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Résumé

L’ objectif de cette etude est d’évaluer plusieurs des activités biologiques de
I’extrait aqueux de feuilles d’Arbutus unedo L, une plante médicinde de la

pharmacopée traditionnelle de I’Algérie.

Arbutus unedo est une plante d’intérét medicinal au regard des nombreuses études
rapportées par la littérature spécialisée et de nombreuses molécules bioactives qui

rentrent dans la composition des différentes parties de cette plante.

L’extrait aqueux de feuilles d’Arbutus unedo L, a montré une activité antioxydante
appréciable. Sa capacité de piégeage du radical DPPH, du radical OH et du H,0O, a été
respectivement estimé par une |C50 de 7.956 + 0.278 ug/ml, 1015.74 + 46.35 pg/ml et
114.77 + 16.86 pg/ml. L’extrait a présenté une 1C50 pour sa capacité antioxydante
totale de 461.67 + 4.16 pg/ml et de 156.55 + 17.40 pg/ml pour son pouvoir réducteur
de I’ion ferrique.

L appréciation de la capacité antioxydante de I’extrait a été aussi effectuée par le test
d’inhibition du blanchiment du B-carotene ou nous avons enregistré une inhibition de
87.04 + 1.21 % de I’extrait a la concentration de 1mg/ml et le test de chélation des
ions ferreux estimée par une IC50 de 1014.30 £ 36.21ug/ml.

L’extrait aqueux étudié a présenté un effet stabilisateur des membranes érythrocytaires
vis-avis d’un stress osmotique (76.46 + 1.80%), oxydant induit par le HOCL (73.90 +
2.08 %) et la chaleur (79.66 + 1.92 %). Il a auss présenté un effet inhibiteur de la
peroxydation des membranes érythrocytaires (57.8 + 3.16%) et un effet
thrombolytique (23.42 %). De plus, I’extrait protéege la BSA vis a vis de la
dénaturation thermique (74.28 + 0.86%).

Dans le cadre de I’évaluation de I’effet hypoglycémiant et hypocholestérolémiant,
I’extrait a monté une activité appréciable qui dépasse les 50 % de chélation et de
retardation de diffusion de I’acide cholique, du cholesterol et du glucose. Ainsi qu’une
inhibition appréciable a la fois de la consommation du glucose par Saccharomyces
cerevisiae (28.17 %) et delaglycation delaBSA (91%).



L’étude de I’effet de la combinaison de I’extrait avec la salive, le plasma sanguin,

I’urine et la BSA sur sa capacité antioxydante arévélé une synergie importante.

L’etude de I’activité antibactérienne et antiparasitaire de I’extrait végétal a montré une
activité relativement importante vis-a-vis de  Bacillus cereus 10876, Enterococcus
feacalis 49452, Listeria monocytogene 15313, Proteus mirabelis 35659, Pseudomonas
aeruginosa 27853, Salmonella typhimurium 13311 , Staphylococcus aureus 43300 et

de Leishmania infantum.

La somme des résultats obtenus au cours de cette étude montre clairement que I’extrait
aqueux de feuilles d’Arbutus unedo possede un potentiel important pour les activités
biologiques investiguées. De ce fait, les feuilles Arbutus unedo constituent une source
potentielle de molécules bioactives et ainsi constituent une alternative thérapeutique au

traitement de nombre de pathologies initiées par le stress oxydant.

Mots clés: Arbutus unedo L. / antioxydant/ érythrocyte/ hypocholestérolémiant/

hypoglycémiant/ antimicrobien/ Leishmania infantum



Abstract

The objective of this study is to evaluate several of the biological activities of the
agueous extract of leaves of Arbutus unedo L, a medicinal plant of the traditional
pharmacopoeia of Algeria.

Arbutus unedo is a plant of medicinal interest in view of the numerous studies reported
by the specialized literature and of numerous bioactive molecules which are part of the
different parts of this plant.

The agueous extract of Arbutus unedo L leaves showed appreciable antioxidant
activity. Its capacity to trap the DPPH radical, the OH radical and the H202 was
estimated by an IC50 of 7.956 + 0.278 pg / ml, 1015.74 + 46.35 ug / ml and 114.77 £
16.86 pg / ml respectively. The extract showed an IC50 for its total antioxidant
capacity of 461.67 £ 4.16 ug/ ml and 156.55 + 17.40 ug / ml for its ferric ion reducing
power.

Evaluation of the antioxidant capacity of the extract was aso carried out by the [3-
carotene bleaching inhibition test where we recorded an inhibition of 87.04 + 1.21% of
the extract at a concentration of 1 mg / ml and the ferrous ion chelation test estimated
by an IC 50 of 1014.30 + 36.21ug/ ml.

The aqueous extract studied showed a stabilizing effect of erythrocyte membranes on
osmotic stress (76.46 + 1.80%), oxidation induced by HOCL (73.90 = 2.08%) and heat
(79.66 + 1.92%). . It also exhibited an inhibitory effect of peroxidation of erythrocyte
membranes (57.8 £ 3.16%) and a thrombol ytic effect (23.42%). In addition, the extract
protects the BSA against thermal denaturation (74.28 £ 0.86%).

As part of the evaluation of the hypoglycaemic and cholesterol-lowering effect, the
extract showed an appreciable activity which exceeded 50% chelation and delayed
diffusion of cholic acid, cholesterol and glucose. As well as appreciable inhibition of
both glucose consumption by Saccharomyces cerevisiae (28.17%) and glycation of
BSA (91%).

The study of the effect of the interaction of the extract with saliva, blood plasma, urine
and BSA on its antioxidant capacity revealed an important synergy.



The study of the antibacterial and antiparasitic activity of the plant extract showed a
relatively high activity with respect to Bacillus cereus 10876, Enterococcus feacalis
49452, Listeria monocytogen 15313, Proteus mirabelis 35659, Pseudomonas
aeruginosa 27853, Salmonella typhimurium 13311 , Staphylococcus aureus 43300 and
Leishmania infantum.
The sum of the results obtained during this study clearly shows that the agueous
extract of Arbutus unedo leaves possesses an important potential for the biological
activities investigated. As a result, Arbutus unedo leaves are a potential source of
bioactive molecules and thus constitute a therapeutic aternative to the treatment of

many pathologies initiated by oxidative stress.

Key words: Arbutus unedo L. / antioxidant / erythrocyte / hypocholesterolemic /

hypoglycemic / antimicrobial / Leishmaniainfantum
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Les molécules bioactives issues des végétaux, en raison de leurs multiples activités

biologiques, suscitent actuellement un intérét particulier dans les domaines sanitaire,
agroalimentaire, cosmeétique et pharmaceutique.
Le regain d’intérét en thérapeutique pour ces biomolécules est motivé par le fait
qu’elles présentent des effets secondaires limités ou inexistants comparativement
aux molécules synthétiques qui en plus de causer de nombreux effets secondaires
indésirables présentent des limites thérapeutiques. L’exemple le plus marquant est
I’émergence de bactéries multi-résistantes en raison de [I’utilisation abusive des
antibiotiques rendant difficile la maitrise des infections bactériennes et constitue un
probleme de santé publique important a I’échelle mondiale. De plus, I’utilisation des
antioxydants synthétigue particuliérement en agroalimentaire en raison de leur stabilité
dans les conditions opératoires de la plupart des procédés industriels augmente
I’incidence du cancer.

Face a cette situation alarmante, la recherche scientifique se tourne vers les plantes
gui constituent une réserve intarissable en molécules bioactives naturelles.

Les propriétés thérapeutiques de ces plantes dites médicinales sont dues a des
molécules bioactives synthétisees par celles-ci et connues sous I’appellation de
métabolites secondaires (polyphénols, acaloides, terpenes etc.). De nombreux
métabolites secondaires, essentiellement les polyphénols, constituent un systéme de
défense éaboré car ils protégent les plantes contre nombre d’agressions biotiques
et abiotiques. Ces molécules sont d’ailleurs synthétisées dans des conditions de stress.
Les polyphénols sont aussi connus pour leurs nombreuses activités biologiques qui
influencent directement la santé humaine via [I’alimentation. Ils ont plusieurs
utilisations dans I’industrie cosmétique, agroalimentaire et pharmaceutique. Toutefois,
ils sont plus connus pour leur importante activité antioxydante et peuvent agir
directement par le piégeage des ERO (especes réactives de I’oxygene).

L'Algérie de part sa grande superficie et lavariation du climat en partant du nord au
sud et de I’est a I’ouest, la diversité des espéces se trouve confronté a des variations de

différentes natures ce qui entraine une variation méme au sein d’une méme espéece

1
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des lors qu’elle occupe des biotopes différents. Parmi les plantes médicinales qui
constituent son couvert végétal, se trouve Arbutus unedo communément appelé
arbousier. Cette plante est largement représentée au nord du territoire national et plus
particulierement en Kabylie. L’arbousier ou arbre aux fraises, de la famille des
Ericacées, est un arbrisseau sauvage au feuillage persistant. Il est utilisé en médecine
traditionnelle pour ses nombreuses vertus, sa racine en décoction est utilisée contre
I’hypertension artérielle, son écorce comme agent diurétique et ses feuilles comme
astringent et antiseptique.

Notre travail de recherche s’inscrit dans I’axe de valorisation des produits naturels,
I’un des axes de recherche édifié par le LABAB (Laboratoire de Biochimie Analytique et
Biotechnologies). Dans cette optique, nous nous sommes intéressés a I’arbousier, une
plante médicinale largement utilisée dans la région de Tizi-Ouzou. Connues pour leurs
richesses en composés phénoliques, les feuilles d’Arbutus unedo, sont la partie de la
plante la plus étudiée et |a plus documentée dans la littérature scientifique. Ces travaux
ont confirmeé plusieurs vertus thérapeuti ques attribuées par |a médecine traditionnelle &
cette plante. De plus, ils ont ouvert plusieurs voies de recherche pour de nouvelles
pistes thérapeutiques a plusieurs maladies comme les maladies neurodégénératives
(EBNER et al, 2011), cardiovasculaires (AFKIR et al, 2008) et le cancer (TAVARES
et al, 2010).

Dans cette optique, notre travail porte sur deux aspects des activités biologiques de
I’extrait aqueux de feuilles d’ Arbutus unedo de larégion de Tizi-Ouzou :

Le premier est la détermination de [I’activité antioxydante, anti-inflammatoire,
hypoglycémiante, hypocholestérolémiante, antiparasitaire et antibactérienne.

Le deuxiéme, est la détermination de I’activité antioxydante d’un mélange de I’extrait
étudié avec la salive, le plasma sanguin, I’urine et la BSA afin d’étudier une possible

interaction.
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1-Syntheése bibliographique

1-1-L es plantes médicinales

L utilisation des plantes médicinales en Algérie est en nette diminution, en raison d’un secteur
sanitaire en continuel développement. Elle reste néanmoins fortement implanté dans les zones
reculées comme le Hoggar ou les touaregs transmettent le secret  de cette médication
traditionnelle de pere en fils (REGUIEG, 2011).

En Kabylie, I’utilisation des plantes médicinales reste tres restreinte et est exclusivement du

ressort des matriarches, gardiennes de cette tradition.

Avec prés de 98 plantes médicinales identifiées, la wilaya de Tizi-Ouzou présente un
potentiel d’étude important et prometteur. Les familles de plantes les plus utilisées dans cette
région sont les Lamiaceae (avec 13 espéces), Les Asteraceae (avec 12 espéces), les
Rosaceae (avec 6 especes) et les Fabaceae (avec 4 espéces). Ces plantes, utilisées seules ou
en combinaison servent a soigner un nombre important de maladies et de symptomes, ceux-ci
sont indiqués en figure (1) associés au hombre de plantes pouvant étre utilisées (Meddour R et
Meddour S, 2015).

L arbousier ou « Lendj» est une plante connue a Tizi-Ouzou sous le nom de «assisnou».
Elle est trées répondue en raison de sa tolérance a la sécheresse et sa capacité de
régénération particulierement aprés un incendie (SANTO €t al, 2012).

Une étude ethnobotanique récente réalisée par BOUZID et al (2016) dans la région de Sidi
Bel Abbés a montré que les troubles métaboliques occupent la premiére place dans
["utilisation de cette plante suivies des affections digestives, des troubles urinaires, des

troubles de I’appareil génital et enfin des affections cutanées.
1-2-Arbutus unedo

Communément appelé arbre aux fraises, il tire son nom de « arbois » signifiant bois austére
et de « unum edo » signifiant un seul fruit. 1l appartient a la famille des Ericaceae, couvrant
environ 80 genres et plus de 2000 espéces, principalement des arbustes et des buissons verts
toute I'année, dont un tiers appartient au genre Erica, qui donne son nom a la famille (Font
Quer, 1995). La plus forte densité pour les Ericaceae est localisée sous le climat

méditerranéen, et s’accompagne d’une variabilité génétique importante (PRESTON et HILL,
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1997). Celle-ci, induit plusieurs chémotypes dont les variations qualitatives et quantitatives

peuvent affecter les activités biologiques des métabolites secondaires.

La position taxonomique de cette espece est représentée dans | e tableau (1)

Arbutus avec cing autres genres (Arctostaphylos, Arctous, Comarostaphylis,
Ornithostaphylos et Xylococcus) est inclus dans la sous-famille des Arbutoideae. Les
Arbutoideae sont un groupe de la famille des Ericaceae, dont la distinction est basée sur la
morphologie des fruits et des fleurs, ains que dans les caractéristiques anatomiques et
phytochimiques (HILEMAN et al, 2001).

Diseases Number of plants used

Diabetes | : ' 11

Weakness (especially babies) |
Headache

Anorexia

Fever

Urinary calculi {(kidney)
Anuria {absence of urine)
Kidney disease (including infection)
Physical aches and pains
Rheumatoid arthritis

Flu

Asthma |

Respiratory pain

Colds

Circulatory system pain
Hemorrhoids |

High blood

Scabies

Eczema

Injuries and burns
Vomiting

Diarrhea and dysentery
Stomach ulcer
Abdominal pain
Toothache

Constipation

Indigestion | ; 12

Stomach ache | . | 12

1 10

o
]
=
23]
oo

10 12 14

Figure 1: Nombre de plantes utilisées pour remédier aux maladies les plus fréguentes
(Meddour R et Meddour S, 2015).
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Tableau 1 : Classification taxonomique d’Arbutus unedo L. (JUDD et al, 2002).

Régne végétal
Embranchement Spermatophytes
Sous-embranchement | Angiospermes
Classe Dicotylédones
Sous-classe Gamopétales
Ordre Ericales
Famille Ericaceae
Genre Arbutus

Espece Arbutus unedo

1-3-Répartition géographique

Arbutus unedo est I’'une des espéces les plus communes de la région méditerranéenne. Ce
petit arbuste est principalement limité a la région méditerranéenne et macaronésienne, avec
des sites atlantiques en France et en Irlande (RUIZ-RODRIGUEZ et al, 2011).

On le retrouve en Europe occidentale, centrale et méridionale, en Afrique du Nord-Est aux
fles Canaries et en Asie occidentale. Sa progression dans la zone tempérée d'Europe se situe
du nord de la péninsule ibérique, le long de la cbte ouest, ala limite la plus septentrionale au
nord-ouest deI'lle d'Irlande (TORRES et al, 2002).

Bien qu'elle pousse dans diverses régions du globe, elle est beaucoup plus fréquente dans les
régions a climat non continental, a |'exception de certaines populations isolées situées dans

des zones refuges (figure 2).
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Figure 2: Répartition géographique mondiale d’Arbutus unedo L. & (KIRKALDYELLA
2000).

1-4-Description botanique

Arbutus unedo, est une espece a feuilles persistantes, habituellement arbuste ne dépassant pas
les 4m, mais certain individus peuvent atteindre les 12m (MERETI et al, 2002).

Lesfeuilles elliptiques de 5 a 10 cm, sont coriaces avec le bord en dents de scie ou |égerement
dentelées, d’un vert fonce luisant au-dessus et vert pale dessous, a court pétiole de 7 a 8 mm,
peut atteindre jusqu'a 15 mm (figure 3C et 3D). L'écorce est fissurée et elle se décolle en
petits flocons, la plupart du temps d’un brun terne (figure 3A). Les fleurs d’un blanc-verdétre,
en forme de clochettes pendent en grappes et apparaissent en septembre-octobre, en méme
temps que les fruits (figure 3E) (CELIKEL et al, 2008).

Le fruit, une baie ronde de 20 mm de diamétre, est recouvert de papilles coniques, dont la
couleur (figure 3B) passe du vert au jaune puis au rouge orangé et enfin au rouge foncé a
maturité. Sa chair est molle, un peu farineuse, acidulée et sucrée, et elle contient de
nombreux petits pépins (TARDIO et al, 2002).

Ladistribution selon I’altitude d’Arbutus unedo varie entre 20 et 1000 m. En ce qui concerne
le sol, il préfére les substrats siliceux ou décarbonatés. L'arbre peut pousser sur des sols

alcains et relativement acides (pH 5-7.2) mais avec une certaine préférence pour les sols
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acides. Arbutus unedo représente rarement des peuplements dominants, on le trouve plus

fréguents dans des communautés sauvages ou dans des peuplements naturels dominés par des
chénes (GODINHO-FERREIRA et al, 2005; CELIKEL et al, 2008).

B : Fruitsd’Arbousier a
différents stades de maturation.

A : Ecorce
d’Arbousier

Figure 3 : Arbutusunedo L. C: Felille

E : Fleur .
, ] d’Arbousier face
d’Arbousier. inférieure.
D : Feuille

d’Arbousier face

supérieure.
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1-5-Utilisation traditionnédlle

Cette espéce a été traditionnellement utilisée pour son potentiel nutritionnel, en utilisant les
baies d'Arbutus unedo dans la production de boissons acoolisées par distillation ou
macération en raison du taux important de sucres fermentescibles contenus dans ses fruits, de
confitures, de gelées et de marmelades en raison de sa richesse en pectine (ALARCAOQO et al,
2001 ;TARDIO et al, 2006; PALLAUF et al, 2008).

En médecine traditionnelle les fruits d’Arbousier sont bien connus pour leurs vertus
antiseptique, diurétique et laxatif, tandis que les feuilles sont utilisées pour leurs propriétés
astringentes, diurétiques, antiseptiques urinaires, anti-diarrhéiques et dépuratives (ZIYYAT et
al, 1997 ; ZIYYAT et BOUSSAIRI, 1998 ; AFKIR et al, 2008; MARIOTTO et al, 2008).
L’utilisation de ce fruit comme antiseptiques, dans le traitement des infections des voies
urinaires (ALARCAOQO et al, 2001), peut s’expliquer par sa teneur élevée en acide quinique
qui est converti dans le corps humain en acide hippurique, réputé pour son effet antibactérien
(AYAZ et al, 2000 ; ALARCAO et al, 2001).

Les racines et I'écorce, sont également utilisées en médecine traditionnelle, particulierement
dans le traitement des troubles gastro-intestinaux, mais aussi dans le traitement des problémes
urologiques et dermatologiques (NOVAIS et al, 2004 ; LEONTI et al, 2009).

1-6-Composition

Dans les feuilles de A. unedo, différents composés phytochimiques sont présents, tels que
les terpénoides, I a-tocophéral, les huiles essentielles et |les composés phénoliques.
La fraction phénolique des feuilles comprend une grande variété de composes: les tanins, les
flavonoides (gallate de catéchine, myricétine, rutine, afzelin, juglanin, avicularin), les
glycosides phénoliques (quercitrine, isoquercitrine, hyperoside) et les glucosides iridoides
(SANJUST et al, 2008 ; CARCACHE et al, 2006 ; MALES et al, 2006). Les composés
phénoliques les plus importants de la feuille d’arbousier sont I’arbutin, la catechin et I’ethyl
gdlate. Les terpénoides identifiés dans cette méme partie de I’arbre sont: |'acétate d'amine,
I'acide bétulinique et le lupéol (Gaspar et al, 1997 ; Fiorentino et al, 2007).

La composition des baies est relativement mieux connue comparativement a celle des
feuilles. Elles contiennent plusieurs molécules bioactives, a savoir les composés phénoliques,

comme les anthocyanines, les dérivés d'acide gallique, les tanins et les flavonoides, |a
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vitamine C, la vitamine E et les caroténoides (AYAZ et al, 2000 ; ALARCAO et al, 2001 ;
MALES et al, 2006 ; PAWLOWSKA et al, 2006; PALLAUF et RIVAS-GONZALO, 2008).
Les études phytochimiques des fruits d’Arbutus unedo ont révélé la présence de plusieurs
sucres, dont le fructose, le glucose, le saccharose et le maltose (AYAZ et al, 2000;
ALARCAOQO et al, 2001 ; MALES et al, 2006 ; PAWLOWSKA et al, 2006 ; PALLAUF et al,
2008)

D'apres les résultats obtenus par ALARCAO et al (2001), la teneur en glucose et fructose
augmente avec la maturation du fruit, tandis que le saccharose reste inchangé. En ce qui
concerne les vitamines, dans la phase de maturation il y a une augmentation de la teneur en
niacine, du -carotene, tandis que la vitamine dominante, I'acide ascorbique diminue.

Le golt aigre-doux de ces fruits peut ére expliqué par la forte teneur en sucre (42%)
additionnée d’une teneur relativement importante en acide (8,62%). D'autre part, le go(t
astringent du fruit immature peut s’expliquer par la forte teneur en tanins, qui au cours de la
maturité, au méme titre que les phénols totaux, diminuent fortement (ALARCAO et al,
2001).

Il est bien connu que de nombreuses plantes ayant dans leur composition de fortes teneurs en
composes phénoliques ont une importante activité antioxydante in vitro et peuvent jouer un
réle thérapeutique dans plusieurs pathologies humaines et animales. Compte tenu de la
composition chimique de la feuille et du fruit d’ Arbutus unedo, cette espece pourrait présenter
un potentiel antioxydant considérable (PABUCCUOGLU et al, 2003).

1-7-Activitésbiologiques

Ces dernieres années plusieurs vertus traditionnellement imputés aux feuilles d’arbousier
ont été scientifiqguement prouvées, démontrant ainsi les avantages pour la santé humaine et le

potentiel de cesfeuilles. Parmi ces effets nous pouvons citer :

- L’effet antioxydant, corrélé positivement, non seulement quantitativement avec les
molécules antioxydantes, mais aussi qualitativement (VINSON et al, 2001).
L’appréciation de ce potentiel antioxydant est basée sur un nombre important de tests
in vitro (DPPH, ABTS, FRAP, TAC ... etc). Ains, PABUCCUOGLU et al (2003)
révelent I’important pouvoir antioxydant des feuilles d’arbousier, en appliquant le test
ABTS  (2,2-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic ~ acid)). L activité
antioxydante est fortement liée au solvant utilisé lors de I’extraction des principes
actifs a partir des feuilles d’arbousier. (PABUCCUOGLU et al, 2003 ; OLIVEIRA et

9
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al, 2009). Lavariabilité du potentiel antioxydant des extraits de feuilles est aussi liée a
la zone de collecte et au génotype de I’arbousier (PAVLOVIC et al, 2011).

L’effet anti-inflammatoire d’une solution aqueuse des feuilles d’Arbutus unedo a été
mis en évidence par MARIOTTO et al (2008) sur l'inflammation pulmonaire aigué
induite chez un rat, par injection intrapleurale de carragénine. Leurs résultats ont
montré que les composés biologiques contenus dans les feuilles de cette plante sont
capabl es de réduire considérablement I'inflammation pulmonaire.

I’effet vasorelaxant a été étudié sur |'anneau aortique des souris par LEGSSYER et
al (2004). Les auteurs de ces travaux ont démontrés que les feuilles d’arbousier
possedent une forte activité vasorelaxante et que celle-ci est due a la présence de
tanins condensés et de gallate de catéchine. L'action de ces molécules serait due a la
réduction dela disponibilité desions Ca?* (EL HAOUARI et al, 2007).

Diminution de I'hyper agrégation des plaguettes, ce qui est un facteur important dans
la pathogenése des maladies inflammatoires (LEGSSYER et al, 2004 ; MEKHFI et al,
2006). MEKHFI et al (2006) a montré in vitro, que les extraits de feuilles d’Arbutus
unedo ont pu inhiber |'agrégation plaquettaire induite par la thrombine, cette activité
étant probablement liée a la présence de tanins dans les feuilles.

L’activité antimicrobienne principalement contre les bactéries Gram-positives (ORAK
et al, 2011 ; HAOUAT et al, 2012) et antifongique des extraits des feuilles d’ Arbutus
unedo est largement traitée dans la littérature scientifique. La fraction insaponifiable
de ses feuilles a été active pour inhiber la croissance de Klebsiella pneumoniae,
Enterococcus faecalis et Candida albicans. (DIBA et al, 2010). Les extraits agueux
guant a eux ont donné un effet inhibiteur vis-a-vis de Staphylococcus aureus (ORAK
et al, 2011; MALHEIRO et al, 2012) Bacillus cereus, Bacillus subtilis, et
Saphylococcus epidermis (MALHEIRO et al, 2012).

Diminution de la tension artérielle: La co-administration des extraits aqueux de
feuilles d'Arbutus unedo avec I'ester méthylique de N (G)-nitro-l-arginine a permis de
réduire le développement d'une pression artérielle systolique accrue, d’améliorer la
réactivité vasculaire et de normaliser la fonction rénale chez le rat (AFKIR et al,
2008).

I’effet hypoglycémiant de I'extrait aqueux de feuilles d’Arbutus unedo investigué par
le test de tolérance au glucose par voie orale (OGTT) réadisé par (BNOUHAM et al,
2007) provoque une diminution significative de la glycémie chez les rats apres la prise

10
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de glucose. Selon BNOUHAM et al (2010) cet extrait induit une inhibition de 31,6%
de I'absorption du glucose j§unal.

L’explication de ce pouvoir hypoglycémiant réside dans le fait que I'extrait combinéa
I'insuline a potentialiseé son activité et favorisé I'utilisation du glucose.

- L’effet antiparasitaire de I'extrait a l'acétate d'éthyle des feuilles d’arbousier s'est
révélé étre important vis-a-vis de Trichomonas vaginalis avec une 'inhibition totale
de sacroissance alaconcentration de 500 mg/ ml (ERTABAKLAR et al, 2009). Une
autre étude réalisée par KIVCAK et al (2009) rapporte I’activité de cet extrait aqueux
sur les promastigotes de Leishmania tropica, mais reste néanmoins modérée comparé
a I’effet de I’extrait éthanolique.

- Peffet anti-cancer, éudié par MARIOTTO et al (2008) qui a montré que I'extrait
agueux de feuilles d'Arbutus unedo exerce une action inhibitrice sur I'interféron-
gamma (IFN-gamma). Cette action suscite I'activation de STAT1 (transducteur de
signal et activateur de transcription), une protéine complexe avec des fonctions
transcriptionnelles, sur la lignée cellulaire humaine du cancer du sein et les

fibroblastes humains.

En médecine traditionnelle, plusieurs propriétés favorables a la santé ont été attribuées aux
fruits d’Arbutus unedo. Cependant, comparativement aux feuilles peu de travaux ont é&é

réalisés sur cette partie de I’arbre.

