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Résumé

L’objet de notre étude entre dans le cadre des recherches et contributions visant a découvrir les
vertus des plantes médicinales et leur exploitation dans le domaine de la médecine
traditionnelle. Au sein de I’important patrimoine de plantes médicinales que possede 1’ Algérie,
figure Anabasis articulata qui, grace a sa richesse en composés phytochimiques actifs, pourrait
étre considérée comme un nouveau potentiel thérapeutique. En premier lieu une analyse
phytochimique de I’extrait aqueux a été réalisée par détermination de la teneur des composeés
phénoliques tels que les phénols totaux, les flavonoides, tanins condensés par les méthodes
colorimétriques. L’analyse par HPLC-DAD a revelé la présence de 14 acides phénols et 7
flavonoides dans l’extrait aqueux avec différentes concentrations. Alors que 1’analyse par
GC/SM de I’extrait des saponines a révelé la présence de 4 stérols (Cholestanol, Stigmasterol,
26-Hydroxycholesterol, B-Sitostérol). Ensuite, des évaluations in vitro et ex vivo des activités
biologiques (antioxydante, antiproliférative, neuroprotectrice et antityrosinase) ont été réalisées
pour les deux extraits. Les résultats ont montré qu’A. articulata possede un pouvoir antioxydant
et antiprolifératif assez important et une capacité a inhiber la tyrosinase et
I’acéthylcholinestérase. Cette derniére a été déterminée in silico par approche d’un docking
moléculaire, qui a donné un bon score d'énergie libre de liaison par rapport au médicament
galanthamine (témoin). Les résultats de 1’évaluation in vivo de I’activité anti-inflammatoire
étudiée par les deux parametres investigués a savoir ; les pourcentages d’augmentation et
d’inhibition de 1’cedéme, ont fait état d’effets prophylactiques de 1’extrait aqueux et 1’extrait
des saponines.

Cette étude a permis de démontrer le potentiel thérapeutique de la partie aérienne de la
plante étudiée A. articulata, susceptible de constituer un trésor sur lequel les recherches doivent

se poursuivre afin de profiter de toute cette potentialité encore inconnue et inexplorée.

Mots clés : Anabasis articulata, extrait aqueux, extrait des saponines, HPLC/DAD,

GC/SM, activités biologiques, docking moléculaire.



Abstract

The purpose of our study is part of the research and contributions aimed at discovering the
virtues of medicinal plants and their exploitation in the field of traditional medicine. Within the
important heritage of medicinal plants that Algeria possesses, figure Anabasis articulata which,
thanks to its wealth of active phytochemical compounds, could be considered as a new
therapeutic potential. First, a phytochemical analysis of the aqueous extract was carried out by
determining the content of phenolic compounds such as total phenols, flavonoids, tannins
condensed by colorimetric methods. HPLC-DAD analysis revealed 14 phenol acids and 7
flavonoids in the aqueous extract at different concentrations. While GC/MS analysis of
saponins extract revealed the presence of 4 sterols (Cholestanol, Stigmasterol, 26-
Hydroxycholesterol, B-Sitostérol). Subsequently, in vitro and ex vivo assessments of biological
activities (antioxidant, antiproliferative, neuroprotective and antityrosinase) were conducted for
both extracts. The results showed that A. anabasis has a fairly strong antioxidant and
antiproliferative power and an ability to inhibit tyrosinase and acethylcholinesterase. The latter
was determined in silico by approach of a molecular docking, which gave a good binding free
energy score compared to the drug galanthamine (control). The results of the in vivo evaluation of the
anti-inflammatory activity studied by the two investigated parameters, namely: the increase percentages
and edema inhibition, reported prophylactic effects of aqueous extract and sterol-rich extract. This
study demonstrated the therapeutic potential of the aerial part of the studied plant A. articulata, which

could constitute a treasure on which research must continue in order to take advantage of all this still

unknown and unexplored potential.

Keywords: Anabasis articulata, aqueous extract, saponins extract, HPLC/DAD, GC/MS,
biological activities, molecular docking.
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Partie 1 : Introduction génerale



Partie 1 : Introduction générale

Plusieurs manifestations et sensations appelées communément effets secondaires telles
que les nausées, les démangeaisons, les diarrhées, les éruptions cutanées et autres sont définies
par 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), comme étant une réaction inattendue due a un
traitement medical.

Bien que des tests cliniques soient réalisés en laboratoire avant la commercialisation des
médicaments, il est difficile de prévoir I’ensemble des effets secondaires d’un traitement
pendant cette phase de tests, et ce, pour diverses raisons : durée limitée, différence de réponses
des organismes des patients, modifications des spécifications d’un traitement aprés les tests
cliniques (Megahed, 2014). A cet effet, il est nécessaire de réaliser une veille pharmacologique
apres I’autorisation de mise sur le marché d’un traitement. Parce qu’il est inattendu, un effet
secondaire est généralement négatif « effet indésirable », mais peut se révéler positif comme le
cas du Bacloféne, initialement autorisé pour le traitement de troubles musculaires, mais permet
aussi de traiter I’alcoolisme.

Le recours fréquent & la médecine traditionnelle & base de plantes est lié non seulement a

des raisons culturelles et de pauvreté, mais aussi a l'inefficacité de nombreux médicaments
existants et a leurs effets secondaires (Tenover, 2006).
La médecine traditionnelle peut étre définie comme la combinaison globale de connaissance et
de pratique, explicable ou non, utilisées pour diagnostiquer, prévenir ou éliminer une maladie
physique, mentale ou sociale, et pouvant se baser exclusivement sur 1’expérience et les
observations anciennes transmises de génération en génération, oralement ou par écrit.
(Sofowora, 2010).

Le régne végétal a toujours représenté une source importante de molécules bioactives a
I’exemple des composés phytochimiques. En effet, depuis I'Antiquité, les communautés
humaines ont fondé leur médecine primitive sur les pratiques phytothérapeutiques, ce qui
permet aujourd'hui d'affirmer qu'environ 25 % des médicaments modernes sont des métabolites
dérivés de plantes ou des composés synthétisés a partir de la structure chimique de ces dernieres
et qu'environ 60 % des médicaments anticancéreux sont des substances phytochimiques
(Paterson et Anderson, 2005 ; Gordaliza, 2007 ; Greenwell et Rahman, 2015 ; Singh et al.,
2016 ; Newman et Cragg, 2020).

La médecine traditionnelle est trés répandue dans le monde. Dans certaines régions, les
recettes ethnobotaniques transmises par les connaissances traditionnelles sont toujours
d’actualité et employées pour prévenir ou guérir des maladies et des troubles, bien que les

raisons scientifiques qui sous-tendent leurs effets biologiques n‘aient pas encore été clarifiées.
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Lors de la huitieme réunion de programme général de travail, couvrant la période de 1990-1995,
I’OMS a redéfini la médecine traditionnelle comme comprenant des pratiques thérapeutiques
existant souvent depuis des centaines d’années, avant le développement et la diffusion de la
médecine scientifique, et étant toujours appliquées aujourd’hui. Ces pratiques variant
largement, en accord avec 1’héritage social et culturel des différents pays (OMS. 1978 & 1991).

L'Algérie posséde un riche patrimoine de plantes médicinales qui sont prescrites par les
tradipraticiens pour traiter plusieurs maladies, notamment le diabéte et les maladies
cardiovasculaires (Eddouks et al., 2002).

Les plantes médicinales peuvent contenir des centaines voire des milliers de métabolites
secondaires, ou de principes actifs qui peuvent produire différentes actions physiologiques sur
le corps humain (Edeoga et al., 2005).

Nous avons donné une attention particuliére aux saponines qui sont des métabolites
secondaires, se trouvent sous forme de combinaisons d’une partie aglycone avec un ou plusieurs
sucre, il existe 3 types : les saponines triterpéniques, les saponines a alcaloides stéroidique et
les saponines stéroidiques (parmis eux on trouve les stérols ou phytostérols).

Les phytostérols sont un sous-groupe des stéroides et représentent une classe importante
de molécules bioorganiques dans les profils chimiques des plantes (Begley, 1994).

Les glycosides de stérols et les glycosides de stérols acylés coexistent avec les stérols libres
dans les membranes cellulaires, participant au contréle des processus métaboliques associés a
la membrane. Etant la forme basale des brassinostéroides chez les plantes, les stérols jouent un
réle important dans les processus et développement cellulaires. Enfin, ils servent également de
précurseurs a une grande variété de métabolites secondaires, tels que les glycoalcaloides, les
cardénolides et les saponines (Benveniste, 1986). Ces molécules jouent un réle fondamental
dans la santé humaine. Le B-sitostérol est un stérol qui ressemble structurellement au
cholestérol, il est connu pour son action d’empécher I’absorption du cholestérol, a inhiber la
croissance de diverses lignées cellulaires cancéreuses (Awad et al., 2005) , il est considéré aussi
comme un anti-inflammatoire, antibactérien et antifongique (Ling et Jones, 1995). Le
stigmasteérol Il agit comme un précurseur dans la synthése de la progestérone et agit comme
intermédiaire dans la biosynthese des androgénes, des oestrogénes, des corticoides
(Sundararaman et Djerassi, 1977) et dans la synthese de la vitamine D3 (Kametani et
Furuyama, 1987). Selon Kaur et al. (2011), le stigmastérol posséde des propriétés anti-
hypercholestérolémiantes, anti tumorales, antimutagenes, antioxydantes et anti-inflammatoires.

Les polyphénols végétaux ou les composés phénoliques sont des métabolites secondaires
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caractérises par un ou plusieurs groupes hydroxyles liés a un ou plusieurs cycles aromatiques
(Zhou et al., 2019), présents dans plusieurs boissons telles que les thés verts et noirs et le vin
rouge, et plusieurs aliments tels que les fruits, les Iégumes, le chocolat, I'huile d'olive et les
plantes (Zibadi et al., 2014). Certains polyphéenols sont spécifiques a un groupe d'aliments,
comme les isoflavones, qui sont spécifiques au soja, tandis que d'autres, comme la quercétine,
se retrouvent dans tous les produits vegetaux (Zibadi et al., 2014). Plusieurs molécules a
structure polyphénolique ont été retrouvées dans des milliers de plantes. Ces composés peuvent
étre classes en différents groupes en fonction du nombre de cycles phénoliques qu'ils
contiennent et des éléments structuraux qui lient ces cycles entre eux. En conséquence, ils
sont classés dans les groupes suivants: acides phénoliques, flavonoides, stilbénes
et lignanes (Manach et al., 2004) .
Les flavonoides eux-mémes peuvent étre divises en six sous-classes selon le type de structure
cyclique :  les flavonols, les flavones, les isoflavones, les flavanones, les
anthocyanidines et les flavanols (catéchines et proanthocyanidines) (Manach et al., 2004).
Les recherches récentes sur les composés phénoliques en général et les flavonoides sont trés
poussees en raison de leurs diverses propriétés physiologiques comme les activités
antithrombotique, cardioprotective, vasodilatoire, antiallergique, anti-inflammatoire,
hépatoprotective, antimicrobienne, antivirale, antibactérienne et anticarcinogénique
(Middleton et al., 2000 ; Ksouri et al., 2007). lls sont considérés comme bénéfiques par
plusieurs mécanismes biologiques (Hu et al., 2013). Ceux-ci incluent l'interaction avec les
métaux de transition, l'inactivation des radicaux libres, I'inhibition de la réponse inflammatoire,
la modulation de Il'activité de différentes enzymes et les effets sur les voies de signalisation
intracellulaires et I'expression des génes (Hu et al., 2013 ; Zibadi et al., 2014) . Ce sont des
antioxydants naturels a qui on attribue un réle dans la prévention et le traitement de plusieurs
affections diverses telles que I'obésité, le diabéte, I'ostéoporose, la dégénérescence des reins et
du foie, les cardiopathies et les maladies gériatriques, et la maladie d'Alzheimer
(Schluesener et al., 2014). par contre, les preuves épidémiologiques des gains de santé des
polyphénols contre le cancer sont encore limitées et controversées (Zamora-Ros et al., 2014).
Ces actions sont attribuées a leur effet antioxydant qui est du a leurs propriétés redox en
jouant un réle important dans la destruction oxydative par la neutralisation des radicaux libres,
piégeage de 1’oxygeéne, ou décomposition des peroxydes (Nijveldt et al., 2001). ). Les
antioxydants, tels que les composés phénoliques, sont bien connus comme agents de lutte contre
les espéces réactives de I'oxygene (Ha et al., 2009).

Le stress oxydant est un déséquilibre entre la manifestation de I'oxygene réactif et la
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capacité du systéeme biologique a éliminer rapidement les intermédiaires réactifs ou a réparer
les dommages qui en résultent. En outre, le stress oxydatif est causé soit par une diminution de
I'activité des défenses antioxydantes soit par une augmentation de la production de radicaux
libres ou les deux (Valko et al., 2007 ; Chidi et al., 2020).

Les espéces réactives de I'oxygene (ERO) réagissent avec les composés présents dans la cellule
entrainant I'oxydation, le réarrangement, la décomposition et la formation de métabolites
toxiques, altérant leur activité biologique (Bazylko et al., 2013) et par conséquent créant des
maladies chroniques dont les maladies neurodégénératives comme 1’ Alzheimer et la maladie de
Parkinson (Tabner et al., 2001), et également le cancer, en jouant le r6le de médiateurs dans
les phases d’initiation et de promotion (Wilson et Salamatian, 2003).

