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I.Introduction

I. Introduction
Aprées pres d'un siécle d’étude sur les molécules issues de synthése chimique, I’industrie
pharmaceutique a repris son intérét pour les substances bioactives des plantes médicinales

comme source de nouvelles ressources theérapeutiques.

Contrairement au métabolisme primaire qui produit des molécules essentielles a la survie
des plantes telles que les les lipides et les glucides, le métabolisme secondaire est la source
d’une variété de molécules biologiquement actives telles que les terpenes, les flavonoides
et les phénols. 1l a été démontré que bon nombre de ces substances sont responsables de
différentes activités pharmacologiques notamment des effets analgésiques, sédatives, anti-

inflammatoires, hypoglycémiants, antimicrobiennes, antiparasitaires et antitumorales [1].

L’ Algérie, considérée comme étant le plus grand pays du continent africain, possede l'une
des biodiversités les plus riches de la planete, avec une flore estimée de 3000 especes dont
15% sont endémiques [2]. Durant la derniére décennie, plusieurs chercheurs ont mené des
études chimiques et pharmacologiques, sur ces especes encore peu connues, dans le but de
rechercher de nouvelles substances dotees d'activités biologiques pouvant étre exploitées

dans le domaine de I’industrie pharmaceutique pour 1’¢laboration de nouveaux traitements.

Cistus salviifolius est une espece de la famile Cistaceae, largement répandue dans le nord
African [3-4]. En Algérie, cette espece est utilisée pour traiter diverses affections, telles
que le diabete, les maladies rhumatismales et les maladies inflammatoires, ainsi que les

troubles gastro-intestinaux [5-8].

Satureja hispidula Briq. (Lamiaceae), traditionnellement appelée sarriette est I'une des
plantes médicinales endémiques d’Algérie pour laquelle plusieurs utilisations
traditionnelles ont été rapportées [9-12]. Bien que des propriétés biologiques intéressantes
alent éte étudiées, principalement pour ses huiles essentielles, S. hispidula est encore

considérée comme une espece sous-explorée.

Dans le domaine de la phytochimie, l'identification et la quantification des substances
bioactives d’origine végétales sont d’autant plus liées a l'utilisation d’outils analytiques
puissants tels que la chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (CL-SM)

ou (LC/MS en anglais) et la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie
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de masse CG/SM ou (GC/MS en anglais). Cette derniere étant particulierement utilisée
pour I’analyse de composants aux propriétés apolaires tels que les huiles essentielles. Les
composants aux propriétés polaires, tels que les composés phénoliques sont généralement
analysés par la LC/MS, une technique caractérisée par sa capacité de haute résolution ainsi
que sa fiabilité et sa précision.

Ainsi, la présente étude a été réalisée sur ces deux especes différentes originaires d'Algérie
et vise le criblage de leurs profils chimiques par LC/MS et GC/MS, l'investigation de leurs
compositions en huiles essentielles, ainsi que I'évaluation de leurs activités antioxydantes,
anti-inflammatoires, d’inhibitions enzymatiques, cytotoxiques et antimicrobiennes. Une
étude in silico par docking moléculaire a également été réalisée pour examiner plus en
deétail les interactions entre les principaux composés identifiés dans les extraits de ces

especes et les enzymes a-glucosidase, a-amylase et acétylcholinestérase.

Cette étude a été divisée en de nombreuses sections différentes, logiquement liées, dont la
premiére a été consacrée a une synthese bibliographique résumant les caractéristiques

botaniques ainsi que les utilisations thérapeutiques des deux especes étudiées.

Le deuxiéme volet matériel et méthodes décrit succinctement la démarche employée dans
cette enquéte. Ainsi, une description concise des méthodes chromatographiques (LC/MS et
GC/MS) utilisées pour I’élucidation et la quantification des constituents des deux especes a
¢té apportée. L’accent a été également mis sur les différents tests biologiques utilisés pour
I’évaluation des propriétés antioxydantes, anti-iflammatoires et cytotoxiques a 1’égard des
lignées cellulaires du cancer gastrique humain (AGS) et du cancer du poumon humain a
petites cellules (A549), ainsi que les effets inhibiteurs de ces plantes a 1’égard des enzymes
métaboliques liées au diabéte sucré a savoir 1’a-glucosidase et ’a-amylase en plus de
I’acétylcholinestérase, enzyme li¢e a la maladie d’Alzheimer. L’effet antibactérien a été
évalué a I’égard de souches bactériennes obtenues de I’institut Pasteur d’Alger ou isolées

d’échantillons pathologiques obtenus du Centre Hospitalo-Universitaire de Constantine.

Dans le troisieme volet de la thése, les résultats obtenus, leur interprétation ainsi qu’une

discussion détaillée ont été apportés.
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Enfin une conclusion générale met en évidence les principaux résultats obtenus et leur réle
pour la valorisation du patrimoine national dans le domaine des plantes médicinales. Des

perspectives de recherches ont aussi été dégagées.
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I1.1. La famille Cistaceae

Il s’agit d’une famille de plantes dicotylédones, composée de 200 espéces réparties en dix
genres [1-5]. Elle est principalement présente dans la méditerranée, 1’Afrique du Sud,
I’Asie et I’Amérique du Nord. En Algérie, la famille Cistaceae est présente sur le littoral et

le tell. Elle pousse sur les broussailles, les terrains siliceux, et les roches [6].

Les Cistacées sont des arbustes souvent épineux. Leurs feuilles sont simples et leur forme
est variable, allant du lancéolé au linéaire. Les fleurs sont généralement grandes et
colorées, a cing pétales. Ce ne sont pas des solitaires ou des groupées en cymes. Les
Cistacées sont des plantes a fleurs melliferes, et sont donc importantes pour les abeilles et

autres pollinisateurs. Ils sont également utiles a des fins médicales.

I1.1.1. Le genre Cistus

La famille Cistaceae comporte environ 20 genres et 200 espéces dont le plus important est
le genre Cistus avec environ 150 espéces. Il s’agit d’arbustes répandues dans la
méditerranée et I’Afrique du Nord. Les cistes sont des arbustes ou des petits arbres aux
feuilles simples et aux fleurs voyantes, généralement blanches, jaunes ou roses. Certaines
especes, comme le Ciste ladanifere (Cistus ladaniferus), sont exploitées pour leur résine

aromatique, le ladanum [3, 7, 8].

11.1.2. Description botanique de C. salviifolius

C. salviifolius, ou ciste a feuilles de sauge, est un arbrisseau tres réapandu dans le bassin
méditéraneen ou il pousse dans les garrigues, les maquis ainsi que les pinedes. C’est un
arbuste buissonnant, au port prostré. Les feuilles sont opposées et pétiolées, ovales ou

oblonges, réticulées, gaufrées et tomenteuses sur les deux faces [9].

Les fleurs de C. salviifolius sont solitaires ou groupées en petites cymes terminales. Elles
sont blanches, avec cing pétales et un centre jaune. La floraison est disponible de mai a
juin [10]. Le fruit est une capsule globuleuse d'environ 5 a 8 mm de diamétre, contenant de

nombreuses graines de forme oblongue ou ovoide, d'environ 1 mm de long [3, 11].
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Fig. 1. Photographie de C. salviifolius

11.1.3. Classification botanique de C. salviifolius
Le tableau 1 donne la classification systématique de I’espéce Cistus salviifolius [12].

Tableau 1. Classification de I’espéce Cistus salviifolius [12].

