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Résumé

De nos jours, 1’utilisation de plantes médicinales en phytothérapie a recu un grand intérét dans
la recherche biomédicale. Ce regain d’intérét vient d’une part du fait que les plantes médicinales
représentent une source inépuisable de substances et de composés naturels bioactifs et d’autre
part du besoin de la recherche d’une meilleure médication par une thérapie plus douce sans

effets secondaires.

L’objectif de notre travail s’est porté sur I’étude des composants bioactifs et 1’évaluation de
leursactivités biologiques et propriétés thérapeutiques des extraits des feuilles de Rubus

ulmifolius S. en analysant 4 articles scientifiques qui traitent cette méme thématique.

Rubus ulmifolius S. ou la mdre sauvage appartient a la famille des Rosacées : ¢’est une plante

médicinale traditionnellement utilisée pour ses propriétés bénéfiques.

Dans le premier article, le criblage phytochimique des feuilles de R. ulmifolius a révélé la
présence de métabolites secondaires. Le potentiel antioxydant de 1’extrait méthanolique brut et
de I’extrait brut riche en flavonoides des parties aériennes de R. ulmifolius a été déterminé par
le pourcentage de piégeage du radical libre DPPH montrant une inhibition de (74,2 + 0,324 %
et 83,16 + 0,091% respectivement) comparable a celle de I'acide ascorbique qui était de 87,26
+ 0,128 %. De méme les deux extraits ont montrés une activité antipyrétique car apres leurs
administrations la température corporelle des rats a diminué de 74%. Le deuxieme article a
révélé par la carte protéomique des cellules de myélome murin P3X traitées avec une
concentration de 30ul/ml d'extrait des feuilles de R. ulmifolius des modifications significatives

des cellules cancéreuses qui ont concluent a une activité antiproliférative.

Dans le troisieme article, I'extrait de R. ulmifolius a montré une activité antiinflammatoire
significative comparée a I’efficacité du médicament standard (diclofénac).

Enfin, dans 4°™ article une inhibition bactérienne a été observée pour une concentration
d'extrait des feuilles de R. ulmifolius supérieur a 50%. Les résultats expérimentaux de I’activité
de [I’extrait obtenus par différentes méthodes d’extraction contre la bactérie
cariopathogéneseS.mutants ont montré que 1’extrait méthanolique a représenté le meilleur

résultat avec une CMI antibactérienne de 6,25%, cela indique une activité antimicrobienne.

Mots clé : Rubus ulmifolius S., composés phénoliques, activité antioxydante et antibactérienne,

activité antipyrétique, activité anti-inflammatoire, activité antiproliférative.



Abstract :

Nowadays, the use of medicinal plants in herbal medicine has receivedgreatinterest in
biomedicalresearch. This renewed interest comes on the one hand from the fact that medicinal
plants represent an inexhaustible source of natural bioactive substances and compounds and on
the other hand from the need to research better medication through a gentler therapy without

side effects.

The objective of ourworkfocused on the study of the bioactive components and the evaluation
of theirbiologicalactivities and therapeuticproperties of the extracts of the leaves of Rubus

ulmifolius by analyzing 4 scientific articles which deal withthissametheme.

Rubus ulmifolius Schott or wild blackberry belongs to the Rosaceae family : it is a medicinal
plant traditionally used for its beneficial properties.

In the first article, phytochemical screening of R. ulmifolius leaves revealed the presence of
secondary metabolites. The antioxidant potential of the crudemethanolic extract and the
crudeflavonoid-richextract of the aerial parts of R. ulmifolius was determined by the percentage
of scavenging of the free radical DPPH showing an inhibition of (74.2 £ 0.324% and 83 .16 +
0.091% respectively) comparable to that of ascorbic acid which was 87.26 + 0.128%. Similarly,
the two extracts show edantipyretic activity because after their administration the body
temperature of the rats decreased by 74%. The second article revealed, by means of the
proteomicmap of P3X murine myeloma cells treated with a concentration of 30 ul/ml of extract
from the leaves of R. ulmifolius, significant modifications of the cancerous cells, hencean

antiproliferative activity.

In the third article, the extract of R. ulmifolius showed significant anti-inflammatory activity
compared to the efficacy of the standard drug (diclofenac).

Finally, in the last article, bacterial inhibition was observed for a concentration of R. ulmifolius
leaf extract of less than 50%. The experimental results of the activity of the extractobtained by
different extraction methods against the bacterium cariopathogenesis S. mutants showed that
the methanolic extract represented the best result with an antibacterial MIC of 6.25%, this

indicates antimicrobial activity.

Key words: Rubus ulmifolius, phenolic compounds, antioxidant and antibacterialactivity,

antipyreticactivity, anti-inflammatoryactivity, antiproliferativeactivity.
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Introduction

Depuis l'antiquité, les plantes constituent un patrimoine précieux et jouent un réle
important dans I’art de la guérison a travers le monde du fait que I’ensemble des
espéces vegetales posséde des vertus thérapeutiques connu comme des remedes
naturels phytothérapiques contre de nombreuses maladies (Bousta et Enabili,
2011).

La phytothérapie acquiert une dimension plus rigoureuse, notamment I'examen
botanique des végétaux. La pharmacie moderne a pris un intérét étroit sur les
composants des plantes et grace aux progres en chimie et en physiologie, ils ont
permis de mettre en évidence et de démontrer scientifiquement les principes actifs
des plantes utilisés depuis des siecles. Cette combinaison de modernité et de
méthodes traditionnelles a prouvé que chaque plante est une énorme source de
substances végeétales caractérisé par des bio activités intéressantes et susceptibles
d’étre utilisées comme un moyen contre certains troubles fonctionnels et certains
états pathologiques (Abdeli, 2017).

Parmi les principales originalités majeures des plantes leurs aptitudes a reproduire
des substances naturelles extrémement diverses, elles accumulent fréquemment des
métabolites secondaires, ce sont des composants biochimiques naturellement trouvés
dans toutes les parties de la plante, qui représentent le principe actif et lui conferent

une large gamme d’activités biologiques (Macheix et al., 2005).

Le genre Rubus comprend plus de 750 especes de la famille des rosacées, il est
traditionnellement employé a des fins thérapeutiques, particulierement [’espéce
Rubus ulmifolius S. qui synthétise de nombreuses variétés phytochimiques
médicalement actives. La plupart de ses composés phytochimiques possedent des
propriétés antioxydantes puissantes, anti-inflammatoires, antimicrobiennes et gastro-
intestinales, leurs intégrations dans le régime alimentaire humain peuvent étre trés
utile pour la prévention contre plusieurs maladies comme le cancer, les maladies
circulatoires et les infections (Makkar, 2007 ; Sistti et al., 2008 ; Niaz et al., 2017).



Introduction

Pour cela, le présent travail s’inscrit dans le cadre de la valorisation des feuilles de
R. ulmifolius en identifiant ses composés phytochimiques et en évaluant leurs

activités biologiques.

A cet égard, ce mémoire a porté sur un premier chapitre, une généralité sur les

activités biologiques suivi de la classification des métabolites secondaires.

Dans le deuxiéme chapitre, une synthése bibliographique sur les caractéristiques de
la plante séléctionnée Rubus ulmifolius S., sa description botanique, sa composition
ainsi que sa répartition dans le monde et ses effets thérapeutiques appuyés par des

travaux antérieurs.

Dans la derniere partie, quatre articles scientifiques ont été choisi en fonction du
theme abordé qui comporte I’activité antioxydante, [’activité antiproliférative, anti-

inflammatoire et 1’activité antimicrobienne.

Enfin, nous avons discuté les résultats des différentes recherches dans une

discussion genérale et finaliser ce manuscrit par une conclusion.
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Partie 1 : Synthése bibliographique Chapitre | : Les activités biologiques

l. Définition des activités biologiques
Les plantes médicinales peuvent contenir un ou plusieurs principes actifs, Capable de prévenir,
soulager ou guérir plusieurs maladies. Selon de nombreuses études, les composés d'origine
naturelle présentent l'avantage d'une tres grande diversité de structures chimiques et ils
possedent aussi un trés large éventail d'activités biologiques tels que les activités antioxydante,
anti-inflammatoire, anticoagulante, antiproliférative, antivirale, antimicrobienne... (Bakli,
2020).

.1 Activité antioxydante

L'oxydation est un processus important dans le métabolisme des cellules aérobies in vivo. Il
s'agit de molécules d'oxygene dont la production par des voies métaboliques incontrdlées
conduit a la formation d'espéeces réactives de I'oxygéne (ERO), telles que les radicaux libres.
Ces radicaux sont impliqués dans le stress oxydant qui est caractérisé par un déséquilibre entre
la production des ERO (prooxydants) et 1’élimination de ces espéces par le mécanisme de
défense antioxydante (Al-Laith, 2010 ; Codofier-Franch et al., 2011 ; Rashid et al., 2013).
Cette situation peut résulter d’un dysfonctionnement de la chaine mitochondriale
(vieillissement), d’une activation de systemes enzymatiques (xanthine oxydase, NADPH
oxydase, glucose oxydase, monoamine oxydase), ou d’une oxydation de certaines molécules
(glucose, hémoglobine, catécholamines, ...) ou bien d’une mauvaise alimentation pauvre en
antioxydants qui contribuera également a 1’apparition d’un stress oxydant. Le stress oxydant
peut engendrer I’endommagement de molécules comme les lipides, I’ADN, les glucides et les
protéines (Swain et al.,2002).

Un antioxydant est une molécule naturelle ou synthétique qui a pour effet d’inhiber ou de
ralentir les réactions d’oxydation (Bensakhria, 2018). On peut citer les antioxydants exogenes
piégeurs qui proviennent de I’alimentation comme les vitamines E (tocophérol), C (ascorbate),
Q (ubiquinone), les caroténoides ou les polyphénols et les antioxydants endogénes synthétisés
a partir des cellules de I’organisme. En effet, en tant qu’antioxydant, les polyphénolespeuvent
protéger les constituants cellulaires contre les dommages oxydatifs et ainsi limiter le risque de
diverses maladies dégénératives associées au stress oxydatif (D'Archivio et al., 2007). Ces
antioxydants sont de nature diverse et agissent en synergie soit en se sacrifiant pour piéger
I’¢électron célibataire d’un radical libre et le neutraliser en le délocalisant soit en réduisant
enzymatiquement les especes réactives de 1’oxygéne. Comme I’inflammation, le stress oxydant
est un phénomeéne impliqué dans maintes maladies. La variété des conséquences médicales ne

doit pas surprendre, car ce stress sera, selon les cas, localisé & un tissu et & un type cellulaire
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particulier et mettra en jeu des espéces radicalaires différentes et s’associera avec d’autres
facteurs pathogénes ou des anomalies génétiques specifiques et individuelles. Le stress oxydant
sera la cause initiale de plusieurs maladies : cancer, cataracte, sclérose latérale amyotrophique,
syndrome de détresse pulmonaire aigu, cedéme pulmonaire, vieillissement accéléré (Favier,

2006).
1.2 Activité antimicrobienne

Les maladies de provenance alimentaire sont généralement causées par I'ingestion d'aliments
contaminés soit a travers des toxines produites par des micro-organismes soit par des micro-
organismes (Friedman, 2017).

La contamination microbienne est I'un des défis majeurs auxquels est confrontée I'industrie
agroalimentaire, car elle peut étre nuisible a la qualité des aliments, ce qui va engendrer des
pertes economiques et des déchets (Kumar et Brooks, 2017). Du fait que le nombre de
microorganismes multi résistants augmente, il y a une grande inquiétude que plusieurs
antibiotiques deviendront inefficaces. Alors, la découverte et le développement de nouveaux
agents antimicrobiens sont grandement recherchés. C’est pourquoi, plusieurs scientifiques a la
recherche de nouveaux agents antimicrobiens commencent a porter une attention particuliere
aux végétaux (Hopley et Schalkwyk, 2006).

Un agent antimicrobien est une substance capable de provoquer la mort des cellules du micro-
organismes pathogenes ou d'empécher leur reproduction. Le terme « agent antimicrobien » est
un terme qui englobe tous les agents antibactériens, antifongiques, antiviraux et antiparasitaires
(Sili cycle, 2017). lls affectent la viabilité des cellules de bactéries, champignons (levures et
moisissures) et autres pathogénes par différents mécanismes d'action, dans tous les cas, les
antimicrobiens agissent sur des processus essentiels a la survie ou a la prolifération du ou des
microorganismes ciblés (sohn et al., 2004).

Il existe de nombreux composants présents dans les plantes qui possédent une propriété
antimicrobienne et ce sont principalement des métabolites secondaires tels que les phenols, les
alcaloides, terpenes, alcools aliphatiques, aldéhydes, cétones, acides, isoflavonoides et plus
encore qui permettent d’assuer le mécanisme de défense des plants contre des microogranismes
pathogénes (Hayek et al., 2013). Les infections provoquées par les champignons (Aspergillus)
ou les levures (Candida) qui sont appelées aussi les mycoses sont devenues un réel probléme
de santé publique. Elles sont de plus en plus difficiles a les inactiver et leurs fréquences sont en
trés forte progression (Garrigues et coll., 1996). Les parties aériennes de certaines espéces de

Rubus composés de flavonoides (quercétine, acide caféique, acide chlorogénique), d’acides
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gras insaturés ou saturés présente une activité antifongique élevée (Tzouwara et al., 1981 ;
McCutcheon et al., 1994).

1.3  Activité anti-inflammatoire

La réponse inflammatoire est un processus physiologique par lequel le corps se défend contre
une attaque qui entraine des lésions tissulaires. Son but est de diriger les molécules sériques et
les cellules du systeme immunitaire vers le site des lésions tissulaires pour éliminer les
agressions du reste du corps et permettre a la réparation tissulaire de se dérouler le plus

rapidement possible (Winyard et al., 2000).

L'inflammation affecte 1% de personnes dans le monde et peut provoquer des pathologies et
causer des mortalités (Pandey et al., 2013). Elle peut-&tre nocive en raison de l'agressivité de
I'agent pathogéne, de sa persistance, de la localisation de l'inflammation mais aussi du
déreglement du processus inflammatoire, ou de type, ou de la quantité anormale des cellules
impliquées (Medzhitov, 2008 ; Mittal et al., 2014).

Il existe des composés naturels a activité anti-inflammatoire et immunomodulatrice comme les
composés phénoliques qui sont utilisés depuis longtemps. Il a récemment été suggéré comme
alternative pour prévenir ou traiter les maladies inflammatoires chroniques. Cela est dd a ses
multiples propriétés car il régule les activités cellulaires dans les cellules impliquées dans
I'inflammation, module I'activité et la production de molécules pro-inflammatoires, ainsi que

module I'expression des génes pro-inflammatoires (Garcia-Lafuente et al., 2009).
1.4 Activité hypoglycémiante

Le diabéte sucré est un probleme de santé grave avec des taux d'incidence et de mortalité en
constante augmentation. Il se caractérise par des concentrations plasmatiques élevées de
glucose résultant d'une insuffisance d'insuline ou d'une résistance a l'insuline, ou des deux,
entrainant des anomalies métaboliques des glucides, des lipides et des protéines. Les effets des
plantes peuvent retarder le développement de complications diabétiques et méme aider a

corriger les anomalies metaboliques (Alberti et Zimmet, 2008).