Les études effectuées sur le fruit de I’arbousier se sont essentiellement focalisées sur la
composition de celui-ci (MIGUEL et al, 2014)

Pallauf et al (2008) ont identifié et quantifié les composeés antioxydants présents dans les
fruits de I’arbousier (flavonoides, vitamines C et E et caroténoides). La teneur élevée en
flavonoide (32,37 mg / 100 g) de ce fruit, aouté a sa composition riche et variée en
composés antioxydants expliquent son puissant pouvoir antioxydant (PALLAUF et al,
2008)

En 2005, HEINRICH a éudié différents parametres des extraits de fruits d’arbousier,
effectuant des tests anti-inflammatoires, antiprolifératifs antidiabétiques et dinhibition
enzymatique.

Danstous les essais réalisés, les fruits ont présenté de faibles activités. Cependant, dans le test

portant sur I'effet antiprolifératif, les extraits éthanoliques des fruits ont montré une activité

11
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modérée, démontrant qu'ils possedent une certaine capacité ainhiber la synthése de I'ADN et
laprolifération cellulaire.

1-8-M étabolites secondaires

le terme métabolite secondaire utilisé pour la premiére fois en 1891 par Albrecht Kossel qui
I’introduisit par opposition a celui de  métabolites primaires, pour désigner tous les
composés produits par les plantes et pour lesquels aucune influence directe sur la
croissance, la reproduction ou I’acquisition des ressources n’était connue (HADACEK,
2002).

Classées en quatre grandes catégories : les glucides, les lipides, les acides aminés et |es acides
nucléiques, ces molécules organiques désignées sous le terme meétabolites primaires se
trouvent dans toutes les cellules de I’organisme d’une plante pour y assurer sasurvie.

Par opposition, les métabolites secondaires ont une répartition limitée dans |'organisme
de la plante et ne sont pas toujours nécessaires ala survie de celle-ci, car elles n’exercent pas
de fonction directe au niveau des activités fondamentales de la plante, comme la
croissance ou lareproduction.

Les métabolites secondaires se caractérisent par une tres grande diversité structurelle, leur
nombre serait compris entre 100 000 (HADACEK, 2002) et 200 000 (HARTMANN, 2007)
mais sont produits en faible quantité (NEWMAN et CRAGG, 2012).

De nos jours, il est possible de multiplier par 100 la concentration en molécules d’intérét chez
des plantes sauvages gréace a la culture en conditions contrdlées. Ce type de cultures permet
d’appliquer aux végétaux des conditions de stress, afin de produire les métabolites
secondaires recherchés. Ces conditions de croissance peuvent correspondre a un milieu
nutritif, a la composition minérale, ou encore a I’application d’agents éliciteurs qui
vont spécifiquement déclencher la synthése des substances naturelles.

Les métabolites secondaires impregnent d’une fagon spécifique, une espéce, une famille ou
un genre de plante permettant dans certains cas I’établissement d’une taxonomie chimique.
Leur production par les plantes a toujours été associée a une fonction défensive contre les
attagues des ravageurs phytophages (BERENBAUM, 1995).

Méme si c’est le cas d’un grand nombre d’entre elles, toutes n’interviennent pas dans la
défense contre les herbivores ou les pathogenes comme I’indique la figure 4 (HADACEK,
2002; HARTMANN, 2007).

12
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Depuis la découverte des métabolites secondaires et de leurs effets thérapeutiques la
recherche de techniques d’extraction a haut rendement ne cesse de se développer. Néanmoins,
en raison de préoccupati ons environnemental es, sanitaires et sécuritaires, celles-ci convergent
toutes vers la réduction voir la proscription de I’utilisation des solvants organiques dans
I’extraction de ces molécules (WANG et WELLER, 2006).

1-8-1-Classification

Les métabolites secondaires sont généralement des molécules de bas poids moléculaire qui
peuvent étre hydrophiles ou lipophiles. La majorité sont regroupés en trois classes sur la
base de leur origine biosynthétique : les terpénoides, les acaloides et les composés
phénoliques (CROTEAU et al, 2000).

Chacune de ces classes est €lle-méme subdivisée en plusieurs sous classes renfermant une tres
grande variété de composés possédant une tres large gamme d’activité biologique (ALI et al,
2001 ; LI et al, 2007).

Defense & Attraction &
Competition Stimulation
Herbivores Pollination
- Arthropods R L e
3 vﬁﬂébgg:iéﬂ Seed dispersal
- Invertebrates Food-Flant
Pathogens B
- Fungi ‘Sequestration
Plants ‘Symbiosis
- Allelopathy ~Bacieda
- Fungi

| Abiotic Stress |

Figure 4 : Fonctions des métabolites secondaires (HARTMANN, 2007).
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1-8-1-1-Alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques, le plus souvent d’origine végétale. De
structure moléculaire hétérocyclique azotée, tres complexe a caractere  basique
(BRUNETON, 1999 ; ZENK et JUENGER, 2007).

On en dénombre prés de 12 000 structures différentes et constituent 1’une des fractions les
plus puissantes des principes actifs issus des plantes médicinaes (STOCKIGT et al, 2002;
ZENK et JUENGER, 2007 ; ROBERTS et WINK, 2013).

L’ importance de ces molécules réside dans le fait qu’ils possedent de puissantes activités
biologiques méme a faibles doses (BOUCHELTA et al, 2005).

Elles sont utilisées par exemple comme antidépresseurs, stimulants, anesthésiques, anti-
tumoraux, antipaludiques etc. (BRUNETON, 1999).

On distingue trois classes d’alcaloides :

- alcaloide vrais : synthétis® uniquement par les végétaux, ils proviennent
biosynthétiqguement d’acides aminés.

- proto-alcaloide : ils proviennent d’acides aminés simples dont I|’azote n’est pas
impliqué dans un cycle.

- pseudo-alcaloide : IIs présentent le plus souvent, toutes les caractéistiques des
alcaloides vrais, mais ne sont pas dérives des acides aminés (BRUNETON, 1999).
Ils peuvent cependant étre indirectement liés a la voie des acides aminés par

I'intermédiaire d'un de leurs précurseurs.
1-8-1-2-Terpenes

Métabolites secondaires, majoritairement spécifiques du regne végéta, ils se retrouvent

chez les organismes marins, les champignons et méme les animaux.

Avec un nombre de composeés identifiés compris entre 30000 et 40000, les terpenes
congtituent la famille la plus largement diversifiée du point de vue structural (KAMPRANIS
et al, 2007; DEGENHARDT et al, 2009) allant d‘une simple chaine linéaire

hydrocarbonées jusqu'a des agencements complexes de cycles carbonés.
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Malgré leur variabilité structurale importante, ces composés ont tous en commun le fait qu’ils
sont le résultat de I’enchainement de multiples sous unités d‘isoprene (C5H8), d’ou
I*appellation d*isoprénoides (LAMARTI et al, 1994 ; BHAT, 2005).

Selon le nombre d’entités isopréne qui sont incorporées dans leurs structures, les
trepénes sont subdivisés en : monoterpenes (C10H16), sesquiterpénes (C15H24),
diterpénes (C20H35), triterpénes (C30H48), tetraterpenes (C40H64) et polyterpénes (C5H8)N
(SATTERFIELD et BRODBELT, 2000 ; CICOLELLA, 2008).

Pres de 1% des métabolites secondaires produits par les plantes sont des COV (composés
organiques volatils), dont lafraction principale est constituée par les terpénes. Généralement
lipophiles et tres volatils, ils peuvent ainsi facilement traverser les membranes cellulaires et
étre reléchés dans I‘atmosphére (DUDAREVA et al, 2006).

Comme la majorité des COV (composés organiques volatiles) la diversité qualitative et
quantitative des terpenes synthétisés varie selon les especes et est sous I‘influence de
facteurs biotiques et abiotiques (PICHERSKY et GERSHENZON, 2002).

Cette synthése est généralement associée a la présence de structures histologiques
spécialisées comme les cellules & essence, les poils sécréteurs, les poches sécrétrices ou
alors les canaux sécréteurs (TELEPOVA et al, 1992 ; CHABIR et al, 2009). Les terpenes
sont des composants majeurs de I’essence de térébenthine et se trouvent dans beaucoup de
produits a usage quotidien, notamment ceux a base d’essences végétale comme les parfums et
les désodorisants. Dans I’atmosphére, I’0zone réagit avec ces terpénes, engendrant des
radicaux hydroxyles responsables de la formation de pres de 70% du formadéhyde
atmosphérique (CICOLELLA, 2008).

Une éude toxicologique effectuée sur le rat a mis en évidence le fait que les composés
provenant de la réaction ozone terpenes sont de puissants irritants respiratoires (SUNIL et al,
2007).

Les terpénes possedent de multiples et différentes activités biologiques, mais ont en commun
un large spectre d’action vis-avis des bactéries et des champignons. |ls sont utilisés par les
plantes pour la colonisation des milieux en limitant la croissance d‘autres plantes par

des mécanismes d“allélopathie.

L’homme les a depuis toujours indirectement utilisés comme conservateurs et parfums par
I’intermédiaire des épices (BAUER et al, 2008).
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Ces métabolites sont responsables de la couleur, del’odeur des plantes et des fonctions
écologiques importantes. D’un point de vue écologique, les terpénes sont impliqués en tant
gue répulsifs des herbivores ou attractifs dans les interactions entre plantes et entre
plantes et animaux pollinisateurs (LANGENHEIM, 1994; LORIMER et al, 1996;
JUSTICIA et al, 2005).

1-8-1-3-L es composeés phénoliques

Le terme composés phénoliques ou polyphénols est utilisée indifféremment pour désigner
tout produit du métabolisme secondaire des végétaux, dont la structure est caractérisée par la
présence d’au moins un noyau aromatique portant au moins un groupement hydroxyle
libre, ou engagé dans une autre fonction tels que: éther, ester ou hétéroside. (LUGASI
et al, 2003; HENNEBELLE et al, 2004). Les composés phénoliques, constituent le groupe
le plus représenté et le pluslargement distribué dans le royaume des végétaux, (LUGASI
et al, 2003) avec plus de 9000 structures phénoliques connues (BAHORUN, 1998). Allant
de molécules phénoliques simples de bas poids moléculaire tels que, les acides
phénoliques a des composés hautement polymérisés comme les tannins (AKOWUAH et
al, 2005)

Les composes phénoliques sont classés selon le nombre d’atomes de carbone dans le
sguel ette de base (tableau 2) et sont subdivisés en plusieurs classes (figure 6), les principales
sont: les acides phénoliques (acide caféique, acide hydroxycinnamique, acide
chlorogénique), les flavonoides qui représentent plus de la moitié des polyphénols, les
tanins et les coumarines (KING et YOUNG, 1999 ; TAPIERO et al, 2002 ; BETA et al,
2005 ; STALIKAS, 2007).

Nombre d’études ont démontré que les polyphénols sont présents dans toutes les parties
des végétaux supérieurs. racines, tiges, fedilles, fleurs, fruits (BOIZOT et CHARPENTIER,
2006)

llIs font ains partie intégrante de [P’alimentation humaine et animale (MARTIN et
ANDRIANTSITOHAINA, 2002)
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Action sur les cellules du
systéme immunitaire

Détexifiant

Vaosodilatateur

Anti- ﬂh"y'ﬂﬂ.ﬂ‘i’

M_,_,.

4-—-:“'% PGL?PHEHDLS"-\-\. — Anti-inflammatoire

W\

Anti-angiogénique

Anti-tumeraus

Anti-agrégant
Anfi-thrombaotique

Anti-apoptotique

Figure5: Effets biologiques des polyphénols (MARTIN et ANDRIANTSITOHAINA, 2002).
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Figure 6 : Classification des polyphénols (BOROS et al, 2010).
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Les polyphénols sont omniprésents dans le régne végétal. Cependant, ces composés peuvent
considérablement varier tant qualitativement que quantitativement d’une plante a une autre
(MANACH et al, 2004).

Cette variation est aussi due d’une part a plusieurs facteurs environnementaux, tels que la
lumiére, le climat et les variations saisonnieres (ERDMAN et al, 2007) et d’autre part a des
facteurs génétiques (AHERNE et O’BRIEN, 2002).

Tableau 2 : Classification des polyphénols (SARNI, 2006 ; BRUNETON, 2009).

Composés phénoliques

Squelette

_ |Classe Exemple Structure Origine
carboné

Cs Phénols simples hydroquinone Ho~<\= >—OH Busserole
/

Acides acide 2 O Epices,
- N/ AR\,
Ce-C1 . . HO 2t .
hydroxybenzoiques |parahydroxybenzoique N OH fraises
Acides 7 N\
acide paracoumarique | _(( 7\ / [Tomates, ail

hydroxycinnamiques

OH
Ce-C3
. s A Carottes,
Coumarines ombelliférone nd
HO o X0 coriandre
U
Cs-Cs  |Naphtoquinones juglon [ T 1 Noix
L L )
T T
OH O
_OH
H - . 5 I
Cs-Co-Cg |Stilbénoides trans-resvératrol e e Raisin
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Flavonoides lato
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1-8-1-3-1-Activités biologiques

De nombreuses études expérimentales suggérent que les polyphénols sont des molécules

d'intérét en raison de leurs nombreuses propriétés, responsables des bienfaits pour la santé et

pourraient prévenir de nombreuses pathologies.

Activité antioxydante

Au cours de ces derniéres années I’intérét pour les molécules bioactives d’origine végeétale

ne cesse d’augmenter, avec un nombre d’études accru. Cet intérét est particuliérement porté
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sur les polyphénols, en raison de leur forte disponibilité dans les aliments et leur important
potentiel antioxydant. Les scientifiques, n’ont de cesse d’explorer le monde végétal a la
recherche du composé pouvant résoudre les difficultés thérapeutiques rencontrées dans le
domaine de la santé humaine. A cet effet, différentes méthodes expérimentales sont
développées et représentent la clef pour le développement d'aliments fonctionnels ou la
formulation de suppléments alimentaires chimiopréventifs au pouvoir antioxydant accru
(ANTOLOVICH et al, 2002).

Les antioxydants sont des protecteurs chimiques dont la fonction est d'empécher les ERO
(espéces réactives de l'oxygéene) datteindre leurs cibles biologiques (ADN, lipides et
protéines). Leur efficacité est éroitement liée a leur aptitude a capter les radicaux libres.
(GARDES et al, 2003)

Les antioxydants sont divisés en deux groupes : les primaires et les secondaires. (GRAMZA,
et KORCZAK, 2005). Les polyphénols peuvent d’une part étre classes comme antioxydants
primaires car ils interrompent la chaine radicalaire et former un radical stable en cédant un
hydrogéne ou un éectron et d’autre part comme antioxydants secondaires car ils peuvent
complexer, piéger ou décomposer diverses molécules impliquées dans la production des
radicaux libres (oxygene, ions métalliques, peroxydes).

Selon HU, (2011) les polyphénols peuvent exercer leur pouvoir antioxydant de deux fagons :

- Soit directement en piégeant et désactivant |es molécules réactives de I'oxygene

- Soit indirectement en influant et améliorant I'expression d'enzymes antioxydantes et de
protéines cytoprotectrices.

Les propriétés antioxydantes des polyphénols sont étroitement liées a leurs structures
chimiques (RICE et al, 1995 ; VAN ACKER et al, 1996).

Le type de composé, le degré de méthoxylation et le nhombre de groupes hydroxyle sont
guelques-uns des paramétres qui déterminent |'activité antioxydante.

Les caractéristiques structurelles qui ont été associées al'activité antioxydante sont:

A) La présence d'une structure ortho-dihydroxy sur le cycle B communément appelé
groupe catéchol (figure 7), comme c’est le cas pour la quercétine, ce qui confere une
grande stabilité au radical formé apres la réaction de capture du radical libre. Il a été
clairement éabli que le cycle B est le site le plus important pour le transfert des
protons et par conségquent pour la capacité antioxydante. Le nombre et la position des
H sur ce cycle sont deux facteurs importants dans la détermination de la puissance de

I’antioxydant.

20



Synthese bibliographique

Figure 7 : Fraction de catéchol du cycle B.

B) Laliaison 2,3-double en conjugaison avec une 4-oxofonction d'un groupe carbonyle
danslecycleC (figure8) (VAN ACKER et al, 1996).

Figure8 : Liaison 2,3-double en conjugaison avec une 4-oxofonction d'un groupe
carbonyle dansle cycle C.

C) la présence de groupes hydroxyles en position 3 et 5 (figure 9) (BOURNE et RICE,
1998).

Figure9 : Groupes hydroxyle en position 3 et 5.
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D) La présence d’un groupement hydroxyle en position C3 sur le cycle C (figure 10) est a
I’origine d’un puissant pouvoir antioxydant chez les polyphénols comme la rutine
(RICE et al, 1996).

Figure 10 : Groupement hydroxyle en position C3 sur le cycle C.

Les principaux mécanismes antioxydants des polyphénols sont:

- Lepiégeage direct ou laréduction des EOR.
L es polyphénols sont connus pour étre thermodynamiquement capables de réduire rapidement
les radicaux libres en raison de leur faible potentiel redox (FOTI et al, 2004 ; ZHANG et JI,
2006).

L’interaction polyphénols-protéines, est tres largement étudiée, celle-ci est impliquée dans
I’inhibition  de  plusieurs  enzymes  particulierement par les flavonoides
(ANDROUTSOPOULOS et al, 2010 ; KUHNERT et al, 2011). Ce type d’interaction est
impliqué dans I’inhibition de la production des ERO par formation d’un complexe inhibiteur-
enzyme. L’exemple le plus connu est celui de la xanthine oxydase source de radicaux
superoxyde inhibé par les flavonoides (OZYUREK et al, 2009 ; UMAMAHESWARI et al,
2009).

- Chélation destraces métalligues responsables de |a production des EOR.
Le fer et le cuivre sont indispensables a certaines fonctions physiologiques mais restent les
principaux responsables de la production de radicaux hydroxyles par laréduction du peroxyde
d’hydrogéne. Le role clé des polyphénols dans I’inhibition de la production de ces radicaux
est lachélation de ces métaux. (HIDER et al, 2001 ; FRAGA et al, 2010).
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Activité anti-inflammatoire

L’inflammation est la réponse des tissus vivants a une agression. Celle-ci est un processus
normal dont le but est d’éliminer le pathogene et de réparer les dommages tissulaires causés
par ce dernier. Néanmoins, elle peut avoir des effets négatifs en raison de I’agressivité du
pathogéne, de sa persistance, du site inflammatoire, par dérégulation du processus
inflammatoire ou par atération quantitative ou qualitative des cellules impliquées dans

I’inflammation.

Il est désormais admis que I’effet des polyphénols ne se limite pas a leurs propriétés
antioxydantes. Parmi ces nombreuses autres activités, I’effet anti-inflammatoire reste tres
étudié. Divers mécanismes d’action cellulaires pour expliquer cet effet anti-inflammatoire in
ViVOo ont été proposes.

L’acide arachidonique est libéré des membranes cellulaires par la PLA, (Phospholipases Ay).
Sous I’action de la cycloxygénase et la lipoxygénase, il est métabolisé respectivement en
prostaglandines et leucotrienes largement impliqués dans les phénomenes inflammatoires
(KIM et al, 2004).

Le premier niveau d’action anti-inflammatoire des polyphénols réside dans I’inhibition de la
PLA,.Le deuxiéme quant a lui réside dans I’inhibition des cycloxygénases (COX) et des
lipoxygénases (LOX) (HONG et al, 2001 ; CHANDRASEKHARAN et al, 2002).

Activité antiallergique

L'allergie est un phénoméne d'exagération pathologique de la réponse immunitaire, en
particulier laréaction inflammatoire. Certains flavonoides (quercétine, myricétine), exercent
une activité antiallergique gréce a leur aptitude a I’inhibition d’enzymes impliquées dans les
processus de stress oxydant et inflammatoire (LANDOLFI et al, 1984). Les flavonoides
exercent aussi cette activité par I’inhibition de I'AMP cyclique phosphodiesterase et ATPase
Ca**-dépendante, responsables de la libération de I'histamine & partir des mastocytes et des
basophiles (DI CARLO et al, 1999).

Activitéanti-ulcere

L'ulcere gastroduodénal est une maladie chronique. 1l résulte d'un déséquilibre entre des
facteurs d'agression (sécrétions acides) et des facteurs de défense (mucus, épithédlium de
surface).
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Il se traduit par la perte de substance du revétement épithélial cutané ou muqueux gastrique
ou duodénal e sans tendance a |a cicatrisation spontanee.

Certains polyphénols tels que la quercétine, la naringénine, la rutine et le kaempférol
presentent un effet anti-ulcére grace a leur inhibition du PAF (Platelet Activating Factor) qui
est un facteur ulcérogene (SOBHANI et al, 1995 ; 1Z2Z0, 1996). D’autre part, la quercétine
est connue pour son effet protecteur des cellules gastriques par un mécanisme complexe
alliant sécrétion de mucus, piégeage des radicaux libres et I’inhibition de la production des
leucotriénes (DI CARLO et al, 1999).

Effet sur le systeme cardiovasculaire

L’effet protecteur des polyphénols sur le systéeme cardiovasculaire est en grande partie
attribué aux flavonoides. Ces derniers exercent cet effet protecteur en jouant un role positif
dans la progression de I'athérosclérose et cela en évitant la formation de thrombus, en
améliorant la fonction endothélide, en régulant les taux lipidiques et en diminuant
I’oxydation des LDL (DUCHNOWICZ et al, 2012 ; SIASOS et al, 2013). Les flavonoides
impactent positivement la santé cardiovasculaire en réduisant I’hypertension arterielle, d’une
part en rétablissant la fonction endothélidle (CLARK et al, 2015) et d’autre par en diminuant
le stress oxydatif (BARADARAN et al, 2014). Pour ce qui est de I’infarctus myocardique,
les flavonoides agiraient en réduisant les ROS ainsi qu’en inhibant I’agrégation plaquettaire
par interaction avec les récepteurs aux thromboxanes (LIU et al, 2012 ; CHANG et al,
2014).

Activité anticanceéreuse
Le cancer est largement déterminé par les facteurs environnementaux, I'alimentation étant
un facteur majeur. Les habitudes alimentaires et les constituants alimentaires synthétiques
consommés gquotidiennement sont étroitement associés au risque de développer un  cancer
(MANSON, 2003).

De nos jours, les polyphénols alimentaires sont au centre de beaucoup d'attention pour leurs

propriétés anticancereuses.

Les polyphénols peuvent exercer leurs effets anticancéreux par divers mécanismes (figure
12) tels que I'@limination des agents cancérogenes, la modulation de la signalisation des
cellules canceéreuses, I’activation d’enzymes antioxydantes, I'induction de |'apoptose et |'arrét
du cycle cellulaire (RAMOS, 2008 ; SURH, 2008).
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Un autre aspect de I’effet anti-tumoral des polyphénols est leur capacité a inhiber la
formation d'/AGEs (Produits finaux de glycation avancée) (figure 11) qui sont réputées pour
étre des molécules a fort impact sur le processus de carcinogenese (BENGMARK, 2007 ;
SANG et al, 2007).
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Diabetes / l Neurodegenerative disorders
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Cardiovascular disease

Figure 11 : Formation des AGE et sites d’inhibition par les flavonoides de leur formation (*)
(VAUZOUR et al, 2010).

Les cellules cancéreuses se caractérisent genéralement d’une part par des niveaux élevés
d'absorption et de métabolisation du glucose, ce qui joue un rdle important dans la croissance

tumorale, d’autre part, eles induisent une vascularisation importante du tissu tumoral.
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Ains selon une éude sur le cancer du sein, I’effet antiprolifératif de I'nesperetine, serait

probablement due a I’entrave dans le processus d’absorption du glucose par les cellules

cancéreuses (YANG et al, 2013).

D’autres études impliquent les polyphénols dans I’arrét de la prolifération tumorale via

I’arrét du processus d’angiogenése et de métastase (BAGLI et al, 2004) par I’inhibition des

effecteurs de ces deux processus clef de la prolifération tumorale (ADHAMI et al, 2004).
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Figure 12 : Représentation schématique représentant le processus de la carcinogenese et les
cibles biologiques des polyphénols a chaque étape (ABDAL DAYEM et al, 2016).

26




Synthese bibliographique

Activité antiparasitaire

Plusieurs études rapportent que les composés phénoliques et particulierement les

flavonoides manifestent des activités contre un large spectre de parasites :

- LegenreLeshmania:
Les flavonoides en particulier les chalcones ont été identifiés comme  de puissants
inhibiteurs de différentes fonctions mitochondriales, essentielles a la vitaité du
parasite (ZHAI et al, 1995).

- LegenreTrypanosoma:
Les flavonoides sont aussi connus pour leur effet inhibiteur de transporteurs de type
glycoprotéine P (PEREZ et al, 1999). De plus ils agiraient auss en modulant
I’activité des proténes de phosphorylation sur la proténe kinase SPK89 (GALE et al,
1994).

- Le genre plasmodium :
En raison d’analogies structurales, les aurones présentent le méme mode d’action
antiparasitaire que les chalcones vis-avis du genre plasmodium (KAYSER et al,
2001). De plus, les flavonoides inhibent I’influx de L-glutamine et de myoinositol
dans les érythrocytes infectés, ce qui entrave le développement du parasite (KAUR et
al, 2009 ; MAGADULA et al, 2009).

Activité antibactérienne

Les antibiotiques ont permis de faire reculer considérablement la mortalité due aux maladies
infectieuses. Néanmoins, leur utilisation abusive et fréquente a conduit a I’apparition de
bactéries résistantes a ces médicaments. Pour palier a ce probleme la recherche scientifique
s’est tournee vers les extraits végétaux riches en biomolécules potentiellement

antibactériennes.

Les mécanismes par lesquels les extraits végétaux exercent leur activité antimicrobienne
ne sont pas clairs. Certains auteurs supposent que les biomolécules présentes dans ces extraits
tels que les polyphénols et plus particuliérement les flavonoides agissent sur la membrane
cytoplasmique ou la paroi cellulaire bactérienne, causant des dommages structurels et
fonctionnels (DIXON et al, 2005 ; KOSALEC et al, 2005 ; SCAZZOCCHIO et al, 2006 ;
HEINONEN, 2007).
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En réalité, I’effet antibactérien des polyphénols ne se limite pas aux seuls effets de
perturbation de la membrane cytoplasmique ou la dégradation de la paroi bactérienne.
Multiples sont les modes d'actions mis en ceuvre, tels que l'inhibition des enzymes
extracellulaires microbiennes, la séquestration de substrat nécessaire a la croissance
microbienne ou la chélation de métaux tels que le fer, I’inhibition du métabolisme
microbien et I’influence sur la synthese de 'ADN et de I'ARN, des protéines et des lipides
(MILANE, 2004 ; PIEBQJI, 2007 ; ZHANG et al, 2009 ; LUIS et al, 2014).