Embranchement Spermaphytes

Régne Plantae

Sous-régne Tracheobionta ou Angiospermes
Classe Magnoliopsida ou Dicotylédones
Sous-classe Dilleniidae

Ordre Malvales

Famille Cistaceae

Genre Cistus

L’espéce Cistus salviifolius

11.1.4. Propriétés médicinales de C. salviifolius
C. salviifolius, ou ciste a feuilles de sauge, est utilisée en médecine traditionnelle depuis

plusieurs siécles.

Les cistes sont fréqguemment utilisés en médecine traditionnelle afin de traiter certains
troubles de santé tels que la fievre, la diarrhée, les maladies de peau, les rhumatismes et

d'autres maladies inflammatoires [13]. En Algérie, les infusions et autres préparations de
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C. salviifolius sont utilisées comme remedes de troubles gastro-intestinaux, du rhumatisme

et des maladies inflammatoires, ainsi que le diabéte sucré.

Des rapports antérieurs ont été publiés décrivant les propriétés biologiques de C.
salviifolius. Ainsi, il a été rapporté que les extraits de cette espece présentent des propriétés
antimicrobiennes [14], anti-ulcéreuses [15], anti-inflammatoires et analgésiques [16],

antioxydantes., anticholinestérase, anti-superoxyde dismutase et cytotoxiques [17].

11.1.5. Composition chimique de C. salviifolius

Une étude de la composition de I'extrait des feuilles et tiges des espéces du genre Cistus, y
compris C. salviifolius cultivé en Espagne, a été précédemment menée pour établir la
relation entre le chémotype et le sous-genre sur la base de la composition en polyphénols
de l'espece [18-19]. Bien que des études sur le profil chimique et les propriétés biologiques
de C. salviifolius aient été publiées, il n'existe aucun rapport LC-ESI-MS/MS disponible
pour identifier et quantifier les constituants chimiques de cette espéce. A notre
connaissance, aucune de ces ¢études n’a porté sur 1I’évaluation de la composition lipophile

des extraits apolaires de C. salviifolius.

De plus, il est bien connu que le climat influence fortement la composition et de des
propriétés biologiques des especes de plantes. Par conséquent, C. salviifolius algérien peut
différer des espéces cultivées dans d’autres habitats et déja caractérisées dans des études

antérieures.

11.2. La famille Lamiaceae
Les Lamiaceae sont des plantes herbacées, arbustives ou arborescentes. Leurs feuilles sont
simples, opposées ou verticillées, et leur forme est variable, allant du lancéolé au linéaire.

Les fleurs sont généralement petites et colorées, a cing pétales groupées en cymes [20].

Les Lamiacées sont des plantes a fleurs melliferes, et elles sont donc importantes pour les
abeilles et autres pollinisateurs. Ils sont généralement utiles a des fins médicales, culinaires

et ornementales.

11.2.1. Genre Satureja
Le genre Satureja comprend environ 200 especes d'herbes aromatiques, trés répandues

dans les régionsde la Méditérannée, de I’ Amérique et du Sud ouest de I’ Asie [21].
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Les espéces du genre Satureja sont caractérisées par leurs feuilles ovales ou lancéolées,
opposees et entieres, et leurs fleurs bilabiées, de couleur blanche, rose ou violette. Les
fruits sont des tétrakenes, c'est-a-dire qu'ils se divisent en quatre parties a maturité.

Les especes du genre Satureja sont connues pour leur utilisation dans la médecine
populaire et dans la cuisine. Elles sont réputées pour leurs propriétés antiseptiques,
antispasmodiques, digestives et diurétiques. Les feuilles et les fleurs des sarriettes sont

également utilisées comme aromates en cuisine.

Parmi les especes les plus connues du genre Satureja, on peut citer :
o Satureja montana (sarriette des montagnes)
o Satureja hortensis (sarriette des jardins)
o Satureja thymbra (sarriette de Crete)

o Satureja subspicata (sarriette d'été)

o

S. hispidula (espéce endémique d’ Algérie)

Les sarriettes préferent les sols Iégers et bien drainés, et les expositions ensoleillées. Elles

se multiplient par semis ou par bouturage.

I1.2.3. Présentation de I’espéce S. hispidula
S. hispidula, ou sarriette hérissée également appelée Calamintha hispidula [22], est une
plante aromatique vivace endémique d’Algérie ou elle s'é¢tend dans les garrigues, les

maquis et les pelouses.

11.2.4. Description botanique
S. hispidula est une plante vivace de type herbacé dont la taille varie de 20 a 40 cm. Ses
tigres sont habillés, ramifiés et couverts par des raids poil. Les feuilles sont lancéolées,

vetues de poils et dont la taille varie de 1 a 3 cm

Les fleurs de S. hispidula sont petites, roses ou blanches, et groupées en cymes terminales.

La floraison a généralement lieu du Juin jusqu’a Aoft.
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Fig. 2. Photographie de S. hispidula

11.2.5. Habitat et distribution

S. hispidula pousse dans les foréts Nord Est Algérien.La répartition géographique de cette

flore s’étend de la petite Kabylie jusqu’a les fronti¢res de la Tunisie [23].

11.2.6. Classification botanique de S. hispidula

Le tableau 2 résume la classification taxonomique de S. hispidula

Tableau 2. Classification taxonomique de S. hispidula Boiss. et Reut. [23]

Regne Plantae
Embranchement Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Dilleniidae

Ordre Lamiales

Famille Lamiaceae

Genre Satureja

Espéce Satureja hispidula
Synonyme Calmintha hispidula
Nom commun sarriette, baume sauvage, pouliot de montagne
Nom vernaculaire Touret
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11.2.6. Propriétés médicinales de S. hispidula
S. hispidulaest une plante medicinale traditionnelle utilisée pour traiter une variété de
troubles notamment les douleurs gastriques et les troubles digestifs, fatigue psychique,

diarrhée, et stress. Elle possede aussi des proprietés vermifuges.

11.2.7. Composition chimiquede S. hispidula

Aucune étude n’a été menée pour analyser la compsitionchimique de S. hispidula jusqu’a
ce jour. Cependant, des données concernant les huiles essentielles de cette plante existent
dans la littérature. (Sebti, et al) [24] rapportent que I'huile essentielle de S. hispidula est
constituée principalement de menthone, d'oxyde de pipéritone (24,72 %), de pulégone

(12,75 %) et de cyclohexanone.
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I11. Matériel & Méthodes

I11.1. Réactifs

L’hydroxylanisolebutylé¢ (BHA), le 1,1-diphenyl-2-pixrylhydrazyl (DPPH), 2,2'-azinobis-(3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonate) (ABTS), le néocuproine, I’acide trichloroacétique (TCA), et
le ferricyanure de potassium ont été utilisé pour la détermination de I’activité antioxydante et
ont été achetés auprés de Sigma Chemical Co. (Allemagne). Les produits chimiques suivants
ont été utilisés pour les tests d'inhibition enzymatique: 1’alpha-glucosidase, I’acide ascorbique,
le 4-nitrophényl a-D-glucopyranoside (pNPG), I’alpha-amylase, le béta-nicotinamide
adénindinucleotide (B-NADH), le phénazineméthosulfate (PMS), le chlorure de bleu de
nitrotetrazolium (NBT) et I'acide ascorbique ont été achetés aupres de la société Sigma, située
a St. Louis, dans le Missouri, aux Etats-Unis, tandis que l'acarbose et ’lamidon ont été achetés
respectivement auprés de Fluka (Bucarest, Roumanie) et Fisher (Pittsburgh, PA, USA). Les
produits suivants ont été obtenus auprés de Sigma-Aldrich (St. Louis, Etats-Unis) :
I’acétylcholinestérase (AChE), I’acétylthiocholine iodée et le donépézil. Le nitroprussiate de
sodium, la sulfanilamide et l'acide 3,5-dinitrosalicylique (DNS) ont été obtenus aupres
d’Acros Organics (Hampton, NH, USA). L’acide gallique, le réactif de FolinCioCalteu (FC),

et le Na2COs ont été achetés chez Panreac (Barcelone, Espagne).