De nombreux mécanismes d'actions ont été proposés certaines hypotheses portent sur leurs
effets sur l'activité des cellules B pancréatiques ou sur l'augmentation de ['effet
protecteur/inhibiteur contre I'insulinase et lI'augmentation de la sensibilité a I'insuline ou de

I'activité analogue a I'insuline de la plante extraite. D'autres mécanismes peuvent impliquer une
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amélioration de I'homéostasie du glucose (augmentation de ['utilisation périphérique du
glucose, augmentation de la synthese de glycogéne hépatique et/ou diminution de la
glycogénolyse agissant sur les enzymes, inhibition de I'absorption intestinale du glucose,
réduction de I'indice glycogénique des glucides, réduction de I'effet du glutathion Toutes ces
actions peuvent étre responsables de la réduction et ou de I'abolition des complications du
diabéte (Chauhan et al., 2010).

.5 Activité anticoagulante

Le systeme hémostatique comprend l'agrégation plaquettaire, la coagulation et la fibrinolyse.
En tant que mécanisme de défense de I'héte, il préserve l'intégrité du systéeme circulatoire fermé
a haute pression chez les mammiféres en cas de lésion vasculaire (Furie, 2007 ; Chen et al.,
2015). Le processus de coagulation est le résultat de réactions séquentielles dans lesquelles la
thrombine en tant qu'enzyme finale convertit le fibrinogéne soluble en fibrine insoluble
(Kishore et al., 2013). La dérégulation de la cascade de la coagulation et la formation
subséquente de caillots de fibrine intra-alvéolaires ou systémiques ont été démontrées chez
I'nomme et les modéles animaux et constituent les principales découvertes dans les infections a
coronavirus associées a une maladie respiratoire sévere (Giannis et al., 2020). Le systéeme de
coagulation est un processus essentiel pour stopper les saignements excessifs et prévenir les
déséquilibres homéostatiques, cette coagulation est un facteur qui constitue une cause
importante dans différentes maladies telles que les accidents vasculaires cérébraux infections

virales et les épidémies comme le covid 19 (Alikhani et al., 2017 ; Ackermann et al., 2020).

1.6 Activité cancéreuse

Les cancers apparaissent généralement comme des tumeurs formées par une masse cellulaire
au niveau de 1’organisme et qui consiste & un aboutissement d'une série de prolifération
incontr6lée et des transitions pouvant s'‘étendre sur plusieurs années. Ainsi, la cancérogenese
est un processus complexe a plusieurs sequencesquiconduit les cellules d'un état sain a un état
précancéreux et enfin a un stade précoce du cancer (Pincemail et al., 1999). Depuis plusieurs
années, de nombreux chercheurs ont étudié le réle des nutriments et des habitudes alimentaires
dans le développement des cancers et apres de nombreuses expérimentations ils ont directement
associé le cancer a I’alimentions étant donné que des recherches développementales ont
approuvé que les flavonoides sont des métabolites permettant de retarder ou de diminuer

I'apparition de certains cancers (Decloitre, 1993 ; Hertog et al., 1996).
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1.7 Activité antivirale

Les infections virales représentent I'une des principales causes demaladies dues a leur
complexité et leur diversité, qui rendent trés difficile la lutte contre leurs effets et leur diffusion,
qui conduisent souvent a des événements pandémiques (Drexler, 2010). Les virus sont
caractérises par un génome (soit ARN, soit ADN) entouré d'une enveloppe protéique ou
lipidique (Cohen, 2016), qui utilise le mécanisme de reproduction des cellules pour provoquer
des verrues, rhumes, fievres, voire la mort (Tapparel et al., 2013). IIs montrent de nombreuses
stratégies d'invasion sur les cellules hétes en raison de leur variation génétique et de leur
réplication efficace liées aux ressources de I'héte (Cohen, 2016). Les mécanismes de défense
de I'organisme contre les attaques virales (composé de cellules et de métabolites) impliquent a
la fois les mécanismes innés et cellulaires du systéme immunitaire. De plus, I'échec de plusieurs
médicaments contre les infections virales et I'apparition de résistances virales spécifique tances
a conduire un intérét croissant pour les plantes en tant qu'antiviraux prometteurs (Irwin et al.,
2016). Plusieurs plantes, huiles essentielles ainsi que des composés bioactifs isolés, tels que les
composés phénoliques, flavonoides, terpenes, lignanes, coumarines, alcaloides ou protéines ont

montré un rble potentiel en tant qu'agents antiviraux (Daglia, 2012).
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Les métabolites secondaires

1.1 Les plantes médicinales

Depuis longtemps I'utilisation des plantes médicinales était connue pour améliorer et guérir la
sant¢ de I’homme, ce savoir traditionnel ancestral est devenu de nos jours une mine
d’informations précieuses pour tout chercheur de 1’industrie pharmaceutique (Lazlie et al.,
2019). Elles constituent un groupe numeérique vaste et contiennent des composants actifs utilisés
dans le traitement de diverses maladies. Outre leur utilisation comme remede direct et on les
emploie aussi dans 1’industrie cosmétique (Volak & Stodola, 1984). L’Afrique dispose d’une
diversité importante de plantes médicinales. Les plantes médicinales constituent des ressources
précieuses pour la grande majorité des populations rurales en Afrique, ou plus de 80% de cette
population s’en sert pour assurer les soins de santé (Jiofack et al., 2010). Les parties utilisées
sont essentiellement les feuilles, les fruits et les racines. Pour les arbres et arbustes, les écorces
sont également employées pour la préparation des recettes. Certaines plantes médicinales
utilisées comme diurétique et astringente et dans le traitement des blessures, des rhumatismes,

de la fievre et des douleurs (Hamel et al., 2018).

Les méthodes les plus fréquentes sont : I’infusion (42,5%), puis vient la décoction avec (40%)

et la poudre avec (20%). La majorité des remedes pour traiter les maladies gastriques,
cardiovasculaires et urogénitales sont préparés essentiellement par infusion (Daoudi et al.,
2015).

1.2 Les principes actifs des plantes médicinales

L’action des plantes médicinales sur 1’organisme est dii 2 un ou plusieurs principes actifs que

I’on doit analyser et connaitre afin de comprendre leur méthode de fonctionnement :

Le métabolisme des plantes peut étre séparé en voies primaires, présentent dans toutes les
cellules et qui traitent la production et le stockage de I'énergie et les principales biomolécules
communes a toutes les formes vivantes ; et les voies secondaires, qui sont responsables de la
production d'une grande variété de composes qui possedent des activités spécifiques telles que
la protection. Les principales voies primaires concernent le métabolisme des glucides, des
lipides, des protéines et des acides nucléiques. En revanche, les métabolites secondaires (par
exemple, terpenes, alcaloides, composés phénoliques et composés apparentés) sont produits par
les voies des acides shikimique, malonique et méevalonique, ainsi que par la voie du phosphate
de méthylérythritol (De La Rosa et al., 2019).

10
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1.3 Classification des métabolites secondaires

11.3.1 Composés phénoliques

Les composes phénoliques représentent 2 a 3% de la matiére organique des plantes et que 1’on
retrouve dans les racines, les feuilles, les fruits et écorce. L’ardme et la couleur des plantes
dépendent de la concentration et des transformations des phénols. Dans la nature, ces composés
sont retrouvés généralement dans un état li€ sous forme d’esters ou plus généralement
d’hétérosides (D’archivio et al., 2007). Les principales classes des composants phénoliques
sont les acides phénoliques (acide caféique, acide hydroxycinnamique, acide chlorogenique...),
les flavonoides, les tanins et les coumarines (King et Young, 1999 ; Tapiero et al., 2002).
Tous les composés phénoliques contiennent au moins un cycle aromatique avec un groupe
hydroxyle dans leur structure. Ils présentent différentes activités dans la plante telles que le
soutien structurel et la protection contre le rayonnement solaire ultra violet (UV), les stress

biotiques ou abiotiques, les agents pathogeénes, herbivores... (De La Rosa et al., 2019).
v Les acides phénoliques

Sont les formes les plus simples, ils contiennent un seulgroupe phényle substitué par un groupe
carboxylique et un ou plusieurs groupes OH (Tableau 01). Les acides phénoliques peuvent étre
divisés en acides hydroxybenzoiques, acides hydroxycinnamiques et autres acides
hydroxyphényles (acétique, propanoique et pentaénoique), la différence entre eux est par la
longueur de la chaine contenant le groupe carboxylique. Les acides hydroxybenzoiques les plus
courants, peuvent étre trouvés dans de nombreux fruits, légumes et autres produits comestibles.
Les baies, les noix, le thé, la chicorée et certaines épices sont de bonnes sources de ces
composés. Les acides hydroxybenzoiques sont rarement présents sous leur forme libre, ils
apparaissent couramment glycosylés, liés a de petits acides organiques (quiniques, maléiques
ou tartriques) ou liés a des composants structuraux des cellules végétales (cellulose, protéines
ou lignine) (De La Rosa et al., 2019).

11
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Tableau 1. Strucutre des squelettes des polyphénols (Crozier et al., 2006)

N Cde Squelette Classification Exemple Structure de base
7 C6-C1 Acides phénols Acide gallique

@—cnaﬂ
8 C6-C2 Acétophénones Gallacétophénone

8 C6-C2 Acide Acide p- COOH
phénylacétique hydroxyphénylacétique

9 C6-C3 Acides Acide p-coumarique / COH
hydroxycinamiques

10 C6-C4 Naphthoquinones | Juglone ;

13 C6-C1-C6 Xanthones Mangiferine :E’ ;

14 C6-C2-C6 Stilbénes Resvératrol

[=] \
15 C6-C3-C6 Flavonoides Naringénine W@

12
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v" Les flavonoides

Le terme flavonoide, de flavus « jaune » en latin, constitue une trés large gamme de composés
naturels, occupant une place prépondérante dans le groupe des phénols (Bouakaz, 2006 ;
Abedini, 2013). Les flavonoides se sont des pigments poly phénoliques qui contribuent entre
autres a la coloration des fleurs et des fruits en blanc ou jaune (Crozier et al., 2006). Leur
squelette chimique commun possede 15 atomes de carbones, constitué de deux noyaux
benzéniques A et B reliés par un cycle pyranique central C (Tapas et al., 2008). Ils différent
les uns des autres par la position des substitutions sur les noyaux A et B, et la nature de C
(Figurel).

Les flavonoides sont divisés en sous classes, les plus importants sont les flavones, les
isoflavones, les flavanones, les flavonols, les dihydroflavonols, les chalcones, les anthocyanes
et les aurones (Tableau 2). lls sont plus concentrés dans les fruits, les Iégumes, les vins, les
thés et le cacao (Heim et al., 2002 ; Bruneton, 2009).

Figure 1. Structure de base des flavonoides (Harborne, 2000)
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Tableau 2.différentes classes des flavonoides (Bruneton, 2009).

Flavan-3-ol

Structure des differentes classes Exemple Substitutions
de flavonoides 567345
Kaempférol OHHOHHOHH
Quercétine OHHOHOHOHH
Myricétine OH H OH OHOHOH
Apigénine OHHOHHOHH
Chrysine OH H OH H HH
Lutéoline OHHOHOHOHH
Hespéridine OH H OH OHO H
_ — perdl OH H OH H OH H
s 1 Naringénine
Flavanones
Lo
| - Daidézéine OHHOHOHOHH
| Génistéine OH H OH OHOHOH
O ==
Isoflavone
o I
C Catéchine
OH

Gallocatéchine

HH OHH OH H
OHH OH H OH H

3]

PG
=

(1

Anthocyanidines

Pélargonidine
Cyanidine
Delphinidine

OH H OH H OH H
OH H OH OHOH H
OH H OH OHOHOH

s
L
I
O

chalcones

Buteine

AUurones

Aureusidine
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v' Les anthocyanes

Les anthocyanes constituent une sous-famille de flavonoides particulierement importante car
ce sont, avec les chlorophylles et les caroténoides, les principaux pigments végétaux, elles se
distinguent par la nature des sucres impliqués dans leurs structures (Figure 2) (Goto et Kondo,
1991). Dans un anthocyane, la partie responsable de la couleur (chromophore) s’appelle
I’anthocyanidine, ce sont elles qui sont responsables des couleurs éclatantes de certains fruits
(raisins rouges, framboises, cerises), de fleurs (coquelicots, géraniums) ou des couleurs rouges
des feuilles d’érable a 1’automne. Leurs presences dans les feuilles ont surtout pour but

d’absorber le rayonnement UV qui pourrait étre dangereux pour les cellules (Dangles, 1994).

Figure 2. Structure des anthocyanes (Dangles, 1994)

v' Les tanins
Ce sont des composés phénoliques tres répandues dans le regne végétal (Cheynier, 2005). Les
tanins possédent diverses activités biologiques. Ils sont considérés comme des agents anti-
inflammatoires, antivirales, antibactériens et antimicrobiens (Chavan et al., 2001 ; Awika et
Rooney, 2004). Les tanins se sont des macromolécules qui se divisent en deux groupes distincts

selon leur structure :

15
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Les tanins hydrolysables
Les tanins hydrolysables sont trés répandus dans les plantes. Ils sont composés par des esters
du D-glucose et on distingue deux types : tanins galliques et tanins ellagiques montrer dans la

figure 3. On peut par exemple les retrouver dans les framboises et les noix (Muellerharvey,

2006).

I."acide gallique.

S o
< == o
iass S R
o
o O — \/ = — o
HO s - O a2
OoO=C o
oH
| o
HO o
o HO o

Figure 3. Structure de bases des tanins hydrolysables (Muellerharvey, 2006).

Les tanins condensés

Ou appelé aussi pro anthocyanidines sont des antioxydants dotés d’un fort pouvoir
protecteurcapable de prévenir certaines maladies cardiovasculaires (Peronny, 2005). La
structure des tanins condensés est voisine de celle des flavonoides qui est caractérisée par

I’absence de sucres (Figure 4) (Boudjouref, 2011).

Figure 4.Strucutre de base des tanins condensés (Brunton, 1993)
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11.3.2 Les alcaloides

Plus de 12000 alcaloides existent dont environ 20% des especes végétales, seuls quelques-uns
étaient exploitées a des fins médicinales. La morphine, particulierement utilisée en médecine et
en pharmacie. Il existe également d'autres alcaloides importants comme la caféine, la cocaine,
la nicotine, d'origine vegétale. Les alcaloides sont des substances organiques azotées dans
lesquelles I'azote est dans un cycle hétérogene, qui est synthétisé a partir d'acides aminés. Les
alcaloides se trouvent dans les plantes sous forme libre ou sous forme de sels de certains acides

végetaux tels que : 1’acide citrique ... (Benslama, 2016).

Les alcaloides sont considérés comme des anti cancer et sédatifs et ils sont aussi utilisés pour

leurs effets sur les troubles nerveux (maladie de Parkinson) (Iserin et al., 2001).