L’influence sur la synthése de I’ADN des polyphénols particulierement de la quercétine est
attribuée a I'inhibition de I'ADN gyrase. Concrétement, la quercétine se lie a la sous-unité
GyrB deI'ADN gyrase et inhibe son activité ATPase (PLAPER et al, 2003)

Cette biomolécules comme les autres flavonols, sont capables en raison de leur
hydrophobicité de pénétrer les membranes phospholipidiques cellulaires, pouvant ainsi
exercer leur activité antibactérienne également a l'intérieur de la cellule (ALVESALO et al,
2006)

Les polyphénols semblent avoir une plus grande activité contre les bactéries Gram-positives
par rapport aux Gram-négatives en raison du role de barriere que joue le lipopolysaccharide
chez ces derniéres (IKIGAI et al, 1993).
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Matériel et méthodes

2-Matériel et méthodes

Les différents protocoles réalisés dans cette étude ont été menés au niveau du laboratoire de
recherche en biochimie analytique et biotechnologie (LABAB) de I’Université Mouloud
Mammeri de Tizi-Ouzou.
2-1-Matériel

2-1-1-Matériel végétal

Les feuilles d’Arbutus unedo ont été collectées en décembre 2014 dans larégion de Larbaa
Nath Irathen (36° 38 12" nord, 4° 12 24" est). Le choix de la zone d’échantillonnage est
motivé par son éloignement de laroute et de toute exploitation agricole. Dix arbres sains sont
sdlectionnés et échantillonnés aux quatre expositions de la couronne. Les feuilles sont
prélevées au milieu du rameau et transportées dans des filets. Une fois triées et lavées a I’eau

distillée, celles-ci sont séchées atempérature ambiante et a I’abri de la lumiére puis broyées.
2-1-2-Souches bactériennes

L’activité antibactérienne de I’extrait aqueux des feuilles d’Arbutus unedo est évaluée sur
les souches suivantes :
Bacillus cereus ATCC 10876, Citrobacter frendii ATCC 8090, Enterococcus feacalis ATCC
49452, Escherichia coli ATCC 25922, Klebciella pneumoniae ATCC 700603, Listeria
monocytogene ATCC 15313, Proteus mirabelis ATCC 35659, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Salmonella typhimurium ATCC 13311, Staphylococcus aureus ATCC 43300.
Le choix de ces souches est motivé par leur large impact pathologique dd a leur pouvoir
pathogene. Celles-ci proviennent de la collection de I’unité de microbiologie appliquée du
laboratoire de recherche en biochimie analytique et biotechnologie (LABAB) de I’Université

Mouloud Mammeri de Tizi-Ouzou.
2-1-3-Prédévements sanguins

Un prélévement de sang veineux est effectué sur des volontaires sains, non fumeurs et ne
suivant aucune médication. Les échantillons sont récupérés dans des tubes héparinés puis

conservés a4°C.
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2-1-4-Pr élévements salivair es

Le prélevement salivaire, s’effectue au repos a I’aide de canules stériles sur des volontaires
sains non fumeurs, non chiqueurs et ne présentant aucune lésion ni pathologie. Les

échantillons sont recueillis dans des tubes fal con stériles puis conservés a 4°C.
2-1-5-Prélévementsurinaires

Les prélevements urinaires sont effectués sur des volontaires sains, suivant les
recommandations pour la réaisation de I'examen cytobactériologique des urines (ECBU).
Celles-ci consistent a faire une toilette soigneuse du méat urinaire a l'aide de lingettes
désinfectantes, éliminer le premier jet puis remplir le flacon ECBU qui est conservé a4°C.

2-2-Méthodes
2-2-1-Préparation de I’extrait

20 g de fedilles en poudre sont macérés sous agitation a 100 rpm a température ambiante
dans 200 ml d’eau distillée pendant 24 h. Le macérét est filtré une premiére fois sur une
passoire afin d’éliminer le maximum de matiere végétale puis une deuxieme fois sur laine de
verre jusqu'a obtenir un liquide limpide et homogéne. Le filtrat obtenu est congelé pendant
24h a-80°C en fines couches araison de 20 ml par plateau de 15 cm de diamétre, puis disposé
dans un lyophilisateur christ alphal-2. Une fois le lyophilisat collecté, celui-ci est repartit

dans des flacons en verre teinté, hermétiquement scellés et conservés au réfrigérateur a4°C.
2-2-2-Détermination delateneur en polyphénolstotaux

Le dosage des polyphénols totaux est effectué selon la méthode utilisant le réactif Folin-
Ciocalteu (LI et al, 2008).
Ce réactif est constitué d’un mélange d’acide phosphotungstique et d’acide
phosphomolybdique, qui est réduit lors de I’oxydation des phénols, en mélange d’oxyde bleu
de tungsténe et de molybdene (BOIZOT et CHARPENTIER, 2006). L’intensité de la couleur
est proportionnelle aux taux des composes phénoliques contenus dans I’échantillon analyse.
200 ul d’extrait dissout dans de I’eau distillée ala concentration de 40ug/ml sont mélangés a
1 ml du réactif Folin-Ciocalteu (dilué au dixiéme) et 800 pl d’une solution de carbonate de
sodium a75mg/ ml. Le mélange est incubé a I’obscurité et a température ambiante

pendant 45 minutes. L’absorbance est mesurée a 760 nm (spectrophotometre UV-visible
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MEDLINE MD 2000) et les résultats sont exprimés en milligramme équivaent d’acide
galique par gramme d’extrait (mg EAG/g) en se référant a la courbe d’etalonnage de
I’acide gallique réalisée aux concentrations alant de 10 a 100 pg/ml.
Les solutions d’extrait ainsi que la gamme d’étalonnage sont préparés le méme jour dans les
mémes conditions opératoires.

Le blanc est préparé en mélangeant 200 pl d’eau distillée avec 1 ml du réactif de Folin-

Ciocalteu (dilué au dixiéme) et 800 ul de solution de carbonate de sodium.
2-2-3-Détermination dela teneur en flavonoides totaux

L analyse quantitative des flavonoides totaux est effectuée par une méthode col orimétrique
au trichlorure d’aluminium qui forme un complexe jaune avec les flavonoides (AKROUT et
al, 2011).

1 ml de I’extrait & 10 mg/ml est mélangé avec le méme volume d’une solution méthanolique

a2% detrichlorure d’aluminium.

Apres 10 minutes d’incubation a température ambiante et a I’abri de la lumiere, I’absorbance
du mélange est lue a 430 nm (spectrophotomeétre UV-visible MEDLINE MD 2000).

Dans les mémes conditions, une courbe d’étalonnage de la quercitine aux concentrations
comprises entre 10 et 190 pg/ml est réalisée et les résultats sont exprimés en milligramme

équivalent de quercitine par gramme d’extrait (mg QE/Q).

Les solutions d’extrait ainsi que la gamme d’étalonnage sont préparés le méme jour dans les

mémes conditions opératoires et pour le blanc I’extrait est substitué par 1ml d’eau distillée.
2-2-4-Détermination delateneur en taninstotaux

L’estimation de la teneur en tanins totaux contenus dans I’extrait est réalisée par |la méthode
de HAGERMAN et BUTLER (1978). La sérum albumine bovine (BSA) sépare les tanins,
réputés pour leur capacité de complexation aux protéines, des autres polyphénols présents
dans I’extrait. Le chlorure ferrique (FeClI3) réagit avec les tannins en milieu alcalin
(SDS/TEA) pour former des chélates chromogenes.
1ml d’extrait & 400 pg/ml est additionné a 2 ml d’une solution de BSA a 1mg/ml préparée
dans le tampon acétate (0,4M, pH= 6). Apres incubation a I’abri de la lumiére (24h a4°C), le
mélange est centrifugé a 3000 g a 4°C pendant 15 minutes. Le précipité obtenu est dissous
dans 4ml de dodécylsulfate de sodium/ triéthanolamine (SDS/TEA) (1%/5%), additionné de
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1ml de FeCl3 (0,01M), dissous dans une solution d’HCI a 0.01M, puis incubé 15 minutes a

I’obscurité.

L absorbance est mesurée a 510 nm (spectrophotometre UV-visible MEDLINE MD 2000)
contre un blanc contenant 1 ml de FeCl;(0,01M) et 4 ml du SDS/TEA (1%/5%) et les
résultats sont exprimés en milligramme équivalent acide tannique par gramme d’extrait (mg
EAT/g) en se référant a la courbe d’étalonnage de I’acide tannique réalisée pour les
concentrations allant de 10 a 190 pg/ml.

Les solutions d’extrait ainsi que la gamme d’étalonnage sont préparés dans les mémes

conditions opératoires.
2-2-5-Piégeage du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

Pour I’étude de I’activité anti-radicalaire de I’extrait, nous avons suivi la méthode de
SANTOS et al (2010), qui utilise leradical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH).

Le test au DPPH mesure I'activité donatrice d'un atome d'hydrogene (ou d'un éectron) et
fournit ainsi une mesure de |'activité antioxydante par |e piégeage des radicaux libres.

Le DPPH est un radica libre stable de couleur pourpre, il est réduit en diphényl picryl-
hydrazine de couleur jaune (PRIOR et al, 2005). L’intensité de la couleur observée est
inversement proportionnelle au potentiel antioxydant de [I’extrait étudié (SANCHEZ-
MORENO, 2002).

250 pl d’une solution méthanolique de DPPH a 0.8 mM est mélangée avec 3.75 ml de
I’extrait aux concentrations de 1.25, 2.5, 3.75, 5, 6.25 et 7.5 pg/ml. Aprés une incubation de
30 minutes a température ambiante et a I’abri de la lumiére, I’absorbance est mesurée a
517nm.

L e pourcentage de piégeage du radical DPPH est calculé selon I’équation suivante :
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Piégeage du DPPH (%) = [(AC - AE)/ AC] x 100

AC : Absorbance du controle.

AE : Absorbance de I’échantillon.
2-2-6-Inhibition du blanchiment du p-caroténe

L'oxydation de l'acide linoléique génére des radicaux libres peroxydes, qui par la suite
oxydent le béta-carotene (molécule hautement insaturée), dont la couleur rouge disparait
proportionnellement a la disparition des insaturations. Le pouvoir antioxydant de I’extrait
végétal correspond & sa capacité a neutraliser les radicaux libres générés, empéchant ainsi
I’oxydation et le blanchiment du -caroténe (PANDA, 2012).

L’inhibition du blanchiment du B-carotéene est évaluée suivant le protocole de KABOUCHE
et al (2007), qui consiste en la preparation d’une emulsion composée d’un mélange de 1 ml de
chloroforme, 0.5mg 3 -caroténe, 25 pl d’acide linoléque et 200 mg de Tween 40.

Une fois le chloroforme évaporé dans un évaporateur rotatif & 40 C’, 100 ml d'eau
distillée saturée en oxygeéne sont gjouté au résidu sec et la solution est vigoureusement agitée.
350 pl d’une solution éthanolique de I'échantillon (200, 400, 600, 800 et 1000 pug/ml) sont
goutésa 2.5 ml de ce mélange.

Dés que la solution émulsionnée est gjoutée aux tubes, I'absorbance est mesurée (t=0 mn) a
490 nm. Apres, 120 minutes d’incubation a température ambiante et a I’abri de la lumiére,
cette absorbance est de nouveau mesurée (=120 mn).

L'activité antioxydante est calculée en pourcentage d'inhibition (I %) par rapport au témoin en

utilisant I'équation suivante:

1% = [1- (AS-AS1z0) / (AC-ACi0)]

AS : Absorbanceinitiae de I'échantillon.

AS;50. Absorbance de I'échantillon a 120 mn.

AcC : Absorbance initiale du controle.

AC1o9. Absorbance du contrdle a 120 mn.
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2-2-7-Piégeage du radical hydroxyle

La capacité de piégeage du radica hydroxyle est mesurée selon la méthode décrite par
RAJAMANIKANDAN et al (2011).

Cette méthode révéle la capacité de compétition de I’extrait avec I'acide salicylique vis-a-vis
des radicaux hydroxyles (KUTLU et al, 2014).

Pour un volume total de 2.5 ml, le milieu réactionnel est composé de 500 ul d’extrait a
différentes concentrations (de 100 a 2000 pg/ml), 1ml de FeSO4 (1.5 mM), 0.7 ml de
peroxyde d’hydrogene (6 mM) et 0.3 ml de salicylate de sodium (20 mM).

L'acide ascorbique est utilisé comme standard.

L’absorbance du complexe salicylate hydroxylé est mesurée a 560 nm apres 1 h d’incubation
a37°C.

L’ appréciation de la capacité de piégeage du radical hydroxyle par I’extrait et le standard est
effectuée par le calcul de I’IC50.

2-2-8-Piégeage du peroxyde d'hydrogene

La capacité de piégeage du peroxyde d'hydrogene est mesurée selon la méthode décrite par
SERTESER et al (2009).
L’évaluation de cette activité exprimée par I’extrait végétal est basée sur le suivi de la
variation de |'absorption du H,O, dans I'UV. Piégé par I’extrait, la concentration en peroxyde
d'hydrogene diminue et avec lui son absorbance a 230 nm.
Un volume de 3,4 ml de l'extrait (tampon phosphate 0,1M, pH = 7,4) a différentes
concentrations (80 a 600 ug/ml) est mélangé a 600 ul de peroxyde d’hydrogene a40Mm
(tampon phosphate 0,AM, pH = 7,4). Dans les mémes conditions opératoires I’acide
ascorbique est utilisé comme référent.
L’absorbance est mesurée a 230 nm aprés 10 minutes d’incubation a température ambiante et
a I’abri de la lumiére.

Le pourcentage de piégeage est calculé par I’équation suivante :

Piégeage H,0, (%) =1- AS/Ac x100

Ac : Absorbance du contréle (sans I’extrait)

As: Absorbance du test.
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2-2-9- Réduction du molybdéne

La technique utilisée est celle décrite par PRIETO et al (1999). Elle est basée sur la
réduction du molybdate Mo (V1) en molybdéne Mo (V) en présence d’un antioxydant avec la
formation d’un complexe vert (phosphate/ Mo (V)) apH acide.

0.1 ml d’extrait aux concentrations comprises entre 100 et 500 pug/ml est mélangé a 1ml de
réactif composé d’acide sulfurique (0.6 M), de phosphate de sodium (Na3PO4, 28 mM) et de
molybdate d’ammonium (4 mM). Les tubes sont incubés a95°C pendant 90 mn. Apres

refroidissement a température ambiante, |'absorbance est mesurée a 695 nm.

L’ appréciation du pouvoir réducteur de I’extrait et du standard est effectuée par le calcul de
I”IC50.

2-2-10-Réduction du fer
Laméthode utilisée est celle décrite par OY AlIZU (1986).

Le test de I’activité réductrice de I’ion ferrique est baseé sur la capacité des phénols aréduire
le Fe ® en Fe %'. Cette réduction conduit & la formation d’un complexe bleu prussien
(GULCIN, 2011).

L’augmentation de I’absorbance dans le milieu réactionnel indique I’augmentation de la
réduction du fer. L’acide ascorbique est utilisé comme contrdle positif,

Cette méthode consiste a mélanger 1.25ml de [I’extrait a différentes concentrations (5 a 200
pg/ml) avec 1.25 ml de tampon phosphate (0.2 M a pH 6.6) et 1.25 ml d’une solution de
K3Fe(CN) 6 a1% (m/v).

Le mélange obtenu est incubé pendant 20 minutes a 50°C, puis 1.25 ml d’acide
trichloracétique (CCI3COOH) a 10% est goute. Le mélange est centrifugé a
3000 g pendant 10 mn. 1.25 ml du surnageant sont prélevés et sont additionnés de 1.25 ml
d’eau distillée et 0.5 ml de chlorure de fer (FeCl3) a0.1%. La lecture de I’absorbance se fait a
700 nm. L’appréciation du pouvoir réducteur de I’extrait et du standard est effectuée par le
calcul de I’IC50.
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2-2-11-Chéation du fer

Pour évaluer le pouvoir chélateur d’un extrait végétal donné, |le composé le plus utilisé est
laferrozine (figure 24) (ZHAO et al, 2006). En effet, la ferrozine forme avec lefer libre,
présent dans un milieu réactionnel, un complexe ferrozine-Fe** de couleur violette. La
guantification de ce complexe par spectrophotométrie dans un milieu de concentration
connue en fer, renseigne sur la quantité de fer non chélaté et donc sur lacapacité de
I’extrait a chélater cet élément. Plus la coloration de la solution contenant I’extrait testé est
claire, plus le pouvoir chélateur est important. La meéthode utilisée pour I’évaluation du
pouvoir chélateur de I’extrait étudié est celle décrite par DINIS et al (1994).

100 pyl  d’extrait a différentes concentrations est ajoutée a 50 pl de Chlorure de fer (FeCl,,
4H,0, 2 mM). Aprés une agitation vigoureuse et un repos de 5 minutes, 100 pl de ferrozine (5
mM) sont ajoutés, suivis de 2.75 ml d’eau distillée. Le meélange est incubé 10 minutes a
température ambiante et I’absorbance est mesurée a 562 nm.

L’ appréciation du pouvoir chéateur de I’extrait et du standard est effectuée par le calcul de
I’IC50.

2-2-12-Tests d’hémolyse

Les tests d’hémolyse sont réalisés in cellulo sur des érythrocytes humains. L'activité de
stabilisation membranaire de I'extrait est évaluée en utilisant une hémolyse érythrocytaire

induite par une solution hypotonique, par la chaleur et par le HOCI.

L’exposition des érythrocytes a une concentration saline hypotonique, a la chaleur et a un
oxydant conduit a la rupture de leurs membranes plasmiques avec libération du contenu
cellulaire (hémoglobine). L'intensité de I'némolyse est estimée par la mesure de |'absorbance

de I'némoglobine libérée aprés hémolyse.
2-2-12-1-Hémolyse induite par une solution hypotonique

Le protocole réalisé pour I’étude de I’effet protecteur de I’extrait vis-a&vis de solutions
hypotonique est celui décrit par FREITAS et al (2008).
Le sang de volontaires sains est collecté dans des tubes contenant de I’héparine. Les globules
rouges sont séparés du plasma par centrifugation de 3 ml de sang a300 g pendant 10 minutes
a4°C. Le culot obtenu est lavé trois fois avec 3 ml de tampon phosphate (pH 7.4, NaCl
0.9%).
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40 ul de la suspension érythrocytaire sont mélangés a 1 ml de tampon phosphate (pH 7,4) a
concentrations variables en NaCl (0.1, 0.3, 0.5, 0.7, 0.9%) ou chague concentration en NaCl
est combinée a des concentrations variables de I’extrait (250, 500, 750,1000, 1250 et 1500
Hg/ml).

Le mélange est incubé 30 minutes a 37 °C sous agitation douce puis centrifugé a 300 g
pendant 10 minutes a 4°C. L’absorbance du surnageant est mesurée a 540 nm et le

pourcentage d’inhibition de I’hémolyse est calculé par I’équation suivante :

Inhibition de I’hémolyse (%) = (DO1-DO2/D0O1) x100

DO1
DO2

Densité optique de la solution hypotonique de globules rouges sans la plante

Densité optique de la solution hypotonique de globules rouges avec la plante
2-2-12-2-Hémolyse induite par la chaleur

L’activité protectrice de I’extrait vis-a-vis de I’némolyse induite par la chaleur est réalisée
in vitro par la méthode spectrophotométrique décrite par SAKAT et al (2010).
1m de différentes concentrations d'extrait (25 a 500ug/ml) dissoutes dans un tampon
phosphate (pH 7.4, NaCl 0.9%) est mélangé avec 1 ml de globules rouges (2%).
Le mélange réactionnel est incubé dans un bain-marie a 56°C pendant 30 mn.
Apreés incubation, les tubes sont refroidis al'eau du robinet, puis centrifugés a300 g pendant
10 minutes a4°C et |'absorbance du surnageant est estimé a 560 nm.
Le pourcentage de protection contre I'hémolyse induite par la chaleur est calculé en utilisant

I’équation suivante :

Protection (%) = 100 — (DO échantillon / DO contréle) X 100

2-2-12-3-Hémolyse induite par un oxydant

La résistance des érythrocytes traités par I’extrait de feuilles d’Arbutus unedo a une
oxydation induite par HOCI (acide hypochloreux) est évaluée selon le protocole décrit par
SUWALSKY et al (2007).
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1 ml d’une suspension de globules rouges (5%) solubilisé dans du PBS (pH 7.4) est mis en
incubation pendant 15 mn a 37°C avec 1 ml de l'extrait a différentes concentrations.
Apres incubation, on centrifuge le mélange a 300 g pendant 10 mn a4 °C, le surnageant est
éiminé et le culot remis en suspension avec 0.5 mM de HOCI dans du PBS. Ensuite,
I'incubation est réalisée comme décrit précédemment et I'absorbance déterminée a 540 nm.

L e pourcentage de protection est calculé en utilisant I’équation suivante :

Protection (%) = 100 — (DO échantillon / DO contréle) X 100

2-2-12-4-Inhibition dela dénaturation thermique de la BSA

L’inhibition de la dénaturation thermique de I’albumine est évaluée par la méthode de
KARTHIK et al (2013).

50 pl dextrait a différentes concentrations (50 a 500 pg/ml) sont mélangés a 5 ml
d'ovabumine a 0,2%, préalablement préparée dans du PBS (pH6.4, NaCl 0.9%) Les tubes
sont chauffés a 72°C pendant 5 minutes. Une fois refroidi nous lisons |’absorbance de chaque
tube a660 nm.

Le pourcentage d’inhibition de la dénaturation thermique de la BSA est calculé en utilisant

I’équation suivante :

Protection (%) = 100 — (DO échantillon / DO contréle) X 100

2-2-12-5-Activité thrombolytique
L’inhibition de la thrombolyse est éudiée par |la méthode décrite par PRASAD et al (2006).

Les échantillons de sang prélevés sur tube sec sont distribués a raisons de 1.5ml par tubes a
hémolyse sec, puisincubés 90 minutes a 37°C. Une fois le caillot formé, le sérum est aspiré
et les tubes sont peses. 300 ul d’extrait a différentes concentrations sont g outés a chague tube
et 300 pl d’eau distillée stérile est ajoutée au tube témoin (contrble négatif) puis I’ensemble
incubé pendant 90 minutes a 37°C. Le liquide obtenu apres incubation est aspiré délicatement,
puis les tubes sont peses. La différence des pesées avant et apres la lyse du caillot est

comparée au témoin négatif et exprimée en pourcentage de lyse du caillot.
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2-2-12-6-Inhibition de la per oxydation des membranes érythrocytair es

La peroxydation lipidique est évaluée par le dosage des substances réactives de l'acide
thiobarbiturique (TBARS : thiobarbituric acid reactive substances) d’apres la méthode de
SANGEETHA et al (2010) avec quelgues modifications.

Les composés carbonylés a l'instar du malondialdéhyde (MDA) réagissent avec l'acide
thiobarbiturique (TBA) pour donner des chromophores de couleur rose absorbant a 532 nm.
Le chromophore est obtenu lorsqu’une molécule de MDA est condensée avec deux molécules
de TBA.

En présence d’un inhibiteur (extrait ou BHT), la densité optique diminue et le
pourcentage de protection vis-a-vis de la peroxydation est calculé en utilisant I’éguation

suivante:

Protection (%) = 100 — (DO échantillon / DO contréle) X 100

2-2-12-6-1-Pr épar ation des membranes érythrocytaires

Le sang de volontaires est collecté dans des tubes héparinés, puis les globules rouges sont
séparés du plasma par centrifugation de 3 ml de sang a 300 g pendant 10 minutes a 4°C. Le
culot obtenu est lavé trois fois avec 3 ml de tampon phosphate (pH 7.4, NaCl 0.9%). Les
globules rouges ainsi isolés sont lysés par 3 ml d’une solution hypotonique de tampon
phosphate (pH 7.4, NaCl 0%). L’élimination de I’hémoglobine est effectuée par
centrifugation a 3000 g pendant 10 minutes a 4°C. Les membranes résultant (culot), sont
lavées trois fois avec 3 ml d’eau distillée. A la fin de cette procédure, les membranes des
érythrocytes concentrées de couleur blanchétre sont obtenues puis resolubilisées dans 3 ml

d’eau distillee.
2-2-12-6-2-Per oxydation des membranes érythrocytair es

Le mélange réactionnel contenant 500l de membranes érythrocytaire, 500ul extrait (200 a
1000 pg/ml) et 500l FeSos 0.1 mM/H,O, 1 mM puis incubé lheure a 37°C. A lafin de
I”incubation 0.5 ml d’éthanol a 70% est ajouté puis 1 ml d’acide thiobarbiturique puis incubé
20 minutes a 100°C. Refroidir les tubes et les centrifugés 10 minutes a température ambiante

a 500g. L’ absorbance du surnageant est mesurée a 535 nm. Le pourcentage de protection de
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I’extrait est calculé par rapport a la densité optique du témoin positif qui correspond a 100%

de peroxydation.
2-2-13-Capacitédeliaison aux acides biliaires
2-2-13-1- Courbe étalon de I’acide cholique

Le suivi de la quantité d’acide cholique diffusant lors des divers protocoles mis en ceuvre,
passe par la construction d’une courbe d’éalonnage de I’acide cholique. Celle-ci est réalisee

comme suit ;

0.2 ml d’acide cholique a différentes concentrations est mélangé a 1 ml d’acide sulfurique a
70%. Apres une incubation de 5 minutes a température ambiante, 1 ml d’une solution de
furfural a 0.25% est ajouté et I’absorbance est mesurée a 510 nm. Le facteur qui provoque la
réaction colorée dans cette méthode est la solution aqueuse de furfural qui développe une
coloration rose (GORECKA et al, 2003).

2-2-13-2- Inhibition de la diffusion de I’acide cholique

Le retardement de la diffusion de I’acide cholique est étudié suivant la méthode décrite par
YOO et al (2005).

Les membranes de dialyse (MWCO sup 12000) sont immergées 24 h dans une solution
d’azide de sodium a 0.1%. L’extrait est dissout a différentes concentrations (200 a 1000
pg/ml) dans une solution constituée, d’acide cholique (7.5mg/ml), Tris (0.1M, pH7) et d’azide
de sodium & 0.1%, puis dialyse contre le méme tampon.

Par intervalle de temps régulier la quantité d’acide cholique diffusant dans le dialysat est
suivie par préléevement de 0.2 ml du dialysat qui sont mélangés a 1 ml d’acide sulfurique a
70%. Aprés une incubation de 5 minutes a température ambiante, 1 ml d’une solution de
furfural & 0.25% est ajouté et I’absorbance est mesurée a 510 nm.

Le pourcentage de retard de dialyse de I’acide cholique (RAC) est calculé en utilisant la

formule suivante:

Concentration en Acide cholique du test x100

RAC(%) = [
Concentration en Acide cholique du contrdl
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2-2-13-3-Capacité d'adsor ption de I’acide cholique

La capacité de fixation de I’acide cholique est étudiée suivant la méthode décrite par
ADISAKWATTANA et al (2012).
Les deux solutions utilisées (extrait et acide cholique) sont préalablement filtrées sur
membrane a 0.2um.
L’extrait a différentes concentration (200 a 1000 pug/ml) est incubé avec I’acide cholique (7.5
mg/ml) dans un tampon tris (0.1 M pH7) a 37°C pendant 90 minutes. Une fois refroidies les
solutions sont filtrées (membrane a 0.2um). 0.2 ml du filtrat est mélangé a 1 ml d’acide
sulfurique a 70%. Aprés une incubation de 5 minutes a température ambiante, 1 ml d’une
solution de furfural a 0.25% est ajouté et I’absorbance est mesurée a 510 nm.

