determination of plant extracts

A total of 50g of leaves were powdered and macerated
with methanol/water (80/20; v/v) for 48h. The crude
dried extract, was fractionated using various solvents of
increasing polarity, starting with dichloromethane,
followed by ethyl acetate, and n-butanol.’* The
extraction yield was calculated for the methanol extract
and all the fractions by weighing the dried extracts and
using the following formula:

%Yield:(Al/ A2)*100 Ay: dry extract weight
A,: Weight has taken for extraction

Total phenolic content determination

The proportion of total phenolic was measured accorded
to Singleton; Miiller'*!'> methods. with slight
modifications. 20 pl of sample was added to 100 pl of
Folin Ciocalteu reagent and 75 ul of sodium carbonate
solution. After the incubation of two hours, the
absorbance was measured at 765 nm and the
concentration of phenolic content calculated using the
equation derived from a curve plotted with gallic acid as
standard (y = 0.0035x+0.1044; R? = 0.996). The result
was expressed as mg gallic acid equivalent (GAE) per g
extract (mg/g).'

Total flavonoids content determination

This test was performed as described by Topgu et al'7. A
volume of 100 ul of extract was mixed with 100 pl of
aluminum chloride colorimetric (AICl3). After the
incubation of 15 min, the absorbance was measured at
415 nm and the flavonoids content was determined using
the calibration curve equation of quercetin (y = 0.0048x;
R? = 0.987). The results are stated in mg QE/g of the
extract*

Determination of condensed tannin content

The condensed tannin content was determined by Saci et
al.'® method. A volume of 25 pl of sample was mixed
with 150 pl of vanillin and 75 ul of hydrochloric acid
(HCI) were added. The absorbances were measured at
500 nm after 15 minutes of incubation. The findings were
expressed as mg CE/g of extract based on the normal
curve with catechin as the standard (y =0.0026x + 0.0303;
R2=10.984).1¢

Determination of hydrolysable tannin content

Potassium iodate method was adopted to assess the
hydrolysable tannins content. A volume of 50 pl of
extract was mixed with 150 ul of 2.5 % potassium iodate.
After 15 minutes, absorbance was measured at 550 nm.
The standard was tannic acid (0.0003x + 0.3452; R =
0.9913), and the results were represented as mg tannic
acid equivalents (TAE)/100 g dry weight. '°

LC-MS Analysis
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The chemical profile by LC-MS (Liquid
chromatography - Mass spectrometry) analysis was
performed as described by Karan et al.’ The analysis for
phenolic compounds was performed on Quadrupole
Schimadzu LC-MS-8050. For liquid chromatography,
LC-30AD binary pumps, DGU-20A3r degasser, CTO-
10ASvp column oven, and SIL-30AC autosampler were
utilized. For separation, a C18 Inertsii ODS-4 (3m;
2.1150 mm) analytical column was used. The
temperature of the column was set to 40°C. Mobile phase
A (water, SmM ammonium formate) and B (water, SmM
ammonium formate) were used in the elution gradient
(methanol, 5 mM ammonium formate). The samples
were prepared in 1.0 ppm solution in methanol.
Antioxidant activity determination of secondary
metabolites

DPPH free radical scavenging assay

The DPPH (1, 1-diphenyl-2-pycrylhydrazyl) free radical
scavenging test was carried out using Blois?! procedure.
BHA (butylated hydroxyanisole) and BHT (butylated
hydroxytoluene) were employed as standards. The
reduction of the DPPH radical in percent was calculated
as follows:

DPPH inhibition (%) = (Acontrol — Asample) + A control

Acontrol:  Absorbance of DPPH solution /Agmple:
Absorbance in the presence of extract or standard
ABTS'" assay

The scavenging process of ABTS™(2,2’ -azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic) was assessed using
Re et al.?? approach. The inhibition percentages were
calculated as previously described in DPPH- Scavenging
assay. BHA and BHT were used as standards.
Galvinoxyle scavenging assay (GOR)

This test was determined according to Shi et al. 2. The
absorbances were estimated at 428 nm. BHT and BHA
were used as references.

Cupric reducing antioxidant capacity (CUPRAC)

The extract’s ability to reduce copper ions was
determined using Apak et al.>* method. BHT and BHA
were used as standards for comparison. The findings
were revealed as Ao s (ug/ml), indicating 0.50 absorbance
and referring to the concentration.

Reducing power test

The extract’s reductive abilities were tested as described
by the Oyaizu®® procedure. In contrast, ascorbic acid,
BHT, and BHA were used as standards.
B-carotene-linoleic acid bleaching assay

This test was performed according to Marco?® protocol.
BHA and BHT were used as standards. The B-carotene
bleaching was determined using the following equation:
B - carotene inhibition (%) = [I — (4#0 — 4t )+ (4c0 = Act )| * 100
Amo-Ane: the value of the absorbance of B-carotene
content in the presence of the extract measured at ty and
1120 min-

Aco-Act: the value of the absorbance of B-carotene
content the presence of the negative control measured at
to and t 120 min.

Phenanthroline assay

The Phenanthroline assay was assessed according to
Szydtowska-Czerniak et al. 2. BHT and BHA were used
as antioxidant standards.

Neuroprotective activity of extract and fractions
Acetylcholinesterase (AChE) and Butyrylcholinesterase
(BChE) inhibitory capacities of extract and fractions
Tamarix africana’s leaves fractions were evaluated for
their possible inhibitory effect against
Acetylcholinesterase (AchE) and Butyrylcholinesterase
(BChE) following Ellman et al.?. The galantamine was
used as a reference. The inhibition percentages of AChE
or BChE were calculated by comparing sample reaction
rates to a blank sample using the formula:

% inhibition = [(E -S) + E]*100
E: Enzyme activity without extract.
enzyme in the presence of the extract.
10.Urease inhibitory activity

Urease inhibitory activity was determined according to
Taha et al.?’. Thiourea was used a standard. The
following equation was used to quantify the urease
inhibition activity:

S: Activity of the

Urease inhibition % = [(AControl - Asample)+ A Control] *

where:

Acontrol:  the absorbances of the reaction medium, in the
absence of the tested sample

A sample: the absorbances of the reaction medium, in the
presence of the tested sample

11.Tyrosinase inhibitory activity

The Tyrosinase enzyme inhibitory was assessed by
spectrophotometric method and using L-DOPA as a
substrate according to Deveci et al.’’. Kojic acid was
used as a standard. The inhibition percentage was
calculated using the same approach as described in the
Urease inhibition assay.

12.Statistical analysis

The results were expressed as mean +SD (n=3). The
statistical analysis was performed by One-way ANOVA
followed by multiple Dunnet's test using GraphPad
Prism version 8. Results were considered highly
significant at p<0.001.

Results

Yield of extraction

Conventional extraction was carried out using four
various types of solvents respectively; Methanol, ethyl-
acetate, n-butanol and water to extract phenolic
compounds from Tamarix africana (Table. 1). The
results showed that methanol extract contained the
highest proportion of phenolic content, followed by
water, n-butanol, and, ethyl acetate extract.

2. Total phenolic content determination

The total phenolic, flavonoids, as well as condensed and
hydrolysable tannins were quantified in Tamarix
africana extracts (Table. 2). The n-butanol extract
showed the highest proportion of total phenolic
(896.21+3.65 ng GAE/mg of extract). Therefore, the
aqueous extract showed the lowest content of total
phenolic (482.92+2.87ug GAE/mg of extract). The
contents of flavonoids varied from (399.06+3.00pg
QE/mg) to (117.15+£2.06ug QE/mg) corresponding to the
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n-butanol and aqueous extract, while the highest content
of condensed tannins was observed in ethyl acetate
extract (9.73+1.09ug CE/mg extract). The aqueous
extract contained a small proportion of condensed
tannins (1.03£0.41 pg CE/mg extract) in comparison
with ethyl acetate extract. However, all extracts were rich
in hydrolysable tannins, especially the ethyl acetate
extract (810.98+4.90 ng TAE/mg extract), while the
aqueous extract gave the lowest content (310.08+2.90 pg
TAE/mg extract).

3. LC-MS Analysis

From LC-MS results, eight phenolic substances were
identified in Tamarix africana leaves extract among 34
phytochemical standards employed (Fig.1.4). Flavones,
such as apigenin was detected on all the fractions,
followed by diosmin, which was found in methanol and
ethyl acetate fractions, although quercetin-3-glycoside
was identified in ethyl acetate and n-BuOH fractions.
The flavonol as quercetin was identified in aqueous
fraction. Finally, the wogonin, Rutine, Apigenin 7-O
glycoside, Neohesperidin were identified only in the n-
BuOH fraction (Table. 3).

4, Antioxidant capacity determination

The antioxidant abilities were presented in (Table 4.5).
The results clearly indicated that the antioxidant
capacities of extract and its fractions, with a high
inhibition percentage of (99.67+0.00 %) for ethyl acetate
fraction at the concentration (50 pg/ml) for B-carotene
assay. Almost same findings were reported in DPPH,
GOR and reducing power tests.

Concerning the ABTS™ test, it is also interesting to note
that the n-BuOH fraction of Tamarix africana showed a
remarkable antioxidant activity (93.80£1.09 %). MeOH
extract showed also a noticeable result in both CUPRAC
and phenanthroline assays of (1.54+0.16) (1.28+0.12)
respectively for the concentration of 50 pg/ml. The
findings of DPPH scavenging assay revealed that the -
butanol fraction has the highest antioxidant activity with
(ICso = 2.91 £+ 0.08 pg/ml), but considered lower than
BHA, BHT standards. Furthermore, the ABTS™"
scavenging assay results revealed that the MeOH extract
possess a strong anti-radical power (ICs5=2.01+0.11
pg/ml) and was closer to the BHA, BHT values. In
contrast, Tamarix africana extracts showed an
interesting radical scavenging against GOR radical with
an ICso values ranged between (ICs50=5.99 £ 0.22 pg/ml)
and (ICs0=8.92 + 0.11 pg/ml) for MeOH extract and »n-
butanol fraction, respectively. According to the
preventive activity against bleaching of B-carotene, the
ethyl acetate fraction showed the highest antioxidant
activity comparable to that of BHA and BHT values
(ICs0=4.22 + 0.02 pg/ml). However, the methanolic
extract showed the lower activity (ICs0=31.90 +0.71
pg/ml).

The methanolic extract demonstrated an interesting
capacity to reduce irons in phenanthroline assay with an
Ao s value of (0.20 + 0.08 pg/ml) while n-butanol fraction
displayed a lower activity (10.44 + 0.20 pg/ml). Likewise,

the n-butanol fraction was found to be the most effective
in reducing iron ions in reducing power assay with an
Ags values of (1.72 £0.05 pg/ ml). The aqueous extract
showed the lowest activity (6.44 +0.32 pg/ml).
Furthermore, the n-butanol fraction showed also a strong
capacity to reduce copper ions presenting an Ao s values
of (10.41 + 0.43 png/ml). However, the lower activity was
observed in the methanolic extract (17.25 + 0.50 pg/ml).
5. Neuroprotective activity of extracts

5.1. AChE and BChE inhibitory capacities of extracts
The results disclosed that the extracts from leaves
showed a high potential to inhibit AChE and BChE. The
strongest inhibitory effects of Tamarix africana extract
and fractions on AChE and BChE were observed at (200
pg/mL) and this for all the tested extract and fractions, as
shown in (fig.5.6.). However, the effect of Tamarix
africana on AChE appears to be more potent, with a
maximum percentage inhibition of (77.88 + 0.19%) for
the n-BuOH fraction and (76.25 +0.17%) for the MeOH
extract at the same dose, while aqueous and ethyl acetate
fractions expressed (74.57+£0.38%) and (64.37+£0.76%)
respectively, when compared to galantamine. The n-
BuOH extract demonstrated a high potential to inhibit
BChE (89.174 0.43%) at the concentration of 200 pg/ml
followed by MeOH extract, aqueous then ethyl acetate
fraction (82.76+0.55%)), (81.94+0.75%) and
(79.2240.99%) respectively at the same concentration.
Tamarix africana extracts showed a high potential to
inhibit AChE and BChE as seen in table (Table .6).
MeOH extract exhibited a significant inhibition against
AChE with ICso (9.46 + 0.12 pg/ml) which was closer to
the galantamine, while the lowest ICso value was
recorded with ethyl acetate (100.64 = 1.77 pg/ml). The
n-butanol fraction exhibited the highest inhibitory effect
against BChE with an ICsg value of (7.01 £ 0.28 ug/ml),
but considered lower than the standards. However, the
aqueous fraction exhibited the weakest inhibitory effect
(85.42 £2.06 pg/ml).

6. Urease inhibitory activity

At the same dose, the MeOH and »n-BuOH extracts
showed similar percentages of inhibition against urease
(86.33+0.95% for the MeOH extract and 82.39+0.17 %
for the n-BuOH fraction) (Fig.7), while aqueous and
ethyl acetate fractions expressed (66.27+2.38%) and
(57.89+£1.58%); respectively. Alternatively, thiourea
showed high percentages of inhibition compared to the
extracts.  Methanolic  extract inhibited urease
significantly with an ICso of (10.81 + 1.25pg/ml)
(Table.7), which lower to thiourea, followed by n-BuOH
and ethyl acetate fractions with (27.4 + 0.00 ug/ml),
(30.69 + 3.04 ng/ml) respectively. The aqueous extract,
on the other hand, had the least inhibitory effect (63.88 +
3.65 ng/ml).

7. Tyrosinase inhibitory activity

The results illustrated in (Fig.8) demonstrated that the -
BuOH fraction gave the highest inhibition percentage at
different concentrations. The #n-BuOH fraction
documented the  high inhibition  percentage
(68.69+0.45 %), followed by MeOH extract (59.84
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+0.85 %), then ethyl acetate and aqueous fractions (52.84
+0.87 %) (52.35£0.77 %) respectively. The Anti-
enzymatic activity was reported in the same manner as
ICso values presented in (Table. 8). The highest
tyrosinase inhibitory activity was found Tamarix
africana extract and its fractions. The MeOH extract
gave the lowest ICso (ICso = 7.61+ 0.71pg/ml) followed
by ethyl acetate (ICso = 26.38 = 2.42 pg/ml), MeOH
(31.97 + 1.07 pg/ml) and aqueous fraction (67.09 + 2.56

pg/ml).

3. DISCUSSION

Nowadays, there is a huge deal of attention paid to the
use of medicinal plants where humans appealed the
nature. So, in the framework of looking for, discovering
and isolating new, non-toxic drugs from natural
resources, that present positive acts with minimal side
effects compared with synthetic drugs®'. Our attention
was guided to Tamarix africana.

In order to extract these bioactive products from different
parts of the plant, various solvents were used, depending
on their polarities, their structures.’?3* Ethyl acetate
solvent was used to pick up phenolic acids, flavonoids
and some flavonoids glycosides, whereas n-butanol
solvent was used to isolate other flavonoids glycosides
and saponins. >33 Recent study reported by Benabdallah
et al.’7 that the aqueous extract yielded (19-22%) which
is greater than ethyl acetate fraction (3—4.5%).

In this study, we investigated the chemical constitution
of methanolic crude extract and its fractions (Ethyl
acetate, n-BuOH, Aqueous) obtained from Tamarix
africana L leaves using LC-MS tool. Their antioxidant
ability also was examined using different tests with
different mechanisms®’, as well as the enzyme’s
inhibitory ability of extract and fractions was performed
(acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, urease and
tyrosinase).

Phenolic, flavonoids and tannins contents determination
The results indicated that the extract and its fractions
were rich in total phenolics, total flavonoids and tannins.
Our data are in the line of those reported that Tamarix
species contained several phenolic acids and a
considerable amount of flavonoids. 3#

Also, our findings were in accordance with those results
presented by Carmona-jiménez et al. 3° which
demonstrated that Tamarix articulata extracts were
wealthy in phenolics and flavonoids contents, and might
potentially be a source of various phyto-compounds. The
quantities of total phenolic components in the two
extracts of Tamarix africana L. the ethyl acetate extract
had a higher concentration (500-546 mg/g) while the
aqueous extract had a total phenolic of (140-170
mg/g) .3’ Moreover, Khabtane et al.** reported that the
fraction of ethyl acetate from Tamarix africana Poir
flowers has a flavonoids content of (14.33£3.15 mg
EQ/GE) while aqueous fraction has (4.85+0.30 mg
EQ/GE). Antioxidant properties are strongly correlated
with a high phenolic content of a plant, which greatly

contributes to the suppression of reactive oxygen species
(ROS) or reactive nitrogen species (RNS) by blocking
enzymes involved in their formation or down-regulating
the expression of their respective genes.

Antioxidant activity of the extract and its fractions

From our results, Tamarix africana leaves extract and
fractions were found to have a strong scavenging ability
against DPPH:, ABTS™, and GOR' free radicals which
could accept a hydrogen atom from the antioxidant
compound, after which converted to more stable
molecules.*'*? In addition, each compound found in the
extract can act independently or in a synergetic way with
other compounds.*

Our results disclosed that all fractions and crude extract
presented a powerful antioxidant apt, these outcomes
were in agree with a recent study of Wink %, which
reported that Tamarix articulata extracts revealed a
strong antioxidant activity which could be due to the
presence of phenolic compounds. Chekroun-
Bechlaghem et al.*3, established that polyphenol
compounds found in Tamarix africana leaves were
responsible for their antioxidant properties. Another
study carried out by Benabdallah et al.’’” demonstrated
that ethyl acetate and aqueous fractions extracted from
Tamarix africana leaves revealed a potential antioxidant
ability in lipid peroxidation. Also, Bettaib et al.* results
showed that the hydroethanolic extract from Tamarix
gallica shoots reduced H>O,-induced oxidative stress in
human intestinal epithelial (IEC-16) cells in vitro.
Neuroprotective activity of crude extract and its fractions
Alzheimer's disease (AD) is completely dependent on the
deficiency of antioxidants, antiradical, and reducing
chemicals. Inhibition of a number of endogenous
enzymes is also important in the progression of this
neuropathology. “’The depletion of the acetylcholine
(ACh) neurotransmitter by cholinesterase is linked to the
etiology of Alzheimer's disease.*® Nowadays, the use of
AChE inhibitors is the most effective treatment
method.* Bioactive products have a strong antioxidant
effect, which limits the propagation of this disease by
neutralizing free radicals and preventing brain tissue
damage.’®!

Many studies showed that natural substances from
diverse sources can suppress AChE and BChE activities
such as polyphenols®, terpenoids, flavonoids and other
phenolic compounds.* The effect of ROS on membrane
phospholipids might be significant since some changes
in membrane phospholipids may be unique to the
pathophysiology of AD.** This could be possibly
associated to the presence of phenolic acids (p-coumaric
acid in the ethyl acetate extract, gallic acid, and ellagic
acid in polar extracts) that have previously reported to
possesses a remarkable inhibitory effect against
acetylcholinesterase.’>3¢

Another research evaluated the effects of eleven
flavonoids from 7. gallica on the aggregation of (-
amyloid (A).%” In fact, there is an important relationship
between B-amyloid and free radical production. Indeed,
oxidative mechanisms can convert non-aggregated -
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amyloid to aggregated B-amyloid, underlining the fact
that B-amyloid itself is considered a source of free
radicals.”® The anti-cholinesterase activity of ethyl
acetate extracts obtained from leaves and stems of T.
aphylla was reported in a recent study achieved by
Mahfoudhi et al.*® The data disclosed that the extracts
inhibited acetylcholinesterase by 21% and 16.7%;
respectively, otherwise, they didn’t exhibit any effects
against butyrylcholinesterase

Urease inhibitory activity

Urease is the enzyme that catalyzes the hydrolysis of urea
to generate ammonia. It is known to be the main factor
involved in gastritis and peptic ulceration. This
production of ammonia in the stomach may allow the
proliferation of several pathogenic microbial strains due
to the increase in pH level which creates the perfect
environment for them.*

A large number of urease inhibitors have been identified
from plants including terpenoids, polyphenols, and
alkaloids acting as competing molecules with the
substrate (urea) or by chelating the co-factor nickel.®!
Extracts of Tamarix L demonstrated over the years
interesting anti-urease activity, which encourages its use
to treat Helicobacter pylori infections and associated
disorders. The hydroethanolic extract from 7. dioica
Roxb. ex Roth aerial parts showed an important
bactericidal effect against clinical isolates and standard
Helicobacter pylori with 7.8-500 pg/ ml MBC > 500 pg/
ml.%? To the best of our knowledge, there were no papers
that reported the urease inhibitory effect of Tamarix
extracts.

Tyrosinase inhibitory activity

Tyrosinase inhibitory activity of Tamarix africana leaves
extract and its fractions was examined. The extract and
the fraction exhibited a remarkable inhibitory effect
against tyrosinase, which is the key enzyme in the
synthesis of melanin, a pigment responsible for the color
of skin, eyes, and hair in mammals. However, an
overexpression of tyrosinase can generate in the long
term some side effects such as hyperpigmentation,
wrinkles and even skin cancer. 6364

From the literature, there were no reports about the
activity of extract and fractions from Tamarix africana.
To the best of our knowledge, we report here for the first
time the tyrosinase inhibitory activity.

UV exposure can generate reactive oxygen species (ROS)
and reactive nitrogen species (RNS), which promote
melanogenesis by activating tyrosinase. These reactive
species increase DNA damage and may stimulate
melanocyte growth. As a result, antioxidants and other
ROS  scavengers may help to  diminish
hyperpigmentation. The amount and position of
hydroxyl substituents in certain flavonoids may
significantly alter tyrosinase inhibition: a larger number
of hydroxyl groups in the benzene ring improves its
inhibition; whereas methylation or glycosylation have
the opposite effect, possibly due to steric hindrance. %
LC-MS analysis

According to the results of the previous qualitative
phytochemical study, different fractions revealed a
potent biological activity. Thus, it is required to subject
it to appropriate tools for identifying its chemical
contents. LC-MS analysis is a strong analytical method
for gaining a deeper understanding of the chemical
composition of plant extracts.

The results of LC-MS indicated the presence of rutin,
quercetin, diosmin, apigenin and quercetin-3-glucoside,
which are subclasses of flavonoids which can scavenge
free radicals and control antioxidant pathway expression
to protect against oxidative stress, lowering the risk of
diabetes, obesity, nervous system illnesses, and other
chronic diseases. %

A natural flavonoid named quercetin has an important
antioxidant capacity. ’Apigenin and quercetin are
common flavonol glycoside compounds found in many
plants and known to possess multiple biological activities.
Apigenin has a large spectrum of health benefits
resulting from its free radical scavenging and anti-
inflammatory properties.®® Diosmin, considered as one
of the most utilized flavonoids, possesses a multitude of
biological and beneficial activities, including
antioxidant.*” Diosmin might be a novel and promising
candidate for the treatment of nervous system illnesses
such as Alzheimer's disease (AD) and other brain
damage. 7

Additionally, rutin presented a significant antioxidant
property that may lead in the near future a wide range of
pharmacological applications such as tyrosinase
inhibitory capacity and may selectively blocks the first
step of melanin synthesis which involved the
hydroxylation of monophenols into o-diphenols.”! The
neohesperidin is a flavanone glycoside that is well-
known for its antioxidant ability and a wide range of
biological effects, including anti-inflammation,
neuroprotection, gastric protection, and anticancer
properties.”” While wogonin, is a flavone that may
provide neuroprotection against oxidative stress-induced
brain injury,”® and protects neurons from oxidative
stress. 74

Benabdallah et al.’” reported that HPLC analysis of
Tamarix africana L. extracts revealed the presence of
quercetin, kaempferol, luteolin, and isorhamnetin in the
ethyl acetate fraction Furthermore, the aqueous extract
includes mostly flavonoid glycosides or rutinosides, as
well as some flavonoid aglycones, among which
isoquercetin and luteolin are discovered. In addition to
flavonoids, the extracts include procyanidins and certain
phenolic acids such as ellagic acid, gallic acid, and
vanillic acid.

The richness of Tamarix africana L. of bioactive
components like flavonoids, phenolic acids, and tannins
may be one of the reasons for its widespread usage in
traditional medicine. Another research paper reported by
Chekroun-Bechlaghem et al.”® revealed that sixteen
phenolic compounds were discovered successfully. Six
of these are phenolic acids (Gallic acid, Chlorogenic acid,
Caffeic acid, p-Coumaric acid, Caffeic acid dimethyl
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allyl ester, and Caffeic acid phenolic ester) and ten of
them are flavonoids (Chrysin, Rutin, Myricetin,
Quercetin, Genistein, Kaempferol, Apigenin,
Kaempferol-3-O-glucoside, Quercetin-3-Oarabonoside
and Galangin). These substances in Tamarix africana
extract might be responsible for the antioxidant and
neuroprotective,  anti-tyrosinase and  anti-urease
capacities.

Conclusion

For the first time, our study described the extraction yield
and phenolic content in each fraction. This approach
related principally on chemical analysis of phenolic
compounds as well as the antioxidant and
neuroprotective abilities of four extracts and fractions
from Tamarix africana. LC-MS analysis allowed the
identification of 8 phenolic compounds in which the
major constituents were flavonoids. The results also
revealed a significant antioxidant and neuroprotective,
anti-tyrosinase and anti-urease capacities at low
concentration. However, further studies are mandatory to
isolate these bioactive molecules and evaluate their full
pharmacological potential.
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Introduction générale

La santé humaine a toujours été considérée comme un enjeu majeur pour le
développement socio-économique et encore un défi pour la communauté scientifique, suite a
I’apparition de nombreuses pathologies chroniques et la propagation des pandémies que nous
vivant aujourd’hui dont le bon exemple est le Covid-19 (Lauwers et al., 2020).

Pour survivre face a ces maladies qui peuvent étre mortelles, les médicaments sont
utilisés pour les prévenir, les traiter et parfois méme les déceler. lls peuvent en combattre la
cause ou en atténuer les manifestations. Ils agissent par I’intermédiaire d’une ou de plusieurs
substances actives, associées a des excipients (sans activité thérapeutique) qui permettent la
préparation du médicament. La notion de médicament idéal ciblerait seulement le probleme de
santé (interaction directe avec la cible thérapeutique) et n’aurait aucun autre effet sur
I’organisme. Malheureusement, ce médicament parfait n’existe pas. Tous les médicaments
peuvent entrainer des effets autres que ceux prévus. Le risque d’effets secondaires varie
grandement en fonction du médicament utilise, de la fagcon dont il est employé, des autres
médicaments pris en méme temps (interaction médicamenteuse) et des caractéristiques du patient
(comme son age, son poids, les autres maladies dont il souffre et ses facteurs de risque), sont
tous responsable de I’innocuité des médicaments et des complications a long termes.

Le recours au traitement par les plantes ainsi que la recherche de nouvelles substances a
activité pharmaco-biologique constituent une des plus grandes préoccupations scientifiques, pour
un objectif majeur, d’éviter ’utilisation des médicaments synthétiques qui ont des effets
secondaires non négligeables sur la santé humaine (Karimi et al., 2015). Les plantes médicinales
sont importantes pour la recherche pharmacologiques et 1’élaboration des médicaments, non
seulement lorsque les constituants des plantes sont utilisés directement comme agents
thérapeutiques, mais aussi comme matiére premiere pour la synthése des médicaments ou
comme modeles pour les composés pharmacologiquement actifs. Cela peut s'expliquer en partie
par la nature de la structure chimique, riche en groupes hydroxyles, communément appelés
métabolites secondaires, qui ont été identifiés et utilisés pour traiter une variété de problémes de
sante. (Gllcin et al., 2020). Ces phytomolécules peuvent avoir les mémes propriétés que les
médicaments de synthése avec des effets indésirables minimes.

La classe des métabolites secondaires la plus répondue sont les polyphénols qui sont
géneérés en quantités importantes par différentes parties des plantes et considérées comme
essentiels dans notre alimentation. Ces substances bioactives peuvent agir de diverses manieres
pour réduire la formation excessive d'especes réactives de I'oxygene ou de I'azote (ROS, RNS),
(Kalaivani et al., 2011 ; Forni et al., 2019), et peuvent méme réduire les ROS dans les cellules,

ce qui les rend efficaces pour le traitement de nombreuses maladies, y compris divers types de
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cancers, le diabete et méme certaines maladies neurodégénératives. Les antioxydants naturels
peuvent étre utilisés comme une sorte de médecine préventive (Valko et al., 2007), retardant le
processus de vieillissement cellulaire et diminuant le risque de développer un cancer ou un
diabéete (Sharifi-Rad et al., 2020). De plus, ils ont la capacité d'absorber certains rayons nocifs
associés a I'exposition au soleil, tels que les rayons ultraviolets (UV), par I'intermédiaire de leurs
substances chimiques bioactives, qui fonctionnent comme un filtre naturel (Kora¢ et al., 2011),
réduisant de maniere significative le risque de développer un mélanome, le cancer de la peau le
plus répandu (Pal et al., 2016).

En raison des roles pharmacologiques et biologiques importantes de ces produits
bioactifs, que ce soit pour la plante ou I'homme, une énorme attention est portée aux
médicaments d'origine naturelle.

Tamarix africana appartient a la famille des Tamaricaceae, se retrouve naturellement en
Asie et en Afrique. Les populations utilisent cette plante a des fins médicales pour prévenir et
traiter plusieurs affections (Alnugaydan et Rah, 2019). Le genre Tamarix L. comprend
différentes espéces, qui sont souvent utilisées pour traiter la diarrhée, les maux de dents et les
aphtes, tandis que les poudres et les décoctions de la partie racine sont utilisées pour traiter la
lépre, la variole et la tuberculose. Les feuilles de Tamarix L. sont utilisées pour soigner les
rhumatismes et les hépatites, tandis que les branches sont utilisées comme astringent (EI Rhaffari
et Zaid, 2004). En particulier, les feuilles de Tamarix L. sont traditionnellement utilisées en
décoction et en infusion afin de traiter les troubles du tube digestif (Khennouf et al., 2003).
Plusieurs études sur les especes de Tamarix L. ont rapporté la présence de différents composés
phytochimiques, tels que des acides phénoliques, des flavonoides et des tanins (Bahramsoltani et
al., 2020).

Tamarix africana est une plante fréqguemment utilisée dans la médecine traditionnelle
algérienne pour traiter les problemes gastroduodénaux, en raison de la présence de polyphénols
tels que les acides phénoliques, les flavonoides et les tanins (Khennouf et al., 2003 ; Benabdallah
et al., 2014). La richesse des espéces de Tamarix L. en composés bioactifs peut expliquer en
partie leurs propriétés pharmacologiques de guérir une variété de maladies associées au stress
oxydatif, y compris le diabéte, le cancer, et les pathologies neurologiques (Mahfoudhi et al.,
2016). De plus, ces plantes possedent des activités hépatoprotectrices, antinéoplasiques,
antinociceptives (Rasouli et al., 2017) et antibactériennes (Bahramsoltani et al., 2020). Malgré
les effets bénéfiques de cette plante sur la santé humaine, peu d'études ont rapporté les qualités

phytochimiques et pharmacologiques de cette plante.
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La bioinformatique, en tant que nouvelle discipline émergente, a considérablement
évolué au cours des dernieres décennies et représente aujourd'hui un domaine d'étude important,
permettant aux chercheurs de stocker, récupeérer, organiser et analyser des données biologiques
(Li et al., 2020). Parmi ces disciplines, une approche informatique moderne, appelée la
prédiction in silico, a permis de prédire les propriétés chimiques et biologiques de milliers de
molécules naturelles et synthétiques. En effet, cette approche a permis a la communauté
scientifiqgue de gagner un temps considérable et de diminuer le co(t des études liees aux
expériences de laboratoire sur les animaux (Dassamiour et al., 2022).

Le docking moléculaire représente une autre approche in silico vise a prévoir la structure
d'un complexe moléculaire a partir des composées isolées, ce qui est notablement plus facile a
mettre en ceuvre, moins cher et plus rapide que I'utilisation des méthodes expérimentales in vitro.
Les logiciels de docking sont donc des instruments trés utiles en biologie, pharmacie et
médecine, car la majorité des principes actifs sont de petites molécules (ligand) qui interagissent
avec une cible biologique d'intérét thérapeutique, habituellement protéique (récepteur), afin
d'influencer le mécanisme dans lequel cette protéine est impliquée (Fredj, 2021). Dans ce
contexte, cette thése vise a caractériser la plante Tamarix africana via I’exploration de son
contenu en composés phénoliques et 1’élucidation de ces activités biologiques. Ainsi, les
objectifs assignés a cette étude se résument en :

)] Une analyse qualitative de la composition phytochimique de Tamarix africana,

i) Une estimation quantitative les teneurs en polyphénols, en flavonoides, en tanins

hydrolysables et condensés par mesure spectrophotométrique,

iii) Une détermination de son profil phytochimique via la caractérisation des

différentes extraits et fractions par LC-MS,

iv) Une étude préclinique de prédiction des propriétés pharmacocinétiques des

molécules in silico,

V) Une prédiction des propriétés pharmacodynamiques par le docking moléculaire

Vi) Et une évaluation in-vitro des activités pharmacobiologiques a savoir 1’activité

antioxydante, anticholinestérase, anti-uréase, antidiabétique, 1’activité dermato-
protectrice (anti-tyrosinase, facteur de protection solaire (SPF), la cytotoxicité sur

les larves Artémia Salina et enfin le test de réduction des nanoparticules d’argent.
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Chapitre 1 : Présentation de I’espéce étudiée (Tamarix africana)

1. Généralités sur la famille Tamaricaceae

Les Tamaricacées sont des sous-arbrisseaux ou arbustes généralement halophytes,
rarement xérophytes. Cette une famille de dicotylédones comprend 125 especes réparties dans
les différentes régions du monde, notamment 1’Europe, I’ Asie et 1’ Afrique et les USA (Sultanova
et al., 2001). Famille des caryophyllales appartenant aux eudicots vrais selon la nouvelle

classification des angiospermes (Fig. 1) (Anderson, 2005).

Les Tamaricacées se répartissent dans les zones arides ou sablonneuses des régions
tempérées a subtropicales (Lefahal, 2014). En Algérie, on rencontre deux genres seulement :
Tamarix L. représenté par dix espéces et Reaumuria L. représenté par une seule espéce,

Reaumuria vermiculata L. (Quezel et Santa, 1963).

5 =

Figure 1. Aspect general des Tamaricacées (Hadj allal, 2014)

2. Caractéres généraux de la famille Tamaricaceae
Les Tamaricacees sont généralement caractérisées par des :

2.1. Feuilles
Petites de 0,5 a 0,7mm de long, écailleuses, petites alternes, souvent sessiles, rarement

subsessiles, éricoides, dotées de glandes qui secretent des sels (Fig. 2) (Khabtane, 2015).
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Figure 2. Forme des feuilles des Tamaricacées (Rouissi, 2018)
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2.2. Fleurs

Souvent petites bisexuelles et rarement unisexuelles, actinomorphes bractéoles penta ou
tétra meres, sepales et pétales imbriqués, étamines 5 ou plusieurs. Ovules anatropes ou
ascendants, les fruits sont des capsules loculicides contiennent des graines barbues entiérement,
ou souvent au sommet (Quezel et Santa, 1963; Lefahal, 2014) (Fig. 3).

Figure 3. Forme des fleurs des Tamaricacées lors de la floraison (Khabtane, 2015)

2.2.1. Sépales et pétales
Imbriqués persistantes, distinctes ou rarement a la base connée ; pétales 4-5, alternés
avec les sépales et parfois persistant (Gaskin, 2003).

2.2.2. Etamines

Au nombre de 5 ou plus, insérées sur un disque nectarifere, libres ou unies a la base,
généralement égal en nombre de pétales ou plus, distincts ou conné a la base ou fascicule,
souvent attaché a un disque de nectar charnu, anthéres 2-loculaires, s'ouvrant par des fentes
longitudinales (Crins, 1989; Gaskin, 2003).

2.2.3. Gynécée

Leur nombre varie entre 5 a 2 carpelles avec autant de stigmates libres, a placentation
pariétale ou pariétale-basale. Ovules de 2 a n, anatropes, ascendants. Le fruit est une capsule
loculicide. Graine barbue entierement ou seulement au sommet, rarement ailée, albuminée ou
non, a embryon droit (Crins, 1989; Khabtane, 2015)

La famille des Tamaricaceae regroupe 112 espéces endémiques des régions de I’Eurasie et

I’Afrique et introduites dans d’autres régions telle que I’Amérique du Nord (Benkelfat, 2020).
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Figure 04. Principaux caractéres botaniques des Tamaricacées (Lefhal, 2014).

2.3. Graines

Petites avec une touffe des cheveux blonds sur I'extrémité (Brotherson et Field, 1987).
Leur forme est variable d’une espéce a une autre, elles sont cylindriques et trés petites (0,17 mm
sur 0,45 et pésent 1ug) (Fig. 5) aussi caractérisées par 1’absence de la dormance. Leur durée de
vie est trés courte en été n’excéde 7 semaines, mais en hiver peut atteindre jusqu’a 19 semaines

dans les conditions idéales du milieu (Baker, 1972).

Figure 5. Forme des graines des Tamaricacées (Lefhal, 2014).

3. Origine et répartition géographique

La Tamaricacée est originaire d'une zone qui s'étend de I'Europe australe et de I'Afrique

du Nord par l'intermédiaire du Moyen-Orient et d’Asie du Sud a la Chine et au Japon (ljbari et
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al., 2014). Les especes du Tamarix L. sont considérées comme espéces envahissantes en
Amérique du Nord et I’ Australie (Nelroy, 1996 ; Heywood et al., 2007). Selon Baum (1978), les
Tamarix L. présentent deux centres de spéciation : un du coté asiatique (Pakistan-Afghanistan-
Iran- Turkménistan - sud du Kazakhstan - ouest de la Chine) et un autre dans la région de la
Méditerranée orientale. Il est considéré comme exotique en Australie, en Amérique et en Afrique
du Sud. Selon Gaskin et Schaal (2003), aucun tamarix n’existe naturellement en Australie ou
dans les Amériques, bien que plusieurs espéces aient €té naturalisées et aient envahi des habitats

propices dans ces régions du monde et dans d’autres.

En Algérie, 10 espéces de Tamarix L. ont été signalées : Tamarix gallica, Tamarix
africana, Tamarix aphylla, Tamarix boveana, Tamarix pauciovulata, Tamarix parviflora,
Tamarix brachystylis, Tamarix anglica, Tamarix speciosa et Tamarix balansae (Quezel et
Santa, 1962)

Les especes de Tamaricaceae en Algérie se trouvent dans environnements arides et semi-arides
qui jouent un réle majeur dans la vie socio-economique de la population rurale locale (Fig. 6).
(Villar et al., 2014).

Figure 06. Aire d’origine de répartition du genre Tamarix L. selon Khabtane (2015).

4. Classification
4.1. Classification classique des Tamaricacées selon Cronquist 1988

La classification de Cronquist 1988, est une classification classique des angiospermes. Elle
serait la derniére version des classifications majeures basées essentiellement sur des critéres
morphologiques, anatomiques et chimiques, et qui ignore donc les critéres de la classification

phylogénétique. Les Tamaricaceae sont des dicotylédones appartenant a 1’ordre Violales



https://fr.wikipedia.org/wiki/Classification_classique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Angiosperme
https://fr.wikipedia.org/wiki/Classification_phylog%C3%A9n%C3%A9tique
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o Regne : Plantae

o Sousrégne : Tracheobionta

o Division : Magnoliophyta ou Angiospermes
o Classe : Magnoliopsida ou Dicotylédones
o Sous-classe : Dilleniidae

o Ordre : Violales

o Famille : Tamaricaceae

4.2. Classification des Tamaricacées selon Angiosperms Phylogeny Group

La classification APG traduit les relations évolutives entre Angiospermes obtenues apres
plusieurs analyses cladistiques sur des critéeres moléculaires (Moore et al., 2010). Selon cette

classification, les Tamaricaceae appartenant a 1’ordre Caryophyllales

o Clade : Angiospermes

o Clade : Dicotyledones vraies

o Clade : Noyau des Dicotyledones vraies
o Ordre : Caryophyllales

o Famille : Tamaricaceae
5. Etude du genre Tamarix L.
5.1. Caractéres généraux du genre Tamarix L.