CH
HaC I S N H
B A
N I
N Z
o= n A 2
CHs I
CHs
Caféine Théophylline

Figure 5. Structure de quelques alcaloides (Ziegler et Facchini, 2008)

11.3.3 Les terpenes

Avec pres de 15000 structures moléculaires connues, ils constituent probablement la classe la
plus diversifiée de composés organiques végétaux (Wilhelm, 1995). Les terpénes sont des
hydrocarbures naturels, ils sont constitués de structures soit sous forme cyclique soit en chaine
ouverte et la molécule de base est I’isopréne de formule C5H8 (Bezzaz, 2014) (Figure 6). On
peut classer les terpénes en cing classes : mono terpénes, sesquiterpénes, diterpenes, tri terpenes
et les huiles essentielles (Richter, 1993). Ces composés sont en grande partie d’origine
végétale. lls sont synthétisés par les plantes, les champignons, les organismes marins et méme

par les animaux. (Benaissa, 2011).

o O
) =i i i
SN =< CH O P—o0 —p
r = | !
\

O (Dll

N~ = TS

[ i
r—IIPIITE ISC DPRE!iE

L

SH

ISOPENTENYL PYROPHOSPHATE
{ FORME ACTIVEE

l
l
—
|

Figure 6. Structure de base des terpénes (Richter, 1993)
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I Présentation du Rubus ulmifolius S.
1.1 Lafamille des Rosacees
La famille des rosacées fait parties des plantes les plus importantes sur le plan économique
dans les régions tempérées et comprend plus de 100 genres et environ 3000 espéces. Le genre
Rubus comprend pres de 740 espéces, qui ont été divisé en 12 a 15 sous-genres, ce qui en fait
le plus grand genre de la famille des Rosacés et I'un des plus diversifiés parmi le régne végétal
(Akhtar, 2017).

.2 Legenre Rubus
Le genre Rubus est composeés de trois sous-genres :

1 : les framboises avec leurs fruits rouges recouvert de nombreux poils courts. <Sous-genre
Idaeobattus<

2 : c’est le petit Rubus qui donne des fruits rouges vifs<sous-genre Cylactis<
3: sous-genre des ronces appelé mdres <sous-genre Rubus< (Folta et Gardiner, 2009 ;
Hummer, 2010).

.3 Présentation et origine

Rubus ulmifolius S. connu sous le nom de mdre a feuilles d'orme, BlackBerry en anglais, et
Zarzamora en espagnol (Mazzolari et al., 2011). C’est un arbuste vivace complexe et variable
due aux conditions environnementales. 1l est cultivé dans des sols sauvages, fleurit de mai
jusqu’a aout, ses fruits sont appelés les mires, se distinguent sous forme de plusieurs agrégats
de drupes succulentes et changent de couleur du vert au noir en phase de maturité (Da silva et
al., 2019). Cette espece produit des mlres comestibles, qui sont de type granuleux, globuleux

et de saveur acidulée (D’Agostino et al., 2015).

Tableau 3. Présentation et description générale de Rubus ulmifolius S. (Site 1).

Type biologique : Nanophanérophytes (2 a 4m), Hémicryptophytes (>= 1m) ruboides

Formation végétale : Nanophanérophyte

Chorologie : méditerranéen-atlantique

Inflorescence : raceme de racemes Sexualité : hermaphrodite
Fruit : drupe Pollinisation : entomogame
Couleur de la fleur : rose Dissémination : endozoochore
Floraison : de juin a aout
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1.4 Répartition et climat

Le Rubus ulmifolius S. est un arbuste situé dans le secteur ouest-mediterranéen subatlantique,
cette ronce s’observe en grande partie en Europe, du Portugal jusqu’a I’ouest de I'Allemagne,
au nord sur la bordure ouest jusqu'au milieu du Royaume-Uni et disparait rapidement vers l'est.
Elle est également tres considérableet abondante dans tout le nord du Maghreb mais aussi en
Afrique du Sud, Amérique du Nord, le sud-est de 1’ Australie et Nouvelle-Zélande et quelques
pays en sud d’Asie, comme le montre la carte géographique (Figure 06). Selon les conditions
climatiques dans le monde, le Rubus est majoritairement présent dans les régions d’une
moyenne pluviosité et peut méme s’adapter aux régions d’une pluviosité plus importante, de ce
fait il préfere un systéme hydrologique moyen qu’un systeme hydrologique sec, quant au sol, il
n’a pas une influence primordiale sur le Rubus mais il préfére légerement les sols acides que
calciques accompagner d’un pH qui varie entre 5 et 7 ainsi que les emplacements ouverts et les
endroits ensoleillés ou semi ombrés ou il maintient une ambiance humide (kurtto et al., 2010 ;
Ferrez et Royer, 2016).

Figure7. Répartition mondiale de la ronce (Wehrlen, 1985)
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1.5 Description et classification botanique de Rubus ulmifolius S.

La partie aérienne du Rubus ulmifolius S. est d’une longueur moyenne de 2m, laquelle est
appelée le turion, ce dernier est anguleux assez épais de 6 a 10 mm de diamétre et d’une couleur
rouge violacé bleuté, pruineux, chargé de poils étoilés, couvert par des aiguillons situées sur
tous les angles, ils sont identiques, persistantes et trés abondantes (de 5 a 10 aiguillons chaque
5cm), longs de 6 @ 11 mm et de la méme couleur que le turion (Figure 8).

Les fleurs de cette espece sont réguliéres, d’un diametre de 2 cm, comprends le sépale d’un
gris-blanc tomenteux, réfléchis et le pétale est d'un rose rouge violacé, ovale a presque arrondie
et chiffonnés, concernant les étamines égalant ou des fois dépassant peu les styles, blancs a un
rose pale, poilue qui a la suite de la floraison deviennent trés séches et courbés (Figure 9).

Les feuilles sont majoritairement caduques, de formes convexes, disposées en éventail, la
plupart est de 3 a 5 folioles voire un seul, pédalés et digités, chaque foliole est insérée sur la
foliole voisine, la face supérieure est d’une couleur verte poilue et glabrescente, face inférieure
est plus claire d’une couleur blanche tomenteuse dépourvue de poils (Figure 10).

En ce qui concerne les fruits (Figure 11), ils sont trés nombreux, constitués de plusieurs
drupéoles assez luisantes qui deviennent noires en phase de maturation appelés mdres. Il est
fréquent de trouver jusqu’a 30 mires d’un diameétre de 0.5 a 3cm dans un turion (Ferrez et
Royer, 2016 ; Belahcen et al., 2021).
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FigureA8. Turion et aiguillions Figure 9. Détails de la fleur
(Ferrez et Royer, 2016) (Site 2)

A = -~ & . ‘
Figure 10. Face supérieure des feuilles Figure 11. Détails du fruit mare
(Site 2) (Site 2)
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Tableau 4. Classification botanique de Rubus ulmifolius S. (Boukef, 1986)

Regne Plante
Sous regne Tracheobionta
Embranchement Spermatophyta
Sous embranchement Angiospermatophyta
Classe Magnoliopsida
Sous classe Rosidae
Ordre Rosales
Famille Rosaceae
Genre Rubus
Espéce Rubus ulmifolius
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1.6 Composition de Rubus ulmifolius S.

Le contenu et la composition en polyphénols, dans le genre Rubus, sont déterminés par
plusieurs facteurs (Samuel-peterson, 2013) :

v' Génétique

v Environnement

v Méthode de culture

v Climat

v' Période de cueillette
Temps et conditions de stockage
Les baies sont des composants indispensables pour une alimentation saine, fournissant un large
éventail de substances telles que les fibres alimentaires, minéraux, vitamines et autres
nutriments essentiels (De Souza et al., 2014 ; Nile et Park, 2014).
Les mdres sont consommeées fraiches ou sous forme de produits dérivés (confitures, jus,
compléments alimentaires et bien d'autres) pour leur goQt délicieux. Ils sont source de composés
phénoliques comme les anthocyanes, flavonols et ellagitanins, leur ingestion contribue donc a

un régime équilibré (Bandeira et al., 2016).

Tableau 5. Composition chimique du fruit de Rubus ulmifolius S. (Hager et al., 2008 ;
Sariburun et al., 2010)

Fibre

Vitamine C et K

Minéraux

Composés phénoliques :

Tannins condensés
Flavan-3ols
(Pro-anthocyanes)

Tanins hydrosolubles )
o Anthocyanine
(Ellagitanins)

Quercétine Cyanidines

Flavonoles : rutine, acide ellagique, kaempferol
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1. Utilisation thérapeutique de Rubus ulmifolius S.

Les utilisations de l'espece Rubus en médecine traditionnelle sont basées sur ses usages
ethnomédicinaux (Patel-Schneider et al., 2004). Différentes especes de Rubus synthétisent
plusieurs variétés de substances phytochimiques médicalement actives. En médecine
traditionnelle, il est utilisé pour le traitement des coliques et des plaies dans de nombreux pays.
L'extrait de fruits de la framboise sauvage est utilisé comme diurétique (Zhang et al., 2011).
Les fruits d'autres espéces comme Rubus coreanus sont aphrodisiaques, anti-inflammatoires
(Park et al., 2011), antibactériens (Chins et al., 2002), antioxydants (Ju et al., 2009),
antiallergiques (Park et al., 2003), et anticancéreux (Kim et al., 2005). Traditionnellement,
Rubus fruticosus a été utilisé pour le traitement des maladies de la peau, des démangeaisons, de
la gale et de l'eczéma (Sher, 2011). Dans Les médecines traditionnelles italiennes, Rubus
ulmifolius S. a été utilisé pour le traitement des ulceres, des abcés, des furoncles, des rougeurs
yeux, troubles vaginaux, inflammations intestinales, diarrhée et hémorroides (Manganelli et
Tomei, 1999). Il est également utilisé comme antipyrétique et agent carminatif. Dans la
médecine populaire chilienne, il est utilisé pour Il'activité hypoglycémiante (Ahmed et al.,
2013).

1. Propriété biologique de Rubus ulmifolius S.

La mlre sauvauge est une source importante de composés phénoliques (les tanins, les
flavonoides, les anthocyanes et les ellagitanins). Ces composés phytochimiques naturels
présentent une large gamme d’effets comprenant des activités biologiques notamment
antioxydantes, anti-cancerigénes, anti-inflammatoires, antibactériennes, antimicrobiennes,

hypoglycémiques (Ahmad et al., 2015).

Travaux antérieurs

I11.1 Activité antioxydante

Les mdres sont reconnues comme étant de bonnes sources de composés phytochimiques
bioactifs, en particulier en composés phenoliques, et ces composants sont majoritairement
associes a la capacité antioxydante (Yang et Choi, 2017). De plus, ces composés peuvent
inhiber la production des radicaux libres et donc améliorer la capacité antioxydante endogene
des cellules et influencer la signalisation des voies d'interaction avec les enzymes et les

récepteurs cellulaires (Giovinazzo et Grieco, 2015).
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Ahmed et al., (2015) ont mesuré I’activité de piégeage des extraits méthanoliques de R.
ellipticus, R. niveus et R. ulmifolius et cela grace au test DPPH. Le composé DPPH est un radical
libre utilisé pour mesurer 1’activité antioxydante d’une substance par sa capacité de piéger les
radicaux libres du DPPH. Selon cette étude la capacité antioxydante la plus élevée a été
démontrée par la mdre R. ulmifolius (98,9 % a 400 pg/ml).

Les résultats obtenus ont montré que la capacité antioxydante des baies de Rubus est associée
avec les composés phénoliques, mais aussi avec d'autres antioxydants (acide ascorbique,
caroténoides et vitamine E) trouvée dans ces fruits (Schulz and Chim, 2019).

Une autre étude menée par des chercheurs sur I'évaluation des propriétés antioxydantes de 11
plantes utilisées dans la médecine populaire de Sardaigne (Italie) sous forme de thés ou de
décoctions, pour le traitement de plusieurs maladies a rapporté quesur les 11 especes utilisées
en médecine traditionnelle ont montré que certaines possedent une remarquable activité anti-
radicalaire. En particulier, I'extrait de R. ulmifolius qui a montré le plus haut pouvoir
antioxydant par rapport a celui d'autres extraits et ceci par les différentes méthodes in vitro
utilisés (BR, DPPH, TEAC). Sa forte capacité antioxydante pourrait étre liée, au moins en
partie, a l'activité de I'acide caféique, de I'acide férulique et des esters quiniques caféiques ainsi
qu'au curonide de quercétine-3-O-glu, kaempférol-3-Oglucuronide trouvés dans cet extrait.
D'autres études sont nécessaires pour étudier les propriétés pharmacologiques in vivo de cet
extrait car, avec sa haute activité, R. ulmifolius pourrait étre considéré comme un nouvel
ingrédient antioxydant possible pour le marché des nutraceutiques ou des aliments fonctionnels
(Dall’Acqua et al., 2007).

I11.2 Activité antimicrobienne

Le potentiel antimicrobien des sources naturelles a été étudiés, y compris pour les framboises
et les mdres du genre Rubus. Ainsi, considérant que les propriétés antimicrobiennes des baies
sont attribuées principalement grace a la présence d’ellagitanins (Krauze-Baranowska et al.,
2014).

Pour lamare R. ulmifolius, des extraits méthanoliques ont été étudiés sur 6 souches bactériennes
(E. coli, Salmonella typhimurium, S. aureus, Enterococcus feacium, Streptococcus agalactiae
et Candida albicans) (Hajaji et al., 2017). Les extraits testés ont montré un bon effet contre
tous les agents pathogénes, en particulier E. coli, S. agalactiae et C. albicans avec des zones
d'inhibition de 28, 50 et 39 mm, respectivement. Par contre, S. aureus et E. feacium étaient

moins sensibles aux extraits testés. Des études d'activité antimicrobienne ont été réalisées
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uniquement pour R. ulmifolius et quelques autres genres de mares Rubus. Toutes ces études
prouvent que le potentiel antimicrobien des mdres Rubus est principalement lié aux composés
phénoliques de ces fruits. Néanmoins, d'autres études impliquant I'isolement et I'identification
des composés responsables de cette activité sont nécessaires. Aussi, il est important de préciser
que les études faites sur I'activité antimicrobienne ont des limites associées a la bio accessibilité
des composés (Schulz & Chim, 2019).

Une autre étude traitant sur la carie dentaire qui est souvent liée a de mauvaises habitudes
alimentaires et de vie d’une part et d'autre part, dii a une mauvaise condition socio-économique.
De nombreuses recherches visent a la découverte ou a la synthése d'un médicament anti-caries
idéal. A I'neure actuelle, une telle pathologie, liée a un biofilm polymicrobien, impose
I'élimination mécanique comme seule thérapie efficace temporaire contre ce probléeme de santé,
et une procédure antimicrobienne avec des composés antibactériens innovants est fortement
demandée pour le contrdle de la plaque dentaire. Des chercheurs ont étudié I'activité
antibactérienne de différents extraits de feuilles séchées de R. ulmifolius contre la bactérie
cariogene Streptococcus mutans, le principal microorganisme impliqué dans la formation et la
progression des caries. Des méthodes standard antimicrobiennes (MIC, MBC, MBIC) ont été
réalisées pour évaluer le profil antimicrobien de chaque extrait. De plus, le profil quali-
quantitatif des acides gras (AG) des extraits de feuilles de R. ulmifolius a été évalué par analyse
HPLC-DAD/ELSD en phase inverse. Les résultats ont montré que le comportement de cette
bactérie avec différents extraits était strictement lié au type de méthode d'extraction, méme s'il
n'était pas lié a la quantité et a la composition des acides gras. Ces résultats préliminaires
encouragent d'autres études pour l'utilisation de R. ulmifolius dans des bains de bouche ou des
dentifrices avec une grande activité anti-caries (Porcedda et al., 2021).