L’inflammation est un processus normal dans I’organisme humain et animal, elle agit pour
éliminer les infections et favoriser la cicatrisation des plaies (Liu et al., 2019). C'est un
mécanisme complexe, constitué d'une cascade d'événements séquentiels dans le tissu pour
éliminer la cause initiale du dommage cellulaire (Dos Reis Nunes et al., 2020). L'inflammation
est donc un mécanisme de défense essentiel a la santé (Nathan et Ding, 2010). La persistance
du processus inflammatoire augmente la production excessive des ERO (radicaux hydroxyles,
radicaux peroxyles et radicaux superoxydes), entrainant ainsi un état de stress oxydatif
(Tungmunnithum et al., 2018). On distingue alors 2 types d’inflammation. Une inflammation
aigué, qui est la premiére réponse face a une agression, dés lors qu’elle persiste anormalement
et en absence d’une résolution, s’installe une inflammation chronique et on retrouve alors les
manifestations pathologiques liées a ce mécanisme (Schwartz, 2011 ; Gattorno et Martini,
2016).

Quelque soit son siége et la nature de 1’agent agresseur, le déroulement d’une réaction
inflammatoire présente des caractéres morphologiques généraux et des mécanismes communs.
Néanmoins, les différentes étapes présentent des variations liées a la nature de ’agent
pathogene, a I’organe ou se déroule la réaction inflammatoire et au terrain physiologique de
I’hote :

- les récepteurs de surface des cellules reconnaissent les stimuli nuisibles ;

- les voies inflammatoires sont activees ;

- les marqueurs inflammatoires sont libéreés ;

- les cellules inflammatoires sont recrutées.

La réponse inflammatoire implique un réseau hautement coordonné de nombreux types de
cellules. Les macrophages, les monocytes et d'autres cellules activées sont les médiateurs des

réponses locales aux lésions tissulaires et aux infections. Au niveau des Iésions tissulaires, les
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cellules épitheliales et endothéliales endommagées libérent des facteurs qui déclenchent la
cascade inflammatoire, ainsi que des chimiokines et des facteurs de croissance, qui attirent les
neutrophiles et les monocytes. Les premiéres cellules attirées sur le site d'une Iésion sont les
neutrophiles, suivis des monocytes, des lymphocytes (cellules tueuses naturelles [cellules NK],
cellules T et cellules B) et des mastocytes (Robb et al., 2016). Les monocytes peuvent se
différencier en macrophages et en cellules dendritiques et sont recrutés par chimiotaxie dans les
tissus endommagés. Les altérations des cellules immunitaires médiées par I'inflammation sont
associées a de nombreuses maladies, notamment I'asthme, le cancer, les maladies
inflammatoires chroniques, I'athérosclérose, le diabéte et les maladies autoimmunes et
dégénératives (Chen et al., 2017).

De nos jours, le cancer du sein représente environ 24,5% de toutes les tumeurs
diagnostiquées chez les femmes et 15,5% des déces par cancer tous types confondus (Sung et
al., 2021).

Selon I’OMS (2020) dans le monde, plus de deux millions de cas de cancer du sein ont
été recensé et 684 996 déces, sont attribuables au cancer du sein. En Afrique du Nord, ’OMS
a enregistré 57 128 nouveau cas et 21 524 nouveau déces di au cancer du sein. En Algérie, sur
un total de 58418 cas de nouveau cancer de tous types, le cancer du sein domine le podium avec
un nombre de 12536 cas, soit 40,3% de la totalité des nouveaux cas de cancer (OMS, 2020).

Le cancer du sein se développe sur un tissu qui subit des modifications cycliques au
cours de la vie gynéco-obstricale, sous I’influence des facteurs hormonaux, génétique,
nutritionnels et médicamenteux. Des facteurs étiologiques n’ont pu étre mis en évidence, mais
des données physiologiques et épidémiologiques permettent de retenir un certain nombre de
facteurs de risque (Mousseau et Garnier, 2002). On compte :

- Facteur génétique : la mutation génétique

- Facteur familiaux : les antécédents familiaux

- Facteurs hormonaux : endogéne et exogene

- Facteurs liés a la reproduction : la multiparité, une grossesse a age précoce ou tardive,
I’allaitement.

- Facteurs sanitaires

- Facteurs sociodémographiques : 1’age et le sexe

- Facteurs liés a I’habitude de vie et nutrition : les activités physiques, 1’obésité, la
nutrition, le tabac et I’alcool.

- Facteurs environnementaux

- Niveau socioéconomique
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Le corps humain est constitué de plusieurs milliards de cellules contenant chacune un noyau
qui contient I’ADN. Cette cellule entre en mitose et donc va se diviser pour donner un clone
cellulaire contenant la méme information génétique que la cellule-mére. Cependant, il arrive
des fois qu’il y ait des perturbations du génome au niveau de la cellule-meére, qui lors de la
mitose aboutit a une cellule avec un ADN endommagé. Ainsi, ces nouvelles cellules filles seront
soit séparées, soit détruite en entrant en apoptose. Ainsi, une cellule saine effectue trois
processus au cours de sa vie : elle se divise, se différencie et entre en apoptose donc la mort
cellulaire. 1l existe alors un équilibre entre la régénération de nouvelles cellules et la destruction
des anciennes. On parlera de cancer lorsque cet équilibre sera rompu par des cellules qui
échapperont au mécanisme de régulation du corps humain. En effet, lors de la division
cellulaire, certaines cellules fille obtenue peuvent échapper a I’apoptose et au fur et & mesure
de I’accumulation des mutations elles peuvent devenir immortelles et donc cancéreuse
(BAZAN, 2014).

Les cellules MDA-MB-231 sont issues d'un cancer du sein agressif, peu différencié et
fortement métastatique. Le caractére invasif de ces cellules est principalement di a leur
production extracellulaire élevée d'enzymes protéolytiques, qui favorisent le développement de
foyers tumoraux secondaires. En outre, ce type de lignée tumorale ne peut pas étre traité par
I'normonothérapie, habituellement appliquée aux cancers endocriniens, car elle n'exprime pas
les récepteurs des cestrogenes et de la progestérone (une condition connue sous le nom de profil
double négatif), ce qui rend la pathologie difficile a prévenir ou a éradiquer (Liu et al., 2003 ;
Chavez et al., 2010).

La lignée cellulaire MCF-7, a été établie a partir d’un épanchement pleural par Michigan
Cancer Foundation en 1973. Malgré son origine, des métastases d'une tumeur avancée, la lignée
cellulaire est non invasive et représente un modéle de maladie a un stade précoce due a la
présence du récepteur d’estrogéne fonctionnel et de dépendance aux cestrogénes pour la
croissance a la fois in vitro et in vivo. En micro réseau profils, la lignée cellulaire MCF-7
appartient au sous type de cancer de sein nommeé luminal a (Kao et al., 2009).

Les polluants (Liyanaarachchi, 2018), I'exposition quotidienne de la peau au
rayonnement solaire (Nahhas et al., 2019), la fumée et les xénobiotiques générent des ERO
exogenes a l'intérieur du corps humain. Les especes réactives de l'oxygéne limitent les
mécanismes de défense antioxydants, entrainant un stress oxydatif sévere endogene dans
I'épiderme (Jiratchayama et Hasakul, 2020) et contribuent au photo vieillissement, a la
carcinogenese, a l'inflammation et a la prolifération cellulaire, etc. (Liyanaarachchi, 2018).

L'enzyme tyrosinase est une oxydoréductase dans la classification générale des enzymes et est
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impliquée dans le processus d'oxydation et de réduction dans I'épiderme. Ces réactions
chimiques que l'enzyme catalyse sont d'une importance capitale dans le processus de
mélanogénese. Ce dernier est lie a la formation de mélanine, un hétéropolymére de nature
indolique qui fournit les différentes tonalités de la peau et aide a la protection contre le
rayonnement ultraviolet. Cependant, une surproduction de pigment, provoquée par I'action de
la tyrosinase, peut provoquer différents troubles de la peau liée a I'nyperpigmentation. Plusieurs
études portant principalement sur les caractéristiques de I'enzyme ont été rapportées (Huh et
al., 2003).

Un moyen simple et efficace a mettre en ceuvre est d’éviter le soleil. Les UV sont en effet des
déclencheurs de la pigmentation en stimulant ’ARNm de la tyrosinase. Ils provoquent
¢galement la synthése de la vitamine D3 responsable de 1’activation de la tyrosinase et de 1’a-
MSH (Melanocytes Stimulating Hormone). L’exposition aux UV en outre crée un stress
oxydatif qui a son tour entraine une inflammation qui au final générera un signal qui stimulera
le mécanisme pigmentaire. De ce fait, il est possible de combattre les précurseurs de la mélanine
dans la réaction d’oxydation a I’aide d’antioxydants (Huh et al., 2003).

Dans I’agroalimentaire, la tyrosinase est connue comme 1’enzyme responsable du changement
de la couleur des fruits et de certains végétaux (brunissement). Ce phénoméne est dd a
I’oxydation de composés diphénoliques en quinone (Lee, 2002).

L’ Alzheimer est une maladie neurodégénérative progressive caractérisée par le dépot
neuropathologique de plaques séniles extracellulaires, d'enchevétrements neurofibrillaires
intracellulaires et d'un déclin cognitif progressif (Castellani et al., 2010). L'accumulation de
protéines B-amyloides (Ap) et Tau, se produit de maniére spatialement ordonnée (Braak et al.,
2006), La propagation spatiale de ces protéines pathologiques est indicative a la progression
temporelle de la maladie d’Alzheimer. L'inhibition de I'acétylcholinestérase (AChE), I'enzyme
clée responsable du clivage du neurotransmetteur acétylcholine (ACh) en acétate et choline
(Whittaker, 1990) par des inhibiteurs réversibles, constitue I'une des cibles thérapeutiques pour
le traitement de la maladie d’ Alzheimer. Etant donné que les inhibiteurs synthétiques de I' AChE
présentent des effets secondaires apres une administration a long terme aux patients (Alva et
al., 2008), il existe un besoin de nouveaux médicaments provenant de sources naturelles. |l
existe deux principaux processus typiques des polyphénols qui intéressent le développement
de la maladie d’Alzheimer : les mécanismes antioxydant et anti-inflammatoire, qui sont
également impliqués dans le mécanisme du vieillissement (Queen et Tollefsbol, 2010).

Afin de rationaliser au mieux les propriétés des composés phénoliques trouvés dans

I’extrait aqueux d’A. articulata et de déterminer les processus réactionnels impliquant ces
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composés dans 1’inhibition de I’enzyme AChE. On a eu recours a une méthode qui permet la
caractérisation des grandeurs électroniques, structurales et énergétiques d’un systéme
moléculaire mais également 1’élucidation des mécanismes d’interactions mis en jeu entre un
ligand et son récepteur (Doucet et al., 1996 ; Dugas, 2000). La méthode utilisée est la
modélisation moléculaire (Mécanique et Dynamique Moléculaire) qui a pour but de prévoir la
structure et la réactivité des molécules ou des systemes de molécules. Elle permet de prendre
en compte un nombre trés important d’atomes et/ou de molécules. Ceci est particuliérement
intéressant pour I’étude dynamique de systémes complexes. Les processus biologiques des
flavonoides impliquent trés souvent des systemes moléculaires complexes tels qu'une enzyme.
Il est alors possible de simuler le comportement d’une protéine en phase aqueuse, d’analyser
I’évolution des conformations du complexe protéine-ligand au cours du temps et de caractériser
les interactions hydrophiles et hydrophobes entre le ligand et le récepteur.

Avec le développement des outils informatiques dans les 20 dernieres années, la
modélisation moléculaire et plus précisément le docking moléculaire (assemblage ou amarrage
moléculaire) a rapidement investit le domaine de la recherche en biologie. Celui-ci peut étre
défini comme la recherche du meilleur appariement entre deux molécules. Le docking
moléculaire sert a prédire et a reproduire les interactions protéine-ligand, comme il peut servir
a ’optimisation de molécules et au criblage de base de données. En pharmacie, la découverte
et la mise au point de nouvelles substances médicamenteuses peut passer par le criblage de
bases de données avec des millions de composés pour une méme protéine cible, ce qui ne serait
pas réalisable en biologie classique. En général, la cible est une protéine et le ligand peut étre
une petite molécule organique ou une protéine (Salemme, 1976 ; Wodak et Janin, 1978 ; Sari
et al., 2007).

Dans notre investigation, nous avons donné une attention particuliere a une plante
endémique saharienne, utilisée par les gens du sud algérien, contre plusieurs pathologies
(cancer, diabéte, infections, inflammations...), en ’occurrence la plante Anabasis articulata
(Forssk.) Moq.

Le genre Anabasis L. appartient a la famille des Amaranthacées et comprend 28 espéces
halophytes et xérophytes trés adaptées pour survivre dans des environnements salins et arides.
Ces plantes sont principalement localisées en Asie centrale et sud-ouest et autour du bassin
méditerranéen, colonisant les deserts, les zones pierreuses et les wadies sableuses (O'leary et
Glenn, 1994 ; Lauterbach et al., 2019).

A. articulata (Forssk.) Mog. appartenant a la famille des Amaranthacés (ancienne

dénomination : Chenopodiacés) et nommeée localement ‘ajrem’, ‘Eshnan’, ou ‘Ramth’, une plante
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saharienne endemique a buisson bas, a souche épaisse et tordue, de couleur vert bleuté trés clair.
Les branches sont articulées et presque sans feuilles, pendant les périodes de grande sécheresse
les rameaux meurent et tombent au pied de la plante. Les feuilles opposées, ont une partie libre
trés courte, obtue ou terminée par une pointe blanchatre. Les fleurs blanches- roses sont isolées
a l'aisselle de chaque feuille. Le fruit est entouré de trois ailes dues a la dilatation de trois de ces
sépales (Ozenda, 2004).

£ e & B -

Figure 1: Photo de la plante Anabasis articulata (Forssk.) Moq

Les pratiques ethnobotaniques suggerent que les décoctions aqueuses de feuilles d'A. articulata
peuvent étre utilisées pour traiter le diabete, les infections rénales, la fiévre, les maux de téte et
les maladies de la peau, comme l'eczéma et les démangeaisons (Hammiche et Maiza, 2006),
les tiges ont de nombreux constituants actifs qui peuvent avoir plus d'un effet pharmacologique
(Kambouch et al., 2009).