L’appréciation de la capacité d’adsorption de I’acide cholique par I’extrait est effectuée par

rapport au témoin sans extrait.
2-2-14-Activité hypocholestérolémiante
2-2-14-1- Courbe éalon du cholestérol

Le dosage du cholestérol est effectué par spectrophotométrie grace a un kit de dosage et une
courbe d’étalonnage du cholestérol est réalisée comme suit :
10ul de cholestérol (0.2mg/ml) sont goutés a 1ml de la solution enzymatique du kit
(spinreact). Le mélange est incubé 20 minutes a température ambiante et I’absorbance est

mesurée a 505 nm.
2-2-14-2- Inhibition dela diffuson du cholestérol

Le retardement de la diffusion du cholestérol est étudié suivant la méhode décrite par
TIPPAYAKUL et al (2005).
Les membranes de dialyse (MWCO sup 12000) sont immergées 24 h dans une solution
d’azide de sodium & 0.1%. L’extrait est dissout a différentes concentrations dans une solution
constituée de cholestérol (2g/l) et d’azide de sodium a 0.1%, puis dialysé contre de I’eau
distillée additionnée de 0.1% d’azide de sodium et de Triton X-100 (1%).
Par intervalle de temps régulier (1h) la quantité de cholestérol diffusant dans le dialysat est
suivie par prélevement de 10ul de dialysat qui sont gjoutés a 1ml de la solution enzymatique
du kit (spinreact). Le mélange est incubé 20 minutes a température ambiante et I’absorbance

est mesurée a 505 nm.
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Le pourcentage de retard de dialyse du cholestérol (RC) est calculé en utilisant la formule

suivante:

Concentration en cholestérol du test
RC(%)=100- x100

Concentration en cholestérol du controle

2-2-14-3-Capacité d'adsor ption du cholestérol

La capacité de fixation du cholestérol est étudiée suivant la méthode décrite par
ADISAKWATTANA et al (2012).
L’extrait a différentes concentration est incubé avec du cholestérol (2g/l) sous agitation a
37°C pendant 2 heures. Une fois refroidies les solutions sont filtrées (membrane a 0.2um) et
10ul du filtrat sont gjoutésal ml du réactif (kit spinreact) (incubés 20 minutes atempérature
ambiante, Do : 505 nm).

Les deux solutions utilisées (extrait et cholestérol) sont préalablement filtrées sur membrane a
0.2um.
L’appréciation de la capacité d’adsorption du cholestérol par I’extrait est effectuee par rapport

au témoin sans extrait.
2-2-15-Activité hypoglycémiante
2-2-15-1- Courbe étalon du glucose

Le dosage spectrophotometrique du glucose est effectué avec un kit de dosage
spinreact. Cette étape a pour objectif la réalisation d’une courbe d’étalonnage du glucose qui

nous permettra d’exprimer les résultats obtenus en termes de concentration en glucose.

10 ul de glucose a différentes concentrations sont gjoutés a 1ml de la solution enzymatique du
kit (spinreact). Le mélange est incubé 20 minutes a température ambiante et I’absorbance est

mesurée a 505 nm.
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2-2-15-2- Inhibition de la diffusion du glucose

Le retardement de la diffusion du glucose est étudié suivant la méthode décrite par OU et al
(2001).
Les membranes de diayse (MWCO sup 12000) sont immergées 24 h dans une solution
d’azide de sodium a 0.1%. L’extrait est dissout a différentes concentrations dans une solution
congtituée de glucose (1g/l) et d’azide de sodium a 0.1%, puis dialysé contre de I’eau distillée
additionnée de 0.1% d’azide de sodium.
Par intervalle de temps régulier (1h) la quantité de glucose diffusant dans le dialysat est suivie

a une densité optique de 505nm.

Le pourcentage de retard de dialyse du glucose (RG) est calculé en utilisant la formule

suivante:

. Concentration en glucose du test
RG(%)= 100- 2 ] *100)

—~  Concentration en glucose du controle

2-2-15-3-Capacité d'adsor ption du glucose

La capacité de fixation du glucose est étudiée suivant |la méthode décrite par AHMED et al
(2012).
5 ml de I’extrait a différentes concentration (1000 a 6000 pg/ml) est incubé avec du glucose
(1g/1) a 37°C pendant 6 heures. Une fois refroidies les solutions sont centrifugées a 4000 g
pendant 10 minutes. 10pl du surnageant sont ajoutésal ml du réactif (kit spinreact) (incubés
20 minutes a température ambiante) puis I’absorbance est mesurée a 505 nm.
L e pourcentage d’adsorption du glucose par I’extrait est calculé par rapport a la concentration

du surnageant du témoin sans extrait.

Les deux solutions utilisées (extrait et glucose) sont préalablement centrifugées a 4000g

pendant 10 minutes pour I’utilisation du surnageant.
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2-2-15-4-Consommation du glucose par leslevures

L’effet de I’extrait aqueux sur la consommation du glucose par les levures est déterminé par
laméthode décrite par BHUTKAR et BHISE (2013).
1ml d’extrait a différentes concentrations (1000 a 6000 pug/ml) est mélangé a 1 ml de glucose
(2g/1), incubé 10 minutes a 37°C, puis additionné de 100ul de levures a 10% (obtenues apres
3 lavages au PBS stérile a 300 g /5mn a4°C). Apres une heure d’incubation a 37°C les tubes
sont centrifugés a 300 g /5mn a 4°C. La concentration en glucose du surnageant est mesurée
a505 nm.

L e pourcentage de glucose absorbé par les cellules est calculé par laformule suivante.

Consommation de glucose (%) = Ac-Ae/Ac

Ac : Absorbance du contréle sans I’extrait

Ae: Absorbance de I’échantillon
2-2-15-5-Inhibition dela glycation dela BSA

L’inhibition de la glycation de la serum albumine bovine par I’extrait aqueux de feuilles

d’Arbutus unedo est étudiée par la méthode décrite par LEDESMA-OSUNA et al (2008).
Ce test nous renseigne sur la capacité de I’extrait végétal a inhiber la glycation de la BSA et
ainsi laformation des AGEs (Produits finaux de glycation avancée).
1 ml d’extrait, 1 ml de BSA (6mg/ml) et 1 ml de glucose (1g/l) sont mélangés, puis incubés
une heure a 60°C. Une fois refroidi un contrdle électrophorétique en PAGE SDS est effectué,
(gel de concentration [(T=4% et C= 2.7%) TRIS-HCI pH 6.8], g&l de séparation [(T=15% et
C=2.7%) TRIS-HCI pH 8.8]).

Le pourcentage d’inhibition de la glycation de la BSA est apprécié par rapport au niveau de
migration de la bande correspondant au témoin sans extrait.

2-2-16-Interaction plante-liquides biologiques

L application pharmacologique de I’extrait aqueux des feuilles d’Arbutus unedo passe par
la détermination des parameétres pharmacocinétiques qui nhous renseignent sur les interactions
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entre les molécules bioactives et celles de I’organisme lors de leur parcours. Dans cette
optique nous étudions I’effet de la salive, du sang et de I’urine sur I’effet antioxydant de

I’extrait.

Ce volet de notre étude prend son inspiration des travaux de BENNICK (2002) sur
I’interaction des polyphénols avec les protéines salivaires. Sur cette base, nous nous sommes
intéresses a I’interaction de I’extrait d’arbousier avec différents liquides biologiques (salive,

sang et urine).
2-2-16-1-Effet sur laréduction du molybdene

Latechnique utilisée est celle décrite par PRIETO et al (1999).

Dans un premier temps, nous optimisons le volume ou la concentration de chague substance
biologique induisant une capacité réductrice maximale comme suit :

- Pour lasalive, cette détermination est effectuée sur 4 volumes (25, 50, 75,100 pl).

- Pour le sang, le plasma est séparé des globules rouges par centrifugation de 3 ml de
sang a 300 g pendant 10 minutes a 4°C. Par la suite 4 volumes de plasma (25, 50,
75,100 pl), sont testés.

- Pour laBSA, 5 concentrations sont utilisées (5, 10, 15, 20, 25 pg /ml)

- Pour I’urine, 5 volumes sont testés (5, 10, 15, 20, 25 pl)

En deuxieme lieu, nous étudions I’effet des concentrations précédemment déterminées sur la
capacité de I’extrait a différentes concentrations a reduire le molybdene. Pour cela nous

réalisons une solution mere pour chagque compose étudié (sang, salive, BSA et urine).

A partir de cette derniére, plusieurs dilutions sont effectuées. Un volume déterming, ayant
donné une activité réductrice maximale est respectivement préevé de chague dilution de
salive, de sang, de BSA et d’urine, pour laréalisation du test.

2-2-16-2-Effet sur laréduction du fer
Laméthode utilisée est celle décrite par OYAIZU (1986).

En premier lieu, nous optimisons le volume ou la concentration de chaque substance
biologique étudiée comme suit :
- Pour la sdive, la détermination du volume induisant un pouvoir réducteur de I’ion

ferrique important est effectuée sur 8 volumes (de 50 a 400 pl).
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- Pour le sang, le plasma est séparé des globules rouges par centrifugation de 3 ml de
sang a 300 g pendant 10 minutes a 4°C. Par la suite 5 volumes (50,100, 200, 300 et
400pl)

- Pour laBSA, 11 concentrations sont utilisées (de 10 a 210 pg /ml)

- Pour I’urine, 13 volumes sont réalisés (de 1 a45 pl)

En deuxieme lieu, nous étudions I’effet des concentrations optimales précédemment
déterminées sur le pouvoir réducteur de I’extrait a différentes concentrations. Pour cela nous

réalisons une solution mere pour chague composé étudié (sang, salive, BSA et urine).

A partir de cette derniére, plusieurs dilutions sont effectuées. Un volume déterminé, ayant
donné une activité réductrice maximale est respectivement prélevé de chaque dilution de

salive, de sang, de BSA et d’urine, pour la réalisation du test.
2-2-17-Activité antibactérienne

L’activité antibactérienne de [I’extrait aqueux d’Arbutus unedo est évaluée par la
méthode décrite par FALLEH et al (2008) vis-avis de dix souches bactériennes
(Staphylococcus aureus ATCC 43300 , Escherichia coli ATCC 25922, Klebciella
pneumoniae  ATCC 700603, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella
typhimurium ATCC 13311, Bacillus cereus ATCC 10876, Enterococcus feacalis ATCC
49452, Listeria monocytogene ATCC 15313, Proteus mirabelis ATCC 35659 et Citrobacter
frendii ATCC 8090

Les souches bactériennes sont préalablement revivifiées en milieu BHIB (24h a 37°C),
isolées en colonies par la méthode des stries sur milieu Mueller Hinton, puis réncubées a
37°C pendant 24 h sur le méme milieu.

Une ou plusieurs colonies sont prélevées pour réaliser une suspension standardisée dans I’eau
physiologique (10° - 108 UFC/mI, 4620 nm, Do= 0,08 & 0,1).

De nouvelles boites sont ensemenceées a partir de cet inoculum par écouvillonnage.

Des disques de papier Whatrnann’ 1 de 6 mm de diamétre, stériles, sont déposés & la
surface du milieu Mueller Hinton puis chargés de 15 pl des extraits aqueux ala concentration
de 50mg/m.

Les disques des contrbles négatifs (imprégnés d’eau distillée) et des contréles positifs

(antibiotique de référence gentamicine 10ug/disque) sont placés a la surface de ces boites
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puis le tout est préncubé 30 minutes sur paillasse a température ambiante puis incubéa 37°C
pendant 24h.
Les reésultats correspondants aux diameétres des zones dinhibition produites autour des

disques sont exprimés en millimétre.
2-2-17-1- Déter mination des concentrations minimalesinhibitrices

La détermination des concentrations minimaes inhibitrices est réalisée sur milieu solide
(Muédller Hinton) (DZOMBA et MUCHANYEREY I, 2012), pour les souches bactériennes

ayant exprimeé une susceptibilité vis-a-vis de I’extrait.

Une série de dilutions de I’extrait est réalisée dans de I'eau digtillée stérile. Parallélement,
I’inoculum bactérien est réalisé dans de I’eau physiologique stérile (10° - 108 UFC/ml, & 620
nm, Do= 0,08 a 0,1).

Une série de disgues imbibés par différentes concentrations d’extrait (15ul/disque), sont
disposés a la surface des boites de pétri préalablement ensemencées par I’inoculum bactérien,
laissés 15 minutes sur la paillasse pour une prediffusion de I’extrait, puisincubé 24 heures a
37°C.

La concentration minimale inhibitrice correspond a la plus petite concentration d'extrait qui
inhibe toute culture visible d'une souche bactérienne aprés incubation.

2-2-18-Activité anti-leishmania

La détermination de I’effet leishmanicide de I’extrait aqueux des feuilles d” Arbutus unedo
est réalisée suivant le protocole de GOMES et al (2002).
Les promastigotes de Leishmania infantum fourni par I’institut Pasteur d’Alger sous la
référence (MON-1/DZ/01/LIPA1227/01) cultivé sur milieu NNN (7 jours a 25°C). Les
cultures sont centrifugées 10 minutes a 300 g a 4°C puis subissent 3 lavages a I’eau
physiologique et transférées sur milieu RPMI 1640 supplémenté de 10% de sérum de veau
feetal.
La suspension parasitaire est gjustée & 10° cellules /ml est additionnée de I’extrait aux
concentrations finales de (12.5, 25, 50 et 100 pg/ml), suivi d’une incubation de 72 heures a
25°C. Le pourcentage de viabilité des promastigotes est estimé par la méthode col orimétrique
a I’iodure de propidium.
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3- Résultats et discussion
3-1-Déter mination de la teneur en polyphénals, flavonoides et tanins totaux
L’extrait brut obtenu par macération dans de I’eau distillée a subi une analyse quantitative par

dosage spectrophotométrie de la teneur en polyphénols, flavonoides et tanins.

- La quantité en polyphénols, en flavonoides et en tanins sont cal cul ées respectivement en se
référant aux courbes d’étalonnage (figure 13, 14 et 15) de I’acide gallique, de la quercétine et
de I’acide tannique et les résultats obtenus sont exprimés respectivement en équivaent acide
gallique par gramme d’extrait, en équivalent quercétine par gramme d’extrait et en équivalent

d’acide tannique par gramme d’extrait.
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Figure 13: Courbe étalon de I’acide gallique.
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Courbe étalon de la quercétine.
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Figure15:

Courbe étalon de I’acide tannique.
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Tableau 3: Résultats du dosage des polyphénols, des flavonoides et des tanins.

Fraction Concentration

Polyphénols 207.84 + 15.03 mg EAG/g d’extrait
Flavonoides 13.070 £ 0.096 mg EQ/g d’extrait
Tanins 10.42 £ 1.91mg EAT/g d’extrait

Les résultats obtenus (tableau 3) montrent que la teneur moyenne en polyphénals,
flavonoides et tanins totaux de I’extrait aqueux d’Arbutus Unedo sont respectivement de
207.84 + 15.03 mg équivalent acide gallique par gramme d’extrait, 13.070 + 0.096 mg
équivalent quercétine par gramme d’extrait et 10.42 + 1.91 mg équivalent acide tannique par
gramme d’extrait.

Diverses variations des parametres inhérents aux conditions d’extraction et aux proportions
(solvant / soluté) utilisés rendent difficile |la comparaison de ces résultats alalittérature.
Néanmoins, dans une étude comparative réalisee par ORAK et al (2011) sur des extraits
d’Arbutus unedo obtenus par macération éthanoligque et méthanolique (59 de feuilles dans 250
ml de solvant), montre que |le rendement en polyphénols totaux est plus important dans le cas
de la macération méthanolique. Dans la méme étude, la macération aqueuse réalisée dans les
mémes proportions que celles adoptées dans notre éude donne une teneur en polyphénols
totaux (394.32 = 1.43 mg EAG/g d’extrait) plus importante que celle que nous avons
enregistrés.  Ces variations pourraient s’expliquer par la nature du sol, la saison etc.

Un nombre important d’études rapportent I’utilisation de différents solvants tels que le
méthanol, I’acétone, I’acétate d’éthyle ainsi que leurs combinaisons avec différentes
proportions d’eau, pour I’extraction des composés phénoliques a partir de matieres végétales.
Malgré I’efficacité de ces solvants, en raison de leur potentiel toxique, les extraits en résultant
ne sont pas slrs pour la consommation humaine (NAWAZ et al, 2006), contrairement a
I’extrait aqueux qui offre la possibilité de I’incorporer dans la composition des produits
alimentaires et pharmaceutiques.

Les extraits végétaux possedent un large éventail d'activités biologiques, celles-ci sont
étroitement liées a la teneur et a la composition en polyphénols (CABRAL et al, 2012).
L’objectif visé par plusieurs recherches est d’augmenter la richesse et la variété en
polyphénols des extraits éudiés. Sachant que ces teneurs varient nettement selon le solvant
utilisés ceux-ci peuvent étre classés par ordre décroissant de capacité d’extraction des
polyphénols et comme suit (BOURGOU et al, 2016):
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Eau > éthanol 70% > acétone 70% > méthanol absolu > éhanol absolu > méthanol 70% >
acétone absolu et par ordre décroissant de capacité d’extraction des flavonoides:
éthanol 70% > méthanol absolu > eau> éthanol absolu > acétone absolu > acéone 70% >
méthanol 70%.

Comparativement aux autres solvants I’extraction aqueuse est la moins efficace pour
I’extraction des tanins (BALDOSANO et al, 2015), ce qui explique le faible taux obtenu dans
cette éude.

L’amélioration de I’extraction passe par I’optimisation, d’une part du systéme de solvant et
d’autre part des parameétres tels la température et le temps d’extraction. L’augmentation de la
température et du temps d’extraction, augmentent la libération du contenu végétal dans le
milieu (RAJBHAR et al, 2015). Néanmoins, une élévation importante de la température (au-
dela de 100°C) aboutit a la dégradation des polyphénols (SOLYOM et al, 2014 ; VERGARA
et al, 2012).

La mise au point d’un solvant standard approprié a I’extraction de differents métabolites
antioxydants a partir de la matrice végétale est impossible jusqu’a I’heure actuelle. Ainsi, le
processus de criblage est important pour identifier le meilleur solvant approprié a une
extraction spécifique et ainsi approcher un potentiel antioxydant optimal de I’échantillon
étudié (ADDAI et al, 2013).

3-2-Piégeage du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl

Les profils de I’activité antiradicalaire obtenus (figure 16) révélent que I’extrait et le
standard possedent une activité dose dépendante. L’acide ascorbique (IC50 = 2.359 + 0.091
png/ml) montre une activité antiradicalaire plus importante que I’extrait d’arbousier (7.956 +
0.278 pg/ml).
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Figure 16 : Capaciteé de piégeage du DPPH de I’extrait et de la vitamine C.

Le potentiel antiradicalaire de I’extrait aqueux de feuilles d’ Arbutus unedo s’avere étre plus

important (7.956 + 0.278 pg/ml) comparativement aux valeurs d’IC50 rapportées par
OLIVEIRA et al (2009) (73.7 + 6.3 pg/ml), MENDES et al (2011) (87+ 7 ug/ml) et ORAK
et al (2011) (487,2 ug/ml), pour le méme extrait végétal.
Cette difference marquée du potentiel antiradicalaire, s’explique d’une part par une
variabilité des teneurs en polyphénols totaux (KILICGUN et ALTINER, 2010) et d’autre pat
par la variabilité de la composition de ces derniers, particulierement en flavonoides
(FARASAT et al, 2014).

Les flavonoides gréace a leur forte tendance a céder des atomes d’hydrogene portés par les
groupements hydroxyle, sont de puissants agents antiradicalaires (SANDHAR et al, 2011).
Une des caractéristiques structurale des flavonoides est la variabilité du taux d’hydroxylation
des cycles phénoliques suivant le flavonoide considéré. Cette caractéristique influe
directement sur la capacité donatrice en hydrogene et donc sur le potentiel antiradicalaire (LE
et al, 2007).
3-3-Inhibition du blanchiment du B-caroténe

Il est admis depuis longtemps que le B-carotene réagit avec le radical peroxyle pour
produire des époxydes de B-caroténe. Cette caractéristique en fait un excellent piégeur de
radicaux libres et lui a valu une attention particuliere en recherche scientifique
(TSUCHIHASHI et al, 1995).
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L'inhibition du blanchiment du [-caroténe dans une oxydation couplée avec |'acide
linoléique est une méthode largement utilisée pour évaluer I'activité antioxydante (LI et al,
2016). L'acide linoléique forme un radical peroxyle en présence d'especes réactives
d'oxygene. Ce radical peroxyle réagit avec le B-caroténe et entraine une décoloration rapide
de celui-ci. Le rble de I’antioxydant est de réduire le blanchiment du B —caroténe ce qui en
traduit I’efficacité a inhiber la peroxydation des lipides (TAKADA et al, 2006).

L’oxydation des lipides est un probléme majeur pour la santé humaine ainsi que pour la
stabilité des produits aimentaires (GAO et al, 2000), ce qui fait de la recherche d’agents
bioactifs contre la dégradation des lipides un axe important ou s’inscrit notre étude.
La capacitée d’inhibition du blanchiment du [B-carotene par I’extrait aqueux des feuilles
d’Arbutus unedo illustré en figure 17, s’avére étre tres importante. Comparativement au BHT
utilise comme référent (96.88 £ 0.34% a 1000 pg/ml), I’extrait étudié révele une inhibition
relativement proche (87.04 £ 1.21% a 1000 pg/ml).

Ces résultats s’averent étre proches de ceux rapportés par ORAK et al (2011) (75.8% a
1000ug/ml) et confirment ainsi le potentiel antioxydant des composés extraits.

L’effet inhibiteur de I’extrait étudié serait di aux composés polyphénoliques le constituant,
qui entraveraient le blanchiment du [B—carotene en neutralisant les radicaux libres issus de
I’oxydation de I’acide linoléique. Les polyphénols, retardent I'oxydation des lipides gréace a
leur capacité de piéger les radicaux libres. Celle-ci est proportionnelle au nombre de
groupement hydroxyles constituant ces composés (GAO et al, 2000). Ainsi, I'activité
inhibitrice du blanchiment du B—carotene par I’extrait d’ Arbousier pourrait étre attribuée a son
contenu élevé en composeés hydroxylés.

La polarité et la solubilité des antioxydants déterminent leur concentration en différents
endroits d’un systéeme multiphasique. Leur activité antioxydante est affectée par leurs taux de
diffusion, leur stabilité et leur degré de dissociation, qui peuvent changer avec leur

emplacement dans ce systeme (HUANG et al, 1996).
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Figure 17 : Pourcentages d’inhibition du blanchiment du 3-carotene par I’extrait et le BHT.

3-4-Piégeage du radical hydroxyle

Le radica hydroxyle est le plus toxique des radicaux libres. Il est le principad
responsable des dommages causés aux molécules biologiques (GARDES et al, 2003).
La recherche de biomolécules ayant le potentiel de réagir avec les radicaux libres et en

atténuer les dommages reste un enjeu majeur.

L'activité de [I'extrait d’arbousier sur le radical hydroxyle est illustrée en figure 18.

Cet extrait présente une activité de piégeage dose dépendante vis-a-vis des radicaux
hydroxyles.
Comparativement au standard dont I’IC 50 est de 758.83 £ 7.40 pug/ml, notre extrait avec une
IC50 de 1015.74 + 46.35 pg/ml est relativement moins efficace vis-avis des radicaux
hydroxyles. Ces résultats font état d’une activité de piégeage du radical hydroxyle de I’extrait
supérieur a I’extrait aqueux de Kedrostis foetidissima ou I’on retrouve une IC50 de
6000ug/ml (KALAISEZHIYEN et SASIKUMAR, 2015).

Selon PHILIPS et al (2010), le potentiel antiradicalaire de I’extrait peut s’expliquer par sa
forte capacité a donner un hydrogene ou ainhiber les réactions d’initiation radicalaires par la

chélation des métaux comme le fer et le cuivre.
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Figure 18: Capacité de piégeage du radical hydroxyle de I’extrait et de la vitamine C.
3-5-Piégeage du per oxyde d'hydrogene

Nous avons étudié I’activité de piégeage du peroxyde d’hydrogéne par [I’extrait
aqueux de feuilles d’Arbutus unedo par le suivi de la diminution de I’absorbance de cette
mol écule (H.O,) a 230 nm. Les résultats obtenus sont rapportés dans la figure 19.

L’extrait végétal étudié se caractérise par une activité de piégeage du H,O, dose
dépendante. Cette activité est estimée par une IC50 de 114.77 + 16.86 pg/ml, nettement plus
faible comparativement au standard dont I’IC 50 est de 49.19 + 2.70 pg/ml.

Avec une IC50 de 200.23ug/ml enregistré pour Kyllinga nemoralis, notre extrait présente
une activité relativement plusimportante (SINDHU et al, 2014).
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Figure 19 : Capacité de piégeage du peroxyde d’hydrogene de I’extrait et de la vitamine C.

Le peroxyde d’hydrogene n’est pas considérée comme un radical libre (GARDES et al,
2003). Néanmoins, sa diffusion rapide a travers la bicouche lipidique de la membrane
plasmique (BIENERT et al, 2006) ajouté au fait qu’il peut générer leradica hydroxyle en
présence d’ions métalliques (POSPISIL, 2009) fait qu’il joue un role majeur dans I’altération

des biomolécules.

La neutralisation du H,O, par les polyphenols s’explique par leur capacité a céder des
électrons, ce qui accélére la conversion du peroxyde d’hydrogene en eau (BENDARY et al,
2013).

L activité antiradicalaire des polyphénols s’exprime par la conversion d’un radical trés
réactif en unradical plus stable par des réactions de transfert d’atomes d’hydrogenes et/ou
d’électrons (DI MEO et al, 2013). Cette capacité a céder un atome H est associé a
I’énergie de dissociation de la liaison O-H. Pluscelle-ci est faible, plus fort est le
caractere donneur du polyphénol (LEOPOLDINI et al, 2011).

3-6-Réduction du molybdéne

La capacité réductrice du molybdene par I’extrait aqueux d’arbousier ainsi que par la
vitamine C sont rapportés en figure 20. Nous constatons a partir de ces resultats qu’il y a une
proportionnalité entre la concentration de I’extrait et du standard avec leur capacité a réduire
le molybdéne.

Notre extrait avec une IC50 de 461.67 + 4.16 ug/ml présente un effet réducteur modéré

comparativement a la vitamine C dont I’IC50 est de 292 + 7.54 pg/ml. Néanmoins cette
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activité est nettement plus faible comparativement a I’IC50 enregistré pour les feuilles de
Ficus Benghalensis (31.48 + 0.12 ug/ml) (YADAV et al, 2011).

A notre connaissance et selon les articles consultés, aucune étude n’a été réalisée sur I’activité
antioxydante totale de I’extrait aqueux des feuilles d’ Arbutus unedo. Pour cela, il est difficile

de comparer nos résultats.

14 -

W Arbutus unedo

M Acide ascorbique

Absorbance a 695nm

100 150 200 250 300 350 400 450 500

Concentration pg/ml

Figure 20: Capacité de réduction du molybdene par I’extrait et par la vitamine C.

3-7-Réduction du fer

L’une des techniques les plus utilisées pour I’évaluation de I’activité antioxydante des extraits
végétaux est laréduction de I’ion ferrique (GULCIN et al, 2005).

Le pouvoir réducteur déterminé pour I’extrait comparé au standard, illustré en figure 21,
indique une évolution dose dépendante. L’extrait aqueux (IC50 =156.55 + 17.40 pg/ml) se
révele avoir une activité réductrice nettement plus faible que celle enregistrée pour la vitamine
C (IC50 =56.72 + 2.79 pg/ml). Comparé aux 1C50 rapporté par EL JEMLI et al (2016) pour
Juniperus thurifera (35.83 + 0.37) et Tetraclinis articulata (47.12 + 0.15), I’activité réductrice

de I’extrait d’ Arbutus unedo est nettement inférieure.
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Dans ce test, le sel ferrique est utilise comme oxydant et I’effet antioxydant de I’extrait
s’exprime par la réduction des ions ferriques par transfert d'éectrons (GULCIN et al, 2003).
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Figure 21 : Capacité de réduction du fer par I’extrait et par la vitamine C.
3-8-Chélation du fer

Dans cette étude I'activité chélatrice du fer ferreux a été mesurée par inhibition de la
formation du complexe ferrozine-Fe**. L effet chélateur de I’extrait et du standard sur le fer

ferreux augmente en fonction de la concentration comme I’indique la figure 22.