111.3 Activité anti-inflammatoire

Une ¢tude dont I’objectif était la détermination et le développement des propriétés anti-
inflammatoires de R. ulmifolius ainsi que I’identification phytochimiques basés sur 1’extraction
des composés phénoliques de la plante (partie aérienne) a travers une macération de la poudre
de feuilles de R. ulmifolius dans I’éthanol a révélé la présence de quatrecomposés
phytochimiques dotés d’activités biologiques : les alcaloides dans la plante entiére, les

flavonoides et saponines uniquement au niveau de la partie aérienne, et les stéroides.
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Ensuite, vient 1’étude des effets anti-inflammatoires de ces 4 metabolites secondaires sur
I'cedéme de l'oreille provoqué par l'huile de croton et la perméabilité vasculaire induite par

I’acide acétique selon les méthodes de Pandey et al, (2013).

Cet extrait méthanolique meéne a une diminution significative du développement de 1’cedéme
ce qui corresponds a une réduction de I’inflammation, ce mécanisme est basé sur 1’inhibition
de la synthése des prostaglandines pro-inflammatoires. Selon une autre étude de Valenzuela-
Barra et al, (2015) I’extrait méthanolique du Rubus qui contient des flavonoides agit sur
I’expression et 1’activation de plusieurs enzymes et des cytokines inflammatoires comme les
IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, du coup les composés phénoliques exercent une activité anti-

inflammatoire importante et significative.

La perméabilité vasculaire induite par 1’acide acétique est un modele qui permet de connaitre
I’effet des substances naturelles sur la phase exsudative de la réaction inflammatoire aigue,
sachant que I’acide acétique provoque une dilatation des artérioles et des veinules et une
augmentation progressive de la perméabilité vasculaire qui est considérée comme un processus

essentiel dans la réaction inflammatoire (Okoli et al., 2017 ; zhou et al., 2017).

Le traitement des souris par I’extrait éthanolique du R. ulmifolius entraine une inhibition
significative de la perméabilité vasculaire indiquant que cet extrait a la capacité d’adapter et
contréler la réaction inflammatoire et cela montre aussi que cette plante possede un fort pouvoir

de soulager diverses maladies inflammatoires d’apres les travaux de Pandey et al (2013).
I11.4 Activité antifongique

Les parties aériennes de certaines especes de Rubus composés de flavonoides (quercétine, acide
caféique, acide chlorogénique), d’acides gras insaturés ou saturés, présentent une activité
antifongique élevée (Tzouwara et Philianos, 1981 ; McCutcheon et al., 1994).

Pour faire face aux difficultés liées aux facteurs intrinseques et environnementaux qui peuvent
affecter le contenu phytochimique et la disponibilité des plantes, les chercheurs ont développé
la micro propagation des pousses de R. ulmifolius et étudié l'activité in vitro de I'extrait
méthanolique et de ses fractions contre plusieurs champignons pathogenes humains. Ces agents
pourraient étre ainsi considérée comme des agents antifongiques naturels et ils peuvent étre
utilisés dans les aliments en tant que « conservateurs secondaires » (Naidu, 2000).

Sutton et al, (1998) ont produit des plantules micro propagees de R. ulmifolius et évalué les
propriétés antimycotiques de son extrait méthanolique. Les champignons filamenteux testes

avec le test de diffusion sur disque ont montré une sensibilité variable a I'extrait méthanolique
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de R. ulmifolius. Les espéces les plus inhibé étaient 5 champignons filamenteux comme
Beauveriasp., Fusarium solani, Microsporum canis, Phialophoraverrucosa et
Scopulariopsisbrevicaulis. Le mécanisme moléculaire par lequel I'extrait de R. ulmifolius agit
comme agent antifongique est actuellement inconnu, bien qu'il soit tout a fait certain d'apres les
résultats que ce mécanisme est médié par ses composants tanniqueset que les plantules micro
propagées pourraient avoir une potentielle utilité en tant qu'agents antifongiques (Sisti et al.,
2007).

Les poudres et extraits aqueux de 43 especes végetales, récoltées dans différentes régions du
sud marocain, ont été criblés pour leur activité antifongique in vitro et in vivo contre
Geotrichumcandidum, ce champignon est responsable de la pourriture aigre des agrumes
(Talibi et al., 2012). Bien que les tests in vitro d'extraits de plantes soient une premiére étape
importante dans la sélection de plantes a potentiel antifongique contre les pathogénes post-
récolte des agrumes, des tests in vivo sont nécessaires pour verifier si les résultats positifs des
tests in vitro peuvent également étre obtenus (Gorris et Smid, 1995).

Les résultats obtenus dans cette étude ont indiqué que des extraits aqueux de sept especes
vegétales, R. ulmifolius, H. umbellatum, I. viscosa, C. villosus, C. siliqua, H. antiatlanticumet
P. atlantica, diminuaient significativement l'incidence et la gravité de l'aigre pourriture, sans
causer d'effets phytotoxiques et inhibraient totalement la croissance mycélienne de G.
candidum. Cette etude démontre que les extraits de plantes ont un fort potentiel pour contréler
I’aigre pourriture des agrumes. Ces produits naturels représentent donc une alternative durable

a l'utilisation de pesticides chimiques (Talibi et al., 2012).

I11.5 Activité hypoglycémiante

L'utilisation des plantes comme outils thérapeutiques, notamment celles utilisées pour soulager
les pathologies chroniques, a eu un role remarquable dans la médecine populaire de différents
pays (Valiente, 1978). Les recherches modernes ne font que redécouvrir ce savoir acquis au
cours des siécles. En effet, de nombreux travaux notoires ont pu démontres l'activité biologique
et les modes d'action thérapeutiques des métabolites extraites a partir des plantes, ces dernieres
permettent d'aborder les traitements de fagon globale et moins agressive en éliminant la plupart
des effets secondaires connus chez certains medicaments (Kemassi et al., 2014).

Une étude a eté réalisée pour évaluer I'activité hypoglycémiante des principales plantes utilisées
dans la médecine populaire chilienne pour le traitement du diabete, dans deux modeles de
diabéte induit chez le rat (Munoz et al., 1981).
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L'activité hypoglycémique d'une infusion de feuilles sechées a 20% de Bauhinia
candicansBenth. (Leguminosae), Galegaofficinalis L. (Leguminosae), Morus alba L.
(Moraceae) et Rubus ulmifolius S. (Rosaceae), utilisée contre le diabéte dans la médecine
populaire chilienne, a été évaluée chez des rats hyper glycémiques induits par I'alloxane et la
streptozotocine. Chez les rats normaux, les différentes perfusions n'‘ont pas modifié
significativement la glycémie pendant la période étudiée, mais chez les rats diabétiques, des
résultats différents ont été observés, selon le médicament diabétogene utilisé. Les infusions de
B. candicans et de R. ulmifolius ont provoqué des effets hypoglycémiques remarquables dans
les deux modeéles expérimentaux. B. candicans a présenté une diminution plus importante de la
glycémie chez les rats diabétiques a I'alloxane (39 %) et R. ulmifolius a montré une activité
similaire chez les rats diabétiques a I'alloxane et a la streptozotocine (28% et 29 %).

D'apreés les résultats obtenus, ils concluent que les quatre plantes de I'étude étaient actives dans
la réaction induite par l'alloxane (modéle d'hyperglycémie chez le rat), mais dans la
streptozotocine (modele de rat diabétique), les plantes ont diverses activités sur le glucose
plasmatique R. ulmifolius étant le plus efficace (Lemus et al., 1999).

I11.6 Activité anticoagulante

Dans un premier temps, une extraction méthanolique et éthanolique de R. ulmifolius a été
effectuer pour la détermination des constituants actifs et il s’est avéré que les extraits possedent
une teneur en composés phénoliques et flavonoides et que les teneurs sont plus élevées dans les
extraits méthanolique par rapport aux extraits éthanoliques, ce qui rapporte I'efficacité du
méthanol, il donne une meilleure activité anticoagulante. Les deux extraits examinés de R.
ulmifolius ont prolongé le temps de prothrombine et le TCA (temps de céphaline activée), un
déficit ou une inhibition sur la voie intrinseque des facteurs de coagulation, ce résultat prouve
que les extraits ont accéléré la cascade de coagulation par I'activation de plusieurs facteurs.

De plus, cette activité pourrait étre due a I'action protéolytique sur le fibrinogéne. Ce qui fait
que les métabolites secondaires sont des sources potentielles et puissantes d'anticoagulants, il y
a méme quelques études qui ont montré que les composés d'acide phénolique présentent une
excellente activité anticoagulante, les métabolites secondaires d'origine végétale constituent
une source potentielle d'anticoagulants (Hood et al., 2008 ; Félix-Silva et al., 2014 ; Luo et
al., 2017).

C’est le premier travail qui a traité I'activité anticoagulante du R. ulmifolius et qui a montré que

cette plante pourrait étre utile pour obtenir de différents anticoagulants appliqués comme un
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traitement thérapeutique ou pour une utilisation clinique sans effets secondaires en cas
d'infection virale dont il a été démontré qu'elle incite la thrombose, par exemple I'épidémie
actuelle de virus Covid-19 (Hireche et al., 2021).

I11.7 Activité antiproliférative

Apreés une étude approfondie des composants phytochimiques avec des moyens performants tel
que ’HPLC/MS et RMN pour atteindre une identification des flavonoides dans les feuilles les
tiges et les fruits de la plante R. ulmifolius, ces composés ont été tester surla levure
Saccharomyces cerevisiae qui est considérée comme les eucaryotes les mieux étudiés, il s'agit
d'un type de cellule plus simple que les cellules cancéreuses, et il existe un degré élevé de
ressemblance et similitude entre elles presque identiques donc elles sont considérées comme
d'excellents systémes modéles pour les cellules cancéreuses (Brown et al., 2012).

Ces composants ont réussi a réduire voire inhiber des cellules de Saccharomyces cerevisiaede
ce fait ils peuvent étre recommandée dans la prévention du cancer vu qu’ilsapportent des effets
inhibiteurs et possédent une activité antiproliférative (Ottero et al., 2010 ; Housseinpour et
al., 2013).

I11.8 Activité antivirale

Des études récentes ont rapporté les effets inhibiteurs des extraits de plantes médicinales sur la
réplication de plusieurs virus, tels que le VIH, le virus de I'népatite B, virus provoquant des
infections respiratoires, virus de la grippe, virus du syndrome respiratoire aigu sévere (SRAS)
et bien d'autres (Mukhtar et al., 2008).

Une étude a exploré les propriétés antivirales et la cytotoxicité de 30 extraits obtenus a partir
de 18 plantes méditerranéennes différentes, sélectionnées pour leur facilité d'acces et pour leur
utilisation connue comme remedes populaires. Ces 30 extraits ont été obtenus a partir de leurs
branches, feuilles, fleurs et racines. Lorsqu'ils ont été testés contre des représentants des familles
de virus sSRNAp, ssRNA2, dsRNA et ADN, les extraits se sont révélés actifs contre différents
virus. Les activités antivirales observees pour certains extraits de plantes méditerranéennes,
notamment ceux a large spectre d'activité comme ceux d'A. arborescens L. et de R. ulmifolius,
pourraient constituer une étape d'investigation future dans le but de traduire ces plantes

médicinales en composes antiviraux (Sannaa et al., 2015).
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Partie 2 : Analyses des articles

Article 1

Profil pharmacologique des parties aeriennes de Rubus ulmifolius Schott (Ali etal., 2017).

L’objectif de I’étude
Cette étude a eu pour but de cribler I'extrait méthanolique brut des parties aériennes (Ru.Cr) et
I'extrait brut riche en flavonoides de R. ulmifolius (Ru.F) pour une éventuelle activité

antioxydante et antipyrétique.

Matériels et méthodes

Matiére végétale : Des parties aériennes fraiches de Rubus ulmifolius S. ont été récoltées au

mois d’aout 2012 au Pakistan.

Préparation de l'extrait brut: Les parties aériennes collectées de R. ulmifolius ont été

correctement nettoyées et soumises a un séchage a I'ombre, puis écrasées en poudre fine a l'aide
d'une meuleuse mécanique. Les matériaux broyés ont été trempé dans du méthanol pendant
15jours frequemment secoué puis filtré sur papier filtre Whatman. Les filtrats étaient combinés
et concentrés a l'aide d'un évaporateur rotatif jusqu'a un extrait brut gommeux épais et verdatre

foncé de R. ulmifolius (Ru.Cr) a été obtenu.

Préparation d'extrait brut riche en flavonoides : Pour l'extraction des extraits riche en

flavonoides, les matiéres séchées des parties aériennes de R. ulmifolius ont été finement réduits
en poudre, puis dégraissée par du n-hexane. Les menstrues ont été extraites successivement
avec du méthanol en utilisant un appareil Soxhlet pendant 12 h jusqu'a I’obtention d'une masse
verte foncée. Le contenu a été concentré par évaporation. Il a donné un extrait brut riche en

flavonoides Rubus ulmifolius S. (Ru.F).

Animaux : Des souris albinos (quel que soit le sexe) pesant 25-30g étaient utilisées dans le
dépistage de la toxicité aigué. Des rats Wistar ont eté utilisés pour le criblage de I'activité
antipyrétique. Les animaux ont été traités conformément aux « Réglements des procédures

scientifiqgues numéro 1 (2008) de I'Université de Malakand ».

IIs ont été gardés dans des cages seches et propres a une température de 25 + 3 °C avec un cycle
obscurité/lumiére de 12 h : 12 h, humidité relative de 45 a 55 %. Les animaux pour les

expeériences ont été mis a jeun toute la nuit. Cependant, ils avaient libre acces a I'eau.
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Analyses statistigues

Toutes les données sont exprimées en moyenne + erreur standard de la moyenne (SEM). Le test

t de Student est applique en utilisant Graph Pad Prism avec p < 0,05.

Activités pharmacologiques

Criblage phytochimique préliminaire : Le Ru.Cr a été exposé a un examen phytochimique
préliminaire pour la détection des terpénoides, des flavonoides, des tanins, des saponines, des
alcaloides, des composes phénoliques, des protéines, des stérols et des glucides (Harbone et

Grayer, 1988 ; Toilettes, 2009). De méme, Ru.F a également été testé pour les flavonoides.

Etudes de toxicité aigué des souris albinos

Elles ont été utilisées pour I'évaluation des études de toxicité aigué de Ru.Cr et Ru.F. Les études
de toxicité aigué ont été menées en deux phases. Les souris ont été mises a jeun toute la nuit.
Dans la phase 1, les animaux ont été répartis en trois groupes ayant chacun 3 souris. Le Ru.Cr
leur a été administré a des doses de 10, 100 et 1000 mg/kg. Les animaux ont été constamment
observés pendant 2 semaines pour toute altération du comportement ou nombre de décés. Dans
la 2°™ phase, trois groupes supplémentaires composés de 3 souris chacune, ont regu des doses
de 2000, 4000 et 6000 mg/kg de Ru.Cr par voie orale, respectivement. Tous les animaux ont
été observés en continu pendant une période de 2 semaines pour changements de comportement
et deceés.

La méme procédure a éeté utilisée pour déterminer les études de toxicité aigué du Ru.F. Des

changements de comportement et des déces ont été enregistrés (Lorke, 1983).

Etude de la cytotoxicité des artémias

Un essai biologique de létalité des crevettes de saumure a été réalisé pour évaluer l'activité
cytotoxique du Ru.Cr et du Ru.F. Un récipient en plastique contenant de I'eau de mer artificielle
filtrée déja préparée en dissolvant du sel marin dans de I'eau distillée a été utilisé dans les

expériences. Son pH a été maintenu a 8,5 ce qui favorise I'éclosion des ceufs d'artémias (Artemia
salina) (Ali et al., 2011).