Les standards utilisés pour I'élucidation des composés phénoliques et pour I'élaboration des
courbes d'étalonnage ont été obtenus aupres dEXTRASYNTHESE (Genay Cedex, France).
L'acétonitrile de qualité HPLC et l'acide formique ont été achetés chez Panreac (Barcelone,
Espagne). Les produits suivants ont été utilisés pour 1’évaluation de ’activité cytotoxique des
extraits : Le DMEM (Milieu Eagle modifi¢ de Dulbecco), le sérum feetal bovin (FBS), la
solution de 0,05% de trypsine-EDTA, lasolution de Hank (HBSS) et lasolution de pénicilline-
streptomycine (5000 unités/ml ; 5000 g/ml, respectivement) ont été achetés auprés de GIBCO
(Invitrogen, NY, USA).

Tous les solvants employés pour I'extraction, y compris I'éthanol, le méthanol, I'hexane,

I'éther de pétrole et le chloroforme, étaient de grade analytique.
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111.2. Matériel végétal

111.2.1. Cistus Salviifoius
Des parties aériennes de C. salviifolius ont été collectées a Taref (Nord-Est de I'Algérie, 31°
56" 34" N, 1° 55" 52" O) en février 2018. Apres collecte, les feuilles ont été séchées a

température ambiante (25°C) puis réduites en poudre.

L'extraction a été réalisée selon la méthode de macération. La poudre séche a été soumise a
une extraction séquentielle en utilisant des solvants de polarité croissante. 500 grammes de
poudre de C. salviifolius ont été macérés dans 1,5 L de I’ether de pétrole a température
ambiante pendant 24 heures a trois reprises. Les filtrats résultants ont ensuite été éliminés et la
poudre residuelle a été séquentiellement extraite avec le chloroforme puis le méthanol.
Chaque étape a ete effectuée trois fois. Les filtrats de chaque solvant ont été concentrés a
30°C et stockes a 4°C jusqu'a utilisation ultérieure. Trois extraits différents ont été obtenus :
I'extrait éther de pétrole (EEP), ’extrait chloroforme (EC), et I'extrait méthanol (EM).

111.2.2. Satureja hispidula
Les parties aeriennes de S. hispidula Brig. ont été collectés dans la zone de Jijel située dans le
Nord-Est de I'Algérie (36° 40’ 36” N, 5° 57" 09" E) en Mars 2019. Les feuilles ont été séchées

a température ambiante (25°C) puis réduites en poudre en utilisant un broyeur électrique.

Des extractions séparées ont été réalisées en utilisant trois solvants : l'eau, I'éthanol et
I’hexane. Pour préparer 1’extrait aqueux, 10 g de poudre obtenue ont été mélangés a 200 ml
d’eau et bouillis pendant 15 minutes avant filtration. La solution résultante a été congelée,
Iyophilisée et conservée a 4°C jusqu'a utilisation. Les extraits éthanol et hexane ont été
prépares séparement a tempeérature ambiante en faisant macérer 10 g de matiéere vegétale dans
200 ml d'ethanol et 200 ml d’hexane respectivement. Pour maximiser le rendement de
I'extraction, une macération de 48 heures a été effectuée, répétée a trois reprises afin d'extraire
la totalit¢ des composés présents dans I'échantillon. L'éthanol et ’hexane ont ensuite été

éliminés sous pression réduite.

111.3. Extraction des huiles essentielles (HE)
Les huiles essentielles des espéces C. salviifolius et de S. hispidula ont été obtenues par

technique d’hydrodistillation en utilisant un appareil Clevenger. Pour chaque espece, 250 g de
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poudre séche ont été ajoutés a 500 mL d'eau selon la méthodologie proposée par Teles et al
[1]. Apres extraction, le sulfate de sodium anhydre a été ajouté a I’huile essentielle collectée
pour retenir I’eau résiduelle afin d’éviter les pertes par hydrolyse pendant le stockage. Les

huiles essentielles obtenues ont ensuite été collectées et conservées a 4°C.
I11.4. Teneur en polyphénols et flavonoides

Pour I’estimation de la teneur phénolique (TP), la méthode de Folin-Ciocalteu, décrite par
Singleton, et al [2] a été utilisée. 15 pL d'extrait de plante (1 mg/mL) ont été mélangés a 15
pL de réactif de Folin-Ciocalteu et 60 uL. d’H20. Apres 5 min d'incubation, 150 puL d’une
solution aqueueuse de Na,COz a 20% ont été additionnées. L’incubation a été effectuée dans
I'obscurité pendant 60 minutes puis I'absorbance a été mesurée a 760nm. Les résultats ont éte
exprimes en milligrammes équivalents d'acide gallique par gramme dextrait (mg EAG/g
d'extrait).

La teneur en flavonoides (TF) a été évaluee a l'aide d'une technique légérement modifiée
précédement rapportée par Tlrkoglu, et al [3]. En bref, un aliquote de 100 pL de chaque
extrait a été combiné avec un volume de 100 pL d’une solution a 2 % de chlorure
d’aluminium (AICls). Aprés avoir incubé le mélange pendant 10 min a 25°C, l'absorbance a
été mesurée a une longueur d’onde égale a 415 nm. La teneur en flavonoides a été évaluée en

milligrammes équivalents de quercétine par gramme d'extrait (mg EQ/g d'extrait).

I11.5. Analyse de la composition phénolique par UHPLC-DAD-ESI-MSn

Chacun des extraits éthanol et aqueux de S. hispidula ainsi que 1’extrait méthanol de C.
salviifolius ont été analysés en utilisant un chromatographe liquide analytique (Dionex Co.,
San Jose, CA) équipé d'un détecteur DAD couplé a un spectrometre de masse de type Thermo
LTQ XL muni d’une source d'ionisation fonctionnant au mode négatif. La colonne utilisée
était une C18 hypersil Gold (Thermo Scientific, USA). Les éluants utilisés étaient un mélange
d'une solution aqueuse d’acide formique a 0,1 % (v/v) (A) et de l'acétonitrile (B). Le volume
d'injection et le débit étaient respectivement de 10 pL et 0.2 mL/min. L'analyse compléte
couvrait l'intégralité de la plage de masse de 100 a 2000 m/z. Les données spectrales UV-Vis
ont été acquises sur une plage de longueurs d'onde allant de 200 a 500 nm, et les profils

chromatographiques ont été générés a 280 nm. Le systeme Thermo Xcalibur Qual Browser de
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Thermo Scientific (USA) a été utilisé pour 1’analyse et le traitement des différents spectres

obtenus.

La méthode des étalons externes qui consite a établir une relation de proportionnalité entre la
réponse analytique et la concentration connue des solutions étalons, a été utilisée pour la
quantification des composeés identifiés dans chaque extrait. Les solutions étalons employées
ont été préparées et analysées dans des conditions identiques a celles utilisées pour I'analyse
des échantillons.

La comparaison des temps de rétention et des données MS et UV des pics obtenus avec ceux
des standards purs a permis de confirmer leur identification. Des données MS et UV issues de

la littérature ont été egalement utilisées pour confirmer 1’identification de ces pics.