L’extrait aqueux d’arbousier présente avec une IC50 de 1014.30 £ 36.21ug/ml une activité
chélatrice tres faible comparée a I’EDTA qui présente une IC50 de 57.21 + 0.44 ug/ml. De
plus ce faible pouvoir chélateur est confirmeé par comparaison a I’IC50 de 54.46+0.55 pg/ml
enregistrée par ROBU et al (2012) pour Lavandula angustifolia ssp. Angustifolia.

La capacité chélatrice d’un extrait est tres importante du fait que celle-ci diminue la
concentration en Fe”* connu pour ére un puissant pro-oxydant (GULCIN et al, 2010).
Il est d’autant plus dangereux qu’il peut contribuer a générer des radicaux hydroxyles par
réaction de Fenton (ENAMI et al, 2014).

Selon HIDER et al (2001), les polyphénols gréce a leur groupement phénoxydes jouent le
réle de puissants ligands et favorisent I’interaction avec des cations a forte densité de charge
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(Fe*, Fe**, Cu®* et Zn®). Néanmoins, cette capacité chéatrice est perdue lors de la

glycosylation du polyphénol du fait de son incapacité a se déprotoner.
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Figure 22 : Capacité de chélation du fer par I’extrait et L’EDTA.
3-9-Effet de I’extrait sur les membranes érythrocytaires
3-9-1-Innocuité de I’extrait vis-a-vis des cellules érythrocytaires

Avant I’étude de I’activité protectrice de I’extrait aqueux d’arbousier nous nous sommes
intéresses a son effet hémolytique sur les globules rouges comparé ala saponine.

La saponine est hémolytique par interaction avec les stérols de la membrane érythrocytaire
entrainant lalibération de I’hémoglobine (BAUMANN et al, 2000).

Cette propriété a conduit a la mise en place de tests d’hémolyse permettant la détection de
saponines dans les extraits de plantes (SPARG et al, 2004).

Le test d’hémolyse a éé réalise pour une gamme de concentrations alant de
50 a 500 pg/ml. La Figure 23, présente les courbes d’hémolyse obtenues pour I’extrait
aqueux d’Arbutus unedo et de la saponine.

Les résultats indiquent clairement que I’extrait étudié ne présente pas d’effet hémolytique aux
concentrations utilisées. Les densités optiques enregistrées restent proches de celles du tube

témoin (sans extrait) et trés inférieure a celles de la saponine.
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Figure 23 : Densité optique du test d’héemolyse de I’extrait comparée ala saponine.
Les érythrocytes constituent un modéle cellulaire trés important pour I’étude de I’activité
anti-inflammatoire des extraits végétaux. Cette activité peut étre évaluée par I’inhibition de

I’hémolyse induite par une solution hypotonique et la chaleur (SHINDE et al, 1999).
3-9-2-Protection des érythrocytes vis-a-vis d’un stress osmotique
Les résultats obtenus, reportés en figure 24, sont exprimeés en pourcentage d’hémolyse.

Nous notons une proportionnalité entre la concentration en extrait et le pourcentage de
protection pour toutes les concertations salines utilisees.

L’effet protecteur maximal enregistré a une concentration de 1500 pg/ml de I’extrait est
respectivement de 46.15 + 0.70, 79.53 £ 0.43, 70.78 £ 1.38, 71.95 + 2.26, 76.46 + 1.80%
pour des concentrations en NaCl de 0.1%, 0.3%, 0.5%, 0.7% et 0.9%.

Ces résultats restent nettement supérieurs au pourcentage maximal de 40.3 enregistré pour
I’extrait aqueux de Chenopodium opulifolium (AJAY | et al, 2017).

La lyse osmotique est due a la perte osmotique d'éectrolytes intracellulaires. L'inhibition de
la lyse induite par I'hypotonicité implique clairement des processus qui empéchent la
migration de ces composants intracellulaires vers I'extérieur de la cellule. De plus, il a été
démontré que la déformabilité cellulaire et les volumes cellulaires d'érythrocytes sont
étroitement liés a leur teneur intracellulaire en calcium. Aing, |'effet de stabilisation de la
membrane par ces agents pourrait ére di a une altération de I'afflux de calcium dans les
érythrocytes (OMALE et OKAFOR, 2008). Le meécanisme précis pour ces effets reste a

éucider.
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Figure 24 : Pourcentage de protection des hématies vis-avis d’un stress osmotique.
3-9-3-Protection des érythrocytes vis-a-vis de la chaleur

Les données recueillies lors du test d’hémolyse induite par la chaleur sont consignées en
figure 25. Celles-ci indiquent clairement que la protection des globules rouges par I’extrait

aqueux vis-avis de lachaleur est dose dépendante.

Pour des concentrations allant de 0.025 a 0.500 mg/ml, I’extrait montre une bonne
protection des hématies humaines avec un pourcentage variant entre 45.70 + 1.30 et 79.66 +
1.92. Comparativement a I’aspirine qui pour les mémes concentrations induit une protection
alant de 25.65 + 1.57 a 58.49+ 1.23%, I’extrait aqueux des feuilles d’Arbutus unedo est
nettement plus efficace. Cette efficacité et auss retrouvée en comparant nos résultats a ceux
de AJAYI et al (2017) qui aenregistré pour I’extrait aqueux de Chenopodium opulifolium un
pourcentage maximal de protection de 49.6.

La protection des globules rouges vis-a-vis de la lyse induite par la chaleur peut s’expliquer
par l'interaction de I’extrait avec des protéines membranaires inhibant ainsi leur dénaturation
(LEPOCK et al, 1989).
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Figure 25 : Pourcentage de protection des hématies vis-a-vis delachaleur.
3-9-4-Protection des érythrocytes vis-a-vis d’un oxydant

L’étude de I’effet protecteur de I’extrait contre I’hémolyse oxydative induite par HOCI
présente un effet dose dépendant, comme I’illustre la figure 26. Le pourcentage de
protection enregistré est de I’ordre de 73.90 £ 2.08% a la concentration de 1 mg /ml de la

plante.

A travers lalittérature Camellia sinensis reste la plante qui présente I’activité protectrice la
plus élevée des membranes érythrocytaires vis-a-vis de HOCI avec une protection de 50% a
la concentration de 1.6 pg/ml (CAMARGO et al, 2016).

En raison de la richesse de leurs membranes en acides gras polyinsaturés et la concentration
cellulaire élevée en oxygene et en hémoglobine, ces cellules sont extrémement susceptibles
aux dommages oxydatifs (ARBOS et al, 2008).

HOCI est un oxydant extrémement toxique qui peut réagir avec une variété importante de
composants cellulaires (HAWKINS et DAVIES, 1998). Il induit d’une part I’oxydation des
phospholipides (VISSERS et al, 1994) et d’autre part celle des groupes SH ains que la
formation de chloramine a partir des protéines membranaires (ZAVODNIK et al, 2001).

L’altération de I'éasticité membranaire ains que la dénaturation des protéines
membranaires conduit a laformation de pores hémolytiques dans |la membrane érythrocytaire
(ZAVODNIK et al, 2002 ; ABTTISTELLI et al, 2005).
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Figure 26 : Pourcentage de protection des hématies vis-a-vis d’un oxydant.
3-9-5-Inhibition de la dénaturation thermique dela BSA

La dénaturation des protéines est une conséquence bien connue et établie de I'inflammation
(ANSARI et al, 2015).

La figure 27, présente les résultats du test d’inhibition de la denaturation de la BSA. Les
deux substances utilisées (aspirine et extrait) montrent une capacité a inhiber la dénaturation
de la BSA dose dépendante. Avec un pourcentage de protection de 74.28 + 0.86% a 500
pg/ml, I’extrait présente une protection moins importante comparativement a I’aspirine (92.23
+ 0.32% a 500 pg/ml). Comparé a la capacité ainhiber la dénaturation thermique de la BSA
par I’extrait aqueux de Morinda umbellata (44.8+0.16%), I’extrait aqueux d’Arbutus unedo
reste plus efficace (DHARSANA et MATHEW, 2014).

L’extrait pourrait inhiber la dénaturation des protéines en interagissant avec les acides

aminés exposés lors du chauffage (CHIRISA, 2016).

63



Résultats et discussion

90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 A

H Arbutus unedo

% Protection

M Aspirine

50 100 200 300 400 500

Concentration pg/ml

Figure 27 : Pourcentage de protection de laBSA vis-a-vis d’une dénaturation thermique.
3-9-6-Activité thrombolytique

Les données recueillies pour I’effet anti-thrombose de I’extrait aqueux d’ Arbutus unedo sont
consignées en figure 28. Pour toutes les concentrations d’extrait utilisees (200 & 1200 pg/ml)
nous relevons un effet thrombolytique allant de 15.09% a un maximum de 23.42%. Ces
résultats restent tres faibles comparativement a la streptokinase (68.582 + 1.77%) contrdle
positif utilisé dans laplupart des études (JAINUL et al, 2013).

Les anti-thrombiques utilisés en thérapeutique induisent de nombreux effets secondaires.
Par exemple, I’héparino-thérapie induit le saignement, I’ostéoporose et la thrombopénie
(CAMBOULIVES et PAUT, 2001). De plus les médications a visé thrombol ytique induisent
la dégradation de la fibrine (ANTICOGULANT et AGENT, 2014). Contrairement a ces
molécules et en raison de I’absence d’effets secondaires, les extraits végétaux restent
préférables comme c’est le cas de I’extrait de fruits d’Ananas comosus (riche en enzymes

fibrinolytiques).

EMRAN et al (2015), indique que les extrait de plantes exercent leurs effets thrombol ytiques

ou fibrinolytiques en raison de leur teneur en certaines protéases fibrinol ytiques.
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Figure 28 : Pourcentage de thrombolyse induit par I’extrait.
3-9-7-Inhibition de la per oxydation des membranes é ythrocytaires

Les lipides membranaires sont particulierement vulnérables au stress oxydant du fait de
leurs multiples doubles liaisons (SPITELLER, 2006).

L’évaluation de la peroxydation lipidique dans les membranes érythrocytaires est réalisée
par la détection du malondiadéhyde, marqueur de [I’agression radicalaire. Le
malondialdéhyde est communément mesuré grace a sa réaction avec I’acide thiobarbiturique
pour produire des substances réactives de I’acide thiobarbiturique, de couleur rose (DEEPA
et al, 2008 ; LAMPRECHT et al, 2009).

Les pourcentages de protection de I’extrait et du standard (BHT) vis-avis de la
peroxydation des lipides de la membrane érythrocytaire aux concentrations alant de 200 a
1000 pg/ml sont consignés en figure 29. Ces résultats en plus de marquer une évolution dose
dépendante, montrent un effet protecteur maximal relativement plus important de I’extrait
(57,77 £ 3.16%) comparativement au standard (BHT) (41.94 = 2.09%). Des résultats
similaires sont rapportés par HOSSEINZADEH et al (2012) pour Pistacia vera avec un
maximum de protection a51% atteint ala concentration de 1mg/ml.

L'oxydation des lipides membranaires génere des composés cytotoxiques impliqués dans
I'étiologie du vieillissement, du cancer (WARIS et AHSAN, 2006) et |e développement des
maladies cardiovasculaires comme I’athérosclérose et les accidents vasculaires cérébraux
(MICHEL et al, 2008). Considéré comme ayant une implication directe dans I’initiation des
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cancers, le MDA (Maondialdéhyde) est le plus mutagéne des produits de la peroxydation
lipidique (NIEDERNHOFER et al, 2003).

L'attaque des phospholipides membranaires induit des changements structuraux dans les
membranes biologiques (AL-MUTAIRI et al, 2007) et modifie leur fluidité ce qui a pour
incidence la perturbation du fonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs et la
transduction des signaux (MARTINEZ, 1995). De plus elle affecterait I’activité des enzymes
présentsen particulier au niveau des radeaux lipidiques (MARTIN et al, 2010).

Au niveau érythrocytaire LEE. S et LEE. B (1997) rapportent une corrélation entre la
concentration en MDA, la peroxydation lipidique et [’hémolyse des globules rouges
aboutissant a une diminution de I’oxygénation tissulaire. Cette peroxydation compromet la
déformabilité du globule rouge, ce qui peut conduire a la perturbation de ladiffusion de
I’oxygeéne aux niveau tissulaire (RODRIGUEZ et al, 2006).

Les polyphénols exercent leur effet protecteur vis-avis de la peroxydation érythrocytaire, par
le piégeage des substances réactives de I’oxygene et lachélation des métaux de transition

comme lefer et le cuivre.
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Figure29 : Pourcentage de protection des membranes érythrocytaires vis-avis de la
peroxydation.
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3-10-Effet hypocholestérolémiant
3-10-1- Courbe étalon de I’acide cholique
Pour la quantification de la quantité d’acide cholique dialysé a travers la membrane de

dialyse, lors des cette étude, nous avons construit une courbe d’étalonnage de I’acide cholique
(y =0,101x + 0,037, R2=0,997) présentée en figure 30.
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Figure 30 : Courbe étalon de I’acide cholique.

3-10-2-Inhibition de la diffusion de I’acide cholique

La figure 31, montre les résultats obtenus pour I’effet retardateur de la diffusion de I’acide
cholique par I’extrait aqueux de feuilles d’Arbutus unedo. Par rapport au temps de diffusion,
les courbes enregistrées, décrivent une méme cinétique avec un effet des la premiére heure ou
nous avons enregistré des taux de retard de diffusion variant entre 20 + 0.24 et 43.15 + 0.17%.
De plus, ces résultats indiquent clairement un effet dose dépendant, avec une forte inhibition
de la diffusion de I’acide cholique. Cet effet retardateur important est plus marqué pour la
concentration de 1000 pg/ml atous les intervalles de temps avec un taux maximum de 59.7
+ 0.8%, enregistré apres 7 heures d’incubation. Néanmoins, les résultats obtenus dans notre
étude restent relativement supérieurs, comparativement aux travaux de LEE. S et LEE. B
(1996) qui enregistrent un taux maximum de 33.5% pour laminaria japonica ainsi qu’aux

travaux de IM et YOON (2015) qui eux, enregistrent pour Fagopyrum esculentum des taux
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aprés une et huit heures d’incubation qui sont respectivement compris entre 14.1 et 20% et
28.3 et 41.7%.
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Figure 31 : Concentration en acide cholique diffusée.
3-10-3-Capacité d'adsor ption de I’acide cholique

L’évaluation de I’activité hypocholestérolémiante de I’extrait aqueux d’arbousier consiste
auss en lamesure de la capacité de celui-ci a se complexer aux acides biliaires.
Les résultats obtenus pour I’activité chélatrice de I’extrait aqueux vis-a-vis de I’acide
cholique sont présentés dans la figure 32. Celle-ci donne le pourcentage de complexation de
I’acide cholique en fonction de la concentration d’extrait utilisé.
L’extrait a montré une activité séquestrante a différentes concentrations, avec un pourcentage
de chélation maximal de 65,86 + 1,25 a 1000 pg/ml. Comparativement aux travaux réalisés
par ADISAKWATTANA et al (2012) qui rapportent a la méme concentration une activité
sequestrante maximale de 75.5 £ 2.3% pour Orthosiphon aristatus, I’extrait dans notre étude
présente un pourcentage de piégeage inférieur. Néanmoins, les mémes auteurs rapportent
pour Carthamus tinctorius a 1000 pg/ml un pourcentage (42.7 + 3.6%) de chélation inférieur
a celui enregistré pour I’arbousier. Des valeurs plus faibles que celles que nous avons
obtenues ont été enregistrées par GOHIL et LELE (2014), qui rapportent pour Nelumbo

nucifera , Brassica oleracea, Murraya koenigii et Abelmoschus esculentus des pourcentages
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de chélation qui sont respectivement de 10.11+0.20, 8.24+0.60, 8.05+0.18 et 8.34+0.27.
TRUONG et al (2016) ont réalisés une éude sur I’effet chélateur de certains polyphénols
comme le kaempferol, I'hespéridine, la curcumine, la quercétine et I'apigenine et

enregistrent respectivement des taux de chélation de 12,4, 10,9, 9,4, 9,1 et 5,1%.

80
70
S 60
)
2 50 -
2
3 40 -
- 30 -
©
N 20 -+
10 -
O 1 T T T 1
200 400 600 800 1000
Concentration pg/ml

Figure 32 : Pourcentage d'adsorption de I’acide cholique.

L adsorption de I’acide cholique est le résultat d'une interaction hydrophobe entre les fibres
et ce dernier (YUANITA e SANJAYA, 2011). La fixation des acides hiliaires et
['augmentation de leur excrétion fécale ont été supposées comme un meécanisme possible pour
abaisser les taux de cholestérol plasmatique. Cela est dii au fait que cette fixation perturbe la
circulation entérohépatique des acides biliaires en les séquestrant et en empéchant leur
réabsorption dans l'intestin; ce qui réduit par conségquent la réserve des acides biliaires. Ceci
conduit a une plus grande quantité de cholestérol converti en acides biliaires pour maintenir
un niveau stable de cholestérol menant ainsi a une diminution du taux plasmatique de celui-ci
(BISHT, 2012).

Fait intéressant, il a été rapporté que le niveau élevé d'acide biliaire est associé a un risque
accru de développer un cancer colorectal (PETERLIK, 2008), par conséguent, une diminution
de la concentration d'acide biliaire par ces composes polyphénoliques pourrait réduire ce

facteur de risque.
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3-10-4- Courbe étalon du cholestérol

L’évaluation et le suivi des quantités de cholestérol diffusant au travers des membranes de
dialyse mises en ceuvre dans cette étude, passe par la construction d’une courbe d’étalonnage

du cholestérol. Celle-ci est représenté en figure 33.
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Figure 33 : Courbe étalon du cholestérol.
3-10-5-Inhibition dela diffusion du cholestérol

Les courbes illustrées en figure 34, representent I’effet retard exercé par I’extrait agueux
étudié vis-a-vis du cholestérol. Les resultats obtenus indiquent un effet retard relativement
important de I’extrait comparativement au référent non traité. Apres une heure de diffusion
nous enregistrons un indice de retardement variant entre 19.17 et 31.5% et entre 28.83 et
50.3% apres 7 heures de diffusion. Nos résultats restent proches de ceux de DAOU et al
(2014) qui rapportent pour Oryza sativa apres une heure d’incubation, un retardement de
29.9% pour la fraction soluble comme dans notre étude contre 7.55% pour la fraction
insoluble. De plus, nos résultats sont confortés par ceux de YOO et al (2005), qui rapporrtent
gue le chitosan a 6mg présente un indice de retardement de la diffusion du cholésterol de
35.1% a une heure de dialyse. Neanmoins, apres huit heures de dialyse ce taux tombe a 15%
et reste tres inférieur au taux de 37.87% que nous avons enregistré a 7 heures de dial yse pour

la concentration de Img/ml.
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Figure 34 : Concentration en cholestérol diffusée.

3-10-6-Capacite d'adsor ption du cholestérol

L’étude de I’activité hypocholestérolémiante de I’extrait aqueux de feuilles d’Arbutus unedo
est aussi evaluée par I’étude du potentiel de chélation du cholestérol par I’extrait. Lafigure
36, indique I’existence d’une proportionnalité entre les concentrations croissantes d’extrait
mises en ceuvre et les quantités de cholestérol chélaté.

Les résultats obtenus, présentés en figure 35, montrent une activité séquestrante a
différentes concentrations (200 a 1000 pg/ml), celle-ci est comprise entre  15.24 + 3.13 et
55.03 £ 2.05%.

Des travaux réalises par LOPEZ-MARCOS et al (2015), sur diverses fibres alimentaires
ont enregistré pour Punica granatum une activité chéatrice maximale avec un taux de 70%

alors que pour les autres fibres comme pour Citrus x limon ce taux varie entre 23 et 29%.

Selon DAOU et ZHANG (2014), les fibres aimentaires solubles abaissent |a concentration
du cholestérol plus que lesinsolubles. Laréduction dans le cas de Oryza sativa était de 29,9%

pour lafraction soluble contre 7,55% pour lafraction insoluble.

Ains, les fibres alimentaires pourraient piéger, déstabiliser et désintégrer I'émulsion
lipidique en formant des complexes avec les micelles formant ainsi une barriére a la diffusion
de ces dernieres, réduisant la diffusion et I'absorption des lipides et du cholestérol dans
I'intestin gréle (DAOU et ZHANG, 2014).
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Le mécanisme hypocholestérolémiant principa décrit dans la littérature est 1’augmentation
delaviscosité du milieu, résultant de la consommation des fibres alimentaires qui conduit a
une réduction de la diffusion du cholestérol ainsi que des sdls hiliaires qui ne peuvent plus

étre réabsorbés par le corps et sont ainsi excrétés (ANTTILA et al, 2004).
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Figure 35 : Pourcentage d'adsorption du cholestérol.

Selon les travaux de IKEDA et al (2003) portant sur la solubilité in vitro du cholestérol,

I’addition de catéchine en réduit considérablement la solubilité et induit une forte
précipitation de celui-ci.  YANG et KOO (1999) ont observés que I'alimentation des rats
avec les catéchines du thé vert augmentait I'excrétion fécale du cholestérol. Cette observation
suggere que les catéchines réduisent la concentration plasmatique de cholestérol en inhibant
I'absorption de celui-ci. Le mode d'association entre les catéchines et le cholestérol n'est pas
élucidé.
(KAJYA et al, 2001) ont montré |'existence d'un domaine hydrophobe dans les catéchines,
avec une affinité élevée pour les domaines lipidiques hydrophobes. Il est a supposer que les
catéchines peuvent établir des liaisons hydrophobes au cholestérol, qui est également une
mol écule hydrophobe (IKEDA et al, 2003).
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3-11-Effet hypoglycémiant
3-11-1-Courbe éalon du glucose

L’ expression des résultats en termes de concentration en glucose au niveau des différentes
expérimentations mises en ceuvre dans notre étude nécessite le recours a une courbe

d’étalonnage du glucose. Celle-ci est présentée en figure 36.
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Figure 36 : Courbe étalon du glucose.
3-11-2-Inhibition dela diffusion du glucose

L'effet de I’échantillon étudié sur la diffusion du glucose est présenté dans la figure

37.

Dans la présente éude, |a diffusion du glucose a travers la membrane de dialyse a é&té suivie
par intervalle de temps d’une heure pendant sept heures.

Nous remarguons sur la figure 37 que I’effet inhibiteur de I’extrait dépend de la dose. Par
rapport au témoin, toutes les concentrations de I’échantillon ont un effet retard sur la

diffusion du glucose dans la solution externe a travers la membrane de diayse.

Aprés une heure de diayse, I’extrait aqueux de feuilles d’Arbutus unedo pour des
concentrations comprises entre 1 et 6 mg/ml, présente un important effet retardateur compris
entre 69.86 et 84.47%. Néanmoins, ce dernier se dégrade au cours du temps pour atteindre

apres 7 heures de dialyse un taux compris entre 46.83 et 77%.
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Ces résultats montrent clairement I’effet retard important exercé par I’extrait étudié,
comparativement aux résultats rapportés dans la littérature. Ains GOHIL et LELE (2014)
ont enregistrés des valeurs de retardement maximales pour Abelmoschus esculentus de 23.82
+ 0.92%, Nelumbo nucifera de 53.46 + 0.38%, Brassica oleracea de 42.13 + 0.64% et
Murraya koenigii de 33.01 £ 0.77%. De plus, la baisse du taux de retardement est rapportée
par HARISH et al (2014) qui enregistrent  pour I’extrait aqueux des feuilles de Butea
monosperma un taux de 34.7% aprés 30 minutes et augmente a 38.1% apres 60 minutes
mais baisse a 10.8% apres 3 heures.

Selon LOPEZ et al (1996), I’effet retard de la diffusion du glucose exercé par les fibres

insolubles est nettement plus important comparativement aux fibres solubles.
Cette différence peut s’expliquer d’une part par le fait que les fibres insolubles augmentent
d’une facon plus importante la viscosité du milieu, d’autre part, un facteur primordial est
responsabl e de cette démarcation entre les fibres solubles et insolubles dans | e retardement de
la diffusion du glucose, celui-ci étant la constitution d’une barriére physique réalisée par les
fibres insolubles qui constituent un frein a la diffuson des molécules de glucose, qui se
retrouvent ains piégées dans le réseau formé par les fibres (LOPEZ et al, 1996 ; Ou et al,
2001).

La variation du taux de diffusion d’une fibre alimentaire a I’autre est fortement liée a la
complexité de la microstructure des particules de fibres ainsi que leur grande surface facilitant

le piégeage du glucose dans le réseau de fibres (PEERAJIT et al, 2012).

L’interaction des polyphénols avec les hydrates de carbone dépend fortement du PM des
polyphénols (LE BOURVELLEC et al, 2012), de I’hydrophilie du polyphénol (CAI et al,
1989) ainsi que de la structure de I’hydrate de carbone (SOARES et al, 2012).

Ces mécanismes de réduction de la diffusion et d'adsorption du glucose exercé par les
fibres, réduisent la concentration de glucose dans l'intestin gréle et pourraient contribuer a
réduire le taux de glucose sérique post-prandia (SCHNEEMAN, 1998).
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Figure 37 : Concentration en glucose diffusé.

3-11-3-Capacité d'adsor ption du glucose

L’étude de I’activité hypoglycémiante de I’extrait aqueux de feuilles d’Arbutus unedo est
évaluée par I’étude du pouvoir séquestrant de I’extrait sur le glucose. Nous remarquons une
proportionnalité entre les quantités de glucose sequestré et les concentrations croissantes
d’extrait mises en ceuvre, comme I’indique lafigure 38.

Les résultats obtenus, présentés dans cette méme figure montrent une activité séquestrante
a différentes concentrations comprises entre 1 et 6 mg/ml, soit un pourcentage de chélation
comprisentre 14.34 + 0.92 et 38.26 + 0.7%.

Comparativement aux résultats de NADIAH et al (2016) qui ont obtenu a une
concentration de 10mg/ml, pour les feuilles de trois variétés de thé (Camellia sinensis),
noir, oolong et vert respectivement des taux de 37% 35.6 et 25.6%, I’extrait des feuilles
d’arbousier reste plus efficace. Néanmoins, par rapport aux feuilles d’Artocarpus altilis qui
expriment a la concentration de 1% un taux de chélation de 50%, I’extrait etudié presente une
faible capacité chélatrice du glucose (SAIRAM et UROQJ, 2013).
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Figure 38 : Pourcentage d’adsorption du glucose.
3-11-4-Inhibition de la consommation du glucose par leslevures

Le mécanisme de transport du glucose a travers la membrane de Saccharomyces cerevisiae
est admit par la communauté scientifigue comme méthode d’évaluation in vitro pour |'effet

hypoglycémique de divers composés comme les plantes médicinales (HARISH et al (2014).