Le genre Tamarix L. (Tamaricaceae), avec environ 90 especes, est une plante tolérante au
sel et aux alcalis, formant des arbustes ou des arbres a feuilles persistantes ou a feuilles caduques
avec des feuilles ressemblant a des écailles, distribués de maniére discontinue dans les zones
arides et semi-arides d'Eurasie, d'Afrique et autour de la cbte de I'ancienne mer Méditerranée.
Les Tamarix L. sont en générales des arbrisseaux ou arbres, tres rameux a rameux dresseés,

grélés, effilés, ceux de ’année sont feuillés (Zhang et al., 2018).
5.2. Espece Tamarix africana
5.2.1. Description botanique

Inflorescence large de 5-8 mm. Anthéres obtuses au sommet. Fleurs pentameres, chatons
sessiles naissant du vieux bois ou du bois de I’année précédente, denses et épars, court (2-3 mm).
Style long, bractée étroite presque linéaire. Feuilles lancéolées a pointe courte. Capsules ovoides

de 5x3 mm. Fleurs blanches, rosées ou rouges (Fig. 7) (Benkelfat, 2020).




Chapitre 1 : Présentation de I’espéce étudiée (Tamarix africana)

Figure 07. Principaux caractéres botaniques du Tamarix africana (Khabtane, 2015)

5.2.2. Nom vernaculaire

o Nom scientifique : Tamarix L.

o Nom Frangais : Tamaris, Tamarin

o Nom Anglais : Salt Cedar, Tamarisk

o Nom Arabe : Athal, Tarfa, Arich (JY/)
o Nom Amazigh : Amammythe

5.2.3 Taxonomie

o Regne : Plantae

o Sous régne : Tracheobionta
o Division : Magnoliophyta
o Classe : Magnoliopsida

o Sous-classe : Dilleniidae

o Ordre : Violales

o Famille : Tamaricaceae

o Genre : Tamarix L.

o Espéce : Tamarix Africana

5.3. Etude ethnobotanique du genre Tamarix L.

Certaines espéces du genre Tamarix L. ont été utilisees en médecine traditionnelle pour

leurs vertus thérapeutiques par des populations anciennes :
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5.3.1. En chine
Les chinois ont généralement utilisé les branches et les feuilles des plantes Myricaria
wardii et Myricaria bracteta pour le traiter de la grippe et limiter 1’effet de poison des scorpions
(Zhao et al., 2005).

5.3.2. En Afghanistan
Les fleurs de quelques Tamarix L. sont appliquées en cataplasme sur les abces cutanés,
les plaies et les furoncles fermés pour les faire murir (Younos et al., 2005). Les feuilles de
Tamarix Ramosissima sont considérées en tant que remede trés efficace pour le traitement du
rhumatisme et d’hépatite, alors que les branches sont brevetées comme astringent (Pavlov et al.,
1963).
5.3.3. Au Maroc
Les differentes espéces du genre Tamarix L. sont souvent utilisés pour leurs propriétés
curatives : les galles sont prescrites sous forme de tisane afin de traiter la diarrhée, les douleurs
dentaires et 1'ulcére buccal ; les poudres et les décoctions des racines sont employés pour soigner
lepre, variole et la tuberculose (El Rhaffari et Zaid, 2004).
5.3.4. Au pakistan
Le Tamarix aphylla L. Karst est utilisé comme remédes a base de plantes tels que
diurétique, anti-inflammatoire, et pour traiter les hématomes internes (Mohammedi et Atik,
2011) la tuberculose, la lépre, la variole aphrodisiaque et tonique, 1’hépatite, I’eczéma et autres
affections cutanées (Marwat et Rehman, 2011). De plus les extraits de Tamarix aphylla L. Karst
peuvent étre utilisé comme des analgésiques et antipyrétiques (Qadir et al., 2014), ils ont
également un effet antimicrobien (Zain et al., 2012) et antifongique (Mohammedi et Atik, 2013)
et un effet cardioprotecteur dans la cardiotoxicité induite par la doxorubicine (Ashour et al.,
2012). Bien que T. aphylla L. Karst ait été examiné pour ses nombreuses propriétés médicinales,

il n'y a pas preuves de l'action antidiabétique de cette plante (Ullah et al., 2017)
5.3.5. En Algérie

Les infusions des racines et des feuilles ont un usage interne comme astringent,
antidiarrhéique, diurétique et surtout pour traiter certaine insuffisance hépatique (Ali-Delille,
2013). Les feuilles de Tamarix africana poir sont utilisé sous forme d’infusion dans la région
montagneuse de Bordj Bou Arreridj (Nord-Est de I'Algérie) pour traiter les maladies

cardiovasculaires et diurétiques (Miara et al., 2019)
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5.3.6. En Tunisie

Les huiles essentielles isolées de la partie aérienne du Tamarix boveana d’origine
tunisienne ont montré une activité anti bactérienne contre les Staphylocoques aureus et les
Microcoques luteus a des faibles concentrations de 0,3g/ml, et 0,5g/ml, cependant les huiles
isolées a partir des fleurs sont actives contre le Staphylocoques epidermidis et I’Escherichia coli
(0,5g/1) (Saidana et al., 2008). Les tests biologiques menés sur 1’espéce Tamarix nilotica ont mis

en évidence une activité antiviral contre le Verus HSV (Soltan et Zaki, 2009).
5.3.7. En Egypte

Le genre Tamarix est le plus grand genre de la famille Tamaricacées (Tamaris). Il est
représenté en Egypte avec deux especes indigenes qui sont Tamarix aphylla L. Karst et T.
nilotica Bunge (Boulos, 1999). T. nilotica Bunge a sa place dans I'histoire égyptienne ou il a été
mentionné dans papyrus anciens a I'époque pharaonique pour expulser la fievre, soulager maux
de téte, pour éliminer l'inflammation et comme aphrodisiaque. En plus, il était utilisé dans les
traditions egyptiennes comme agent antiseptique (Abou Zid et Sleem, 2011). Différentes parties
de Tamarix sont utilisées ; les feuilles et les jeunes branches sont cuites pour l'ceedéme de la rate,
mélangé avec du gingembre pour les infections de l'utérus, tandis que I'écorce, lorsqu'elle est
bouillie dans de l'eau avec du vinaigre est utilisee comme lotion contre les poux (Cao et al.,
1997). Les constituants flavonoides et phénoliques ont été signalés sur les feuilles, les racines et
les fleurs de T. nilotica. Les feuilles ont révélé une activités antioxydantes et hépatoprotectrices
(Abouzid et Sleem, 2011).

5.3.8. En Palestine et Jordanie

Plusieurs especes de Tamarix ont été utilisées en médecine traditionnelle comme
médicament et tonique grace a leurs activités antioxydantes et antimicrobiennes (Shanna et
Parmar, 1998 ; Makhmoor et al., 2001; Meot-Duros et al., 2008 ; Ksouri et al., 2009 ; Sultanova
et Atik, 2011). Par exemple, T. aphylla est décrit comme ayant des propriétés antirhumatismales
et astringentes, tandis que la décoction des feuilles est utilisée par les populations locales de
Palestine et de Jordanie pour traiter la fievre (Said et al., 2002; Al-Quran, 2005; Alzweiri et al.,
2011). De plus, on a découvert que T. nilotica posséde une activité antivirale puissante contre le
virus herpes simplex-1 (HSV), tandis que L'extrait méthanolique de T. gallica présente des
propriétés anti-inflammatoires, analgésiques et activités chimiopréventives (Sehrawat et Sultana,
2006; Soltan et Zaki, 2009 ; Chaturvedi et al., 2012). En ce qui concerne T. aphylla, gel. les
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formulations de cette plante a 15 et 25% ont été comparées avec des produits commercialisés
pour l'inflammation et l'excision des plaies conditions, en raison de leur efficacité anti-

inflammatoire et cicatrisante (Yusufoglu et Algasoumi, 2011).
6. Phytothérapie du genre Tamarix L.
6.1. Propriété pharmaceutique en médecine traditionnelle

Le Tamarix L. est I'un des bourgeons qui active le métabolisme du fer, puisqu'il stimule la
formation des hématies. Il est recommandé dans les syndromes hémogéniques aigus, l'anémie
hypochrome, I'érythropénie hypoplaquettaire et médullaire. Il agit comme hypercoagulant total et
est, de ce fait, indiqué dans les hypocoagulations sanguines (Depoérs, 2002). C'est un remede des
thrombopeénies acquises par suite d'infection virale et s'indique dans la mononucléose infectieuse.
Il lutte contre [I'histiocytose diffuse chronique (maladie de Hand Schuller) et active le
métabolisme du cholestérol (Philippe, 2007). Des préparations de différente parties (feuille,
fleur, tige, racine, graine...) du tamarix sont administrées par voie per 0S ou en usage externe a

titre préventive ou méme comme curatifs.

Selon El Rhaffari et Zaid, 2004, le genre Tamarix présente une large gamme d’cffet

pharmacologiques, citant :
6.1.1 Infection par les parasites internes et externes

Les Tamaricacées sont utilisées pour traiter les helminthiases, les parasites intestinaux, la

leishmaniose, les parasites de la peau, les acariens... a usage interne et externe.
6.1.2. Pathologies du systeme digestif

Les maladies du systeme digestif les plus traitées sont en général les maux d'estomac, les
spasmes et coliques, les desordres digestifs et gastrites, les gastro-entérites, les hépatites, les
maux de la rate, la diarrhée, le gonflement de la rate, la constipation... Tous les remedes préparés

sont ingérés.
6.1.3. Pathologies du systéme respiratoire

La population utilise les plantes pour leurs vertus antitussive, antiasthmatique, pour
soigner la bronchite, la coqueluche, la tuberculose et les douleurs thoraciques. Administrées par

voie orale.
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6.1.4. Dermo-cosmétologie

Les Tamaricacées sont utilisées souvent pour le soin et la cicatrisation des blessures, la
maturation des abces, les dermatoses et dermatites, le soin des cheveux et I’alopécie et les

brilures. Les remédes sont en totalité a usage externe
6.1.5. Pathologies bucco-dentaires

Pour soigner le mal de dents, la gingivite, les ulceres buccaux, les aphtes, les stomatites...

a usage externe
6.2. Travaux réalisés sur I’espéce Tamarix africana

Des travaux et des recherches scientifiques ont été réalisés sur I’espéce Tamarix africana
afin de la valoriser et de I’exploiter. Le potentiel pharmacologique curatif a été examiné via
différentes activités biologiques in vitro et in vivo. Une investigation a été faite par Benabdallah
et al.,, (2014) a porté sur I’analyse phytochimique et activité anti-peroxydation lipidique des
extraits de cette plante récupéré de la région de Bordj Bou Arreridj. Alors que Khabtane et al.,
2017 ont évalué in vitro l'activité anti-microbienne et anti-oxydante des flavonoides extraits des
fleurs du Tamarix africana poir de la région de khenchela. Cheron-Bouchlaghem et al. (2019)
ont montreé le potentiel antioxydant et 1’analyse phytochimique des extraits des feuilles de cette
plante endémique récupérés de la région d’Oran. En 2021, ces auteurs ont étudié les activités
antimicrobienne et anti-inflammatoire in vivo, ainsi que la détection de certaines bimolécules par
HPLC-DAD des extraits de feuilles de Tamarix africana (Tab. 1).

Tableau 01 Quelques travaux scientifiques réalisés sur I’espéce Tamarix africana

Travaux scientifiques Réferences

"Phytochemical Analysis and Anti-Lipid Peroxidation Activity of | Benabdallah et al., 2014

Tamarix Africana L. Extracts"

"In vitro evaluation of the anti-microbial activity and the anti- | Khabtane et al., 2017
oxidant activity of the flavonoids extracted from the flowers of the

Tamarix africana Poir "

« Phytochemical analysis and antioxidant activity of Tamarix | Cheron-Bouchlaghem, et

africana, Arthrocnemum macrostachyum and Suaeda fruticosa, | al., 2019
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three halophyte species from Algeria »

« Antimicrobial and anti-inflammatory activities of three | Cheron-Bouchlaghem, et

halophyte plants from Algeria and detection of some bimolecular

by HPLC-DAD

al., 2021

6.3. Métabolites secondaires extraits de I’espéce Tamarix africana

Les métabolites secondaires sont synthétises dans les différentes parties de la plante avec

des concentrations trés variées qui dépendent principalement des conditions environnementales.

Des techniques et des outils récents et trés sophistiqués ont été adoptés afin d’extraire, de

quantifier, d’identifier et de caractériser les differentes molécules présentes dans les végétaux.

Les métabolites secondaires présents dans les plantes ont une forte utilisation en médecine pour

des problémes d’anxiétés et de stress, mais aussi pour atténuer des symptomes de maladies

chroniques ou encore, prevenir diverses maladies qui vont de la migraine au cancer. Par leur

activité antioxydante, anticancéreuse, anti-inflammatoire et cardioprotectrice, les composes

phénoliques sont bénéfiques pour la santé humaine. Actuellement, peu de recherche scientifique

ont eté dirigées vers Tamarix africana. Le Tableau 2 représente quelques molécules bioactives

extraites de cette plante.

Tableau 02 Métabolites secondaires extraites de 1’espece Tamarix africana

Métabolites secondaires

Groupes

Référence

Acide carboxylique

Acide succinique

Flavonoides

4'7-di-O-méthylkaempferol-3- O-sulphate

5,7,4'-trihydroxyflavan 7-O-sulphate

5,7,4'-trihydroxyflavan-4-ol5,7- disulphate

Gardenin A-C

Naringénine

Naringénine 4'-O-sulfate

Kaempferol 3-O-f -Dglucuronopyranoside

Karker et al. (2016)

Tamarixetine 3-O-Sulfate

Kaempferolz4’-methylether-sulfate

Tomas-Barberan et
al. (1994)

Acide phénolique

Acide 5-hydroxy vératrique

Karker et al. (2016)
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Ester méthylique de l'acide 5-hydroxy

vératrique

Acide férulique

Ester méthylique de I'acide férulique

Acides ellagiques Acide ellagique Harborne (1975)
Acides cinnamiques et | Trans coniferyl alcol -4-O-sulphate Tomas-Barberan et
dérivés al. (1994)
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La découverte d’une molécule médicamenteuse « drug discovery » (Fig. 8) est un
processus souvent extrémement long, fastidieux et incertain. Pour chaque nouveau médicament,
le temps s'écoulant entre la premiere étape, au cours de laquelle une cible biologique pertinente
dans un processus pathologique donné est identifiée, jusqu’a la mise sur le marché dun
médicament est estimé a une moyenne de 12 a 14 ans avec un colt global minimum de 800
millions de dollars (Morgan et al., 2011).

La bio-informatique, tant qu’une nouvelle discipline émergente, a considérablement
évolué au cours des derniéres décennies et représente aujourd'hui un domaine d'étude important,
permettant aux chercheurs de stocker, de récupérer, d’organiser et d’analyser des données
biologiques (Li et al., 2020). Parmi ces développements, une approche informatique moderne,
appelée in silico, ou approche computationnelle a permis de prédire les propriétés chimiques et
biologiques de milliers de molécules naturelles et synthétiques, grace a la précision élevée des
algorithmes et a des bases de données constamment mises a jour (Echigoya et al., 2015).

Traditionnellement, les médicaments étaient decouverts en testant des composes
synthétisés dans des processus a plusieurs étapes qui prenaient beaucoup de temps et de tests
biologiques in vivo et qui arrivent dans la plupart du temps a des resultats défavorables dues a
leurs propriétés pharmacocinétiques, leur metabolisme et leur toxicité potentielle. De ce fait, les
méthodes récentes de prédiction des structures des molécules, des propriétés physicochimiques
et pharmacocinétiques (ADMET), ont permis a la communauté scientifique de gagner un temps
considérable et de diminuer le co(t des études liées aux expériences de laboratoire sur les
animaux (Dassmiour et al., 2022).

La recherche scientifique dans le domaine de la pharmacologie s'est considérablement
développee au cours du siecle dernier. Notre connaissance des systéemes biologiques continue de
croitre grace a des études bien congues et des progres continus dans les technologies disponibles

pour mesurer et analyser des échantillons biologiques et des sujets (Van et Gifford, 2003).
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Drug Descovery Process

N
= N
Disease-related Target Target Hit Lead Preclinical
genomics identification validation discovery optimization tests

* Bioinformatics * Target *Library design  « QSAR * In silico ADMET
* Reverse docking druggability * Docking scoring « 3D-QSAR prediction
* Protein structure ' * Tool compound * De novodesign s Structure-based s Physiologically-based
Prediction design * Pharmacophore  optimization pharmacokinetic (PBPK)
* Target flexibility simulations

Figure 8. Intervention des méthodes in silico dans le processus du recherche et
développement de nouveaux médicaments (Asses et al., 2011).

1. Prédiction des propriétés physicochimiques in silico

Une propriété physico-chimique dans un systeme correspond a une mesure particuliere de
I’état du systéme a un instant donné et a un endroit donné (Rahman, 2009). Dans ce contexte six
propriétés physicochimiques des médicaments sont testées ; la lipophilie, la taille, la polarite,

I'insolubilité, I'insaturation et la flexibilité (Diana et al., 2017).
2. Prédiction des propriétés pharmacocinétiques par I’étude in silico

La pharmacocinétique est I’étude du devenir d'un médicament dans l'organisme (ou
influence de I’organisme sur le médicament) (Fig.9). C’est aussi 1’é¢tude de la chronologie de
I’effet, elle comprend 4 étapes : 1’absorption, la distribution, le métabolisme et I’excrétion du
médicament (ADME). Les propriétés d'absorption, de distribution, de métabolisme, d'excrétion
et de toxicitt (ADMET) des médicaments candidats ou des produits chimiques
environnementaux jouent un role clé dans la découverte du medicament et de I'évaluation des
risques environnementaux. Pour étre efficace en tant que médicament, une molécule puissante
doit atteindre sa cible dans le corps en concentration suffisante et y rester sous une forme
bioactive assez longtemps pour que les événements biologiques attendus se produisent (Tsaioun
et al., 2016). Le développement de médicaments implique I'évaluation de I'absorption, de la
distribution, du métabolisme et de I'excrétion (ADME) de plus en plus t6t dans le processus de
découverte, a un stade ou les composés considérés sont nombreux mais ou l'accés aux

échantillons physiques est limité (Daina et al., 2017).
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Volume de distribution
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Figure 9. Schéma explicatif du profil ADME (Canault, 2018)

2.1. Absorption

L’absorption correspond a I’ensemble des phénomeénes intervenant dans le transfert du
principe actif médicamenteux depuis son site d’administration jusqu’a la circulation sanguine
pour assurer une meilleure biodisponibilité (Rein et al., 2013). Cette étape du devenir de
médicament chez I’homme est essentielle a étudier car elle peut étre a I’origine d’une variabilité
importante de la réponse aux médicaments notamment par le biais d’interactions

médicamenteuses significatives (Clayton et al., 2009).

Le passage des médicaments a travers la muqueuse gastro-intestinale fait intervenir tous
les mécanismes de passage transmembranaire surtout la diffusion passive ou seule la fraction
liposoluble et non ionisée traverse la muqueuse digestive, de nature lipoprotéique, par simple
diffusion (Schreiber, 1992). En réalité, I’intestin gréle représente le lieu de résorption principal
pour la plupart des médicaments, et ceci pour plusieurs raisons :

- surface de contact considérable
- microvillosités développés
- irrigation et mouvements importants.

Les autres régions du tube digestif interviennent assez peu dans 1’absorption.
2.2. Distribution

La distribution correspond au processus de répartition du médicament dans 1’ensemble
des tissus et organes. Depuis le site d’entrée et apres résorption, le médicament est distribué dans

la circulation générale : les substances sont transportées par le sang dans les différents tissus de
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I’organisme. On résume sous le terme « distribution » le transport du médicament au niveau
sanguin (phase plasmatique) puis sa diffusion dans les tissus (phase tissulaire) (Kok-Yong et
Lawrence, 2015)

2.2.1. Interaction avec les protéines plasmatiques du sang

Certaines protéines plasmatiques posseédent la propriété de fixer des substances
endogénes mais également les produits exogenes comme les médicaments. Il en résulte la
formation d’un complexe protéine-médicament menant & la distinction du médicament sous
forme libre et sous forme liée (Lopez-Yerena et al., 2020). La liaison médicament-protéine est

réversible, elle répond a la loi d’action de masse :

Médicament libre + protéine plasmatique <> médicament lié a la protéine

Seule la forme libre du médicament est active pharmacologiquement, la forme liée en est
inactive et ne peut diffuser pour atteindre son lieu d’action. Différentes protéines plasmatiques
sont impliquées dans la fixation des médicaments :
* I’albumine
* I’al glycoprotéine acide
* les lipoprotéines
* la y globuline

L’albumine et 1’al-glycoprotéine acide sont les deux principales protéines impliquées
dans la fixation des médicaments. Cette fixation dépend des caractéristiques acido-basiques des
médicaments (Bteich, 2019).

2.2.2 Volume de distribution

Le volume de distribution (VD) est le volume théorique dont la dose totale d’un
médicament devrait étre uniformément distribuée pour donner la méme concentration dans le
plasma sanguin. Plus ce volume est élevé, plus le médicament est distribué dans les tissus plutdt

que dans le plasma (Lobell et Sivarajah, 2003)

2.2.3. Permeéabilité da la barriere hémato-encéphalique

Dans le cerveau précisément au niveau de la barriere hémato-encéphalique (HE), les
capillaires sont constitués de cellules endothéliales tres serrées. De plus, les astrocytes
(constituant la névroglie) sont particulierement riches en lipides et entourent les neurones et les

vaisseaux sans laisser de place au liquide interstitiel. Cet ensemble joue un rdle de barriere
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limitant la diffusion des médicaments. En pratique, la diffusion est d’autant plus intense que la
substance est de faible poids moléculaire, liposoluble et sous forme non ionisée. Par ailleurs, a ce
niveau, des phénomeénes de transport actif ou de sécrétion contrélent également le passage des
médicaments (Kaplan et al., 2020).

2.3. Métabolisme

Le métabolisme d’un médicament correspond a sa transformation par une réaction
enzymatique en un ou plusieurs composés, dits métabolites qui peuvent étre
pharmacologiquement actifs, inactifs ou parfois toxiques. Le métabolisme est une des phases de
I’élimination d’un médicament : les différentes étapes du métabolisme conduisent a la formation
de substances hydrosolubles plus facilement éliminées par les milieux aqueux que sont les
urines, la bile, la salive ou la sueur (Huttunen, 2011). Il est important de noter que le
métabolisme des médicaments n’aboutit pas forcément a son inactivation. De nombreux tissus

peuvent réaliser le métabolisme des médicaments : foie, rein, poumon, intestin...

Le foie en raison de sa vascularisation et de sa richesse en enzymes joue un réle
primordial par rapport aux autres organes. L’activité des cytochromes (CYP) peut étre changée
sous l’action de substances inhibitrices, qui vont provoquer une réduction du métabolisme et

donc une élévation des concentrations du medicament (Ogu et al., 2000).
2.4. Elimination ou clairance

L’étape finale du devenir du médicament est son élimination de 1’organisme ou excrétion.
Le processus d’excrétion concerne le médicament sous forme inchangée et ses métabolites.
Toute altération du fonctionnement de 1’organe responsable de I’élimination se traduit par une
diminution de I’élimination et un risque d’accumulation (Lin et al., 2003). L’élimination des
médicaments et de ses métabolites est principalement réalisée par la voie urinaire et la voie
biliaire.

2.5. Toxicité

Les effets médicamenteux indésirables peuvent étre considérés comme une forme de

toxicité; cependant, I'intoxication est le plus souvent liée a une ingestion excessive (accidentelle

ou intentionnelle) ou a une élévation des concentrations sanguines ou a une augmentation des

effets du médicament se produisant aux posologies habituelles (Mahnik et al., 2007). Le terme

19

——
| —


https://www.msdmanuals.com/fr/professional/blessures-empoisonnement/intoxications-empoisonnements/principes-g%C3%A9n%C3%A9raux-sur-les-intoxications

Chapitre 2 : Prédiction par I’étude bio-informatique

effet indésirable est imprécis, souvent utilisé pour indiquer des effets non souhaités du

médicament apparaissant aux doses thérapeutiques.
% Hépatotoxicité

Le premier passage de médicament se fait a travers le foie pour atteindre la circulation
générale. L’hépatotoxicité est aussi un paramétre important pour apprécier la toxicité d’une

substance.

3. Prédiction des propriétés pharmacodynamiques par le Docking moléculaire
3.1. Définition

Le Docking ou I’amarrage est une approche informatique qui permet de prédire les
interactions probables entre des ligands (substrat, activateur ou inhibiteur) et la structure d'une

protéine. Elle se divise en deux étapes :

Etape 1. Au cours de laquelle le ligand est positionné a I'emplacement préféré de la protéine
Etape 2. Au cours de laquelle les interactions d'énergie potentielle entre le ligand et la protéine
sont évaluées.

Les methodes utilisées pour ces deux étapes different en fonction du programme de Docking
utilisé (Francois, 2014). Le Docking est une méthode qui prédit I'orientation d'une molécule par
rapport a une autre afin d'obtenir le complexe le plus stable. Elle est fréeqguemment utilisée dans
I'étude des cibles moléculaires des médicaments et dans la réduction des essais expérimentaux.
En générale il y a deux approches ; I'un basée sur la complémentarité des surfaces et l'autre sur le

calcul de I'énergie du complexe.
3.2. Principe du Docking

Le probléeme le plus important pour I'étape du Docking est de traverser l'espace
conformationnel aussi efficacement que possible en fonction du nombre de degrés de liberté de
translation, de rotation et des conformations potentielles du ligand pour éviter les calculs que les
machines ne peuvent résoudre ou ne peuvent le faire que dans des délais extrémement longs
(Laouar, 2015).

3.3. Outils du Docking moléculaire

Les logiciels de Docking sont des outils utiles en pharmacie et en médecine, car la plupart

des principes actives sont des petites molécules (ligand) congues pour interagir sur le plan
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moléculaire avec leurs protéines cibles (récepteur), pour agir sur les voies biologiques dans

lesquelles ces derniéres sont impliquées (Mcgann, 2011).
3.3.1. Autodock

L’étape de docking moléculaire est réalisée grace au sous-programme AutoDock. Est une
suite d'outils de docking automatisés. 11 est concu pour prédire la fagon avec la quelle les petites
molécules, telles que des substrats ou des médicaments candidats, se lient a un récepteur de

structure 3D connue.
3.3.1.1. Autodock vina

AutoDock Vina est une nouvelle génération de logiciel d'accueil du MGL (Molecular
Graphics Laboratory). Il réalise des améliorations significatives de la précision moyenne des
predictions de mode de liaison, AutoDock Vina ne nécessite pas de choisir les types d'atomes et
de pré-calculer les cartes de grille pour eux. Au lieu de cela, il calcule les grilles en interne, pour

les types d'atomes nécessaires, et il le fait pratiguement instantanément.
3.3.1.2. Autodock tools

AutoDockTools, (ADT), permet entre autres de définir quelles liaisons seront traitées

comme rotatives dans le ligand et danalyser les ancrages (Beziere, 2008).

3.4. Type de Docking moléculaire
3.4.1. Docking rigide

Le ligand et le récepteur qu’est une protéine sont tous les deux considérés comme étant
rigides. Seuls les 6 degrés de liberté de translation et rotation sont explorés pour le ligand, le
subir des translations et rotations dans chacune des trois dimensions. La recherche
conformationnelle commence en énumeérant toutes les translations et rotations possible avec au
minimum 1 A° et 1,5 A° de RMSD, respectivement, entre chague changement. Chaque pose sans
clash est notée a l'aide d'une fonction de score. Les poses ayant les meilleurs scores sont affinées

par le programme qui teste les rotations et translation proches.
3.4.2. Docking semi-flexible

Lorsque I'espace conformationnel des ligands est exploré, le nombre de degrés de liberté
de l'espace de recherche peut étre conséquent dans le cas de molécule trés flexible. D'autres

algorithmes dits de fragmentation sont employés pour construire de fagon incrémentielle le
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ligand au sien du site actif de la protéine, l'espace des conformations du ligand est alors restreint
au voisinage d'un ensemble initial d'états simplifiés. Cette stratégie de recherche par construction

se présente sous diverses variantes (Kuntz et al., 1982).
3.4.3. Docking flexible

Lorsque les méthodes de Docking prennent en compte la flexibilité du ligand, deux
étapes sont effectuées successivement pendant toute la durée du Docking :

Etape 1: correspond a une exploration de l'espace conformationnel de maniére a retrouver
parmi les conformations proposées les conformations bioactives.
Etape 2 : une fonction de score évalue ces conformations (Kollman et al., 2000). Il existe

plusieurs types d'algorithmes de recherche conformationnelle.

3.5. Scoring
3.5.1. Principe

Le score est une donnée numeérique utile pour quantifier le degré avec lequel un ligand se
complexe a un récepteur. C'est globalement une approximation de I'énergie libre résultant du
passage de la forme libre de la protéine et du ligand a l'association sous forme de complexe. Le

principe thermodynamique suivant (Marie Brut, 2009) :
AG = AGecmplex — AGligand — AGprotéine

L'établissement d'une bonne fonction de score est un probléeme important du Docking. 11
arrive souvent que la solution évaluée comme étant la plus probable ne soit pas la forme native
attendue. Ceci serait di au fait que le complexe natif n'est pas forcément celui qui présente la
plus grande surface d'acces, ou encore le plus grand nombre de liaisons hydrogéné disponible
(Lazar 2017).

3.5.2. Fonction de score

La procédure de Docking permet de générer une liste de complexe représentant les modes
d'associations favorables entre le ligand et le récepteur macromoléculaire, ensuite I'évaluation
des complexes pour trouver celui ou ceux les plus susceptibles de reproduire au mieux le mode
d'association réel. L'association entre protéine et ligands est gouvernée par plusieurs parametres

thermodynamiques :

» Les interactions hydrophobes

» Les interactions électrostatiques
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> Les liaisons hydrogenes

3.6. Proprietés pharmacodynamiques

La pharmacodynamie (PD) s’intéresse a 1’effet d’une substance étrangére introduite dans
I’organisme (un xénobiotique), autrement dit a la réponse d’un systéme biologique a I'utilisation
d’un médicament dans notre situation. Un médicament posséde dans ’organisme une ou
plusieurs cibles d’action qui peuvent étre plus ou moins bien identifiées sur le plan moléculaire
(Dhal et al., 2010). L’interaction du médicament avec sa cible se traduit par un ou plusieurs

effets qui peuvent étre mesurables ou non.

La pharmacodynamique est 1’étude de I’interaction entre une substance active
(généralement un médicament) et les récepteurs qui se trouvent dans I’organisme (Katzung et al.,
2004). 11 s’agit de savoir comment le corps et les cellules cibles (les récepteurs) réagissent au
principe actif et si on obtient 1’effet recherché. C’est une science indispensable pour adapter les
traitements médicamenteux administrés a un malade. En effet, en sachant comment le corps
répond a telle ou telle substance, il est possible de modifier le traitement. La pharmacodynamie
correspond également a la mesure de 1’effet d’un médicament dans 1’organisme qui dépend de la
dose du medicament recue (Benedetti et al., 2011).

Un médicament provoque un ou plusieurs effets pharmacodynamiques pour des doses
qui peuvent étre différentes, il posséde :
1. Un effet principal utilisé en thérapeutique
2. Des effets secondaires (latéraux) qui sont utiles ou indifférents ou génants ou nuisibles.

3. Pharmacodynamique : également qualifiée de pharmacodynamie

La pharmacodynamique concerne I'étude de l'action des principes actifs des substances
médicamenteuses sur le corps humain. Plus précisément, elle observe et caractérise les différents
effets entre une substance active et les récepteurs visés (D’alessandro et al., 2022). Ce domaine
est particulierement utile pour adapter les traitements thérapeutiques en fonction du but
recherché. En effet, un principe actif est transporté par le systeme sanguin jusqu'au lieu ou il doit
agir (Kutter et al., 2010). L'association de cette substance active avec un récepteur, une cellule
ou une enzyme engendre la réponse du corps face a la cible. En résumé, la pharmacodynamie est
une branche de la pharmacologie qui étudie les effets sur les étres vivants de toute molécule

chimique quelle qu’en soit I’origine (naturelle ou synthétique) (Albert, 2012).
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Chapitre 03 : Matériels et méthodes
1. Matériel végétale

Les parties aériennes (graines, tiges, feuilles et fleurs) sont récoltées durant le printemps
de ’année 2020 (mars 2020) au stade de floraison dans la région de Khenchela, située dans le
nord-Est de I’ Algérie, a 470 km a I'est d'Alger et 100 km (35° 25’ 55” Nord, 7° 08’ 40"Est) (Fig.
10) . L’identification a eté realisée au laboratoire de biotechnologie, eau, environnement et santé
par Dr. Khabtane Abd EI Hamid, enseignant-chercheur a Iuniversité Abbés Leghrour,
Khenchela. Aprés collecte, les échantillons sont rincés a I’eau distillée et séchés a 1’abri de la

lumiére. Le matériel végétal séché est broyé par un broyeur mécanique de marque Moulinex.

A- Khenchela

Ouled
Rechache

Zone
d’échantillonnage

Bcocubhmanma

Figure 10. Zone d’échantillonnage

2. Extraction des métabolites secondaire

2.1. Extraction par maceération et fractionnement

Les extraits méthanoliques sont préparés selon la méthode décrite par Boutefnouchet et
al. (2020) avec quelques modifications. 50 g de chacune (feuilles, tiges, fleurs, graines) sont
soumis a une macération dans 500 ml du mélange méthanol/eau (8: 2, V/V) sous agitation
continue pendant 48h a ’ombre et a température ambiante. Aprés filtration sur papier filtre, le
méthanol est évaporé sous pression réduite a 40°C dans un rotavapeur (BUCHI). L'extrait,
obtenu par évaporation, a subi un fractionnement. Ainsi et aprés évaporation a 40°C, I’extrait est
dissout dans l'eau distillée puis laissé décanter une nuit. Ensuite, il est lavé par le
dichlorométhane. La phase aqueuse récupérée est extraite trois fois successives par I’acétate

d’éthyle. Cette derniere est a son tour collectée, tandis que la phase aqueuse résiduelle est reprise
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par le n-BuOH (I’extrait butanolique) (Fig. 11). Tous les extrait ainsi que la phase aqueuse sont
récupérés et évaporés sous pression réduite a 40°C dans un rotavapeur (BUCHI) et stockés a

I’obscurité a 4°C.

Extraction par macération et fractionnement

= > .‘
> \:{ ,J.
= e\
e [ } Fractionnement avec
50 g de la matiére Agitation 48h . \5’-‘!. _ ledicholorométhane
végétale Filtration 7 [ =
L4 ’
. ‘ ‘
’,
o' j—
o’ V
’ % «” 1
s Récuperation de la i
& ool phase aqueuse
§g .
o~ ! R (-
r§'§ of i ‘3\"’\4 - + Fractionnement avec
o poedt 1'Acétate d'éthyle
f—
Récuperation de T
la phase aqueuse
‘-~ -~ AN
s - - Fractionnement avec
Evaporation par un évaporateur Evaporation de la phase aqueuse le N-butanol
rotatif

Figure 11. Protocole d’extraction des métabolites secondaires de Tamarix africana par

macération et fractionnement
2.2. Extraction des tanins

L’extraction des tanins est réalisée selon la méthode décrite par Makkar et Hagerman
(2000). 200 mg de chaque échantillon sont incubés dans un bain a ultrasons avec 10 ml
d’acétone a 70% pendant 20 min. les échantillons sont ensuite centrifugés a 3000g et 4°C
pendant 10 min. Le surnageant est récupéré et ensuite évaporé par un évaporateur rotatif et
stocker a 4°C (Fig. 12).
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Extraction des tanins
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Figure 12. Protocole d’extraction des tanins.

2.3. Rendement d'extraction

Le rendement de l'extraction a détermine selon la formule suivante (Su et al., 2006) :
o) = M
R(%) /o X 100

R (%) : Rendement exprimé en %.
m : Masse en gramme de I'extrait sec récupéré.

mo : Masse en gramme du matériel végétal a traiter.

3. Analyse qualitative et quantitative des métabolites secondaires du Tamarix africana
3 .1. Analyse qualitative par le screening phytochimique

Les groupes chimiques présents dans les échantillons sont caractérisés par des

réactions spécifiques, les résultats sont exprimés selon I’intensité de la couleur comme suit :
réaction franchement positive (+++), réaction positive (+), réaction moyennement positive (+/-),

réaction négative (-).
3.1.1. Recherche des tanins

La présence des tanins est mise en évidence selon le protocole décrit par Banso et

Adeyemo (2006) avec quelques modifications. L'extrait méthanolique (1,5g + 10 ml de méthanol
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a 80%) est suplémenté de quelques gouttes de de chlorure ferrique (5%). L’apparition d’une
coloration bleue-noire est synonyme de la présence des tanins galliques et bleue-verte celles des
tanins cathéchiques.
3.1.2. Recherche des flavonoides
La présence des flavonoides est révélée par I’ajout a 5 ml de 1’extrait méthanolique, 1ml
d’acide chlorydrique concentré (HCI, 37%) et 0,5 g de tournure de magnésium. L’apparition

d’une coloration rose-rouge apres 3min témoigne de la présence des flavonoides (Cavé, 1993).

3.1.3. Recherche des anthocyanes
Pour leur caractérisation, les anthocyanes sont au préalable extraits puis mis en évidence.
L’opération d’extraction consiste a mélanger 10g de la plante séche dans 100 ml d’eau distillée
sous agitation pendant 1h. Apres filtration, le milieu réactionnel est composé ee 2 ml de I’extrait,
5 ml de I’acide sulfurique concentré (H2SOas, 72%) et 5Sml d’ammoniac (NH4OH). L’apparition
d’une coloration rose-rouge virant vers le bleue-violacée indique la présence des anthocyanes
Debray et Jacquemin (1971) ; Paris et Moyse (1969).
3.1.4. Recherche des coumarines
Les coumarines sont révelés comme suit : 1g d’échantillon est introduit dans un tube puis
additionné par 1ml d’eau distillée. L’ensemble est recouvert avec un papier imbibé d’hydroxyde
de sodium (NaOH, 10%) puis porté a ébullition. L’émission d’une fluorescence jaune sous
ultrat-violet a 366 nm indique la présence des coumarines (Rizk et al., 1982).
3.1.5. Recherche des Alcaloides
Les alcaloides sont caractérisés par le réactif de Mayer et Wagner selon le procedé décrit
par Abdullahi et al. (2013) et Joshi et al. (2013) avec quelques modifications. 2g d’échantillon
sont mélangés avec 50 ml d’acide sulfurique (H2SO4 dilué a 50%), agitatés pendant 24h et filtres.
Deux tubes sont aisni préparés : le ler tube contient 1ml du macérat + 5 gouttes de réactif de
Mayer et le second contient 1ml du macérat + 5 gouttes de réactif de Wagner. L’apparition
d’une turbidité/précipité apres 15 min indique la présence des alcaloides.
3.1.6. Recherche des Stérols et Stéroides
La détection des stérols et stéroides consiste a evaporer 10 ml d’extrait méthanolique a
sec puis a le solubiliser avec 10ml de chloroforme anhydre et 5 ml d’acide acétique anhydre.
Enfin, quelques gouttes d’acide sulfurique concentré sont additionnées. L’apparition d’une
coloration violacée virant au vert indique la présence des stérols et stéroides (Trease et Evans,
1987).
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3.1.7. Recherche des triterpénes
Les triterpénes sont révelés par usage de 10ml d’extrait méthanolique évaporé est repris
dans un mélange d’acide acétiquee anhydre et du chloroforme (5/5, V/V). Aprés filtration,
quelques gouttes d’acide sulfurique concentré sont ajoutées. L’apparition d’une coloration verte
violette indique la présence des triterpenes (Trease et Evans, 1987).
3.1.8. Recherche des saponosides
La reaction de détection des saponosides consiste a faire dissoudre 2 g d’échantillon
dans 100 ml d’eau distillée. La solution est portée a ébullition pendant 30 min puis refroidit et
filtrée. Des dilutions sont préparées comme il est indiqué dans le tableau 3. Aprés agitation
vigoureuse pendant 15 secondes, I’apparition d’une mousse persistante dans le 10éme tube dont

la hauteur est supérieure a 1 cm indique la présence de saponosides (Dohou et al., 2003)

Tableau 3. Préparation des dilutions

Extraitmh |1 J2 [3 J4 |5 |6 J7 [8 ]9 [10
Leau(ml) |9 |8 |7 |6 |5 |4 [3 |2 |1 |o

3.1.9. Recherche des composés réducteurs
Pour la détection des composés réducteurs, 1 ml d’extrait méthanolique est ajouté a 1 ml
d’cau distillée puis 20 gouttes de la liqueur de Fehling sont rajoutées. L’apparition d’un

précipité rouge brique indique la présence des composés réducteurs (Trease et Evans, 1987).