Certaines études ont démontré que les composants phénoliques de cette espece végétale
possede des propriétés antioxydantes (Benhammou et al., 2013 ; Forni et al., 2019), d’autres
ont associé a cette espece d'autres bioactivités, telles que I'effet larvicide (Sathiyamoorthy et
al., 1997), hépatoprotecteur (Azza et al., 2014 ; Mohamed et al., 2014), et anti-inflammatoire
(Abdallah et al., 2014). A propos de ce dernier, les auteurs ont documenté la capacité d’A.
articulata a réduire les niveaux de prostaglandine (c'est-a-dire PGE2) et de TNF-a et a inhiber
I'activité de la Cyclooxygénase-2. Récemment, Benzineb et al. (2019) ont mis en évidence pour
cette plante un pouvoir antimicrobien important, tandis qu'El Dine et collaborateurs. (2018) ont
démontré que la fraction n-butanol d'A. articulata présentait une forte capacité agonistique envers
le récepteur- a activé par les proliférateurs de peroxysomes dans les cellules d'hépatome humain
(HepG2).

Le criblage phytochimique d’A. articulata a montré I'existence de saponines (El Dine et

al., 2018), de coumarines, de flavonoides, de composés phénoliques, d'alcaloides,
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d'anthraquinones, d'iridoides, de glycosides cyanogenes, de glycosides cardiaques, de glucides
ou de glycosides, de stérols insaturés ou de triterpénoides, et de tanins (Eman, 2014). En outre,
49 alcaloides appartenant a 16 classes ont été isolés et identifiés (Belyagoubi-Benhammou et
al., 2019). Cependant, les composants les plus abondants seraient les saponines (1.3%), qui ont
été détectées dans cette halophyte pour la premiere fois il y a plus de cinquante ans (Segal et
al., 1969 ; Eman, 2011 ; Mroczek, 2015). A cet égard, Kambouche et al. (2009) ont rapporté
que ces molécules étaient capables de réduire les niveaux de glucose dans le sang, fournissant
une preuve scientifique du potentiel antidiabétique d’A. articulata, comme le suggeére la
phytothérapie traditionnelle algérienne.

Selon des renseignements recueillis aupres de la population de Hassi rmel, il s’est avéré
qu’A. articulata est utilisée contre le cancer du sein, en la mélangeant avec d’autres plantes, la
consommation de ce mélange avec un produit laitier comme le yaourt donne un meilleur résultat
gue sa consommation avec du miel pour atténuer son amertume.

Cependant, aucune preuve expérimentale sur I'effet anti-tumoral d'A. articulata n’a été
enregistrée dans la littérature, pour cette raison, nous avons évalué le pouvoir antiprolifératif de
la plante, sur des cultures cellulaires du cancer sein, 2 lignées cellulaires sont utilisées ; MDA-
MB-231 et MCF-7, qui sont différentes genétiquement.

La présente étude vise a évaluer les activités biologiques décrites ci-dessus (antioxydante,
anti-inflammatoire, anti- tumoral, antityrosinase, et neuroprotective) et un dosage de composés
phénoligues (phénols totaux, flavonoides et tanins condensés), en utilisant deux extraits de cette
plante (extrait des saponines et extrait aqueux) qui ont subi une analyse par GC/SM et HPLC-
DAD respectivement, suivi par une analyse bio-informatique dans le but d'identifier de
nouveaux inhibiteurs d'acétylcholinestérase, sur la base de leur structure 3D, une étude de
modélisation moléculaire a été appliquée pour tester le type d'interactions entre les résidus du

site actif de I'enzyme et les composés végétaux.
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1. Récolte du matériel végétal

Ce modeste travail a été réalisé au sein des laboratoires, de recherche des Produits
Naturels, de I’Université de Tlemcen, a I’Université Tor Vergata, Rome, Italie et au niveau de
la Faculté des sciences naturelles de la vie & I’Université d’Oran 1.

La plante a été récoltée au début du mois de Mars 2018 dans un secteur de la région de
Béchar (Ouest algérien). La plante a été identifiée par le laboratoire d'écologie végétale,
département de biologie de I'Université de Tlemcen, par le Pr BOUDGHEN STAMBOULI
Hassiba.

2. Préparation du matériel végétal

Au laboratoire, c’est la partie aérienne d’A. articulata qui a servi aux différentes
analyses. Cette partie de la plante est en effet utilisee en médecine traditionnelle, car elle
contient probablement les principes actifs recherchés. La plante a été lavée, séchée a 1’abri de
la lumiere pendant quinze jours avant utilisation. Cette opération du séchage est suivie par le
broyage qui est réalisé juste avant chaque analyse et de préférence au moyen d’un mortier pour
éviter la dégradation des composés chimiques par la chaleur du broyeur.

3. Préparation des extraits
3.1. Extrait agueux

L’extrait aqueux est obtenu en macérant 3,3 g de la poudre avec 100 mL d’eau distillée,
pendant 24h a une température ambiante et a I’abri de la lumiére. L'extrait a ensuite été filtré et
desséché dans un évaporateur rotatif sous vide a 50 °C par le rotapaveur HAHVAPOR HS-
2005. Le résidu a été dissous dans 3 ml d'eau distillée et ensuite soumis a I’analyse.

3.2. Extrait des saponines

500g de poudre d’A. articulata ont d'abord été délipidé par 1L d’éther de pétrole (24h
x2). Le matériau dégraissé a ensuite été extrait avec 1L du MeOH a température ambiante
pendant 24h. L'extrait combiné de MeOH a été évaporé sous vide pour obtenir un extrait brut.
Cet extrait brut a été dissous dans MeOH et les saponines ont été précipités goutte a goutte par
I’addition de I’acétone froid en remuant. Cette procédure a été répétée 3 fois pour I’obtention
de toute la quantité de saponines présentes (Turhan et al., 1997).

4. Dosages

4.1. Dosage des phénols totaux
Le contenu phénolique total a été déterminé par spectrophotometrie en utilisant le test de réactif
Folin-Ciocalteu (Singleton et Rossi, 1965). Le réactif est réduit lors de I’oxydation de phénol,

en un mélange d’oxyde bleu de tungsténe et de molybdéne.
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Un volume de 200 pL de I'extrait aqueux a une dilution de 1/50 & partir de 131.06 mg/mL a été
mélangé avec 1 mL de réactif Folin-Ciocalteu, préalablement dilué 10 fois dans I'eau, et 0,8
mL d'une solution de carbonate de sodium a 7,5% dans un tube a essai. Apres 30 min
d'incubation, I'absorbance a été mesurée a 765 nm contre le blanc qui ne contient pas 1’extrait
et a l'aide d'un spectrophotometre Specord 200 plus Analytik Jena.
Pour la courbe d'étalonnage, l'acide gallique a été utilise comme étalon a différentes
concentrations. La teneur en phénols totaux a été exprimée en milligrammes d'équivalents
d'acide gallique par gramme de la matiére seche de plante (mg EAG /g MS).

4.2. Dosage des flavonoides
Le dosage colorimétrique décrit par Zhishen et al. (1999) a été utilisé pour définir les
flavonoides totaux. 500 pL d'extrait aqueux de plante a une dilution de 1/50 et 1/100 a partir de
131.06 mg/mL, ont été mélanges a 1500 uL d'eau distillée, 150 pL de NaNO2 a 5 % (p/v). Au
bout de 5 min, 150 uL d'AlICIs a 10 % (p/v) ont été ajoutés. Aprés 6 min d'incubation a
température ambiante, 500 pL de NaOH (1 M) ont été ajoutés. Le mélange a été immédiatement
homogénéisé et I'absorbance a été mesurée a 510 nm par rapport au blanc.
La catéchine, a plusieurs concentrations, a ¢té utilisée pour préparer la courbe d’étalon. Les
résultats ont été exprimés en milligrammes d'équivalents catéchine par gramme de matiére
séche de la plante (mg EC/g MS).

4.3. Dosage des tanins condensés
La teneur en tanins condensés dans l'extrait aqueux a été déterminée selon la méthode de
(Julkunen-titto, 1985) en mesurant les proanthocyanidines, en utilisant le dosage de la
vanilline. En bref, 50 pL de I'extrait aqueux (131.06 mg/mL) ont été mélangés avec 1500 pL
de solution de vanilline/méthanol (4 %, p/v), et la solution a été homogénéisée. Ensuite, 750
uL de HCI concentré ont été ajoutés et la solution a été incubée a température ambiante pendant
20 min. L'absorbance par rapport au blanc a été lue a 550 nm. La catéchine, a plusieurs
concentrations a éte utilisée pour préparer la courbe standard. Les résultats ont été exprimés en

mg d'équivalent catéchine par g de matiére seche de la plante (mg EC/g MS).
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5. Analyse de I’extrait aqueux par HPLC/DAD

Le profil biochimique de I'extrait aqueux d'A. articulata a été réalise a I'aide d'un systeme
HPLC équipé d'une pompe LC-20AD, d'un contréleur CBM-20A, d'un auto- échantillonneur
SIL-20a HT et d'un détecteur a barrette de diodes SPD-M20A (DAD) (Shimadzu, Kyoto,
Japon). Base sur la méthode de Zanella et al. (2019), les analytes ont été séparés par une
colonne Phenomenex Luna 3u C18 (2) (150 mm x 4,60 mm X 3 um, Phenomenex, Italie) en
utilisant des phases mobiles constituées d'acide formique a 1% (v /v) (phase A) et MeOH (phase
B), a un débit de 0,95 mL par minute. L'élution a commenceé a 15% de solvant B; cette condition
a été maintenue pendant 20 min et a été augmentée linéairement jusqu'a 35% de solvant B en
20 min et jusqu'a 90% en 60 min. Le volume d'injection était de 100 pL et la température de la
colonne était fixée a 40 °C. L'acquisition des données a été realisée a l'aide du logiciel LAB-
SOLUTION (Shimadzu). Les métabolites secondaires ont été identifiés et quantifiés en
comparant leur temps de rétention (minutes), leur spectre d'absorption de la lumiere UV et leur
surface de pic avec ceux de molécules standard pures (Sigma-Aldrich, Milan, Italie) (Acide
gallique, 3-Hydroxytyrosol, Acide vanillique, Epicatéchine, Acide rosmarinique, Acide 4-
Hydroxybenzoique, Acide chlorogénique, Acide caféique, Acide syringique, Acide p-
Coumarique, Resveratrol, Acide salicilique, Quercétine-3-glucoside, Myricétine, Quercétine,
5,7-Dimethoxycumarine, Génisteine, Kaempferol, Acide 1,1-Dimetilalyl caféique, Chrysine,
Acide phénéthyle ester caféique), les concentrations des courbes de calibration utilisés dans
cette analyse, varient entre 0 — 500ug/mL . Les résultats ont été exprimés en pg d'équivalent
standard par g de la matiere séche de la plante (ug ES / g MS).
6. Analyse de I’extrait des saponines par GC/SM

Dix mg d'extrait des saponines ont été remis en suspension dans 2 mL de méthanol pur

et incubés, sous agitation, pendant deux heures. Apreés centrifugation a 11000 g pendant 5 min,
deux microlitres de surnageant ont été injectés dans un systeme GC-MS QP2010 (Shimadzu,
Kyoto, Japon) équipé d'une colonne SH-Rtx-5MS (Shimadzu; longueur 30 m x diamétre 0,25
mm X épaisseur 0,25 pm) pour effectuer I'analyse. Le gradient de température a été réglé comme
suit: 100 °C pendant 2 min, 220 °C pendant 4 min (atteint a une vitesse de 15
°C / min), 290 °C pendant 7 min (atteint a une vitesse de 10 °C / min) et 310 °C pendant 15 min
(atteint a une vitesse de 8 °C / min). L'hélium a été utilisé comme gaz porteur a un débit constant
de 1 mL / min. Le spectre de masse a été obtenu par impact électronique (EI) a 70 eV (balayage
de 40 a 800 m/ z), la source d'ions et les températures d'interface étaient de 250 °C et 280 °C,

respectivement, et le temps de coupure du solvant était égal a 3 min. Tous les pics détectés dans
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le chromatogramme ont été analysés. Chaque molécule a été identité en comparant son profil
de masse a ceux des standards purs enregistrés dans la bibliothéque du NIST (National Institute
of Standard and Technology), chargé dans le logiciel de détection de I'instrument (logiciel
Solution). Les valeurs de similarité n'étaient considérées comme acceptables que si elles étaient

supérieures a 85%.

7. Etude du pouvoir antioxydant
Pour évaluer I’activité antioxydante in vitro des deux extraits, nous avons sélectionné
quatre méthodes qui ont I’avantage d’étre simples et rapides. Ses méthodes sont répété 3fois
pour la fiabilité des résultats, il s’agit :
o De la capacité antioxydante totale (CAT).
o Du test de piégeage du radical libre DPPH (2.2 diphényl-1 picrylhdrasyl).
o Du test de la réduction de fer.
o Test de blanchiment de B-caroténe couplé a I’auto-oxydation de 1’acide linoléique.
7.1. Capacité antioxydante totale

La capacité antioxydante totale (CAT) a été déterminée en suivant la méthode décrite
dans Prieto et al. (1999). Elle consiste a évaluer la réduction de molybdene Mo (V1) présent
sous la forme d’ions molybdate MoO42 & molybdate Mo (V) MoO? en présence de 1’extrait
pour former un complexe vert de phosphate/Mo(V) a pH acide.