Le récipient a été incubé a température ambiante pendant les 48 heures suivantes. Apres
1'éclosion des ceufs, les nauplius qui S'étaient separés des coquilles ont été obtenus a partir de la
partie allégée du compartiment. Chaque flacon (aprés évaporation du solvant) a été hébergé
avec dix nauplius (10 larves d'artémias). Le volume de chaque flacon a été réalisé avec de l'eau

de mer et ils ont été maintenus pendant 24 h a température ambiante. Ensuite 1’extrait riche en
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flavonoides Ru.F a été testé a différentes concentrations. Le nombre de crevettes mortes et

survivantes a été comptés.

Activité antioxydante

Le pouvoir antioxydant du Ru.Cr et du Ru.F a été déterminé par le % de piégeage du radical
libre 2,2-diphényl-1-picrylhy drazyl (DPPH) (llahi et al., 2013). L'acide ascorbique a servi
d'antioxydant standard. Le pourcentage d'inhibition ou de piégeage des radicaux libres du

DPPH a été déterminé a l'aide de la formule suivant :

% d'inhibition du DPPH

Absorbance du contréle-Absorbance de I'échantillon
Absorption du contréle

100

Activité antipyrétique

La pyrexie a été induite chez le rat en injectant 20 % de levure de biere a une dose de 1 ml/100g
de poids corporel (sc) (Mandal et al., 2011). Les animaux ont été mis a jeun pendant 18 h. lls
avaient libre accés a Il'eau. Un thermomeétre numérique a été utilisé pour enregistrer la
température rectale des animaux. Des rats avec une élévation de temperature d'au moins 0,5 °C
a1 °C ont été inclus dans I'étude. Les animaux ont été divisés en six groupes (Gl - GVI) ayant

6 rats dans chaque groupe.
Groupe Gl : a servi de groupe témoin négatif et a recu 2% de gomme d'acacia (p.o).

Groupe GII : représentait le groupe standard et recevait du paracétamol (33 mg/kg par poids

corporel dans 2 % de gomme arabique) (p.0).
Groupe GIII/GIV : ont regu 150 mg/kg et 300 mg/kg de Ru.Cr (p.0).
Groupe GV/GVI : ont regu 150mg/kg et 300 mg/kg de Ru.F (p.o).

Respectivement la température rectale des animaux a été notée a intervalles d'une heure pendant
4 h apres lI'administration de paracétamol. La diminution rectale de la température corporelle

des animaux d'essai a été calculée par la formule suivante (Lekshmi et Reddy, 2011) :
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. . . B-Cn
Pourcentage de réduction de la pyrexie = = 100

B-A

A = température corporelle normale.
B= Température rectale a la 18éme heure apres I'administration de levure.
Cn = Température rectale aprés administration du médicament.

Résultats et discussions

Dépistage phytochimique préliminaire : Les résultats pour la présence de différents composés

phytochimiques sont mentionné dans le tableau 6. Il a été testé positif pour la présence des
flavonoides, alcaloides, tanins, saponines, glycosides, composés phénoliques, stérols, glucides,

terpénoides et protéines.

Tableau 6. Résultats des différents composés phytochimiques présents dans Rubus ulmifolius

S.

R. ulmifolius Phytochimiques Résultats
1 Flavonoides Positif

2 Alcaloides Leger positif
3 Tanins Positif

4 Saponines Positif

5 Protéines Positif

6 Stérols Positif

7 Les glucides Positif

8 Glycosides Positif

9 Terpenoides Positif

Etudes de toxicité aigué : Le but des études de toxicité aigué est de déterminer une gamme de

dose sdre qui peut étre extrapolée a 'hnomme (Zahra et al., 2011). Aucun déces n'a été observe
jusqu'a la dose orale maximale (6000 mg/kg) de Ru.Cr et Ru.F dans tous les groupes d'essais.
Ces résultats suggerent que Ru.Cr et Ru.F sont sans danger jusqu'a 6000 mg/kg de poids
corporel par voie orale .En raison de la marge de sécurite élevee dans I'étude de toxicité aigué
il a été sélectionné des doses orales de 150 mg/kg et 300 mg/kg pour une possible activité

antipyrétique in vivo.
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Etude de la cytotoxicité des artémias : Les effets de Ru.Cr et Ru.F sur les artémias pour une

éventuelle Iétalité sont présentés dans le tableau 7. L'ampleur de la Iétalité était directement
proportionnelle a la concentration des échantillons d'essai. Ru.Cr a une CLso de 16,7 + 1,4
pg/ml. LCaxc100% €tait en concentration de100 pg/ml. De méme, Ru.Fa une CLso de 10,6 +1,8
pg/ml avec LCmaxo100% de 75 pg/ml. Ceci explique que I'extrait riche en flavonoides peut avoir
des constituants cytotoxiques ainsi que cette étude justifie que la plante puisse étre une source
potentielle pour I'isolement d'agents bioactifs de molécules anticancéreux car il existe des
rapports qui corrélent les simples essais biologiques de paillasse et la cytotoxicité des cellules
tumorales humaines en tant qu'agents potentiels anti-tumoraux (S6kmen, 2001 ; Anderson et
al., 1991). Cela nécessite l'isolement de molécules bioactives car les plantes sont de bonnes

sources de médicaments anticancéreux.

Tableau 7. Test de cytoxicité des creettes de saumure des échantillons de test de R. ulmifolius

Conc. Nombre de Crevettes de saumure tuées
(Ma/ml) | crevettes de (moyennexET,n=3)
saumure Ru.Cr Ru.F
Contrdle |10 00 00
négatif
25 10 3+0,47 3,23 +0,27
5 10 3,33+0,27 411 +0,27
10 10 42 0,47* 5+ 0,47**
12,5 10 5+ 0,27** 7,33 £ 0,54***
25 10 6,36 £ 0,27** 9,33 £ 0,27***
50 10 7,42 £0,27%** 9,66 +***
75 10 9,33+0,27 Tous morts
100 10 Tous morts Tous morts
250 10 Tous morts Tous morts
500 10 Tous morts Tous morts
CL 10 16,7+14 106 +1.8
50(pg/ml)

Toutes les valeurs sont prises comme moyenne + SD, **P < 0,05, ***P < 0,01
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Activité antioxydante : Les résultats de I'activité antioxydante de Ru.Cr et Ru.F sont indiqués

dans le tableau 8. Le Ru.Cr a montré une inhibition de 59,4 + 0,073 % a une concentration de
40 ppm et une inhibition de 74,2 + 0,324 % a une concentration de 200 ppm. Les piégeurs de
radicaux libres avec Ru.F est de 61,43 + 0,256% en concentration de 40 ppm. L’acide
ascorbique a inhibé l'activité de piégeage des radicaux libres jusqu'a 62,7 £ 0,291 %. En plus,
la concentration maximale (200 ppm), Ru.F a montré 83,16 + 0,091% que les radicaux libres
ont une activité de récupération. Alors que l'acide ascorbique a démontré 87,26 + 0,128 %
I’activité de piégeage des radicaux libres. Cela montre que l'activité de piégeage des radicaux

libres de Ru.F est comparable a I'acide ascorbique, un antioxydant standard.

Tableau 8. Activité antioxydante de R. ulmifolius

c % de piégeaqge des radicaux libres DPPH stables
ONC. | Acide ascorbique Ru.Cr Ru.F

(Ppm) (témoin)
40 62,70 £ 0,291 59,2 + 0.073*** 61,43 + 0,256***
60 69,96 + 0,522 61,96 + 0.259*** 68,61 + 0,262***
80 75,03 +£ 0,328 66,10 + 0,275** 73,20 £ 0,233***
100 81,26 + 0,233 71,26 + 0,321*** 79,38 + 0,298***
200 87,26 + 0,128 74,2 + 0,324%** 83,16 + 0,091***

Toutes les valeurs sont prises comme moyenne £ SEM (n = 3), **P < 0,05, ***P < 0,01

Dans le processus d'oxydation de base, I'étape la plus importante est la formation de radicaux
libres (ayant des électrons non appariés) dans les systémes vivants, les médicaments et méme
la nourriture (Pourmorad et al., 2006). Les radicaux libres, qui sont extrémement instables,
provoquent de nombreuses maladies de rein et foie, maladie d'Alzheimer, fibrose, anomalies de
la perfusion cardiaque, athérosclérose, cancer, arthrite, troubles neurodégénératifs et
vieillissement (Kang et al., 2014). Il est rapporté que les antioxydants empéchent I'oxydation
et ces dommages sont causeés par des espéces reactives de I'oxygene (ERO) et les radicaux libres
(Leong et al., 2008). Les antioxydants agissent en interférant dans la réaction du processus
d'oxydation avec le chélateur des métaux catalytiques et les radicaux libres sous forme
d'oxygeéne charognards (Shahidi etal., 1992 ; Guder et Korkmaz, 2012). Ru.Cr et Ru.F ont
démontrés des activités de piégeage des radicaux libres comparables a la fois a faible et a

concentrations ¢€levées par rapport a l'acide ascorbique standard. L’ordre de piégeage des
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radicaux libres des échantillons de test (40 et 200ppm) et la norme est : acide ascorbique > Ru.
F >Ru.Cr. Leurs découvertes confirment que les rapports selon lesquels les espéces de Rubus
sont extrémement abondant avec des contenus phénoliques comme les flavonoides, les acides
phénoliques et les anthocyanes. Il a été rapporté que des composés possedent des propriétes
antioxydantes, propriétés anti-inflammatoires et anticancéreuses (Sariburun et al., 2010).
Parmi les différentes especes du genre Rubus, Rubus ellipticus a montré des activités
antioxydantes (Vadivelan et al., 2009). Rubus cor eanus aurait des propriétés antioxydantes
(Choi et al., 2011). Il a été rapporté que les composés phénoliqgues comme les
flavonoidesprésentaient des activités antioxydantes importantes (Amjad et Shafighi, 2013).
Basé sur des rapports sur l'importance des composants phénoliques en tant qu'antioxydants,
I'activité antioxydante observée peut étre attribué a la présence de flavonoides comme
constituants actifs qui nécessitent des recherches supplémentaires pour l'isolement de

composants antioxydants de R. ulmifolius.

Etudes antipyrétiques : Ru.Cr et Ru.F ont tous deux démontré une activité antipyrétique

significative, comme mentionnée dans le tableau 9. Les effets antipyrétiques sont
donccomparables aux effets antipyrétiques du paracétamol un antipyrétique classique.Ru.Cr en
dose test de 300 mg rectal réduit d'administration jusqu'a 74% . A la 3e heure, le Ru.Cr a
diminué la température corporelle de 58%.. De méme, Ru.F a produit une réduction de 72% de
la température du corps apres 4h de ’administration .La diminution de la température était de
59%, soit 52% de paracétamol, antipyrétique classique. Ceci suggere que Ru.Cr et Ru.F ont une
activité antipyrétique. Les antipyrétiques sont utilisés pour réduire la température corporelle
élevée a la fois par la dépression des médiateurs inflammatoires sur les sites des tissus
périphériques et sur les sites de thermorégulation au sein du systeme central (Aronoff et
Neilson, 2001).
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Tableau 9. Effet des extraits bruts et flavonoides de Rubus ulmifolius S. sur la pyrexie induite

par les levures chez le rat.

Groupes Température rectale en °C
Apres administration d’échantillons d’essai
Groupes Brasserie et de médicament standard
Normal Levure 1ére zéme 3éme 4éme
heure heure heure heure
Gl (Contréle) 3736+ | 3961+ | 3941+ | 3948+ | 3943+ | 3946+
0.08 0.03 0.04 0.06 0.07 0.04
(8.88%) | (5.92%) | (8.14%) | (6.66%)
Gll 3746+ | 394+ | 3886+ | 3838z 38+ 37.7+
(Paracétamol) 0.04 0.06 0.08 0.07 0.05*** | 0.05***
(27.58%) | (52.58%) | (72.41%) | (87.93%)
Ru.Cr Gl | 3713+ | 3945+ | 39.36+ | 39.10+ | 38.76+ | 38.20+
150 mg 0.03 0.24 0.08 0.15 0.23 0.11*
(3.87%) | (15.08%) | (29.74%) | (53.87%)
GIV300mg | 37.23+| 3890+ | 38.71+ | 3836+ | 3793+ | 3766+
0.08 0.30 0.08 0.34 0.42** | (0.38***
(11.37%) | (32.33%) | (58.08%) | (74.25%)
Ru.F Glll | 37.16 £ | 39.36+ | 3884+ | 3871+ | 3853+ | 37.87%
150 mg 0.08 0.38 0.12 0.35 0.12 0.50**
(23.63%) | (29.54%) | (37.72%) | (67.72%)
GIV300mg | 37.26+ | 39.66+ | 3870+ | 38.23+ | 3786+ | 3760+
0.12 0.20 0.45 0.08** | 0.18*** | 0.05***
(40%) | (59.58%) | (75%) | (85.83%)

Toutes les valeurs sont prises comme moyenne + SEM (n=3), **P<0.01

Les AINS ont une action antipyrétique en raison de leurs effets inhibiteurs sur la
cyclooxygénase (COX), une enzyme responsable de la production des prostaglandines, qui sont
des médiateurs importants pour produire la douleur et la pyrexie. On dit que les AINS possedent
des propriétés antipyrétiques qui réinitialisent I'nypothalamus thermostat et réduisent ainsi la
température corporelle élevée pendant la fievre. La perte de chaleur est favorisée par la vaso-
dilatation cutanée et la transpiration. Le paracétamol produit une action antipyrétique tout en
agissant sur le SNC (Aronoff et al., 2006). L’administration de levure induit la libération de
phagocytes et les interleukines (pyrogénes endogenes). Les Interleukines aident a la production
de lymphocytes T, qui a leur tour induisent I'nypothalamus a produire des prostaglandines qui
enfin élever la température corporelle (Earle et Subramanyam, 2014).

Dans une dose d'essai de 300 mg, il est évident que Ru.F produit une chute de 85,83 % de la
température corporelle. Ces résultats confirment que I'extrait méthanolique brut et 1’extrait brut
riche en flavonoides de R. ulmifolius ont un effet antipyrétique important. Cet effet est attribué
a la présence de composés phytochimiques comme les flavonoides, qui sont signalés pour leurs

effets inhibiteurs sur les cyclooxygénases (Mutalik et al., 2003 ; Rust et al., 2008). Les
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flavonoides sont connus pour agir bloquant la synthese des prostaglandines E2 principalement
par inhibition de I'enzyme prostaglandines synthétase (Levine et al., 1985). On en déduit que
les effets antipyrétiques peuvent étre attribués aux flavonoides présents dans I'espece. Ainsi, la
présente étude confirme I'utilisation folklorique de R. ulmifolius comme remeéde antipyrétique.

Cependant, d'autres études sont suggéerées pour isoler les constituants antipyrétiques
pharmacologiquement actifs de I'espéce.
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Article 02
L’extrait de feuille de R. ulmifolius inhibe la prolifération des cellules de myélome murin
(Triggiani et al., 2012).

L’objectif de I’étude

Lors de cette étude, le but était de reveler la présencede molécules dans les feuilles de
Rubusulmifolius ayant le pouvoir d’inhiber la prolifération cellulaire. Pour cette raison, les
chercheurs ont testé I'activité cytotoxique de I'extrait des feuilles de R. ulmifolius contre une

lignée cellulaire de myélome murin.