4. Etude quantitative
4.1. Dosage des polyphénols totaux

La concentration des composés phénoliques totaux est mesurée a l'aide du réactif Folin-
Ciocalteu selon la méthodologie décrite pa Singleton et Rossi (1965). 20 pl de chaque
échantillon (1 mg/1 ml de méthanol) sont mélangés avec 100 ul de réactif Folin Ciocalteu et 75
pl de solution de carbonate de sodium (20%). Le test est réalisé sur des microplaques de 96
puits (Muller et al., 2010). La microplagque est laissée a température ambiante pendant deux
heures dans l'obscurité. L'absorbance est mesurée a 765 nm par un lecteur de microplaques. La
concentration des phénols totaux est calculée en utilisant I'équation dérivée d'une courbe tracée
avec l'acide gallique comme référence (y = 0,0035x + 0,1044 ; R2 = 0,996) (Fig. 13). Les
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résultats sont exprimés en grammes d'équivalent acide gallique par milligramme d'extrait (g
GAE / mg).

0.90
0.80 y=0.0035x + 0.1044

0.70 R?=0.996 @
0.60 _ o

0.50
0.40
0.30
0.20
0.10

0.00
0 50 100 150 200 250
Concentration (nug/ml)

Les absorbances

Figure 13. Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique

4.2. Dosage des flavonoides totaux

La teneur totale en flavonoides dans les extraits est mesurée a laide d'un test
colorimétrique au chlorure d'aluminium avec quelques modifications tel que défini par Topgu et
al. (2007). 100 p1 de chaque extrait (1mg/ml) sont combinés avec 100ul d'AICIs. L'absorbance
est déterminée a 415 nm aprés 15 min d’incubation dans l'obscurité. La concentration de
flavonoides est calculée en utilisant I'equation de la courbe d'étalonnage et la quercétine comme
référence (y = 0,0048x ; R? = 0,987) (Fig. 14) et les résultats sont exprimés en g d’équivalent de
quercétine par mg d'extrait (g QE / mg).

1.20 y = 0.0048x
1.00 R2=0.987

0.80
0.60
0.40

Les absorbances

0.20

0.00
0 50 100 150 200 250

Concentration (ug/ml)

Figure 14. Courbe d’étalonnage de la quercétine.
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4.3. Dosage des tanins condensés

La teneur en tanins condensés est déterminée sur une microplaque a 96 puits selon la
méthode de la vanilline (Saci et al., 2020) . 25 ul de chaque échantillon sont transférés sur une
microplaque et mélangés avec 150 pl de vanilline et 75 pl d'acide chlorhydrique. Aprés 15
minutes, l'absorbance est mesurée a 500 nm en utilisant un lecteur de microplaques. Les résultats
sont exprimés en g de catéchine par mg d'extrait (g CE / mg d'extrait) sur la base de la courbe
avec la catéchine comme standard (y =0.0026x+0.0303 ; R? = 0.984) (Fig. 15).

1.20
y = 0.0026x+0.0303
L, 100 R2=0.984 @
] F
= 0.80 L v
2 w
= 0.60 @
2 040 y
z O @
= 020 — v
-
0.00
0 50 100 150 200 250
Concentration (ug/ml)

Figure 15. Courbe d’étalonnage de la catéchine.

4.4. Dosage des tanins hydrolysables

Ce test est basé sur l'utilisation de la méthode de I'iodate de potassium. Dans une plaque a
96 puits, un volume de 50ul de I’extrait (1 mg/ml) est mélangé avec 150 ul d'iodate de potassium
a 2,5%. Apres 15 minutes, I'absorbance est mesurée a 550 nm avec un lecteur de microplaques.
Le standard est I'acide tannique (0,0003x + 0,3452 ; R2 = 0,9913) (Fig. 16) et les résultats sont
exprimés en mg d'équivalents d'acide tannique (TAE)/100 g de poids sec (Pierson et al., 2015).
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Figure 16. Courbe d’étalonnage de I’acide tannique.

5. Analyse du contenu phénolique de Tamarix par chromatographie en phase liquide

couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS)

5.1. Préparation des extraits pour ’analyse LC-MS

Les extraits sont prépares dans le méthanol (1 mg/ml) selon la méthode décrite par Karan

et al. (2021)

5.2. Instruments et conditions chromatographiques pour I’analyse LC-MS

Les analyses chromatographiques sont réalisees dans le laboratoire d'analyse des résidus

alimentaires de l'unité de détection et d'analyse des résidus alimentaires du centre d'application et

de recherche scientifique et technologique de l'université Tokat Gaziosmanpasa en Turquie. Les

conditions de fonctionnement de lI'appareil sont indiquées dans le tableau 4.

Tableau 4. Conditions de fonctionnement de la chromatographie

Appareil

LC- MS Shimadzu 8050

Phase mobile A

Eau distillée + formiate d'ammonium 5 mM

Phase mobile B

Meéthanol + formiate d'ammonium 5 mM

Débit de la phase mobile

0,4 ml/min

Colon

C18 Inertsil ODS-4; 3um; 2.1x150mm

Programme de gradient

Temps (min) %A %B
0-8595
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8.01-125 95
12.01-14.99 95 )
Température de la colonne 40°C
Volume d'injection 20 uL
Température du gaz MS 300°C
Débit de gaz MS 10 L/min
Pression du nébuliseur 270 kPa
Température ambiante 20°C +1

6. Etude préclinique des propriétés pharmacocinétiques des molécules in silico
6.1. Détermination des structures et SMILES

Les différentes molécules contenues dans les extraits de Tamarix africana et identifiées
par LC-MS sont reprises afin de determiner et prédire in silico leurs propriétés
pharmacocinétiques. Pour cela, les SMILES des différentes molécules sont récupérées a partir de
la base des données PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) (Consulté le 10/03/2022).

6.2. Détermination des propriétés physicochimiques des molécules

Le serveur SwWissADME (http://www.swissadme.ch/) (Consulté le 12/03/2022) est utilisé

pour la prédiction des propriétés physico-chimiques a savoir la lipophilie, la taille, la polarité,
I'insolubilité, l'insaturation et la flexibilité des composés phénoliques identifiés par 1’analyse
chromatographique (LC-MS) (Diana et al., 2017).

6.3. Prédiction de la pharmacocinétique des molécules par le profil ADMET

Les propriétés pharmacocinétiques et de toxicité des composes sont prédits a l'aide de la

nouvelle plateforme en ligne admetSAR 2.0 (http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2/) (Consulté

16/04/2022) (Yang et al., 2019). Les influences possibles de ces composés sont testées sur
différents parameétres, principalement, l'absorption intestinale humaine (AIH), la biodisponibilité
(HOB), la pénétration de la barriére hémato-encéphalique (BHE), la perméabilité des cellules
Caco-2, localisation subcellulaire, interaction avec la glycoprotéine P et le cytochrome P450
(CYP450), mutagénicité, cancérogénicité, corrosion oculaire, irritation oculaire, hépatotoxicité,

liaison aux récepteurs des cestrogénes, androgenes, hormones thyroidiennes, glucocorticoide,
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toxicité pour l'abeille domestique, poissons et crustaces aquatiques, biodégradation, solubilité

dans l'eau, liaison aux protéines plasmatiques, et la toxicité orale aigué.
6.4. Prédiction des propriétés pharmacologiques (activité biologique)

Les propriétés pharmacologiques et les activités biologiques potentielles des composés

sont prédites & l'aide du serveur web en ligne PASS (http://www.way2drug.com/passonline/)

(Consulté le 17/03/2022). Ce serveur est basé sur deux probabilités, Pa et Pi, dans lesquelles Pa
représente la probabilité que le composé soit actif et Pi représente la probabilité que le composé
soit inactif avec des valeurs allant de zéro a un. Le type de modéle Pa > Pi a été utilisé par défaut

car il s'agit du modele le plus largement accepté pour étudier les activités (Lagunin et al., 2000).
6.5. Prédiction des cibles thérapeutiques

Swiss Target Prediction (http://www.swisstargetprediction.ch/) (Consulté le 25/03/2022)

est utilisé pour estimer les cibles macromoléculaires les plus probables d'une petite molécule,
supposee bioactive. Ce serveur permet d’avoir des probabilités sur les cibles thérapeutiques qui
peuvent étre des oxydoréductase, lyases, protéases, des récepteurs membranaires, des récepteurs
nucléaires, des facteurs de transcriptions, des transporteurs electrochimiques, cytochromes P450
(Diana et al., 2019).

6.6. Prédiction de la cytotoxicité

Sur la base de la formule structurale de chaque compose obtenu précédemment, I'effet
cytotoxique possible des composés sur les cellules tumorales humaines est étudié in silico en
utilisant les services web CLC-Pred (http://www.way2drug.com/cell-line/) (Consulté le
01/04/2022) (Cell Line Cytotoxicity Predictor) (Lagunin et al., 2018).

6.7. Prédiction de ’inhibition vis-a-vis des virus

Le serveur AntiVir-Pred (http://www.way2drug.com/antivir/) (Consulté le 21/04/2022)

permet de prédire si un composé chimique peut inhiber l'activité de 66 protéines de 56 virus a
une concentration de 10000 nM ou moins. Le score pour chaque activité est exprimé sous la
forme d'une valeur de confiance qui représente la différence entre les probabilités d'inhiber et de
ne pas inhiber la protéine en question. Plus la valeur de confiance est élevée, plus la probabilité
que la prédiction soit vraie est grande. Seules les activités avec Pa > Pi (confiance > 0) sont
considérées comme possibles pour un composé particulier. 1l est nécessaire de rappeler que la

probabilité Pa refléte la similarité de la molécule en cours de prédiction avec les structures des

33

——
| —


http://www.way2drug.com/passonline/
http://www.swisstargetprediction.ch/
http://www.way2drug.com/cell-line/
http://www.way2drug.com/antivir
http://www.way2drug.com/antivir/

Chapitre 03 : Matériels et méthodes

molécules, qui sont les plus typiques dans un sous-ensemble «d'actifs» de I'ensemble
d'entrainement. Par conséquent, il n'y a généralement pas de corrélation directe entre les valeurs

de Pa et les caracteéristiques quantitatives des activités (Poroikov et al., 2019).
7. Etude des propriétés pharmacodynamiques par le Docking moléculaire

Les structures 3D de I'AChE, de la BChE, a-amylase, 1'uréase de Helicobacter pylori et la
Tyrosinase sont obtenues a partir de la Protein Data Bank (PDB) avec les identifiants ID : 4EY®,
6EQ, SEMY, 6QSU, 5M8M respectivement. Les structures des 9 composés phénoliques de
Tamarix africanaont obtenues au format SMILES a partir de la base de données PubChem, puis
transférées en structures 3D a l'aide du programme Chimera 1.15. Les structures des récepteurs
enzymatiques et des ligands phénoliques sont préparées a l'aide d'outils Chimera en éliminant les
molécules co-cristallisés, en ajoutant les atomes d’hydrogéne manquant, et en minimisant leur
énergie. Enfin, toutes les structures optimisées sont enregistrées sous format Mol2, prétes pour le
processus d'amarrage. Le programme Autodock Vina a été utilisé pour le docking moléculaire en
spécifiant une boite de grille autour des sites actifs des enzymes cibles ou se trouvent les
inhibiteurs co-cristallisés. Pour la validation des résultats du docking moléculaire, les inhibiteurs
de reférences Galantamine, Acarbose, Thio-urée et I’acide kojique sont testés vis-a-vis les
proteines respectives AChE, BChE, a-amylase, uréase de Helicobacter pylori et Tyrosinase ont
été selectionnés comme premiers ligands a étre ancrés, seules les molécules ayant des énergies
de liaison inférieures a celles des molécules de références sont considérées comme actives. La
visualisation des interactions établies au sein des complexes récepteur-ligand ancrés est réalisée

a l'aide du package Discovery Studio.
8. Etude des activités pharmacologiques des extraits in vitro
8.1. Préparation des dilutions

Pour préparer une série de dilutions, les différents extraits sont dissous dans le méthanol,
500 pl de la solution mere sont mélangés avec 500 pl du méthanol. Ainsi, une série de dilution
est effectuée (Fig. 17).
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Figure 17. Préparation des dilutions des extraits dans le méthanol.
8.2. Activité antioxydante

Pour évaluer le pouvoir antioxydant des différents extraits obtenus a partir des différentes
parties de Tamarix africana, plusieurs tests sont utilises, a savoir le test de piégeage du radical
DPPH- , le test de réduction du radical-cation ABTS™ , le test de la capacité antioxydante par
réduction de cuivre (CUPRAC), le test de pouvoir réducteur (FRAP), le test de piégeage de
Galvinoxyle (GOR), I’inhibition du blanchiment a l'acide B-caroténe-linoléique, le pouvoir

antioxydant réducteur du permanganate et le test de phénanthroline.
8.2.1. Test de piégeage du radical DPPH'
¢+ Principe

Le radical DPPH'* (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl) est stable a température ordinaire et
présente une couleur violette bien caractéristique due a la présence d'électron impair de I'atome
d'azote dans le DPPH. Les antioxydants présents dans 1’échantillon (polyphénols, tanins...) le
réduisent entrainant une décoloration en jaune. De maniere générale, il existe deux mécanismes
permettant aux antioxydants de piéger le DPPH- Le premier est un processus direct d'absorption
de ’atome hydrogene et le second est un processus de transfert d'électrons concerté par les
protons (Fig. 18) (Wang et al., 2003). Cette réaction se deroule a température ambiante et a
I’obscurité, afin d’éviter tout risque de dégradation des molécules thermosensibles et

photosensibles. L’absorbance est mesurée a 517 nm.
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Figure 18. Mécanisme de réduction du radical DPPHe par un antioxydant (Gulgin, 2012).
% Mode Opératoire

La capacité antioxydante de chaque extrait a été évaluée selon la procédure (Blois, 1958).
40 ul de chaque extrait a différentes concentrations sont mis en microplaque 96 puits en présence
de 160 pl d'une solution de DPPH préparée a I'avance en dissolvant 6 mg de DPPH dans 100 ml
de méthanol. Aprés 30 minutes d'incubation, I'absorbance est estimée a 517 nm contre un blanc
(DPPH / méthanol). Les résultats sont exprimés comme une concentration d'inhibition de 50%
(I1Cs0) et compares aux standards qui sont le butylhydroxyanisole (BHA) et butylhydroxytoluéne

(BHT). La capacité de piégeage du radical DPPH est calculée a l'aide de I'équation suivante :

I (%) = (A controtle— A échantilion) / A controle
1% : Le pourcentage d'inhibition.
A controle - Absorbance de la solution DPPH sans extrait.

Ac&chantilion: Absorbance en présence d'extrait ou d'étalon

8.2.2. Réduction des radicaux cationiques ABTS™
X Principe

Cette méthode est basée sur la capacité d'un antioxydant a stabiliser le radical cationique
coloré ABTS™, qui peut étre préalablement formé par l'oxydation d'ABTS (2,2-azinobis-(3-
éthylbenzthiazoline-6 -sulfonique)) de couleur bleu. L'ajout d'antioxydants a ce radical suit un

mécanisme de transfert d'électrons (Re et al., 1999), qui se visualise comme une décoloration
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correspondant au moment ou le radical ABTS est réduit (Fig. 19). Le degré de décoloration
permet d'évaluer le pourcentage d'inhibition du radical cationique ABTS, qui est déterminé en
fonction de la concentration en antioxydant et du temps de réaction (Kuskoski et al., 2005). Ce

radical peut étre déterminée en mesurant 1’absorbance a la longueur d’onde approprié¢e a 734 nm.

% Mode opératoire
Ce processus de piégeage d'ABTS ° * est réalisé en utilisant la méthode de Re et al.
(1999). 40 ul de chaque concentration sont mis en réaction avec 160 ul d’une solution ABTS.
L'absorbance est lue a 734 nm apres 10 minutes. Le pourcentage d'inhibition est calculé de la
méme maniére que décrit dans le dosage des radicaux DPPH. Les omposés BHT et BHA sont

utilisés comme standards.
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Figure 19. Formation et piégeage du radical ABTS"" par un antioxydant
donneur de He (Gulgin, 2012).

8.2.3. Capacité antioxydante réductrice cuivrique (CUPRAC)
¢ Principe

La méthode CUPRAC (Cupric ion Reducing Antioxidant Capacity) est basée sur la
mesure ’absorbance du complexe cuivre- néocuproine [Cu?* -Nc?] formé en raison de la réaction
redox entre un antioxydant et le complexe cuivre-néocuproine. En effet, en présence d'un agent

antioxydant, le complexe -cuivre-néocuproine est réduit produisant ainsi un complexe

37

——
| —



Chapitre 03 : Matériels et méthodes

chromogéne de Cu+ -Nc, cette réaction est quantifiée spectrophotométriquement a une longueur
d’onde de 450 nm (Apak et al., 2004) (Fig. 20)

R

% Mode opératoire

La capacité de I'extrait a réduire les ions cuivre est selon le protocole de Guglu et al.
(2004).Un volume de 40 ul de chaque échantillon est déposé dans un puit avec 50 pl de CuCly,
auxquels 50 ul de néocuproine et 60 pl d'acétate d'ammonium sont ajoutés. L'absorbance est
mesurée a 450 nm aprés incubation pendant 1h. Le potentiel de réduction des extraits est
équivalent a celui du BHA et du BHT. Les résultats sont révélés comme Ao s (mg/ml).

Produit
O O AOX AOX
N\ N _
7

oxyde
HsC

=
H3C n::H:,3 \ /h-— HsC Ned” CH; | +H

_ Co/‘”\oj ~ N/CH\NQ

Reéactif CUPRAC
couleur Bleu Produit jaune-orange

Figure 20. Réduction du complexe chromogéne de Cu*? -Nc, (Ozyiirek et al., 2011).
8.2.4. Pouvoir reducteur (FRAP)
+* Principe

Le test FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) est un dosage colorimétrique du
transfert d'électrons, basée sur Iaptitude des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe*®) présent
dans le ferricyanure de potassium (KsFe (CN)g) en fer ferreux (Fe*?) et la formation de
ferrocyanure de potassium (Ka[Fe(CN)s]) (Fig. 21) (Pellegrini et al., 2003). Ainsi, la formation
de ce complexe montre I’aptitude de réducteur qui détermine le pouvoir d’un composé a se
comporter comme un antioxydant (Singh et Kumar, 2019). Le virage de la couleur jaune du
ferricyanure de potassium vers une couleur bleue/verte dont I’intensité dépend du pouvoir
réducteur de I’antioxydant (Chou et al., 2003) est mesurée a 700 nm. Une augmentation de

I’absorbance est directement reliée a I’augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés.

“+ Mode opératoire
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Le pouvoir réducteur des extraits est testé en utilisant la procédure décrite par Oyaizu
(1986). 10 pl de chaque échantillon est combiné avec 40 pl de tampon phosphate (pH = 6,6) et
50 ul de ferricyanure de potassium, puis incubés a 50°C pendant 20 minutes. Enfin, 50 pl d'acide
trichloroacétique, 40 ul d'eau et 10 ul de chlorure ferrique FeCls sont ajoutés. L'absorbance est
mesurée a 700 nm. L'acide ascorbique, l'acide tannique et I'a-tocophérol sont utilisés comme
standards.
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Figure 21. Mécanisme réactionnel du test FRAP (Gulgin, 2012).

8.2.5. Test de piégeage de Galvinoxyle (GOR)
% Principe

Galvinoxyl est un radical organique libre de stabilité chimique exceptionnelle (Altwicker,
1967). 1l est recommandé pour les études des composants donneurs d'électron et d'hydrogéne
(Shi et al., 2001). La méthode du piégeage du radical libre Galvinoxyl est basée sur la mesure de
la capacité des antioxydants a réduire le radical stable du galvinoxyl (Goxe). En effet, en
présence de donneurs d'hydrogéne, le radical libre Goxe est réduit a GoxH (Fig. 22) (Barzegar et
Moosavi-Movahedi, 2011).

¢+ Mode opératoire

L’activité du test de piégeage des radicaux Galvinoxyle (GOR) est déterminée selon la
méthode de Shi et al. (2001). 40 ul de chaque extrait a différentes concentrations sont mis dans

une microplaque de 96 puits en présence de 160 pl de la solution radicalaire Galvinoxyl. Apres
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120 min d'incubation, l'absorbance est déterminée a 428 nm. Le BHT et le BHA sont utilisés

comme références.

(H3C)sC N C(CH3)s (H;C);C N C(CHs)3
+RH — +R'
‘0 HO
0 0

C(CHa)s C(CHz)3 C(CHg)s C(CH3)s

Figure 22. Réduction du radical libre Goxe en GoxH (Shi et al., 2001).
8.2.6. Inhibition du blanchiment a I'acide p-caroténe-linoléique
% Principe

L’acide linoléique en émulsion aqueuse est oxydé. L’oxydation de I’acide linoléique
génere des radicaux peroxydes et des hydroperoxydes de dienes conjugués qui vont oxyder le -
caroténe, afin d’entrainer son blanchissement (perte de sa couleur rouge). Le taux de
blanchissement du [B-carotene peut étre ralenti en présence dantioxydant. Celui-ci pourrait
neutraliser les radicaux libres générés par 1’acide linoléique et prévenir I’oxydation du -carotene
(Tepe et al., 2005). La mesure de I’activité antioxydante suit la diminution de la densité optique
en fonction du temps. En effet la décoloration du B-carotene résulte du piégeage des radicaux
formés au cours de ’auto-oxydation de 1’acide linoléique, ce qui a pour effet de diminuer la

conjugaison
“+ Mode opératoire

L'activit¢ de blanchiment a l'acide B-caroténe-linoléique de nos extraits est évaluée en
selon le protocole de Marco (1968). Une solution de 0,5 mg de R-caroténe dissoute dans 1 ml de
chloroforme est mélangée avec 25 pl d'acide linoléique et 200 ul de Tween 40. Une fois le
chloroforme évaporé sous vide, 50 ml de peroxyde d'hydrogéne sont appliqués avec une
agitation intense. L'absorbance de la solution est entre 0,8 a 9 nm. Ensuite, 160 pl de cette
solution sont ajoutés a 40 pl de chaque échantillon. Le dispositif d'émulsion est incubé a 50°C
pendant 2h. Le BHA et le BHT sont inclus comme standard. Le blanchiment du B-caroténe est

déterminé en utilisant I'équation suivante :
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AA (%) =[1- (AHo-AHy) / (ACo-ACy)] x 100
AA (%) : activité antioxydante

AHo AH: : valeur de I'absorbance de la teneur en B-carotene en présence de I'extrait mesurée a to

et tioo min.

ACo AC: : valeur de l'absorbance de la teneur en B-caroténe la présence du contrble négatif

mesurée a to et tioo min.
8.2.7. Test de la phénanthroline
% Principe

C’est un autre test pour évaluer 1’activité antioxydante dans ce cas il s’agit de la réduction
de fer. Elle est basée sur la formation du complexe ferreux-phénanthroline en présence des
polyphénols (Fig. 23) qui a une coloration rouge. L’absorbance est mesurée a 510 nm

(Szydtowska-Czerniak et al., 2008).
“+ Mode opératoire

La procédure définie par Szydtowska-Czerniak et al. (2008) est utilisée. Une microplagque
a 96 puits est remplie avec 10 pl de chaque échantillon a des concentrations variables. 50 ul de
FeClz (0,2%) sont ajoutés aprés 30 pl de phénanthroline (0,5%). La derniére étape consiste a
ajouter 110 pl de méthanol. L'incubation a eu lieu dans I'obscurité pendant 20 minutes a 30°C.
L'absorbance de la solution est mesurée a 510 nm. Le BHT et le BHA sont utilisés comme

standards.

1,10 o-phenanthroline

Figure 23. Formation du complexe Fe*? -phénantroline (Apak et al., 2007).
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8.2.8. Pouvoir antioxydant réducteur du permanganate (Prac)
% Principe

Le permanganate de potassium, KMnOQs, est un agent oxydant puissant. Le permanganate,
MnO4 est d'une couleur violet foncé intense. Si I'ion violet du permanganate est réduit en ions
incolores Mn*? la solution passe du violet foncé a une couleur rose pale. Le processus est basé
sur les réactions d'oxydoréduction en présence d’un antioxydant dans I’échantillon. La réduction
du permanganate nécessite des conditions acides en présence d'acide sulfurique, ce qui entraine

une decoloration de I'échantillon (Cacig et al., 2006).
% Mode opératoire

Ce test est effectué selon la méthodologie d’Eftimova et al. (2018).Dans des
microplaques a 96 puits, 130 pl de KMnO4 sont introduits avec 60 pl de H.SO4. A ce mélange
10 pl de chaque échantillon a différentes concentrations sont introduits. L'absorbance de la
solution est mesurée aprés 5 min a 535 nm. Le Trolox et I’acide ascorbique sont utilisés comme

standards.

8.3. Activité anti-enzymatique
Le potentiel d’inhibition des enzymes par les extraits est évalué en utilisant différentes
enzymes, notamment : o-amylase, acétylcholinestérase, buthyrylecholinesterase, uréase,

tyrosinase
8.3.1. Activité Anti-Alzheimer
8.3.1.1. Inhibition du cholinestérase
¢ Principe

Les cholinestérases (AChE) et (BChE) sont des enzymes responsables de la dégradation
de P’acétylcholine (Fig. 24), neurotransmetteur du systéme cholinergique qui est impliqué
spécialement dans les activités cognitives. L’inhibition de ces enzymes va procréer une réduction
du turnover de I’acétylcholine et, en conséquence, elle va augmenter les effets cholinergiques.
Dans la maladie d’Alzheimer (MA), les cellules nerveuses se détériorent progressivement. Les
anticholinestérasiques diminuent 1’activité de I’AChE, BChE qui seront surexprimées dans le cas
pathologique et détruisant 1’acétylcholine au niveau synaptique. Les anticholinestérasiques visent

a restaurer la concentration normale de 1’acétylcholine dans les zones touchées par la maladie, en
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retardant sa rupture et sa dégradation pour ameliorer la neurotransmission. Ce test est appelé
aussi méthode de la détermination quantitative des peptides par le sulfhydryle (-SH). Le test
d’Ellman est basé¢ sur le clivage de D’acétylthiocholine par I’AChE pour produire de la
thiocholine. Cette derniére va réagir avec le 5,5'-dithiobisnitrobenzoate (DTNB) pour former un
anion de couleur jaune (Ellman et al., 1961) (Fig. 24). En présence d’un inhibiteur enzymatique,
cette réaction permet d’étudier les paramétres cinétiques et par la suite de quantifier I’inhibition

exprimeée par son ICsp (concentration diminuant ’activité enzymatique de moitié).
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Py e ACHE "N SH2
N —_— oy e "
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CH;s CHy
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Figure 24. Mécanisme chimique de la méthode d’Ellman (Ellman et al., 1961).
%+ Mode opératoire

Les extraits des feuilles de Tamarix africana avec différentes fractions sont évalués in
vitro contre l'acétylcholinestérase (AchE) et la butyrylcholinestérase (BChE) en utilisant la
méthode d’Ellman et al. (1961). 10 pl de I’échantillon a différentes concentrations sont incubés a
25°C pendant 15 minutes avec 150 pl de tampon phosphate de sodium (pH= 8,0) et 20 pl de
solution d'acétylcholinestérase ou de butyrylcholinestérase. Apreés cela, 10 pl de DTNB et 10 pl
de substrat, iodure d'acétylthiocholine ou iodure de butyrylthiocholine sont ajoutés. L'absorbance
de la solution est estimée a 415 nm. Le standard de la réaction est la galantamine. Le
pourcentage d'inhibition de I'AChE ou du BChE est calculé en comparant les taux de réaction de

I'échantillon a un échantillon blanc en utilisant la formule :

Inhibition de (AChE) ou (BChE)% = (E -S) / E x 100
E : activité enzymatique sans extrait.

S : Activité de I'enzyme en présence de I'extrait
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8.3.2. Test d'inhibition de I'uréase
% Principe

L'uréase catalyse I'nydrolyse de l'urée en dioxyde de carbone (CO 2) et en ammoniac. Les
conséquences de cette hydrolyse est I’augmentation du pH suite a la production de NHs, comme
produit de dégradation. La présence de H. pylori dans le milieu acide de I'estomac dépend
fortement de lactivité de l'enzyme uréase. Une caractéristique unique de linfectiona H.
pylori est sa persistance en raison de l'activité tampon de I'enzyme uréase. L'enzyme transforme
le milieu de l'estomac en un environnement favorable pour les bactéries en neutralisant I'acide
gastrique par hydrolyse de I'urée pour former du dioxyde de carbone (CO2) et ammoniac (NH 3)
(Kuwahara et al., 2000)

“+ Mode opératoire

L'activité inhibitrice de I'uréase est déterminée en utilisant la méthode a I'indophénol pour
mesurer la production d'ammoniac, comme deéfini par Taha et al. (2018) avec quelques
modifications. 25 ul de solution d'uréase, 10 ul d'échantillon et 50 pl de solution d'urée sont
combinés dans une microplaque a 96 puits et incubés a 30°C pendant 15 minutes. Apres cela,
chaque puits est supplémenté par 45 pl de réactif phénol et 70 ul de réactif alcalin. Aprés 50
minutes, l'absorbance est mesurée a 630 nm en utilisant la thiourée comme inhibiteur standard.
Les résultats sont exprimés en pourcentage d'inhibition de lI'enzyme (%). L'équation suivante est

utilisée pour quantifier l'activité d'inhibition de l'uréase :

Inhibition uréase% = [(A controle— A échantition) / A controle] * 100
A contrale - les absorbances du milieu réactionnel, en I'absence de I'échantillon testé

A Echantillon : les absorbances du milieu réactionnel, en présence de I'échantillon testé
8.3.3. Activité dermato-protectrice
8.3.3.1. Test d'inhibition de la tyrosinase
+ Principe

La tyrosinase présente des activités monophénolase et diphénolase qui catalysent
I'nydroxylation de la L-tyrosine en L-DOPA et l'oxydation de la L-DOPA en dopaquinone. Ce
dernier peut subir une polymérisation non enzymatique pour donner des pigments foncés

(Ebanks et al.,, 2007). Chez I'homme, la surexpression de la tyrosinase entraine une
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surproduction de mélanine dans la peau, ce qui peut déclencher des effets d'hyperpigmentation
tels que des taches de vieillesse et un mélanome (Yamaguchi et al., 2007). Les inhibiteurs de la
tyrosinase capables d'inhiber la biosynthése de la mélanine sont actuellement utilisés dans divers
agents d'hyperpigmentation (Saqib et al., 2007)

RO

% Mode opératoire

Selon la technique de Deveci et al. ( 2018), la fonction inhibitrice de I'enzyme tyrosinase
est évaluée par spectrophotométrie en utilisantla L-DOPA comme substrat. 10 pl de différentes
concentrations de I'échantillon sont combinés avec 150 pl de tampon phosphate de sodium (pH=
6,8) et 20 pl de solution de tyrosinase dans un tampon phosphate et incubés a 37°C pendant 10
minutes. Ensuite, 20 ul de L-DOPA (5 mM) sont ajoutés pour démarrer la réaction. Les
absorbances sont mesurées a 475 nm aprés 10 minutes d'incubation a 37°C. L'acide kojique est
utilisée comme inhibiteur standard. Le pourcentage d'inhibition est calculé de la méme maniere

que décrit dans le test d'inhibition de l'uréase.
8.3.3.2. Facteur de protection solaire (FPS)
% Principe

Les effets nocifs du rayonnement solaire sont causés principalement par la région des
ultraviolets (UV) du spectre, qui peut étre divisé en trois régions UVA, UVB, et UVC . Le
rayonnement UVC est filtré par I'atmosphere avant d'atteindre la terre. Les UVB ne sont pas
complétement filtrés par la couche d'ozone et sont responsables des dommages causés par les
coups de soleil. UVA atteignent les couches les plus profondes de I'épiderme et du derme et
provoguent le vieillissement prématuré de la peau. L'efficacité d'un écran solaire est
généralement exprimée par le facteur de protection solaire (FPS) qui est défini comme I'énergie

UV nécessaire pour produire une érosion minimale (Durta et al., 2004)

*

% Mode opératoire

L’effet de la protection solaire est évalué par la méthode de Mansur et al. (1986). Les
absorbances sont estimées a des intervalles de 5 nm commencant a 290 nm et se terminent a 320
nm. L’experimentation est répétée en triplet. Le SPF est mesuré en utilisant la formule ci-

dessous:
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320
SPF = CF x Z EEQ) x I(A) x Abs())
290

E (M): le spectre d'effet érythémal

I (V): le spectre d'intensité solaire, déterminé par Sayre et al. (1979)
Abs (A): absorbance du produit de protection solaire

CF: Facteur de correction (= 10)

8.3.4. Test de I’activité antidiabétique
8.3.4.1. Inhibition de a-amylase
% Principe

L'a-amylase est une enzyme digestive, produite par les glandes salivaires et les glandes
pancréatiques. C’est 'un des endo-amylases les plus significatives qui hydrolyse les liaisons o
(1-4) glycosidiques a I’intérieur des chaines de I'amidon pour donner des molécules de maltose
(disaccharides de a-glucose) (Fig. 25). Cette enzyme est principale pour l'absorption et la
digestion de ’amidon intégré dans la nourriture. Ceci peut étre une cible pour le traitement du
diabete type 2 (Kazeem et al., 2013). L’acarbose est un médicament bien connu, utilisé comme
inhibiteur de I’enzyme a-amylase. Il retarde la digestion d'hydrate de carbone et diminue le
niveau postprandial de glucose plasmatique (Chiasson et al., 2002). Cependant, il posséde des
effets indésirables tels que la diarrhée, les obstructions gastro-intestinales et I'ulcération
(Furman, 2017). Des inhibiteurs de 1I’a-amylase d'origine naturelle tels que les tanins, les
flavonoides et les composés phénoliques des plantes sont suggérés comme une approche
alternative pour la prévention et le traitement de la maladie du diabete type 2 avec sans ou peu de

risque d'effets secondaires (Khan et al., 2018).
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Aamylose

l Absence d'alpha-amylase

Complexe amylose-iode

Figure 25. Formation du complexe amylose-iode en absence de I'a-amylase (Boursier, 2005).

R
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L'activité inhibitrice de l'alpha-amylase est déterminée par la méthode de Zengin et al.
(2014) avec quelques modifications. Sur une microplaque de 96 puits, un volume de 25 pl
d’extrait a différentes concentrations est mélangé avec 50 ul d’une solution d’a-amylase (1Ul),
puis incubé pendant 10 min a 37°C. Ensuite, 50 pl d’amidon (0,1%) sont additionnés. Le
mélange est incubé une autre fois pendant 10 minutes a 37°C. Aprés incubation, 25 ul d’acide
hypochlorique (1M) et 100 pl d’iodure de potassium iode sont ajoutés. La lecture de
I’absorbance est réalisée a 630 nm. L’acarbose est utilise comme standard. Le pourcentage

d’inhibition de I’a-amylase est calculé par la formule suivante :

% inhibition = 1-[(Ac-Ae)-(As-An) ]/ (Ac-Ae)
Ac : Absorbance [Amidon + IKI + HCI + Vol de solvant d’extrait + Vol tampon Enzyme].
Ae : Absorbance [Enzyme + Amidon + IKI + HCL+ Vol de solvant d’extrait].
As : Absorbance [Enzyme + Extrait + Amidon + IKI + HCI].
Ab : Absorbance [Extrait + IKI + 125 ul de tampon].

9. Test des nanoparticules d'argent (SNP)

X Principe

Dans un premier temps, la réduction des différentes especes Ag* conduit a la formation
d'atomes dargent (Ag® ) qui est suivie par l'agglomération en clusters oligomériques. Ces
clusters conduisent finalement a la formation de particules d'Ag colloidales (Kapoor et al., 1994)
(Fig. 26) . En plus des agents réducteurs conventionnels, divers extraits végétaux et biologiques

sont utilisés comme réducteurs pour la synthése de SNP (Foroug et al., 2010)
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Ar{OH), Ar{=0),

Ag"+Citrate  EE— &

Figure 26. mécanisme de réduction des nanoparticules d’argent ( Ozyiirek et al., 2012).
% Mode opératoire

L'activité des nanoparticules d'argent est évaluée selon la méthode rapportée par Ozyiirek
et al. (2012). 40 pl d’échantillon a différentes concentration sont mélangés avec 130 ul de
solution de SNP et 50 pl d'eau sont ajoutés. Les absorbances sont mesurées a 423 nm apres

incubation & 25°C pendant 30 minutes. Le trolox est utilisé comme standard.
10. Test de cytotoxicite
10.1. Test de létalité des larves Artémia
X Principe

Afin de déterminer les éventuels effets cytotoxiques et les propriétés antitumorales des
extraits des testspréliminaires de toxicité des produits naturels été réaliser. En effet, plusieurs
études ont montré que les extraits ou composés cytotoxiques peuvent étre des agents
antitumoraux efficaces dans le traitement du cancer (Meyer et al., 1982). L’essai de Iétalité des
crevettes de saumure (Artémia salina) (Fig. 27) est considéré comme une méthode utile pour
I’évaluation préliminaire de la toxicité des produits naturels. Il est non seulement rapide et
pratique, mais peu colteux aussi (Sarah et al., 2017), c’est un test préliminaire pour vérifier
I’effet antitumoral des substances d’origine des plantes (Ali Siddiq et al., 2001). Le principe de
cette activité repose sur le pouvoir des extraits ou bien des molécules a tuer les larves d’Artémia

et le nombre de crevettes vivantes est compte.
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Figure 27. Larve Artémia Salina sous microscopie optique grossissement x10.

R

% Mode opératoire

La cytotoxicité des extraits a été étudiée en utilisant un essai biologique de létalité des
larves d’Artémia selon Meyer et al. (1982)avec une légére modification. Artemia salinaont été
éclos a l'aide d'ceufs dans un récipient de forme conique (1 L), rempli d'eau de mer artificielle
stérile (préparée avec du sel de mer 35 g / L) sous aération constante et a la lumiére pendant 48
h. Les larves d'Artemia actif exempt de coquilles d'ceuf est extrait de la partie la plus Iégére de la
chambre d'éclosion aprés I'éclosion et utilisé dans le test (Krishnaraju et al. 2005). Dans des
microplaques a 96 puits, dix (10) larves d'Artemia ont été ajoutés avec (80 pl) d'eau de mer et
(20 pl) de chaque extrait a différentes concentrations (4-0,5 mg / ml). La microplaque a été
maintenue a une température de 28 ° C pendant 24 h sous la lumiére. Le nombre de larves qui
ont survécu apres 24 heures a été compte, et la mortalité globale et le pourcentage de mortalité

pour chagque dose ont €té calculés. Le bichromate de potassium a été utilisé comme étalon.