I11.6. Analyse de la composition lipophile par GC-MS

La composition lipophile des extraits chloroforme et éther de pétrole de C. salviifolius et de
I'extrait hexane de S. hispidula ainsi que des huiles essentielles des deux especes a été
analysee avec un chromatographe gazeux de type Shimadzu lié a un détecteur de masse
sélectif de type Agilent 5975. La séparation des molécules lipophiles a été effectuée sur une
colonne capillaire de type DB-5 J &W de 30 m de long, 0,25 mm de diamétre interne et 0,25
um d'épaisseur de film. L’hélium était utilisé comme gaz vecteur avec un débit constant reglé

a 35 cm/s.

Afin de les rendre compatibles avec l'analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée
a la spectrométrie de masse (GC-MS), les extraits chloroforme et éther de pétrole de C.

salviifolius ainsi que I'extrait hexane de S. hispidula ont subi une étape de silylation.

La silylation est une étape cruciale de préparation des échantillons pour l'analyse GC-MS, car
elle permet de rendre les analytes présents dans les extraits thermostables et volatils,
conditions nécessaires a leur séparation et identification par cette technique analytique. Ainsi,
20 mg de chacun de ces extraits ont été délayé dans un mélange composé d’un volume de 250
puL de dichlorométhane, un volume de 250 pL de pyridine, un volume de 200 pL d'étalon
interne, un volume 250 uL de BSTFA et enfin un volume 50 uL de TMSCI. le mélange final
a été soumis a une incubation a 70°C pendant une durée optimale de 30 minutes avant d'étre

injecté dans l'appareil GC-MS.
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La confirmation de l'identité des composés lipophiles a reposé sur une comparaison
minutieuse de leurs spectres de masse avec des spectres de référence issus de bibliotheques

specialisées (Wiley, NIST) et de publications scientifiques.

Pour la quantification des composés lipophiles, une gamme de standards d'étalonnage
représentatifs a été employée : I’eicosane, I’acide palmitique, le tétradécanol, le D-(+)-

mannose, le mannitol et le cholestanol.

Pour assurer la précision et la fiabilité des résultats de quantification, la méthode de
I’¢talonnage interne a ét€é employée pour quantifier les composés identifiés. Cette méthode
repose sur l'ajout d'une quantité connue d'un composé de référence, appelé étalon interne, a
I'échantillon et aux solutions étalons. Pour chaque composé cible ou étalon, le rapport entre
son aire de pic et celle de I'é¢talon interne a été calculé et utilsé pour 1’élaboration d’une

courbe d’étalonnage utilisée pour déterminer la concentration des composés identifiés.
I11.7. Activité antioxydante

111.7.1. Détermination de I’activité de piégeage de radical DPPH

Le potentiel antioxydant des extraits des especes C. salviifolius et S. hispidula a été testé en
inhibant le radical DPPH’, comme décrit par Blois, et al. [4]. En bref, 250 uL de solution
DPPH (8,66x107°> M) ont été mélangés a 50 pL de chaque concentration d'extrait. Le mélange
a été incubé a l'obscurité pendant 30 minutes. L'absorbance a ensuite été lue a 517nm. Le
contrble négatif a été réalisé en substituant I'extrait par son solvant. Le pourcentage

d'inhibition a été calculé comme suit :
Effet piégeur du DPPH = (Ac — As) /Ac 100 %

Ou l'absorbance du contrdle est représentée par Ac, et l'absorbance de I'échantillon est

représentée par As.

La concentration inhibitrice médiane (ICso) de I'échantillon a été déterminée, puis comparée a

celle de I'acide ascorbique utilisé comme étalon de référence.
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I11.7.2. Détermination de P’activité de piégeage du radical ABTS

Le potentiel antioxydant des deux espéces a été également déterminé en utilisant le test de
décoloration de I’ABTS décrit par Re, et al. [5]. En bref, 250 pL d'une solution d’ABTS™" ont
été mélangés a un volume de 50 pL de chaque échantillon puis incubés a I'obscurité pendant
20 minutes avant que I’absorbance soit lue a 734 nm. Le pourcentage de piégeage de

I’ABTS™" a été calculé selon la formule suivante :
Effet piégeur de ’ABTS "= (Ac-As) /Ac 100%
Avec Ac l'absorbance du contrdle et As.l'absorbance de I'échantillon.

La concentration inhibitrice médiane (ICso) de I'échantillon a été déterminée, puis comparée a

celle de l'acide ascorbique utilise comme étalon de référence.

111.7.3. Dosage du pouvoir antioxydant réeducteur ferrique (FRAP)

Le potentiel antioxydant des extraits des espéces C. salviifolius et S. hispidula a été également
mesuré par le test FRAP selon la technique décrite par Catarino, et al. [6]. Dans un processus
colorimétrique lié au rédox, le fer ferrique incolore (Fe®*) est réduit en fer ferreux bleu vif
(Fe?*) en utilisant les antioxydants présents dans les échantillons comme réducteurs. Une
quantité de 200 pL d’échantillon/standard et 200 puL de ferrocyanure de potassium (1% p/v)
ont été combinés simultanément et incubés a 50 -C pendant 20 minutes, apres quoi, 200 pL de
TCA (10% p/v) ont été ajoutés.

Par la suite, 75 puL du mélange ont été prélevés et déposés dans une plaque a 96 puits.
Simultanément, 75 uL d'eau déminéralisée et 15 L de chlorure de fer a une concentration de
0,1% wi/v ont €été ajoutés. Suite a la réduction du fer ferrique, une couleur bleue mesurable par

colorimétrie a 690 nm est apparue.

111.7.4. Test de la capacité réductricedes ions cuivrique (CUPRAC)

Le test CUPRAC a été réalisé comme décrit par Oyaizu, et al. [7]. Cette méthode repose sur la
réduction du cuivre (1) en cuivre (I) par les composés antioxydants présents dans
I'échantillon, suivie de la complexation du cuivre (I) avec la néocuproine (2,2'-dipyridyl-
bis(2-hydroxyméthyl) méthane), formant un complexe coloré. L'absorbance de ce complexe a

450 nm est proportionnelle a la capacité antioxydante de I'échantillon.
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Quarante pL de chaque extrait de C. salviifolius, préparés a différentes concentrations, ont été
incorporés a une solution réactionnelle pré-mélangée contenant 50 pL de chlorure de cuivre
dihydraté (CuClz, 2H>0) a une concentration de 10 mM, 50 pL de néocuproine a une
concentration de 7,5 mM et 60 puL de tampon acétate d'ammonium a une concentration
molaire de 1 (1 M) et un pH de 7,0. Les mélanges réactionnels ont ensuite été incubés a

I'obscurité pendant une heure, puis I'absorbance a été mesurée a 450 nm.

Les absorbances moyennes ont été tracées en fonction des concentrations et la valeur Ags, qui
est la concentration fournissant 0,5 d'absorbance, a été ensuite déterminée et comparée a celle
de BHA.

111.7.5. Dosage du pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur a été evalué selon la technique d'Oyaizu et al. [8] avec de légeres
modifications. En bref, 40 puL d'une solution tampon phosphate (pH 6,6) et 50 puL d'une
solution de ferricyanure de potassium a 1% (obtenue par dissolution de 1 g de KzFe(CN)s
dans 100 mL d'eau) ont été additionnés a 10 uL d'extrait a différentes dilutions. Le mélange
réactionnel a ensuite été incubé a 50°C pendant 20 minutes. Par la suite, 50 pL d'acide
trichloroacétique (TCA) a 10%, 40 pL deau et 10 puL de FeCls a 0,1% ont été ajoutés.
L'absorbance de ce mélange a 450 nm est proportionnelle a la capacité réductrice de

I'échantillon.

Les absorbances moyennes ont été tracées en fonction des concentrations et la valeur Ao, qui
est la concentration fournissant 0,5 d'absorbance, a été ensuite déterminée et comparée a celle
de BHA.