Un aliquote d'extrait (0,3 mL) a une dilution de 1/50, a été mélangé avec 3 ml de
solution de réactif (0,6 M d'acide sulfurique, 28 mM de phosphate de sodium et 4 mM de
molybdate d'ammonium). Les tubes ont été bouchés et incubés a 95°C pendant 90 min. Ensuite,
les échantillons ont été refroidis a température ambiante et I'absorbance a été enregistrée a 695
nm, contre un blanc. L'acide ascorbique a été utilisé comme standard pour extrapoler I'activité
antioxydante de I'extrait qui a été exprimée en milligrammes d'équivalents d'acide ascorbique
par gramme de matiére seche (mg EAA/g MS). Cette manipulation a été répéte 3fois pour la
fiabilité des résultats.

7.2. Test du radical libre DPPH

Le DPPH est pratiquement, le radical libre le plus stable, en solution (méthanol ou
éthanol). Il est caractérisé par une couleur violette dont I’intensité est mesurée a 515nm. En
présence d’un donneur d’hydrogéne, le DPPH est réduit a la forme non radicalaire de couleur
jaune pale (forme d’hydrazine). Ce passage a la deuxieme forme est accompagné d’une
diminution de 1’absorbance (DO) qui peut étre exprimeée par le pourcentage de réduction de

DPPH conventionnellement une grande capacité de piégeage (réduction) des radicaux libres est
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considérée comme une grande activité antioxydant (Lee et al., 2003).

L'activité de piégeage des radicaux libres des échantillons a été déterminée par
spectrophotométrie par le dosage DPPH, comme décrit dans Sanchez-Moreno et al. (1998)
avec une légere modification. La forme radicalaire DPPH absorbe a 517 nm mais lors de la
réduction par un antioxydant, son absorption diminue. Briévement, cinquante microlitres de
concentrations comprise entre 0.0625 et 4 mg/mL, des extraits ont été ajoutés a 1.950 mL de
solution de méthanol DPPH a 0,025 g/L. Aprés incubation a température ambiante pendant 30
min, a l'obscurité, I'absorbance a été lue a 515 nm contre un blanc (extrait végétal et MeOH).
La solution de DPPH sans solution d'échantillon a été utilisée comme témoin. L'activité de
piégeage des radicaux libres du DPPH a été mesurée en pourcentage (%), en utilisant la formule
suivante :

I (%) = (Acontrsle — Aéchantilion/ Acontrole) <100
Ou Acontrsle €st I'absorbance de la réaction de contrdle et Aschantilion €St 1'absorbance en présence
de I'échantillon.

La concentration de I'extrait fournissant 50 % d'inhibition (ECso) a été extrapolée a partir
du graphique tracé des pourcentages d'inhibition obtenus en utilisant différentes concentrations
d'échantillon de plante. L'acide ascorbique a été utilisé comme témoin positif.

7.3. Test du pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur d’un extrait est lié¢ & son pouvoir antioxydant. Cette technique a été

basée sur la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe®*") présent dans le complexe
KsFe(CN)g en fer ferreux (Fe?*).
Le pouvoir réducteur a été déterminé selon la méthode d'Oyaizu. (1986). Différentes
concentrations comprise entre 0.0625 a 2mg/mL, des extraits ont été mélangées avec un tampon
phosphate (2,5 ml, 0,2 M, pH 6,6) et une solution aqueuse de ferricyanure de potassium a 1 %
(2,5 ml, KsFe(CN)s). Le mélange a été incubé a 50°C pendant 20 min. Des aliquotes d'acide
trichloracétique (2,5 mL, 10 %) ont été ajoutees au melange qui a ensuite été centrifugé a 3000
tr/min pendant 10 min. La couche supérieure de la solution (2,5 mL) a été mélangée avec de
I'eau distillée (2,5 mL) et une solution de FeCls fraichement préparée (0,5 mL, 0,1 %).
L'absorbance a été mesurée a 700 nm. Une absorbance accrue du mélange a été considérée
comme une augmentation du pouvoir réducteur. L'acide ascorbique a éte utilise comme controle
positif. La valeur ECso est déterminée a une DO égale a 0.5.

7.4. Test du blanchiment p-caroténe/acide linoléique

L'essai de blanchiment B-caroténe/acide linoléique a été déterminé en utilisant la méthode

de Moure et al. (2000). Deux milligrammes de B-carotene ont été dissous dans 10 ml de
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chloroforme ; 1 ml de solution de B-carotene a été mélangé avec 20 pl d'acide linoléique purifié
et 200 mg d'émulsifiant Tween 40. Le chloroforme a été éliminé dans un évaporateur rotatif
sous vide et le mélange résultant a eté immédiatement dilué avec 100 ml d'eau distillée. Quatre
mL de cette émulsion ont été ajoutés a 200 pL d'extrait vegétal a des concentrations entre
0.375 et 3mg/mL, ou d'antioxydant de référence. L'absorbance a 470 nm, qui a été considérée
at =0 min, a été immédiatement mesurée par rapport a un blanc, constitué de I'émulsion sans
[-carotene. Les tubes boucheés ont été placés dans un bain-marie a 50 °C pendant 2 h. Ensuite,
I'absorbance de chaque échantillon a été mesurée a 470 nm contre un blanc, constitué de
'émulsion sans B- caroténe. L'acide ascorbique a été utilisé comme témoin positif. Le contrdle
200 pL de méthanol a été utilisé a la place de I'extrait ou du BHA. L'activité antioxydante (AA)
a eté calculée selon I'équation suivante :
AA(%)= [(Aaaz20) - Cc20))/(Cc() - Ce(20)] x 100

Ou : Aaq20) représente 1’absorbance en présence de I’extrait a 120 min ; Ccqz0) représente
I’absorbance du contréle a 120 min ; Cc(o) représente 1’absorbance du contrdle a 0 min.
8. Inhibition de la tyrosinase

L'effet de I'extrait des saponines et de 1’extrait aqueux sur l'activité de la tyrosinase de
champignon (EC 1.14.18.1) a été déterminé par spectrophotométrie comme décrit
précédemment par Chang. (2009), avec de légéres modifications. En bref, les échantillons ont
été dissous dans du DMSO a la concentration initiale de 3 mg/ mL et ensuite dilué avec un
tampon phosphate (pH 6,8 ; 0,05 M). Quatre cents pL d'échantillon ont été mélangés avec 400
uL de L-tyrosine (0,5 mg / mL). Ensuite, 200 pL de solution de tyrosinase de champignon (0,1
mg / mL dans un tampon phosphate) ont été ajoutés et le mélange a été incubé pendant 30 min,
a 37 °C. Le tampon phosphate et la quercétine ont été utilisés, respectivement comme controle
négatif et positif. L'absorbance a été lue a 475 nm et le pourcentage d'inhibition de I'enzyme a
été calculé en pourcentage par rapport au témoin en utilisant 1’équation suivante :

AT(%)= [(Ac - Ae)/Ac] x 100
Ou : Acreprésente 1’absorbance en présence du contrdle; Ae représente 1’absorbance de
I’extrait.
9. Essai d'inhibition de I'acétylcholinestérase
9.1. Test de bioautographie par CCM

Le test CCM-AChE a été réalisé comme décrit par Mroczek. (2009). L'AChE d'anguille
électrique (EC 3.1.1.7) a été dissoute dans le tampon tris-HCI 50 mM, pour faire une solution
meére a 1000 U / ml, puis diluée avec du tampon tris-HCI 50 mM, pour obtenir 3 U/ ml. La

solution mere a été maintenue a -20 °C. Les deux extraits ont été appliqués a un niveau de 15
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tg sur des feuilles d'aluminium TLC gel de silice 60 F254. De la galanthamine (1 ug) a été
appliquée sur les plaques en tant que contréle positif. Apres migration des échantillons dans
une phase mobile appropriée EtOH/MeOH/H20 (100:13,5:12,5) mais contenant en plus 1,5 mg
mL d'acétate de 2-naphtyle, les plaques CCM ont été séchées a l'air. Les plaques ont ensuite été
pulveérisées avec 3 U/ml de solution d'enzyme, soigneusement séchées a nouveau et incubées
pendant 10 min & 37°C dans une atmosphére humide. Ensuite, les plaques ont été pulvérisées
par la solution rapide de sel bleu B (1,25 mg/mL, dans I'eau). Le fond violet a été révélé apres
1 min.

9.2. Dosage spectrophotométrique

L'activité inhibitrice de I'AChE de I'extrait des saponines a été déterminée en utilisant la
méthode d'Ellman et al. (1961), menée comme décrit par Ingkaninan et al. (2000), avec une
Iégere modification. Dans chaque cuvette, 295uL de tampon tris-HCI 50 mM ont été ajoutés a
100pL de 0,226 U/mL AChE en tampon tris-HCI 50 mM, 5uL d'extrait (ou galanthamine
comme contr6le positif ; ou méthanol comme contrdle négatif) dans du méthanol a différentes
concentrations, et 500 uL de 3 mM de DTNB dans du tampon tris-HCI 50 mM. Le mélange est
ensuite vortexé et incubé 15 min a 37 °C. La réaction est alors initiée par ajout de 100 pL
d'iodure d'acétylthiocholine 15 mM dans l'eau. L'hydrolyse de I'ATChI a été suivie par la
formation de I'anion 5-thio-2- nitrobenzoate de couleur jaune, en mesurant I'absorption a la
longueur d'onde de 405 nm toutes les 20 s pendant 4 min, avec le spectrophotométre UV
Optizen 2120. Les taux initiaux ont €té mesurés en tant que changement d'absorbance/temps.
Le pourcentage d'inhibition de I'AChE a été calculé a l'aide de la formule :

I (%) = 1 - (RRéchantillon/RRcontrole) x 100

OU : RRechantillon €St 12 vitesse de réaction de I'échantillon et RRcontrol €St celle du contrdle négatif.
L'activité inhibitrice de I'AChE a été exprimée en termes de valeurs ECso (a savoir la
concentration de I'échantillon nécessaire pour inhiber I'nydrolyse du substrat de 50%).
10. Analyse bio-informatique

10.1. Préparation de ligands et de proteines

Les structures tridimensionnelles (3D) de 21 composes d'A. articulata (L1-L21) ont été

préoptimisées au moyen du champ de force de la mécanique moléculaire (MM+) (Tableau 1).
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Tableau 1. 2D & 3D représentation des ligands utilisés. La structure des ligands été
prise du server PubChem.

Nom de la molécule Représentation 2D Repreésentation 3D
Acétylglucosamine OH

(co-cristallisation

ligand) &

Galanthamine

Galanthamine

L1 : Acide gallique o
HO
OH
HO
OH
1

L2:3 1o
Hydroxytyrosol
HO OH

2
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L13 : Quercétine-3-O-
glucoside

L14 : Myricétine

L15 : Quercétine

L16:5,7-
Dimethoxycoumarine

L17 : Génisteine
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L18 : Kaempferol

L19 : Acide caféique
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Apres cela, les structures minimisées résultantes ont été affinées a l'aide de la méthode
semi-empirique AM1 (Stewart, 2007), avec l'algorithme de gradient conjugué de Polak-Ribiere
de 0,01 kcal/Amol. Toutes les méthodes ont été implémentées dans le logiciel Hyperchem 8.0.8
(HyperChem v8. Molecular Modelling System, 2009); une base de données ou tous les
ligands végetaux ont eté convertis dans leurs structures 3D a été créée et a été utilisée comme
entrée dans le logiciel d'amarrage moléculaire (Molecular Operating Environment, 2013);
désormé MOE.

Les coordonnées cristallines aux rayons X de l'acétylcholinestérase (Protein Data Bank :
PDB ID : 1ZGC) a l'état lie avec I'enzyme avec I'acétylglucosamine ont été rapportées dans la
base de données Research Collaboratory for Structural Bioinformatics (RCSB) (Tableau 2).
Ces PDB (Figure 2) ont été sélectionnés pour les études de modélisation. Dans le dernier cas,

I'énergie des structures protéiques est minimisée a l'aide de l'algorithme de minimisation
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d'énergie de I'outil MOE. Cette énergie des protéines a été calculée (en kcal/mol) par MOE en
utilisant le champ de force MMFF94x avec la méthode du gradient conjuguant.

Tableau 2. Détails de I’enzyme acétylcholinésterase

Protéine Acétylcholinesterase (PDB ID: 1ZGC)
Methodes X-ray diffraction
Résolutions (A) 2.10

R-Value 0.196

Nombre de residues 543

ligands co-crystallisés Acétylglucosamine

Score du docking -5.77641153

Figure 2. Structure 3D de I’enzyme acétylcholinestérase (PDB ID: 1ZGC).

10.2. Modélisation moléculaire
Une étude d'amarrage moléculaire a été réalisée a I'aide de I'outil LigX, afin de :

1) Découvrir les interactions entre I'atome de ligand et les résidus de site actif (en tenant
également compte de leurs distances) ;

2) Comparer les affinités des composés vegétaux (L1-L21) a I'enzyme acétylcholinestérase

3) La formation d'un complexe ligand-enzyme et son score énergétique. Les calculs d'amarrage
ont été effectués en utilisant les parametres standards par défaut du progiciel MOE
(Molecular Operating Environment, 2013).

Dans ce programme, les ligands sont considérés comme flexibles tandis que les protéines
ont une structure rigide. Dans ce cas, le ligand de référence (acétylglucosamine) et le
médicament galanthamine ont d'abord été réinstallés dans la poche du site de liaison de
I'acétylcholinestérase et les valeurs de I'écart quadratique moyen (RMSD) entre I'amarrage et
les poses initiales ont été calculées. En général, la structure protéique avec une résolution
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comprise entre 1,5 et 2,5 A a été évaluée de bonne qualité pour des études ultérieures (Clément
et Slenzka, 2006), (Didierjean et Téte-Favier, 2016). A la fin de docking moléculaire, les
meilleures conformations des ligands ont été analysées pour leurs interactions de liaison et ont
été évaluées en termes d'énergies libres de liaison (S-score, kcal/mol) et d'interactions de
liaisons entre I'atome de ligand et les résidus du site actif (Simon et al., 2017).