Matériel et méthodes

Matériel végétal et produits chimiques : Les feuilles de marier (R. ulmifolius, plante de 10 ans)

ont été récoltées courant juin dans une ferme située a Campagnano di Roma (ltalie) ou elles ont
pousse spontanément. Sauf indication contraire, les solvants et les réactifs provenaient de Sigma
(St. Louis, MO, USA).

Extrait de plante : Des feuilles fraiches ont été pesées et homogénéisées dans de 1’éthanol absolu

a température ambiante. Apres 50 min, I'extrait éthanolique a été centrifugé. Le résidu résultant
a été dilué dans de ’eau déminéralisée pour obtenir une solution aqueuse. L’échantillon a

ensuite été centrifugé puis filtré et stocké a -20°C jusqu'au test.

Culture cellulaire : L'activité biologique de I'extrait de feuille de R. ulmifolius a été testée sur
une lignée cellulaire de myélome murin (P3X) achetée auprés de I'American Type Culture
Collection, c’est une lignée cellulaire résistante a la 8-azaguanine dérivée d'une souche de souris
Balb/c. Pour les expériences, les cellules P3X ont été propagées et maintenues dans le milieu
Dulbecco (DMEM, BioWhittaker - Lonza, Milan, Italie) additionné a du sérum bovin feetal
(FBS, BioWhittaker, de la pénicilline, de la streptomycine et de la glutamine) dans un

incubateur humidifié a 37°C.

Test de cytotoxicité : Les effets cytotoxiques de I'extrait des feuilles hydrolysées ont été

déterminés en incubant des cellules avec différentes concentrations d'extraits pendant 24 h dans
des plaques standard a 24 puits (Cellstar, Greiner bio-one, International PBI SA, Milan, Italie).
Pour chaque traitement, 105 cellules ont été semées dans du DMEM et les volumes appropriés
de I'échantillon d'extrait ont été ajoutés directement aux suspensions cellulaires. Aprés 20 h, le
nombre de cellules a été évalué par des comptages cellulaires effectués manuellement a l'aide
d'une chambre Thoma Zeiss. La présence de cellules mortes a été enregistrée par un test de

vitalité utilisant une solution de bleu Trypan (Cook et Mitchell, 1989).
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Imagerie numérigue au microscope inversé : La morphologie des cellules a également été

étudiée a I'aide d'un microscope Nikon (Elipse TS100) et d'objectifs de grossissement 40 fois.
Les images photographiques des bandes video ont été obtenues a l'aide du logiciel Studio9
(Pinnacle v9.0.4.170, AvidTechnology Inc., USA).

Electrophorése bidimensionnelle sur gel de polyacrylamide (2D-PAGE) : Les cellules ont été

lavées deux fois avec du PBS stérile et remises en suspension dans un tampon contenant du
DTE, du CHAPS, de I’urée et du Tris-base. La rupture cellulaire a été obtenue par sonification
dans un bain de glace. La teneur en protéines des lysats cellulaires a été évaluée selon Bradford,
(1976). La coloration a I'ammoniac argentique a été réalisée selon (Switzer et al., 1979). Les
spots protéiques d'intérét ont été identifiés par appariement sur gel avec des cartes de référence
protéomiques (Smales et al., 2004 ; Dinnis et al., 2006).

L’analyse de I’image : Les images de gels ont été acquises (Image Scanner, Amersham

Biosciences) et analysées avec Image Master™ Platinum (Amersham Biosciences). Pour
I'analyse protéomique comparative, le pourcentage de volume relatif spot a été adopté ; des
seuils significatifs pour les valeurs de changement de pli (rapport entre les cellules de controle
de I'extrait traité/véhicule) ont été fixés a 2,0 et 0,5 pour mettre en évidence les protéines

surexprimées et sous-exprimees, respectivement.

Analyses statistigues

Toutes les expériences ont été réalisées en triple, les données sont présentées sous forme de
valeurs moyennes avec écart type. Les différences avec au moins une valeur P de 0,05 ont été
considérées comme significatives. Pour les analyses protéomiques comparatives, seuls les gels

représentatifs sont présentes.
Résultats et discussions

Dans cette étude les chercheurs ont étudié les effets cytotoxiques des extraits des feuilles de R.
ulmifolius sur une lignée cellulaire de myélome murin P3X. Aprées un criblage préliminaire, ils
ont egalement étudié les effets de I'extrait testé au niveau moléculaire grace a une approche
protéomique comparative, permettant de mettre en évidence comment les extraits des feuilles

de R. ulmifolius pourrait moduler I'expression des protéines des cellules P3X.
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Cytotoxicité de I'extrait de feuilles purifiées de R. ulmifolius

La cytotoxicité de R. ulmifolius a été démontrée in vitro contre des cellules de myélome murin
P3X en utilisant des concentrations croissantes d'extrait de feuilles, allant de 3 a 30ul/ml de

culture. Des concentrations plus élevées se sont avéerées inhiber de plus en plus la prolifération
cellulaire (Figure 11 et 12).
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Figurel2.Prolifération de cellules de myélome murin P3X.
Les traitements étaient les suivants :
C : cellules témoins (non traitées)
C Et OH : cellules traitées avec le véhicule
3 : cellules traitées avec 3 pl/ml
5 : cellules traitées avec 5 pl/ml
15 : cellules traitees avec 15 pl/ml
30 : cellules traitées avec 30 ul/ml d'extrait des feuilles de R. ulmifolius.

Les valeurs moyennes + I'écart type sont rapportées.
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(A) (B) (€)

(D) (E) (F)
Figure 13. Images de microscopie de la prolifération des cellules P3X du myeélome murin.

(A) : Cellules témoins (non traitées)

(B) : cellules traitées avec le véhicule

(C) : cellules traitées avec 3 pl/ml

(D) : cellules traitées avec 5 pl/ml

(E) : cellules traitées avec 10 pl/ml

(F) : cellules traitées avec 30 ul/ml d'extrait de feuille de R. ulmifolius.

La prolifération cellulaire était de plus en plus réduite a des concentrations plus élevées

d'extrait. Barre d'échelle = 30 m.

Protéomigue comparée

La coloration & I'argent a permis de révéler prés de 2500 points dans les cellules P3X non traitées
(ttmoin) (Fig. 13.A), les cellules P3X traitées avec le véhicule seul (témoin véhicule) (Fig.
13.B) et les cellules P3X traitées avec I'extrait de feuille de R. ulmifolius (extrait de 5 pl/ml de
culture) (Fig. 13.C). Inversement, la carte protéomique des cellules P3X traités avec une
concentration d'extrait plus élevée (culture de 30 pl/ml) n'ont révélé qu'une quantité tres limitée
de spots protéiques (220) (Fig.13.D), indiquant probablement une protéolyse massive dans des
conditions de culture aussi extrémes. Ce phénomeéne peut a son tour suggérer l'induction de

I'apoptose, bien que d'autres analyses soient nécessaires pour confirmer une telle hypothese.
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Figure 14. Protéomique comparative des cellules P3X du myélome murin.
(A) : Cellules témoins (non traitées)
(B) : cellules traitées avec le véhicule
(C) : cellules traitées avec 5 pl/ mi

(D) : avec 30 pl/ml d'extrait de feuille de R. ulmifolius.

L'appariement de gel avec des cartes de référence (Smales et al., 2004 ; Dinnis et al., 2006) a
permis l'identification de 29 produits géniques. Les cartes protéomiques ont également été
calibrées pour les valeurs de pl et Mr. Une fois définis les seuils statistiquement significatifs
sont de > 2,0 a < 0,5 pour les valeurs de changement de facteur dans le rapport d'abondance
relative des protéines (pour mettre en évidence les protéines surexprimées et sous-exprimees,
respectivement), ensuite I'analyse quantitative a indiqué que le contréle des cellules P3X non

traitées et le controle du véhicule des cellules P3X traitées a l'éthanol sur les cartes
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protéomiques étaient presque superposable. A l'inverse, 45 spots protéiques ont montré des

niveaux significativement modifiés dans les cellules P3X traitées avec I'extrait de feuille de R.

ulmifolius (culture de 5 pl/ml) par rapport au témoin traité avec le véhicule (tableau 10). Parmi

ceux-ci, ils ont pu discriminer :

1) Un seul spot protéique sous-exprime dans les cellules traitées (spot #21).

2) 36 spots protéiques surexprimés dans les cellules traitées.

3) 9 spots protéiques présents exclusivement dans les cellules traitées et absents de la carte

contrdle véhicule (spots #P1a-h et P2).

Tableau 10. Protéines exprimées différemment dans les cellules de myélone murin P3X
traitées avec l'extrait de feuille de R. ulmifolius (5 pl/ml de culture,.

Spot of AT,

Changement
de pli (traité/wéhicule)*

PRDX>1 (Peroxirédoximne 1) F.19
1
FHaa
HE
#HT
HB
#H9
Fdix
#11
1T
#19
H20
#H#21
#2222
#H23
#H2a
#25
#H2T
#29
#30
#H#31
#32
#H33
#3335
#HIE
#3858
#39
#a1
#a 2
24 3
#ael o
#AT
#a8
#49
#51
#HS2
#53
Pl1a
P1b
P1c
pid
Pl1e
Pf

F1g 4,45 P1h 4,590 P2 4,532 ~ Les valeurs de

changement de pli indiguent e rapport des voskmivess

&6.29
5,95
4,80
4,98
5.10
5.03
5.07
5.29
5.24
4. .63
4. 68
5.03
5. a4
F.A9
5.290
4.35
5.47
5.4
A4 FF
4. 78
5.33
28.05
4,87
5.43
S 17
4,58
5,53
6,99
5,47
5,290
4,95
6,40
.24
a4.87
5,03
S,a-
3,92
4. .04
4.13
a 24
4,35
4,41

de la tache proteique en % calculés en tant gue
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21820
153893
132077
112803
111857
D T 143
25640
84647
TaTT3
S 175
65255
55773
G5 T 73
S6296
S6148
49498
43056
A35D4
ITFTB805
3IT253
35544
346594
35731
32074
31917
30s14
30840
29005
27481
26749
23315
18287
17844
16255
14203
13690
11700
80926
S0202
Fo484
F8419
Frr18
TE3I33
2650
FTATFTTT
32311

2.28
=201
7. a2
279
202
257
418
211
3,64
5,59
3.12
3.82
0,48
3,50
201
3.10
229
=232
3.18
257
2_34
2,00
206
2,00
3.42
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2, 00
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2,79
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2.83
=, 20
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L'identification de protéines differemment exprimees est encore a ses balbutiements.
Néanmoins, les chercheurs ont pu identifier, parmi les protéines surexprimées, la
Peroxiredoxinel (Prdx1). Il s'agit d'une protéine impliquée de maniére critique dans la
régulation redox des cellules, puisque Prdx1, qui est exprimé dans le cytosol de nombreux types
de cellules et de tissus, jouerait un réle important dans la défense contre le stress oxydatif en
éliminant les peroxydes et en maintenant un bon équilibre redox (Ishii et al., 1993 ; Rhee et
al., 2005). Un nombre croissant de preuves indique qu'un déséquilibre de I'noméostasie redox
avec des espéces réactives de I'oxygene (ERO) élevées/oxydatives peut engendrer un stress
oxydatif. Bien que les ERO agissent en tant que médiateurs et régulateurs dans les processus de
signalisation & des concentrations faibles & modérées, par contre a des concentrations élevées,
ils peuvent étre extrémement dangereux pour les organismes vivants, car ils peuvent
endommager par oxydation les composants cellulaires (lipides, ADN et, surtout, pro). Un rdle
bien reconnu est également démontré dans le cancer, puisque des ERO élevés favorisent la
tumorigenése. Cependant, les mécanismes exacts d'un tel phénomeéne ne sont pas encore clairs.
Prdx1 pourrait également participer aux cascades de signalisation des facteurs de croissance et
du facteur de nécrose tumorale alpha en régulant les concentrations intracellulaires de H20..
L'ablation de Prdx1 est liée a une susceptibilité accrue au cancer du sein et a récemment été
désignée comme une protection pour l'activité lipide phosphatase de PTEN, qui est essentielle
pour sa fonction suppressive de tumeur (Cao et al., 2009). De plus, les fibroblastes déficients
en Prdx1 en culture présentent une prolifération réduite et une sensibilité accrue aux dommages
oxydatifs de I'ADN. Il a également été démontré que Prdx1 a des activités suppresseurs de
tumeurs, puisqu'il a été montré que les souris Prdxldéveloppent une fréquence accrue de
cancers malins multiples a mesure qu'elles vieillissent, probablement en raison d'une
accumulation aberrante de dommages oxydatifs (Neumann et al., 2003). De plus, un role
important de Prdx1 en tant que régulateur négatif de I'inflammation a recemment été démontré
(Kisucka et al., 2008).

De nombreux suppléments et aliments enrichis en polyphénols semblent avoir des effets
bénéfiques sur la santé, bien que la base moléculaire de ces actions dans les tissus cibles ne
fasse que commencer a étre abordée. Or il est probable que les actions des compléments
alimentaires pourraient étre corrélées avec des modifications des tissus cibles en protéines
spécifiques, soit dans leur expression, soit dans leurs modifications post-traductionnelles
(Deshane et al., 2004).
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Le concept selon lequel les aliments et les composés phytochimiques peuvent prévenir a la fois
les carences et les maladies chroniques remonte a I'histoire de I'hnumanité. La recherche
nutritionnelle actuelle peut s'appuyer sur des technologies sophistiquées pour révéler les
mécanismes sous-jacents a ces hypothéses et fournir leur base au niveau moléculaire. Par
exemple, l'utilisation de la protéomique (2D-PAGE pour la séparation des protéines et les
techniques MS pour leur identification) fournit aux chercheurs des outils inestimables pour
étudier comment des types cellulaires, tissus, organes spécifiques peuvent étre affectés par de
tels composés et pour I'identification de protéines médiant les effets biologiques (Kim, 2005).
Une telle approche est actuellement assez inexploitée dans I'analyse des effets des extraits de
plantes, étant l'une des exceptions les plus remarquables l'analyse protéomique de la
modification du cerveau du rat par des extraits de pépins de raisin a récemment était proposée
par Deshane et al., (2004).

De méme, l'analyse protéomique des cellules de myelome en est encore a ses balbutiements,
car seules des informations incompletes et fragmentaires sont fournies, provenant
principalement de modeles de lignées cellulaires ou décrivant des voies de signalisation
individuelles impliquées dans le développement de la maladie, I'influence des conditions micro-
environnementales ou la réponse aux traitements pharmacologiques (Cumova et al., 2011). Les
avancées dans le domaine semblent étre un grand défi, qui mérite cependant d'étre approfondi.
Dans le cas des extraits de feuilles de R. ulmifolius, par exemple, I'identification de protéines
exprimées differemment serait fondamentale pour évaluer la base moléculaire de la cytotoxicité
vis-a-vis des cellules de myélome murin P3X. A la lumiere des résultats présentés ici sur la
modulation de I'expression de Prdx1, une analyse protéomique redox permettant I'identification

des protéines oxydées pourrait également étre entreprise.

La recherche fondamentale sur le cancer et la découverte d'une chimiothérapie ciblée peuvent
finalement impliquer la recherche de proteines spécifiques. Dans cette optique, la protéomique
représente I'outil électif pour identifier les changements dans I'expression des protéines ou leurs
modifications en réponse a des stimuli spécifiques, la nature a haut débit de la technologie et

I'absence de prédictions a priori constituant des avantages remarquables (Kim, 2005).