111.8. Activité anti-inflammatoire
L'effet anti-inflammatoire des extraits a été déterminé selon la méthode décrite précédemment
par Afonso, et al. [9] dans laquelle la capacité des extraits de plantes a agir comme piégeurs

du radical NO a été mesurée.

En bref, un aliquote de 100 pL de chaque échantillona été ajouté a 100 uL d’une solution de
nitroprussiate de sodium (3.33 mM) dans du PBS 0.1M (pH 7.4). Aprés 10 min d’incubation
sous une lampe fluorescente, 100 pL de réactif de Griess (préparé en mélangeant deux

volumes égaux d’une solution a 1% de sulfanilamide et d’une solution a 0,1 % de
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dichlorhydrate de naphtyléthylénediamine dans 2,5 % d'acide phosphorique) ont ensuite été

ajoutés au premier mélange. La lecture de I'absorbance a été faite a 562 nm.
Le pourcentage du piégeage du NO" a été calculée comme suit :

Effet piégeaur du NO* (%) = (Ac-As) /Ac 100%
Ou Ac est I'absorbance du contréle, et As I'absorbance de I'échantillon.

La concentration inhibitrice médiane (ICso) de I'échantillon a été déterminée, puis comparée a
celle de I'acide ascorbique utilisé comme étalon de référence.

111.9. Inhibition enzymatique

I11.9.1. Test de I’inhibition de ’enzyme a-glucosidase

Le test de I’inhibition de I’enzyme oa-glucosidase par les extraits éthanol et aqueux de S.
hispidula ainsi que I’extrait méthanol de C. salviifolius a été réalise en utilisant une version
Iégerement modifiée de la technique rapportée par Neto, et al. [10]. L'extrait (50 uL) a été
combiné avec une solution de 50 puL de PNPG. La réaction a ensuite été démarrée en ajoutant
100 pL de la solution de I’a-glucosidase au mélange. A 37°C, I'absorbance a été lue a 405 nm
toutes les minutes pendant 20 minutes. Le contr6le négatif était obtenu en substituant I'extrait

par son solvant.

Pour calculer le pourcentage d’inhibition, nous avons utilisé la formule suivante :
Pourcentage d’inhibition de I’enzyme = [(Ac-As) /Ac] x 100

Ou l'absorbance du contréle est représentée par Ac, et I'absorbance de I'échantillon par As.

La concentration inhibitrice médiane (ICso) de I'échantillon a été déterminée, puis comparée a

celle de l'acarbose utilisé comme étalon de référence.

I11.9.2. Test de ’inhibition de ’enzyme a-amylase

Le test de I’inhibition de I’enzyme a-amylase par les extraits éthanol et aqueux de S. hispidula
ainsi que I’extrait méthanol de C. salviifolius a été réalise en utilisant la technique
précédemment publiée par Wickramaratne, et al. [11] avec des modifications mineures. Une

quantité de 200 pL de chaque concentration d'extrait était combinée avec 400 pL d'une
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solution aqueuse d'amidon a 0,8 % (p/v) et le mélange a été incubé pendant 5 min a une
température de 37°C. La réaction était démarrée par I’ajout de 200 pL de I’a-amylase. Apres
cela, 200 pL. du mélange ont ¢été combinés avec 600 ml de réactif d’acide 3,5-
dinitrosalicylique (DNS). Une deuxieme aliquote de 200 pL du premier mélange a été
prélevée et mélangée avec le réactif DNS environ 15 minutes plus tard. Ensuite, 250 pL de
chaque combinaison ont été chauffés a 100°C pendant 10 min avant que l'absorbance soit lue
a 450 nm.

Le pourcentage d’inhibition a été calculé comme suit :
Pourcentage d’inhibition de I’enzyme = [(Ac-As) / Ac] x 100

Ou la différence de l'absorbance ente le premier et le deuxieme aliquote du contrdle est
représentee par Ac, la différence de l'absorbance ente le premier et le deuxieme aliquote de

I'échantillon est représenté par As.

La concentration inhibitrice médiane (ICso) de I'échantillon a été déterminée, puis comparée a

celle de l'acarbose utilisé comme étalon de référence.

I11.9.3. Inhibition de ’enzyme acétylcholinestérase (AChE)
Le test de I’inhibition de I’AChE par les extraits éthanol et aqueux de S. hispidula et de
I’extrait méthanol de C. salviifolius a été réalisé en utilisant la procédure d'Ellman et al. [12],

avec de légeres modifications.

En bref, 150 pL de solution d'AChE (0,025 U/mL) ont été additionnés a 50 yL de chaque
extrait. Aprés 5 minutes d’incubation a 37°C, un mélange de 50 pL de DTNB (0.5 mM) et 50
pL d'iodure d'acétylthiocholine (2,5 mM) a été ajouté. L'absorbance a été lue a 415 nm

pendant 5 minutes et ceci toutes les 150s.
Le pourcentage d’inhibition a été calculé comme suit :
Pourcentage d’inhibition de I’enzyme = [(Ac-As) / Ac] x 100

Ou Ac désigne I’absorbance du contrdle, et As I’absorbance de 1’échantillon.
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La concentration inhibitrice médiane (ICso) de I'échantillon a été déterminée, puis comparée a

celle du donépézil utilisé comme étalon de référence.
111.10. Activité antibactérienne

111.10.1. Souches bactériennes

L’ectivité antibactérienne des extraits chloroforme et ether de pétrole a été testée sur des
souches bactériennes appartenant aux espéces Gram-positives et Gram-négatives isolées a
partir d'échantillons cliniques collectés au CHU de Constantine.

111.10.2. Concentration minimale inhibitrice (CMI)

Le pouvoir antibactérien a été évalué en fonction de sa concentration minimale inhibitrice
(CMI) évalué en utilisant la méthode de dilution sur gélose en utilisant un protocole standard
modifié [13]. La CMI a été exprimée en pg/mL.

Une série de différentes dilutions de chaque extrait allant de 200 pg/mL et 1000 pg/mL a été
préparee. Les suspensions bactériennes ont été obtenues par suspensions directes de colonies
dans un bouillon Mueller-Hinton. L’absorbance de 1 mL de I'inoculum a été lue a 625 nm par
un spectrophotometre. La suspension d'organismes bactériens a ensuite été diluée dans un

bouillon de type Mueller-Hinton pour obtenir un inoculum final de 5 x 10 UFC/mL.

Un, volume de 2 millilitres de chaque dilution a été additionné a 18 mL de gélose Mueller-
Hinton fondue dans des boites de Pétri. Aprés solidification, chaque gelose a ensuite été
inoculée comme suit : une anse d'inoculation stérile a été plongée dans la suspension
bactérienne et des stries ont été effectuées sur la surface de gélose. Enfin, les boites de pétri
étaient ensuite incubées dans une étuve reglée a 37°C pendant 24 h. Les CMI des extraits ont
été déterminées. Plus la CMI est basse, plus lactivité antibactérienne de l'extrait est

importante.

I11.11. Activité cytotoxique

111.11.1. Culture cellulaire
Des lignées cellulaires humaines de carcinome gastriqgue (AGS; Sigma-Aldrich), de

carcinome du poumon (A549; ECACC, Salisbury, Royaume-Uni) et de kératinocytes humains

(HaCaT; ATCC, Rockville, MD, USA) étaient utilisées afind’évaluer l'effet cytotoxique des
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extraits éthanol et aqueux de S. hispidula ainsi que de I’extrait méthanol de C. salviifolius. Les

cellules ont été cultivées comme décrit précédemment par Rechek, et al. [14].