10.3. Propriétés ADME
De nombreux agents thérapeutiques potentiels ne parviennent pas a faire l'objet d'essais
cliniques en raison de leurs parametres d'absorption, de distribution, de métabolisme et
d'élimination (ADME) défavorables ; en outre, ils ne vérifient pas la similitude avec le
médicament. Les regles de Lipinski et al. (1997), Veber et al. (2002), et Egan et al. (2000)
ont été appliquées et la surface polaire (TPSA), le nombre de liaisons rotatives (n-ROTB) et le
volume moléculaire (MV) ont été calculés a I'aide de la méthode SwissADME (Daina et al.,
2017).

10.4. Simulation de dynamique moléculaire
L'étude de simulation de dynamique moléculaire a été réalisée pour le ligand qui était declaré
comme le meilleur parmi les molécules sélectionnées. Cette analyse a été réalisée par iMODS,
il s'agit d'un outil de simulation de dynamique moléculaire rapide, convivial et efficace qui peut
étre utilisé efficacement pour étudier la dynamique structurelle des complexes protéiques. Il
fournit les valeurs de déformabilité, le facteur B (profil de mobilité), les valeurs propres, la
variance, la carte de co-variance et le réseau élastique. Pour un complexe ou une protéine, la
déformabilité dépend de la capacité a se déformer au niveau de chacun de ses résidus d'acides
aminés. La valeur propre est liée a I'énergie nécessaire pour déformer la structure donnée; plus
la valeur propre est faible, plus la déformabilité du complexe est facile. De plus, la valeur propre
représente également la rigidité des mouvements du complexe protéique. Ainsi, iIMODS est un
serveur rapide et facile pour déterminer et mesurer la flexibilité des protéines (Lopez-Blanco
et al., 2011; Lopez-Blanco et al., 2014; Prabhakar et al., 2016; Awan et al., 2017).
11. Activité anti-inflammatoire in vivo
Les procédures et protocoles expérimentaux utilisés dans cette étude ont été approuvés par le
comité institutionnel d'éthique animale (1205/c/08/CPCSEA, le 21.04.08). Des rats adultes
males et femelles pesant de 150 a 250 g ont été obtenus aupres du service des animaux de
laboratoire de I'Institut Pasteur d'Alger, Algérie. Les animaux étaient logés dans des cages en
polypropyléne, a une température de 20 + 2 °C et une humidité relative de 60 a 70 %, avec un
acces libre a I'eau et des granulés alimentaires standard. On a laissé les rats s'acclimater dans

I'animalerie pendant 1 semaine avant I'expérimentation. Toutes les expériences ont été menées
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apres un je(ne d'une nuit (l'eau était disponible).

L’extrait des saponines (50 et 100 mg/kg) et I’extrait aqueux (400 et 500 mg/kg) ont été
administrés a seize rats par gavage. Tous les animaux ont été observés pour évaluer I'éventuelle
toxicité aigué induite par I'extrait végétal apres 15 jours de traitement.

Les animaux ont également été soumis a un test d'cedéme inflammatoire de la patte, selon la
méthode de Trovato et al. (2001). Vingt-quatre rats ont été répartis de maniere aléatoire et
égale en six groupes. L'extrait des saponines a été dissous et disperse dans du Tween 80 (15 %)
et administré aux groupes 1 et 2 a des doses de 100 et 50 mg/Kg respectivement. L’extrait
aqueux a été administré aux groupes 3 et 4 a des doses de 400 et 500mg/kg respectivement. La
méme quantité de Tween 80 (15 %) a été administrée au groupe témoin 5. L'activité anti-
inflammatoire des deux extraits a été comparée a celle d'un groupe de référence 6 qui a été traité
avec 50 mg/Kg de diclofénac. Une heure apres 1'administration orale, un cedéme a été induit par
I'injection de 0,1 mL de solution de carragénine (0,5 %) dans la région sous-plantaire de la patte
arriére droite de tous les rats. La taille de I'cedeme a été mesurée par un pléthysmometre de 1 a
6 h apres 1'injection. Le pourcentage d'augmentation et d'inhibition de I'cedéme a été calculé par
les formules suivantes :

Pourcentage d'augmentation de I'eedéme (%) = (V1— Vo)/ (Vo) x 100
Pourcentage d'inhibition de I'cedéme (%) = (Ec— Ev/ Ec) x 100

D’ou V1 est le volume de patte du rat apres injection de carraghénine ; Voest le volume de patte
du rat avant injection de carragénine ; Ec est le volume d'cedéme du groupe témoin ; Etest le
volume d'cedéme du groupe traité.

12. Culture cellulaire

Deux lignées humaines de cancer du sein, MCF-7 et MDA-MB-231, ont été cultivées dans des
conditions standard dans le milieu Eagle modifié de Dulbecco (DMEM) et RPMI- 1640
respectivement, additionné de 10 % de sérum bovin feetal et d'antibiotiques (100 U/mL de
pénicilline ; 100 pg/mL de streptomycine), et cultivé a 37 °C en atmosphére humidifiée avec 5
% de CO..

o Evaluation antiproliférative (ex vivo)

L'extrait des saponines d'A. articulata a été incubé dans une solution alcoolique (100 %
d'éthanol) et laissé sous agitation a temperature ambiante pendant 24 heures, afin d'obtenir une
concentration finale de 6,6 mg d'équivalent d'échantillon frais par pL de solvant. L'extrait a été
filtré (0,2 um) et centrifugé, pour éliminer le culot résiduel. Les échantillons ont été conserveés

a-80 °C jusqu'a leur utilisation. Pour les traitements cellulaires, de 1 a 20 pL d'extrait alcoolique
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d'A. articulata, correspondant a 6,6-132 mg équivalent de matériel végétal, ont été utilisés pour
chaque mL de milieu de culture (MCF-7 et MDA-MB-231). Les cellules témoins (CNT) ont
été traitées uniqguement avec EtOH, au volume de traitement le plus élevé, pour vérifier
I'influence de ce solvant non toxique sur les cellules.

Les courbes de prolifération et de la cytotoxicité ont été mesurées en utilisant le colorant bleu
Trypan (Sigma-Aldrich) et en comptant les cellules vivantes et mortes par chambre Neubauer.
Ensuite, la croissance cellulaire a été quantifiée en fonction de I'activité mitochondriale grace
au kit de bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5- diphényltétrazolium (MTT) (Sigma-
Aldrich), selon les instructions du fabricant. Les résultats ont été exprimés en nombre absolu
de cellules dans les graphiques de prolifération, en pourcentage de cellules mortes ou en
pourcentage de variation par rapport au contréle (CNT), pris comme unité (100%), dans le test
MTT.

13. Analyses statistiques

Des analyses statistiques, ANOVA & un facteur et un test t de Student, ont été réalisées a I'aide
du logiciel XLSTAT 2018. Les résultats ont été exprimés en moyenne * erreur standard (n=3).
Les valeurs de p<0,05 et p<0,01 ont été considérées comme significatives (*) et tres

significatives (**), respectivement.
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1. Analyse de I’extrait des saponines par GC/SM

L'analyse GC-MS visait a détecter et identifier les saponines extraites de la partie
aérienne d'A. articulata. La structure et le chromatogramme des saponines identifiées sont
représentés sur les Figures 3 et 4, respectivement. Ainsi, 4 saponines ont été identifies et
reconnus, pour la premiére fois, dans cette plante : le B-sitostérol, le stigmastérol, le 26-
hydroxycholestérol et le cholestanol (Tableau 3). En effet, a ce jour, pour cette espece,
Belyagoubi-Benhammou et al. (2019), ont détecté 49 alcaloides, tandis qu'El Dine et al.
(2018), ont trouvé 4 saponines. Les phytostérols ont fait I'objet d'une attention particuliére au
fil des ans, en raison de leur capacité a réduire le cholestérol et a prévenir les maladies
cardiovasculaires (Garcia-Llatas et Rodriguez-Estrada, 2011). Le B-sitostérol est I'un des
nombreux phytostérols ayant une structure chimique similaire a celle du cholestérol (Bouic et
al.,, 1999). Il a des activitéss antioxydantes, antimicrobiennes, angiogéniques,
immunomodulatrices, antidiabétiques, anti-inflammatoires, anticancéreuses et antinociceptives
sans toxicité majeure (Awad et al., 2007). Le stigmastérol stoppe le développement de divers
cancers, dont I'hépatome (Kim et al., 2014), le cancer de la peau (Ali et al., 2015) et le cancer
du sein (Ayaz et al., 2019).

Les résultats obtenus par Metwally et ses collaborateurs. (2012), ont rapporté, dans la
partie aérienne d'A. articulata d'Egypte, la présence de quatre saponines, 3-O- glucopyranosyl
(stigmasterol, R-sitostérol, sitostanol) et 3-O-[3-D glucopyranosyl] oléanolique I'acide 3-O-[R-

D-glucopyranosyl-28-0-R-D-xylopyranosyl] oléanolique, en plus de I'acide procérique.

Tableau 3. Les saponines détectées par GC/SM, leurs pourcentages d’abondance (%)

et pourcentages de similarité comparés avec un standard enregistré dans la librairie du GC/SM.

Composés détectés Pourcentage Pourcentage de similarité
d’abondance (%) (% Sim)
Cholestanol 10.60 91
Stigmasterol 28.05 96
26-Hydroxycholesterol 0.37 85
p-Sitosterol 60.98 95
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p-sitosterol

Cholestanol

26-Hydroxycholesterol

Figure 3. Structures des saponines identifiées dans 1’extrait des saponines d’A. articulata.
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Figure 4 : Analyse par GC/SM. A: Chromatogramme GC-MS représentatif de I'extrait des
saponines d'A. articulata, avec une sélection sur la zone comprenant les saponines. B:
Agrandissement du chromatogramme avec les stérols identifés (1 : Choléstanol ; 2 :

Stigmastérol ; 3 : Stigmastérol ; 4 : B-Sitosterol).
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2. Activité antioxydante

La capacité antioxydante totale (CAT) de I'extrait des saponines était égale a 0.40 £ 0.01
mg d'EAA/g MS (Tableau 4). Les propriétés du pouvoir réducteur sont généralement associées
a la présence de réactions de réduction, qui ont la capacité de donner un électron aux radicaux
libres et de les convertir en produits plus stables. La capacité électrodonneuse de I'extrait était
dose-dépendante et égale a 1.45 + 0.51 mg/mL. Le potentiel antioxydant des extraits végétaux
dépend non seulement de la quantité de métabolites antiradicalaires mais également de la
structure chimique de ces molécules et de leur capacité d'interaction avec les especes
radicalaires. A cet égard, plusieurs études ont suggéré que le p- sitostérol a un effet antioxydant
significatif (Gupta et al., 2011).
Tableau 4. Tests du pouvoir antioxydant (DPPH, réduction de fer, B-carotene et CAT) de

I’extrait des saponines d’A. articulata.

ECso (mg/mL) CAT
(mg EAA/g MS)

DPPH Réduction du fer| p-caroténe

Extrait des saponines 1.54 £0.03 1.45+0.51 0.32 £ 0.008 0.40 £0.01

Acide ascorbique 0.09 £ 0.002 0.06 £ 0.02 0.01 £ 0.002

Comme le montre le Tableau 4, I'activité de piégeage des radicaux DPPH de I'extrait d'A.
articulata semble étre modéré, avec une valeur ECso égale a 1.54 + 0.03 mg/mL. Son activité
était plus au moins faible a celle de I’acide ascorbique utilisée comme contréle positif (ECso =
0.09 + 0.002 mg/mL).

A propos du test de la B-carotene, le résultat a montré que le pourcentage d'inhibition du
blanchiment du B-caroténe est proportionnel & la concentration en antioxydant introduit.
L'extrait des saponines a une bonne activité antiradicalaire avec une valeur ECso de 0.32 +
0.008 mg/mL, quant a l'acide ascorbique qui possede une meilleure activité avec une valeur
ECs00.01 +0.002 mg/mL.

Les résultats d'une étude de Baskar et al. (2012), ont montré que le B-sitostérol administré a
des rats provoquait une augmentation des antioxydants endogenes enzymatiques et non
enzymatiques, suggerant que le composé végeétal est un médicament chimio préventif efficace
pour la carcinogenese du c6lon. En particulier, il a été démontré que le B-sitostérol stimule les
enzymes antioxydantes en activant la voie dépendante du récepteur des cestrogénes/P13- kinase.

De plus, il a été rapporté que le B-sitostérol était capable de régénérer le GSH. Toutes ces
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preuves indiquaient que ce phytostérol pourra étre considéré comme un véritable piégeur de
radicaux libres (Vivancos et Moreno, 2005). De méme que Yoshida et Niki. (2003), ont
montreé les effets antioxydants des phytostérols B-sitostérol, stigmastérol et campestérol, contre
les lipides peroxydase.

L'étude menée par Belyagoubi-Benhammou et al. (2019), sur A. articulata de Béchar,
(Algérie) a montré un pouvoir piégeur de radicaux libres DPPH pour les extraits riches en
alcaloides avec une ECspallant de 1,24 a 5,35 mg/mL. Ce constat est en accord avec |e résultat
de la présente étude.

En comparaison avec la littérature, la partie aérienne d'A. aphylla d'Iran n'a montré aucune
activité antioxydante par le test DPPH (Bozin et al., 2008). Les extraits d'A. aretioides ont
révélé une bonne capacité a éliminer les radicaux libres et a prévenir la peroxydation des lipides,
bien que ces effets aient été principalement attribués a sa teneur en composés phénoliques
(Senhaji et al., 2020). De méme, El-Haci et ses collaborateurs. (2013), ont mis en évidence
que les extraits acétate d'éthyle, méthanolique et chloroformique de la partie aérienne d'A.
aretioides algériens ont un pouvoir piégeur de radicaux libres mesuré par le radical DPPH avec
des ECspallant de 72.15 a 86.73 mg/ mL.