11. Etude statistique
Les résultats ont été exprimes en moyenne £SD (n=3). L'analyse statistique a été réalisée
par une ANOVA a sens unique suivie d'un test de Dunnet multiple en utilisant GraphPad Prism
version 8 (Californie, USA). Les résultats ont été considérés comme hautement significatifs a
p<0,001.
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1. Rendement d’extraction des métabolites secondaires

Les rendements d’extraction des différents extraits de Tamarix africana, obtenus par
affrontement dans des solvants de polarités croissantes [méthanol (MeOH), acétone, acétate
d’éthyle (AE), n-butanol (n-BuOH)], sont rapportés dans le tableau 5. Il ressort que I’extrait
méthanolique des feuilles est celui qui présente le rendement le plus élevé (44,16%) alors que
I’extrait acétonique des fleurs donne le plus faible rendement (1%). En outre, il s’avére que le
méthanol est le solvant par excellence pour la dissolution des composés phénoliques (28,64 %).
Il est suivi par ordre décroissant par I’eau (14,88%), le n-butanol (10,31%), ’acétate d’éthyle
(2,29%) et I’acétone (1,29%). La méme tendance est observée pour les différentes parties de la
plante.

Tableau 5. Rendement d’extraction des métabolites secondaires a partir des feuilles, fleurs, tiges

et graines de Tamarix africana en (%)

MeOH AE n-BuOH Aqueux Acétone
Feuilles (%) 44,16 2,16 16,24 23,24 1,19
Fleurs (%) 34,02 2,56 10,03 16,74 1
Tiges (%) 19,03 2,34 8,56 8,53 1,66
Graines (%0) 17,38 2,12 6,44 11,02 1,34
S.EM 28,64 2,29 10,31 14,88 1,29

Extrait méthanolique : MeOH; Extrait acétate d’éthyle : AE; extrait n-butanol : n-BuOH; S.E.M : Eerreur type de

la moyenne
2. Analyse qualitative et quantitative des métabolites secondaires de Tamarix africana
2.1 Analyse qualitative par le screening phytochimique

Les tests de caractérisation phytochimique permettent de déterminer la famille chimique
d’appartenance d’un métabolite. Les résultats expérimentaux des tests phytochimiques réalisés

sur le matériel végétal broyé des différentes parties aériennes de Tamarix africana sont
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représentés dans le tableau 6. Il met en évidence la présence des flavonoides, des tanins et des
saponosides avec des intensités variables (concentrations). Tandis que, les anthocyanes et les
alcaloides sont absents dans les différentes parties étudiées. Alors que les triterpenes, les stérols
et les stéroides sont présents dans les feuilles et les graines. En revanche, ils sont absents dans les
fleurs et les tiges. De plus les composés réducteurs sont retrouvés dans toutes les parties de la
plante a I’exception des tiges. Enfin, les coumarines sont également présentes dans les fleurs et

les feuilles, et absents dans les tiges et les graines.

Tableau 6. Résultats du screening phytochimique des métabolites secondaires dans les
différentes parties (feuilles, fleurs, tiges et graines) deTamarix africana.

Feuilles Fleurs Tiges Graines

Tanins ++++ +++ ++++  H+++
Flavonoides ++++ ++++ ++ +++
Anthocyanes - - - -
Alcaloides - - - -
Triterpenes ++ - - +
Saponoside + + ++ +
Composes réducteurs  +++ ++ - ++
Coumarine +/- + - -
Stérols et stéroides + - - +

2.2 Etude quantitative
2.2.1. Dosage des composés phénoliques

Les résultats de I’analyse quantitative des composés phénoliques extraits des différentes
parties de Tamarix africana sont illustrés dans le tableau 7. Il révele que les teneurs en
polyphénols totaux varient entre 237,33 + 2,11 ug EAG/mg et 899,29 + 2,22ug EAG/mg. La

fraction n-BuOH s’avere la plus riche en phénols totaux comparativement aux différentes

o1
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fractions. De méme, la fraction n-BuOH des feuilles présente la teneur la plus éléve en
polyphénols 899,29 + 2,22 ug EAG/mg. Tandis que la fraction aqueuse des graines présente la
teneur la plus faible 237,33 + 2,11 ug EAG/mg.

Les données obtenues de dosage des flavonoides totaux indiquent que les teneurs sont
comprises entre 90,27 + 1,90 ug EQ/mg et 416,38+2,22 pg EQ/mg. Les fractions AE et n-BuOH
des différentes parties étudiées présentent les teneurs les plus élevées en flavonoides totaux
(tab.7). La concentration la plus élevé est observé dans les fleurs pour la fraction AE 416,38 +
2,22 ng EQ/mg. Cependant, leur extrait aqueux est le pauvre en flavonoides 90,27 + 1,90 ug
EQ/mg.

La teneur en tanins condensés varie de 1,00 + 0,33 pg EC/mg et 15,34 + 1,35ug EC/mg.
Par ailleurs, I’extrait acétonique des différentes parties étudiées montrent la teneur la plus élevé
en tanins condenseés, précisement, pour les tiges 15,34 + 1,35 ug EC/mg (Tab. 7). Alors que, la
valeur la plus faible est enregistrée pour la fraction aqueuse des fleurs 1,00 + 0,33 pg EC/mg.
Pour les tanins hydrolysables, sont essentiellement des leucocyanidines, les teneurs varient de
209,33 + 1,23 pg EAT/mg et 810,98 + 4,90 ug EAT /mg. La teneur la plus élevée en tanins
hydrolysables est notée pour la fraction acétate d’éthyle des tiges 810,98 + 4,90 ug EAT /mg.
Par ailleurs, la fraction aqueuse des feuilles montre la teneur la plus faible en tanins
hydrolysables 209,33 £ 1,23ug EAT /mg (Tab. 7).
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Parties de Composés Solvants d’extraction
la plante phénoliques MeOH AE n-BuOH Aqueux Acétone SEM.

Feuilles  PT (ug EAG/mg) 508,41+309 81341+298  899,29+222 262,62+221 576398 2598,93
FT (g EQ/mg)  161,38+1,39 299,92+231  23958+224 199,09+149 11361+220 922,69
TC (ugEC/mg)  2,37+0,18 7,03 1,15 3,83 +£1,20 1,05 £ 0,00 12,34+180 16,74
TH (ug EAT/mg) 487,33+£212 723114290  712,90+3,36 209,33+1,23 45533+213 517,6

Fleurs PT (ug EAG/mg) 447,52+ 1,09 743,8 +1,44 847,62+233 300,17+3,66 420,08+3,90 551,83
FT (WgEQ/mg) 99,56+260  416,38+222  271,18+1,65 90,27+190  104,93+166 196,46
TC (g EC/mg)  1,02+0,25 6,52 £ 1,20 4,34+1,33 1,00 +0,33 9,44 +1,10 4,46
TH (ug EAT/mg) 433,10+3,18 800,67 +4,55  729,17+299 310,08+290 410,66+3,05 536,73

Tiges PT (ug EAG/mg) 634,48+390 86105+289  896,21+3,65 482,92+287 703 +3,88 2876,12
FT (WgEQ/mg) 188,95+156 334,93+253  399,06+3,00 117,15+2,06 266,03£3,09 261,22
TC (ugEC/mg) 8,83+0,76 9,73 1,09 5,88 +1,54 1,03+0,41 1534+1,35 8,16
TH (ug EAT/mg) 581,33+4,08 810,98+4,90 740,87 +365 310,08+290 53377+200 595,40

Graines  PT (ug EAG/mg) 361,64+299 82547234  84988+366 237,33+211 36694+1,98 2347,70
FT (ugEQ/mg)  107,77+2,89 238,4+211 25319+134 113,74+109 90,76+2,00 160,71
TC (ugEC/mg)  3,79+0,98 8,44 1,05 6,52 +1,00 1,98 +0,10 9,29 +0,55 6,04
TH (ug EAT/mg) 322,27+222 590,99 +206  78593+297 21037+193 253,67+215 432,64

Les valeurs sont la moyenne + SD de trois mesures. Les composées phénoliques totaux sont exprimés en mg d'équivalents d'acide galliqgue/mg d'extrait. Les flavonoides totaux
sont exprimés en mg d'équivalents de quercétine/mg d'extrait. Les tanins condensés totaux sont exprimés en mg d'équivalents de catéchine/mg d'extrait. Les tanins
hydrolysables totaux sont exprimés en mg d'équivalents d'acide tannique/mg d'extrait. PT : polyphénols totaux; FT : flavonoides totaux ; TC : tanins condensés ; TH : tanins
hydrolysables; S.E.M : Eerreur type de la moyenne ; en rouge les teneurs les plus faible
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2.2.2. La chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de
masse (LC-MS)

Le profil chimique ainsi que la concentration des composés phénoliques dans les feuilles
de Tamarix africana, déterminé par ’analyse LC-MS, sur la base des modéles de fragmentation
MS, de la masse a haute résolution, des spectres UV et du temps de rétention sont rapportés dans
le tableau 8 et Annexe 01. Neufs (09) substances phénoliques sont identifiées dans les extraits et
fractions des feuilles de Tamarix africana parmi les 34 standards phytochimiques utilisés. Toutes
les molécules ont été caractérisées et quantifiées. Il est a remarquer que I’ Apigénine (flavones)
est présente dans tous les extraits. Cependant, la tangéritine (flavone polyméthoxylé) se trouve
uniquement dans I’extrait acétonique. Il est également a constater que certains composés sont
répartis spécifiquement dans certains solvants comme la diosmine (flavone) retrouvée dans les
extraits méthanol, acétate d'éthyle et acétone. Il est de méme pour les composés : la wogonine, la
rutine, I’apigenin-7-O-glucoside identifiés exclusivement dans la fraction n-butanol. La méme
tendance est observée pour la quercétine (flavonol) et ses dérivés la quercétine-3-glycoside
identifies respectivement dans les fractions aqueuse et acétonique, et les fractions acétate
d'éthyle, ’acétone et le n-BuOH. De plus, ces deux derniers solvants permettent la solubilisation

de la néohespéridine.

Tableau 08. Identification et quantification des composés phénoliques dans différentes
fractions des feuilles de Tamarix africana analysé par LC-MS

NO Substances Temps de MeOH AE (ppb) n-BuOH Aqueous Acétone
phénoliques retention (ppb) (ppb) (Ppb) (pPb)
(min)
01  Tangéritine 9,088 ND ND ND ND 0.0101
02 Rutine 6,512 ND ND 0,3674 ND ND
03  Apigénine 7-O 6,796 ND ND 0,1038 ND ND
Glucoside
04  Quercétine 7,561 ND ND 1,917 0,506 0,86
05  Diosmine 6,734 0,0735 0,079 ND ND 0,087
06  Quercétine-3- 6,573 ND 0,037 0,9799 ND 0,12
Glucoside
07  Néohespéridine 6,453 ND ND 0,0608 ND 0,307

——
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08  Apigénine 8,023 0,066 0,055 0,4448 0,09 0,179
09  Wogonine 8,627 ND ND 0,1542 ND ND
10  Acide Gentisique 2,895 ND ND ND ND ND
11  Acide 3,658 ND ND ND ND ND
Chlorogeénique
12 Naringénine 7,441 ND ND ND ND ND
13 Kamempférol 7,943 ND ND ND ND ND
14  Acide 2,855 ND ND ND ND ND
protocatéchuique
15  Acide Gallique 1,149 ND ND ND ND ND
16  AcideBenzoique 4,403 ND ND ND ND ND
4-OH
17 4-OH 5,429 ND ND ND ND ND
Benzaldéhyde
18  Taxifoline 5,993 ND ND ND ND ND
19  Diosmet 8,084 ND ND ND ND ND
20  Acide Cafique 2,776 ND ND ND ND ND
21  Naringine 6,292 ND ND ND ND ND
22  Polydatine 5,851 ND ND ND ND ND
23 Fisétine 7,078 ND ND ND ND ND
24  Galangine 8,808 ND ND ND ND ND
25  Acide P- 4,747 ND ND ND ND ND
Coumarique
26  Acide Férulique 3,884 ND ND ND ND ND
27  Hespéridine 6,392 ND ND ND ND ND
28  Biochanine A 8,628 ND ND ND ND ND
29  Acide Salicylique 4,384 ND ND ND ND ND
30 Gardenin-B 9,46 ND ND ND ND ND
31  Acide Sinapique 4,145 ND ND ND ND ND

——
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32  Resvératrol 6,655 ND ND ND ND ND

33 Acide 5,469 ND ND ND ND ND
Cinnamique

34 Acide Vanillique 2,223 ND ND ND ND ND

ND : non détecter ; ppb : partie par milliard

La quercétine-3-glucoside, la diosmine, 1’apigénine, la rutine, 1’apigenin-7-O-glucoside, la
wogonine, la quercétine, la néohespéridine, tangéritine sont les composés phénoliques qui se
répartissent dans la plupart des extraits et fractions des feuilles de la plante Tamarix africana.
Ces molécules sont probablement les molécules bioactives qui seront responsables des activités
pharmaco-biologiques qui vont faire 1’objet d’une étude in silico des différentes propriétés

pharmacocinétiques et pharmacodynamiques.

3. Etude in silico des propriétés pharmacocinétiques des molécules identifiées dans les
feuilles de la plante Tamarix africana

3.1. Détermination des structures et SMILES

Le tableau 9 montre la formule moléculaire, la structure et le SMILE canonique
correspondants de chaque composé identifié par LC-MS.
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Tableau 09. Génération des SMILES des composés identifiés par LC-MS.

Composés Formule moléculaire  Structure Canonical SMILES
Phénoliques
Quercétine-3- C21H20012 C1=CC(=C(C=C1C2=C(C(=0)C3=C(C=C(C=C302)0)0)0C4
glucoside C(C(C(C(04)C0)0)0)0)0)O
OH
HO
Diosmine CasH32015 CC1C(C(C(C(01)OCC2C(C(C(C(02)OC3=CC(=C4C(=C3)0

,(‘T C(=CC4=0)C5=CC(=C(C=C5)0C)0)0)0)0)0)0)0)O
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Apigénine C15H100s . C1=CC(=CC=C1C2=CC(=0)C3=C(C=C(C=C302)0)0)0

Rutine Ca7H30016 CC1C(C(C(C(O1)OCC2C(C(C(C(02)0C3=C(OC4=CC(=CC(

=C4C3=0)0)0)C5=CC(=C(C=C5)0)0)0)0)0)0)0)O
Apigénine-7-O- Ca1H20010 C1=CC(=CC=C1C2=CC(=0)C3=C(C=C(C=C302)OC4C(C(C
Glucoside | L 1 (C(04)C0)0)0)0)0)0

oM
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Wogonine C16H120s COC1=C(C=C(C2=C10C(=CC2=0)C3=CC=CC=C3)0)0
HO
Quercétine Ci15H1007 o C1=CC(=C(C=C1C2=C(C(=0)C3=C(C=C(C=C302)0)0)0)0
)O
HO
OH
y
Néohespéridine C2sH34015 CC1C(C(C(C(01)0OC2C(C(C(OC20C3=CC(=C4C(=0)CC(OC
4=C3)C5=CC(=C(C=C5)0C)0)0)C0)0)0)0)0)O
Tangé ritine Ca0H2007 COC1=CC=C(C=C1)C2=CC(=0)C3=C(02)C(=C(C(=Cc30C)0C)0C

)oC

——
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3.2. Détermination des propriétés physicochimiques des molécules

La figure 28 et le tableau 10 montrent les propriétés physicochimiques des
différentes molécules identifiées. Il ressort que certaines propriétés comme la polarité,
I’insaturation et la taille sont des facteurs limitant de la biodisponibilité de certaines molécules.
Selon le caractére de la liposolubilité, I’apigénine, la wogonine et la tangéritine sont des
molécules hautement lipophiles. Cette lipohilie diminue par substitution comme dans le cas de
I’apigénine-7-O-glucoside. 1l est également a noter que la polarité et la flexibilité des différentes
molécules sont élevées. La diosmine et la rutine sont hautement polymérisées en termes de poids

moléculaires.
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LIPO : lipophilie, SIZE : taille, POLAR : polarité, INSOLU : insolubilité, INSATU : insaturation, FLEX :
flexibilité. A: Apigénine; B : Diosmine; C : Rutine; D : Apigénine-7-O-glucoside ; E : Wogonine ; F : Quercétine ;
G : Neohésperdine ; H: Tangéritine; |: quercétine-3-glucoside. La zone colorée correspond a l'espace
physicochimique approprié pour la biodisponibilité orale

Figure 28. Prédiction des propriétés physicochimiques des composés testés.
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Tableau 10. Propriétés physicochimiques in silico de composes phénoliques de Tamarix

africana

Propriétés physicochimiques

La lipophilie Taille Polarité Insolubilité Insaturation Flexibilité
- 0.7 < XLOGP3 150g/mol 20 A°2< TPSA< 0<Log S<6 0.25 < Fraction 0 <Num. liaison
<+5.0 <PM<500g/mol 130 A°? csp3<1 rotatives < 9
Apigénine 3.02 270.24 90.90 -3.94 0.00 1
Diosmine 0.14 608.54 238.20 -3.51 0.46 7
Rutine -0.33 610.52 269.43 -3.30 0.44 6
Apigénine-7-  1.81 432.38 170.05 -3.78 0.29 4
O-glucoside
Wogonine 3.49 284.26 79.90 -4.23 0.06 2
Quercétine 1.54 302.24 131.36 -3.16 0.00 1
Néohespéridi  -0.47 610.56 234.29 -3.07 0.54 7
ne
Tangéritine 3.04 372,37 76,36 -4.11 0,25 6
Quercétine- 0.36 464.38 210.51 -3.04 0.29 4
3-glucoside

TPSA : la surface totale polaire ; PM : poid moléculaire, csp3 : nombre de carbone hybride sp3

3.3. Prédiction du profil ADMET des molécules

Les propriétés pharmacocinétiques des différents composés (absorption, distribution,

métabolisme, élimination et la toxicité, ADMET) sont rapportées dans le tableau 11. Les

prédictions indiquent que tous les composés étudiés peuvent étre absorbés par l'intestin humain.

Il ressort également que la wogonine est la seule capable d’étre administrée par voie orale (Per

Os). En outre, seulement I’apigénine et la wogonine ayant la capacité de franchir la barriere

hémato-encéephalique. Il est important de signaler que les données de modélisation révélent que

les différents composeés n’ont aucune affinité pour glycoprotéine P (P-gp), a I’exception de la

diosmine et la wogonine qui peuvent jouer les roles de substrat et d’inhibiteur, respectivement.

La permeabilité Caco-2 est positive pour 1’apigénine, la wogonine et la tangéritine. Toutes les

molécules présentent un volume de distribution optimale.

(o)
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L’¢élimination ou la voie d'excrétion principale des différentes molécules est le rein ; Leur
clairance rénale est importante. Ce qui sous-entend que leur demi-vie est importante. L’aspect de
toxicité des molécules indiquent qu’elles sont légerement toxiques (classe 111). Cette toxicité est
plus prononcée au niveau hépatique et cardiaque (cas de la rutine). De méme cette molécule et la
quercétine-3-glucoside peuvent présenter des risques de mutagénicité.

En termes d’écotoxicité, les molécules ne présentent pas de toxicité sur les abeilles ni sur les
crustacées aquatiques, par ailleurs, ils ne sont pas biodégradables et peuvent présenter une
certaine toxicité pour les poissons aquatiques.

Selon les critéres d’évaluation de la toxicité (>0,477), ils s’averent que les doses tolérées
des différentes molécules pour une administration humaine sont élevées.

La totalit¢ des molécules représentent d’excellents ligands pour les récepteurs des

cestrogenes, androgenes, thyroidiens et des glucocorticoides.
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Parameétres/Composés Quercétine-3- Diosmine  Apigénine Rutine Apigénine-7- Wogonine Quercétine Néohespérdine  Tangéritine
glucoside O-Glucoside

Absorption
Biodisponibilité orale BOH- BOH- BOH- BOH- BOH- BOH+ BOH- BOH- BOH-
humaine
Barriére hémato- BHE- BHE- BHE+ BHE- BHE- BHE+ BHE- BHE- BHE-
encéphalique
Absorption intestinale AlH+ AlH+ AlH+ AlH+ AlH+ AlH+ AlH+ AlH+ AlH+
humaine
Perméabilité Caco-2 Caco-2- Caco-2- Caco-2+ Caco-2- Caco-2- Caco-2+ Caco-2- Caco-2- Caco-2+
Inhibiteur de la P- Non Non Non Non Non Oui Non Non Non
glycoprotéine
Substrat de la P- Non Oui Non Non Non Non Non Non Non
glycoprotéine

Distribution
Localisation subcellulaire Mitochondries  Mitochon  Mitochondries Mitochon  Mitochondries Mitochondries  Mitochondries Mitochondries Mitochondries

dries dries
[ e )
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Liaison aux protéines Optimale Optimale  Non Optimale  Optimale Optimale Optimale Optimale Non
plasmatiques
(Optimale <90%)
VD (optimale :0,71-2.83 1.846 1.428 0.822 1.663 0.825 0.757 0,876 0.744 0.609
L/kg)
Meétabolisme
Substrat du CYP3A4 Oui Oui Oui Oui Oui Non Oui Oui Non
Substrat du CYP2D6 Non Non Non Non Oui Non Non Non Non
Substrat du CYP2C9 Non Non Non Non Non Non Non Non Non
Inhibiteur du CYP1A2 Non Non Oui Non Non Oui Oui Non Oui
Inhibiteur du CYP3A4 Non Non Oui Non Non Oui Oui Non Non
Inhibiteur du CYP2C19 Non Non Oui Non Non Oui Non Non Oui
Inhibiteur du CYP2C9 Non Non Oui Non Non Oui Non Non Non
Inhibiteur du CYP2D6 Non Non Non Non Non Non Non Non Non
Excrétion
Clairance (>15 ml/min/kg : Modéré Modéré Faible Faible Modéré Faible Faible Faible Elevée
élevée ; 5-15 ml/min/kg :
modérée ; <5 ml/min/kg :
faible).
( 1
L % )
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T1/2 (court ; si <3h) Moyen Moyen Long Long Moyen Long Long Long Court
Toxicité

Toxicité orale aigué Class 11l Class 111 Class 11l Class 11l Class 11l Class Il Class Il Class Il Class Il

Toxicité aigué par voie Faible Faible Faible Moyenne  Moyenne Faible Faible Faible Moyenne

orale chez le rat (LD50)

(mol/kg)

Max. dose tolérée 0,455 0,565 0,452 0,515 0.151 0,499 0,367 0.437 0,432

(humaine) (log

mg/kg/jour) (élevé ; si

>0,477)

Bloqueurs hERG Inactif Inactif Inactif Actif Inactif Inactif Inactif Inactif Inactif

(Toxicité cardiaque)

Hépatotoxicité Hépatotoxique  Hépatotox Hépatotoxique Hépatotox Hépatotoxique  Hépatotoxique Hépatotoxique Hépatotoxique Hépatotoxique
ique ique

Néphrotoxicité Non Non Non Non Non Non Non Non Non

néphrotoxique  néphrotox néphrotoxique néphrotoxi néphrotoxique  néphrotoxique  néphrotoxique néphrotoxique néphrotoxique

ique que

Toxicité mitochondriale Toxique Non Non toxique Non Non toxique Toxique Toxique Non toxique Non toxique
toxique toxique

Toxicité pour la Toxique Toxique Toxique Toxique Toxique Toxique Toxigque Toxique Non toxique

reproduction

[ e ]
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Toxicité respiratoire Toxique Non Non toxique Toxique Non toxique Toxique Toxique Non toxique Non toxique
toxique

Toxicité AMES (pour la Mutagene Non Non mutagéne Mutagéne  Non mutagene  Non mutagéne  Non mutagene Non mutagene Non mutagene

mutagénicité) mutagéne

Canceérogénicité Non Non Non Non Non Non Non Non cancérogéne Non

cancérogéne cancérogé cancérogéne cancérogé  cancérogeéne cancérogéne cancérogéne cancérogene

ne ne

Corrosion oculaire Non corrosive  Non Non corrosive  Non Non corrosive Non corrosive  Non corrosive Non corrosive Non corrosive
corrosive corrosive

Irritation de I'eeil Non irritant Non Irritant Non Non irritant Irritant Irritant Non irritant Non irritant
irritant irritant

Sensibilisation cutanee Non Non Non Non Non Non Non Non Non

Toxicité de Tetrahymena  Toxique Non Toxique Toxique Toxique Toxique Toxique Toxigque Toxique

pyriformis Toxique

Liaisons

Liaison aux récepteurs des  Oui Oui Oui Oui Oui Oui Qui Oui Oui

estrogénes

Liaison aux récepteurs Oui Non Oui Oui Oui Oui Oui Non Oui

androgenes

Liaison aux récepteurs Non Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui

CE
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thyroidiens

Liaison aux récepteurs des  Oui Oui Oui Oui Oui Oui Oui Non Oui
glucocorticoides

Ecotoxicité
Toxicité des abeilles Non toxique Non Non toxique Non Non toxique Non toxique Non toxique Non toxique Non toxique
toxique toxique
Biodégradation Non Non Non Non Non Non Non Non Non
biodégradable  biodégrad biodégradable biodégrad biodégradable  biodégradable  biodégradable biodégradable biodégradable
able able
Toxicité aquatique des Non toxique Non Non toxique Non Non toxique Non toxique Non toxique Non toxigque Non toxique
crustaces toxique toxique
Toxicité aquatique des Toxique Toxique Toxique Toxique Non toxique Toxique Toxigque Toxique Toxique

poissons
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3.4. Prédiction des propriétés pharmacologiques (activité biologique)

Les propriétés pharmacologiques probables des molécules identifiées sont prédites selon
leur score biologique possible & l'aide du serveur web en ligne PASS. L’ensemble des résultats
recueillis est représenté dans le tableau 12. Ce dernier montre que tous les composés possédent
des propriétés pharmacologiques intéressantes. Les résultats indiquent que les activités prédites
corroborent parfaitement avec ceux évaluées in vitro. A titre d’exemple, il a été montré que nos
extraits présentés des activités antidiabétiques, anti uréase, Anti-Helicobacter pylori et anti
tyrosinase. Ces mémes activités sont révélées par PBS avec des scores tres éleveés.

Tableau 12. Prédiction des propriétés pharmacologiques (activité biologique) in silico des
composés phénoliques de Tamarix africana

Molécules Pa Pi Propriétés pharmacologiques (activité biologique)
0,794 0,001 Blanchisseur de peau
Quercétine-3-glucoside 0,723 0,003 Anti-infectieux
0,596 0,002 Traitement du syndrome respiratoire aigu sévere
Diosmine 0,904 0,004 Stimulant de la caspase 3
0,668 0,008 Inhibiteur d'alpha-amylase
0,349 0,007 Inhibiteur de la topoisomérase |
Apigénine 0,924 0,002 Inhibiteur de la peroxydase
0,688 0,003 Inhibiteur de la tyrosinase
0,617 0,005 Anticancérigéne
Rutine 0,796 0,002 Traitement du syndrome respiratoire aigu sévere
0,528 0,019 Antidiabétique
0,341 0,010 Inhibiteur de la topoisomérase |
Apigénine-7-O-Glucoside 0,839 0,002 Antioxydant
0,599 0,010 Agent de blocage neuromusculaire de

l'acétylcholinestérase

0,503 0,010 Agent cicatrisant

Wogonine 0,720 0,002 Les inhibiteurs de SGLT2
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0,603 0,004 Inhibiteur d'uréase

0,487 0,005 Anti-Helicobacter pylori
Quercétine 0,872 0,002 Antioxydant

0,690 0,004 Traitement du syndrome respiratoire aigu sévere

0,588 0,004 Inhibiteur de synthése de mélanine
Néohespéridine 0,991 0,001 Piégeur de radicaux libres

0,931 0,005 Stimulant de la caspase 3

0,877 0,002 Inhibiteur de l'alpha glucosidase
Tangéritine 0,715 0,004 Piégeur de radicaux libres

0,634 0,004 Hépato protecteur

0,590 0,005 Antiviral (grippe)

Pa : Probabilité d'activité. Pi : Probabilité d'inactivité

3.5. Prédiction des cibles thérapeutiques

Comme le montre le tableau 13, ces composés peuvent étre actifs sur différentes classes
d’enzyme tels que les lyases, les hydrolases, les kinases, les isomérases et les oxydoréductases,
différents récepteurs, des transporteurs électrochimiques, cytochrome P450 et récepteurs

nucléaires.

Tableau 13. Prédiction des cibles thérapeutiques in silico des composes phénoliques de Tamarix

africana
Molécules Cible thérapeutique Classe de la cible Probabilités
Quercétine-3- Aldose réductase Enzyme 0,267
Glucoside i
Anhydrase carbonique |1 Lyase 0,267
Acétylcholinestérase Hydrolase 0,200
Diosmine TNF-alpha Protéine sécrétée 0,267
Acétylcholinestérase Hydrolase 0,133
Récepteur adrénergique alpha Récepteur couplé aux protéine 0,067
2a de la famille AG
Rutine Acétylcholinestérase Hydrolase 0,333

——
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Récepteur adrénergique alpha Récepteur couplé aux protéine 0,267

2 de la famille AG

Xanthine déshydrogénase Oxydorécutase 0,200
Apigénine Acétylcholinestérase Hydrolase 0,200

Récepteur alpha des Récepteur nucléaire 0,200

oestrogénes

ADN topoisomérase | Isomérase 0,133
Apigénine-7-O- Sous unité alpha catalytique  Kinase 0,200
Glucoside de la protéine kinase

dépendante de AMPc

Antigéne de différenciation Enzyme 0,133

lymphocytaire CD38

Récepteur opiode delta Récepteur couplé aux protéine 0,133

de la famille AG

Wogonine Récepteur de facteur de Kinase 0,400

croissance des cellules

souches

Butyrylcholinestérase Hydrolase 0,200

p-glycoprotéine 1 Transport primaire actif 0,130
Quercétine Récepteur de I’insuline Kinase 0,400

Thrombine Protéase 0,200

Cytochrome P450 1B1 Cytochrome P450 0,133
Néohespéridine Anhydrase carbonique 111 Lyase 0,460

Cotransport sodium/glucose 1  Transport électrochimique 0,260

Tyrosinase Oxydoréductase 0,067
Tangéritine Récepteur delta opioide Récepteur couplé aux protéine 0,333

de la famille AG
Cyclooxygénase-2 Oxydoréductase 0,267
Aldose réductase Enzyme 0,133
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3.6. Prédiction de la cytotoxicité

La capacité de chaque composé a induire une cytotoxicité sur la lignée cellulaire
tumorale a été étudiée par usage du serveur CLC-Predet (Tab. 14). Les données indiquent
clairement que les composés identifiés expriment une cytotoxicité modérée sur la majorité des

lignees cellulaires évaluées dans cette présente étude.

Tableau 14. Prédiction de la cytotoxicité in silico des composés phénoliques de Tamarix

africana

Molécules Lignée cellulaire Tissu Type de tumeur Pa Pi

Quercétine-3-Glucoside Leucémie Hématopoiétique  Leucémie 0,563 0,021
promyéloblastique (HL-60) et lymphoide
Mélanome métastatique La peau Mélanome 0,550 0,015
(SK-MEL-1)
Cancer du poumon (NCI- Poumon Carcinome 0,504 0,048
H838)

Diosmine Adénocarcinome du cbdlon Colon Adénocarcinome 0,651 0,003
(Caco-2)
Carcinome du sein (MCF7)  Sein Carcinome 0,398 0,084

Rutine Mélanome métastatique La peau Mélanome 0,536 0,020
(SK-MEL-1)
Glioblastome (BNS-75) Systeme nerveux  Glioblastome 0,453 0,027
Carcinome gastrique (SGC-  Estomac Carcinome 0,340 0,025
7901)

Apigénine Oligodendrogliome (Hs 683) Cerveau Gliome 0,587 0,029
Carcinome de la vessie (J82) Voies urinaires Carcinome 0,576 0,044
Sarcome du corps utérin Utérus Sarcome 0,454 0,067
(MES-SA)

Apigénine-7-O-Glucoside  Adénocarcinome du sein Le sein Adénocarcinome  0.564 0.098
(MDA-MB-453)
Hépatoblastome (HepG2) Foie Hépatoblastome 0,358 0,047
T-lymphoide (H9) Tissu Leucémie 0,342 0,036

hématopoiétique

——
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et lymphoide

Wogonine Lignée cellulaire épithéliale  Prostate Carcinome 0,340 0,013
du carcinome de la prostate
(CWR22R)
Adénocarcinome gastrique Estomac Adénocarcinome 0,314 0,030
(AGS)
Carcinome du cortex Cortex Carcinome 0,310 0,072
surrénalien (NCI-H295R) surrénalien

Quercétine Sarcome du corps utérin Utérus Sarcome 0,493 0,072
(MES-SA)
Oligodendrogliome (Hs 683) Cerveau Gliome 0,458 0,079
Adénocarcinome du cbdlon Colon Adénocarcinome 0,394 0,038
(LS174T)

Néohespéridine Adénocarcinome ovarien Ovaire Adénocarcinome 0,345 0,069
(OVCAR-5)
Carcinome rénal (TK-10) Rein Carcinome 0,338 0,040
Leucémie aigué Tissu Leucémie 0,394 0,040
lymphoblastique B de hématopoiétique
I'adulte (NALM-6) et lymphoide

Tangéritine Oligodendrogliome (Hs 683) Cerveau Gliome 0,662 0,014
Carcinome pancréatique Pancréas Carcinome 0,383 0,126
(YAPC)
Adénocarcinome gastrique Estomac Adénocarcinome 0,321 0,019

(AGS)

3.7. Prédiction de Pinhibition des virus

La recherche antivirale est une discipline encore récente et le nombre de molécules

disponibles pour lutter contre les infections virales demeure insuffisant. La capacité des

molécules identifiées a inhiber les récepteurs de fixation (protéines virales), prédite par la

plateforme Way2drug, est illustrée dans le tableau 15. Il ressort que la plupart des molécules ont

une activité antivirale contre la famille des coronavirus. En outre, d’autres activités antivirales

sont également prédites et la plus intéressante est celle correspondant au virus du SIDA.
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Tableau 15. Prédiction de I’inhibition des virus in silico des composes phénoliques de

Tamarix africana

Molécules Virus Cibles protéiques Confiance
Quercétine-3-glucoside Virus varicelle-zona Thymidine kinase 0,8721
(souche Dumas)
(HHV-3)
(herpesvirus humain 3)
Coronavirus du SRAS Réplique polyprotéine 0,6559
lab
Diosmine Coronavirus du syndrome Réplique polyprotéine 0,9766
respiratoire aigu sévere 2 lab
Virus de I'immunodéficience Intégrase du virus de 0,4396
humaine 2 I'immunodéficience
humaine de type 2
Apigénine Coronavirus du syndrome Réplique polyprotéine 0,9001
respiratoire aigu sévere 2 lab
Virus de I'immunodéficience Intégrase du virus de 0,7260
humaine 2 I'immunodéficience
humaine de type 2
Virus varicelle-zona ADN polymérase 0,5573
(souche Dumas)
(HHV-3)
(herpesvirus humain 3)
Rutine Virus de la dengue de type 2 Polyprotéine du génome  0,4376
Apigénine-7-O-glucoside Virus de I'immunodéficience Gag-Pol polyprotéine 0,9280
humaine de type 1 groupe M sous-
type B
(isolat BH10)
(VIH-1)
Wogonine Virus de la vaccine ADN polymerase 0,9673
(souche Western Reserve)
(VACV)
(virus de la vaccine
(soucheWR))
Coronavirus du SRAS Réplique polyprotéine 0,5795

lab

72

——
| —



Chapitre 4 : Résultats

Herpésvirus humain 6A ADN polymérase de 0,5770
(souche Uganda-1102) I'nerpésvirus humain 6

(HHV-6 variante A)

(Human Blymphotropic virus)

Quercétine Coronavirus du SRAS Réplique polyprotéine 0,7063
lab
Coxsackievirus B3 Polyprotéine du génome  0,5780

(souche Nancy)

Virus de I'herpés simplex ADN polymérase de 0,4379

(type 1/ souche 17) I'nerpésvirus humain 1
Néohespéridine Virus de la grippe A Neuraminidase 0,7205
Tangéritine Coronavirus lié au syndrome Réplique polyprotéine 0,8103

respiratoire du Moyen-Orient lab

(isolat

UnitedKingdom/H123990006/2012)
(Betacoronavirus England 1)
(Humancoronavirus EMC)

Virus du sarcome de Rous Intégrase du virus du 0,7101
(souche Prague C) sarcome de Rous

(RSV-PrC)

Virus de la dengue de type 2 Protéine NS3 du virus 0,6470
(souche Thailande/16681/1984) de la dengue de type 2

(DENV-2)

4. Prédiction des propriétés pharmacodynamiques des composes phénoliques de
Tamarix africana par le docking moléculaire

4.1. Prédiction des propriétés pharmacodynamiques des molécules vis-a-vis les
enzymes

Les résultats du docking moléculaire des composants phénoliques identifiés dans les
feuilles de Tamarix africana contre les cing enzymes cibles sont résumés dans les Tableaux 16
et 17 et représentés dans la Figure 29. Pour I’enzyme AChE et BChE, des scores de -9.8
Kcal/mol et -9.5 Kcal/mol, sont enregistrés pour I’inhibiteur de référence ¢ « Galantamine ». Les
résultats montrent que pour les deux enzymes AChE et BChE, 07 et 08 composants phénoliques
ont donnés des valeurs d’énergie de liaison inférieures ou égales au score de référence (Tab. 16),
reflétant leur forte interaction avec les résidus clés des sites catalytiques des deux ChEs. Comme

conséquences de cette forte interaction, un blocage de I’activité biologique cholinergique
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normale est provoqué par I’occupation des acides aminés catalytiques, empéchant ainsi la
fixation des neurotransmetteurs.

Pour I’enzyme AChE, I’apigénine-7-O-glucoside a montré 1’énergie de liaison la plus
importante qui est de -11.0 Kcal/mol (Tab. 16 et 17) ce qui lui qualifie du ligand le plus stable
lors de son interaction avec I’enzyme AChE. L’apigenin 7-O-glucoside interagit avec le site
catalytique en formant différents types d’interactions, dont 08 liaisons d’hydrogéne avec les
résidus Val294, Phe338, His447, Trp86, Asp74, Tyr337, Tyr341 et Tyrl24 et deux liaisons
hydrophobiques avec les résidus Trp286, Tyr341 (Tab. 17 ; Fig. 29). En plus cette molécule
interagit avec 1’enzyme en formant des attractions de types Van der Waals fortifiant d’avantage
sa liaison au sein de la poche catalytique de ’enzyme.

Concernant I’enzyme BChE, le meilleur score est noté pour la diosmine avec une énergie
de liaison de -10.3 Kcal/mol (Tab. 16 et 17). Ce ligand se lie avec Ala328, His438, Glul197,
Tyrl28, Asn83, Thr120, Ser287 et Asn289 par des liaisons Hydrogenes. En plus, le Phe329
fournis une interaction hydrophobe a cette molécule au sein de la poche catalytique de BChE.
D’autre part, ce ligand forme de multiple interactions Van der Waals (Tab. 17 ; Fig. 29).

Pour I’enzyme a-amylase, I’inhibiteur de référence, 1’acarbose a donné une énergie de
liaison de -7.5 Kcal/mol. Huit composants phénoliques ont montré une tres bonne interaction au
sein du site catalytique de I’enzyme en donnant des scores inferieures a celui de la molécule de
référence (Tab. 16). Par ailleurs, avec un score de -9.6 Kcal/mol, le Néohespéridine semble étre
le ligand avec la plus forte liaison moléculaire. Cette molécule a interagi avec I’enzyme en
formant cinq liaisons d’hydrogeéne avec 11235, Thr163, His299, Asp300 et Aspl97, il assure
également deux liaisons hydrophobes avec His201 et Lys200 (Tab. 17 ; Fig. 29).

Les résultats du docking de I’enzyme Uréase de H. pylori montrent que quatre
composants phénoliques respectivement ont donnés des valeurs d’énergie de liaison inférieures
ou égales au score de référence qui est la thio-urée avec une énergie de liaison de -4.1 Kcal/mol
(Tab. 16). Le meilleur score est noté pour la Wogonine avec une énergie de liaison de -6.7
Kcal/mol (Tab. 16 et 17). Ce ligand se lie avec quatre liaisons Hydrogene Cys321, Ala365,
Asp362, His248. Par ailleurs, Cys321, Alal69, Met366, His248 fournissent des interactions
hydrophobes a cette molécule au sein de la poche catalytique de 'uréase de H. pylori. D’autre
part, ce ligand forme de multiple interaction VVan der Waals sur les résidus GIn364, Asnl68,
Asp223, His221, His322, Glu222, Arg338, Gly280, Gly279. Enfin, Met317 donc ils assurent des
interactions électrostatiques avec le site catalytique de I’enzyme (Tab. 17 ; Fig. 29).