La culture des cellules a éte effectuée en couche uniforme dans un incubateur humide
contenant 5 % de dioxyde de carbone a 37 °C. Les cultures ont été réalisées dans un milieu
DMEM enrichi en glutamine (Gibco) auquel ont été ajoutés 1% du mélange streptomycine et
pénicilline et 10% de FBS (Gibco). Les passages cellulaires ont été effectuées de la maniere
suivante : les cellules sont lavées au HBSS additionné d’une solution de trypsine-EDTA a
0.25% (Sigma-Aldrich) pendant 3 minutes a 37 °C, remises en suspension avec 5 mL de
millieu de culture et centrifugés a 1300 tours par min en attendant 3 minutes. Le culot
cellulaire obtenu par centrifugation a été resuspendu dans le milieu de culture initial afin de

permettre la poursuite de la culture cellulaire.

111.11.2. Evaluation de la viabilité des cellules
La viabilité des cellules AGS, A549 et HaCaT a été évaluée par une méthode utilisant la
résazurine, décrite par Rechek, et al. [14]. Des cellules non traitées ont servi de contrdle

négatif.

Une méthode a base de la résazurine a été choisie afin d’évaluer la viabilité cellulaire. Les
cellules AGS et HaCaT, et la lignée cellulaire ont été incubées pendant 24 h avant d’etre
exposées aux extraits de plantes pendant 24 h. Ensuite, la résazurine a été ajoutée et les
plaques étaient encore incubées pendant 30 minutes. Le suivi de la fluorescence a été effectué
a 560/590 nm dans un lecteur de microplaques de type Cytation™ 3 (BioTek, Winooski, VT,
us).

111.12. Docking moléculaire
Afin de comprendre le mécanisme d'interaction entre la quercétine et la casticine, les deux
principaux composes de l'extrait méthanol de C. salviifolius, et le site actif de l'enzyme a-

glucosidase, une étude par docking moléculaire a été menée.

111.12.1. Préparation de I'a-glucosidase et des ligands pour le docking moléculaire
Tous les calculs du docking moléculaire ont €té effectués avec les logiciels Autodock Vina et
Chimera. La structure cristalline de I'a-glucosidase a été téléchargée de la banque de données

sur les protéines (PDB : 3W37) [15]. Le programme Chimera a été utilisé pour la préparation
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de la protéine cible. Tous les résidus non standards, a I'exception du ligand co-cristallisé,
I'acarbose, ont été récupérés. La molécule d'acarbose a été séparée de la structure protéique
native pour la validation du protocole du docking. Toutes les molécules utilisées pour le
docking ont été extraites de Pubchem (//pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/); Quercétine ID :
5280343 et Casticine ID : 5315263.

111.12.2. Validation Docking

Pour valider la simulation du docking avec AutodockVina, un redocking est nécessaire, qui
consiste a ré-ancrer le ligand co-cristallisé (Acarbose) dans [I'a-glucosidase. L'écart
quadratique moyen (RMSD) quantifie I'écart entre la coordonnée atomique du co-cristal et la
meilleure pose du docking générée par AutodockVina. Le protocole est validé avec une valeur
RMSD inférieure a 2A. La pose avec le score Vina le plus bas a été sélectionnée comme
modeéle de liaison le plus approprié entre le ligand et I'a-glucosidase. Tous les ligands ont été
ancres individuellement dans le fichier pdb de la protéine. Le site actif a été défini avec le
logiciel Chimera comme une boite centrée avec les coordonnées suivantes : center_x=-0.23,

center_y=-1.51 et center_z=-22.47.

111.13. Analyse statistique

L'analyse statistique a été réalisée a l'aide du logiciel MINITAB version 16 (State College,
PA, USA). Les resultats de trois tests indépendants ont été présentés sous forme de moyenne
+ ecart type (m £ SD). Une analyse de la variance (ANOVA) a été réalisée sur les données,
exprimées en moyenne + écart type (m £ SD). Un test post hoc de différence honnétement
significative (HSD) de Tukey a ensuite éte réalisé pour identifier les différences significatives

entre les groupes, toujours avec un seuil de signification statistique de p < 0.05.
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IV. Résultats & Discussion

IV.1. L’espéce C. salviifolius

IV.1.1. Teneur en polyphénols et en flavonoides

La teneur en polyphénols (TP) de I'extrait méthanol de C. salviifolius s'est avérée étre égale
a 110.09 £ 4.2 mg EAG/g d'extrait. La quantité de TP était significativement supérieure a
celle de I'extrait chloroforme (56.90 + 1.35 mg EAG/g d'extrait). Cependant, dans la teneur
totale en flavonoides (TF), I'extrait chloroforme (47.49 + 1.12 mg EQ/g d'extrait) a montré

les meilleurs résultats, suivi par I’extrait méthanol (30.09 £ 0.25 mg EQ/g d'extrait).

De maniére générale, les résultats des TP et des TF semblent étre meilleurs que ceux
trouvés par Mahmoudi, et al. [1], mais nettement inférieures a celles d’El Euch, et al. [2] et
Sayah, et al. [3]. La méthode d'extraction, la zone et la période de collecte sont les
principaux facteurs influencant les quantités de TP et de TF.

IV.1.2. Composition phénolique de I'extrait méthanol de C. salviifolius

La caractérisation des constituants phénoliques présents dans I’extrait méthanol de C.
salviifolius a été réalisée par analyse UHPLC-DAD-ESI-MSn. La figure 3 montre le
chromatogramme de I'échantillon analysé et enregistré en mode ion négatif a 280 nm. Le
tableau 3 regroupe I'ensemble des informations essentielles pour l'identification et la
quantification des composés analyses, incluant le temps de rétention, lion
pseudomoléculaire, les fragments MS? les plus significatifs et les valeurs de quantification.
Les composés détectés ont éte identifies par comparaison de leurs temps de rétention et de
leurs données de spectrométrie de masse avec des étalons de référence analysés dans des
conditions identiques ou en les confrontant a des données MS et UV publiées dans la

littérature.

Au total, vingt et un composés phénoliques, dont un ellagitanin, trois dérivés d’acide
phénolique et dix-sept dérivés de flavonoides étaient détectés dans I'extrait méthanol de C.

salviifolius (Tableau 3).



L’espéce C. salviifolius

IV. Résultats & Discussion

Tableau 3. Composition phénolique de I'extrait méthanol de C. salviifolius par UHPLC-DAD-ESI/MS.

Pic TR (min) Amax [M-H] MS? Composé identifié cone. Moy.
(ng/mg d’extrait)

1 3,43 206, 256 315 153 Gentisoside d'hexoside Tr

2 6,11 203, 264 285 153 Ureallénéoside 1,25+0,24
3 7,61 216, 259 1083 601, 781 Punicalagine NQ

4 8,96 195, 217, 268 327 165 3,4-Dihydroxypropiophénone-3-B-D-hexoside NQ

5 10,65 207, 259, 356 479 316, 317 Myricétine-3-O-B-D-galactopyranoside 3,93£1,55
6 11,70 207, 261, 350 463 301 Quercétine-hexoside 2,61+0,21
7 13,04 204, 223, 252, 346 447 301 Quercitrine (Quercétine-rhamnoside) 0,87+0,02
8 14,17 208, 225, 268, 311 625 479, 317 Myricétine-O-rhamnoside-O- hexoside 2,99+0,17
9 15,12 231, 267 609 463, 301 Quercétine-O-hexoside-O-rhamnoside 0,47+0,06
10 15,93 204, 225, 256, 363 301 179, 151, 257 Quercétine 4,86+0,15
11 16,90 275, 238 345 330, 331 Axillarine 1,5340,07
12 17,66 236, 268 269 225, 149, 201 Apigénine 0,98+0,05
13 18,00 238, 268 299 284 Chrysoeriol 0,41+0,15
14 18,36 240, 263, 354 315 300, 301 Isorhamnétine 1,0840,19
15 19,05 246, 354 329 314 Cirsiliol (6-méthoxylutéoline-7-méthyl éther) 1,09+0,04
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Tableau 3. Composition phénolique de I'extrait méthanol de C. salviifolius par UHPLC-DAD-ESI/MS (Suite).