3. Activité antityrosinase

Au cours des derniéres années, les inhibiteurs de la tyrosinase ont gagné une importance en
raison de I'impact de cette enzyme sur la mélanogénése humaine, le brunissement des plantes
et des champignons. Dans la méthode utilisée, I'activité inhibitrice de I'enzyme tyrosinase est
basée sur la mesure du dopachrome formé en présence de tyrosinase et de L-DOPA comme
substrat enzymatique (Chang, 2009).

L'extrait des saponines a montré une bonne capacité a inhiber I’enzyme tyrosinase avec
une valeur ECsg de 0.31 + 0.003 mg/mL, en comparant avec la quercétine (ECso= 0.12 + 0.05
mg/mL) (Figure 5). On peut considérer cet extrait comme un nouveau traitement contre les
troubles de I'hyperpigmentation. Les résultats de ce travail pourraient étre utiles dans
I'identification d'autres molécules veégétales et/ou pour la synthése chimique de nouveaux
composés a activité antityrosinase, en utilisant les informations obtenues sur l'interaction des
saponines et de I'enzyme tyrosinase.

En réalité, bien que d'autres inhibiteurs naturels de la tyrosinase, tels que I'arbutine, I'acide
kojique et l'acide azélaique soient utilises dans les cosmétiques et I'industrie pharmaceutique
pour leur capacité a réduire la production de mélanine, des désaccords sur leur efficacité et la

sécurité persistent encore. (Chang, 2009).
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Figure 5. Effet antityrosinase de 1’extrait des saponines d’A. articulata en comparant avec la
quercétine.

4. Activité anti-acétylcholinestérase

L'extrait des saponines d'A. articulata (15 ug) a été testé sur TLC pour son activité
inhibitrice potentielle contre 'AChE. La galanthamine a été utilisée comme contr6le positif (1
ng). L'extrait et le contrdle étaient actifs, montrant des taches blanches sur le fond violet (Figure
6).

Le test spectrophotométrique a montré que I'extrait avait une activité plus faible (valeur
ECso de 14,96 £ 1,21 mg/mL) devant la galanthamine (ECso = 0,0003£0,003 mg/mL).
Probablement, les composeés présents dans I'extrait pourrait agir a la fois comme inhibiteurs de
I'’AChE et agonistes des récepteurs de I'acétylcholine. L’étude menée par Shi et al. (2013) a
révélé que l'incorporation de B-sitostérol dans la cellule, est susceptible d’éviter le stress
oxydatif et la peroxydation lipidique induite par le glucose oxydase, cette observation indique

que le B-sitostérol pourrait avoir un effet bénéfique sur les maladies neurodégénératives, comme

la maladie d'Alzheimer.
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Figure 6. Photographie de la bioautographie de 1’inhibition de 1’acétylcholinestérase de
I’extrait des saponines.
5. Activité antiproliférative

Le test MTT a été réalisé pour évaluer 1'effet de 1’extrait des saponines sur la croissance des
cellules tumorales. Des expériences de criblage ont été réalisées en traitant des cellules, pendant
24 et 48 h, a différentes concentrations (de 6.6 a 132 mg/mL), afin d'individualiser les doses
d'extrait végétal capables d'affecter la croissance des cellules tumorales, sans induire de toxicité
élevée. Apres 24 h de traitement, I'extrait des saponines n'a pas exercé d'effet anti- prolifératif
pertinent sur MCF-7, alors qu'il a induit une réduction modéréement significative des cellules
MDA-MB-231 a la dose la plus élevée (99 et 132 mg/mL) (**p <0,01) comme le montrent les
Figures 7A et 7C. A 48 h, I'extrait d'A. articulata a induit une réduction de la prolifération
cellulaire indépendante de la dose, atteignant un niveau significatif uniqguement a la
concentration de 132 mg/mL (** p < 0,01), par rapport a I'échantillon CNT (Figure 7B). Les
meilleurs résultats antiproliferatifs ont été obtenus pour les cellules MDA-MB-231 aprées
exposition a 26.4, 46.2, 79.2, 99 et 132 mg d'extrait végétal par mL de milieu de culture. Ces
résultats trés préliminaires ont indiqué que les saponines présentes dans A. articulata pourraient
étre utilisees comme composés antiprolifératifs potentiels pour les thérapies contre le cancer du
sein. En particulier, il semblait que I'extrait végétal était plus efficace contre les cellules MDA-
MB-231 que MCF-7. Ce phénomeéne pourrait étre di a la différence génétique existant entre
ces deux lignées de cellules tumorales, comme la présence de récepteurs qu'elles exposent a

leur surface. En fait, alors que le MCF-7 posséde a la fois des récepteurs aux cestrogénes et a la
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progestérone, le MDA-MB-231 est double négatif et n'est pas sensible a ce type d'hormones.

Les phytostérols sont chimiquement trés similaires aux hormones cestrogéniques et ils
peuvent probablement se lier aux récepteurs MCF-7, maintenant actif le taux de prolifération
basale de ces cellules. Au contraire, ces métabolites végétaux pourraient activer d'autres voies
de signalisation sur MDA-MB 231, induisant I'apoptose, la différenciation ou la sénescence.
Assurément, d'autres études devraient étre menées pour confirmer ces preuves et clarifier les
mécanismes moléculaires induits par 1'extrait végétal sur ces cellules tumorales. Le B- sitostérol
identifié dans I'extrait des saponines d'A. articulata pourrait étre responsable, selon Chai et al.
(2008), de la réduction de la prolifération cellulaire. Saeidnia et al. (2014), ont révélé une
augmentation de I’activité de la caspase dans les cellules MCF-7 aprés exposition a B-sitostérol,
entrainant I’induction de 1’apoptose. En outre, ce composé a également montré une activité
antiproliférative et apoptotique dans les cellules leucémiques humaines U937, en activant la
caspase-3 et le changement du rapport Bax/Bcl-2 (Park et al., 2007). Cependant, les résultats
de Ju et al. (2004), ont montré que le B-sitostérol présentait un effet stimulateur sur les cellules
MCEF-7, corroborant les données actuelles. Awad et al. (2000), ont documenté que les cellules
MDA-MB-231 traités avec P-sitostérol ont augmenté leur taux d’apoptose et réduit leur
croissance cellulaire. Ces travaux indiquent que les phytostérols peuvent étre utilisés pour
prévenir le cancer du sein, tel que proposeé par notre étude.
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Figure 7. Test MTT réalisé dans les cellules MCF-7 (A et B) et MDA-MB-231 (C et D).
Des expériences ont été réalisees a 24h (A et C) et 48 (B et D) aprés traitement avec des
saponines d'A. articulata a différentes concentrations (6,6 -132 mg/mL) **p<0.01.

6. Activité anti-inflammatoire in vivo

Aprés ’administration orale des deux extraits, aucun changement de comportement ni de
mortalité n’ont été enregistrés chez tous les animaux observés 15 jours apres I'administration
des échantillons.

L'activité anti-inflammatoire d'A. articulata a été étudiée en administrant de faibles doses
physiologiques d'extrait des saponines et en utilisant du diclofénac comme témoin positif
représentatif. Aprés 3 h de prétraitement avec 1’extrait, le volume de la patte a été réduit pour
les deux groupes de rats traités par rapport au témoin, de la méme maniére que le rat traité au
diclofénac (exposé a 50 mg/Kg) (Figure 8). L'extrait a la dose de 100 mg/Kg a atteint son
activité maximale 3 h apreés l'injection du carragénine moins efficace a 50 mg/Kg. L'effet
d'inhibition de I'extrait semblait dépendre du temps et de la dose (Figure 9).

L'effet anti-inflammatoire a persisté méme apres six heures d'induction de I'inflammation, en

particulier a 100 mg/Kg. L'eedéme inflammatoire de la patte a disparu de maniére intensive chez
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les animaux traités avec des concentrations de 50 et 100 mg/kg, ou I'effet anti- inflammatoire
était constant aprés la quatrieme heure d'injection. L'analyse ANOVA appliquée au pourcentage
d'cedéme accru et a I'effet anti-inflammatoire avec le test t de Student a été considérée comme
statistiqguement significative pour les valeurs P < 0.05, modérément significative pour p <0.01
et hautement significative pour p <0.001. Le pourcentage d'cedéme accru du diclofénac sodique
¢était hautement significatif par rapport au témoin a la troisiéme heure. Ce pourcentage d'cedéme
accru était hautement significatif pour I'extrait a 50 et 100 mg/kg a la quatrieme heure par
rapport au témoin.

Dans ce contexte, Abdallah et al. (2014), ont trouvé que les fractions n-butanol d'A.
articulata étaient trés efficaces, avec une valeur de 68 % d’inhibition de 1’cedéme, contre treize
plantes sélectionnées originaires d’Arabie Saoudite. Cette littérature est en accord avec nos

conclusions.

mControl  mDiclofénac Extrait 100mg/mL  m Extrait 50mg/mL
50

45
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Figure 8. Pourcentage d’augmentation de I’cedéme aprés traitement avec controle, extrait des
saponines a 100 et 50 mg/Kg, et diclofénac (n=4 animal par groupe); *p < 0.05; **p < 0.01,
***p< 0.001, comparé avec le contréle.
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Figure 9. Effet anti-inflammatoire de 1’extrait des saponines a 100 et 50 mg/Kg en comparant

avec diclofénac (n=4 animals par groupe).
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8. Analyse de I’extrait aqueux par HPLC/DAD

Les résultats chromatographiques ont été exprimés en pg d'équivalent standard par g du poids
sec de la plante (ug ES/g PS) (Tableau 5). En détail, vingt et un composés phénoliques ont été
détectés, identifiés et quantifiés dans I'extrait aqueux. Comprenant quatorze acides phénoliques
(acide gallique ; 3-hydroxytyrosol ; acide vanillique ; acide rosmarinique ; acide 4
hydroxybenzoique ; acide chlorogénique ; acide caféique ; acide syringique ; acide -coumarique
; resveratrol ; I'acide salicilique ; la 5,7 diméthoxycumarine ; I'acide 1,1-dimétil allyl caféique ;
I'ester phénétique de Il'acide caféique) et sept flavonoides (épicatéchine ; quercétine-3-O-
glucoside ; myricétine ; quercétine ; génistéine ; kaempférol ; chrysine) (Figure 10).

Par rapport a la littérature, A. articulata semble étre riche en acides phénoliques selon
Ghembaza et al. (2015). A notre connaissance, aucun travail n'a effectué la caractérisation
chimique de I'extrait aqueux de la partie aérienne d’A. articulata, bien que certains auteurs aient
identifi¢ la saponine B-sitoglucoside dans les feuilles de cette plante et ont associé a ce

métabolite secondaire une activité antihyperglycémique (Kambouche et al., 2009).

Tableau 5. Détection et quantification des composés phénoliques par HPLC dans I'extrait

aqueux d'A. articulata.

Nom Temps de rétention ug/gram de plante
Acide gallique 3.23 0.4278 £ 0.0204
3-Hydroxytyrosol 5.30 0.8109+ 0.0305
Acide vanillique 10.92 0.5475+ 0.0373
Epicatéchine 11.49 1.941+0.0771
Acide rosmarinique 26.56 0.2022+ 0.0161
Acide 4-Hydroxybenzoic 8.91 0.4167+0.0188
Acide chlorogenique 9.74 0.8814+ 0.0441
Acide caféique 11.23 0.1533+ 0.0078
Acide syringique 12.76 0.2085+ 0.0115
Acide p-Coumarique 16.28 0.2094+ 0.0123
Resveratrol 18.03 1.4187+0.0719
Acide salicilique 24.20 1.9893+ 0.0993
Quercetine-3-glucoside 24.46 1.8048+ 0.0921
Myricétine 26.93 2.0007+ 0.1202
Quercétine 31.59 0.8277+0.0392
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5,7-Dimethoxycumarine

32.81

0.9585+ 0.0488

Génisteine

33.16

0.8436+ 0.0441

Kaempferol

35.44

0.1713+ 0.0088

Acide 1,1-Dimetilalyl caféique

41.04

0.0162+ 0.0008

Chrysine

41.65

0.0051+ 0.0003

Acide phénéthyle ester caféique

41.89

0.012+ 0.0003

Datafile Name:snp9094.tmp
Sample Name:Anabasis estratto acquoso
Sample ID:Anabasis estratto acquoso

$80nm 4

754
70+
65+
60+
554

504

35
30+
254
204
15+

10 '

pm |

|
| |

' I | f
W“ | “‘\ N il

|
|
UW

I ) | I A
[RAVVRSVAC) “"“/L\/\/“‘M/“ U (AR AR Py v

20.0

T T T T T T
225 25.0 275 30.0
Datafile Name:snp9094.tmp
Sample Name:Anabasis estratto acquoso
Sample ID:Anabasis estratto acquoso

mAU
80nm, 44

37.5

35.0

325+

30.0

27.5

25.0

225

20.0

17.54

15.04

12.54

10.04

7.

o

5.0

) Il

A \‘\\ (]
UV WS W Wi W
259

|
0.0+~

[R A L T H B B  B B B y B  yB B L L T S B S B B B By B B
0.0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 20.0 225 25.0 275 325 35.0 375 40.0

Figure 10. Chromatogramme HPLC/DAD représentatif de I'extrait aqueux.
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9. Quantification des phénols totaux, des flavonoides et des tanins condenses dans

P’extrait aqueux

Les teneurs en phénols totaux, en flavonoides et en tanins condensés présents dans I'extrait
aqueux d’A. articulata sont indiquées dans le Tableau 6. Les valeurs enregistrées s’établissent
a 43,42+ 0,75 mg EAG /g MS pour les phénols totaux, 0,87+ 0,03 mg EC/g MS pour les
flavonoides et 3,05+ 0,25 mg EC/g MS pour les tanins condensés. Ces valeurs sont comparables
a celles précédemment rapportées par Ghembaza et al. (2015). Ces auteurs ont révélé que la
quantité de phénolique total était de 25,48 mg EAG/g MS, tandis que flavonoides 3,08 mg CE/g
MS et les tanins condensés 4,03 mg CE/g MS. Les différences entre ces valeurs peuvent étre
liées aux conditions d’extraction, la partie de la plante utilisée, la saison de récolte et le lieu
géographique de croissance de cette plante. Dans une autre étude, Benzineb et al. (2019), ont
rapporté que les quantités de composés phénoliques et de flavonoides dans I'extrait
méthanolique d’A. articulata étaient respectivement de 0,230 mg EAG /mg et 0,0095 mg
EC/mg.