Pour I’enzyme Tyrosinase I’inhibiteur de référence I’acide kojique a donné une énergie

de liaison de -5.8 Kcal/mol. Tous les composants phénoliques ont montré une trés bonne
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interaction au sein du site catalytique de ’enzyme en donnant des scores inferieures a celui de la
molécule de référence (Tab. 16). Par ailleurs, 1’apigénine avec un score de -7.8 Kcal/mol,
semble étre le ligand avec la plus forte liaison moléculaire. Cette molécule a interagi avec
I’enzyme en formant quatre liaisons d’hydrogéne avec Thr391, Ser394, Arg374, Arg32l, il
assure également deux liaisons hydrophobes avec Leu382, His381 et de multiples interactions de
type Van der Waals (Tab. 17 ; Fig. 29)
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Tableau 16. Energie de liaison en Kcal/mol des composants phénoliques de la plante Tamarix africana avec les enzymes cibles examinées

Les enzymes cibles

AChE BChE a-amylase LIJ—Ir.eSS/Ieo?ie Tyrosinase
Galantamine (référence) -9.8 -9.5 - - -
Molécules de référence Acarbose (référence) - - -7.5 - -
Thioureée (reférence) - - - -4.1 -
Acide kojique (référence) - - - - -5.8
Quercetine-3-glucoside -8.1 -9.7 -8.9 -0.1 -7.0
Diosmine -10.8 -10.3 -9.4 +3.1 -6.4
Apigénine -10.4 -9.6 -8.7 -5.3 -7.8
Rutine -9.8 -9.7 -8.5 +6.0 -7.2
Composés phénoliques Apigénine 7-O-glucoside -11.0 -9.7 -8.3 +0.8 -1.7
Wogonine -10.3 -9.7 -8.1 -6.7 -7.3
Quercétine -9.8 -9.5 -9.0 -5.3 -7.2
Néohesperidine -10.2 -10.2 -9.6 +3.5 -6.1
Tangéritine -9.1 -7.6 -7.9 -4.6 -6.3
[ ]
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Tableau 17. Les interactions établis entre les meilleurs des ligands phénoliques de Tamarix africana avec leurs cibles enzymatiques

Energie de
liaison
(Kcal/mol)

Interactions Hydrogénes

Interactions
Hydrophobes

Interactions de VVan der
Waals

Interactions
Electrostatiques

AChE-Apigénine 7-
O-glucoside

-11.0

Val294, Phe338, His447,
Trp86, Asp74, Tyr337,
Tyr341, Tyrl24

Trp286, Tyr341

Ser293, Arg296, Phe297,

Gly121, Thr83, Trp439, Tyr72,

His287

BChE-Diosmine

-10.3

Ala328, His438, Glu197,
Tyr128, Asn83, Thr120,
Ser287, Asn289

Phe329

Ser79, 11e69, Pro84, Asp70,
Gly121, Trp82, Gly115,
Ser198, Gly439, Tyr440,
Tyr332, Pro285, GIn119

Alpha amylase-
Neohésperidine

11e235, Thr163, His299,
Asp300, Aspl97

His201, Lys200

Tyr151, His305, Arg195,

Gly306, Trp58, Tyr62, Tyr59,

His101, Leul65, Leul62,
Alal98, Val234

Uréase-Wogonine

6.7

Cys321, Ala365, Asp362,
His248

Cys321, Alal69, Met366,
His248

GIn364, Asnl68, Asp223,
His221, His322, Glu222,
Arg338, Gly280, Gly279

Met317

Tyrosinase-Apigénine

7.8

Thr391, Ser394, Arg374,
Arg321

Leu382, His381

Gly389, His377, His215,
His192, Phe400, Pro395,
Asn378

Ala: alanine ; Arg : Arginine ; Asn : Asparagine ; Cys : Cystéine ; GIn : Glutamine ; Glu : Acide glutamique ; Gly : Glycine ; His : Histidine ; lle : Isoleucine ; Leu :

Leucine ; Lys : Lysine; Met : méthionin ; Phe : Phénylalanine ; Pro : Proline ; Ser : Sérine ; Thr : Thréonine ; Trp : Tryptophane ; Tyr : Tyrosine ; Val : Valine .

——
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SER ARG Gy
%233 4230 A121
PHE
. HIS
i A297  PHE oas
A294
TRP
A86
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A287 b
;i TRP
A439
Interactions
|:l van der Waals D Pi-Donor Hydrogen Bond
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Figure 29. lllustrations 3D et 2D montrant les interactions entre les meilleurs ligands et leurs cibles enzymatiques respectivement
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4.2. Prédiction des propriétés pharmacodynamiques des molécules vis-a-vis le
Sars-Cov 2 et étude de I’effet anticancéreux

Les résultats du docking moléculaire contre la cible du Sars-Cov 2avec les composants
phénoliques de Tamarix africana sont résumés dans les Tableaux 18 et 19 et illustrés dans la
Figure 30. L’inhibiteur de référence nommé inhibiteur N3 de I’enzyme protéase de virus
Sars-cov 2 a présenté un score énergétique de -8.6Kcal/mol. Les résultats montrent que six
composants phénoliques ont donnés des valeurs d’énergie de liaison inférieures ou égales au
score de référence (Tab. 19), reflétant leur forte interaction avec les résidus clés du site
catalytique de I’enzyme. Comme conséquences de cette forte interaction, un blocage de
I’activité biologique protéasique normale est provoqué par I’occupation des acides aminés
catalytiques, empéchant ainsi la fixation des ligands.

Pour ’enzyme protéase du Sars-Cov 2, la rutine a montré I’énergie de liaison la plus
importante qui est de -8.6Kcal/mol (Tab. 18 et 19) ce qui lui qualifie du ligand le plus stable
lors de son interaction avec I’enzyme. La rutine interagit avec le site catalytique en formant
différents types d’interactions, dont 05 liaisons d’hydrogéne avec Asnl42, His163, Cys145,
Met165, Tyr54 et une liaison hydrophobique avec reésidus Met49, et une interaction
électrostatique avec le résidu Cysl145 (Tab. 19 ; Fig. 30). En plus cette molécule interagit
avec ’enzyme en formant des attractions de types Van der Waals fortifiant d’avantage sa
liaison au sein de la poche catalytique de ’enzyme.

Concernant I’étude de D’effet anticancéreux, selon les résultats obtenus pour les
topoisomérases | et 1l et CDK-2, les composants donnent tous des scores supérieurs a ceux
des réferences, donc les composants ne sont pas efficaces contre ses enzymes. Par ailleurs
pour la kinase 6 dépendante de la cycline (CDK-6) 1XO2 le meilleur score a été noté pour
I’apigénine avec une énergie de liaison de -10,5 Kcal/mol par rapport a la référence Fisetin -
10,4 Kcal/mol (Tab. 18 et 19). Ce ligand se lie avec Vall101, Lys43, Glu61, His100 par des
liaisons Hydrogene. En plus, les résidus Alad4l, Leul52, Val27, Alal62, Lys43, 1lel9
fournissent des interactions hydrophobes a cette molécule au sein de la poche catalytique.
D’autre part, ce ligand forme de multiple interactions type Van der Waals (Tab. 19 ; Fig. 30).

Pour la caspase-3, I’inhibiteur de référence dérivé de l'isoquinoléine-1,3,4-trione a
donné une énergie de liaison de -6,5 Kcal/mol. Par ailleurs, avec un score de -7,5 Kcal/mol, le
Néohesperidine semble étre le ligand avec la plus forte liaison moléculaire. Cette molécule a
interagi avec I’enzyme en formant cinq liaisons d’hydrogéne avec Thrl66, Argl64, Ser120,
Ser205, Alal62, il assure également onze liaisons hydrophobes avec Glul67, Gly202,
Glyl165, Glyl22, Hisl21, Arg64, Arg207, GLN161, Tyr204, 1le126, Tyr203, et une
interaction électrostatique avec Glul23 (Tab.19; Fig.30)
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Tableau 18. Energie de liaison en Kcal/mol des composants phénoliques de la plante Tamarix africana avec les cibles du Sars-Cov2 et le cancer

Cible de Pactivité

3 , . . r l- z
anti-Sars-Cov? Cibles de I’activité anti-cancereuse

cyclin- cyclin-
i . i dependent  dependent  topoisomerase-1  Topoisomerase-I|
C,?)}[{gg[s)el(ginj;? (3(%5[5)252)3 kinase 2 kinase 6 (Topo 1) (Topo I1)
P (CDK- (CDK-6) (1T81) (30x3)
2)3EZV 1X02

Inhibiteur N3 -7.4 - - - -

Dérivé Isoquinoline-1,3,4-trione - -6.5 - - -

Molécules de référence Indazole - - -11.0 - -

Fisetin - - - -10.4 - -
Camptothecin - - - - -5.5 -

Ethoposide - - - - - -5.3
Quercétine-3-glucoside -8.4 -6.1 -8.3 -8.3 -4.1 -4.5
Diosmine -8.5 -6.9 -9.2 -6.0 -4.3 -5.0
Apigénine -1.7 -6.1 -9.0 -10.5 -4.1 -4.5
o Rutine -8.6 -6.6 -8.1 -4.7 -5.0 -4.5
Composes phénoliques Apigénine 7-O-glucoside 7.7 -6.7 -8.6 -8.1 -4.6 -4.8
Wogonine -7.3 -5.7 -9.2 -10.4 -4.4 -4.4
Quercétine -7.4 -6.2 -8.8 -10.2 -4.7 -4.6
Néohespéridine -1.7 -7.5 -9.1 -5.9 -4.9 -5.0
Tangéritine -6.8 -6.2 -7.7 -6.3 -4.2 -4.0
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Tableau 19. Les interactions établis entre les meilleurs des ligands phénoliques de Tamarix africana avec les cibles du Sars-Cov2 et les cancers

Energiesde  Interactions hydrogenés Interactions Interactions de Van der Interactions
liaisons Hydrophobes Waals Electrostatiques
(Kcal/mol)
COVID-19 main -8.6 Asnl42, His163, Cysl145, Met49 Leu27, Serl44, His164, Cysl145
protéase-Rutine Met165, Tyr54 Leul4l, Glul66, Leul67,
Pro168, GIn189, Asp187,
Arg188, Pro52
Caspase-3- -7.5 Thrl66, Argl164, Ser120, - Glul67, Gly202, Gly165, Glul23
Néohespéridine - Ser205, Alal62 Glyl122, His121, Arg64,
Arg207, GLN161, Tyr204,
11126, Tyr203
CDK-6-Apigénine  -10.5 Val101, Lys43, Glu61, Aladl, Leul52, Val27, GIn103, Glu99, Asp104, -

His100 Alal62, Lys43, 1le19

Val77, Aspl163, Phe98,
Phel64

Ala : alanine ; Arg : Arginine ; Asn : Asparagine ; Cys : Cystéine ; GIn : Glutamine ; Glu : Acide glutamique ; Gly : Glycine ; His : Histidine ; lle : Isoleucine ; Leu :
Leucine ; Lys : Lysine ; Met : méthionin ; Phe : Phénylalanine ; Pro : Proline ; Ser : Sérine ; Thr : Thréonine ; Trp : Tryptophane ; Tyr : Tyrsine ; Val : Valine

85

——
| —



Chapitre 4 : Résultats

LEU
A27

LEU
Al4l @ T
; ' A144
L 3
[ A
SHIS

A164,°

#
+

»
-
*
-

P L

GLU
LEU [
ALG7 A166
TH
-
PRO -
AlG3 @
GLN
139
ot
o Ada
ASP ARG *
A1BT ALBE
I FRO
AS2
Interactions

D van der Waals D Pi-5ulfur
- Conventional Hydrogen Bond D Pi-Alkyl

- Unfavorable Donor-Donaor

Les interactions de la protéase principale du virus Sars-Cov 2 et la rutine

86

——
| —



Chapitre 4 : Résultats

HI5
ARG GLY
ABd
SER A123
A120 166
R
.
ARG
A:207 GLU
Ale7
GLN
A1l
Interactions

I:I van der Waals - Unfavorable Donor-Donor
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Anion

I:I Carbon Hydrogen Bond

Néohespéridine -Caspase-3

87

——
| —



Chapitre 4 : Résultats

Interactions

D van der Waals - Unfaveorable Donor-Donor
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Sigma

D Carbon Hydrogen Bond D Pi-Alkyl

Apigénine-CDK-6

Figure 30. Hlustrations 3D et 2D montrant les interactions entre les meilleurs ligands et leurs cibles

88

'

——



Chapitre 4 : Résultats

5. Etude des activités pharmacologiques des extraits in vitro
5.1. Activité antioxydante

La capacité antioxydante des extraits et fractions des feuilles de Tamarix africana est
évaluée a l'aide de huit méthodes présentant différents mécanismes et les résultats sont présentés
dans les Tableaux 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 et 27 sous forme de valeurs de pourcentage
d’inhibition. Tandis que le tableau 28 montre les valeurs de 1Cso et Ags. L’ensemble des réactions
entreprises est justifi¢ par un mode d’action. Ainsi, pour évaluer l'activité anti-radicalaire des
extraits, le DPPH., 'ABTS+ et le GOR. sont utilisés comme radicaux synthétiques pour évaluer
l'effet anti-radicalaires. Alors que l'essai de phénanthroline, le pouvoir réducteur et le test de
CUPRAC sont utilisés pour évaluer la capacité des extraits a réduire les ions de fer et de cuivre
respectivement. Le systéme [-carotene/acide linoléique est utilisé pour évaluer la capacité des
antioxydants a protéger contre la peroxydation des lipides. Enfin la capacité d’un antioxydant a
réduire le permanganate est évalué en présence de 1’ion permanganate MnO4™ qui est un tres bon

oxydant.

5.1.1. Test de piégeage du radical DPPH’

Dans cette étude, I’activité antiradicalaire des différents extraits et fractions des feuilles
de Tamarix africana est évalué en déterminant les concentrations inhibitrices a 50 % (ICso). Les
résultats, exprimés en pourcentage et comparativement a un antioxydant standard (BHA, BHA),
sont représentés dans le tableau 20. Il indique clairement que la capacité antioxydante est dose-
dépendante avec un pourcentage d'inhibition élevé de 89,09 + 1,01% pour la fraction n-BuOH a la
concentration maximale testée 50 pg/ml. Tandis que le pourcentage d’inhibition le plus faible est
noté pour la fraction acétate d’éthyle 87,06 £ 0,52 %. Par ordre décroissant, 1’activité de piégeage
du radicale libre DPPH exprimée en ICso est comme suit : la fraction n-BuOH ICso = 2,91 + 0,08
pg/ml suivie par 'extrait acétonique 1Cso = 3,13 £ 0,23 pg/ml, la fraction acétate d’éthyle 1Cso=
5.68 = 0.06 pg/ml, I’extrait MeOH ICso = 7.80 £ 0.11 pg/ml et la fraction aqueuse ICso = 11.49 +
0.83 pg/ml (Tab. 28).
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Tableau 20. Capacité antioxydante (pourcentage d'inhibition %) des extraits et fractions des
feuilles de Tamarix africana dans le test DPPH-

Extraits/ Pourcentage d’inhibition DPPH (%)

Fractions/ Concentration (ng/mL)

Standards [ =eToe g 1562509 312509 6,250 12,509 251 501g
BHT 20,09+2,33  31,30+1,37 37,71#301  47,54+0,13 62,16+2,11 77,60+0,83 88,33+0,38
BHA 8,52+¢1,67  3,97+1,92  12,94+421  26,68+0,18 47,12+2,95 68,69+1,17 83,69+0,54
MeOH 0,16+0,53°  11,22+0,64® 15,60+0,54° 42,27+0,38% 75,78+0,38" 87,55+0,08° 87,62+0,15°
AE 2,83+0,60®  15,58+0,18% 27,74+0,82° 54,18+0,60° 81,71+1,38" 86,97+0,60"° 87,06+0,52°

n-BuOH  16,17+1,09® 32,36+1,02% 52,35+1,25® 87,62+1,26% 88,05+0,83" 88,69+0,56° 89,09+1,01*

Aqueux  1,95+0,81°  9,31#0,76°  15,09+0,08® 25,76+2,21% 53,42+272 82,83+0,68° 87,42+0,51*

Acétone 4,03+0,18™  17,36+1,21* 31,34+1,66° 80,21+1,12° 85,86+0,18° 88,64+0,28° SAT

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n = 3). ANOVA a sens unique suivie du test deDunnet multiple. Niveau de
signification p< 0,001 ; extraits vs. Différentes substances standard ; ®p< 0,001 est statistiguement significatif par rapport au
butylated hydroxyanisole (BHA), Pp< 0,001 au butylated hydroxytoluene (BHT), NA : non actif. ns : non significatif, SAT :
saturation, MeOH : extrait méthanolique, AE : fraction acétate d’éthyle, n-BuOH : fraction n-butanolique.

5.1.2. Réduction des radicaux cationiques ABTS™"

Les résultats de réduction des radicaux cationiques des extraits des feuilles de Tamarix
africana sont illustrés dans le tableau 21. Il ressort que le pouvoir antioxydant des extraits et
leurs fractions est également dose-dépendante avec un pourcentage d'inhibition élevé 93,80 +
1,09% pour la fraction n-BuOH a la concentration maximale testée 50 pg/ml, tandis que le
pourcentage d’inhibition le plus faible est noté pour I’’extrait acétonique 90,44 + 0,49%. Les
résultats du test de piégeage de cation ABTS™, ont révélé par ordre décroissant exprimée en
ICs0 est comme suit que ; I’extrait MeOH montre une 1Csq trés faible 1Cs0=2.01+0.11 pg/ml,
suivie par la fraction AE 1Cso= 4.34£0.03 pg/ml, n-BuOH 1Cs0=4.73 £ 0.56 pg/ml, la fraction
aqueuse 1Cso= 7.08 £ 0.21 pg/ml et I’extrait acétonique ICso= 43.10+0.72 pg/ml. Les valeurs
obtenues étaient relativement proches a celles des standards BHA 1C50=1.29+0.30 pg/ml, BHT
1Cs50=1.81£0.10 pg/ml (Tab. 28).
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Tableau 21 Capacité antioxydante (pourcentage d'inhibition %) des extraits et fractions de

Tamarix africana dans le test ABTS™

Extraits/ Pourcentage d’inhibition ABTS" (%)

Fractions/ Concentration (ng/mL)

Standards 5o 0 1562500 3.1250g  6.2500 12,509 251 501

BHT 35,61+0,75 58,56+3,22  75,57+8,07  92,29#1,60 93,15+0,19 94,0620,63  97,31+0,26
BHA 31,47#1,60 34,13+1,31 40,28+2,88  49,71+0,12  63,72#2,02  78,52+0,80  96,81+0,37
MeOH 4,91+0,01® 10,71#0,11® 55,19 +2,71% 88,59+0,54*° 91,35+0,86° 92,04+0,57° 92,48+0,00°
AE 9,59+2,75®  18,62+2,40® 37,41+0,26® 70,360,17° 92,86+0,10® 93,03+0,49° 93,20+0,10°
n-BuOH  6,65+1,49® 8,13x0,96 26,89+1,81® 53,58+2,79™ 90,40+0,63° 91,80+0,97° 93,80+1,09%°
Aqueux  8,49+0,17°% 13,6840,43" 26,68+1,57% 39,78+0,80*° 87,80+2,20" 92,20+0,17° 92,37+0,17"
Acétone  7,09+0,46° 17,36x1,93® 31,15+1,38% 57,22+0,59° 87,31+0,92° 90,19+2,54% 90,44+0,49%°

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne = SD (nh = 3). ANOVA a sens unique suivie du test de Dunnet multiple.
Niveau de signification p< 0,001 ; extraits vs. Différentes substances standard ; ap< 0,001 est statistiquement significatif
par rapport au butylated hydroxyanisole (BHA), bp< 0,001 au butylated hydroxytoluene (BHT), NA : non actif. ns : non
significatif, SAT : saturation, MeOH : extrait méthanolique, AE : fraction acétate d’éthyle, n-BuOH : fraction n-
butanolique.

5.1.3. Capacité antioxydante réductrice cuivrique (CUPRAC)

Le test de CUPRAC est une réaction de réduction du complexe cuivre-neocuproine [Nco-

Cu?*], les absorbances ont évoluées de maniére dose-dépendante et le dosage de cette réaction

est mesuré a titre de valeurs Aos des extraits et fractions de Tamarix africana ainsi que les

standards BHA et BHT. Cependant, le résultat obtenu dans le test montre I’extrait MeOH était

plus efficace avec un taux d'absorbance maximum de 1,54 + 0,16, alors que I'extrait acétonique a

montré 1’absorbance la plus faible 0,50 + 0,11 pour les mémes concentrations testées (50 pg/ml)

(Tab. 22). Il est également intéressant de signaler que la fraction n-BuOH possede une

excellente activité de réduction du complexe cuivre-néocuproine Aos=10,41 £ 0,43 pg/ml, suivie

par la fraction AE avec Aos=11,13 £ 2,65 pg/ml, I’extrait acétonique Aos= 12,91 + 1,21 pg /ml
I’extrait MeOH Aos= 13,94 £ 0,72 pg/ml, et enfin la fraction aqueuse Aos=17,19 + 0,92 nug/ml.

(Tab. 28).
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Tableau 22 Capacité antioxydante (Absorbances) et Aos des extraits et fractions de Tamarix

africana dans le test du test CUPRAC.
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Extraits/ Les absorbances du test CUPRAC

Fractions/ Concentration (ng/mL)

Standards oo g 1562509 312500 6.2519 12,519 2519 50pg
BHT 0,23+0,01  0,32#0,01 0,48+0,03  0,76+0,02  1,08+0,05 1,56+0,08  2,20+0,03
BHA 0,33+0,02 0,60£0,04 0,91+0,02  1,35+0,07  2,03+0,09 2,91#0,37  3,60+0,19
MeOH 0,13x0,01® 0,15+0,01® 0,21#0,03° 0,30£0,01* 0,46+0,05° 0,79+0,05°  1,54+0,16%
AE 0,1740,01° 0,23+0,03*® 0,25+0,02°® 0,35+0,05°* 0,56+0,08* 0,86+0,04® 1,37+0,11%
n-BuOH  0,1740,01® 0,2040,01% 0,25+0,02® 0,37+0,01° 0,57+0,02® 0,86+0,07°° 1,35+0,12%
Aqueux  0,13#0,01% 0,16+0,01® 0,2040,03* 0,27+0,03°® 0,41+0,01® 0,6620,02® 1,01+0,05
Acétone  0,16x0,04° 0,18+0,02% 0,22+0,00°  0,31+0,04® 0,48+0,05° 0,85+0,02® 0,50+0,11%*

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne = SD (h = 3). ANOVA a sens unique suivie du test de Dunnet multiple.
Niveau de signification p< 0,001 ; extraits vs. Différentes substances standard ; 2p< 0,001 est statistiquement significatif
par rapport au butylated hydroxyanisole (BHA), °p< 0,001 au butylated hydroxytoluene (BHT), NA : non actif. ns : non
significatif, SAT : saturation, MeOH : extrait méthanolique, AE: fraction acétate d’éthyle, n-BuOH : fraction n-
butanolique.

5.1.4. Pouvoir reducteur (FRAP)

Le suivi de cette activité est basé sur ’aptitude des extraits testés a réduire le fer ferrique
(Fe*®) de couleur jaune en fer ferreux (Fe*?) de couleur bleu verte en mesurant les valeurs de Aos
et par comparaison avec les standards acide ascorbique, acide tannique et a-tocophérol. Les
résultats obtenus montrent que les absorbances ont évoluées de maniére dose-dépendante.
Cependant, le résultat obtenu dans le test montre la fraction AE était plus efficace avec un taux
d'absorbance maximum de 2,63 + 0,19, alors que l'extrait acétonique a montré 1’absorbance la
plus faible 0,93 =+ 0,09 pour les mémes concentrations testées (50 pg/ml) (Tab. 23). Les extraits
et fractions de Tamarix africana ont une capacité de réduire le fer. Le meilleur pouvoir réducteur
a été obtenu par la fraction n-BuOH avec une valeur Ags= 1,72 + 0,05 pg/ml, suivie par fraction
acétate d’éthyle Aos = 2,73 + 0,16 pg/ml, ’extrait MeOH Aos = 3.93 + 0.22 pg/ml et 'extrait
acétonique Aos = 4.91+0.42 pg/ml. Néanmoins, ’activité 1a plus faible est attribuée a la fraction
aqueuse avec Aos = 6.44+0.32 pg/ml mais qui reste relativement importante par rapport a o-
tocophérol ou Aos = 34.93+2.38 pug/ml (Tab. 28).
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Tableau 23 Capacité antioxydante (Absorbances) et Aos des extraits et fractions de
Tamarix africana dans le test du pouvoir réducteur (FRAP)

Extraits/ Les absorbances du test pouvoir réducteur (FRAP)

Fractions/ Concentration (ng/mL)

Standards 1 e 15651y 312510 6.2510 12,509 251 50119
Hg

Alpha NA NA 0,11+0,00  0,16+0,00  0,21+0,03 0,35+0,03 0,73+0,03

tocophérol

Acide NA 0,10+0,05  0,28+0,02  0,78+0,06 1,02+0,07 1,24+0,18 0,86+0,6

tannique

Acide 0,09+0,00  0,11+0,00  0,16%0,01  0,33+0,04  0,76x0,16 2,02+0,23 3,87+0,27

ascorbique

MeOH 0,17+0,00* 0,21+0,02° 0,28+0,01® 0,46+0,04® 0,69+0,07°  1,06+0,08®  1,44+0,23®

AE 0,14+0,01* 0,1940,02* 0,35+0,06® 0,50+0,03* 1,08+0,06 1,56+0,05° 2,63+0,19%

n-BuOH 0,18+0,01® 0,25+0,05® 0,40+0,05% 0,86+0,03® 1,00+0,04% 1,32+0,09% 1,82+0,52%

Aqueux 0,1620,03® 0,17+0,01® 0,24+0,02® 0,29+0,01® 0,49+0,08® 0,89+0,05% 1,15+0,03°

Acétone 0,12+0,01® 0,19+0,03* 0,26+0,03*® 0,37+0,04™ 0,60+0,04 0,91+0,09®  0,93+0,09

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n = 3). ANOVA a sens unique suivie du test de Dunnet multiple.
Niveau de signification p< 0,001 ; extraits vs. Différentes substances standard ; 2p< 0,001 est statistiquement significatif
par rapport au butylated hydroxyanisole (BHA), ®p< 0,001 au butylated hydroxytoluene (BHT), °p< 0,001 a I'acide
ascorbique, ®p< 0,001, a l'a-tocophérol, 9p< 0,001 a I'acide ascorbique, ®p< 0,001 a l'acide tannique, NA : non actif. ns :
non significatif, SAT : saturation MeOH : extrait méthanolique, AE : fraction acétate d’éthyle, n-BuOH : fraction n-
butanolique.

5.1.5. Test de piégeage de Galvinoxyle (GOR)

L’étude de cette activité basée sur la mesure de la capacité¢ d’une substance a réduire le

radical stable de galvinoxyl (Goxe) ; en comparaison avec les concentrations inhibitrices (1Cso)

de deux antioxydants standards (BHA et BHT). Les résultats montrent que les extraits et leurs

fractions évoluaient de maniére dose-dépendante (Tab. 24), contre le radical libre GOR* avec un

pourcentage d'inhibition élevé 82,49 + 1,05% pour la fraction acétate d’éthyle a la concentration

maximale testée 50 pg/ml, tandis que le pourcentage d’inhibition le plus faible est noté pour

I’extrait acétonique 72,76 = 0,03 %. En revanche, les extraits et fractions de Tamarix africana

ont montré un piégeage radicalaire intéressant contre le radical GORe avec une valeur d'[Csg tres

faible 1C50=3,17 £ 0,09 pug/ml pour I’extrait acétonique suivie par I’extrait MeOH 1C50=5,99 +
0,22 pg/ml, la fraction aqueuse ICso= 7,44 + 0,75 pg/ml, la fraction AE ICso= 7,84 + 0,20 pg/ml.
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Par ailleurs, I’activité la plus faible est notée pour la fraction n-BuOH 1C50=8,92 + 0,11 pg/ml

(Tab. 28).

Tableau 24 Capacité antioxydante (pourcentage d'inhibition %) des extraits et fractions de
Tamarix africana dans le test GORe

Extraits/ Pourcentage d’inhibition du radical GORe (%)

Fractions/ Concentration (pg/mL)

Standards 0,78125pug  1,5625 g 3,125 pg 6,25ug 12,5ug 259 50ug

BHT 27,66+1,62 39,11+2,34 58,67x0,94  69,65+0,04  70,02+0,50  72,44+0,23  73,61%0,10
BHA 25,99+2,56 39,15+0,88 46,67+0,27 62,27+#1,40  71,46+0,29  73,25+0,41  73,78%0,17
MeOH NA NA 7,99+1,03°®  30,82+1,61° 69,21+0,52% 72,71+0,24*  74,70+1,20®
AE 2,6520,58% 4,73+0,10° 13,89+1,19%® 4512+0,45° 73,31+0,95% 77,68+1,63" 82,49+1,05°
n-BuOH 3,23£0,23%  9,82+0,77®  14,98+0,17° 40,76+2,06° 67,65+0,86® 74,24+1,01% 76,22+0,90°
Aqueux NA NA 3,60+1,63%* 28,58+0,09° 55,67+1,43% 76,22+1,22° 77,71+0,11%
Acétone 7,88+0,67% 8,2740,919  21,67+0,49° 69,73+0,11° 71,51#1,21%® 72,73+0,25° 72,76+0,03®

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n = 3). ANOVA a sens unique suivie du test deDunnet multiple.
Niveau de signification p< 0,001 ; extraits vs. Différentes substances standard ; #p< 0,001 est statistiquement significatif
par rapport au butylated hydroxyanisole (BHA), °p< 0,001 au butylated hydroxytoluene (BHT), NA : non actif. ns : non
significatif, SAT : saturation, MeOH : extrait méthanolique, AE : fraction acétate d’éthyle, n-BuOH : fraction n-
butanolique.

5.1.6. Inhibition du blanchiment de I'acide B-carotene-linoléique

Les antioxydants transférent des atomes d’hydrogéne aux peroxydes formés au cours de

I’oxydation de I’acide linoléique et les convertit en hydroperoxydes laissant les molécules de B-

caroténe intactes et donc prévenir I’oxydation et le blanchissement du [-caroténe. D’apres les

résultats, les extraits et les fractions de Tamarix africana testés inhibent d’une maniére hautement

significative ’oxydation couplée de I’acide linoléique et du B-carotene. En effet, la fraction

acétate d’éthyle présente le plus grand effet inhibiteur vis-a-vis de la peroxydation lipidique a la

concentration 50 pug/ml avec un pourcentage d’inhibition 99,67 * 0,00 %, alors que, I’extrait

MeOH a montré le pourcentage d’inhibition le plus faible 71,21 £ 1,95 % (Tab. 25). L’extrait

acetonique a montré l'activité antioxydante la plus élevée 1Cso= 3,13 + 0,23 pg/ml, suivi par la
fraction AE I1Cso= 4,22 + 0,02 pg/ml, la fraction n-BuOH 1Cs0=19,01 + 0,12 pg/ml et la fraction
aqueuse 1Cso= 21,87 + 1,28 pg/ml. Cependant, I’extrait MeOH montré une activité plus faible
1C50=31,90 £ 0,71 pg/ml (Tab. 28).
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Tableau 25 Capacité antioxydante (pourcentage d'inhibition %) et des extraits et fractions de
Tamarix africana dans le test du blanchiment de I’acide B-carotene-linoléique

Extraits/ Inhibition du blanchiment de I'acide p-caroténe-linoléique (%)

Fractions/ Concentration (ng/mL)

Standards Fooeor g 15625 ug 312519 6.250g 12,509 251 501g
BHT 63,76+0,43  72,52+0,81  81,14+0,84 86,0,9+1,04 87,52+4,24  91,67+0,52  94,11+0,40
BHA 65,55+0,80  74,24+0,24  84,23+1,14 90,11+0,68  94,59+0,77  96,09+0,02  97,35+1,08
MeOH NA 10,76+0,50°  11,62+1,29° 20,13+0,46° 26,52+1,02° 42,66+0,95° 71,21+1,95%
AE 19,00+0,68% 23,75+0,47% 37,98+1,10° 70,88+1,28° 88,90+2,09™ 93,76+1,93% 99,67+0,00%
n-BuOH  9,7740,97%  16,46+1,20° 18,47+0,28° 2533+1,32° 37,80+0,22° 61,39+0,01*° 87,27+1,70®
Aqueux  0,81#1,95™  9,31+0,76°  1509+0,08° 25,76+1,21% 5342+2,72™ 82,83+0,68° 87,42+0,51°
Acétone  4,03+0,18°¢ 17,36+1,21°  31,34+1,66° 80,21+1,12% 85,86+0,18" 88,64+0,28® SAT

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n = 3). ANOVA a sens unique suivie du test deDunnet multiple.
Niveau de signification p< 0,001 ; extraits vs. Différentes substances standard ; #p< 0,001 est statistiquement significatif
par rapport au butylated hydroxyanisole (BHA), °p< 0,001 au butylated hydroxytoluene (BHT), NA : non actif. ns : non
significatif, SAT : saturation,MeOH : extrait méthanolique, AE : fraction acétate d’éthyle, n-BuOH : fraction n-

butanolique.

5.1.7. Test de la phénanthroline

Suite a une réaction d’oxydoréduction, un complexe Fe*? - phénantroline de couleur rouge-

orangeé est formé. Cette réduction est déterminée par la mesure de valeurs de Aos des extraits de

la plante et celles des standards BHA et BHT. Les résultats obtenus par cette activité montrent

que tous les extraits sont révélés capables de réduire le fer et de former un complexe Fe*? -

phénantroline. Les résultats obtenus montrent que les absorbances ont évoluées de maniere dose-

dépendante. Cependant, le résultat obtenu dans le test montre que I’extrait MeOH était plus

efficace avec un taux d'absorbance maximum de 1,28 + 0,12, alors que la fraction n-BuOH a

montré ’absorbance la plus faible 0,54 + 0,00 pour les mémes concentrations testées (50 pg/ml)

(Tab. 26). A partir du Tableau, I’extrait MeOH a le pouvoir réducteur le plus important

Ao05=0,20 + 0,08 pg/ml suivi par P’extrait acétonique Aos=0,75 * 0,23 pg/ml, la fraction AE

Aos5=0,28 + 0,05 pg/ml et la fraction aqueuse Aos=1,52 + 0,13 pg/ml. Tandis que I’activité la
plus faible est notée pour la fraction n-BuOH Aos=10,44 + 0,20 pug/ml (Tab. 28)
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Tableau 26 Capacité antioxydante (pourcentage d'inhibition %) et Aos des extraits et fractions
de Tamarix africana dans le test de la phénanthroline

Extraits/ Les absorbances du test de la phénanthroline
Fractions/ Concentration (ng/mL)
Standards

0,78125ug 1,5625ug 3,125 g 6,2509 12,5ug 2519 50pg
BHT 0,47+0,01 0,47+0,01 0,53+0,03 1,23+0,02  1,84+0,01  3,48+0,03 4,84+0,01
BHA 0,49+0,01  0,59+0,01 0,73+0,02 0,93+0,01  1,25+0,04 2,10+0,05 4,89+0,06
MeOH 0,430,090 0,51+0,04° 0,59+0,10® 0,60+0,07° 0,67+0,04* 0,97+0,14° 1,28+0,12%
AE 0,44+0,03° 0,46+0,02% 0,51+0,02°® 0,56+0,05° 0,62+0,08% 0,79+0,08" 1,20+0,11%
n-BuOH 0,2620,01° 0,30+0,01* 0,37+0,01® 0,39+0,02® 0,39+0,01* 0,41+0,00*° 0,54+0,00°
Aqueux 0,40+0,01® 0,45+0,01* 0,47+0,00° 0,49+0,00° 0,61+0,04® 0,84+0,07° 1,25+0,22%®
Acétone  0,43+0,00  0,52+0,02® 0,52+0,00*° 0,53+0,02® 0,54+0,07* 0,73+0,03™ 1,06+0,05*°

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n = 3). ANOVA a sens unique suivie du test deDunnet multiple.
Niveau de signification p< 0,001 ; extraits vs. Différentes substances standard ; < 0,001 est statistiquement significatif
par rapport au butylated hydroxyanisole (BHA), ®p< 0,001 au butylated hydroxytoluene (BHT), °p< 0,001 a I'acide
ascorbique, ®p< 0,001, a l'a-tocophérol, 9p< 0,001 a I'acide ascorbique, ®p< 0,001 a I'acide tannique, NA : non actif. ns :
non significatif, SAT : saturationMeOH : extrait méthanolique, AE : fraction acétate d’éthyle, n-BuOH : fraction n-
butanolique.