La consommation du glucose a travers la membrane dans ce systéme céllulaire est présentée
en figure 39. La quantité de glucose restant dans le milieu aprés un intervalle de temps
spécifique sert d'indicateur de |'absorption du glucose par les cellules de lalevure.
Comparativement au témoin, I’extrait d’arbousier pour les concentrations utilisées et
comprises entre 1 et 6 mg/ml, affiche une inhibition de la consommation de glucose par les
levures alant de 6.35 £ 0.01 & 28.17 + 0.003%. Ces résultats restent néanmoins modestes
comparés a ceux publiés par HARISH et al  (2014) qui trouvent pour I’extrait aqueux de
Butea monosperma respectivement aux concentrations de 1, 2, 3, 4 et 5 mg/ml des taux
d’inhibition de la consommation en glucose par les levures de 72, 80, 88, 92 et 96%.
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Figure 39 : Pourcentage d’inhibition de la consommation du glucose par saccharomyces
cerevisiae.

Le pourcentage de retard de dialyse du glucose est prédictif de I'effet des extraits végeétaux

sur le retard dans |'absorption du glucose dans le tractus gastro-intestinal (LOPEZ et al, 1996).
Les polyphénols affectent la diffusion du glucose d’une part en réduisant sa biodisponibilité
par interaction directe, formant des complexes non digestibles via des liaisons hydrogénes ou
des interactions hydrophobes (AMOAKO et AWIKA, 2016). Cela est pertinent car il peut
fournir un mécanisme pratique pour réduire lacharge calorique des aliments.
D’autre part, en modifiant la viscosité du milieu ce qui réduit l'accessibilité du glucose a
I'épithélium de l'intestin gréle, réduisant ainsi le niveau de glucose postprandial. Ce
phénomene réduit le taux de diffusion du glucose et peut avoir un avantage potentiel pour
contréler la glycémie postprandiale (SANGEETHAPRIY A et SSIDDHURAJU, 2014).

L’attention particuliere portée au modele in vitro de transport du glucose a travers la
membrane de Saccharomyces cerevisiae, est justifiée par le fait que cette levure partage une
homologie tres importante de ses transporteurs de glucose avec ceux des mammiféres
(GRIFFITH et al, 1992 ; BISSON et al, 1993) et plus particulierement avec les récepteurs
intestinaux humains (JOOST et THORENS, 2001).

Le cotransporteur de glucose dépendant de Na + (SGLT1) (cotransporteur 1 glucose sodium
dépendant) est exprimé dans le j§unum et transporte le glucose dans les cellules épithéliales.
Le glucose est ensuite transporté dans le sang via le transporteur de glucose facilité (GULT).
L'inhibition de |'absorption du glucose par SGLT1 dans l'intestin gréle peut prévenir
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I'hyperglycémie. Il a é&é prouvé que les polyphénols exercent un effet inhibiteur sur le
transporteur SGLT1 et donc auraient un potentiel hypoglycémiant (HOSSAIN et al, 2002).

D’autres études ont montré gque les polyphénols en plus d’inhiber les transporteurs du
glucose, influencent indirectement le métabolisme du glucose par I’inhibition des enzymes
digestives (MATSUI et al, 2001; RIZVI et ZAID, 2001; RIZVI et al, 2005;
SANGEETHAPRIYA et SSDDHURAJU, 2014).

3-11-5-Inhibition dela glycation dela BSA

La glycation est une réaction de condensation non enzymatique entre les sucres réducteurs
et les groupes amines des protéines qui subissent des réarrangements en des cétoamines
stables, conduisant a laformation de produits finaux de glycation avancées (AHMED, 2005).
L'accumulation de produits finaux de glycation avancées sest avérée étre impliquée dans
pluseurs maadies chroniques comprenant des complications diabétiques typiques,
I'athéroscérose, la maladie d'Alzhimer, la polyarthrite rhumatoide et I'insuffisance cardiague
chronique. L'interaction de ces produits finaux de glycation avancées avec leurs récepteurs
(RAGE) provoque le stress oxydatif et l'initiation de l'inflammation (VLASSARA et
PALACE, 2002; SMIT et al, 2008).

L'albumine est I'une des principales protéines subissant des réactions de glycation en raison
de son abondance dans le sérum et du fait qu'elle peut étre glyquée sur de multiples sites
(WAUTIER et GUILLAUSSEAU, 1998). Il existe un intérét considérable pour les agents
antiglycation en raison de leur potentiel thérapeutique dans la réduction de la mortalité
associée au diabete. Par exemple, I'aspirine inhibe le processus de glycation en acétylant des
groupes amines libres des protéines, donc il peut bloquer la fixation de sucres réducteurs avec
des groupes aminés (CROMPTON et al, 1985 ; RAO et al, 1985).

Le concept de mécanisme inhibiteur est principalement concentré sur le blocage de la
fixation du sucre aux protéines, atténuant la glycoxydation et le stress oxydatif par le piégeage
de certains intermédiaires de glycation comprenant des ROS, des espéces réactives d'azote
(RNS) et des dicarbonyles ainsi que la rupture des voies de production des AGE (REDDY et
BEYAZ, 2006). FU et al (1994), ont révélé que la glycation peut étre inhibée en présence de
chélateurs métalliques, de composés sulfhydryles et dantioxydants, car ils peuvent
désaccoupler la glycation. Les résultats de cet auteur, suggéerent que la formation de
complexes glyqués peut étre inhibée méme aprés I’initiation de la glycation.

78



BSA

Non
traitée

66 kDa |

Résultats et discussion

La complexité de la réaction de Maillard est le principal obstacle a l'identification des
mécanismes d'inhibition de la glycation par les produits naturels. Plusieurs mécanismes ont
été proposés pour l'inhibition de la glycation par des produits végétaux et des composés
naturels, qui ciblent des stades essentiels de glycation ainsi que leur activité de piégeage de
radicaux libres.

Ces mécanismes comprennent:

- Des actions hypoglycémiques de produits végétaux et de leurs composés (KUMAR et
al, 2011).

- Inhibition de laformation de produits Amadori (CHOMPQO et al, 2011).

- Inhibition de laformation d'AGE et de ses précurseurs (GUGLIUCCI et al, 2009).

- Réduction delaréticulation (RUTTER et al, 2003).

- Activité de piégeage de radicaux et antioxydante (HARRIS et al, 2014).

- Piégeage de composés dicarbonyle par la catéchine et |'épicatéchine procyanidine
(HARRIS et al, 2014).

Extrait — 1200ug/ml 1000pug/ml 800ug/ml 600ug/ml 400ug/ml 200ug/mi Opg/mi

Figure 40 : Electrophorégramme delaBSA en PAGE-SDS
gel de concentration [(T=4% et C= 2.7%) , TRIS-HCI pH 6.8],
gdl de séparation [(T=15% et C=2.7%) , TRIS-HCI pH 8.8]).
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L’électrophorégramme présenté en figure 40 indique que les concentrations en extrait de
0.2, 04, 0.6, 0.8, 1et 1.2mg/ml utilisées, inhibent la glycation de laBSA respectivement
aux taux de 59.1, 63.6, 68.2, 72.7, 77.3, 81.8 et 91%. Ces pourcentages sont déduits en
comparant le niveau de migration de chaque bande obtenue aux concentrations d’extrait
précédemment indiqués avec le témoin sans extrait.

Les extraits de gingembre, de cannelle et de cumin étudiés par SARASWAT et al (2008)
ont réduit respectivement la glycation de la BSA de 63, 54 et 44%, a la concentration de
10mg/ml, alors qua la concentration de 1mg/ml, on a constaté que la réduction était
respectivement de 45, 42 et 30%. Des résultats similaires sont rapportés dans les travaux de
PERERA (2014) sur les extraits aqueux des feuilles de Coccinia grandis, Gymnema
lactiferum et Gymnema sylvestre ou I’effet inhibiteur de la glycation, a la concentration de
5mg/ml, ne dépassant pas les 50% pour chague plante. Comparativement a ces données
I’extrait de feuilles d’arbousier est plus efficace pour I’inhibition de la glycation de la BSA.
3-12- Effet de I’interaction plante-liquides biologiques sur la réduction du molybdéne et

du fer

Le pouvoir antioxydant de la combinaison de I’extrait avec la salive, le plasma sanguin, la

BSA et I’urine a été évalué par la mesure de la capacité de réduction du molybdéne et du fer.

Les résultats obtenus pour la réduction du molybdene sont indiqués en figures 41, 49, 53,
45. Celles-ci montrent les quantités de salive, de plasma sanguin, d’urine et BSA qui sont
respectivement de 50 pl, 25 pl, 25ul et 500 pg, ayant montré la capacité réductrice la plus
importante. Ces derniéres, ont exprimé respectivement une capacité réductrice de 55.12 +
0.53%, 70.33+ 0.6, 97.05 + 0.35% et 16.38 + 0.74%.

Pour ce qui est de la réduction du fer, les quantités de salive, de plasma sanguin, d’urine et
de BSA, respectivement de 400 pl, 400 pl, 20ul et 500 pg, comme indiqué en figure 42, 50,
54, 46, expriment le pouvoir réducteur le plus important. Ce dernier, est de I’ordre de 28.31
+0.79% pour la salive, 78.12 £ 0.62% pour le plasma sanguin, 98.81 £ 0.82% pour I’urine et
2.66 = 0.095% pour laBSA.

Par la suite, |’effet de chague composé biologique, sur la réduction du molybdene et du fer
de I’extrait est réalise par la combinaison d’une quantité optimale préalablement déterminée
du compose hiologique et de différentes concentrations d’extrait. Ainsi, comme indiqué en
figure 43, 47, 51, 55, nous observons que cette combinaison donne au méange une activité
réductrice du molybdéne plus importante que celle enregistrée avec chague composé pris
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isolément. Toutes les combinaisons décrivent une synergie aboutissant a une activité
supérieure a celle de I’extrait et du standard, sauf pour la BSA qui affiche une activité
maximale inferieure acelle du standard.

Les figures 44, 48, 52 et 56, montrent clairement que cette combinaison donne au mélange
un pouvoir réducteur du fer plus important que celle enregistrée individuellement avec chague
compose. Ces résultats indiquent que I’ensemble des combinaisons décrivent I’existence
d’une synergie donnant lieu a une activité plus importante que celle enregistrée pour I’extrait.
Néanmoins comparativement au standard, toutes les combinaisons affichent une activité

maximale inférieure.
3-12- 1-Combinaison plante-salive

Dans le cas de la salive, la combinaison avec I’extrait aboutit a une activité réductrice du
molybdéne maximale de 97.5%, soit une augmentation de 42.38% par rapport au témoin
(salive seule), 17.57% par rapport au standard et 64.07% par rapport a I’extrait.

Pour I’effet réducteur du fer, cette combinaison donne une activité réductrice maximale de
45.37 £ 0.58% soit une augmentation de 17.06% par rapport au témoin et 2.15% par rapport
a I’extrait. Toutefois, cette combinaison reste inférieure comparativement au standard a
hauteur de 43.79%.

Les protéines salivaires servent de mecanisme de criblage qui permet I'absorption des
flavonoides et I'exploitation de leurs effets bénéfiques, mais neutralisent les effets moins
souhaitables des tanins. Il est généralement admis que les tanins sont synthétisés par les
plantes pour agir comme des facteurs de dissuasion pour les animaux en raison de leurs
propriétés ameres et astringentes.

Ceux-ci  peuvent interférer avec la croissance et la santé du bétail et pourraient étre
potentiellement nuisiblesa I’ Homme (BENNICK, 2002). Lagrande affinité des polyphénols
aux surfaces buccales contribue a maintenir leur libération lente et contribue ainsi a créer un

état redox plus élevé qui pourrait aider amieux faire face aux stress oxydatifs.

La capacité des antioxydants salivaires a agir en synergie avec |les antioxydants naturels tels
gue les polyphenols, influe sur le maintien d'un potentiel antioxydant élevé dans la cavité
buccale et conférer ainsi a celle-ci une résistance accrue aux infections (GINSBURG et al
2012). La variation de cette capacité est attribuée a plusieurs facteurs et renseigne soit sur
I’apport exogéne d’antioxydant ou le degré d’épuisement de ces derniers. Ainsi de faibles
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valeurs de réduction du molybdene sont enregistrées chez les patients atteints de parodontite
et sont corrélées négativement a la sévérité de I’atteinte (GUENTSCH et al, 2008). De plus,
ces valeurs faibles peuvent s’expliquer par le fait que la réponse immunitaire contre les
germes parodontopathogénes est associée a une production accrue de ROS par des
neutrophiles et des macrophages. Pour éviter la destruction des tissus de I'héte, ces ROS sont
neutralisés par des antioxydants, ce qui pourrait entrainer une diminution du pouvoir
réducteur du molybdeéne et du fer (CHAPPLE et MATTHEWS, 2007).

L'augmentation du potentiel réducteur salivaire peut étre attribuée a l'alimentation. La somme
des antioxydants endogénes et dériveés des aliments représente |'activité antioxydante totale du
systéme. L'acide urique est le principal antioxydant présent dans la salive humaine, ce qui
représente plus de 85% du pouvoir réducteur de la salive et provient principalement du
régime alimentaire. (MOORE et al, 1994). D’autre part, cette augmentation sexplique par le
fait que les niveaux d'antioxydants pourraient étre modifiés en réponse a une infection ou a

une maladie.
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Figure 41 : Pourcentage de réduction du molybdeéne en fonction du volume de salive.
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Figure42:

Pourcentage de réduction du fer en fonction du volume de salive.
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Figure43 : Pourcentage de réduction du molybdéne par la combinaison salive-plante

comparé a I’extrait seul et a la vitamine C.
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Figure 44 : Pourcentage de réduction du fer par la combinaison salive-plante comparé a

I’extrait seul et a la vitamine C.
3-12- 2-Combinaison plante-BSA

Pour la sérum abumine bovine, la combinaison avec I’extrait aboutit a une activité
réductrice du molybdéne maximale de 62.61 + 0.93%, soit une augmentation de 46.23% par
rapport au témoin (500ug BSA sans I’extrait) et 21.46% par rapport a I’extrait, aors que par

rapport au standard la combinaison de I’extrait et de la BSA reste inférieur de 35.85%.

Cette protéine combinée avec I’extrait donne un pouvoir réducteur du fer maximal de 64.68
+ 0.48% soit une augmentation de 62.02% par rapport au témoin, 21.5% par rapport a
I’extrait mais reste inférieur de 24.07% par rapport au standard.

Protéine maeure, la sérum abumine humaine est responsable du maintien de 80% de la
pression osmotique du sang (CARTER et HO, 1994). Elle joue également un pouvoir
tampon, notamment lors de I’accumulation du gaz carbonique (FIGGE et al, 1991). Elle est
bien connue pour sa capacité alier les molécules, comme les ions métalliques, les acides gras,
les médicaments et aussi les hormones. De plus, I’albumine joue un réle important dans le
transport d’une tres grande variété de substances, dont certaines a I’état libre peuvent étre
toxiques contribuant ainsi a la détoxification de I’organisme (OLSEN et al, 2004). In vivo, il
existe une compétition entre différentes métabolites pour le méme site de I’albumine
(GHUMAN et al, 2005). La liaison de I’albumine sérique aux substances exogenes comme

les médicaments en contrdle la concentration active et agit comme un réservoir qui allonge
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leur durée d'action (GHUMAN et al, 2005). Elle en augmente aussi I’activité antioxydante
car les émulsions contenant de la BSA augmentent la solubilité du soluté.

Dans le cas des polyphénols ALMAJANO et al (2007) observent dans leurs travaux que
I'activité antioxydante de I'extrait de thé vert a nettement augmenté avec la concentration en
présence de BSA. Par contre ROHN et al (2004) rapportent que les liaisons covalentes entre
laBSA et les polyphénols induisent une diminution du potentiel antioxydant de ces derniers.
IIs concluent que I'effet «masguage» de |'activité antioxydante dépend a la fois de la protéine

et du polyphénol utilisé.

De nombreuses activités antioxydantes de |'albumine résultent de sa capacité de liaison aux
ligands. La HSA (Sérum albumine humaine) exerce des fonctions antioxydantes spécifiques
en raison de ses multiples capacités de liaison aux ligands et des propriétés de piégeage des
radicaux libres, toutes deux étroitement liées aleur structure (OETTL et STAUBER, 2007).
Les dommages apportés a celle-ci et donc a ses propriétés antioxydantes ont été considérés
comme "biologiquement insignifiants" en raison de la grande quantité de cette protéine dans
le plasma (HALLIWELL, 1988). Néanmoins, les molécules d'albumine endommagées sont
rapidement éliminées de la circulation et dégradées (HALLIWELL et GUTTERIDGE, 1990).

Cependant, les propriétés antioxydantes de I'albumine peuvent étre atérées par de
nombreuses modifications qui sont  étroitement liées a diverses pathologies. Ces
modifications pourraient se produire par exemple dans le cas du diabéte sucré, qui est I'un des
états pathol ogiques associés a |'apparition précoce de complications vasculaires, ainsi que des
altérations fonctionnelles de I'albumine. Dans cette pathologie complexe, |'abumine subit une
glycation accrue (COHEN, 2003). Ce phénomene correspond a la fixation non enzymatique
d'une molécule de glucose a un résidu d'amine primaire libre. Le réarrangement d'’Amadori de
la protéine glyguée aboutit aux produits finis de glycation avancée (AGE) (COHEN et al,
2003).

Apres avoir montré que la propriété antioxydante de I'albumine était modifiée aprés glycation
invitro, FAURE et al (2008), sont arrivé a démontré cette atération in vivo chez les patients
atteints de diabéte. La glycation de la HSA en plus de réduire sa capacité de liaison au cuivre
et au fer (SAKATA et al, 2002; VAN CAMPENHOUT et al, 2002), induit une perte
marquée de I’activité antioxydante de cette protéine (BOURDON et al, 1999).
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Figure 45 : Pourcentage de réduction du molybdene en fonction de la concentration en BSA.
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Figure 46 : Pourcentage de réduction du fer en fonction de la concentration en BSA.
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Figure 47 : Pourcentage de réduction du molybdene par la combinaison BSA -plante comparé

a I’extrait seul et a la vitamine C.
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Figure 48: Pourcentage de réduction du fer par la combinaison BSA-plante comparé a

I’extrait seul et a la vitamine C.
3-12- 3-Combinaison plante-plasma sanguin

Dans le cas du plasma sanguin, la combinaison avec I’extrait aboutit a une activité
réductrice du molybdene maximale de 98.13 + 0.53%, soit une augmentation de 27.8% par

rapport au témoin, 11.67% par rapport au standard et 62.47% par rapport a I’extrait.
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De plus, I’effet de cette association influe sur le pouvoir réducteur avec une activité maximale
de 63.18 + 0.34% soit une augmentation de 25.06% par rapport au témoin et 20% par rapport
a I’extrait, mais reste a 25.57% au dessous du pourcentage enregistré pour le standard.

Selon DEVARAJ et al (2002), une supplémentation en polyphénols extraits de Pinus
pinaster augmente de 40% la capacité antioxydante du plasma sanguin. Des résultats
similaires sont rapportés par PULIDO et al (2003) dans le cas d’ingestion de boissons riches
en polyphénols comme le vin rouge, les jus de fruits et de légumes, le thé ou aors e café.

D’autres études effectuées par TEISSEDRE (1998) mettent I’accent sur les effets
physiologiques obtenus pour la consommation du vin, une restauration de la capacité
antioxydante du plasma permettant une amélioration des défenses contre e stress oxydant
du diabete ainsi qu’une action favorable sur la sécrétion de I’insuline. D autre part, PULIDO
et al (2003) évalue I’effet d’autres boissons riches en polyphénols et trouvent que I’ingestion
de ces boissons comme le vin rouge, les jus de fruits et de |égumes, ou alors le café et le thé
sont susceptibles d’impacter favorablement le potentiel antioxydant du plasma.

Pour ce qui est du thé, réputé riche en flavonoides, I’étude réalisée par LEENEN et al
(2000) montre que son ingestion entraine I’augmentation significative du statut antioxydant
du plasma, avec pour le thé vert, un effet significativement plus important par rapport au thé
noir.

Les polyphénols sont connus pour leurs interactions avec les proténes plasmatiques du sang
gui sont édifiés par des interactions hydrophobes. L'influence de cette interaction sur le
potentiel antioxydant plasmatique ne peut étre déterminée que par une analyse antioxydante
ainsi que la prise en compte des caractéristiques structurelles des polyphénols ainsi que des
protéines (ZOU et XIE, 2013). Dans le sang, les polyphénols présentent une forte affinité
aux protéines plasmatiques, celle-ci dépend de plusieurs facteurs comme le nombre de
groupement hydroxyles, la présence ou I’absence d’une double liaison et la glycosylation du
polyphénol.  Pour ce qui est de ce dernier point, dans le cas des flavonoides, il diminue leur
affinité aux protéines plasmatiques aors que leur méthylation I’augmente. L'interaction
polyphénol-protéine dans le sang est un phénomeéne complexe et pas encore élucidé.

Ajouté a cela, I’effet compétitif pour ces protéines exercé par de nombreuses molécules du
sang, telles que lesions métalliques, le glucose, les acides graset les nombreux métabolites
peuvent interférer avec les polyphénols. Récemment, il a été constaté in vitro que les ions

métalliques tels que AI¥, Zn*, Cu** et Fe** réduisent significativement l'interaction de
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plusieurs flavonoides avec I'albumine (MAHESHA et al, 2006 ; TIAN et al, 2006 ; CAO et
al, 2010).

Dans le sang, la capacité antioxydante est fortement affectée par les concentrations en acide
urique qui en plus d’étre un puissant piégeur de radicaux libres, fournit 60 a 80% du potentiel
antioxydant dans le plasma. GHISELLI et al (1995) ; LIN et al (2015) et SHI et al (2016)
rapportent qu’in vitro, la quercétine a montré un effet inhibeur de la xanthine oxydoréductase,
enzyme intervienant dans la derniére étape de la production intracellulaire de I’acide urique.
Ces données suggerent que la quercétine pourrait baisser les concentrations sanguines d’acide
urique et ainsi baisser la capacité antioxydante du sang.

Les effets physiologiques obtenus pour la consommation de polyphénols induisent une
restauration de la capacité antioxydante du plasma, une amélioration des défenses contre
le stress oxydant du diabéte, une réduction des concentrations plasmatiques en glucose, une
augmentation de la sécrétion d'insuline et une augmentation de la sensibilité tissulaire a celle-
ci (DUTHIE et al, 1998 ; TEISSEDRE, 1998 ; YOUNG et al, 1999 ; BOZZETTO ¢t al,
2015).

Il existe une corrélation positive entre la concentration en polyphénols et le potentiel
antioxydant plasmatique. Néanmoins, les concentrations plasmatiques en polyphénols
atteintes aprés leur consommation varient fortement en fonction de leur nature et de leur
source alimentaire (MANACH et al, 1995). Selon DUTHIE et al (1998) et YOUNG et al
(1999), la vitesse d'absorption plasmatique des polyphénols dépend de leur structure chimique
et non de leur concentration. Les polyphénols les mieux absorbés chez I'hnomme sont les
isoflavones, I'acide gallique, suivis des catéchines, des flavanones et des glucosides de la
guerceétine alors que les moins bien absorbés sont les proanthocyanidines, les catechines de
thé galloylées et |es anthocyanes (MANACH et al, 2005).

Les effets bénéfiques de ces polyphénols dépendent de divers facteurs, comme |'apport total,
les processus de cuisson des aliments, la digestion, I’absorption, les voies métaboliques, mais
auss des différences entreindividus (HANHINEVA, 2010).
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Figure49 : Pourcentage de réduction du molybdene en fonction du volume de plasma

sanguin.
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Figure 50 : Pourcentage de réduction du fer en fonction du volume de plasma sanguin.
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Figure51 : Pourcentage de réduction du molybdéne par la combinaison plasma-plante

compare a I’extrait seul et a la vitamine C.
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Figure 52 : Pourcentage de réduction du fer par la combinaison plasma-plante comparé a

I’extrait seul et a la vitamine C.
3-12- 4-Combinaison plante-urine

Dans le cas de I’urine, la combinaison avec I’extrait aboutit a une activité réductrice du
molybdéne maximale de 84.76 + 0.9%, soit une diminution de 12.29% par rapport au témoin

et une augmentation 9.53% par rapport au standard et 53.3% par rapport a I’extrait.
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Dans le cas de I’activité réductrice du fer, I’association exprime une activité maximale de
68,81+ 0.658% soit une augmentation de 19.69% par rapport au témoin et 25.59% par
rapport a I’extrait mais reste inférieure au standard avec un pourcentage de 20.35.

La composition de |'urine est imprévisible, reflétant I'environnement en constante évolution

du corps, qui est influencé entre autres par I'alimentation (KIRSCHBAUM, 2001).
Environ 160 polyphénols ont été décrits dans |'urine, leur quantité est corrélée positivement
avec les concentrations plasmatiques et leur mesure est utiliste comme biomarqueur de
I'apport dimentaire (ARCHIVIO et al, 2007; HANHINEVA, 2010 ; PEREZ-JIMENEZ et
al, 2010). L'acide hippurique, indicateur urinaire de la consommation de polyphénols
(CLIFFORD et al, 2000), est un métabolite résultant de la dégradation microbienne des
polyphénols dans le cdlon (DUPONT et al, 2002). On a également signaé que le potentiel
réducteur de |'urine est principalement lié a la concentration en acide urique des échantillons
(LISSI et al, 1995). Ce dernier, représente environ 75% du potentiel antioxydant de I’urine
(BENKHALI et al, 2010).

Le potentiel biologique des polyphénols urinaires dépend de leur spécificité, leur sensibilité,
leur variabilité, leur apport et leur biodisponibilité (ARCHIVIO et al, 2007; HANHINEVA,
2010 ; PEREZ-JIMENEZ et al, 2010). Dans le systéme urinaire HONG et al (2001) ont
décrit une sdlectivité régionale des polyphénols dans la prostate. Cette caractéristique
combinée au fait que les polyphénols comme ceux du thé vert ont un effet protecteur vis-&
visdu cancer de la prostate soulignent I’importance des polyphénols dans les voies urinaires
(ADHAMI et al, 2004 ; JAN et al, 2004).

A titre d’exemple, I’acide anacardique est capable d’inhiber I'angiogenése de la tumeur de la
prostate en ciblant la voie de signalisation proto-oncogene. De plus, il affecte la viabilité des
cellules endothdliales, la migration, I'adhésion et |a différenciation alafois in vitro et in vivo
des cellules cancéreuses (WU et al, 2011). Alors que le resveratrol est impliqué dans
I’inhibition de la croissance des cellules cancéreuses, I'induction de I'arrét du cycle cellulaire
et I'apoptose dans diverses lignées de cellules du cancer de la prostate (WANG et al, 2008;
SHETH et al, 2012).

On a montré que les polyphénols alimentaires influencent le risque de développer un cancer
de la prostate en régulant les genes inflammatoires et en réduisant les dommages oxydatifs
subi par 'ADN (ZHANG et al, 2010a; ZHANG et al, 2010b).
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Figure 53 : Pourcentage de réduction du molybdene en fonction du volume d’urine.
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Figure 54 : Pourcentage de réduction du fer en fonction du volume d’urine.
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Figure 55 : Pourcentage de réduction du molybdéne par la combinaison urine-plante comparé

al’extrait seul et a la vitamine C.
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Figure56 : Pourcentage de réduction du fer par la combinaison urine-plante comparé a
I’extrait seul et & la vitamine C.
3-13- Activité antibactérienne

Le traitement des infections bactériennes repose sur les antibiotiques, dont la sur-
prescription souvent inappropriée aboutit a la sélection de souches multi-résistantes. Ces
derniéres posent un probleme de santé publique et motivent I’orientation de la recherche
scientifique vers de nouvelles molécules d’origine végétale (BILLING et SHERMAN, 1998).
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De nombreuses études in vitro menées sur le potentiel antibactérien des composés
phénoliques les ont confirmés comme agents antimicrobiens contre un grand nombre de

microorganismes pathogenes avec des spectres d'activités variables.