Tableau 6. Teneurs en phénols totaux, en flavonoides et en tanins condensés de I'extrait aqueux

d'A. articulata.

Phénols totaux Flavonoides Tanins condensés
(EAG /g MS) (EC/g MS) (EC/g MS)
Extrait agueux 43.42 £ 0.75 0.87 0.03 3.05+0.25

10. Activité antioxydante

Les résultats des propriétés antioxydantes de I'extrait aqueux d'A. articulata par quatre
différents tests sont résumés dans le Tableau 7. Notre extrait détient des potentialites a piéger
le radical DPPH (ECso=2.78 + 0.19 mg/mL), a réduire le fer (1.85 + 0.41 mg/mL) et a inhiber
le blanchiment de la p-carotene (1.67 = 0.10 mg/mL). Ces effets restent faibles
comparativement a I’acide ascorbique comme le montre le Tableau 7. Concernant la capacité
antioxydante totale, la teneur enregistrée est de 13.51 £ 0.79 mg EAA /g MS.
Ces données sont cohérentes avec celles rapportées dans d'autres travaux reportés sur A.
articulata (Hamdoon et al., 2013; Belyagoubi-benhammou et al., 2019 ; Benzineb et al.,
2019).
Cette activité est due probablement a la teneur élevee en phénols totaux et aussi a la qualité des
composés dans cet extrait, ce qui est confirmé par I'analyse HPLC/DAD. Il a été rapporté que
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les aglycones de flavonol, comme la myricétine et la quercétine, et les acides phénoliques
trouvés dans I'extrait aqueux sont des piégeurs de radicaux libres élevés, des chélateurs de
métaux et des antioxydants puissants (Nardini et Stella Foddai, 2020), principalement en

raison des groupes hydroxyle et des doubles liaisons de leurs structures chimiques.

Tableau 7. Tests d’étude du pouvoir antioxydant (DPPH, réduction de fer, p-carotene et CAT)

de I’extrait aqueux d'A. articulata.

ECso (mg/mL) CAT
(mg EAA /g MS)

DPPH Pouvoir réducteur | p-caroténe
Extrait aqueux 2.78 £0.19 1851041 1.67+£0.10 13.51£0.79

Acide ascorbique [0.09 +0.002 0.06 +0.02 0.01 +0.002

11. Activité antityrosinase
Le résultat de 1’étude de I’activité antitirosynase de 1’extrait aqueux d'A. articulata est illustré

dans le Figure 11. Cet extrait a une bonne activité antityrosinase avec une valeur ECso de 0.11
+ 0.08 mg/mL par rapport a la quercétine (ECso = 0.12 + 0.05 mg/mL). Corradi et al. (2018)
ont découvert que l'acide gallique est le composé clé lié a l'activité de la tyrosinase. Divers
réactifs anti-mélanogenes naturels contiennent des structures phénoliques (Kim, 2007). Par
ailleurs, de nombreux inhibiteurs de tyrosinase sont des dérivés de flavonoides (Briganti et al.,
2003 ; Seo et al., 2003). Ainsi, la présence de phénols et de flavonoides chez A. articulata peut

expliquer son activité.
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Figure 11. Effet antityrosinase de I’extrait aqueux d’A. articulata en comparant avec la

quercétine.
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12. Activité anti-acétylcholinestérase

L'extrait aqueux d'A. articulata a été testé sur CCM pour son activité inhibitrice contre I'AChE.
La galanthamine a été utilisee comme contr6le positif. L'extrait de plante et le controle étaient
actifs, montrant des taches blanches sur le fond violet (Figure 12). Plusieurs flavonoides ont
été détectés dans l'extrait et en grande quantité. Sachant que, les flavonoides a activité
inhibitrice de I'AChE sont des composés naturels prometteurs pour le développement de
médicaments potentiels contre la maladie d'Alzheimer (Ji et Zhang, 2006). Il est aussi noté que
les flavonoides possédent une forte activité inhibitrice de I'AChE, une forte activité
antioxydante et une faible toxicité (Uriarte-Pueyo et Calvo, 2011). Toutes ces preuves
encouragent l'utilisation d’A. articulata comme source d'inhibiteurs de I'AChE a des fins

thérapeutiques.

Figure 12. Photographie de la bioautographie de I’inhibition de I’acétylcholinesterase de
I’extrait aqueux
13. Analyse bio-informatique
a. Simulation de la modélisation moléculaire
Selon les résultats obtenus dans le Tableau 8, les ligands acide rosmarinique, acide
chlorogénique, quercétine-3-O-glucoside, myricetine, quercétine, kaempférol, épicatéchine et
ester phénéthylique de l'acide caféique ont montré des poids importants, entre 464,38 g/mol et

284,31 g /mol. Ces composes sont plus flexibles et ont un grand nombre d'interactions de
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liaisons hydrogene donneur et accepteur. Les scores de la modélisation (kcal/mol) recus apres
les simulations impliquant tous les ligands (L1-L21) avec l'acétylcholinestérase (1ZGC) ont été
répertoriés dans le Tableau 9. Le score d'énergie libre de liaison pour la plupart des composés
était compris entre -6,5730648 kcal/mol et -7,34900761 kcal/mol. L'acide rosmarinique (L5) a
fourni le meilleur score de modélisation (-7,34900761 kcal/mol) ; le complexe formé par L5-
1ZGC avait le score énergétique le plus bas par rapport aux autres complexes, y compris le
ligand de référence (-5,77641153 kcal/mol) et le médicament galanthamine (-6,31187296
kcal/mol), qui est classé comme un bon inhibiteur de I'acétylcholinestérase et utilise comme
traitement pour les maladies neurodégénératives, comme la maladie d'Alzheimer (Figure 13A).
Le mode de liaison observé pour I'acide rosmarinique (L5) avec les résidus du site actif de
I'acétylcholoinestérase montre trois interactions H-donneur. Ce dernier appartenait a I'intervalle
des interactions fortes avec les acides aminés polaires chargés négativement : SER286, TYR70
et TYR12 (Figure 13A). La galanthamine a formé une interaction liée a I'nydrogéne avec le
résidu PHE330 (Figure 13J). Aussi I’acide chlorogénique L7 (-7,32191753 kcal/mol, 3
interactions de liaisons hydrogene), L13-Quercétine-3-O-glucoside (-7,32139492 kcal/mol,
interactions de 4 liaisons hydrogéne), L14 -Myricétine (-7,21966839 kcal/mol, 5 interactions
de liaisons hydrogéne), L18- Kaempférol (-6,96034765 kcal/mol, 4 interactions de liaisons
hydrogéne), L21-Ester phénéthylique de I'acide caféique (-6,9382143 kcal/mol, 2 interactions
de liaisons hydrogéne), L15-Quercétine (-6,92623806 kcal/mol , une interaction liee a
I'nydrogene), L4-épicatéchine (-6,85264111 kcal/mol, 3 interactions liées a I'hydrogéne) et
L20-chrysine (-6,5730648 kcal/mol, 3 interactions liées a I'nydrogéne) ont donné de trés bons
scores d'énergie libre de liaison, par rapport aux résultats de la modélisation du médicament
galanthamine. 1l a été prédit qu'ils forment des complexes trés stables avec une meilleure
complémentarité avec I'enzyme acétylcholinestérase. Selon ces données de modélisation,
certaines molécules extraites d'A. articulata pourraient étre classées comme de nouveaux
inhibiteurs potentiels de I'enzyme acétylcholinestérase et appliquées comme traitement futur

pour les maladies neurodégéneratives.
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Ligands Poids TPSA(A?) Log P Log S
(g/mol)

Acide rosmarinique 360.32 144.52 (5:don,7 :acc) 1.76 -2.65
Acide chlorogénique 354.31 164.75 (6:don,8 :acc) -0.65 -1.49
Quercétine-3-O-glucoside 464.38 206.60 (8:don,11 :acc) -0.73 -2.55
Myricétine 318.24 147.68 (6: don,7 :acc) 1.72 -2.41
Kaempferol 286.24 107.22 (4:don,5:acc) 2.31 -3.14
Acide caféique phénéthyle 284.31 66.76 (2:don,3:acc) 2.90 -3.38
ester

Quercetine 302.24 127.45 (5:don,6:acc) 2.01 -2.77
Epicatéchine 290.27 110.38 (5:don,6:acc) 1.64 -1.74
Chrysine 254.24 66.76 (2:don,3:acc) 2.71 -3.82
Galanthamine 287.36 41.93 (1:don,4:acc) 2.12 -2.29
Acide gallique 170.12 97.99 (4:don,5:acc) 0.50 -0.27
3-Hydroxytyrosol 154.16 60.69 (3:don,3:acc) 0.63 -0.49
Acide vanillique 168.15 66.76 (2:don,4:acc) 1.10 -1.04
Acide 4-Hydroxybenzoique 138.12 57.53 (2:don,3:acc) 1.09 -0.99
Acide caféique 180.16 77.76 (3:don,4:acc) 1.20 -1.14
Acide syringique 198.17 75.99 (2:don,5:acc) 1.11 -1.09
Acide p-Coumarique 164.16 57.53 (2:don,3:acc) 1.49 -1.50
Resveratrol 228.25 60.69 (3:don,3:acc) 2.97 -3.17
Acide salicylique 138.12 57.53 (2:don,3:acc) 1.09 -0.99
5,7-Dimethoxycumarine 206.20 44.76 (0:don,3:acc) 1.64 -2.87
Genisteine 234.39 6.48 (0:don,2:acc) 2.35 -1.55
Acétylglucosamine 221.21 119.25 (5:don,6:acc) -3.08 0.87
Acide caféique 1,1- dimethylallyl 248.28 66.76 (2:don,3:acc) 2.62 -2.71
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Figure 13. Les meilleurs complexes formés entre les ligands et leurs récepteurs.

A: complexe acide rosmarinique-acetylcholinesterase; B: complexe acide chlorogenique-
acetylcholinesterase; C: complexe Quercetine-3-O-glucoside-acetylcholinesterase; D:
complexe Myricetine-acetylcholinesterase; E: Complexe Kaempferol-acetylcholinesterase;
F: interaction entre acide caféique phénéthyel ester et acetylcholinesterase; G: interaction
entre Quercetine et acetylcholinesterase; H: interaction entre Epicatechine et
acetylcholinesterase; I: interaction entre Chrysine et acetylcholinesterase; J: interaction entre
galanthamine et acetylcholinesterase.
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Figure 14. Représentation 2D des meilleurs complexes entre ligands et leurs récepteurs.
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Tableau 9. Score d’ammarge et distances des liaisons entre les ligands (L1-L21) et

I’acétylcholinestérase.

Partie 3 : Résultats et discussion

Ligands SP Docking Résidus en Types of Distance  Energie
Score interaction de la bonds (A) (kcal/mol)
(énergie de cible
liaison)
(Kcal/mol)
Lref: - / / / /
Acetylglucosamine 5.77641153
Galanthamine - 6-ring PHE 330 H- pi 4.43 -0.6
6.31187296
L1 : Acide gallique - O3 HIS 440 H-donor 2.98 -1.9
4.82641649 5-ring TRP 84 pi-pi 3.64 -0.0
6-ring PHE 330 pi-pi 6.69 -0.0
L2 : 3-Hydroxytyrosol - 6-ring TRP 84 pi-pi 3.91 -0.0
490630341 5-ring TRP 84 pi-pi 3.68 -0.0
L3 : Acide vanillique - 02 GLU 199 H-donor 2.78 -6.2
5.32505083 O3 TRP 84 H-donor 2.77 -3.3
L4 : Epicatéchine - O3 HIS 440 H-donor 2.95 -1.6
6.85264111 04 GLU 199 H-donor 2.96 -2.5
O5TYR 70 H-donor 2.83 -2.4
L5 : Acide - O3 SER 286 H-donor 2.95 -2.4
rosmarinique 7.34900761 O7 TYR 70 H-donor 2.91 -1.3
06 TYR 121 H-acceptor 2.71 -1.6
L6 : 4- Acide - 5-ring TRP 84 pi-pi 3.59 -0.0
Hydroxybenzoique 4.43775463 6-ring PHE 330 3.70 -0.0
L7 : Acide - 02 SER 122 H-donor 2.94 -1.3
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chlorogenique 7.32191753 04 ASN 85 H-donor 3.16 -0.8