Pic
16
17
18
19

20
21

Rt (min)

19,54
19,97
20,09
20,26
20,73
21,07

Amax

235, 266, 341
237, 368
235, 308, 270
235, 355
286, 239
263, 346

[M-HJ

359
315
739
739
255
373

MS?

344, 329, 345
165, 193
285, 453, 593
285, 453, 593
213, 211, 151
358

Compose identifié

5,7,3-trihydroxy-6,4,5-triméthoxyflavone
Rhamnétine

Robinine 1

Robinine 2

Pinocembrine

Castichine

Conc. Moy.

(Hg/mgd’extrait)
1,40+0,05
0,58+0,01
1,10+0,17
1,16+0,14

NQ

4,00+0,01

Temps de Rétention (TR), ion pseudomoléculaire ([M-H]), non quantifié (NQ), traces (Tr).
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Fig. 3. Chromatogramme UHPLC de I'extrait méthanol de C. salviifolius enregistré a 280 nm.
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Le pic 3 a été attribué a la punicalagine sur la base de son schéma de fragmentation,
montrant un ion [M-H]'a m/z 1083 et en le comparant avec les données précédemment

rapportées par Seeram, et al. [4] et Fernandez-Arroyo et al. [5].

Sur la base de leur schéma de fragmentation, trois dérivés de I'acide phénolique (pics 1, 2
et 4) ont été également identifiés. Le pic 1 présentait un ion pseudomoléculaire [M-H] a
m/z 315, libérant un fragment MS2 & m/z 153 ([M-162]) en raison de la perte d’un
fragment hexosyle, et a été attribué au glucoside de gentisoyl [5, 7]. Le composé 2 avec un
ion [M-H]" & m/z 285 produisant deux ions fragments & m/z 153 et 109 résultant de la perte
de l'unité acide hydroxybenzoique et du groupe CO. du fragment acide carboxylique,
respectivement, a été attribué a I'uralenéoside comme précédemment rapporté par Yu, et al.
[6]. Le pic 4 ([M-H] a m/z 327) a été attribue au composé 3,4"-dihydroxypropiophénone-
3-B-D-glucoside comme indiqué précédemment par Fernandez-Arroyo et al. [5] et Barros, et
al. [7].

H
o
H
I
0
H.
H
Oy 0
H
m/z 153 0
H.
m/z 153
A B

Fig. 4. Principaux fragments du Gentisoyl glucoside m/z 315 (A) et de I'Uralénéoside m/z
285 (B)

Des flavonoides (pics 5 a 21), dont une flavanone (pic 20) et trois flavones (pics 11, 13 et
15), ont été également détectés dans I'échantillon étudié. Le pic 5 montrait un ion [M-H] a

m/z 479 et était attribué a la myricétine-O-galactopyranoside [8]. Cet ion a subi une
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fragmentation en perdant le fragment hexosyle, produisant un pic a m/z 317 typique de la
myricétine. Le pic 6 a été attribué a une flavone, la quercétine-O-hexoside ([M-H]a m/z
463), libérant un fragment MS? a m/z 301 ([M-H-162], quercétine, perte d'un fragment
hexosyle) [7]. Le composé 7 présentait un ion pseudomoléculaire [M-H]" a m/z 447,
libérant un fragment MS? & m/z 301 ([M-146] résultantde la perte d'un fragment
rhamnosyle (désoxyhexosyle)), correspondant a la quercétine, ce qui a permis
I'identification du composé sous forme de quercitrine (quercétine-rhamnoside) [8, 9]. Le
pic 8 présentait I'ion [M-H] a m/z 625 produisant des fragments a m/z 301 ([M-H-146]
résultant de la perte du fragment rhamnosyle) et 479 ([M-H-308] résultant de la perte du
fragment rutinoside), conduisait a l'identification du composé comme étant lamyricétine-
O-rutinoside [10]. Le composé 9 a montré un ion [M-H] a m/z 609 produisant de deux
ions fragments, un a m/z 301 ([M-H-146] résultant de la perte du fragment rhamnosyle) et
lautre a m/z 463 ([M-H-146-162] résultant de la perte successive d’un résidu
rhamnosyleet d’un hexose). Ce composé a été attribué a la quercétine-O-hexoside-O-
rhamnoside [10-13]. Le pic 10 a été identifié comme étant la quercétine en raison de son
spectre UV caracteéristique et de son ion [M-H] détecté a m/z 301, ainsi que des ions

fragments typiques détectés a m/z 179 et 151.

Le pic 11 a été attribué a l'axillarine, qui présentait des ions [M-H] a m/z 345 et des pics
de base a m/z 330 résultant de la perte du groupe methyle [14-15]. Le pic 12 a produit un
ion pseudomoléculaire [M-H]" a m/z 269 et un fragment typique a m/z 225 et a été identifié
comme étant de l'apigéninepar comparaison de son schéma de fragmentation avec celui de
I’étalon standardinjecté dans les memes conditions. Le composé 13, présentant un ion [M-
H] a m/z 299, a été identifié comme étant du chrysoriol, donnant le pic de base a m/z 285
typique de la molécule déprotonée de la lutéoline [16]. Le composé 14 a été identifie
comme étant l'isorhamnétine en comparant son spectre UV et son temps de rétention avec
ceux d’un étalon commercial et avec des données de la littérature [17-18]. Le compose 15
présentaient un ion pseudomoléculaire [M-H]" a m/z 329 libérant un fragment MS? a m/z
314 ([M-H-15] par perte du fragment méthyle) a été identifié comme cirsiliol (6-
méthoxylutéoline-7-méthyléther) [14-15, 19]. Le pic 16 montrant un ion [M-H]" a m/z 359
et des fragments a m/z 344 et m/z 329 a été attribuéau composé 5,7, 3'-trihydroxy-6, 4', 5'-

triméthoxyflavone [17]. Le composé 17 montrant un ion [M-H] a m/z 315 et un pic de
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base & m/z 165 a été identifié comme étant la rhamnétine [20-21]. Sur la base de leur
schéma de fragmentation MS et de la littérature rapportée, les pics 18 et 19 possédant tous
les deux le méme ion [M-H]" a m/z 373 mais élués a des temps de rétentions différents, ont
été caractérisés comme étant des isoméres de la robinine (kaempférol 3-O-robinobioside-7-
O-rhamnoside), dans lesquels les fragments 593 ([M-H-146], perte du fragment
rhamnosyle) et 285 ([M-H-146-308], perte des fragments rhamnosyl et robinobioside)
peut étre observée [22]. Le pic 20 a été attribué a la pinocembrine sur la base de son
schéma de fragmentation montrant l'ion [M-H] & m/z 255 et un pic de base a m/z 213
résultant de la perte de CH>CO [15, 23]. Le pic 21 caractérisé par [M-H]" a m/z 373 et des
fragments a m/z 358, 343, 328 et 313 resultant de la perte successive de quatre groupes
méthoxy a été attribué a la casticine, une tétraméthoxyflavone [15].
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Fig. 5. Principaux fragments des flavonols aglycones : Quercetine m/z 315 (A), Rhamnetine m/z 315 (C), et isorhamnetine m/z 315
(D), et Castinine et m/z 373 (F)