5.1.8. Capacité de I'antioxydant réducteur de permanganate (Prac)

Permanganate de potassium est un réactif redox-actif. 1l est utilisé pour évaluer la
capacité antioxydante totale des extraits bruts ou des produits synthétiques. L'ion MnOs a été
observé comme étant un pro-oxydant dans le milieu alcalin, il est relativement non toxique et pourrait
étre mesuré spectrophotométriquement. La décoloration de la solution de permanganate indique une
augmentation du pouvoir réducteur des antioxydants. L'activité de piégeage de permanganate de
potassium des différents extraits et fractions est exprimée sous forme d’ICso et comparée avec l'acide
ascorbique et le Trolox comme standards (Tab. 27). Les résultats de l'activité antioxydante ont
montré le pourcentage d’inhibition le plus élevé etait 91,48 £+ 0,25 % pour la fraction aqueuse a la
concentration 50 pg/ml, tandis que le pourcentage d’inhibition le plus faible était de 55,68 + 0,90 %
pour ’extrait MeOH. La fraction aqueuse présente la meilleure capacité de piégeage de KMnQO4 avec
une 1Cso= 5,68 £ 0,04 pg/ml suivie par la fraction AE ICso= 14,65 £ 0,45 pg/ml, la fraction n-BuOH
ICs0= 16,57 *+ 0,48 ng/ml, I'extrait acétonique ICso= 17,17 * 0,53 pg/ml. D’autre part I’extrait
MeOH a montré I’activité la plus faible en terme d’ICso 1Cso= 20,97 £ 2,11 pg/ml (Tab. 28).
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Tableau 27. Capacité antioxydante (pourcentage d'inhibition %) et I1Cso des extraits et fractions
de Tamarix africana dans le test de réduction de permanganate (Prac)

Extraits/ Capacité de I'antioxydant réducteur de permanganate (Prac) (%)

Fractions/ Concentration (ng/mL)

Standards 128 g 156251y 312519 6,250 12,519 2519 50pg
Acide 35,61+0,75 58,56+3,22 7557+8,07 92,29+1,60 93,15+0,19  94,06+0,63  97,31%0,26
ascorbique

Trolox 31,47#1,60 34,13+1,31 40,28+2,88 49,71+0,12  63,72+2,02  78,52+0,80  96,81+0,37
MeOH 10,9940,01¢ 18,20+0,30° 27,20+1,01% 3545+0,24° 40,56+0,60® 43,04+1,40°® 55 68+0,90°°
AE 23,59+1,75" 28,22+0,09° 37,41+0,26® 41,16+0,07% 49,86+0,19® 60,43+0,19®  70,74+1,58"
n-BuOH  23,65+1,49° 2535+1,12¢ 26,89+1,81® 27,89+0,84* 32,09+0,62° 40,02+0,74°  66,67+1,17%
Aqueux 38,49+0,17° 43,2020,24° 49,68+1,06° 56,10+0,09° 75,10+#1,20° 83,20+0,37°  91,48+0,25"
Acétone 27,09+0,46" 30,36+0,93% 37,67+1,23% 42,22+0,59° 49,31+0,92° 56,19+1,04® 72,92+1,68%

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n = 3). ANOVA a sens unique suivie du test deDunnet multiple.
Niveau de signification p< 0,001 ; extraits vs. Différentes substances standard ; #p< 0,001 est statistiquement significatif
par rapport a I’acide ascorbique, "p< 0,001 au Trolox, p< 0,001 a I'acide ascorbique,NA : non actif. ns : non significatif,
SAT : saturation, MeOH : extrait méthanolique, AE : fraction acétate d’éthyle, n-BuOH : fraction n-butanolique.
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Tableau 28. Capacité antioxydante des extraits et fractions de Tamarix africana en valeurs de I1Cso et Aos

Chapitre 4 : Résultats

Extraits/ Capacité antioxydante des extraits et fractions

Fractions/
Standards

DPPH ABTS p-caroténe GOR Prac Pouvoir CUPRAC Phénanthroline
réducteur
ICs0 (ng/mL)  1Cso (ng/mL) ICs0 (ng/mL)  1Cso (ng/mL) 1Cs0 (ng/mL) Aoso(ug/mL)  Aoso(ng/mL)  Aoso(ng/mL)

MeOH 7,80 +0,11b¢ 2,01 £0,11™ 31,90 +0,71%° 599 +0,22° 20,97 + 2,11f 3,93+0,22% 13,94 +0,72%® 0,20 +0,08°
AE 5,68+0,06"  4,34+0,03® 4,22 +0,02® 7,84+0,20® 14,65+ 0,45 2,73+0,16% 11,13 +2,65% 0,75+0,23
n-BuOH 2,91+0,08%  4,73+0,56® 19,01+0,12% 8,92+0,11* 16,57 + 0,48 1,72 £0,05°® 10,41 + 0,43 10,44 + 0,20%°
Aqueux 11,49+0,83* 7,08 +0,21%® 21,87 £1,28% 7,44+0,75° 5,68 + 0,049 6,44 £0,32° 17,19 +0,92% 1,52 +£0,13%
Acétone 3,13+0,23 43,1+0,72% 3,13+0,23" 3,17+0,09% 17,17 £ 0,534 4,91+0,42° 12,91+1,212 0,28 +0,05°
BHA 6,14 £ 0,41 1,81+0,10 1,05+ 0,03 5,38 + 0,06 NT 8,41+0,67 535+0,71 0,93+ 0,07
BHT 12,99 £ 0,41 1,29+0,30 0,91+0,01 3,32+0,18 NT >50 8,97 +3,94 2,24 £0,17

Acide tannique NT NT NT NT NT 5,3940,91 NT NT
Alpha tocophérol NT NT NT NT NT 34,93+2,38 NT NT

Trolox NT NT NT NT 1,81+0,03 NT NT NT

Acide ascorbique NT NT NT NT 23,44 £1,16 9,01+1,46 NT NT
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5.2. Activité anti-enzymatique
5.2.1 Activité Anti-Alzheimer
5.2.1.1. Inhibition de la Cholinestérase

La capacité des echantillons a inhiber les cholinestérases est évaluée par une approche in
vitro. L'effet inhibiteur des extraits et fractions de Tamarix africana contre I'AChE et la BChE
s'est révélé étre dose-dépendant. L'activité anticholinestérasique est évaluée par le pourcentage
d'inhibition de I'AChE et du BChE a diverses concentrations (Tab. 29-30). Les valeurs
ICsosontcomparées a celles de la galanthamine, considérée comme standards dans cette étude
(Figure 31). Les effets inhibiteurs les plus forts des extraits et des fractions de Tamarix africana
sur I'AChE et le BChE ont été observés a (200 pg/ml). Cependant, l'effet de Tamarix africana
sur I'AChE semble étre plus puissant, avec un pourcentage maximal d'inhibition de (76.25+0.17
%) pour I’extrait MeOH. Alors que la fraction AE a montré le pourcentage d’inhibition le plus
faible (64.37+0.76 %) a la méme dose par rapport a la galantamine (94.77 £0.34%). La fraction
n-BuOH a démontré un potentiel élevé d'inhibition du BChE (89.17+0.43 %) a la concentration
de (200 pg/ml). Par ailleurs I’extrait acétonique montre le pourcentage d’inhibition le faible
(77.72£0.14 %), qui est proche a celle du standards (78.95+ 0.58%) (Tab. 29-30). L’extrait
MeOH a montré une inhibition significative contre 'AChE avec une 1Cso (9.46+ 0.12ug/ml) qui
était proche de la galantamine (6.27 £ 1.15 pg/ml), tandis que la valeur ICso la plus basse est
pour la fraction n-BuOH (124.95 + 0.58 pg/ml). D’autre part la fraction n-BuOH a présentée
I'effet inhibiteur le plus élevé contre le BChE avec une valeur ICso de (7.01 + 0.28 pg/ml), qui
est inférieur a celle du galantamine (34.75 £1.99 pg/ml). Cependant, la fraction AE a présenté
I'effet inhibiteur le plus faible (85.42 + 1.77 pg/ml) (Fig. 31).

Tableau 29 Inhibition de I’acétylcholinestérase (AChE) par les extraits et fractions des
feuilles de Tamarix africana

Extraits/
Fractions/
Standards

Inhibition de I’acétylcholinestérase (AChE) (%)

Concentration (png/mL)

3,125 ug 6,25ug 12,5 ug 25 ug 50 ug 100 pg 200 pg

Galantamine | 35,93 +2,28 43,77 +0,00 68,50 +0,31 80,69 +0,41 85,78 £1,63 91,80 0,20 94,77 +0,34

MeOH 33,21+0,72° 37,96+0,04° 43,43+2,12™ 47,12+1,31° 60,52+0,72® 69,85+1,48° 76,25+0,17°
AE NA 9,05+0,50* 21,71+1,69® 25,67+0,18° 26,68+0,28® 51,40+0,63" 64,37+0,76™
n-BuOH 13,09+0,27° 23,49+0,27° 28,09+0,07° 32,35+0,32™ 35,35+0,72° 46,45+0,53° 77,88+0,19%
Agueux 30,78+0,17° 38,48+0,16° 81,89+0,68° 57,92+1,91*° 67,09+0,13° 74,27+0,08° 74,57+0,38"
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Acétone 37,09+0,60° 42,80+0,93° 46,31+0,08° 47,22+0,11° 59,80+1,56" 64,79+1,37® 66,06+0,10®

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SD(n=3). ANOVA a sens unique suivie du test de Dunnet multiple.
Niveau de signification 2p< 0,05, °p<0,01, °p< 0,001 est statistiquement significatif par rapport & la Galantamine, MeOH :
extrait méthanolique, n-BuOH : fraction n-butanol, AE : acétate d’éthyle, ns est non significatif, NA : non actif.

Tableau 30 Inhibition de labuthyrylcholinestérase (BChE) par les extraits et fractions des

feuilles de Tamarix africana

Extraits/ Inhibition de la buthyrylcholinestérase (BChE) (%)

Fractions/ Concentration (ng/mL)

Standards 3,125 pg 6,25ug 12,5 ug 25 ug 50 ug 100 ug 200 g
Galantamine | 3,26+ 0,62 6,93+ 0,62 24,03+2,94 45,13+2,60 63,87£2,85 73,57+0,77 78,95+ 0,58
MeOH 40,21+0,02° 47,06+0,14% 62,97 1,82° 71,22+0,83° 76,84+0,96° 82,76+0,55° 87,44+0,00
AE NA NA NA 15,50+0,00*  23,61+1,37° 54,58+0,60%° 79,22+0,99
n-BuOH 43,09+0,27° 50,49+0,17° 58,19+1,07° 65,35+1,32% 71,69+0,12° 81,51+2,02® 89,17+0,43%
Aqueux 10,78+0,16° 29,48+0,76" 36,34+0,23° 49,95+1,90° 68,08+0,25" 78,60+0,08° 81,94+0,75"
Acétone 29,45+0,19° 32,78+0,69 37,09+0,60° 45,81 +0,58° 54,97+3,06° 69,05+1,44% 77,72+0,14%®

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SD(n=3). ANOVA a sens unique suivie du test de Dunnet multiple.
Niveau de signification 2p< 0,05, °p<0,01, °p< 0,001 est statistiquement significatif par rapport a la Galantamine, MeOH :
extrait méthanolique, n-BuOH : fraction n-butanol, AE, acétate d’éthyle, ns est non significatif, NA : non actif.

Concentration inhibitrice 50% (1C50) (ug/ml)

120
100 —
80
60 —
40

20 4

MeOH

EA

n-BuOH

Aqueux

Extraits/ fractions/ standards

Acétone Galantamine

] Inhibition de I'acéthylcholinestérase (AChE) et la butyrylcholinestérase (BChE)

Figure 31. Valeurs des ICso d’inhibition de 1’acétylcholinestéraseet la butyrylcholinestérase
par les différents extraits et fractions des feuilles de Tamarix aAfricana. Toutes les
valeurs sont exprimées en moyenne +SD (n=3).
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5.3. Activité anti-uréase

Chapitre 4 : Résultats

L'effet inhibiteur des extraits et fractions de Tamarix africana contre I’enzyme uréase a été

étudié in vitro a différentes concentrations. La capacité d'inhibition s'est avérée étre dose-

dépendante (Tab. 31). Tamarix africana semble étre plus puissant contre l'uréase avec un

pourcentage maximal d'inhibition (200 pg/ml). A la méme dose, I’extrait MeOH a montré le

pourcentage d'inhibition le plus élevé contre l'uréase (86.33+0.95 %) qui est proche a celui de la

thiourée (98,90+0.05%). Par ailleurs le pourcentage d’inhibition le plus faible était pour la

fraction aqueuse (57.89+1.59%). L’extrait MeOH inhibe I'uréase de maniére significative avec
une 1Cso de (10.81+1.25ug/ml) (Fig. 32), qui est inférieur a la thiourée (11.57 £+ 0.68ug/ml). La
fraction aqueuse, a eu l'effet inhibiteur le plus faible (63.88+ 3.62ug/ml).

Tableau 31 Inhibition de I'uréase par les extraits et fractions des feuilles de Tamarix

africana

Extraits/ Inhibition de ’uréase (%)

Fractions/ Concentration (pg/mL)

Standards 75009 6.2500 12509 25ug 50 ug 10ug 200 g
Thiourée |4,49+0,78  19,85+2,74 55,64+4,24 94,17+0,15 98,42+0,19  98,49+0,41  98,90+0,05
MeOH 45,01£0,12° 48,06+0,44° 52,89 +0,85° 60,89+0,67° 67,60+1,19° 85,11+0,09° 86,33+0,96%
AE 24,15+0,56° 30,56+0,00° 36,89+1,03“ 49,90+0,10*° 55,01+0,37°® 63,76+0,04" 66,89+1,15"
n-BuOH | 43,09+0,27¢ 49,49+0,10° 57,10+0,07° 60,71+0,08% 66,02+1,33°  74,82+1,53® 82,40+2,71*
Aqueux | 18,90+0,06° 2589+0,16° 31,23+0,66° 38,30£0,49° 43,17+0,97% 50,10+1,24° 57,89+1,59"
Acétone | 40,40+1,32° 42,88+1,90° 44,80+0,37° 54,23+0,92% 55,03+2,23% 60,20+2,80% 72,31+1,75%

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n=3). ANOVA a sens unique suivie du test de Dunnet multiple.
Niveau de signification 2p<0,05, ®p<0,01, °p<0,001 est statistiquement significatif par rapport a la thiourée, ¢p<0,01,
f0<0,001 est statistiquement significatif par rapport & la thiourée, MeOH : extrait méthanolique, n-BuOH : fraction n-
butanol, AE, acétate d’éthyle ns est non significatif, NA : non actif.
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Inhibition de ’uréase

Concentration inhibitrice 50% (IC50pg/ml)

MeOH AE n-BuOH Aqueux Acétone  Thiourée

Extraits/ Fractions/ Standards

Figure 32. Valeurs des ICsg d’inhibition de I’'uréase par les différents extraits et fractions de
Tamarix africana. Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne +SD (n=3).

5.4. Activité dermato-protectrice
5.4.1. Activité anti-tyrosinase

En revanche, les extraits et fractionsde Tamarix africanasont testés in vitro pour leurs
capacités a inhiber la tyrosinase a différentes concentrations. La capacité d'inhibition étant
dépendante de la dose, ils ont inhibé la tyrosinase plus efficacement que l'acide kojique comme
les montres (Fig. 33) (Tab. 32). En outre, la fraction n-BuOH a donné le plus haut pourcentage
d'inhibition (68.69+0.20%) a la concentration (200 pg/ml) qui relativement supérieur a celle du
standards (66.95+2.24%). La fraction aqueuse a donné le pourcentage d’inhibition le plus faible
contre la tyrosinase (52.35+0.00%). L'activité anti-enzymatique a été rapportée en terme d’ICsp
présentées dans la Figure 33. La fraction n-BuOH a donné la plus faible ICso (ICs0 =7.61%
0.7pug/ml) qui est largement inférieur par rapport a I’acide kojique (25.23 = 0.78 pg/ml), alors
que I'ICso la plus élevé était pour la fraction aqueuse (67.09+2.56 pg/ml).

103

——
| —



Chapitre 4 : Résultats

Tableau 32 Inhibition de la tyrosinase par les extraits et fractions des différentes parties de
Tamarix africana

Extraits/ Inhibition de la tyrosinase (%0)

Fractions/ Concentration (ng/mL)

Standards  Foeg 6,259 12,5 ug 25 1g 50 pg 100 pg 200 pg
Acide 6,91+ 0,75 19,22+ 0,75 36,29+ 2,92 49,46+2,24 5832+0,37 64,36+0,65 66,95+2,24
kojique

MeOH 37,96+0,54" 40,99+0,89° 46,80+1,18° 48,22+1,79° 49,52+0,81® 51,19+0,67® 59,85+1,79%
AE 42,53+0,00° 47,11+0,57% 48,92+1,70® 49,0840,57° 50,50+0,65® 51,86+0,49% 52 84+0,65%
n-BuOH | 46,52+0,82° 49,63+0,41° 50,03+0,94° 57,47#0,00° 58,54+0,61*° 61,58+0,25" 68,69+0,20%
Aqueux 43,66+0,56° 44,95+0,43° 4552+0,49° 46,51+0,99° 48,93+0,25® 50,92+1,23° 52,35+0,00°
Acétone 39,76+0,43" 42,00+0,00° 47,81+0,18° 49,58+1,39° 52,65+1,63° 54,98+1,06° 56,39+0,00°

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n=3). ANOVA a sens unique suivie du test de Dunnet multiple.
Niveau de signification 2p< 0,05, °p<0,01, °p< 0,001 est statistiquement significatif par rapport a I'acide kojique, 9p<
0,05, ¢p<0,01, fp< 0,001 est statistiquement significatif par rapport a I'acide kojique, MeOH : extrait méthanolique, n-
BuOH : fraction n-butanol, AE, acétate d’éthyle ns est non significatif.

Concentration inhibitrice 50% (IC50pg/ml)

80 —

70 H

60 —
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40
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Inhibition de la tyrosinase

MeOH EA n-BuOH Aqueux Acétone Acide kojique

Extraits/ Fractions/ Standards

Figure 33. Valeurs des I1Cso d’inhibition de la tyrosinase par les différents extraits et fractions
de Tamarix africana. Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne +SD (n=3).

5.4.2. Facteur de protection solaire (FPS)

L'effet photoprotecteur de Tamarix Africana a également été évalué en utilisant le facteur de

protection solaire (FPS), et comme le montre le Tableau 33. Selon les critéres du facteur de
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protection solaire de la Commission européenne (Tab. 34), les extraits et fractions de Tamarix

africana avaient un FPS élevé (entre 30 et 50).

Tableau 33 Calcul du facteur de protection solaire (FPS) des extraits et fractions des feuilles de
Tamarix africana

Les valeurs de FPS

Longueur EE (\)x Acétate d’éthyle  Acétone Aqueux n-BuOH MeOH
d’onde A 1(})
(nm) (normalisé
)
290 0,0150 0,51+0,02 0,48+0,04 0,49+0,02 0,48+0,01 0,47+0,01
295 0,0817 2,74+0,12 2,77+0,07 2,8510,20 2,67+0,06 2,77+0,10
300 0,2874 9,47+0,21 9,74+0,12 9,82+0,70 9,7140,28 9,91+0,47
305 0,3278 10,84+0,37 11,40+0,82 11,0540,26 10,96+0,62 11,60+0,65
310 0,1864 6,34+0,43 6,20£0,06 6,06+0,09 6,2310,34 6,2340,11
315 0,0837 2,74+0,07 2,8240,03 2,9140,21 2,9240,20 2,8940,23
320 0,0180 0,60+0,01 0,62+0,03 0,59+0,03 0,61+0,03 0,58+0,00
Total 1 33,24+1,23 34,03+1,17 33,7715 33,58+1,5 34,45+1,5

Tableau 34. Recommandation de la Commission européenne sur les catégories des produits

solaires
Catégorie Facteur de Facteur de
indiquée protection protection
indiqué solaire
mesureé
Protection 6 6-99
faible
10 10-14,9
Protection 15 15-19,9
moyenne
20 20-249
25 25-29,9
Protection haute 30 30-49,9
50 50 -59,9
Protection tres 50+ 60 <
haute
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5.5. Activité antidiabétique

5.5.1. Inhibition de I’a-amylase

L’activité anti-diabétique des extraits et fractions de Tamarix africana est évalué via leurs
capacités a inhiber I'enzyme alpha-amylase. Les extraits et fractions de Tamarix africana ont inhibé
l'a-amylase a la concentration mesurée de 400 pg/ml, avec des pourcentages d'inhibition de
(90.25+1.89%) pour la fraction n-BuOH par rapport a l'acarbose (90.56+2.9%), alors que la fraction
acétate d’éthyle montre le pourcentage d’inhibition le plus faible (42.53+0.00 %) (Tab. 35). De
méme la fraction n-BuOH montre la meilleure activité en terme d’ICso avec une valeur inférieure a
celle du standards (280.90+2.00ug/ml), par rapport a (284,33+0,06 pg/ml) pour lI'acarbose (Tab. 35).

Tableau 35 Inhibition de I’enzyme a-amylase et 1Cso des extraits et fractions de Tamarix africana

Extraits/ Inhibition de I’enzyme a-amylase (%6)

Fractions/ Concentration (ug/mL)

Standards o5 g 1562500 3.1%5p0 6500 12.5ng 2509 50ug ICso (Mg/mL)
Acarbose  39,90+1,09 44,90+2,00 55,89+1,56 69,09+1,00 80,90+1,56 88,89+1,90 90,56+2,90 284,33+0,06
MeOH 28,90+0,06° 30,89+0,16° 37,23+0,66° 39,30+0,49% 47,17+0,97° 52,10+1,04° 56,19+1,09° 898,78+2,00°
AE 19,80+0,89° 24,49+1,87% 29,48+1,00° 33,89+0,67° 35,57+1,09° 39,80+2,90¢ 42,53+0,00* >400
n-BuOH 49,90+0,66° 50,00+0,44* 59,90+1,90° 72,90+1,00° 79,09+1,20? 82,90+2,09° 90,25+1,89%  280,90+2,00°
Aqueux 20,88+0,90  29,7740,09° 37,89+1,90° 43,66+0,56° 44,95+0,43° 45,52+0,49° 46,51+0,99° >400
Acétone 38,96+0,43 42,10+0,55° 46,81+0,38° 49,33+0,19° 52,05+1,45° 57,98+1,00° 66,39+0,20° 568,77+1,90°

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n = 3). ANOVA a sens unique suivie du test de Dunnet multiple. Le
niveau de signification p<0,05, ?p<0,01, °p<0,001 est statistiquement significatif par rapport & I'acarbose MeOH : extrait
méthanolique, n-BuOH : fraction n-butanol, AE, acétate d’éthyle

5.6. Test de réduction des nanoparticules d'argent (SNP)

L’activité de réduction des nanoparticules d’argent par les extraits et fractions est évaluée par
spectrophotométrie a 423 nm, en suivant la réduction de I’Ag+ en nanopartoicules d’argent
sphérique. Dans ce test les résultats ont été comparés par rapport au Trolox. Les résultats sont
présentés dans la figure 34-35. Les résultats des absorbances était importante a la concentration
maximale 25 pg/ml ou la fraction AE a montrée 1’absorbance la plus élevé 2.63+£0.19 et I’extrait
acétonique a montré ’absorbance la plus faible 0,93+0.09 par rapport au trolox 3.89 +0.09. La
réduction des nanoparticules d’argent par les extraits et fractions de Tamarix africana a évalué de

maniére dose dépendante. Les résultats obtenus par cette activité montrent que la fraction n-BuOH a
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présenté la meilleure activité avec une valeur (Aoso= 2.58+0.31 pg/ml) par rapport au trolox (Agso=

2.50 £ 0.05ug/ml). En revanche, I’extrait acétonique montre 1’activité la plus faible avec une Aos la

plus élevé (Aoso= 14.8 £ 0.58 pg/ml).
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2.0 A

1.5

Les absorbances

1.0

0.5 H

0.0

Test de réduction des nanoparticules d'argent (SNP)
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—e  AE
—A— n-BuOH
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15 20 25
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Figure 34. Les absorbances des extraits et fractions de Tamarix africana. Le trolox est
utilisé comme standards. Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne +SD (n=3).
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Figure 35. Valeurs des Aosde réduction des nanoparticules d’argent par les différents extraits
et fractions de Tamarix africana. Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne +SD

(n=3).
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5.7. Test de cytotoxicité
5.7.1. Test de Iétalité des larves Artémia

Dans ce travail, la cytotoxicité des extraits et fractions de Tamarix africana est testée, en utilisant
I’espéce de crevette de saumure (Artemia salina). Les résultats présentés dans la figure 36
montrent que les extraits et fractions de Tamarix africana présentent une bonne activité
cytotoxique a I’exception de la fraction aqueuse qui présente une activité modérée. Le tableau
36 montre les doses létales médianes (DLso) de I’activité cytotoxique contre les larves Artémia
Salina des extraits et fractions Tamarix africana et du standard ou la fraction n-BuOH montre le
meilleur effet cytotoxique avec une DLso égale a 69.56+1.67ug/ml, en comparaison avec le
potassium dichromate (K2Cr.0O7) ou la DLso égale 20,09 pg/ml. Selon le rapport de Meyer et al.,
(1982), les extraits des plantes qui ont une DLso< 1000 pg/ml, sont regardés toxiques, alors que
les produits qui ont une DLso> 1000 pg/ml sont considérés non toxiques. Donc d’aprés les
résultats obtenus les différentes extraits et fractions de Tamarix africana sont toxiques vis-a-vis
de I’A. salina.

Test de cytotoxicité
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Figure 36. Pourcentage de mortalit¢ des larves d’A. salina en présence des extraits et
fractions de africana et le standard bichromate de potassium (K.Cr.07). Toutes les
valeurs sont exprimées en moyenne +SD (n=3).
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Tableau 36. Les doses létales médianes (DLso) de I’activité cytotoxique contre les larves Artémia
Salina des extraits et fraction Tamarix africana et du standard.

Extraits/  MeOH Acétate n-BuOH Aqueux Acétone Bichromate

fractions/ d’éthyle de

standards potassium

Feuilles >2000 198,56+2,45%  69,56+1,67°  >2000 78,90+1,99° 20,12+1,03 = 5
(@]
Sk

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne = SD (n=3). ANOVA a sens unique suivie du test de Dunnet multiple.

Niveau de signification : %< 0,05, °p<0,01, °p< 0,001 est statistiquement significatif par rapport au dichromate de

potassium, MeOH : extrait méthanolique, n-BuOH: fraction n-butanol, AE, la fraction acétate d’éthyle, DLso : la dose
Iétale médiane
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Les plantes synthétisent et produisent une large gamme de biomolécules, appelées
métabolites secondaires a savoir les polyphénols, les flavonoides, les tanins et autres. Elles
sont classées en différents groupes en fonction de leur structure et de leur polarité. Elles
présentent différents effets biologiques et pharmacologiques considérables sur le corps
humain (Abubakar et Haque, 2010).

De nos jours, l'utilisation des plantes médicinales ne cesse de croitre vu leurs bienfaits
sur la santé humaine. De ce fait, les travaux de recherche se sont orientés vers la découverte et
I'isolement de nouveaux molécules « médicaments » a partir de ressources naturelles. Dans ce
contexte, notre étude s’est orientée vers I’exploration du potentiel thérapeutique d’une plante
trés utilisée dans la médecine traditionnelle et qui fait partie du terroir algérien ; il s’agit de
la plante Tamarix africana collectée de la région de Khenchela.

Les rendements d’extraction des composés phénoliques de Tamarix africana par voie
liquide-liquide dans différents solvants de polarité croissants sont comparables a ceux
rapportés par d’autres chercheurs sur diverses espéces de Tamarix tels que T. africana et T.
gallica. Concernant 1’espéce T. gallica, le rendement de I’extrait MeOH est de 20,61% et
celui de I’extrait aqueux est de 14.83% (Boudjema et al., 2020). De plus, les rendements
obtenus pour les différentes fractions de la plante sont plus au moins différents de ceux cités
dans la bibliographie. Ainsi dans leurs travaux, Chekroun-Bechlaghem et al. (2019) notent
des rendements de 7,45%, 0,30% et 0,26% respectivement pour 1’extrait MeOH, la fraction
AE et I’extrait acétonique des feuilles de T. africana de la région de Tlemcen. De méme, ces
auteurs rapportent des rendements de 7,96%, 0,34% et 0,41% pour I’extrait méthanolique, AE
et I’extrait acétonique des tiges de cette méme espece, respectivement. Une autre étude
publiée par Khabtane et al. (2017) a montré que les rendements des extractions a partir des
fleurs de T.africana est de 26,31 % pour I’extrait MeOH, suivis par I’extrait en phase
aqueuse (19,29%), et les extraits d'acétate d'éthyle avec 0,87%, ce qui en parfait accord avec
les résultats trouvés pour T. africana dans notre étude. Les différences observées entre les
différentes études peuvent étre attribuées a des paramétres distincts tels que : la région de
récolte, la composition du sol et I’effet du climat (zone aride, semi-aride...).

Le criblage phytochimique de Tamarix africana a permis de déceler la présence de
plusieurs classes de métabolites secondaires dont principalement les flavonoides, les
saponines, les triterpénes, les tanins et les composés réducteurs. Ceci est en parfait accord
avec des travaux antérieurs de Benabdellah et al. (2014) et Chekroun-Bechlaghem et al.
(2019) réalisés sur la méme espece récoltée dans les régions de Tlemcen et Bordj Bou

Arreridj. Ces travaux ont également montré la richesse de ces espéces en tanins, flavonoides,
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saponines et d’autres terpénes. Il est également trés important de noter que les especes de
Tamarix contiennent plusieurs acides phénoliques et un nombre considérable de flavonoides
ont été isolés de différentes especes de Tamarix.

L'activité antioxydante est généralement associée a la présence des composés
phénoliques, particulierement, les flavonoides et les tanins (Zeng et al., 2011). Ces derniers
pour Tamarix spp. sont en grande partie extraits dans 1’eau, ou les solutions hydroalcoolique
et hydroacétonique. Ces composés sont majoritairement représentés par les gallotannins et les
ellagitannins. Ces composés polyphénoliques sont qualifiés de biomolécules vu leurs
caracteéristiques biologiques (Bahramsoltani et al., 2020). Nos résultats confirment les
conclusions apportées par Cirillo et al. (2016) que Tamarix articulata est une source
importante de composés phénoliques naturels. Ces mémes constations sont partagées par
Tabet et al., (2018) pour la méme espéce pour laquelle ils notent qu’elle est riche en contenus
phénoliques et flavonoides, et pourrait potentiellement étre une source de divers phyto-
COMpOSES.

Le dosage quantitatif realisé sur les espéces de Tamarix indique des niveaux élevés de
tanins, de flavonoides et de polyphénols (Benabdellah et al., 2014 ; Chekroun-Bechlaghem et
al., 2019 ; Boudjema et al., 2020 ; Hulkko et al., 2022). Ce constat est parfaitement en accord
avec les résultats obtenus dans cette étude. La richesse qualitative et quantitative de Tamarix
lui confere un potentiel pharmacologique avéré (Zeng et al., 2011). Il est important de
signaler que dans cette étude la concentration des flavonoides extraits des fleurs (extrait
acétate d’éthyle) est 30 fois supérieur (416,38 = 2,22ug EQ /mg) a celle mesurée par
Khabtane et al. (2017) (14,33 + 3,15 pug EQ/mg). Cependant, pour le méme extrait et cette
fois-ci pour les feuilles, nos résultats sont inférieurs a ceux rapportée par Benabdellah et al.
(2014).

L'analyse LC-MS a révélé la présence des composés secondaires dotés d’activité
réductrice tels que la rutine, la quercétine, la diosmine, l'apigénine et le quercétine-3-
glycoside qui sont des flavonoides. Ces composes et d'autres produits naturels peuvent piéeger
les radicaux libres et controler I'expression de la voie antioxydante afin de protéger contre le
stress oxydatif et de réduire le risque de diabete, d'obésité, de maladies du systéme nerveux et
d'autres maladies chroniques. Les résultats de ’analyse qualitative et quantitative de Tamarix
africana par LC-MS sont disperses entre les différents travaux de recherche. A titre
d’exemple, Chekroun-Bechlaghem et al. (2019) enregistrent la présence de 16 composes
phénoliques comprenant 6 acides phénoliques (acide gallique, acide chlorogénique, acide

caféique, acide p-coumarique, ester diméthyl allylique de I'acide ester et ester phénolique de

111

——
| —



Discussion générale
l'acide caféique) et 10 flavonoides (chrysine, rutine, myricétine, Quercétine, Génistéine,
Kaempférol,  Apigénine, Kaempférol-3-O-glucoside,  Quercétine-3-Oarabonoside et
Galangine). En revanche, Tabet et al. (2018), ont identifiées par HPLC-DAD 8 composés
dans I’extrait MeOH de T. articulata a savoir : I'acide gallique, lI'acide chlorogénique, l'acide
vanillique, l'acide caféique, la vanilline, l'acide p-coumarique, la rutine et la naringine. Ces
discordances sont dues principalement aux standards utilisés dans les différentes techniques.

La majorité des flavonoides caractérisés dans nos extraits ont une activité biologique
signalée par la littérature. Il s’agit essentiellement de leur potentiel antioxydant. C’est le cas
de la quercétine, l'apigénine et la diosmine (Xu et al., 2019 ; Tian et al., 2021 ; Camarda et
al., 2007). 1l a également été proposé que la diosmine soit un candidat nouveau et prometteur
pour le traitement des maladies du systéme nerveux telles que la maladie d'Alzheimer (AD) et
la maladie de Parkinson (PD) et d'autres lésions cérébrales (Mirshekar et al., 2017). En outre,
la rutine posséde des propriétés antioxydantes importantes qui peuvent conduire dans un
avenir proche a un large éventail d'applications pharmacologiques telles que la capacité
d'inhibition de la tyrosinase et peut inhiber sélectivement la premiere étape de la synthése de
la mélanine qui implique I'hydroxylation des monophénols en o-diphénols (Sharma et al.,
2013). La glucosylation de certains flavonoides génére des dérivés dont les activités
biologiques sont différentes et plus prononcées. A titre d’exemple l'apigénine-7-O-glucoside
(AP7Glu) un dérivé de I’apigénine est un flavonoide naturel stable dont la solubilité est
supérieure a celle de la molécule mere. 11 présente une large gamme d'activités biologiques, il
est maintenant utilisé pour traiter les états inflammatoires tels que les infections des voies
respiratoires supérieures (Bhaskaran et al., 2010). Récemment, il a été démontré que 'AP7Glu
a des effets neuro-protecteurs (Habib et al., 2022), des propriétés anti-apoptotiques et
antioxydantes dans de nombreuses maladies (Kumar et Bhat, 2012).

La wogonine est une flavone qui peut fournir une neuroprotection contre les lésions
cérébrales induites par le stress oxydatif (Hong et al., 2018). La wogonine protege les
neurones du stress oxydatif (Zhang et al., 2018). La néohespéridine, est un glycoside de
flavanone naturel. Il a été démontré que ce composé inhibe le peroxyde d’hydrogene H20>
pour induire la cytotoxicité dans les cellules tumorales neuroendocriniennes (PC12) (Hwang et
al., 2008). Cette molécule est également capable d'inhiber la fibrillogenése amyloide qui peut

provoguer une neurotoxicité (Chakraborty et al., 2021).
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La néohespéridine est un glycoside de flavanone bien connu pour sa capacité
antioxydante et un large éventail d'effets biologiques, y compris l'anti-inflammation, la
neuroprotection, la protection gastrique et les propriétés anticancéreuses (Wang et al., 2018).

La tangéritine, est une flavone polyméthoxylée possede un certain nombre d'activités
biologiques précieuses telles que des activités antioxydantes, anti-inflammatoires,
neuroprotectrices et antiasthmatiques (Tang et al., 2018 ; Wang et al., 2018). En outre, ce
composé a montré un grand potentiel pour le traitement de cancers, notamment les cancers de
cerveau, du sein et de I'estomac (Chen et al., 2014 ; Sundaram et al., 2014 ; Dong et al.,
2014), et peuvent étre utilisés pour le traitement d'un certain nombre de maladies
neurodégénératives (Taheri et al., 2019). Cette molécule a également montré un effet
hépatoprotecteur sur les dommages oxydatifs induits par I'hydroperoxyde de tert-butyle dans
les cellules du foie (HepG2) (Liang et al., 2018). Il a été révélé que le TGN diminue
significativement les niveaux de ROS et de MDA, et I'expression de la fibronectine et du
collagéne 1V, alors qu'elle augmente l'activité SOD. Il a été constaté que ces effets protecteurs
sont en partie médiés par l'inhibition de la voie de signalisation ERK et montre un effet
important dans le traitement de diabete (Chen et al., 2018).
Etude preéclinique et prediction des proprietés pharmacocinétiques des molécules in
silico

Le succés d'un médicament est déterminé non seulement par une bonne efficacité mais
aussi par un profil ADMET c'est-a-dire I'absorption, distribution, métabolisme, élimination et
toxicité acceptable. Aujourd'hui, il est reconnu que lutilisation de la méthode
computationnelle ’ADMET, en combinaison avec des prédictions in vivo et in vitro, le plus
tot possible dans le processus de la découverte de médicaments, permet de réduire le nombre

de problemes de sécurité (Merlot, 2010).

L'une des principales étapes de la conception d'un médicament consiste a I'évaluation
des propriétés pharmacocinétiques, ADMET d’un médicament candidat (Tsaioun et al.,
2016). L'analyse ADMET a l'aide d'un modéle animal est cotteuse et compliquer d’ou le
recours a la modélisation moléculaire dans le but est de prédire les propriétés chimiques, les

propriétés pharmacocinétiques (ADME) et la toxicité des composés (Moroy et al., 2012).

Les propriétés physicochimiques des différentes molécules étudiées révelent une
lipophilie élevée ce qui signifie que ces composés peuvent facilement traverser les

membranes biologiques pour se lier aux récepteurs (enzymes) correspondants afin de générer

113

——
| —



Discussion générale
l'effet pharmacologique desiré (Tamaian et al., 2015), mais elle aura également une
répercussion positive sur la pharmacocinétique et le métabolisme de ces composés.
Cependant, une flexibilité moléculaire réduite, mesurée par le nombre de liaisons rotatives, et
une faible surface polaire ou un nombre total de liaisons hydrogéne (somme des donneurs et
des accepteurs) se révelent étre des prédicteurs importants d'une bonne biodisponibilité orale,
indépendamment du poids moléculaire. Le fait qu'en moyenne le nombre de liaisons rotatives
et la surface polaire ou le nombre de liaisons hydrogene ont tendance a augmenter avec le
poids moléculaire peut expliquer en partie le succes du parametre de poids moléculaire dans
la prédiction de la biodisponibilité orale (\VVaber et al., 2002). Une flexibilité comparable a été
observée dans les composeés étudiées. Ces informations sont cruciales, car les propriétés de
polarité et de flexibilité élevées peuvent augmenter la biodisponibilité orale du composé,
l'aidant a atteindre le site d'action thérapeutique (Kaim et al., 2014). En raison de leurs
caractéres lipophile ces molécules sont moyennement solubles dans 1’eau, néanmoins, ce
caractere est tres important sur le plan pharmacologique car seule la substance lipophile qui
peut diffuser facilement a travers les membranes cellulaires et donc elle va atteindre la cible

thérapeutique.

Le profil ADMET a été prédit en utilisant le serveur admetSAR. Tout d’abord,
I’absorption correspond a I’ensemble des phénomenes intervenant dans le transfert du
principe actif médicamenteux depuis son site d’administration jusqu’a la circulation sanguine.
Cette ¢tape du devenir du médicament chez I’homme est essentielle a étudier car elle peut étre
a ’origine d’une variabilité importante de la réponse aux médicaments notamment par le biais
d’interactions médicamenteuses significatives (Alagga et Gupta, 2022).

Nos résultats prouvent que les composes étudiés avaient une absorption intestinale
humaine (AIH) plus élevée, ce qui indique que les composés étudiés sont bien absorbés par le
tractus intestinal lorsqu'ils sont administrés par voie orale, augmentant ainsi leur chance
d'atteindre leurs cibles, ce qui est avantageux dans les essais cliniques, en particulier pendant
le processus de développement de médicaments (Nisha et al., 2016).

L'imperméabilité de la barriere hémato-encéphalique BHE a de nombreuses molécules
est due aux contacts étroits entre les cellules endothéliales, qui forment les protéines
occludines et les molécules d'adhésion. Toutes les molécules étudiées (a I’exception de
I’apigénine et la wogonine) ne peuvent pas traverser la BHE, elles peuvent donc avoir un effet
périphérique et leur toxicité sur le systéme nerveux central est faible (Zorkina et al., 2020). La

pénétration de 1’apigénine et la wogonine a travers la BHE était significativement plus élevée
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que celle des autres molécules, en raison de leurs faibles poids moléculaires, ces deux
composés sont donc des candidats prometteurs pour le développement de médicaments du
systeme nerveux central (SNC) plus efficaces pour le traitement des maladies du SNC
(Pardridge, 2003 ; Upadhyay, 2014).

D'autre part, les données obtenues ont indiqué que les composes ne pouvaient pas étre
des substrats de la glycoprotéine P (P-gp), excluant la possibilité d'une inhibition de I'activité
de la P-gp, ce qui pourrait impliquer que les composés sont susceptibles de protéger les
organes sensibles des composeés toxiques (le cdlon, l'intestin gréle, les canaux pancréatiques,
les canaux biliaires, les tubules proximaux des reins et la glande surrénale) (Edwards et al.,
2005), et les empéchant de pénétrer dans le cytosol et de les expulser vers l'extérieur. Ainsi, il
améliore également la sécrétion de métabolites et de xénobiotiques dans la bile, l'urine et la
lumiere du tractus gastro-intestinal (Amin et al., 2013). Daina et al. (2017) ont signalé que
I'une des principales fonctions d'un substrat ou d'un inhibiteur de la P-gp est de protéger le
systéme nerveux central des cancers multi-résistants qui peuvent se developper a la suite de la
surexpression du substrat de la P-gp dans les cellules tumorales.

Les molécules sont distribuées dans la circulation générale, ils sont transportés par le
sang dans les différents tissus de 1’organisme. Le terme « distribution » signifie le transport
des molécules au niveau sanguin (phase plasmatique) puis sa diffusion dans les tissus (phase
tissulaire). Il existe un nombre important de protéines plasmatiques. Les principales protéines
impliguées dans la fixation protéique sont ’albumine, I’a-1-glycoprotéine, les lipoprotéines et
les globulines (Da Silva, 2018). Les molécules étudiées présentent pour la plupart des
interactions optimales avec les protéines plasmatiques. Cette fixation aux protéines
plasmatiques est importante, car seul les molécules sous leur forme libre sont actives et
pouvant atteindre leur cible membranaire ou intracellulaire. La forme liée agit comme une

réserve qui ne traverse pas les membranes (Delmas et Lin, 2011).