C18 TYE 334 H- pi 3.96 -0.6

L8 : Acide caféique -4.9803133 O3TYR 121 H-acceptor 2.76 -2.1

04 GLY 118 H-acceptor 3.42 -1.4

5-ring TRP 84 pi-pi 3.75 -0.0

6-ring PHE 330 pi-pi 3.70 -0.0

L9 : Acide syringique - 04 GLU 199 H-donor 2.89 -7.6

5.77960539 5-ring TRP 84 pi-pi 3.69 -0.0

L10: Acide p- - 02TYR 121 H-acceptor 2.76 -1.9

coumarique 4.70537758 O3 GLY 118 H-acceptor 3.43 -14

5-ring TRP 84 pi-pi 3.77 -0.0

6-ring PHE 330 pi-pi 3.70 -0.0

L11 : Resveratrol - O1 HIS 440 H-donor 2.76 -1.8

6.20684814 O3 GLU 199 H-donor 2.80 -5.5

6-ring TRP 84 pi-pi 3.68 -0.0

6-ring PHE 330 pi-pi 3.69 -0.0

L12 : Acide - 5-ring TRP 84 pi-pi 3.58 -0.0

salicylique 4.34094429 6-ring PHE 330 pi-pi 3.72 -0.0

L13 : Quercétine-3-O- - 05 SER286 H-donor 3.00 -2.1

glucoside 7.32139492 09 ASP 72 H-donor 2.87 -2.9

O3 ARG 289 H-acceptor 3.31 -0.8

04 PHE 288 H-acceptor 3.03 -2.4

L14 : Myricétine - 02 TRP 84 H-donor 2.59 -2.6

7.21966839 03 GLU 199 H-donor 2.61 -5.9

O7TYRT0 H-donor 2.87 -2.5

O8TYR 70 H-donor 2.72 -3.4

04 TYR 130 H-acceptor 2.76 -1.3

L15 : Quercétine - 07 GLU 199 H-donor 2.71 -7.8
6.92623806

L16:5,7- - 6-ring TRP 84 pi-pi 3.69 -0.0

Dimethoxycumarine 6.18896294 5-ring TRP 84 pi-pi 3.61 -0.0

5-ring TRP 84 pi-pi 3.60 -0.0

6-ring PHE 330 pi-pi 3.80 -0.0
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L17 : Genisteine -5.45363188 / / / /
L18 : Kaempferol -6.96034765 O3 HIS 440 H-donor 2.90 -1.7
O6 TYR 70 H-donor 2.72 -2.8
6-ring TRP 84 pi-pi 3.76 -0.0
6-ring PHE 330 pi-pi 3.78 -0.0
L19 : Acide caféique -5.92067194 02 SER 286 H-donor 3.35 -0.9
1,1-dimethylallyl 03 ARG 289 H-acceptor 3.35 -0.6
5-ring TRP84 H- pi 4.29 -0.6
L20 : Chrysine -6.5730648 04  GLU199 H-donor 2.87 -3.6
6-ring TRP 84 pi-pi 3.88 -0.0
6-ring PHE 330 pi-pi 3.78 -0.0
L21 : Acide caféique -6.9382143 02 GLU199 H-donor 2.95 -3.6
phénéthyle ester 03 GLU199 H-donor 2.86 -5.4

b.  Evaluation in silico des propriétés de I'ADME et de la ""drug-likeness"

Une étude informatique des neuf composés les mieux notés a été réalisée pour évaluer leurs

propriétés ADME (Tableau 10). Les résultats obtenus ont révélé que le kaempférol (L18),

I'ester phénéthylique de l'acide caféique (L21), la quercétine (L15), I'épicatéchine (L4) et la

chrysine (L20) possédaient des valeurs d'absorption élevées, par rapport a I'acide rosmarinique
(L5), l'acide cichlorogénique (L7), Quercétine-3-O-glucoside (L13) et Myricétine (L14). De

plus, les molécules extraites d'A. articulata respectaient les régles de Lipinski, Veber et Egan

(Tableau 10), suggérant que ces composés ne devraient pas causer de problémes de

biodisponibilité et donc utiles pour développer de nouveaux médicaments pour le traitement de

la neurodégénérescence.
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Tableau 10. Les propriétés ADME des molécules testées
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c.  Simulation de la dynamique moléculaire

Les résultats de la simulation de dynamique moléculaire ont été présentés sur la Figure

15. La Figure 15A illustre I'analyse en mode normal (NMA) du complexe acide romarinique-
acetylcholinestérase. Le graphique de déformabilité du complexe illustre les régions avec
déformabilité (Figure 15B). Le graphique Bfactor du complexe donne une visualisation et une
compréhension faciles de la comparaison entre le NMA et le champ PDB du complexe (Figure
15C). La valeur propre du complexe est illustrée sur la Figure 15D. Le complexe modelé a
généré une valeur propre de 3. 030236e-04. Le graphique de variance indique la variance
individuelle par des barres de couleur rouge et la variance cumulée par les vertes (Figure 15E).
La Figure 15F illustre la carte de covariance des complexes ou le mouvement corrélé entre une
paire de résidus est indiqué par la couleur rouge, le mouvement non corrélé est signalé en blanc
et le mouvement anticorrélé en bleu. La carte élastique du complexe montre la connexion entre
les atomes ; ici, les régions grises plus foncées indiquent des zones plus rigides (Figure 15G).
D'apres I'étude de la dynamique moléculaire du complexe ancré acide romarinique-
acetylcholinestérase, il est clair que l'interaction étudiée avait une trés bonne déformabilité
(Figure 15B), ainsi qu'une faible valeur propre de 3. 030236e-04. Cette faible valeur propre
indiquerait une déformabilité plus facile du complexe (Figure 15D) et une rigidité de
mouvement du complexe protéique. Cependant, la carte rapportée a la Figure 15E a montré un
degré élevé de variances cumulatives par rapport aux variances individuelles. La carte de
covariance et de réseau élastique a également produit des résultats satisfaisants (Figures 15F
et 15G).
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Eigenvaluell)= 3,030/ 3be-04

0 100 200 300 400 500 0
B At inday D

Figure 15. Simulation de la dynamique moléculaire. Complexe acide rosmarinique et
acetylcholinesterase.

A: NMA mobilité; B: déformabilité; C: B-facteur; D: valeur propre; E: variance (couleur rouge
indique la variance individuelle et la couleur verte indique la variance cumulative); F: carte de
co-variance (corrélé (rouge), non corrélé (blanc) or anti-corrélé (bleu) mouvements); G: réseau
élastique (la couleur gris foncée indique la régions la plus régide) du complexe.
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7. Activité anti-inflammatoire in vivo

La méthode de 1'cedéme de la patte induit par la carragénine est largement utilisée pour
détecter les agents anti-inflammatoires actifs (Das et al., 2010). L'injection de carragénine
induit une inflammation locale causée par une lésion tissulaire, ce qui entraine l'action de
plusieurs médiateurs chimiques, comme les prostaglandines, I'histamine, les bradykinines, le
leucotriéne et la sérotonine (Sourabie et al., 2012).

Les résultats de l'activité anti-inflammatoire de I'extrait aqueux sont présentés dans la
Figure 16. Apres 6 h de prétraitement avec I'extrait aqueux, le volume de la patte est apparu
réduit pour les deux groupes de rats, par rapport au contréle, mais inférieur a celui des rats
traités par le diclofénac. L'effet inhibiteur de I'extrait semble dépendre des facteurs du temps et
du dosage (Figure 17).

L’activité antiinflammatoire pourrait étre associée aux acides phénoliques contenus dans
I’extrait aqueux, qui ont la capacité d'inhiber la production d'oxyde nitrique (NO), de TNF-a et
d'IL-6 (Choi etal., 2017). Il a été également indiqué que I'acide caféique était capable de réduire
la production de NO via une diminution de la biosynthese d'iNOS en réduisant les teneur en
NF-kB (Vezza et al., 2016). De plus, Liu et al. (2014) ont noté que la catéchine contenue dans
les noyaux de dattes avait la capacité de bloquer I'activation de NF-xB inhibant ainsi les

cytokines inflammatoires, telles que TNF-a, IL-6.

m Control mDiclofenac ® Extrait aqueux 500mg/Kg ® Extrait aqueux 400mg/Kg

= I
I
i [ I -
T1 T2 T3 T4 T5 T6

Temps de traitement (h)

80
70
60
5

o

4

o

=N
o O

% d'augmentation de I'oedéme
o 8

Figure 16. Pourcentage d'augmentation de l'cedéme apres traitement avec témoin, extrait
aqueux d'A. articulata a 500 et 400 mg/Kg, et diclofénac (n = 4 animaux par groupe) ; *p <

0.05, par rapport au témoin.
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Figure 17. Effet anti-inflammatoire de I'extrait aqueux d'extrait d'A. articulata a 500 et 400
mg/Kg pour différents temps, par rapport au traitement au diclofénac (n = 4 animaux par
groupe) ; *p <0, 05 par rapport au contréle.
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Conclusion générale

L’objectif de la présente étude est de valoriser une plante du sahara algérien, utilisée par
la population locale comme remeéde contre plusieurs pathologies, seule ou en combinaison avec
d’autres espéces. Il s’agit de la plante Anabasis articulata qui présente des vertus
thérapeutiques susceptibles d’étre élaborées pour de nouvelles formulations pharmaceutiques.
L’évaluation in vitro, in vivo, ex vitro des activités biologiques, notamment antioxydante,
antityrosinase, anti-inflammatoire, antiproliférative, neuroprotectrice des deux extraits de la
partie aérienne, a constitué 1’intérét principal de notre étude. Afin de déterminer ces effets
thérapeutiques, il a été nécessaire d’établir en premier lieu la composition phytochimique de

ces deux extraits.

Les résultats de I’analyse phytochimique réalisée, a fait ressortir 1’existence de divers
métabolites secondaires dans les deux extraits. Le premier, des saponines a révélé la présence
de quatre phytostérols B-sitostérol, stigmastérol, 26-hydroxycholestérol et cholestanol, selon
notre enquéte faite par GC-MS. Pour le second, aqueux, 1’analyse par HPLC-DAD a détecté,
identifié et quantifié avec succes vingt et un composés phénoliques essentiellement
hydrophiles, englobant quatorze acides phénoliques (acide gallique ; 3-hydroxytyrosol ; acide
vanillique ; acide rosmarinique ; 4 acide hydroxybenzoique ; acide chlorogénique ; acide
caféique ; acide syringique ; acide p-coumarique ; resvératrol ; acide salicilique ; 5,7
diméthoxycumarine ; 1,1 dimetilallyl acide caféique ; phénétil ester acide caféique) et sept
flavonoides (épicatéchine ; quercétine-3-O-glucoside ; myricétine ; quercétine ; génistéine ;
kaempférol ; chrysine). Par ailleurs, les teneurs en polyphénol totaux, flavonoides et tannins
condensés étaient assez importantes dans 1’extrait aqueux.

L’évaluation de I’activité antioxydante in vitro a été établie par 1’utilisation de quatre
méthodes : le test du piégeage du radical libre DPPH (2.2 diphényl-1 picrylhdrasyl), le test de
la réduction de fer, la capacité antioxydant totale (CAT) et le test de blanchiment de B-carotene.
Ces tests ont montré que les deux extraits d’A. articulata, possedent une forte capacité
antioxydante. Cette propriété est probablement acquise grace aux composés phénoliques
présents dans la partie aérienne, de plus cette theorie a été fortement soutenue par la
démonstration de la corrélation entre ces substances actives et le pouvoir antioxydant.

L’activité antiproliférative d’A. articulata contre le cancer du sein a été évaluée pour la
premiére fois ex vivo par comptage des cellules vivantes en présence de coloration au bleu
Trypan et par dosage au MTT, dans le but d’évaluer I'effet de I’extrait sur la croissance des
cellules tumorales, MCF-7 et MDA-MB-231. Les résultats obtenus ont montré que l'extrait des

saponines n'a pas exercé d'effet antiprolifératif pertinent sur MCF-7, en revanche, il a induit
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une réduction modérément significative des cellules MDA-MB-231 par rapport au contrdle, a
la dose la plus élevée, surtout apres 48h de traitement. Ces résultats tres preliminaires suggérent
que les saponines présents dans A. articulata pourraient étre utilisés comme composés
antiprolifératifs potentiels pour les thérapies contre le cancer du sein.

Le potentiel neuroprotectif d’A. articulata a été évalué in vitro par deux méthodes, un test
de bioautographie par CCM et un dosage spectrophotométrique. Les résultats ont révélé que les
deux extraits avaient une bonne capacité a inhiber I'AChE, ceci a été confirmé par docking
moléculaire, ils ont démontré un bon score d'énergie libre de liaison par rapport au médicament
galanthamine (témoin).

Notre étude a montré aussi que les deux extraits possedent une importante capacité a
inhiber la tyrosinase. La présence de phénols et de flavonoides chez A. articulata peut expliquer
I'activité antityrosinase observée au sein de cette espéce végeétale et suggérer son exploitation a
cette fin.

Pour ce qui est de I’activité anti-inflammatoire, les résultats de 1’évaluation in vivo ont
révélé que les deux extraits possedent des effets protecteurs contre le processus inflammatoire,
du fait de la réduction considérable de l'cedéme de la patte généré par 1’agent phlogistique
(carragénine) par les mesures des %AUG et %INH. L'effet anti-inflammatoire potentiel de cette
espece végétale peut étre, au moins en partie, dd a l'activité de piégeage des radicaux de son
contenu polyphénolique.

De ce qui préceéde, les résultats obtenus a partir de cette étude permettent de penser que
A. articulata pourrait constituer une source potentielle de composés bioactifs utilisés dans
diverses applications dans le domaine des industries alimentaires, pharmaceutiques et
cosmétiques.

A cet effet, des travaux supplémentaires sont nécessaires pour y parvenir, notamment la
confirmation des propriétés bioactives détectées par des tests robustes ex vivo et in vivo, et
I'isolement des composes actifs de saponines, ainsi que I'élucidation de ses modes d'action.
Aussi, les donnees et résultats recueillis précédemment, peuvent également interpréter les

grands effets sur la santé que la tradition populaire algérienne associe a A. articulata.
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