L’extrait de feuille de R. ulmifolius inhibe Prolifération des cellules de myélome murin
(Triggiani et al., 2012).
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Article 3
Potentiel anti-inflammatoire de I’extrait éthanolique de Rubus ulmifolius (Schott) (Pandey et
al., 2013).

L’objectif de I’étude
Le but de ce travail était d’évaluerl’activité anti-inflammatoire de I'extrait éthanolique de Rubus

ulmifolius par la perméabilité vasculaire induite par l'acide acétique et 1'cedéme de 1'oreille

induit par I'huile de Croton sur des modeles animaux.

Matériel et méthodes

1-Extraction de matériel végétal : Plante entiére de R. ulmifolius ont été achetés a I'Indore. La

plante entiére a été identifiée par le professeur HS Rai Département de I'agriculture, Govt.
Institut de recherche agricole, Mandla.

Les matieres végétales séchées ont été réduites en poudre a l'aide d'un mélangeur, en poudre
grossiére et cette poudre a été conditionnée dans une colonne soxhlet et extraite avec de
I'¢thanol et une macération a froid avec de I'eau.

2-ldentification phytochimiqgue du Rubus ulmifolius (Kokate CK, 1999) :

Identification des alcaloides avec une petite quantité d'extrait a été agitée avec quelques gouttes
de dilHCI et filtrée, le filtrat a été testé avec un certain nombre de réactifs alcaloides comme le

réactif de Dragendorf puis précipité brun orangé a été trouve.

Identification des flavonoides avec une petite quantité d'extrait d'éthanol qui a été dissoute dans
de I'éthanol, puis une pincée de mg a été ajoutée en tournant lentement la conc. Une couleur

rose Hcl a été obtenue.

Les Stéroides par I'extrait éthanolique qui est chauffé au reflux séparément avec une solution
d'hydroxyde de potassium alcoolique, puis il a été dilué avec de I'eau distillée et extrait avec de

I'éther, I'extrait éthéré est évaporé et le résidu a été soumis au test de Burchard de Liebermann.

Les Saponines Environ 1 ml d'éthanol et d'extrait aqueux a été dilué avec de I'eau distillée a 20
ml et agité dans un cylindre gradué pendant 15 minutes. Une couche de mousse de 1 cm a été
obtenue.
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3-Détérmination de la toxicité aigué LD50 : Veeraraghavan (2003) :

La toxicité aigué a été effectuée parla procédure standard sur des groupes de trois souris de
chaque sexe (18-25 g), Les animaux ont été mis a jeun avant lI'expérience, les extraits ont été
administrés par voie orale a la dose de 1000 mg/kg de poids corporel et la mortalité a été
observée pendant la période de 24 heures, les résultats sont cités dans le tableau 13.

4-Edéme de l'oreille induit par I'huile de Croton (Tubaro et al., 1986 ; Vogel, 2002) :

Le model de I’cedéme de 1’oreille induit par 1’huile de croton, selon la méthode de Tubaro et
al, (1986) est utilisé sur quatre groupes de souris. Dans ce protocole, 2 ug/20 pl d'huile de
croton sont utilisés pour l'cedéme de l'oreille et appliqués localement. Ils se sont servis d’un
groupe pour le véhicule, un groupe pour I'extrait 200 mg/kg et un autre pour l'extrait 400 mg
/kg, et un groupe pour le diclofénac sodique. L’huile de croton a été appliquée une heure plus
tard dans l'oreille droite des souris ensuite les deux oreilles ont été coupées et pesées apres 3

heures.

5-Perméabilité vasculaire induite par 1’acide acétique chez la souris :

Quatre groupes de 24 souris ont été utilisés, pour le véhicule, pour I'extrait 200 mg/kg et pour
I'extrait 400 mg/kg, le 4°™ groupe pour Le diclofénac sodique qui a été utilisé comme
médicament anti-inflammatoire par voie orale. L'acide acétique a été administré par voie
intrapéritonéale une heure apres, les souris regoivent une injection de 10 ml/kg d’une solution
de bleu d’Evans. Les animaux ont été sacrifiés aprés 30 minutes et les viscéres exposés. Le
liquide péritonéal (exsudats) a été recueilli et le volume a été complété & 10 ml en utilisant une
solution saline normale. 1l a été centrifugé 10 minutes. L'absorbance a été notée a 610 nm.

Interprétations des résultats
Le rendement en pourcentage des extraits éthanoliques et aqueux se sont avére étre de 1I’ordre

de 10,25% et 9,20% respectivement montré sur le tableau suivant :

Tableau 11. Rendement des extraits éthanoliques et aqueux.

Partie de la plante

Extraitéthanolique (%)

Extrait aqueux (%)

Fruit
Racine

Plante entiére

12.50
10.50
13.25

9.20
9.35
9.20
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La Phytochimie préliminaire des deux extraits de plante entiéere de R. ulmifolius. Des alcaloides,

des flavonoides, des stéroides et des saponines étaient présents. Les résultats sont cités dans le

tableau 12.

Tableau 12. Criblage phytochimique

Extraits Alcaloides | Flavonoides | Stéroides | Saponines
Extrait éthanolique de fruits Présent Présent Présent Présent
Extrait aqueux de fruits Présent Absent Présent Absent
Extrait éthanolique de racine Présent Présent Absent Présent
Extrait aqueux de racine Présent Présent Présent Présent
Extrait éthanolique de la plante entiere Présent Présent Présent Présent
Extrait aqueux de la plante entiere Présent Présent Présent Présent

Dans I’étude de toxicité aigué, les extraits n'ont montré aucune mortalité a la dose de 2000

mg/kg de poids corporel donc elle a été considérée comme la dose seuil LD50 (dose sdre) donc

1/10 et 1/5 de celle-ci ont été sélectionnés (200 mg/kg p.c.) et (400 mg/kg p.c.) pour toutes les

expériences in vivo. Les résultats sont cités dans le tableau 13.

Tableau 13. Etude de la toxicité

Nombre Nombre de
Groupe de _ -
) Dose mg/kg d'animaux morts %Mortalité
traitement " _
utilisés d'animaux
Extrait d'éthanol
. 2000 10 0
(plante entiére)

Tableau 14. (Edéme de I'oreille induit par I'huile de Croton

Groupe de traitement

Nb de différence de poids

Véhicule
Extrait 200mg/kg
Extrait 400mg/kg
Standard

23,5+4,03

26,66+ 8,75
25.16 £5.77
24.23+2.11

Nombre d'animaux dans chaque groupe -6
Données présentées en moyenne tET

Variation significative par rapport au groupe traité par le véhicule.
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Tableau 15. Permeabilité vasculaire induite par I'acide acétique

Groupe de traitement Absorbance du colorant
Vehicule 0,169+0,068

Extrait 200mg/kg 0,26+0,06

Extrait 400mg/kg 0,294 +0,027

Standard 0.1823+£1.01

Nombre d'animaux dans chaque groupe -6
Données présentées en moyenne tET
Variation significative par rapport au groupe traité par le véhicule.

Discussion

Les études de toxicité montrent que I'extrait éthanolique ne présentait aucun signe de toxicité
jusqu'a la dose de 2000 mg/kg, qui a été considérée comme la dose maximale tolérable pour la
présente étude. Ainsi les doses choisies étaient de 200 mg/kg et 400 mg/kg, le 1/ %™ et |e 1/
20¢me de 2000 mg/kg.

L’extrait de R. ulmifolius a été testé pour son activité anti-inflammatoire. L'extrait a montré une
activité anti-inflammatoire significative. Lorsque l'extrait a été étudié pour son effet sur
'eedéme de l'oreille induit par I'huile de croton, il a été constaté que dans le groupe traité par le
vehicule, la variation de poids dans l'oreille était de 23,5 + 4,03, ce qui n'a pas diminué de
maniére significative (p> 0,05) dans I'extrait 200 mg/kg (26,66 + 8,75) et 400 mg/kg (25,16 +
5,77). Lorsque les extraits ont été comparés au groupe traité par le médicament standard

(Tableau 14), les extraits semblent significatifs et efficaces.

Lorsque l'extrait a été traité pour son effet sur la perméabilité vasculaire induite par I'acide
acétique, il a été constaté que dans le groupe traité par le véhicule, I'absorbance du colorant était
(0,169 £ 0,068) qui n'a pas diminué de maniére significative (p> 0,05) dans I'extrait 200 mg/kg
(0,26 + 0,06) et 400 mg/kg (0,294 £ 0,027) groupe traité (Tableau 15). L’extrait 200 mg/kg
ainsi que le groupe traité a 400 mg/kg ont montré une bonne inhibition de I'inflammation par
rapport au médicament standard.
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Article 4
Profil d'acides gras et activité antimicrobienne des extraits de Rubus ulmifolius Schott contre la
bactérie cariogéne Streptococcus mutans (Porcedda et al., 2021).

L’objectif de I’étude
Cette étude a été réalisée sur différents extraits de feuilles de R. ulmifolius séchées afin d’étudier
l'activité antibactérienne contre la principale bactérie cariogene, Streptococcus mutans.

Plusieurs méthodes ont été réaliseées pour évaluer le profil antimicrobien de chaque extrait.

Matériel et méthodes

Préparation du matériel végétal

-Des feuilles de R. ulmifolius ont été récoltées dans la region de Masullas (Italie) en mai 2019.

-Tous les produits chimiques utilisés dans cette étude étaient de qualité analytique. Normes

d'acides gras (FA) et des solvants de haute pureté ont été achetés chez Sigma.

-Le matériel végétal a été seché a l'air a température ambiante pendant sept jours. Ensuite, il a

été broye dans un mélangeur, pour étre soumis a trois méthodologies différentes d’extraction.

1/ Extraction par fluide supercritique : L’extraction par fluide supercritique (SFE) a été réalisée
dans un appareil de laboratoire. L'extraction - en mode semi-batch - a été réalisée au moyen
d'un flux continu de CO2 a travers un lit fixe de la matiére végétale. L'extrait obtenu a été

marqué F1.

2/ Extraction par solvant : La poudre de plante a été transférée dans une cartouche d'extraction
de cellulose et insérée dans un montage Soxhlet.Les extraits ont été concentrés a l'aide d'un

évaporateur rotatif & 40°C, et les extraits secs obtenus, marqués F2.

3/Les matieres végétales ont été macérées dans I'éthanol et du méthanol pendant 48 h a
température ambiante. Apres filtrage, les extraits d'éthanol et de méthanol ont été concentrés a

I'aide d'un évaporateur rotatif pour donner respectivement les extraits F3 et F4.

Saponification de I'huile et analyse des acides gras de I'huile : Les extraits F1-F4 obtenus a

partir de feuilles de R. ulmifolius par différentes méthodes d'extraction ont été soumis a une
legere saponification comme indiqué précedemment (Rosa et al., 2017). La quantification des
acides gras des extraits de feuilles de R. ulmifolius a été évalué par analyse HPLCDAD/ELSD

en phase inverse.
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Activité antibactérienne

1/Essai de diffusion sur gélose : Streptococcus mutansa été utilisé dans ce travail. La souche a
été inoculée sur une surface de boite de Pétri contenant un milieu gélosé. Apres 24 h

d'incubation, le diametre d'inhibition a été mesuré (Nardi et al., 2020).

2/Tests de dilution de bouillon, MIC et MBC : La concentration minimale inhibitrice et
bactéricide ont été évaluées par une procédure décrite dans les protocoles du
Clinical&Laboratory Standards Institute (CLSI) (Orru et al., 2017).

3/Dosage antibiofilm : La concentration minimale inhibitrice du biofilm (MBIC) a été évaluée
selon le « protocole de coloration au cristal violet » (Nardi et al., 2020).

Analyses statistiques

Le logiciel Graph Pad INSTAT (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) a été utilisé pour
évaluer les différences statistiques. La comparaison entre les groupes de données a été évaluée
par une analyse de variance unidirectionnelle (ANOVA) suivie du test de comparaisons
multiples de Bonferroni (test post hoc). Les valeurs avec p < 0,05 ont été considérées comme
statistiquement significatives. L'analyse statistique a été effectuée en utilisant le test du chi carré

de Pearson pour I'activité antimicrobienne.

Discussions des résultats

Les valeurs de concentration (exprimées en mg/g d'extrait sec) des principales substances Acide
gras saturés (AGS), monoinsaturés (AGMI) et polyinsaturés (AGPI) mesurés dans les extraits
F1-F4 sont présentés dans la figure 15.

Tous les extraits sont caractérisés par une concentration comprise entre (25 et 36 %) d'acides
gras saturés principalement acide palmitique (16:0) et acide stéarique (18:0), de (3 a 5%)
d'acides gras monoinsaturés, acides oléiques (18:1 n-9); et de (60 a 70 %) d'acides gras
polyinsaturés, constitués acides linoléiques (18:2 n-6) et acides a-linoléniques (18:3 n-3). Des
différences significatives ont été observées entre les différents extraits dans les quantites
absolues d’acides gras. Le principal acide gras de tous les extraits de feuilles de R. ulmifolius
était ’acide a-linolénique soit en moyenne (185 + 16 mg/g), (64 + 18 mg/g), (8,05+ 0,09 mg/qg)
et (53,98 £ 0,02 mg/ de poids sec) dans les extraits F1, F2, F3 et F4, respectivement. L'extrait
F1 obtenu par extraction SFE a montré la quantité totale d'AG la plus elevee (352,58 mg/g de
poids sec), suivi de F2>F4>F3, (Figure 15).
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Figure 15. Concentration en acides gras liée aux extraits de R. ulmifolius.
Extraction supercritique (F1), extraction au solvant par macération avec extrait méthanolique
(F3) et extrait éthanolique (F4) et par appareil Soxhlet dans le n-hexane (F2).

Suite au test de diffusion-sensibilité, trois formules obtenues par (1) extraction supercritique,
(2) Soxhle dans du n-hexane, et (3) extrait au méthanol, ont montré un profil d'inhibition
significatif contre S. mutans. Mais cette analyse Kirby-Bauer a montré que I'extrait d'éthanol
n'a pas démontré d'activité antimicrobienne appréciable contre ce pathogéne, figure 16. Ces
résultats ne semblent pas étre corrélés au profil d'acides gras formulés. Comme le montre la
figure 15, I'extrait méthanolique le plus actif contenait une concertation d'acides gras de 50 a
150 fois inférieur a d’autres formules analysées. Ces données sont en accord avec des études
antérieures rapportant principalement le profil antibactérien de R. ulmifolius aux composés
phénoliques (Tabarki et al., 2017) a savoir I'acide ellagique (Quave et al., 2012), la quercétine-
3-0-béta-D-glucuronide, kaempférol-3-O-béta-D-glucuronide, acide gallique, acide férulique,
tiliroside (Panizzi et al., 2002) et Rubanthrone A (Flamini et al., 2002). Pour cette raison,

I'extrait a I'éthanol a été exclu pour I'évaluation CMI, CMB et CMBI.
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Figure 16. Test de sensibilité antimicrobienne (Kirby Bauer) de 4 extraits différents de R.

ulmifolius contre la bactérie cariophatogéne S. mutans.