L'activité antibactérienne de I’extrait aqueux des feuilles d’Arbutus unedo a été évaluée a
l'aide de la méthode de diffusion sur disque, vis-avis de 10 souches bactériennes de
référence qui sont : Escherichia coli ATCC 25922, Saphylococcus aureus ATCC 43300,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterococcus feacalis ATCC 49452, Bacillus cereus
ATCC 10876, Salmonella typhimurium ATCC 13311, Klebciella pneumoniae ATCC 700603,
Proteus mirabelis ATCC 35659, Lysteria monocytogene ATCC 15313 et Citrobacter frendii
ATCC 8090.

Les résultats obtenus font état de zones d’inhibitions comprises entre 7.3 + 0.6 et 17.3 £ 0.5

mm et sont présentés dans |e tableau suivant.

Tableau 4 : Diamétres des zones d’inhibition de I’extrait aqueux en mm.

Souche Antibiotique Extrait
GentamicinelO ug
Gram | Citrobacter frendii ATCC 8090 22+0.1 0
Escherichia coli ATCC 25922 30.3+0.05 0
() Klebciella pneumoniae 700603 17.6 + 0.05 0
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 34+£01 14+1
Salmonella typhimurium ATCC 13311 25.6 + 0.05 7305
Bacillus cereus ATCC 10876 26+ 0.15 123+ 05
Gram | Enterococcus feacalis ATCC 49452 10+ 0 11+0
Listeria monocytogene ATCC 15313 70 10.3+ 0,6
(+) | Proteus mirabelis ATCC 35659 30.7 + 0.06 11+1
Staphylococcus aureus ATCC 43300 30.6 + 0.06 17.3+0,6

Dans notre étude nous pouvons scinder les bactéries de références utilisées en deux groupes
égaux en nombre. Les bactéries Gram positif dont fait partie : Saphylococcus aureus ATCC
43300, Enterococcus feacalis ATCC49452, Bacillus cereus ATCC 10876, Proteus mirabelis
ATCC 35659 et Listeria monocytogene ATCC 15313 et les bactéries Gram négatif dont fait
partie: Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Citrobacter
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frendii ATCC 8090, Klebciella pneumoniae ATCC 700603 et Salmonella typhimurium ATCC
13311.

Au regard des résultats présentés dans le tableau 3, I’extrait aqueux de feuilles d’Arbousier
ala concentration de 50 mg/ml, présente une activité antibactérienne vis-a-vis de la mgjorité
des bactéries testées. L’analyse de ces résultats montre clairement un effet plus important de
cet extrait sur les bactéries Gram positif. En effet, I’absence de zone d’inhibition dans les
boites test ensemenceées avec Citrobacter frendii ATCC 8090, Escherichia coli ATCC 25922
et Klebciella pneumoniae ATCC 700603 traduit leur résistance a I’extrait étudié. Dans une
moindre mesure, Salmonella typhimurium ATCC 13311 laisse apparaitre une zone
d’inhibition faible, par contre Pseudomonas aeruginosa 27853 connue pour étre une bactérie
tres résistante donne une zone d’inhibition qui dépasse celles relevées pour quatre des cing
bactéries Gram + testées. Ces résultats, traduisent clairement une plus grande sensibilité des
bactéries Gram + a I’extrait appliqué. Des résultats similaires sont rapportés par ORAK et al
(2011) ; HAOQOUAT et al (2012). D’une fagon plus genérale, plusieurs études font éat d’une
activité accrue des composes phénoliques sur les bactéries Gram positif comparativement aux
bactéries Gram négatif (TODA et al, 1989 ; IKIGAI et al, 1993; ARAKAWA et al, 2004). La
raison de ce contraste de sensibilité, est attribuée aux différences dans les constituants de la
membrane cellulaire ainsi qu’a leur agencement. Il est admis que les bactéries Gram positif
contiennent un peptidoglycan, qui est une barriere d’imperméabilité inefficace ce qui permet
aux molécules d’atteindre leur cible (SCHERRER et GERHARDT, 1971).

Il existe dans la littérature peu d’études sur I’effet antibactérien de I’extrait aqueux des
feuilles d’Arbutus unedo, ce qui rend difficile la comparaison de nos résultats. Néanmoins,
les diameétres des zones d’inhibition obtenues dans cette étude restent supérieurs a ceux
rapportés pour le méme extrait par ORAK et al (2011) (10.5 £ 0.15 mm pour S. aureus) et par
MALHEIRO et al (2012) (S aureus 10 mm, B. cereus 10 mm et P. aeruginosa 11mm).

La variation des diamétres des zones d’inhibition en plus d’étre impacté par le micro-
organisme, la plante (genre, partie utilisée, variations génétiques etc.) et le potentiel
antibactérien des substances bioactive de I’extrait, elle I’est aussi par la capacité de diffusion
dans le milieu gélosé de ces dernieres (SASSI et al, 2007 ; CARNEIRO et al, 2008 ;
MALHEIRO et al, 2012 ; MIGUEL et al, 2014).

Le potentiel antibactérien de I’extrait étudié dépend de sa teneur en polyphénols et plus
particulierement en flavonoides et tanins (FERREIRA et al, 2012 ; DIB et al, 2013). En effet,
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la littérature fait état de nombreux travaux qui mettent en relief le réle prépondérant des
tanins en tant qu’agents antibactériens efficaces (SANOGO et al, 2006). Ils sont impliqués
dans I’inhibition des enzymes extracellulaires et de la phosphorylation oxydative
(SCHOFIELD et al, 2001).

Les flavonoides considérés comme la fraction la plus active des polyphénols, agissent en
synergie avec divers antibiotiques (DAGLIA, 2012) et sont impliqués dans I’inhibition de la
synthése d'acide nucléique (PLAPER et al, 2003) ains que des fonctions des membranes
cytoplasmiques (IKIGAI et al, 1993 ; SCAZZOCCHIO et al, 2006).

Les flavonoides antibactériens pourraient avoir plusieurs sites  daction.
Une de leurs actions moléculaires est de former des complexes avec des protéines par des
liaisons non spécifiques telles que la liaison hydrogene et hydrophobes. Leur mode d'action
antimicrobienne peut étre lié a leur capacité a inactiver les adhésines microbiennes, les
enzymes et les proténes de transport de I'enveloppe cellulaire. Les flavonoides lipophiles
peuvent également perturber les membranes microbiennes (COWAN, 1999 ; MISHRA et al,
2009).

HARAGUCHI et al (1998), mettent en relief que I’effet le plus observé des flavonoides est
leur inhibition de la chaine de transport des éectrons respiratoires bactériens et que leur site
d'inhibition se trouve entre la CoQ et le cytochrome C. L'inhibition des micro-organismes par
les composés phénoliques peut étre due a plusieurs facteurs comme, la privation du fer, les
liaisons hydrogenes réalisées avec des protéines vitales comme les enzymes microbiennes,
(SCALBERT, 1991).

La déstabilisation de la membrane externe des micro-organismes Gram négatif, ainsi que les
interactions avec la membrane cellulaire pourraient ére I'un des mécanismes spécifiques
derriére I'action antibactérienne par ces composes (LI et al, 2014). De plus, ils sont capables
de supprimer un certain nombre de facteurs de virulence microbiens, tels que la réduction de
I'adhésion aux ligands de I'héte, I'inhibition de la formation de biofilms, la neutralisation des
toxines bactériennes et la synergie avec les antibiotiques (DAGLIA, 2012).

La concentration minimale inhibitrice ou CMI est la plus petite concentration de I’agent
antibactérien suffisante pour inhiber, in vitro, la croissance d'une souche bactérienne. Elle

renseigne sur le potentiel bactériostatique de I’agent antibactérien utilisé. La CMI de I’extrait
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vis-a-vis d’une souche donnée sera donc la plus petite des concentrations ne montrant aucune

croissance visible de germes.

La comparaison de nos résultats avec ceux rapportés par la littérature reste difficile en raison
de plusieurs variables comme la technique utilisée, la quantité et la concentration d’extrait
appliquée sur les disques. De plus, I’évaluation de ces derniers en termes de sensibilité et de
résistance des souches reste impossible, car il n’existe pas de norme a I’image de celle utilisé

pour les antibiotiques.

Tableau 5: CMI de I’extrait vis-&-vis des souches sensibles.

Souche CMI mg/ml
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 16+0.28
Salmonella typhimurium ATCC 13311 47+0.3
Bacillus cereus ATCC 10876 1.3+0.57
Enterococcus feacalis ATCC 49452 2.1+0.28
Listeria monocytogene ATCC 15313 27115
Proteus mirabelis ATCC 35659 3.4+ 0.57
Saphylococcus aureus ATCC 43300 1+£0.36

3-14- Activité antileishmanienne

L'extrait lyophilisé a été dilué dans du DM SO dont nous avons verifié I’innocuité vis-avis de
notre parasite.

Les résultats ont montré que I'activité antileishmanie de I'extrait aqueux de feuilles d'Arbutus
unedo est dépendante de la dose a des concentrations allant de 12,5 a 100 pg / ml. L'activité
maximale de l'extrait a é&é évaluée a 74% de mortaité des promastigotes pour la
concentration de 100 pyg/ml et a100% pour lafungizone a 100 mg/ml. Les données collectées
(figure 57) indiquent clairement que la concentration inhibitrice pour I'extrait est inférieure a
12,5 ug/ ml.
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Figure 57 : Pourcentage de mortalité des promastigotes en fonction de la concentration en
extrait.
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Figure 58 : Pourcentage de mortalité des promastigotes pour |a Fungizon (100mg/ml).

Ces dernieres années, la recherche scientifique vise a mettre au point des composés a effet
leishmanicide puissant et se tourne vers les extraits végétaux. Cette démarche se trouve
confortée a titre d’exemple par les travaux sur Artemisia absinthium effectués par Y ouyou Tu
sur le paludisme et qui ont été distingués en 2015 par le prix Nobel de médecine.
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Dans une étude réalisée en Turquie, sur I’activité leishmanicide in vitro d’extrait éhanoliques,
aqueux et hexane de feuilles d'Arbutus unedo vis-a&vis de promastigote de Leishmania
Tropica arévélé que |'extrait éthanolique est le plus efficace (KIVCAK et al, 2009).

Peu d'études dans la littérature font état de I'activité de I'extrait aqueux d'Arbutus unedo contre
Leishmania  infantum, ce qui ne nous permet pas de comparer nos résultats.
Néanmoins, nous pouvons citer les travaux de KHADEMVATAN et al (2016), sur I’activité
de I'extrait de Holothuria leucospilota sur les promastigotes de Leishmania infantum, ou il
trouve une IC50 de 53,5 + 2,5 pug / ml. Dans une autre éude MANSOUR et al (2013),
rapporte une IC50 de 12,53 ug / ml pour I'activité anti- Leishmania infantum de |'extrait

agueux de Vitis vinifera.

De nombreuses études se sont intéressées aux composés des plantes médicinales tels que les
polyphénals, les triterpénes, les saponines (KOLODZIEJ et al, 2001 ; RIDOUX et al, 2001,
TAN et al, 2002 ; SAWADOGO et al, 2012), le resvératrol (FERREIRA et al, 2014), les
tanins (KIDERLEN et al, 2001), les alcaloides (DELORENZI et al, 2001) et les quinones
(GONZALEZ-COLOMA et al, 2012). L'action antileishmanie de ces composés naturels n'a
pas encore éé éucidée; néanmoins HODEK et al (2002), rapportent que Il'action

antileishmanie des flavonoides se fait par inhibition de |a topoisomérase parasitaire.

Ces dernieres années, la recherche de nouvelles molécules anti-Leishmania a été menée a
travers des techniques de base, telles que l'inhibition in vitro de la croissance des
promastigotes (LIU et WANG, 2008), mais cela reste insuffisant en raison du nombre limité
d'études sur laforme amastigote qui est laforme pathogene (ACESTOR et al, 2002).

La résistance des protozoaires tels que Leishmania aux médicaments utilisés pour leur
traitement est en augmentation dans les pays développés. Selon LEANDRO et CAMPINO
(2003), dans de nombreux cas, la résistance serait due a I'expression de la pompe d'efflux
MRP (multi-drogue résistance protéine). Celle-ci appartient a la famille des transporteurs
ABC (ATP-binding cassette) et est impliqué dans la résistance a |'antimoine (traitement anti-

leishmania classique).
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Conclusion

Le présent travail a eu pour objectif I’étude de plusieurs activités biologiques de

I’extrait aqueux de feuilles d” Arbutus unedo L.

Cette étude s’inscrit dans le cadre des travaux de recherche de I’équipe « santé et
biomol écules actives ». L’objectif assigne a été de vérifier le potentiel antioxydant des
feuilles d’arbousier collectées dans la région de Tizi-Ouzou et d’évaluer le potentiel
de cet extrait végétal dans d’autres activités biologiques retrouvées dans d’autres

plantes.

Pour ce faire, dans un premier temps nous avons testé I’activité antioxydante de
I’extrait. Celui-ci a révélé une capacité de piégeage des radicaux libres comme
DPPH (1C50 = 7.956 + 0.278 ug/ml), OH (IC50 =1015.74 + 46.35 pg/ml) et H,O,
(IC50 = 114.77 £+ 16.86 pg/ml). Pour ce qui est du blanchiment du -caroténe nous
avons enregistré une inhibition de 87.04 + 1.21 % a la concentration de 1Img/ml. De
plus I’extrait a exprimé la capacité de chélation des ions ferreux et celle-ci a été
estimée par une IC50 de 1014.30 £ 36.21ug/ml.

Dans un deuxieme temps, nous nous sommes intéresses a la stabilisation des
membranes érythrocytaires. Celle-ci a été appréciée par le test de stabilisation des
érythrocytes vis-avis d’un stress osmotique ou I’extrait a montré un pouvoir
protecteur de I’ordre de 76.46 + 1.80%. Pour ce qui est de la stabilisation vis-avis
d’un oxydant (HOCI) ainsi que de la chaleur, la protection obtenue avec I’extrait
aqueux des feuilles d’arbousier est respectivement de 73.90 £ 2.08 % et 79.66 + 1.92
%. De plus I’effet thrombolytique, inhibiteur de la peroxydation ains que de la
dénaturation thermique de la BSA obtenus avec I’extrait étudié sont respectivement de
57.8 + 3.16%, de 23.42 % et de 74.28 + 0.86%.

Les résultats obtenus lors de I’évaluation du potentiel hypocholestérolémiant et
hypoglycémiant montrent que I’extrait étudié influe clairement sur la diffusion et

I’absorption du cholestérol et du glucose.
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D’autre part, I’effet synergique observé entre I’extrait étudié, la salive, le plasma
sanguin, I’urine et la BSA, indique qu’in vivo, la consommation de I’extrait de feuilles

d’arbousier ne peut qu’augmenter I’effet antioxydant de celui-ci.

L’inhibition de la croissance de Bacillus cereus ATCC 10876, Enterococcus
feacalis ATCC 49452, Listeria monocytogene ATCC 15313, Proteus mirabelis ATCC
35659, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella typhimurium ATCC
13311, Saphylococcus aureus ATCC 43300 et de Leishmania infantum par I’extrait,

indique sa possible utilisation comme antibactérien et antiparasitaire.

L’ensemble de ces résultats justifient I’utilisation traditionnelle de I’arbousier et
démontrent son potentiel comme source de biomolécules aux multiples applications
thérapeutiques. Notre travail met en relief de nouvelles voies d’investigations ainsi que

de nombreuses perspectives comme :

- Lapurification et I’identification des principes actifs.

- Déterminer |les doses thérapeutiques pour chaque molécule active.
- L’étude de la toxicité de I’extrait brut et fractionné.

- L’élargissement de I’éventail des activites et des tests utilises.

- Lepassage aux testsin vivo.
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Annexel : Milieux deculture
Milieu NNN (Novy-McNeal-Nicaolle) :

Bacto-agar-DifCco..........coooviiiiiii, 10g

NaCl.. .o 06g

Eau distillée........................eevven et ... 1000g
Sangdelapin...........cooeiiiei i eennnn 1 mil/tube

- Préparation de lagélose :

- mettre le chlorure de sodium (NaCl) dans I’eau froide et chauffer sur un agitateur
magnétique.

Quand I’eau frémit, ajouter le Bacto-agar et remuer avec un agitateur magnétique jusqu’a
dissolution compl éte,

- laisser bouillir 5 minutes,

- répartir en tubes avis araison de 8 ml de gélose par tube.

- autoclaver a 120° pendant 20 minutes.

- conserver lestubes a + 4°C,

- prélever par ponction cardiague du sang de lapin sur tube au citrate de sodium (10%) et 250
000 U de pénicilline,

- mélanger le sang de lapin et lagélose :

- placer les tubes de gélose dans un bain-marie et chauffer pour faire fondre la gélose,

- laisser refroidir jusqu’a 45°C et ajouter 1 ml de sang par tube,

- agiter sansfaire de bulles,

- incliner sur un portoir et laisser refroidir

Milieu RPMI 1640

RPMI1640......ciiieie i 16.40g
L-Glutamine........cooviei i e 0.30g
Streptomycine.............ccoeeeveiieiie i enn .. ...50000U
Sérum de veau feetal..........cooveeee vl . 10%
Bau distillée... ..o 1000ml
Gélose Muéller-Hinton
Hydrolysat acide de caséine........................17.50g
Extraitdeviande.............cooii i 2.00g

Amidon..........cooeiiici . 1.50g
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Eaudistillée..........coooo i 1000mI
Bouillon cceur-cervelle

Extrait ceeur cervelle :...................oo 017,50

Peptone pancreatique de gélatine : ................ 10,09
Protéose peptone . ......ovvviiv i 10,09
GlUCOSE & et e e e 2,09
Phosphate disodique @..........cccovieiiniiieenn e, 2,5¢

Chlorure de sodium :...........ccoeieveinenntn....5,0g
Eaudistillée................coooeeeiiiiiien.... 1000ml

Annexell : Electrophorése en présence de SDS et de 2-mer captoéthanol
(PAGE-SDS)

Solutions:

Solution d’acrylamide (A) :
= ACTYIAMIAE et 36 g
- Bisacrylamide. ..o 010
- BAUISHIIEE. ..o 100 ml

Tampon de gel de séparation (S) :

I == 8 o (1] €11 1= 100 ml
Ajuster apH 8,8 avec HCI 4N

Tampon de gel de concentration (C)

I = LU 1o 1153 €11 = 100 ml
Ajuster apH 6,8 avec du HCI 4N

Tampon d’électrode

L G173 1 1R 5769
- BAUISHIIEE. ... 200 pl

Ajuster apH 8,3 avec du Tris
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Tampon d’échantillon

1o 1111 o o I (3 I 500 pl
BaUu diStile. .. ... e 250 pl
RS I IS (107 221 N U 1|
2-mercaptoethanOl. ... .. ..ot 50 pl

Dissoudre 1 mg de protéines lyophilisées dans 800 ul de ce tampon, chauffer a 100°C pendant

4 a5 mn puis refroidir dans un bain d’eau froide.

Ajouter 200 ul d’une solution de Glycérol 50% (V/V) et quelques grains de bleu de

bromophénoal.

Solution defixation

Eau distillée (QSP) ... v vvreeeiiirieeie i e v e e ee .. 100 M

Solution de color ation

Bleu de coomassie R250... ..o et e e e e 05¢g
METhANOL ... ... e 100 ml
BaU diStillEe. ... oe et 100 ml

Solution de décoloration

oo o o[ ¥ o 111
Bau distille. .. ..o e e 312,5 ml
MEtNANOL . . . e e e e 150 ml

Solution de persulfate d’ammonium

Persulfate d’ammonium.............c.ccoo i iiiii i e e e eeenn0,1

- Eau diStillEe (OSP) .- vnveeieine et e e e e e e LM
Electrophorése
Préparation du gel de séparation T =17% et 2,7%
= SOIULION (A e et e e e e e e 4,6 ml
= SOIULION (S) et e e e e e e 2,51 ml
- BAUISHIIEE. ..o 2,73 ml

Dégazer |le mélange pendant 2 mn maximum



£ SDS (L0%) et e,
U UTEMED . ot e e

- Persulfate d’ammonium 10%

Couler aenviron 1,5 cm du sommet de la plaque

Préparation du gel de concentration : T =4,8% et C =2,7%

= SOIULION (A) et e
I o 1U11 o o T (5

- Eau distillée
Dégazer |e mélange quel ques secondes
- SDS10%

- Persulfate d’ammonium a 10%

Couler immédiatement sur le gel de séparation puisintroduire le peigne

Dépot d’échantillon : 10 220 pl

Mise soustension : 20 mA, 25V

Fixation : 45 mn dans la solution de fixation
Coloration : 1 heure dans|a solution de col oration

Décoloration : dans |a solution de décoloration

Annexelll : Tampon phosphate
Tampon phosphate 0.2 M pH 6.6

Solution A
NaHPO4 ..o, 2.40g
Eau distillée..........................200ml
Solution B
NAH2PO4. .. v, 2.84g

Eau distillée...........................100ml
Préparation de la solution tampon :

Mélanger 62.5 ml de lasolution A avec 37.5 ml de la solution B.

Annexe
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Objective: To evaluate the antioxidant and anti-inflammatory activities of aqueous
extract of Arbutus unedo (A. unedo) leaves.

Methods: In this context, the in vitro antioxidant activity was demonstrated by 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl, hydroxyl radical and H;O, radical scavenging, ferrous ion
chelating, ferric reducing power, total antioxidant capacity and by the protection against
peroxidation of B-carotene-linoleic acid in emulsion. The anti-inflammatory activity was
evaluated first by studying the membrane of human red blood cells against different
hypotonic concentrations of NaCl and against heat, inhibiting the denaturation of
albumin.

Results: Total phenolic and flavonoid content were found respectively [(207.84 + 15.03)
mg gallic acid equivalent/g, and (13.070 = 0.096) mg quercetin equivalent/g]. The extract
displayed significant scavenging activity of some radicals such as 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl [ICsgp at (7.956 + 0.278) pg/mL], "OH [ICsy = (1015.74 + 46.35 pg/
mL)], HyO; [ICsg = (114.77 = 16.86) pug/mL] and showed a good antioxidant activity
through ferrous ion chelating activity [ICsg = (1014.30 + 36.21) pug/mL], ferric reducing
power [ICso = (156.55 + 17.40) pg/mL], total antioxidant capacity [ICsy = (461.67
+ 4.16) pg/mL] and B-carotene-linoleic acid protection against peroxidation [I
% = (87.04 = 1.21)% at 1 000 pg/mL].

Conclusions: A. unedo showed in vitro anti-inflammatory activity by inhibiting the heat
induced albumin denaturation and red blood cells membrane stabilization. Our results
show that aqueous leaf extract of A. unedo has good antioxidant activity and interesting
anti-inflammatory properties. A. unedo aqueous extract can be used to prevent oxidative
and inflammatory processes.

1. Introduction

Medicinal plants are considered as an important source of
new molecules with high antioxidant potential. Polyphenols,

commonly referred to as antioxidant compounds, play a major
role in safeguarding health, and a protection against diseases like
cancer, has recently been shown [11.

Free radicals are generated by various exogenous chemicals and
several endogenous metabolic processes oxidize the biomolecules
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leading to cell death and tissue damage. The organism must keep

free radicals at relatively low concentrations using various defense

systems and antioxidant molecules such as glutathione [2].
Poorly absorbed and extensively metabolized polyphenols
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cannot act a direct antioxidant activity, but they have the ability
to interact with target proteins to regulate various cellular and
molecular processes, giving them biological activity [31.

Drug that plays a role in the stabilization of erythrocyte
membrane against osmotic lysis and heat indicates their potential
to maintain the integrity of biological membrane. Knowing that
erythrocyte membrane resembles to lysosomal membrane, the
stabilization of erythrocyte can be extrapolated to the stabiliza-
tion of lysosomal membrane.
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Arbutus unedo L. (Ericaceae family) (A. unedo), commonly
called strawberry tree, is an evergreen shrub endemic to Medi-
terranean region [41. It is widely used in traditional medicine, and
nowadays many of its virtues have been scientifically proven
as antioxidant, antihypertensive, anti-hyperglycemic and anti-
inflammatory [5-71.

The objective of this work is to deepen the knowledge of
antioxidant and anti-inflammatory capacities of A. unedo leaves.

2. Materials and methods
2.1. Plant collection

A. unedo leaves were collected in mid-December 2014 from
Tizi-Ouzou, Algeria. The plant was identified by Doctor Mah-
moud Laribi, botanist at Mouloud Mammeri University of Tizi-
Ouzou department of vegetal biology, where a voucher spec-
imen was deposited (FSBSA/MK/2105).

The sample was dried and then ground to obtain a powder
that was stored at room temperature and in the dark until
extraction.

2.2. Extract preparation

Twenty grams of powder were dissolved in 200 mL of
distilled water. After 24 h of maceration at room temperature,
the filtrate was lyophilized.

2.3. Determination of total phenolic content

The concentration of phenolic compounds in plant extract
was determined using the Folin—Ciocalteu spectrophotometric
method [81.

The reaction mixture was prepared by mixing 200 pL of
extract (40 pg/mL) with 1 mL of Folin—Ciocalteu reagent
(diluted ten times) and 800 L of sodium carbonate (75 mg/mL).
The mixture was incubated for 45 min at room temperature and
the absorbance was measured against a blank at 760 nm.

The same procedure was repeated for the standard solution of
gallic acid and the calibration curve was constructed. The results
are expressed in mg of gallic acid equivalent per gram of extract.

2.4. Determination of total flavonoid content

The total content of flavonoids in leaves extract was deter-
mined using the aluminum chloride spectrophotometric assay
[9.10]. The plant extract (1 mL) was mixed with the same volume
of a methanolic solution containing 2% of aluminum trichloride.
After incubation for 10 min, the absorbance of the reaction
mixture was measured at 430 nm against a methanol blank.

A standard curve of quercetin was drawn and the results were
expressed as mg of quercetin equivalent per gram of extract.

2.5. Determination of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) radicals scavenging activity

The free radical scavenging activity of the extract was
measured using the stable free radical DPPH test according to
the method described before [11.12]. A total of 250 pL of
0.8 mmol/L. DPPH in ethanol was mixed with 3.75 mL of the
extract. The reaction was carried out in triplicate and the

absorbance was measured at 517 nm after 30 min in dark. L-
Ascorbic acid was used as reference standard.

The percent of scavenging activity was calculated using the
following equation.

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

where, Ac stands for the absorbance of the control and As stands
for absorbance of the sample.

2.6. B-Carotene bleaching assay

Antioxidant activity of the extract of leaves of the strawberry
tree and level of butylated hydroxytoluene (BHT) were
measured according to the published method [13.14]. The
emulsion mixture was prepared in 50 mL round-bottom flask
containing 1 mL of chloroform (high performance liquid chro-
matography grade), 0.5 mg B-carotene, 25 |IL linoleic acid and
200 mg of Tween 40. Chloroform was completely evaporated
using a vacuum evaporator at 40 °C for 10 min.