Le volume de distribution est défini comme un déterminant majeur de la demi-vie et
de la fréquence d'administration d'un médicament (Smith et al., 2015). Les molécules étudiées
présentent des volumes de distribution optimaux ce qui signifie que la liaison aux protéines
plasmatiques est faible ce qui entraine une augmentation de la fraction plasmatique libre
entrainant une augmentation du volume de distribution et une demi-vie d'élimination plus
courte (Keller et al., 1984). Par ailleurs, plus le volume de distribution est important, plus il

est probable que le médicament se retrouve dans les tissus de I'organisme. Plus le volume de
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distribution est petit, plus il est probable que le médicament soit confiné au systeme
circulatoire (Smith et al., 2015).

En ce qui concerne le métabolisme, qui se définie principalement par des
transformations par des enzymes, en un ou plusieurs autres composés actifs ou inactifs assurer
par les isoformes de cytochrome CYP450, qui sont des enzymes présentes dans divers tissus
et qui interviennent dans le métabolisme de substances endogénes et exogénes (Maksymchuk
et Kashuba, 2019). Tous les composés testés peuvent étre considérés comme des non-
substrats des isoformes 2C9 et 2D6 du cytochrome P450. Cela signifie que l'influence des
composés sur l'activité du CYP450 dépend du type d'isoformes testées. Il a également été
observé que les composés quercétine-3-glucoside, diosmine, rutine, apigénine-7-O-glucoside
et la néohesperidine ne peuvent pas inhiber les isoformes 3A4, 2C9, 2C19 et 2D6 du CYP450.

En effet, l'inhibition enzymatique entrave la biotransformation ou la clairance de
toutes les molécules cliniqguement utilisées y compris plusieurs agents anticancéreux, ce qui
entraine des niveaux plasmatiques plus élevés qui influencent le résultat thérapeutique et
augmentent les risques d'effets indésirables. Ainsi, l'inhibition des CYP peut entrainer la

toxicité ou le manque d'efficacité d'un médicament (Kalra, 2007 ; Kumar et al., 2012)

L’¢étape finale de devenir de ces molécules est leurs ¢éliminations de I’organisme ou
excrétion. Le processus d’excrétion concerne le médicament sous forme inchangée et ses
métabolites (Cummings et al., 1967). Les paramétres influengant 1’excrétion sont, la clairance
qui correspond a la capacité de I’organisme a épurer la molécule apres avoir atteint la
circulation générale. Elle correspond au volume de plasma épuré par unité de temps, en
général par heure. La clairance totale cumule la clairance rénale, hépatique et la clairance par
d’autres organes de métabolisme, et la demi-vie d’élimination qui correspond au temps
nécessaire pour que la concentration plasmatique soit diminuée de moitié. La demi-vie
dépend du volume de distribution et de la clairance (Horde et Gupta, 2022). L’apigénine, la
wogonine et quercétine ont une clairance faible et un Ty long, ce qui nécessite leurs
administrations en une seule dose. Ceci peut étre due a leurs effets inhibiteurs exercer sur le
CYP450 3A4 qui est responsable du métabolisme et de la clairance des molécules. La
tangéritine a montré une clairance élevée et un Ty court en raison d'une polarité et d'une
flexibilité élevée, et en raison d'un phénomene de dynamique moléculaire élevé, qui contribue
également a une augmentation non négligeable du processus de clairance rénale, ce qui a été

prouvé en utilisant des rats et une approche de docking (Kim et al., 2014). Ceci engendre que
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cette derniére ne peut pas étre toxique car il y’aura pas une accumulation de la molécule, par
ailleurs pour assurer un effet thérapeutique meilleur, elle doit étre administrer en plusieurs
doses (Allen et al., 2006).

La toxicité orale aigué est considérée comme un paramétre crucial pour déterminer les
effets indésirables a court terme d'un médicament lorsqu'il est administré en une seule dose
(Walum, 1998). Les molécules étudiées ne sont pas toxiques pour la plupart, ne sont pas
cancérigénes et ont une toxicité orale de type Il (Iégerement toxique) ; ils pourraient étre

utilisés dans I'étape d'optimisation de la découverte de médicaments (Onawole et al., 2017).

Les données ont également révélé que les composés peuvent avoir une forte
interaction avec les récepteurs d'cestrogenes, d'androgenes, d'hormones thyroidiennes et de
glucocorticoides, ce qui suggére que ces composés peuvent imiter l'activité des hormones
d'origine de ces récepteurs (Sakkiah et al., 2018), ceci peut étre une clé pour I'élaboration de
nouveaux médicaments avec une grande affinité pour les récepteurs déja mentionnés (Yu et
al., 2018), ou méme de faciliter I'interaction des médicaments avec ces récepteurs via un effet
synergique (Sykes et al., 2020).

La prédiction de I’écotoxicité a révélé que tous les composés ont exprimé une toxicité
élevée sur les poissons, tandis que les composés ont été considérés comme non toxiques pour
les abeilles domestiques. Cela pourrait signifier que ces composés peuvent étre utiles pour le
processus de developpement de nouvelles substances qui peuvent limiter efficacement la
procédure de la reproduction de certaines variétés de poissons nuisibles comme le poisson-
globe, considéré comme mortel pour I'homme en raison de son puissant effet venimeux
généré par la neurotoxine tétrodotoxine (TTX) (Madejska et al., 2021).

La prédiction des propriétés pharmacologiques a montré que la 1’apigénine-7-O-
glucoside, la quercétine, la néohésperidine et la tangéritine pourraient étre des agents piégeurs
des radicaux libres et des antioxydants potentiels avec des probabilités Pa = 0,839, Pa=0,872,
Pa=0,991, Pa=0,715, respectivement, sachant que dans de nombreuses maladies, le stress
oxydatif est reconnu comme étant un facteur secondaire a I’établissement de la pathologie et
contribue a créer des complications immunitaires ou vasculaires. De ce fait, ces molécules
pourraient étre de bon candidat pour le développement de compléments alimentaires, pour la
prévention des maladies liées au stress oxydative, a titre d’exemple ; différents types de
cancers, des pathologies oculaires (cataracte et dégénérescence  maculaire),
des maladies neurodégénératives (ataxies, sclérose latérale, maladie d'Alzheimer),

des maladies cardio-vasculaires (Bitew et al., 2021).
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Il est intéressant de souligner que la rutine, la wogonine, la néohespéridine et la
diosmine pourraient étre des agents antidiabétiques potentiels, avec des probabilités
Pa=0,528, Pa=0,720, Pa=0,877 et Pa=0,668 respectivement. En particulier par I’inhibition de
la sodium/glucose cotransporteur 2 (SGLT2), qui est une protéine permettant la réabsorption
du glucose par le tubule rénal proximal, ce qui entraine une augmentation de 1’élimination de
glucose dans les urines ce qui permet d'abaisser la glycémie. Nos résultats sont en accords
avec les travaux de Khan et kamal (2019) qui ont montré que la wogonine est utilisé pour le
traitement du diabéte sucré. De plus la néohespéridine a montré un effet inhibiteur contre
'enzyme a-glucosidase, ce qui peut améliorer la fonction des cellules béta pancréatiques afin
de réduire les niveaux anormaux de glucose dans le sang et améliorer la sensibilité a I'insuline
(Patel et al., 2012). Une étude récente a montré qu'un extrait riche en néohespéridine a inhibé
I’a-amylase avec une 1Cso = 4,20 ug/ml inférieur a celle de 1’acarbose 1Cso = 54,99 pg/mi
(Tunis et al., 2016). Dubey et ses collaborateurs (2021) on conclut que la diosmine présente
un puissant effet inhibiteur contre l'a-amylase.

En outre, les données ont également revelé que quercétine-3-gylcoside, I’apigénine et
la quercétine (Pa= 0,794), (Pa= 0,688) et (Pa=0,588) respectivement, peuvent avoir un effet
inhibiteur sur la synthése de la mélanine, par I’inhibition de la tyrosinase donc ils entrainent
un blanchiment de la peau. Ces molécules peuvent étre utilisé en dermo-cosmétique pour le
développement des crémes éclaircissantes. Fan et ses collaborateurs (2017) ont démontré que
la quercétine, un composé flavonoide, s'est avérée inhiber a la fois les activités
monophénolase et diphénolase de la tyrosinase, et son inhibition contre l'activité diphénolase
était de maniere réversible et compétitive avec une valeur 1Cso de (3,08 £ 0,74). La quercétine
litce a la tyrosinase par une interaction hydrophobe, a ainsi entrainé un changement
conformationnel de la tyrosinase.

La diosmine, I’apigenine, la rutine et la néohespéridine peuvent exercer un important
effet anti-carcinogéne (Pa = 0,904), (Pa=0,617), (Pa=0,341) et (Pa=0,931) respectivement,
soit en stimulant la caspase 3 (une protéase qui induit la mort cellulaire par apoptose) ou par
I’inhibition de la topoisomérase I (enzyme qui assure le bon déroulement de la condensation
et de la décondensation des chromosomes au cours de la division cellulaire).Ces molécules
peuventt neutraliser les effets d'un agent cancérigene ou inhiber le développement du cancer
(Benavente-Garcia et Castillo, 2008). Selon une étude publiée par Adel et al. (2022), dans un
travail réalisé sur des souris, ils ont observé que I’apigénine pouvait réduire la durée de vie
des cellules cancéreuses en cas de cancer du sein, ce qui bloque la diffusion tumorale. De

plus, cette substance augmente la sensibilité aux traitements anticancéreux.
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De plus, nos résultats ont révélé que quercétine-3-gylcoside, I’apigénine et la
quercétine (Pa= 0,596), (Pa= 0,796) et (Pa=0,690) respectivement, pourraient étre des
puissants agents pour le traitement du syndrome respiratoire aigu sévere et de bons candidats
pour le développement de médicaments contre le virus Sars-Cov2. Des études antérieures ont
montré que la quercétine réduit I'entrée du virus dans la cellule en bloquant le récepteur
ACE2, ainsi elle réduit le niveau d’interleukine-6 chez les patients atteintsdu SRAS
(Bastaminejad et Bakhtiyari, 2021). La rutine, un composé naturel, a montré un effet
inhibiteur sur la principale protéase et d'autres protéines clés dans le cycle de vie du COVID-
19. L'utilisation d'un produit naturel comme traitement a ses avantages par rapport aux

médicaments synthétiques en termes de réduction des effets secondaires (Al-Zahrani, 2020).

L'uréase Helicobacter pylori dégrade l'urée en dioxyde de carbone et en ammoniac, ce
qui neutralise I'environnement acide de l'estomac, ce qui entraine une desensibilisation de la
capacité de détection du pH de l'estomac. Ces mécanismes facilitent la survie de H. pylori
dans I'environnement acide de I'estomac. La réponse immunitaire a H. pylori peut declencher
la génération d'une quantité excessive d'espéces réactives de l'oxygene (ROS) qui peuvent
endommager les membranes cellulaires, les protéines et I'ADN en raison du stress oxydatif.
Par conséquent, l'inhibition de l'uréase et le piégeage des ROS seraient de bonnes stratégies
pour le traitement des maladies liées a H. pylori (Lee et al., 2017). De ce fait, la wogonine
identifiée dans les extraits de Tamarix africana peut avoir un effet inhibiteur de I’uréase
(Pa=0,603), et un effet inhibiteur de Helicobacter pylori (Pa=0,487), ce composé pourrait
faire l’objet des ¢études ultérieures pour le développement des médicaments contre
Helicobacter pylori.

La prédiction des cibles thérapeutiques les plus probables des molécules étudiées, est
fondée sur une combinaison de similarité 2D et 3D avec une bibliotheque de 370 000
molécules actives connues sur plus de 3000 protéines de différentes espéces (Daina et al.,
2019). La quercetine-3-glycoside cible de maniére non négligeable (Pa = 0,219) ’enzyme
aldose réductase, ce qui suggére que ce composé pourrait participer a la régulation de
I'activité de cette enzyme. L'aldose réductase catalyse la réduction du glucose en sorbitol dans
la voie des polyols. Le sorbitol, saccumule dans la cellule, créant ainsi un effet osmotique et
donc une hydratation des tissus. Cela peut sous-tendre, au moins en partie, certaines
complications du diabéte (Caramori et al., 2003). L'aldose réductase , est présente dans tous
les tissus cibles des complications diabétiques . Ces tissus comprennent les reins, le cristallin,

les péricytes de la paroi capillaire rétinienne, I'endothélium  vasculaire et le  nerf
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périphérique (cellules de Schwann). Plusieurs flavonoides inhiberaient I'enzyme aldose
réductase. La quercétine est I' inhibiteur d'aldose réductase le plus prometteur et est utilisée
comme contrdle positif dans de nombreuses études (Yves, 2012)., ce qui est en accord avec
nos résultats.

La diosmine cible les facteurs de nécrose tumorale alpha (Pa = 0,133). Ce composé
pourrait participer comme une biothérapie pour le traitement des maladies inflammatoires
chroniques tel que la maladie de Crohn (maladie inflammatoire chronique des intestins) et la
polyarthrite rhnumatoide (Lesuis et al., 2012)

L’apigénine-7-O-glucoside, I’apigénine et la rutine ciblent I’enzyme clé
acétylcholinestérase (Pa=0,599, Pa = 0,200, Pa= 0,333) respectivement, de maniére non
négligeable, ce qui suggére que ces composés pourraient participer activement a la régulation
de lactivité de cette enzyme connue pour son role important dans la transmission
cholinergique en facilitant I'hydrolyse du neurotransmetteur acétylcholine (ACh) (Pohanka et
al., 2011).

L’apigénine-7-O-glycoside cible la sous unité alpha catalytique de la protéine kinase
dépendante de I'AMPc (Pa=0,200), ce composé pourrait participer a l'activation de la
proteines kinase dépendante conduisant a une augmentation de la contraction cardiaque en
phosphorylant les acteurs clés du couplage excitation-contraction (Zima et al., 2014).

La wogonine cible de maniere importante (Pa= 0,400), les récepteurs des facteurs de
croissance des cellules souches, ce qui entraine l'activation de la prolifération cellulaire et / ou
la différenciation (Shenoy et al., 2014).

La quercétine cible de fagcon importante les récepteurs de I’insuline (Pa=0, 400),
stimulant ainsi sa libération, ce qui engendre la diminution de la glycémie (Okimura et al.,
2019).

La néohéspéridine cible I’anhydrase carbonique III (Pa= 0,460), ce qui suggere que ce
composé pourrait participer a la régulation de l'anhydrase carbonique engendrant par
inhibition de son activité, une diminution de la pression intraoculaire (P10) qui est un facteur
de risque majeur dans la pathogénie des altérations du nerf optique et de la perte du champ
visuel d'origine glaucomateuse (Krishnamurthy et al., 2008).

La tangéritine cible le récepteur delta opioide (Pa= 0,333), tres largement distribués
dans le cerveau. Ces récepteurs modulent plusieurs fonctions dont la réponse a la douleur, au
stress et le contrle des émotions. La tangéritine pourrait étre un bon candidat en particulier

dans le domaine du traitement de la douleur (Marie, 2009).
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Les plantes ont montré au fil du temps que leur abondance en composés bioactifs,
notamment les flavonoides, les tanins et les saponines, qui ont un effet cytotoxique puissant,
ils peuvent inhiber la prolifération de plusieurs lignées cellulaires tumorales (Mehdinezhad et
al., 2016). Ces classes de métabolites secondaires ont été précédemment identifiées dans
Tamarix africana (Bahramsoltani et al., 2019). La capacité de chaque composé a induire une
cytotoxicité sur les lignées cellulaires tumorales a été étudiée a l'aide du serveur CLC-Pred, et
les données ont clairement indiqué que les quatre composés testés avaient un effet
cytotoxique modéré sur la majorité des lignées cellulaires.

En effet, la quercétine-3-glycoside a présenté un effet cytotoxiqgue modeste contre la
Leucémie promyéloblastique (HL-60) (Pa = 0,563), ce qui pourrait s'avérer prometteur dans le
traitement des maladies liées a I'nématopoiese, puisque dans une situation de leucémie, la
moelle osseuse est remplacée par des tumeurs ce qui empéche la production réguliére de
lymphocytes B ou T et peut causer une anémie a long terme (Raetz et Teachey, 2016 ; Dinner
et Liedtke, 2018)

La diosmine a montré un effet cytotoxique non négligeable sur adénocarcinome du
cblon (Caco-2), avec Pa = 0,651. Ces resultats sont tres importants car le cancer du c6lon est
I'un des cancers les plus répandus dans le monde. Bien que la chimiothérapie soit l'un des
traitements les plus utilisés pour le cancer du colon, elle présente certains inconvénients,
notamment la toxicité des cellules normales et la résistance progressivement accrue des
cellules cancéreuses (Turan et al., 2018).

La rutine a présenté un effet cytotoxique modeste contre la lignée cellulaire de
Mélanome métastatique de la peau (SK-MEL-1) avec Pa= 0,536, il représente 10 a 15 % de
toutes les tumeurs, et se développe plus profondément dans la peau plus rapidement que les
autres types. La rutine peut étre un bon candidat pour le traitement du cancer de la peau
(Schadendorf et al., 2015).

L’apigénine et la tangéritine ont présenté un effet cytotoxique contre la lignée
cellulaire de Oligodendrogliome (Hs 683) du cerveau avec Pa= 0,587 et Pa= 0,662
respectivement. Le glioblastome (GBM), selon la classification de I'Organisation mondiale de
la santé (OMS), est le gliome primaire le plus meurtrier chez les adultes. Plusieurs études ont
montré que les patients atteints de GBM ont une faible survie (Lacroix et al., 2001 ; Sanai et
al., 2011). La prévalence du GBM est de 26 000 cas, avec un taux de mortalité de 15 000 cas
par an en Europe.15 000 cas par an aux Etats-Unis, et une incidence de deux a trois cas pour

100 000 adultes par an. GBM représente 52 % de toutes les tumeurs cérébrales primaires aux
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Etats-Unis (Robles et al., 2015). L apigénine peut étre un bon candidat pour le traitement du
cancer du cerveau.

Le cancer du sein est actuellement la tumeur maligne la plus fréquente et la premiére
cause de mortalité par cancer chez la femme. C’est une maladie complexe et hétérogene.
Cette hétérogenéité se retrouve au niveau histologique, phénotypique et moléculaire. 11
demeure une maladie mal connue, et les classifications cliniques et histologiques actuelles ne
permettent pas de prédire totalement les paramétres pronostiques et prédictifs de réponse aux
traitements, ce qui est source de traitements inappropriés (Guedouar et al., 2020).
L’apigénine-7-O-glycoside montre un effet cytotoxique sur I’adénocarcinome du sein (MDA-
MB-453) avec Pa=0,564, ce qui pourrait s'avérer prometteur dans le traitement du cancer de
sein.

Le cancer de la prostate se situe au 1* rang des cancers chez I'hnomme, nettement
devant les cancers du poumon et du cOlon-rectum. Il représente 25 % de lI'ensemble des
cancers incidents masculins. Ce cancer survient dans environ 66 % des cas chez des hommes
agés de 65 ans et plus (Miller et al., 2016). La wogonine a montré un effet cytotoxique
modeste contre la lignée cellulaire épithéliale du carcinome de la prostate (CWR22R) avec
Pa=0,340.

Chaque année, pres de 3000 femmes déeveloppent un cancer du col de l'utérus et 1000
femmes en meurent. Le cancer du col de l'utérus est attribuable dans la grande majorité des
cas a une infection persistante par un papillomavirus humain (HPV) a haut-risque, infection
tres fréquente, transmissible par contact sexuel (Gottlieb et al., 2014). La quercétine a
présenté une cytotoxicité contre le sarcome du corps utérin (MES-SA) avec un Pa= 0, 493.

Le cancer de l'ovaire est la 9°™ cause de cancer chez la femme, le nombre de
nouveaux cas diagnostiques en 2020 en France est estimé a 5320. Les 3935 déces recenses
pour l'année 2020 en font, en France, la 5™ cause de mortalité par cancer (Ferlay et al.,
2021). Par conséquent, la nerhéspiridine est cytotoxique sur les adénocarcinome ovarien
(OVCAR-5) avec un Pa=0,345.

Lors de la pandémie de COVID-19, qui a acquis une pertinence et une importance
particuliéres. Le développement de meédicaments antiviraux a large spectre hautement
efficaces, a faible toxicité et a faible codt, est I'un des problémes majeurs de la virologie et de

la pharmacie depuis de nombreuses années (Pedrosa et al., 2020).

Les médicaments antiviraux synthétiques agissent plus rapidement et fournissent, en

regle générale, I'effet thérapeutiqgue maximal. Cependant, ils présentent I'inconvénient d'un
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grand nombre de contre-indications et de réactions secondaires, ainsi que d'une dépendance et
d'un risque d'infection (Ryu et al., 2017). L’industrie pharmaceutique se tourne aujourd’hui
vers de nouvelles solutions antivirales telles que les peptides, qui constituent un nouveau
champ d’exploration pour la thérapie. Les médicaments antiviraux a base de plantes ont un
large spectre daction (en plus de leffet antiviral, ils ont un effet anti-inflammatoire,
antioxydant et anti-inflammatoire (Hamed et al., 2015). Par ailleurs nos molécules montrent
un spectre d’action tres large ciblant 1’enzyme protéase principale, qui est indispensables pour
la réplication virale surtout ceux de la famille des coronavirus, ceci peut étre due a leurs
structures, leurs degrés de polymérisation et leurs richesses en groupements hydroxyle
(Besednova et al., 2021). Une étude récente publier par Wink et al. (2020) a montré que les
tanins sont connus comme de puissants inactivateurs de protéines, y compris de protéines
virales en formant plusieurs liaisons hydrogénes et ioniques lorsqu'ils interagissent avec une
eux. De plus, les polyphénols se lient aux protéines de l'enveloppe virale, empéchant I'agent
pathogene d'interagir avec la cellule hote.

L’étude in silico est realisé en mettant une molécule en docking pour prédire son
activité avec I’enzyme cible sélectionnée. Le docking est une tentative d'harmoniser le ligand,
une petite molécule, dans le site actif de la cible, qui est une grande molécule protéique
(Ekowati et al., 2018). Les résultats du test in silico se presentent sous la forme de valeurs
d'énergie de liaison, ou du score Moldock (MDS). L'énergie de liaison indique la quantité
d'énergie nécessaire a la formation d'une liaison entre le ligand et la protéine. Plus I'énergie de
liaison est faible, plus la liaison est stable. Si la liaison du ligand avec le récepteur est stable,
on peut prédire que l'activité sera plus forte (Somer, 2004).

La maladie d'Alzheimer (MA) est une maladie neurodégénérative dynamique
caractérisée par I'absence de neurotransmission cholinergique liée a I'dge. La MA résulte d'un
déréglement du systeme cholinergique principalement due a la baisse des taux
d’acétylcholine, et la transmission des signaux dans le cortex cérébral est sérieusement
affectée (Chen et al., 2017). Au cours de la transmission des signaux nerveux biologiques,
I’acétylcholine entre les synapses du cerveau est dégradée par le cholinestérase. 1l existe deux
types de cholinestérases, l'une étant I'AChE et l'autre le BChE. La fonction biologique de
deux cholinestérases est d'hydrolyser l'acétylcholine, ce qui affecte finalement la conduction
normale des signaux nerveux (Pang et al., 2017). Par conséquent, I’inhibition des enzymes
responsable de la dégradation de I’acétylcholine au niveau synaptique entraine une
restauration de la concentration d'acétylcholine au niveau synaptique ce qui permet de rétablir

la neurotransmission cholinergique (Gao et al., 2021). Dans I'Alzheimer, les inhibiteurs des
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cholinestérases ont été développés comme traitement de premiére ligne pour les symptomes
de la maladie (Ferreira-Vieira et al., 2016). En comparaison au standard galantamine,
I’apigénine-7-O-glucoside et la diosmine ont montré les énergies de liaison les plus faibles,
témoignant de leur forte activité inhibitrice contre les deux enzymes AChE et BChE. Des
études cristallines ont montré que la Ser203 et la His447 sont les deux principaux acides
aminés impliqués dans les propriétés catalytiques de I'AChE. Ces deux acides aminés sont
situés dans la poche d'oxyanion et sont parmi les résidus catalytiques clés, qui comprennent
également Glu202, Tyr33 et Trp86. Les acides aminés Trp236, Phe338, Phe297, et Phe295,
sont quant a eux situés dans la poche de liaison a la choline (Brus et al., 2014 ; Li et al.,
2021). Nos résultats affirment que I’apigénine-7-O-glucoside a montré des interactions
hydrogenes, hydrophobes et des interactions de Van Der Waals avec ces acides amines,
reflétant ainsi son potentiel inhibiteur.

Pour les deux enzymes cibles AChE et BChE, les résultats du docking moléculaire ont
démontré que les énergies de liaison les plus faibles sont attribués aux flavones glycosylees.
La glycosylation a probablement augmenté I'nydrophilie, augmentant ainsi les interactions
hydrogene entre les flavones et ses enzymes cibles (Remya et al., 2014). Les deux phyto-
constituants I'apigénine-7-O-glucoside et la diosmine avaient la plus faible énergie de liaison
contre I'AChE et le BChE, ce qui en fait un bon candidat en neurothérapie et dans d'autres
thérapies cognitives (Young et al., 2014).

L’a-amylase est une enzyme qui catalyse 1’hydrolyse des polyméres d’a-D-glucose.
Cette enzyme est sécrétée essentiellement par le pancréas exocrine et les glandes salivaires,
ou elle est responsable de I'hydrolyse des amidons en libérant, selon les substrats, maltose,
maltotriose, et dextrine. Dans certains cas pathologiques, des niveaux anormaux de l'a-
amylase ont été produit suite a des affections des glandes salivaires et pancréatiques, ce qui
induit une dégradation intense de I’amidon et donc une augmentation de la glycémie (Obiro et
al., 2008). La néohésperidine a montré un effet inhibiteur important contre I’enzyme a-
amylase en produisant 1’énergie de liaison la plus faible. L'inhibition de I'a-amylase bloque le
processus de la dégradation des oligosaccharides, stoppant la digestion des carbohydrates,
permettant ainsi de contrdler le niveau du glucose dans le sang chez les diabétiques (Narkhede
et al., 2011). Une étude antérieur mené par Shen et al. (2013) a montré I’effet antidiabétique
de la néohespéridine, qui est di a la richesse de la néohespéridine en de nombreux
groupement fonctionnel OH, qui pourraient favoriser la formation de liaisons H entre ce
flavonoide et les résidus de 1’alpha-amylase, favorisant I’hypothése d’une éventuelle activité

antidiabétique de cette molécule.
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L'uréase catalyse I'nydrolyse de l'urée pour produire de I'ammoniac et du dioxyde de
carbone (Mobley et al., 1991). Les recherches sur cette enzyme ont pris de I'ampleur depuis la
découverte d'Helicobacter pylori comme agent causal de la gastrite humaine. Elle joue sans
aucun doute un r6le central dans la pathogénie de H. pylori. L'hydrolyse de l'urée avec
production d'ammoniac peut permettre la survie de cet organisme sensible aux acides dans la
muqueuse gastrique. L'ammoniac généré par I'nydrolyse de I'urée peut également produire de
graves effets cytotoxiques dans la muqueuse gastrique. L'inhibition de l'uréase par des
composés spécifiques pourrait apporter une contribution précieuse au traitement des
infections causées par des bactéries productrices d'uréase (Follmer et al., 2010).

La wogonine a montré un score de liaison faible avec l'uréase, ce qui est en accord
avec une étude approfondie de Yu et al. (2014) qui ont conclu qu’une relation structure-
activité a révélé que le 4’-hydroxyle a donné aux flavones un avantage pour la liaison avec
I’'uréase. De plus, les groupes sulthydryles des acides aminés du site actif de 1’enzyme, en
particulier celui de la Cys321, fait de ces résidus cles des cibles préférentielles dans
I'inhibition de l'uréase par le wogonine. Cette molécule peut donc avoir un bon potentiel en
tant qu'inhibiteur d'uréase pour le traitement de I'infection a Helicobacter pylori, principal
responsable des troubles gastro-intestinaux. Cela peut aider les scientifiques a développer de
nouveaux médicaments pour traiter les ulceres gastriques et duodénaux, et certains types de
cancers (Konieczna et al., 2012).

L'enzyme tyrosinase est une oxydase fonctionnelle qui est largement répandue dans la
nature. Elle est la principale enzyme de la synthése de la mélanine et participe également a la
désignation de la couleur des cheveux et de la peau des mammiferes (Taslimi, 2020). La
mélanogénese est un mécanisme physiologique qui aboutit a la production de pigments de
mélanine, lesquels jouent un réle important dans la prévention des lésions cutanées dues au
soleil. La synthese de mélanine dans la peau humaine est donc un mécanisme de défense
primaire contre les rayons UV. En revanche, I’hyperpigmentation, tels que les taches de
vieillesse, le mélasme et les sites de Iésions actiniques sont des perturbations qui peuvent
avoir lieu suite a la surproduction de la mélanine (Kwong et al., 2017). Ainsi, I'ajustement de
la synthese de la mélanine par l'intermédiaire de Il'inhibition de la tyrosinase est un sujet
d'étude commun dans le contexte de la prévention de I'hyperpigmentation (Garcia-Jimenez et
al., 2017). L’apigénine a montré un résultat important contre la tyrosinase avec I’énergie de
liaison la plus faible. Si et al. (2011) ; Wang et al. (2014) ont rapporté que les groupes
hydroxyle en C3 et C5 de ce flavonone interagissaient avec His377 situé dans le site actif de

la tyrosinase. Dans ces études, I'apigénine a inhibé de fagon réversible I'activité catalytique de
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la tyrosinase d'une maniére mixte, et a eu un effet synergique significatif sur cette inhibition.
L'apigénine s'insérait dans la cavité hydrophobe pour interagir avec certains résidus situés
dans la poche du site actif de la tyrosinase. En conséquence, l'apigénine pourrait étre un
inhibiteur prometteur pour empécher la formation de mélanine en raison de son insertion dans
le site actif de ’enzyme occupant le centre catalytique pour éviter I'entrée du substrat. Sur la
base des rapports ci-dessus ainsi que la structure hydroxyle phénolique de I'apigénine, nous
avons émis l'hypothése que I’apigénine peut étre un bon candidat pour le traitement des
troubles pigmentaires et le développement des cremes éclaircissante en dermato cosmétique
(Xiong et al., 2016 ; Taslimi, 2020).

Bien que les études de vaccination contre le COVID-19 soient presque terminées,
I'importance de développer des médicaments antiviraux contre ce virus devient évidente si
I'on considére les mutations que le virus peut subir et les problémes qui peuvent survenir au
cours du processus de vaccination. Les recherches futures devraient porter sur les processus
métaboliques de ce compose et ses effets sur le SARS-CoV-2 in vitro et in vivo (Ali, 2021).

Plusieurs documents indiquent que la protéase principale de SARS CoV-2 (SARS
CoV-2 Main protease) pourrait étre utiliseé a des fins de criblage pour predire I'affinité de
liaison de médicaments approuvés, d'inhibiteurs naturels, d'antioxydants et ceux en cours
d'essais cliniques (Wang 2020). Il est rapporté que deux interactions de liaisons hydrogéene
avec le centre catalytique (sous-site S1) des protéases cibles sont plus avantageuses, plutot
gu'une seule (Zhang et al., 2020). Le r6le du Glu166 est considéré comme étant critique pour
la dimérisation de deux protomeres et contribue a la formation de la poche S1 du site de
liaison du substrat (Nguyen et al., 2020). Récemment Nguyen et al. (2020) ont également
dévoilé le fait que Gly143, Cys145, Glul66, et His163 de protéase principale sont les résidus
qui peuvent former une liaison hydrogene et des fragments moléculaires tres favorables pour
le développement de nouvelles molécules inhibiteurs de la protéase principale du SRAS-CoV-
2, En tenant compte de ces constatations et sur la base de nos résultats de docking
moléculaire, la rutine a montré des interactions moléculaires trés intéressantes. Cette molécule
peut ainsi étre utilisée pour concevoir des nouveaux médicaments antiviraux efficaces contre
le SRAS-CoV-2.

Une étude in silico réalisée par Srivastava et al. (2020) démontre que la stabilité de la
liaison a l'intérieur de la protéase principale du SRAS-CoV-2 est due principalement aux
interactions établies avec les acides aminés His41, Gly143, GIn189, Glul66, Cys145, Thr25,

Asnl42, Metd9, et Prol68 présents dans le site actif de cette enzyme, qui interviennent en
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formant des interactions non covalentes avec les ligands inhibiteurs (Srivastava et al., 2020),
ce qui est cohérent avec notre observation.

Aujourd'hui, de nombreuses catégories de médicaments anticancéreux commerciaux
ciblant la réplication de I'ADN et la ségrégation des chromosomes afin d'arréter la division
cellulaire ont montré des effets secondaires négatifs sur les cellules saines (Ren et al., 2011).
Par conséquent, le développement d'une thérapie anticancéreuse hautement efficace et a
toxicité réduite est souhaitable. Pour découvrir de nouvelles voies susceptibles de remédier a
ces problémes, la kinase dépendante des cyclines de type 6 (CDK®6) activée par la cycline D
(cycD) qui dirige la prolifération cellulaire, au moins dans les cellules souches
hématopoiétiques et les tissus au début du cycle cellulaire (progression GO-G1 et G1-S), est
une cible attrayante pour des études expérimentales et théoriques (Harper et Adams, 2001).
Dans ce contexte I’apigénine a montré un résultat important contre la CDK-6 avec une
énergie de liaison de -10.5 Kcal/mol par rapport a la référence Fisetin (-10.4 Kcal/mol). Une
¢tude antérieure a montré qu’il existe de nombreuses catégories d'inhibiteurs de CDK6 dont
certains flavonoides avec différents nombres et positions de substitutions de groupes
hydroxyle. L'apigénine réagit en entrant en compétition avec I'ATP dans le site de liaison de
I'ATP dans la CDK®, et ainsi, l'activité kinase du complexe CDK®6/cycD est stoppée.
Cependant, dans le domaine C-terminal de CDK®6, la stabilisation de Leul52 était
principalement due a sa chaine latérale hydrophobe et a des interactions de Van Der Waals
favorables avec le cycle benzopyréne de l'inhibiteur (I’apigénine) (Khuntawee et al., 2012).
La compréhension au niveau moléculaire des interactions particulieres entre les composés
flavonoides et le complexe CDKG6/cycD pourrait apporter des informations fondamentales
pour aider a la conception et au développement de nouveaux agents anticancéreux puissants.

En ce qui concerne la caspase-3 I’inhibiteur de référence dérivé de l'isoquinoléine-
1,3,4-trione a donné une énergie de liaison de -6.5 Kcal/mol. Par ailleurs, avec un score de -

7.5 Kcal/mol, le néohespéridine semble étre le ligand avec la plus forte liaison moléculaire.

Activités pharmaco-biologiques des extraits et fractions de Tamarix africana
Pouvoir antioxydant

Les propriétés antioxydantes sont fortement corrélées a un contenu phénolique élevé
d'une plante, qui contribue grandement a la suppression des espéces réactives de I'oxygeéne
(ROS) ou des especes réactives de l'azote (RNS) en bloquant les enzymes impliquées dans
leur formation ou en régulant a la baisse I'expression de leurs génes respectifs. Les

polyphénols peuvent également améliorer la fonction cardiaqgue en diminuant
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considérablement la production de ROS et de RNS, minimisant ainsi les dommages aux
cardiomyocytes et prévenant la nécrose ou I'apoptose de ces cellules (Mattera et al., 2017). Il
est également intéressant de noter que les tanins qui sont considérés comme une classe de
meétabolite secondaire clé peuvent considérablement améliorer I'activité de plusieurs enzymes
antioxydantes telles que la catalase, la Glutathion peroxydase (GPX) et la superoxyde
dismutase (SOD) (Maisetta et al., 2019). En fait, les extraits de Tamarix africana se sont
avérés dotés d’agents piégeurs élevés contre le DPPH, I'ABTS et le GOR. En présence de
molécules antioxydantes, le DPPH ou 'ABTS™ ou le GOR peuvent accepter un électron ou un
atome d'hydrogene du composé antioxydant et sont ainsi convertis en une molécule plus
stable (Carmona-Jiménez et al., 2014 ; Zengin et Kili¢, 2018). De plus, chague composé
présent dans l'extrait peut agir indépendamment ou de maniere synergique avec d'autres
composes (Wink, 2015).

L’activité antiradicalaire de Tamarix africana est importante. Cette activité differe
cependant entre les extraits. Ainsi, I’extrait MeOH a montré un effet antioxydant important
contre le radicale cationique ABTS" (2,01 + 0,11 ug/mL) et dans le test de la phénanthroline
(0,20 = 0,08 pg/mL). Des résultats équivalents ont été rapportés par Ksouri et al. (2009) qui
ont noté une activité antiradicalaire contre les radicaux libres ABTS"" comparables a la nétre.
Ces auteurs ont rapporté une activité antioxydante contre le radical ABTS estimée par 1’ICso
de 316.7+0,13 pg/mL pour ’extrait MeOH des feuilles de Tamarix gallica.

Le test de la phénantroline est considéré comme un test récent servant a I’évaluation
de I’activité antioxydante possible d’un extrait ou bien d’une huile essentielle d’une plante
(Bensaad et al., 2021). L’évaluation de la capacité antiradicalire d’une espéce du genre
Tamarix en utilisant cette approche a éte réalisee pour la premiére fois, dans la présente etude.
La fraction n-BuOH a révélé le meilleur résultat contre le radical DPPH (2.91 + 0.08 pg/mL),
le test de pouvoir réducteur (1.72 £0.05 pg/mL) et test de CUPRAC (10.41 £+ 0.43 pg/mL),
ceci peut étre di a la présence de I’apigénine-7-O-glucoside et la quercétine-3-glucoside ou la
substitution par un glucose les rend riche en groupement hydroxyle qui sont des donneurs de
proton par excellence. Une étude mené par Chekroun-Bechlaghem et ses collaborateurs
(2019) ont montré que I’extrait MeOH (2.28 + 0.02 pg/mL), I’extrait acétonique (0.81 = 0.00
ug/mL) et la fraction AE des feuilles de Tamarix africana ont donné une bonne activité
antiradiclaire contre DPPH". Une étude récente menée par Al-othman et al. (2020) a montré
que I’extrait AE de Tamarix aphylla avait un bon effet antiradicalaire contre le radical DPPH"
avec une ICsp de 15.10 + 0.87 ug/mL. Une étude menee par Drabu et al. (2012) a montré que

I’extrait MeOH de Tamarix gallica a révélé de bonnes propriétés antioxydantes dans le test de

( ]
l1281



Discussion générale
FRAP par des composés naturels dont les valeurs ICso rapportées étaient de 19.36 pug/mL.
Une étude utilisant le test CUPRAC a révélé que la quercétine et 1’épigallocatéchine
(flavonol) avaient des effets antiradicalaires considérables en participant activement avec
leurs groupes OH & la réduction du Cu*2 en Cu* et en limitant ainsi la formation des radicaux
libres (Apak et al., 2008). Ceci permettrait de controler la concentration sanguine de I’oxyde
nitrique afin d’empécher I’apparition de la peroxydation lipidique susceptible de perturber la
fluidité et la perméabilité membranaire (Nishizawa et al., 2021).