Une inhibition bactérienne et une activité bactéricide ont été observées pour une concentration
d'extrait >50 % pour les procédures supercritiques et Soxhlet n-hexane. Seul [I'extrait
méthanolique a montré des valeurs intéressantes de CMI et CMB,6,25 % et 25 %
respectivement (Tableau 16). Cette expérience est conforme a Tabarki et al, (2017) qui ont
décrit I'activité des feuilles extraites au méthanol contre différents agents pathogénes humains
non oraux (Tabarki et al., 2017) et avec Martini et al, (2009) qui citent une activité contre
Helicobacter pylori. Cependant, ces résultats sont innovants dans ce contexte car les extraits de
R. ulmifolius ne sont pas encore mentionnés dans la littérature comme anti-S. mutants. De
méme, aucune donnee n'existe sur les feuilles de R. ulmifolius et leur activité antibiofilm.

Tableau 16. Les valeurs de CMI, CMB et CMBI S. mutans observées avec des extraits actifs
de R. ulmifolius

Extraction Soxhlet dans le n- Extrait de
Souche .. .
supercritique hexane méthanol
% poids/volume % poids/volume % poids/volume
MIC MBC MBIC MIC MBC MBIC MIC MBC MBIC
S. mutans
CIP03220 >50 >50 1.56 >50 >50 1.56 6.25 25 1.56
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Les résultats présentés dans le tableau 16 ont démontré qu'une activité d'inhibition compléte
du biofilm était observée jusqu'a 1,56 % pour les trois formules. Mais une réduction appréciable
du biofilm a été observée jusqu'a la concentration d'extrait de 0,05 %, Figure 17. Cette
évaluation a de nouveau montré que l'extraction a base de méthanol est la plus efficace par
rapport aux autres méthodes étudiées. Dans ce cas, le biofilm résiduel était de 28 % par rapport
au témoin positif (100 %), avec une réduction effective d'environ 72 %. Les autres formules ont
démontré un biofilm résiduel de 56 % et 62 %, respectivement, pour les méthodes d'extraction
supercritique et Soxhlet n-hexane. Suivant I'objectif de cette étude, une “évaluation de
I'inhibition de la formation de biofilm" pour un candidat anticaries est strictement cruciale. En
fait, la maladie carieuse pourrait étre représentée comme une "maladie liée au biofilm" et
normalement, la pratique médicale — dentaire prévoit trois étapes différentes de prophylaxie :
1/ contréle de la croissance de la plaque supra gingivale en utilisant des antimicrobiens, c'est-
a-dire des bains de bouche, du dentifrice.

2/ éloignement mécanique de la plaque résiliente

3/ éviter la reformation de la plaque par un dentifrice anti plaque, antibactérien, etc
(Nascimento et al., 2019 ; Mirza et al., 2019).
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Figure 17. Biofilm résiduel en utilisant 0,05 % de 3 extraits difféerents de R. ulmifolius.
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Les plantes contribuent grandement au maintien de la santé et a I'amélioration de la qualité de
vie. Au cours des dernieres années, l'utilisation et la mise au point des extraits de différentes
plantes est devenue un secteur important de la recherche, plusieurs études se sont centralisées
sur les plantes médicinales connues comme une énorme source de substances végétales
caractérisées par des activités biologiques intéressantes et susceptibles de servir & combattre
certaines pathologies (Lazli et al., 2019).

Différentes espéces de Rubus synthétisent plusieurs substances médicalement actives. La
plupart de ces composés phytochimiques sont des dérivés de composés phénoliques,
d'alcaloides, de glycosides et de terpenoides. Il a été rapporté que R. ulmifolius contient des
composés phénoliques en particulier des flavonoides (Hummer, 2010). De plus, ces composés
sont connus pour leur capacité a inhiber la production de radicaux libres et donc améliorer la

capacité antioxydante endogene des cellules (Giovinazzo et Grieco, 2015).

Le criblage phytochimique de la premiere étude a affirmé la présence de plusieurs classes de
composés phytochimiques dans les extraits de Rubus ulmifolius comme les alcaloides, les tains
et les flavonoides... etc (Ali et al., 2017). Il a méme étédémontré que ces mémes extraits étaient
sans danger a des doses trés élevées. Néanmoins, 1’extrait riche en flavonoides peut avoir des
constituants cytotoxiques ainsi que cette étude justifie que la plante puisse étre une source
potentielle pour l'isolement d'agents bioactifs de molécules anticancéreuses (S6kmen, 2001 ;
Anderson et al., 1991).

En effet, ces composés phénoliques plus particulierement les flavonoides d’aprés plusieurs
études auraient le pouvoir d’inhiber la production des radicaux libres et ainsi améliorer la

capacité antioxydante endogene des cellules (Giovinazzo et Grieco, 2015).

De plus, les résultats obtenus ont montré d’une part que les deux extraits de R. ulmifolius ont
démontré une activité de piégeage des radicaux libres du DPPH mais que celle de 1’extrait riche
en flavonoides était comparable a celle de l'acide ascorbique. D’autre part les extraits ont tous
deux démontré une activité antipyrétique apres diminution de la pyrexie induite chez les rats de
74% et donc les effets antipyrétiques des extraits de Rubus ulmifolius S. sont comparable aux

effets antipyrétiques du paracétamol.
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Ali et al, (2017) indiquaient aussi quel'activité antioxydante et antipyrétique observée peut étre

attribuées a la présence de flavonoides comme constituants actifs.

Ces conclusions confirment que les rapports selon lesquels les especes de Rubus sont
extrémement abondant avec des contenus phénoliques comme les flavonoides, les acides
phénoliques et les anthocyanes. Il a été rapporté que des composés possédent des propriétés

antioxydantes, propriétés anti-inflammatoires et anticancéreuses (Sariburun et al., 2010).

En effet, Triggiani et al, (2012) ont affirmé que 1’utilisation des concentrations d'extrait des
feuilles de R. ulmifolius progressivement de 3 a 30 pl/ml inhibait la prolifération cellulaire de
myélome murin P3X. Ensuite, grace a une approche protéomique comparative, ils ont trouvé
que 45 spots protéiques montraient des niveaux significatifs de modifications dans les cellules
P3X traitées avec l'extrait des feuilles de R. ulmifolius en indiquant probablement une
protéolyse massive surtout a des concentrations élevées de cet extrait. Les chercheurs ont
également identifié la Peroxiredoxinel (Prdx1) qui jouerait un rdle important dans la défense
contre le stress oxydatif, ¢’est pourquoi le R. ulmifolius a été vivement recommandé dans la
prévention du cancer et des pathologies impliquant une production excessive des radicaux
libres. De plus, un réle important de Prdx1 en tant que régulateur négatif de I'inflammation a

récemment été démontré (Kisucka et al., 2008).

Dans ce contexte, Pandey et al. (2013) ont évalué le potentiel anti-inflammatoire de 1’extrait
éthanolique de R. ulmifolius, qui arévelé une activité significative jusqu'a la dose de 2000 mg/kg
la dose maximale de la toxicité. Lorsque cet extrait a été testé pour son effet sur 'cedéme de
I'oreille induit par I'huile de croton, il a été constaté que 1’administration de l'extrait de 200
mg/kg (26,66 £ 8,75) et 400 mg/kg (25,16 + 5,77) semblait significative et efficace par rapport
au médicament anti-inflammatoire Diclofénac. Puis lorsque I'extrait a été testé pour son effet
sur la perméabilité vasculaire induite par l'acide acétique, il avait une capacité d’adapter et de
contrdler I’amplitude de I’inflammation, ¢a correspond a un fort pouvoir anti-inflammatoire qui

permet de soulager diverses maladies inflammatoires.

Enfin, le R. ulmifolius présentait aussi une excellente activité antimicrobienne selon les résultats
de Procedda et al. (2021). lls ont prouvé que les extraits obtenus a partir de cette plante sont
caractérises par des composés contre les microbes tels que les composes phénoliques, et que le
comportement de la bactérie Streptoccocusmutans avec les différents extraits etait strictement
lié au type de méthode d'extraction, méme s'il n'était pas lié a la quantité et a la composition des

acides gras. En fait, tous les extraits présentaient des schémas d'AG qualitatifs similaires,
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caractérises par une concentration dans la gamme de (25 a 36%) de composés saturés. L'extrait
méthanolique a montré le meilleur résultat avec une CMI de 6,25 %. Ces résultats préliminaires
encouragent d'autres études pour l'utilisation de R. ulmifolius dans des bains de bouche ou des

dentifrices vu qu’elle est dotée d’une grande activité anti-caries.
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A I’état naturel, la végétation recouvre la quasi-totalité de la zone émergeée de la planéte. Les
rapports entre les plantes et ’homme sont aussi vieux que I’humanité elle-méme, les végétaux
furent d’ailleurs la premiére colonisation du globe. La phytothérapie moderne est considérée
comme une ramification de la médecine classique qui est fondée sur I’emploi de substances

actives d’origine végétale.

Plusieurs medicaments sont retirés du marché pour leurs effets secondaires néfastes sur la santé
humaine ¢’est pour cela les plantes médicinales se sont avérés étre une source d’inspiration
pour le développement de nouveaux medicaments car elles possedent des propriétés curatives

en raison de leurs substances actives dans leurs différentes parties.

Les chercheurs scientifiques se sont concentrés sur 1’étude des feuilles de Rubus ulmifolius S.
afin d’évaluer leurs activités biologiques et leurs effets thérapeutiques sur la santé et ceci grace

a la présence de composés phytochimiques bioactifs.

Ainsi le travail que nous avons aborde, repose sur la mise en évidence de la présence de
composés bioactifs et 1’évaluation de leurs diverses activités biologiques a travers une analyse

d’articles scientifiques traitant cette thématique.

Rubus ulmifolius S. contient un grand nombre de métabolites secondaires qui ont des intéréts
multiples mis a profit de la pharmacologie, la cosmétologie et de I’industrie alimentaire. Parmi
ces principes actifs, on retrouve les composés phénoliques (les flavonoides, les tanins, les acides
phénoliques), les alcaloides et les terpénoides mais par contre on retrouve une faible quantité

de métabolites primaires (lipides, protéines et glucides).

L’intérét croissant pour cette plante aboutie a maintes recherches et études attribuant aux
feuilles de Rubus ulmifolius S. une activité antioxydante remarquable et comparable a celle des
antioxydants standards, une activité antibactérienne, antiinflammatoire ainsi qu’une activité

antiproliféerative.

On peut conclure a travers ces résultats et ces articles analysés que les feuilles de Rubus
ulmifolius S. ont un effet bénéfique sur ’amélioration de la santé humaine, mais aussi elles
peuvent jouer un role important dans la prévention et la protection contre plusieurs maladies.
Pour cela la pharmacologie moderne considére la plante de R. ulmifolius comme une source

prometteuse de nouveaux agents thérapeutiques.
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Résumé

De nos jours, I"utilisation de plantes médicinales en phytothérapie a regu un grand intérét dans la recherche biomédicale. Ce regain d’intérét
vient d’une part du fait que les plantes médicinales représentent une source inépuisable de substances et de composés naturels bioactifs et
d’autre part du besoin de la recherche d’une meilleure médication par une thérapie plus douce sans effets secondaires.

L’objectif de notre travail s’est porté sur I’étude des composants bioactifs et 1’évaluation de leursactivités biologiques et propriétés
thérapeutiques des extraits des feuilles de Rubus ulmifolius S. en analysant 4 articles scientifiques qui traitent cette méme thématique.

Rubus ulmifolius Schott ou la mire sauvage appartient a la famille des Rosacées : c’est une plante médicinale traditionnellement utilisée pour
ses propriétés bénéfiques.

Dans le premier article, le criblage phytochimique des feuilles de R.ulmifolius a révélé la présence de métabolites secondaires. Le potentiel
antioxydant de I’extrait méthanolique brut et de I’extrait brut riche en flavonoides des parties aériennes de R.ulmifolius a été déterminé par le
pourcentage de piégeage du radical libre DDPH montrant une inhibition de (74,2 + 0,324 % et 83,16 + 0,091% respectivement) comparable a
celle de I'acide ascorbique qui était de 87,26 + 0,128 %. De méme les deux extraits ont montrés une activité antipyrétique car apres leurs
administrations la température corporelle des rats a diminué de 74%. Le deuxiéme article a révélé par la carte protéomique des cellules de
myélome murin P3X traitées avec une concentration de 30pl/l d'extrait des feuilles de R. ulmifolius des modifications significatives des cellules
cancéreuses qui ont concluent une activité antiproliférative.

Dans le troisieme article, I'extrait de R. ulmifolius a montré une activité antiinflammatoire significative comparée a ’efficacité du médicament
standard (diclofénac).

Enfin, dans 4*™article une inhibition bactérienne a été observée pour une concentration d'extrait des feuilles de R.ulmifolius supérieur & 50%.
Les résultats expérimentaux de Dactivit¢é de I’extrait obtenus par différentes méthodes d’extraction contre la bactérie
cariopathogénéseS.mutants ont montré que ’extrait méthanolique a représenté le meilleur résultat avec une CMI antibactérienne de 6,25%,
cela indique une activité antimicrobienne.

Mots clé : Rubus ulmifolius, composés phénoliques, activité antioxydante et antibactérienne, activité antipyrétique, activité anti-inflammatoire,
activité antiproliférative.

Abstract :

Nowadays, the use of medicinal plants in herbal medicine has receivedgreatinterest in biomedicalresearch. This renewedinterestcomes on the
one hand from the factthatmedicinal plants represent an inexhaustible source of natural bioactive substances and compounds and on the other
hand from the need to researchbettermedicationthrough a gentlertherapywithoutsideeffects.

The objective of ourworkfocused on the study of the bioactive components and the evaluation of theirbiologicalactivities and
therapeuticproperties of the extracts of the leaves of Rubus ulmifolius by analyzing 4 scientific articles which deal withthissametheme.

Rubus ulmifolius Schott or wildblackberrybelongs to the Rosaceae family:itis a medicinal plant traditionallyused for itsbeneficialproperties.

In the first article, phytochemical screening of R.ulmifoliusleavesrevealed the presence of secondarymetabolites. The antioxidantpotential of
the crudemethanolicextract and the crudeflavonoid-richextract of the aerial parts of R. ulmifolius wasdetermined by the percentage of
scavenging of the free radical DDPH showing an inhibition of (74.2 + 0.324% and 83 .16 + 0.091% respectively) comparable to that of
ascorbicacidwhichwas 87.26 + 0.128%. Similarly, the twoextractsshowedantipyreticactivitybecauseaftertheir administration the body
temperature of the rats decreased by 59%. The second article revealed, by means of the proteomicmap of P3X murine myelomacellstreatedwith
a concentration of 30 pl/l of extractfrom the leaves of R. ulmifolius, significant modifications of the cancerouscells, hencean
antiproliferativeactivity.

In the third article, the extract of R. ulmifolius showedsignificant anti-inflammatoryactivitycompared to the efficacy of the standard drug
(diclofenac).

Finally, in the last article, bacterial inhibition wasobserved for a concentration of R. ulmifolius leafextract of lessthan 50%. The
experimentalresults of the activity of the extractobtained by different extraction methodsagainst the bacteriumcariopathogenesisS. mutants
showedthat the methanolicextractrepresented the best resultwith an antibacterial MIC of 6.25%, thisindicatesantimicrobialactivity.

Key words:Rubus ulmifolius, phenolic compounds, antioxidant and antibacterialactivity, antipyreticactivity, anti-inflammatoryactivity,

antiproliferativeactivity.
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