After evaporation, the mixture was immediately diluted in
100 mL of distilled water saturated with oxygen. The ethanolic
stock solution of the extract (350 PL, concentrations were 0.2,
0.4, 0.6, 0.8, and 1.0 mg/mL) was mixed with 2.5 mL of
emulsion. The same procedure was repeated with positive con-
trol BHT.

Absorbance of the mixtures was measured at 470 nm
immediately after their preparation (¢ = 0 min) and at incubation
time # = 120 min against the blank.

The percentage of inhibition was calculated with the
following equation:

Inhibition (%) = [(Aalgo —AClzo)/(ACO - AC120)] x 100

where, Aajy is the absorbance of the antioxidant at z = 120 min,
Aciyg is the absorbance of the control at # = 120 min and Acy is
the absorbance of the control at t = 0 min.

2.7. Hydroxyl radical scavenging assay

Scavenging activity of hydroxyl radical of the extract was
measured according to the method of Rajamanikandan et al. [15].
Three milliliters of the final reaction solution consisted of aliquots
(500 pL) of various concentrations of the extract, ] mL FeSOy4
(1.5 mmol/L), 0.7 mL hydrogen peroxide (6 mmol/L) and
0.3 mL sodium salicylate (20 mmol/L). The reaction mixture
was incubated for 1 h at 37 °C. L-Ascorbic acid was used as the
standard.

The color development was measured at 560 nm against a
blank.

2.8. Hydrogen peroxide radical scavenging activity

The scavenging ability of the water extract of A. unedo on
hydrogen peroxide was determined according to the method of
Serteser et al. [16]. A solution of hydrogen peroxide (40 mmol/L)
was prepared in phosphate buffer (pH 7.4). The extract in
distilled water (3.4 mL) was added to a hydrogen peroxide
solution (0.6 mL, 40 mmol/L). Absorbance of hydrogen
peroxide at 230 nm was measured 10 min later against a blank
solution containing the phosphate buffer without hydrogen
peroxide.
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The percentage of hydrogen peroxide scavenging by the
extract and standard (L-ascorbic acid) was calculated using the
following equation:

Scavenged H,0; (%) = (1 —As/Ac) x 100

where, Ac is the absorbance of the control (without the extract)
and As is absorbance in the presence of the extract. The
experiment was repeated in triplicate.

2.9. Ferrous ion chelating activity

Ferrous ion chelating activity was determined by inhibition
of the formation of iron(Il)-ferrozine complex, following the
previous published method [17.18]. Briefly, 100 pL of 0.6 mmol/
L FeCl, was added to 500 UL of different concentrations of the
extract or ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) (positive
control). The reaction mixture was adjusted to a final volume
of 1.5 mL with methanol, and then 100 pPL of 5 mmol/L
ferrozine solution were added.

The mixture was shaken vigorously and left to stand at room
temperature for 5 min. Absorbance was determined at 562 nm
and percent of chelation was calculated using the following
equation:

Chelation (%) = (Asample / Acontrol) X 100

where, Asample is the absorbance of the sample and Acongror 18 the
absorbance of the control.

2.10. Ferric reducing power assay

Reducing power was determined by the method described by
Oyaizu and Hazra et al. [19.20]. Different concentrations of the
extract were mixed with 1.25 mL of 0.2 mol/L, pH 6.6 sodium
phosphate buffer and 1.25 mL of potassium ferricyanide (1%).
The mixture was incubated at 50 °C for 20 min.

After incubation, the reaction mixture was acidified with
1.25 mL of trichloroacetic acid (10%) and centrifuged at 3 000 r/
min for 10 min. Finally, 0.5 mL of freshly prepared FeCl;
(0.1%) was added to this solution, and the absorbance was
measured at 700 nm. Ascorbic acid at various concentrations
was used as standard.

2.11. Total antioxidant capacity

Total antioxidant capacity was estimated by phosphomo-
lybdenum assay [21.22]. The tubes containing the extract and
reagent solution (0.6 mol/L sulfuric acid, 28 mmol/L sodium
phosphate and 4 mmol/L. ammonium molybdate) were incubated
at 95 °C for 90 min. Then the solution was cooled to room
temperature and the absorbance was read at 695 nm. Ascorbic
acid was used as standard.

2.12. Antihemolytic activity

2.12.1. Red blood cell suspension

Blood was obtained by venipuncture from healthy volunteers
collected in heparinized tubes and centrifuged at 2 000 r/min for
10 min at 4 °C. After removing the plasma, red blood cells
(RBCs) were washed for three successive times using phosphate

buffer saline (PBS) (0.9% NaCl). The study protocol was per-
formed according to the Helsinki declaration and approved by
Scientific Committee of the Faculty of Biology (CSFB).
Informed written consent was obtained from Hospital Depart-
ment of Hematology (University Hospital Nedir Mohamed of
Tizi-Ouzou).

2.12.2. Hypotonic solution induced hemolysis

Membrane stabilizing activity of the extract was assessed
using hypotonic solution induced hemolysis, and the method
was described by de Freitas et al. [23]. In hypotonic solution, the
test sample consisted of washed stock erythrocyte (RBC)
suspension (40 pL) with 1 mL of hypotonic solution (0.1%,
0.3%, 0.5%, 0.7%, 0.9% NaCl) in sodium PBS (pH 7.4)
containing either of the different concentrations of aqueous
extract.

The mixture was incubated for 30 min at 37 °C under gentle
stirring, centrifuged for 10 min at 2 000 r/min and the absor-
bance of the supernate was measured at 540 nm.

Inhibition of hemolysis (%) =[(OD1—-0D2)/0D1] x 100

where, OD1 is the optical density of hypotonic-buffered saline
solution alone (control) and OD?2 is the optical density of test
sample in hypotonic solution.

2.12.3. Heat induced hemolysis

Different concentrations of the extract (Ug/mL) or aspirin
dissolved in isotonic PBS (pH 7.4) was mixed with 1 mL of 2%
RBCs suspension. The reaction mixture was incubated in a
water bath at 56 °C for 30 min. After incubation, the tubes were
cooled under running tap water, then centrifuged at 2 000 r/min
for 10 min and the absorbance of the supernatants was estimated
at 560 nm [24].

The percentage of protection against heat induced hemolysis
was calculated by using the following equation:

Production (%) = (1 - ODyample / ODcontrol ) X 100

2.12.4. Oxidant induced hemolysis

One milliliter of RBC suspension (5%) in PBS (pH 7.4) was
incubated for 15 nm at 37 °C with 1 mL of the extract at
different concentrations. After pre-incubation, the mixture was
centrifuged at 2 000 r/min for 10 min at 4 °C, the supernatant
was removed and packed RBCs were resuspended with
0.5 mmol/L HOCI in PBS. After this, the incubation was per-
formed as previously described. The absorbance was determined
at 540 nm [25.26].

Production (%) = (1 - ODsample /ODcontrol ) X 100

2.12.5. Inhibition of albumin denaturation

A solution of 0.2% (w/v) of egg albumin was prepared in a
PBS (pH 6.4). A volume of 50 pL of the extract or standard at
different concentrations was added to 5 mL of this stock
solution.

The test tubes were heated at 72 °C for 5 min and then
cooled. The absorbance of these solutions was determined at
660 nm [27].
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3. Results
3.1. Phenolic content

Many studies report that phenolic compounds play an
important role in human health due to their antioxidant activity.

The total phenols of A. unedo aqueous extract [(207.84
+ 15.03) mg gallic acid equivalent/g of extract] was calculated
according to the equation y = 0.006x + 0.027 (R* = 0.990).

3.2. Flavonoid content

After construction of the calibration curve [y = 0.022x + 0.182
(R2 = 0.994)], collected data clearly showed a good amount of
flavonoid content in the aqueous extract [(13.070 = 0.096) mg
quercetin equivalent/g of extract].

3.3. DPPH scavenging activity

The DPPH radical scavenging activity was recorded in terms
of inhibition percent as shown in Figure 1.

The parameter used to compare the radical scavenging activity
of the extract and ascorbic acid is ICs( value, defined as the con-
centration of antioxidant required for 50% scavenging of DPPH
radicals. The ICs( value for ascorbic acid was (2.359 = 0.091) pg/
mL, which was comparatively lower than the ICs5q [(7.956 =
0.278) ng/mL] of aqueous extract.

3.4. 3-Carotene bleaching

In the evaluation of the antioxidant activity, [-carotene
bleaching method was used to measure the ability of the extract
to inhibit lipid peroxidation. The antioxidant activity was
expressed as percent inhibition. Figure 2 shows that the anti-
oxidant activity increases with the increasing concentrations of
the extract used.

Almost similar results were obtained for BHT [% Inhibi-
tion = 96.88 + 0.34 (positive control)] and A. unedo (% Inhi-
bition = 87.04 = 1.21) at 1 000 pg/mL, which indicates a high
potential antioxidant activity of the extract.

3.5. Hydroxyl radical scavenging
The hydroxyl scavenging activity of A. umedo aqueous

extract was evaluated by its ability to compete with salicylic acid
for hydroxyl radicals.
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Figure 1. DPPH radical scavenging activity of ascorbic acid and aqueous
leaf extract of A. unedo.
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Figure 2. B-Carotene bleaching inhibition by BHT and aqueous extract of
A. unedo.
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As shown in Figure 3, hydroxyl radical scavenging incre-
ased with increase in concentrations. The ascorbic acid
[ICso = (758.83 + 7.40) pg/mL] showed more effective
scavenging ability when compared to that of aqueous extract
[ICsp = (1 015.74 + 46.35) pg/mL].

The maximum scavenging activity was found to be
(97.80 = 0.18)% for ascorbic acid and (79.23 + 1.14)% for
aqueous extract at 2 mg/mL.

3.6. Hydrogen peroxide radical scavenging activity

Scavenging activity of the extract and ascorbic acid as
reference compound against hydrogen peroxide in terms of
effective concentration was remarkably different and they were
shown to be 83.14% (600 Lg) and 96.3% (90 |g), respectively
(Figure 4).

120
1001

o.' i I lI. i i l il

100 200 300 400 500 750 1000 1250 1500 1750 2000
Concentration (ug/mL)
m Ascorbic acid ~ mA. unedo

oo}
(=]

I
(=]

% Scavenging
=N
S

3]
(=]

1207

Figure 3. Hydroxyl radical scavenging activity of ascorbic acid and
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Figure 4. Hydrogen peroxide radical scavenging activity of ascorbic acid
and aqueous extract of A. unedo.
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According to the results, A. unedo showed an activity
dependent on the concentration and the H,O, scavenging
ICsp was (114.77 + 16.86) pg/mL, which indicates a less
effective scavenging potential referring to ascorbic acid
[ICs5p = (49.19 = 2.70) pg/mL].

3.7. Ferrous ion chelating activity

Antioxidant action may be of secondary type. One of the
most important mechanisms is the chelating of pro-oxidant
metals such as iron. Ferrozine forms a complex with Fe?*
with a characteristic red color, but in the presence of
chelating agent, the complex formation is disrupted and the
red color is decreased. Measurement of color reduction,
therefore, allows the estimation of the chelating activity of
the plant extract.

The metal chelating effect of investigated extract and EDTA
were dependent on concentrations (Figure 5).

EDTA [ICsp = (57.21 = 0.44) nug/mL] in this assay demon-
strated relatively high activity in comparison to the extract
[ICso = (1 014.30 = 36.21) pg/mL].

3.8. Ferric reducing power

The extract showed concentration-dependent reducing po-
wer. However, its reducing power [ICsg = (156.55 + 17.40) pg/
mL] was lower than that of ascorbic acid [ICsy = (56.72 +
2.79) pg/mL] (Figure 6).
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Figure 5. Ferrous ion chelating activity of EDTA and aqueous extract of
A. unedo.

1.6
1.4
Ein
S
= 1.0
3 08
E
_g 0.6
5
o ] J
0.2 J
o -l | |
5 10 2 0 150 200
Concentration (ug/mL)
mA. unedo m Ascorbic acid

Figure 6. Ferric reducing power of ascorbic acid and aqueous extract of
A. unedo.

3.9. Total antioxidant capacity

This test was based on the reduction of Mo(VI) to Mo(V) by
the extract and formation at acid pH of green phosphate/Mo(V)
complex.

Results showed the antioxidant activity of the extract and
ascorbic acid in a dose dependent manner at concentrations 100—
500 pg/mL. The ICsy value of antioxidant capacity for the
ascorbic acid [(292 + 7.54) nug/mL] was greater than the extract
1Cs0 [(461.67 + 4.16) pg/mL) (Figure 7).

3.10. Membrane stabilizing activity

As shown in Figures 8 and 9, the extract prevented the
erythrocyte membrane against lysis induced either by hypotonic
solution and heat.

For hypotonic solution induced hemolysis, at concentration
range of 0.250-1.500 mg/mL, the extract showed significant
inhibitory effect against RBCs hemolysis [(46.15 + 0.70)%,
(79.53 = 0.43)%, (70.78 = 1.38)%, (71.95 +* 2.26)% and
(76.46 = 1.80)% respectively for 0.1%, 0.3%, 0.5%, 0.7% and
0.9% of NaCl when the concentration of the extract was
1.500 mg/mL].

In heat induced hemolysis, the extract inhibited lysis of
erythrocyte membrane in the range of (45.70 + 1.30)%—(79.66
+ 1.92)% at concentration range of 0.025-0.500 mg/mL. Aspirin
demonstrated protection in the range of (25.65 + 1.57)%—(58.49
+ 1.23)%.
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Figure 7. Total antioxidant capacity of ascorbic acid and aqueous extract
of A. unedo.
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Figure 8. Effect of A. unedo aqueous extract on hypotonicity-induced
hemolysis.
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Figure 9. Effect of A. unedo aqueous extract on heat-induced hemolysis.

3.11. Oxidant induced hemolysis

As shown in Figure 10, protective effect of the extract against
HOCI induced hemolysis was dose dependent. In fact, the he-
molysis ratio gradually decreased with the increasing dose of the
extract. Protection was already evident at 1 mg/mL of the extract
with (73.90 + 2.08)% protection.

3.12. Inhibition of albumin denaturation

Protein denaturation is involved in inflammation and plant
extracts showing inhibition of denaturation are often tested for
anti-inflammatory activity.

For inhibiting thermally induced denaturation of albumin, the
extract showed an astonishingly effect at different concentra-
tions as shown in Figure 11.

A maximum inhibition of (74.28 + 0.86)% was observed at
500 pg/mL for the extract, and (92.23 + 0.32)% at 500 pg/mL
for aspirin, the anti-inflammatory standard.

80
70
= 60
2
g 50
S 40
& 30
&Q
20
10+
0 4 - - - -
200 400 600 800 1000

Concentration (ug/mL)

Figure 10. Effect of A. unedo aqueous extract on HOCI induced
hemolysis.
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Figure 11. Effect of A. unedo aqueous extract on albumin denaturation.

4. Discussion

Antioxidants are substances that prevent various pathologic
changes in living cell by protecting oxidation of its major con-
stituents (proteins, lipids, carbohydrates and DNA) [28]. In plant
extracts, the antioxidant activity is performed by polyphenols
and is correlated positively with their concentration. From the
obtained results, we can see a great antioxidant potential of
the studied extract when compared to other species described
in the literature.

So, the phenolic content of the studied extract exceed that re-
ported by Mendes et al. [29] with (170.3 + 1.4) mg GAE/g and
Oliveira et al. [30] with (172.21 = 6.29) mg GAE/g, that of
Malva parviflora L. with (0.83 + 0.063) mg/g 311, Anacardium
excelsum with (1.49 = 0.03) mg/g and Piper putumayoense with
(10.20 £ 0.03) mg/g [32].

In the first part of our study, we focused on the antioxidant
activity of the aqueous extract of A. unedo.

The large amount of polyphenols in this plant can explain the
scavenging and antioxidant activity, due to their loss of proton
properties, chelate formation, dismutation of radicals and giving
up hydrogen atoms from their hydroxyl groups with radicals to
form stable phenoxyl radicals [33].

Monitored in our study by several tests, this potential was
confirmed in comparison to other works.

So, DPPH scavenging activity, in comparison to other works on
the aqueous extract of A. unedo [487.2 pg/mL [34], (73.7 £ 6.3) pg/
mL [30] and (87 £ 7) plg/mL [29]], our sample presented a lower ICsg
which revealed a higher scavenging activity.

The hydroxyl radical, the representative reactive oxygen
species generated in biological systems, can be formed from
superoxide anion and hydrogen peroxide in the presence of
metal ions.

Considered as the most reactive free radical, hydroxyl radical
is most often implicated in the pathology of free radical because
of its ability to interact with intracellular targets such as DNA,
thus causing significant damage.

The extract was found to be a less effective scavenger of
hydroxyl radical compared to reported results [(80.160 =
0.015)% at 1 mg/mL] for Quisqualis indica [35].

Hydrogen peroxide itself is not very reactive, but it can
sometimes be toxic to cell because it can give rise to hydroxyl
radical in the cells [36.37]. Thus, the removal of HyO; is very
important for antioxidant defense in cell systems or food [38].

Compared to the scavenging effect reported by Kumar and
Pandey (391 with (26.02 + 1.91)% at 250 pg/mL, our extract
showed a better scavenging activity with (60.53 + 1.18)% at
the same concentration.

The ability of the extract to slow down the [-carotene
bleaching is used in the evaluation of its antioxidant activity and
its ability to inhibit lipid peroxidation.

The inhibition percentage for A. unedo extract at 1 mg/mL,
was significantly important compared to those reported by
Norhaiza er al. [40] for Labisia pumila var. alata with
(89.72 £ 0.95)% and Labisia pumila var. pumila with
(59.09 + 2.24)% at 40 mg/mL.

These data lead us to believe the great biological activity of
the extract such as anti-cancer activity, for which one of the
causes of its occurrence is lipid peroxidation.

A. unedo showed a stronger chelating activity ferrous ion
chelating activity (ICsp) compared to reported data for aqueous
extract of Smilax excelsa with (1.55 = 0.06) mg/mL] [41].
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This chelating potential indicated a significant protective
activity of the extract against oxidative damage by sequestering
iron (II) ions that may turn into catalyst for Fenton-type re-
actions or participate in metal-catalyzed hydroperoxide decom-
position reactions [42].

Ferric reducing power is a simple test of antioxidant capacity,
and often used as indicator of antioxidant potential for a plant
extract. In this test, antioxidant electron donation leads to the
neutralization of the free radical [43].

An increase in absorbance corresponds to an increase of the
reducing power of the extract tested [44.45].

A. unedo water extract was characterized by higher ferric
reducing power than other data reported for the same water
extract of the plant [ICs59 = (287.7 £ 15.6) pg/mL] [301.

Electron donating capacity and antioxidant activity are two
related concepts and reflecting reducing power of a plant extract.
The antioxidant molecules present in the extract play a reductant
role and cause the reduction of the Fe3+/fem'cyanide complex to
the ferrous form.

A. unedo leaves extract showed greater total antioxidant ca-
pacity compared to Pistacia lentiscus [ICso = (500.0 + 22.3) ng/
mL] [46]. This result suggests an important electron donating
ability of the extract and so a great antioxidant capacity.

In the second part of our study, we explored anti-
inflammatory activity of A. unedo aqueous extract through the
study of its ability to stabilize RBCs membrane.

For hypotonic solution induced hemolysis, compared to
24.5% produced by Momordica charantia aqueous extract at
2.0 mg/mL [47], the studied extract presented stronger protection.

In heat induced hemolysis, compared to Murraya paniculata
[(33.49 + 0.51)% at 2 mg/mL] [48], the plant extract showed
greater protection.

While the protection percentage against HOCI induced he-
molysis was lower than that recorded for the aqueous extract of
Rhus typhina [(61.06 £ 2.53)% at the concentration of 20 pg/
mL] [49].

These results provide evidence of anti-inflammatory activ-
ity of the extract which showed a good protective effect of
RBCs against heat, oxidant and hypotonic solution induced
hemolysis. This feature can be explained by the ability of the
extract to edit the calcium influx in erythrocytes [501.

Knowing that the erythrocyte membrane resembles to lyso-
somal membrane and as such, the effect of extracts on the stabi-
lization of erythrocyte could be extrapolated to the stabilization of
lysosomal membrane [51]. The anti-inflammatory activity can also
be explained by the inhibition of release of lysosomal content at
the site of inflammation [52].

During the investigation of the activity of the plant extract on
albumin denaturation we observed that A. unedo extract showed
a greater protection comparatively to data observed for Eryth-
rina indica [(65.21 = 1.77)% at 800 pg/mL] [53].

According to the fact that proteins denaturation is the cause of
inflammation and rheumatoid arthritis, the protection of albumin
denaturation confirms and contributes to anti-inflammatory ac-
tivity of A. unedo extract.

This study demonstrated in vifro antioxidant and anti-
inflammatory activities of A. unedo. Aqueous leaves extract,
through scavenging, chelating and reducing activities indicated
in the performed tests, showed a good antioxidant activity.
Furthermore, the protection of RBCs indicated a membrane
stabilizing effect of the extract.

These results lead to the conclusion that A. unedo aqueous
extract has antioxidant and anti-inflammatory potential.
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ABSTRACT

Considered as a major public health problem, leishmaniasis incidence continues to increase due to
lack of vaccine. In addition, drugs routinely used for the treatment of this disease have associated
side effects. This justifies a need to develop new drug treatments. It is in this perspective that our

study is inscribed.
In vitro antileishmanial activity of the aqueous extract of Arbutus unedo leaves was evaluated
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dependent manner.

against promastigotes of L. infantum (MON-1/DZ/01/LIPA1227/01) by in vitro promastigote cell
assay. The extract of the studied leaves showed remarkable antileishmanial in vitro activity (74%
mortality at 100 pg/ml) against the promastigotes of Leishmania infantum, in a concentration

Keywords: Leishmania infantum; Arbutus unedo; aqueous extract.

1. INTRODUCTION

Leishmaniasis constitutes a heterogeneous set
of diseases all due to the infection of the host by
a protozoan transmitted by a vector insect, the
sandfly.

In Algeria, leishmaniasis has been marked by a
considerable increase, particularly visceral
leishmaniasis, due to L. infantum which infect
particularly young children between one and four
years of age [1,2].

The treatment, in additon to being very
expensive, generates many side effects.
Because of its numerous biological activities
already proven [3] and for the sake of
remediation we try in this study to evaluate the
effect of the aqueous extract of Arbutus unedo
against L. infantum.

Through the literature over 239 natural molecules
that have been tested for their antileishmanial
effect [4].

The active compounds, which have been
isolated and identified, belong to the
classes of alkaloids, triterpenes, sesquiterpenes,
miscellaneous lactones, quinoids, flavonoids,
diterpenes, steroids, lipids, iridoids, oxygen
heterocycles, benzenoids, carbohydrates,
lignans, proteids, coumarins, phenylpropanoids,
depsides, a sulfur compound, and a
monoterpene [4].

Arbutus unedo is known to contain many of these
natural compounds [5]. This rich and varied
composition is on the one hand at the origin of
the numerous biological effects (antioxidant, anti-
inflammatory, anti-diabetic and anti-cancer) of
the plant extract and on the other hand could be
potentially at the origin of an antileishmanial
activity.

Furthermore, there is no scientific works dealing
with the antileishmanial activity of the aqueous
extract of Arbutus unedo have been carried out,
which motivated us for the realization of this
study.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Plant Collection

Arbutus unedo L. (Ericaceae) leaves were
collected in December 2014 from Tizi-Ouzou,
Algeria. A voucher specimen was deposited in
the herbarium of Mouloud Mammeri University of
Tizi-Ouzou, Department of Vegetal Biology
(FSBSA/MK/2105). The sample was dried and
then ground to obtain a powder that was stored
at room temperature and in the dark until
extraction.

2.2 Extract Preparation

Twenty grams of powder of A. unedo leaves
were dissolved in an erlenmeyer with 200 ml of
distilled water. The flask was fully coated with
aluminum foil and was placed on a magnetic
stirrer. After 24 h of maceration at room
temperature, and stirring at 40 rpm. Then, extract
was filtered by using glass wool followed by
Whatman Ne 1 filter paper. Finally the filtrate was
lyophilized.

2.3 Invitro Antileishmanial Activity

L. infantum MON-1/DZ/01/LIPA1227/01
promastigote grown on NNN medium. The
cultures were centrifuged for 10 min at 2.500 rpm
and then undergo 3 washes with physiological
water and transferred to RPMI 1640 medium
supplemented with 10% fetal calf serum for mass
cultivation [6].

The screening was performed in flat-bottomed
96-well plastic tissue-cultured plates maintained
at 25C.

Promastigote forms from a logarithmic phase
culture were suspended to yield 1 million of
cells/ml. The test was carried out on 96 well
microplates, each well was filled with 100 pl of
the parasites suspension, and the plates were
incubated at 25 for 1 h before drug addition.

Finally the extract to be tested was dissolved in
DMSO and added to each well in order to obtain



the final concentrations of 12.5, 25, 50 and 100
pg / ml.

The incubation was carried out at 25C for 72 h
[7]. The viability of promastigotes was assed by
propidium iodide colorimetric method and A.
unedo activity was evaluated by comparing the
mortality rates of the test wells with an untreated
control.

3. RESULTS

The lyophilized extract was diluted in 1% DMSO
and DMSO control was found to be inactive.

Results showed the antileishmal activity of the A.
unedo leaves aqueous extract in a dose
dependent manner at concentrations 12.5 — 100
pg/ml. The maximum activity of the extract was
evaluated at 74% mortality of promastigotes for
the concentration of 100 pg/ml.

The collected data (Fig. 1) clearly indicate that
the inhibitory concentration for the extract is
lower than 12.5 pg/ml.

4. DISCUSSION

In recent years, the interest in scientific research
for plant extracts has grown and it is aimed at the
search for compounds with a powerful
leishmanicidal effect.

In a recent study conducted in Turkey, in vitro
testing of antileishmania activity against

Moualek et al.; ARRB, 12(4): 1-5, 2017; Article no.ARRB.32556

Leishmania. tropica promastigote was carried
out. Ethanol, water and n-hexane extracts of A.
unedo leaves have been tested and the ethanol
extract was found to be more effective than the
other extracts [8].

There are few studies in the literature that report
on the activity of A. unedo aqueous extract
against L.infantum, which does not allow us to
compare our results.

But as a point of comparison we can cite the
work of Khademvatan [9], on L. infantum
promastigotes, which relate an I1Csq of 53.5 £ 2.5
pg/ml, obtained through the extract of Holothuria
leucospilota.

In another study carried out by Mansour [10], on
the anti-Linfantum activity of Vitis vinifera L.
leaves aqueous extract, report an ICs of 12.53

pg / ml.

Many studies have been interested in the
compounds of medicinal plants such as
polyphenols, triterpenes, saponins [11,12,13,14],
resveratrol [15], tannins [16], alkaloids [17], and
quinines [18].

The antileishmanial action of these natural
compounds has not yet been elucidated; never
theless [19], report that the antileishmanial action
of the flavonoids is done by inhibition of the
parasitic topoisomerase Il.
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% mortality
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Fig. 1. Antileishmanial activity of A. unedo aqueous extract



5. CONCLUSION

In the search for novel antiprotozoal agents at a
time when there is an urgent need for new
innovative drug leads.

The results obtained suggest that the aqueous
extract of A. unedo leaves can lead to the
development of an effective treatment against
leishmaniasis.

The antileishmanial activity of the studied extract
may be due to its composition, rich in phenolic
compounds.

The perspective of applying this extract to
therapeutics involves the determination of his
active fraction and its evaluation by in vivo tests.
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