L’extrait acétonique a donné des résultats importants contre le blanchiment de la (-
carotene (1Cs0=3.13+£0.23 pg/mL). La richesse des plantes en tanins, saponines et terpenes
surtout des especes de la famille des Tamaricacées telles que Tamarix gallica, pourraient
expliquer la capacité antiradicalaire de cette plante contre le blanchiment de -carotene qui a
exprimeé une valeur ICso de 54.7 pg/mL (Ksouri et al., 2009). L’extrait acétonique a
également montré un effet antioxydant important contre le radical GOR' avec une valeur de
I'ICsode  3.17+0.09 pg/mL Le test GOR est considéré comme un bon test d’évaluation de
I’activité antioxydante et la simplicité de sa réalisation font de lui 'un des tests les plus
convoites de cette décennie (Dose et al., 2016). L’évaluation de I’activité antioxydante de
Tamarix africana par ce test est considérée comme originale sur une espéce du genre
Tamarix. La fraction aqueuse a montré un résultat important dans la réduction de
permanganate (I1Cs0=5.68 + 0.04 ug/mL). Par conséquence, la capacité des extraits et fractions
de piéger le permanganate de potassium peut étre expliquée par la présence de composes
phénoliques totaux et des flavonoides. Les composés phénoliques sont connus pour leur
potentiel de piégeage des radicaux libres en raison de la présence de groupes hydroxyles
(Simi¢ et al., 2007). Les mécanismes de réaction d'oxydation des phénols, dans les solutions
alcalines sont mieux compris, mais ils sont plus complexes dans les solutions acides
(Coploviciand Baldea, 2007). Une étude récente a rapporté que Tamarix articulate a montré
une forte activité antioxydante qui pourrait étre due aux composés phénoliques (Tabet et al.,
2018). Chekroun-Bechlaghemet al. (2019), a établi que les composés polyphénoliques actuels
trouvés dans les feuilles de Tamarix africana sont responsables de leurs propriétés
antioxydantes. L'activité antioxydante améliorée des fractions par rapport aux extraits bruts
peut étre expliquée par la quantité et le caractére de chaque composant phénolique particulier,
ce qui est en accord avec nos résultats.

De précédents tests in vivo ont révélé que les polyphénols peuvent augmenter les
niveaux de catalase (CAT), de glutathion peroxydase (GSH-Px) et de superoxyde dismutase

(SOD) sériques chez les rats, mais aussi diminuer la formation de malondialdéhyde (MDA)
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(Cotelle, 2001). En fait, les flavonoides peuvent bloquer les enzymes qui participent a la
génération d'anions superoxydes comme la xanthine oxydase. La majorité des flavonoides
fixent les metaux traces, qui sont vitaux dans le métabolisme de lI'oxygéne. Les ions libres de
fer et de cuivre ont le potentiel de favoriser la génération de ROS via les réactions de Fenton
et de Haber-Weiss qui produisent le dangereux radical hydroxyle (Ahmed et al., 2017).

La rutine et la quercétine sont probablement parmi les agents antioxydants les plus
puissants et plusieurs études, utilisant des souris et des rats comme modéle expérimental, ont
rapporté que ces flavonoides peuvent réduire considérablement le stress oxydatif et la
peroxydation lipidique (Igarashiand Ohmuma, 1995 ; Magalingam et al., 2013 ; Liu et al.,
2017). Cette réduction a été observée dans plusieurs tissus, notamment le cerveau, les reins et
le foie ; en protégeant et en améliorant I'expression de genes clés codant pour des protéines
impliquées dans les processus antioxydants comme la glutathion S transférase a (GSTa), la
paraoxonase-1 (PON-1) et la glutamate-cystéine ligase (GCL). En conséquence, ces enzymes
diminueront considérablement le taux plasmatique de malondialdéhyde (MDA) et le
glutathion (GSH) considérés comme les principaux marqueurs du stress oxydatif (Al-Rejaie et
al., 2013).

Les acides phénoliques jouent également un réle trés important dans le renforcement
des mécanismes antioxydatifs de 1’organisme, ils agissent directement sur les especes
réactives de lI'oxygene (ROS) en réduisant considérablement leur production et en minimisant
l'oxydation des lipoprotéines de basse densité (LDL) (Pontiki et al., 2014). Ainsi plusieurs
mécanismes sont générés tels que I’activation de la transcription de certains genes codant
pour des enzymes antioxydantes telles que la glutathion peroxidase (GPx) et la superoxyde
dismutase (SOD) via I’activation de 1'élément de réponse cis-antioxydant (ARE) (Hu et al.,
2010).

Une autre étude a montré que la quercétine pouvait inhiber ’expression de la protéine
d'adhésion aux cellules vasculaires de type 1 (VCAM-1) et E-sélectine, au niveau des cultures
endothéliales en activant la voie de signalisation TLR-NF-kB dans I'endothélium (Kleemann
et al.,, 2011), ce qui empécherait le développement de plusieurs maladies liés a un stress
oxydatif prolongé telles que I’athérosclérose, le cancer, le diabete, la polyarthrite rhumatoide
et les lésions de perfusion post-ischémique (Uchmanowicz, 2020).

Il a été démontré que certains composés naturels tels que la rutine et la quercétine
pourraient stimuler certaines cellules nerveuses a réguler la réponse immunitaire et la
réparation cellulaire. Ainsi, en renforcant la fonction immunitaire, les neurones avec d’autres

types de cellules nerveuses augmentent leurs capacités a résister aux dommages et a se réparer
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(Grosso et al., 2013). Le mécanisme moléculaire qui a été proposé pour expliquer cette
réduction du stress oxydatif par ces deux composés, c’est la voie de signalisation Krox20 dont
I’activation entrainerait une augmentation du GSH intracellulaire, ce qui abaisserait
automatiquement les niveaux de ROS et la prévention de l'afflux de Ca?* (Cui et al., 2020 ;
Ishige et al., 2001). Ces flavonoides seraient aussi capables d’améliorer la neuroplasticité, ce
qui renforcerait les processus d’apprentissage et de mémorisation du cerveau (Silva et al.,
2019).
Activité Anti-Alzheimer

Inhibition de la Cholinestérase

La maladie d'Alzheimer (AD) dépend entierement de la déficience en antioxydants, en
antiradicalaires et en composés réducteurs. L'inhibition d'un certain nombre d'enzymes
endogenes est également importante dans la progression de cette neuropathologie (Goedert,
2015). La depletion du neurotransmetteur acétylcholine (ACh) par les cholinestérases est liee
a l'étiologie de la maladie d'Alzheimer (Langyanai et al., 2017). Aujourd'hui, l'utilisation
d'inhibiteurs de I'AChE est la méthode de traitement la plus efficace (Tundis et al., 2016).

Plusieurs extraits de plantes ou molécules isolées de plantes ont été rapportés comme
étant une bonne alternative pour le traitement des maladies d'Alzheimer et de Parkinson.
Premierement, en raison de leur capacité a inhiber I'AChE et le BChE, deuxiemement, pour
améliorer les propriétés cognitives des patients, et troisiemement, en raison de leur effet
antioxydant, qui limite la progression rapide de la maladie en neutralisant les radicaux libres
et en prévenant les lésions du tissu cérébral (Gali et Bedjou, 2019 ; Yakoubi et al., 2021). Les
plantes pourraient constituer une option viable pour le traitement des maladies
neurodégénératives. Les substances naturelles trouvées dans les plantes, en particulier les
phénoliques, ont démontré dans des recherches récentes qu'elles étaient pharmacologiquement
bénéfiques (Phan et al., 2019).

La capacité des extraits de Tamarix africana a inhiber 'AChE et BChE a été réalisée
en utilisant une approche in vitro. L’extrait MeOH a eu un fort impact inhibiteur sur I'AChE
(9.46+ 0.12ug/ml), alors que la fraction n-BuOH a présentée l'effet inhibiteur important
contre la BChE avec une valeur 1Cso de (7.01 £ 0.28 pg/ml). Ces résultats peuvent étre
expliqués par I'existence de substances chimiques dans les extraits qui sont responsables de
I'inhibition de I'AChE et du BChE. Une autre étude menée par Mahfoudhi et al. (2016) sur
I’extrait MeOH de Tamarix aphylla (L.) Kasrt, qui amontré un effet protecteur modérés
contre l'acétylcholinestérase, mais aucun effet n'a été observé contre la butyrylcholinestérase,

notant que acides gallique, caféique, p -coumarique, férulique et ellagique, kaempférol,
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quercétine, quercétine 3-O -galactoside et six dérivés de flavonol étaient présents dans ces
plantes & des teneurs élevées, ce qui ne cohérent pas avec les résultats obtenus avec Tamarix
africana. Cette activité modeste des extraits étudiés contre 'AChE peut étre expliquées par
I'antagonisme potentiel qui existe entre les substances identifiées. 11 est également important a
noté que qu’il existe de nombreux autres composés non identifiés (Nag et al., 2011).

De nombreuses études ont montré que des substances naturelles provenant de diverses
sources peuvent supprimer les activités de I'AChE et du BChE, comme les polyphénols
(Djermane et al., 2020). Ils préviennent potenticllement l'agrégation de la B-amyloide (A)
induite par l'acétylcholinestérase en inhibant la toxicité de la protéine B-amyloide, qui est
I'une des causes principales de la maladie d'Alzheimer puisque nous savons que la réduction
de la population neuronale entraine une perte progressive des capacités cognitives (Bensaad et
al., 2021 ; Phan et al., 2019).

L'effet des ROS sur les phospholipides membranaires pourrait étre néfaste puisque
certaines modifications des phospholipides membranaires peuvent étre a 1’origine de la
maladie d’Alzheimer (Nitsch et al., 1992). Les acides phénoliques ont un réle trés important
dans le renforcement des mécanismes antioxydatifs, ce qui engendre leurs effets remarquables
sur l'acétylcholinestérase (Mahfoudhi et al., 2014 ; Nguyen et al., 2016).

Les polyphénols tel que la vanilline est I’un des substances les plus prometteurs dans
le traitement des maladies liées au systeme nerveux. Ainsi une étude menée par Lan et al.
(2019), a montré que ce composé pouvait diminuer considérablement le volume de l'infarctus
cérébral, ainsi que l'cedéme cérébral et les dommages histomorphologiques chez le rat
nouveau-né en atténuant considérablement les dommages oxydatifs. La vanilline préserverait
méme l'intégrité de la barriere hémato-encéphalique ce qui la place comme candidat
prometteur dans le traitement de [I'encéphalopathie hypoxigue-ischémique néonatale
(Dhanalakshmi et al., 2015)

Activité anti-uréase

L'uréase est I'enzyme qui catalyse I'nydrolyse de l'urée pour générer de 'ammoniac.
Elle est connue pour étre le principal facteur impliqué dans la gastrite et l'ulcération gastrigque.
Cette production d'ammoniac dans l'estomac peut permettre la prolifération de plusieurs
souches microbiennes pathogenes en raison de laugmentation du pH qui crée un
environnement parfait pour elles (Kosikowska et Berlicki, 2011). En outre, l'uréase est
impliquée dans d'autres conditions pathologiques comme la pyélonéphrite, le coma hépatique
et la formation de calculs urinaires (Shabana et al., 2010). Un grand nombre d'inhibiteurs de

l'uréase ont été identifiés a partir de plantes, notamment des terpénoides, des polyphénols et
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des alcaloides agissant comme des molécules concurrentes du substrat (urée) ou en chélatant
le cofacteur nickel (Hassan et Zemlicka, 2016).

L’extrait MeOH de Tamarix africana ont démontré une activite anti-uréase
intéressante (1Cs0=10.81+1.25ug/ml), ce qui encourage son utilisation pour traiter les
infections a Helicobacter pylori et les troubles associés. Une étude antérieure mené par Zaidi
et al. (2012) a montré que I'extrait hydroéthanolique des parties aériennes de Tamarix dioica
Roxb. ex Roth a montré un important effet bactéricide contre les isolats cliniques et les
Helicobacter pylori standard avec 7,8-500 pg/ ml MBC > 500 pg/ ml. A notre connaissance,
aucun article n'a rapporté I'effet inhibiteur de l'uréase des extraits de Tamarix L.

Activité dermato-protectrice
Activité anti-tyrosinase

Les extraits de Tamarix africana, ont présenté un effet inhibiteur remarquable contre
la tyrosinase. Celle-ci est I'enzyme clé dans la synthése de la mélanine, un pigment
responsable de la couleur de la peau, des yeux et des cheveux chez les mammifeéres.
Cependant, une surexpression de la tyrosinase peut générer a long terme certains effets
secondaires tels que I'nyperpigmentation, les rides et méme le cancer de la peau (Asanuma et
al., 2003 ; Parvez et al., 2007). Les inhibiteurs de la tyrosinase ont recu beaucoup d'attention
de la part de la communauté scientifique dans le traitement des maladies de la peau et des
pathologies liées au systeme nerveux central (Zolghadri et al., 2019 ; Iraji et al., 2021).

En outre, I'exposition aux UV peut générer des especes réactives de I'oxygene (ROS) et des
especes reactives de I'azote (RNS), qui favorisent la mélanogenése en activant la tyrosinase.

Ces espéces réactives augmentent les dommages a I'ADN et peuvent stimuler la
croissance des mélanocytes. Par consequent, les antioxydants et autres piégeurs de ROS
peuvent contribuer a atténuer I'nyperpigmentation. La quantité et la position des substituants
hydroxyle dans certains flavonoides peuvent modifier de maniere significative lI'inhibition de
la tyrosinase : un plus grand nombre de groupes hydroxyle dans le cycle benzénique améliore
son inhibition vis-a-vis I’enzyme, tandis que la méthylation ou la glycosylation ont I'effet
inverse, probablement en raison de I'encombrement stérique (Sepehri et al., 2021). Une étude
antérieure mené par Okombi (2005) a montré que les flavones et principalement la chrysine et
I’apigénine ont révélé une activité importante sur la tyrosinase humaine et I’inhibition
observée est spécifique. 1l est important a noté que le groupement hydroxyle du noyau doit
étre positionné en 4’ pour avoir une activité meilleure, lorsque que celui-ci est supprimé ou

déplacé en 2’ par exemple, on assiste a une baisse significative de I’activité (Okombi, 2005).
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Au meilleur de notre connaissance, nous rapportons ici pour la premiere fois I'activité
inhibitrice de la tyrosinase par les extraits et fractions de Tamarix africana.

Facteur de protection au soleil « FPS »

La lumiére du soleil est vitale pour tous les organismes vivants, en effet elle aide a
réguler notre rythme circadien et elle offre la capacité de fabriquer de la vitamine D qui est un
nutriment important permettant a 1’os de fixer et d’absorber le calcium et le phosphore pour
améliorer le processus de minéralisation (Mead, 2008). D'autre part, le soleil émet également
d'autres catégories de rayons qui peuvent étre nocifs comme le rayonnement UV a large
spectre également appelé soleil cancérigéne (D'Orazio et al., 2013). Les rayons UVA
pénétrent dans les couches profondes de I'épiderme et du derme, provoquant un vieillissement
rapide de la peau (Dutra et al., 2004). La protection de la peau est un moyen efficace de
protection contre les dommages induits par les rayons UV. Divers composés synthétiques ont
été utilises comme photoprotecteurs, mais leur utilisation a été limitée en raison de leur
toxicité potentielle chez I'nhnomme.

Les substances naturelles ont été récemment considérées comme des ressources
potentielles de protection solaire en raison de leur capacité d'absorption des UV et de leur
activité antioxydante (Ebrahimzadeh et al., 2014). On pense que les substances phénoliques
sont capables d'inhiber les dommages a I'ADN en agissant sur les cascades de signalisation
sensibles a lI'oxydoréduction. Les substances phénoliques peuvent étre utiles pour supprimer la
production de radicaux libres d'oxygéne et la peroxydation lipidique induites par les UV, qui
sont des événements majeurs impliqués dans des conditions pathologiques telles que le
photovieillissement et le cancer de la peau (Strack et al., 1997). Il est bien connu que la
protection contre les UV nécessite une activité antioxydante et les valeurs élevées du FPS ont
été attribuées aux contenus phénoliques élevés des plantes. Les plantes ayant des
concentrations élevées de flavonoides comme la rutine peuvent étre utilisées pour réduire la
production de radicaux libres d'oxygéne induite par les UV (Kittiwannachot et al., 2008).

En effet, la Commission européenne a publié en 2006 une directive sur les catégories
de produits solaires (Commission of the European Communities, 2006) ; et selon leurs
facteurs de protection indiqués dans le Tableau 34, Tamarix africana pourrait étre un bon
candidat pour entrer dans la composition des cremes solaires naturelles.

Des recherches récentes ont montré que l'acide tannique protege efficacement les
cellules fibroblastiques L929 contre les rayons UVB en réduisant la production d'une enzyme
cruciale connue sous le nom de métalloprotéinase-1 de la matrice (MMP-1) (Daré et al.,
2020).
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Plusieurs recherches ont indiqué que les substances naturelles, en particulier les
antioxydants tels que les flavonoides, les caroténoides et les acides phénoliques, peuvent agir
comme catalyseurs photosynthétiques en phase lumineuse et protéger les cellules végétales de
l'effet de piégeage des ROS (Rai et al., 2007). Les composés flavonoides peuvent
effectivement améliorer la synthése de la mélanine et méme traiter le mélanome via
l'activation du facteur de transcription MITF et dautres enzymes clés, a savoir la
dopachrometautomérase DCT2 et la protéine 1 liée a la tyrosinase (TYRP-1), ce qui entraine
une inhibition remarquable de la prolifération, de la migration et de I'invasion des cellules de
melanome (Liu-Smith et al., 2016 ; Netcharoensirisuk et al., 2021).

Activité antidiabétique
Inhibition de a-amylase

Le diabéte de type 2 est I'une des maladies les plus graves de la décennie actuelle, et il
peut étre causé par une combinaison de conditions variables telles qu'un dysfonctionnement
des cellules B pancréatiques, une résistance a l'insuline et/ou une diminution de la tolérance au
glucose (Robertson et Harmon, 2007).

Plusieurs études réalisées dans le secteur de la biotechnologie ont rapporté que les
plantes peuvent prévenir et traiter efficacement le diabete de type 2, en raison de leur richesse
en flavonoides et acides phénoliques qui peuvent s'opposer au processus de stress oxydatif en
particulier la production d'especes reactives de I'oxygene (ROS) (Pham-Huy et al., 2008)

L'hypothése par laquelle les plantes exercent leur impact anti-hyperglycémique
pourrait étre I'inhibition possible de I'a-glucosidase et de I'a-amylase dans I'intestin gréle, pour
empécher la dégradation des glucides complexes et donc interférer avec leur absorption
(Hogan et al., 2010).

Des recherches récentes ont montré que dans le modele de rats diabétiques, qu'une
réduction du processus de stress oxydatif augmenterait significativement la sensibilité a
I'insuline (Tangvarasittichai, 2015), ce qui pourrait augmenter l'activité du transporteur
GLUT4 (Le transporteur de glucose 4'), qui a pour fonction principale de favoriser
I'absorption du glucose afin de réduire la glycémie a un taux physiologique (Navale et
Paranjape, 2016). Une étude menée par Zierath et Wallberg-Henriksson (2002) a démontré
que l'augmentation de GLUT4 pourrait étre due a une augmentation importante de la voie de
transduction du transport dans laquelle des séries de protéines vont agir via une cascade ; ces
protéines sont respectivement la phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K), la protéine kinase C

(PKC) et les récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes (PPAR).
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Une étude in vivo récente réalisée sur Tamarix aphylla a révélé que l'extrait aqueux
des parties aériennes peut réduire considérablement l'activité de l'a-amylase dans le diabéte
induit par la streptozotocine chez les rats. Ces résultats peuvent étre attribués a la richesse de
ces plantes en composés phénoliques, en flavonoides et en tannins (Habi et al., 2017), ce qui
est tout a fait cohérent avec nos resultats antérieurs.

Test des nanoparticules d'argent (SNP)

Les extraits et fractions de Tamarix africana ont montré des résultats importants dans
la réduction des nanoparticules d’argent. Tous ces résultats démontrent que les substances
présentes dans l'extrait de plante étaient efficaces pour la synthése des nanoparticules d'Ag
avec une efficacité biologique qui offre la possibilité de I’incorporer dans la composition des
produits alimentaires et pharmaceutiques.

Les nanoparticules d’argents sont bien connues pour leur excellente capacité
antibactérienne et leurs propriétés physiques propriétes supérieures et sont largement utilisées
dans un nombre croissant d'applications allant des désinfectants domestiques aux dispositifs
médicaux et les purificateurs d'eau (Deshmukh et al., 2019).

Une étude recente mené par Banerjee et ses collaborateurs (2021) a montré que les
AgNPs ont un potentiel biocide contre les bactéries a large spectre, y compris les bacteries
Gram-négatives et Gram-positives. L'effet de I'AgNP sur la cellule repose sur plusieurs
bases : adhésion a la surface de la paroi et de la membrane bactériennes, pénétration dans la
cellule et perturbation des organites et des biomolécules intracellulaires, induction d'un stress
oxydatif et modulation des voies de transduction du signal (Dakal et al., 2016). L'adhésion et
I'accumulation d’AgNPs a la surface des cellules ont été particulierement observées pour les
bactéries Gram-négatives. Il est probable que la paroi cellulaire plus épaisse des bactéries
Gram-positives produise la pénétration des ions d'argent dans le cytoplasme, donc l'effet des
AgNPs est plus prononcé chez les bactéries Gram-négatives que chez les bactéries Gram-
positives (Chauhan et al., 2016).

L'argent est connu pour ses propriétés antimicrobiennes et a été utilisé dans le domaine
médical et il a également été démontré que les nanoparticules d'argent exercent une activité
anti-VIH a un stade précoce de la réplication virale, tres probablement en tant qu'agent
virucide ou en tant qu'inhibiteur de I'entrée virale. Les nanoparticules d'argent se lient a la
gpl20 d'une maniere qui empéche la liaison, la fusion et l'infectivité du virion CD4-
dépendant, agissant comme un agent virucide efficace contre les virus acellulaires et virus

associé aux cellules. En outre, les nanoparticules d'argent inhibent les étapes post-entrée du
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cycle de vie du VIH-1 (Lara et al., 2010). Ces interactions métal-microbe se sont déja avérées
avoir un réle bénéfique dans les applications nanobiotechnologiques.

Au meilleur de notre connaissance, nous rapportons ici pour la premiére fois I'activité

de réduction des nanoparticules d’argent par les extraits et fractions de Tamarix africana.
Test de cytotoxicité
Cytotoxicité par le test de létalité des larves Artémia

Le test de létalité des crevettes de saumure est une technique adéquate et souvent
utilisée pour détecter la toxicité générale des produits chimiques, le dépistage de la
tératogénicité des médicaments, I’écotoxicologie des organismes biologiques (Ahmed et al.,
2014), et diverses actions pharmacologiques. La corrélation entre le test de léthalité des
crevettes de saumure et I’inhibition de la croissance in vitro de lignées cellulaires tumorales
humaines montrent la valeur de ce test biologique en tant qu’un outil de présélection pour la

recherche des drogues antitumorales (Akter et al., 2012 ; Sarah et al., 2017).

En effet, les saponines trouvées précédemment dans le screening phytochimique ont
été considérer comme des agents antiprolifératifs et anticancéreux potentiels ayant des
propriétés cytotoxiques (Ayaz et al., 2016). Les saponines sont considérées comme des
médicaments anticancéreux ayant divers modes d'action. Leurs effets cytotoxiques peuvent
étre attribués a l'induction de l'apoptose ou a la promotion de la mort cellulaire non
apoptotique. Il existe plusieurs procédures bien connues qui aboutissent au méme effet appelé
"mort cellulaire”, mais qui impliquent différents modes d'action, comme la stimulation de la
mort cellulaire autophagique, la réduction de la génération de NO dans les cellules ou la

désintégration de l'intégrité du cytosquelette (Podolak et al., 2010).

Une étude antérieure mené par Sakagami et ses collaborateurs (2000) ont montré que
les tannins hydrolysables étaient plus efficaces contre les lignées cellulaires de carcinome
spinocellulaire oral humain et de tumeur des glandes salivaires que contre les fibroblastes
gingivaux humains normaux. Bien que l'acide gallique, un composant unitaire des tanins, ait
été nettement moins efficace. En général, les composés diméres avaient une action
cytotoxique plus forte que les composés monomeres. Ces produits chimigues ont provoqué la
mort cellulaire apoptotique, qui a été caractérisée par la fragmentation de I'ADN (déterminée
par la technique TUNEL) et le clivage de la cytokératine 18 par la ou les caspases activées

(démontré par l'anticorps monoclonal M30).
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En outre, les flavonoides peuvent servir de mutagénes, de prooxydants et d'inhibiteurs
d'enzymes, selon des recherches antérieures. 1l a également été signalé que cette classe de
métabolites secondaires est cytotoxique a des doses plus importantes et en présence d'agents
catalysant l'oxydation tels que les ions de métaux de transition, ce qui a été prouvé contre les
cellules de leucémie promyélocytaire humaine (HL60) (Skibola et al., 2000).

Une étude précédente menée par Abaza et al. (2016) sur l'extrait MeOH de Tamarix
Aucheriana, utilisant des cellules cancéreuses colorectales humaines in vitro, a rapporté que
I'extrait MeOH diminue la croissance et la prolifération cellulaire, augmente l'apoptose, l'arrét
du cycle cellulaire aux phases S et G2/M, les inhibiteurs de la kinase dépendante de la
cycline, réduit les ROS, l'activité de liaison de I'ADN de NF-«xB, l'effet synergique avec les
anticancéreux conventionnels.

Une étude récente rapportée par Fellah et al. (2018), utilisant l'extrait d'acétate
d'éthyle des parties aériennes de Tamarix gallica L. contre des cellules de tumeur cérébrale de
rat (C6) et de carcinome du col de l'utérus humain (Hela) in vitro. Les résultats de cette équipe
de recherche ont montré une diminution significative de la prolifération cellulaire de maniére
dose-dépendante.

De plus, Hassan et al. (2014) ont montré que I'extrait aqueux de Tamarix nilotica
réduit la prolifération cellulaire, lI'angiogenese, avec une toxicité plus faible pour les cellules
normales par rapport aux cellules cancéreuses, y compris les lignées cellulaires cancéreuses
du sein humain (MCF-7) et du colon (HCT 116).
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L’industrie pharmaceutique fait face aujourd’hui a de nombreux challenges et
I’apparition récente de la pandémie de la covid-19 a poussé la communauté scientifique a revoir
son approche de la thérapie en se tournant vers des ressources plus naturelles, plus saines mais
surtout plus respectueuses de I’écosysteme, telles que les plantes qui représentent également une
source pharmacologique inestimable. Ces progres ont permis a beaucoup de médicaments de voir
le jour et I’éradication de plusieurs épidémies.

Les plantes médicinales sont utilisées pour traiter diverses maladies, y compris le diabéte,
les maladies neurodégénératives et le cancer etc. Un grand nombre de plantes médicinales
contiennent des composés présentant des propriétés thérapeutiques trés importantes. L’utilisation
des plantes médicinales en phytothérapie a recu un grand intérét dans la recherche biomédicale.
Une telle thérapie prévient I’apparition des effets secondaires observés lors de I'utilisation des
médicaments de synthese chimique. Pour permettre I’utilisation vaste des plantes médicinales
dans la médecine moderne, la recherche et le développement de nouveau traitement est
demandée. Cependant, l'information scientifique sur les activités biologiques des plantes
médicinales, y compris Tamarix africana est encore insuffisante. De ce fait, on a inspiré cette
étude, une demande trés croissante pour revenir a la nature dans le but de chercher des soins de
santé et de nouveau traitement est une autre motivation importante.

Notre travail est une contribution a 1’étude d'identification et de caractérisation des
composants dans les différentes extraits et fractions de Tamarix africana en utilisant tout d’abord
le screening phytochimique qui a fait ressortir une richesse en polyphénols, flavonoides et
tannins suivie par une caractérisation par LC-MS, les résultats ont permis d’identifier 09
composes dans les différentes extraits et fractions des feuilles.

L’¢étude préclinique s’est concentrée sur une prédiction des propriétés physicochimiques
et le profil (ADMET) des différentes molécules identifiées. Différentes prédictions in silico
réalisées dans cette étude ont révélé que certains composés récemment identifiés dans les extraits
et fractions de cette plante pourraient étre efficaces dans le traitement du diabéete, des maladies
cardiovasculaires, des troubles du systeme nerveux central, traitement des infections a
Helicobacter Pylori et certains types de cancers. Ces composés peuvent également avoir des
effets cytotoxiques puissants sur plusieurs lignées de cellules tumorales. De plus ces composés
peuvent étre actifs sur différentes classes d’enzyme tels que : les lyases, hydrolases, kinases,
isomérases et oxydoréductases, sur différents récepteurs, des transporteurs électrochimiques,
cytochrome P450 et récepteurs nucléaires. Néanmoins, tous les composeés possédent des
propriétés pharmacologiques importantes. Par ailleurs, ces molécules sont trés actives sur

plusieurs classes de protéines virales.
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Les résultats du Docking moléculaire sur les composés phénoliques de Tamarix Africana
a montré sur le plan pharmacodynamique, I’interaction entre ces molécules et les cibles
(enzymes). Pour ’enzyme AChE, I’Apigénine-7-O-glucoside a montré 1’énergie de liaison la
plus importante entrainant une forte interaction et un blocage de ’activité biologique normale
par l’occupation des acides aminés du site catalytique, empéchant ainsi la fixation des
neurotransmetteurs. Pour la BChE, la diosmine a donné la meilleure activité inhibitrice. Pour
I’enzyme o-amylase, la Neohésperidine semble étre le ligand avec la plus forte liaison
moléculaire. Les résultats du docking de I’enzyme uréase de H. pylori montrent que le meilleur
score a été noté pour la Wogonine. Tandis que I’apigénine semble étre le ligand avec la plus
forte liaison moléculaire pour I’enzyme tyrosinase.

Les résultats du docking moléculaire contre la protéase du Sars-Cov 2 (COVID-19) avec
les composants phénoliques de Tamarix africana, la rutine a montré 1’énergie de liaison la plus
importante ce qui lui qualifie du ligand le plus stable lors de son interaction avec 1’enzyme.
Concernant I’étude de I’effet anticancéreux, selon les résultats obtenus pour les topoisomérases |
et Il et CDK-2, les composants donnent tous des scores supérieurs a ceux des reférences. De ce
fait, les composants s’aveérent non efficaces contre ses enzymes. Par ailleurs pour la kinase 6
dépendante de la cycline (CDK-6) 1X0O2, le meilleur score a été noté pour 1’apigénine. Pour la
caspase-3, la neohespéridine semble étre le ligand avec la plus forte liaison moléculaire.

Les résultats des études in vitro confirment les prédictions in silico. Les extraits et
fractions de Tamarix africana possédent une capacité antioxydante élevée ce qui donne a cette
plante la possibilité d’étre utilisée comme additif dans l'industrie alimentaire pour fournir une
bonne protection contre les dommages oxydatifs. Ce qui nous amene a considérer également que
cette plante peut étre utilisée comme traitement naturel pour remedier a plusieurs types de cancer
et également comme un reméde préventif pour certaines maladies qui résulte du stress oxydatif.

Les effets bénéfiques des extraits et fractions de Tamarix africana peuvent mener a son
utilisation dans la prévention de certaines maladies neurodégénératives tel que la maladie
d’Alzheimer, les composés identifiés dans Tamarix africana peuvent agir comme des
cholinestérases en inhibant la dégradation de I’acétylcholine au niveau synaptique et donc
améliorer la neurotransmission.

Les extraits et fractions de Tamarix africana ont démontraient au fil des années une
activité anti-uréase intéressante, ce qui encourage son utilisation pour traiter les infections a
Helicobacter pylori et les troubles associés. Ces mémes extraits ont un effet dermato-protecteur
intéressent révélé par son activité anti-tyrosinase importante, ce qui motive son utilisation pour

traiter les maladies de la peau tel que ’hyperpigmentation et certains cancers de la peau. Cette
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réflexion est consolidée par le FPS élevé (entre 30 et 50) enregistré dans notre étude. Ces
observations sur I'effet inhibiteur de l'uréase et tyrosinase des extraits de Tamarix africana sont
les premiers résultats rapportés dans la bibliographie. Concernant I’effet anti-diabétique observé
des extraits et fractions Tamarix africana, les résultats ont montré une réduction considérable de
la glycémie similaire a celui de I’acarbose. Toutes les extraits et fractions de Tamarix africana
présentent une bonne activité sur la réduction des nanoparticules d’argent, ce qui encourage leurs
utilisations comme agent antibactérien et antioxydant surtout dans 1’industrie agro-alimentaire.
De méme, les différentes extraits et fractions de Tamarix africana, excepté les extraits aqueux et
MeOH, sont toxiques vis-a-vis de I’A. salina. Ce qui permet de préconiser leur exploitation pour
le traitement de certains types de cancers.

Cette étude ouvre des perspectives expérimentales qui devraient nous agréer d'avancer
vers une meilleure connaissance des meécanismes moléculaires participant dans les effets
biologiques observés :

% Purifications des extraits et fractions de Tamarix africana afin d’identifier les
molécules a ’origine des effets pharmacologiques.

« Caractérisation des molécules majoritaires par RMN.

« Evaluer les effets inhibiteurs des enzymes sur un modele animal.

s Développer des crémes antisolaires a base de plantes, douées d’une activité
antioxydante

+ Evaluation de I’effet anticancéreux des extraits sur des lignées cellulaires

% Valorisation des extraits en les utilisant comme additifs alimentaires.

+ Etude in vivo de I’activité anti-uréase et anti-tyrosinase

“Etude de la toxicité de la plante étudiée est indispensable afin de déterminer si elles
peuvent étre utilisées pour la fabrication de médicaments.

% Vue le bon effet hypoglycémiant, des études approfondies sur la pharmacocinétique et

la pharmacodynamique des principes actifs serait utiles pour la détermination des doses

préventives et thérapeutiques.

% Isolement des principes actifs responsables des activités pharmaco-biologiques et étude

des formulations galénique possible pour I’administration humaine.
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Figure 01. Chromatogrammes LC-MS de l'extrait MeOH de Tamarix africana (a : apigénine ;
b : diosmine)
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Figure 02. Chromatogrammes LC-MS de la fraction AE de Tamarix africana (a : diosmine ;
b : quercétine-3- glucoside ; ¢ : apigénine)
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Figure 03. Chromatogrammes LC-MS de la fraction n-BuOH de Tamarix africana (a : rutine
; b : apigénine-7-O-glucoside ; ¢ : quercetine-3-glucoside ; d : néohespéridine ; e : wogonine ;
f: quercétine ; g : apigenine)
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Figure 04. Chromatogrammes LC-MS de la fraction aqueuse de Tamarix africana (a
quercétine ; b : apigénine)
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Figure 05. Chromatogrammes LC-MS de l'extrait acétonique de Tamarix africana (a:
quercétine ; b : apigénine ; b’ : tangerétine ; ¢ : diosmine ; d : quercétine-3-glucoside ; e :
néohespéridine)



Résumé

Ce travail vise a la caractérisation phytochimique des extraits acétonique, et
méthanolique, et des fractions (acétate d'eéthyle, n-butanol et aqueux) de Tamarix africana.
L’analyse quantitative des composes phénoliques des différents extraits est réalisée par
mesure spectrophotométrique et I’identification des composés par LC-MS. L’évaluation des
activités biologiques est faite dans un premier temps par une approche bioinformatique (étude
in silico). Elle consiste a prédire les propriétés pharmacocinétiques a savoir : les propriétés
physicochimiques, le profil ADMET, les propriétés pharmacologiques, les cibles
thérapeutiques, la cytotoxicité, le pouvoir antivirale (protéines virales). Les propriétés
pharmacodynamiques des extraits sont évaluées par le docking moléculaire. L’étude
préclinique des propriétés des molécules par 1’approche bioinformatique est confirmée par
une étude in vitro par 1’évaluation des propriétés biologiques et pharmacologiques. L’effet
antioxydant est evalué par les méthodes de : DPPH, ABTS+, Galvinoxyle, pouvoir réducteur,
tests de blanchiment de la phénanthroline et de 1'acide B-carotene-linoléique, réduction de
permanganate. Le pouvoir d’inhibition des enzymes est également étudié contre :
acetylcholinestérase (AChE), buthyrylcholinestérase (BChE), uréase, a-amylase et la
tyrosinase. Le facteur de protection solaire, le test de réduction des nanoparticules d’argent et
enfin la cytotoxicité in vitro ont été aussi déterminés.

L'analyse LC-MS a permis d’identifier et de quantifier les composés phénoliques suivants :
La quercétine-3-glucoside, la diosmine, ’apigénine, la rutine, Apigénine-7-O-Glucoside,
Wogonine, Quercétine, Néohespéridine sont les composés phénoliques majoritaires qui se
répartissent dans la plupart des fractions des différentes parties de Tamarix africana. Les
dosages ont montré une teneur importante de la plante en polyphénols et flavonoides. Tandis
que, la plante s’avére plus riche en tanins hydrolysables. L'étude in silico a révélé que les
composes testes pourraient étre de bons candidats suite a leurs effets cytotoxiques significatifs
contre plusieurs lignées cellulaires tumorales. En outre, les résultats du docking moléculaire
montrent que ces composés pourraient egalement étre efficaces dans le traitement de certaines
maladies liées au diabete, aux pathologies de la peau, aux maladies cardiovasculaires et au
systéeme nerveux central. Les résultats de 1’étude in vitro ont indiqué que les extraits et
fractions de Tamarix africana presentent une activité antioxydante importante et un effet
inhibiteur puissant contre 'AChE et le BChE ainsi que les enzymes uréase, tyrosinase et 1’a.-

amylase. En outre, ces mémes extraits et fractions ont des propriétés antioxydantes



importantes dans la réduction des nanoparticules d’argent. Le pouvoir cytotoxique des extraits
et fractions vis-a-vis les larves d’Artémia Salina étaient significatif.

Sur la base de ces résultats, il est raisonnable de supposer que Tamarix africana peut étre
considérée comme un candidat potentiel pour les industries pharmaceutiques, cosmétiques et
alimentaires. Les composés bioactifs des plantes restent la meilleure alternative dans le cadre
de découverte et de développement de médicaments.

Mot clés : Activités pharmaco-biologiques, Etude phytochimique, Etude in silico, Docking

moléculaire, Tamarix africana.

Abstract

This work aims at the phytochemical characterization of acetone and methanol extracts and
fractions (ethyl acetate, n-butanol and aqueous) of Tamarix africana. The quantitative
analysis of phenolic compounds of the different extracts is done by spectrophotometric
measurement and the identification of the compounds by LC-MS. The evaluation of the
biological activities is done in a first step by a bioinformatic approach (in silico study). It
consists in predicting the pharmacokinetic properties namely: physicochemical properties,
ADMET profile, pharmacological properties, therapeutic targets, cytotoxicity, antiviral power
(viral proteins). The pharmacodynamic properties of the extracts are evaluated by molecular
docking. The preclinical study of the properties of the molecules by the bioinformatics
approach is confirmed by an in vitro study by the evaluation of the biological and
pharmacological properties. The antioxidant effect is evaluated by the methods of: DPPH,
ABTS+, Galvinoxyl, reducing power, phenanthroline and B-carotene-linoleic acid bleaching
tests, permanganate reduction. The inhibition power of enzymes is also studied against:
acetylcholinesterase (AChE), buthyrylcholinesterase (BChE), urease, o-amylase and
tyrosinase. Sun protection factor, silver nanoparticle reduction assay and finally in vitro
cytotoxicity were also determined.

The LC-MS analysis identified and quantified the following phenolic compounds: Quercetin-
3-glucoside, diosmin, apigenin, rutin, Apigenin-7-O-Glucoside, Wogonin, Quercetin,
Neohesperidin are the major phenolic compounds distributed in most fractions of different
parts of Tamarix africana. The assays showed a significant content of polyphenols and
flavonoids in the plant. While, the plant is richer in hydrolyzable tannins. The in silico study
revealed that the tested compounds could be good candidates due to their significant cytotoxic
effects against several tumor cell lines. In addition, the molecular docking results show that

these compounds could also be effective in the treatment of certain diseases related to



diabetes, skin pathologies, cardiovascular diseases and the central nervous system. The results
of the in vitro study indicated that the extracts and fractions of Tamarix africana show
significant antioxidant activity and a potent inhibitory effect against AChE and BChE as well
as the enzymes urease, tyrosinase and a-amylase. In addition, these same extracts and
fractions have significant antioxidant properties in the reduction of silver nanoparticles. The
cytotoxic power of the extracts and fractions towards Artemia salina larvae were significant.

Based on these results, it is reasonable to assume that Tamarix africana can be considered as a
potential candidate for the pharmaceutical, cosmetic and food industries. Bioactive

compounds from plants remain the best alternative for drug discovery and development.

Key words: Pharmaco-biological activities, Phytochemical study, In silico study, Molecular

docking, Tamarix africana.
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