L’espéce C. salviifolius

IV. Résultats & Discussion

m/z 149
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Fig.6. Principaux fragments des flavones aglycones : Apigénine m/z 315 (A), Chrysériol m/z 299(B), et cirsiliol m/z 329 (C)
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m/z 151
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Fig. 7. Principaux fragments de flavanone aglycone : Pinocembrine m/z 255
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Fig.8. Principaux fragments des flavonols aglycones : Myricétine 3-O-beta-D-galactopyranoside m/z 479 (A), Quercétine hexosidem/z 463
(B), Quercitrine m/z 463 (C), et Robinine m/z 739 (D)
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Les extraits de plantes recelent une large palette de composés phénoliques présentant une
diversité structurale remarquable. Les flavonoides étaient majoritaires dans I’extrait
méthanolique de C. salviifolius. Il est bien connu que ces composés agissent comme
antioxydants, notamment pour leur capacité a donner de I'hnydrogéne ou des électrons,
inhibant l'action des ROS et les réactions de peroxydation lipidique [24]. lls sont
¢galement dotés de nombreux autres effets pharmacologiques, notamment I’activités
protectrice contre les maladies cardiovasculaires, hépatoprotectrice, anticancéreuse,
inflammatoire et antivirale [25-26].

IV.1.3. Caractérisation par GC-MS

IV.1.3.1. Huile essentielle de C. salviifolius

L'hydrodistillation des parties aériennes de C. salviifolius a donné une huile de couleur
Iégérement jaunatre. Les composeés volatils de cette huile essentielle étaient identifiés par
GC-MS (Figure9). Le tableau 4 présente une liste détaillée des composés identifiés,

accompagneés de leurs temps de rétention respectifs (Tr)

000

r

Fig. 9. Chromatogramme ionique total (TIC) de I'huile essentielle de C. salviifolius.
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L'analyse chimique de I'HE de l'espéce C. salviifolius a permis l'identification de 100
composés, répartis en monoterpénes oxygénés (1,20%), sesquiterpénes non 0Xygeneés
(8,96%), sesquiterpenes oxygenes (3,93%), diterpénes (30,21%), les diterpénes oxygénés
(24,73 %), les alcools (8,70 %), les cétones (4,98), les alcanes (3,44 %) et les acides gras
(1,00 %) (Tableau 4), avec une nette prédominance des terpenes. Les principaux
composantsidentifiés dans ’huile essentielle de C. salviifoliusétaient I'oxyde de (-)-ent-13-

épi-manoyle (15,85 %) et le géranyl-p-cyméne (15,43 %) (Tableau 4).
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Tableau 4. Composition chimique de I'huile essentielle des parties aériennes de C. salviifolius.

N Composé identifié TR % A (xSD)
1 2-Adamantanol 22,63  0,15+0,01
2 Safranal 24,63  0,44+0,05
3 p-Menthone 25,52  0,31+0,03
4 5,8-Décadien-2-one (isomére 1) 26,92  0,30+0,05
5 1-Methyl-trans-décahydroquinol-4(axial)-ol (isomére 1) 28,67  0,57+0,06
6 1-Methyl-trans-décahydroquinol-4(axial)-ol (isomére 2) 29,27  1,55+0,18
7 Vitispirane 29,73  2,52+0,24
8 Cyclohexen-1-ol 31,467 0,16+0,00
9 (E)-1-(2,3,6-Triméthylphényl)buta-1,3-diéne 34,680 0,30+0,02
10  6,8-Nonadién-2-one (isomeére 1) 34,994 0,28+0,03
11  6,8-Nonadién-2-one (isomeére 2) 37,105 0,16%0,01
12 Benzénebutanal 38,024  0,45%0,04
13  Dihydro-a-ionone 38,506 0,22+0,02
14  2-Butanone, 4-(2,6-triméthyl-2-cyclohexén-1-yl) 38,640 0,21+0,01
15 o-lonone 39,133  0,46+0,07
16  Ylangal 39,490 0,14+0,00
17 6-Méthyl-5-(1-méthylidéneéthyl)-6,8-nanodién-2-one 39,773  1,08+0,14
18 1-Cyclohepténe, 1,4-diméthyl-3-(2-méthyl-1-propényl)-4-vinyl- 40,130 0,33+0,05
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19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38

3-Butén-2-one
3-((3R)-2,3-Diméthyltricyclo[2.2.1.0*¢]heptan-3-yl)propanal
Isospathulénol

Dihydro-Néoclovéne-(1)
1-[2,3-Diméthyl-3-(4-méthylphényl)butan-2-yl]-4-méthylbenzene
Neointermédiol

Inconnu

Naphtho[2,1-b]furane

4-Hexén-1-ol

Ambrial
4-Ethenyl-1,4-dimethyl-3-(2-methylprop-1-enyl)cycloheptene
2-Pentadécanone

Farnésol

Acide myristique

Inconnu

(E)-1-(6,10-Diméthylundéc-5-én-2-yl)-4-méthylbenzéne
1-Ethyl-5,5-diméthylcyclopenta-1,3-diéne

Sclaréoloxyde

(S,2)-2-Méthyl-6-(p-tolyl)hept-2-én-1-ol
6-Ethényl-6-méthyl-3-méthylidéne-7-prop-1-én-2-yl-4,5,7, 7a-tétrahydro-3aH-1-benzofuran-2-one

42,640
48,012
48,302
48,458
51,383
52,929
57,413
58,277
60,125
60,390
60,870
62,849
63,022
63,231
63,697
63,913
64,022
64,552
64,711
65,155

0,46+0,09
0,15+0,00
0,13+0,00
0,24+0,02
0,94+0,13
0,29+0,08
0,21+0,05
0,41+0,04
0,19+0,02
0,29+0,03
0,19+0,01
0,34+0,03
0,04+0,08
0,26+0,09
0,22+0,01
0,26+0,03
0,20+0,02
1,07+0,19
0,68+0,06
0,16+0,02
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39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
o1
52
53
54
55
56
57

58

3-Acétoxy-7,8-époxylanostan-11-ol
(3E,6E,10E)-3,7,11,15-Tétraméthylhexadéca-1,3,6,10,14-pentaene
(1R,3S)-1-Méthyl-3-prop-1-énylcyclohexane
cis-A/B-Sclaréoloxyde

Acide chrysanthéemique

Dicumene

Dihydro-a-ionone

cis-3,14-Clerodadiene-13-ol

13-Epimanol

Geranyl-p-cyméne

Thunbergol
(E)-1-(6,10-Diméthylundéc-5-en-2-yl)-4-méthylbenzéne
(E,E)-7,11,15-Trimethyl-3-méthylene-hexadéca-1,6,10,14-tetraene
Longifoléne

Acide palmitique
(E,E,E)-3,7,11,15-Tétraméthylhexadéca-1,3,6,10,14-pentaene
Oxyde de manoyle

Longipinocarvone

Geranyl-a-terpinéne

13-épi-Oxyde de manoyle

65,783
66,168
66,514
66,636
67,042
67,368
67,528
67,695
67,864
68,088
68,352
68,712
68,888
69,017
69,315
69,540
69,752
69,908
70,237
70,761

0,23+0,03
2,30+0,18
0,43+0,08
0,55+0,06
0,66+0,09
0,33+0,04
0,49+0,02
052+0,01
0,74+0,05
15,43+0,55
5,50+0,13
0,66+0,01
0,24+0,04
1,21+0,04
0,34+0,10
3,27%0,22
1,71+0,09
0,17+0,16
1,23+0,15
15,85+1,01
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59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77

2,2,4-Triméthyl-3-(3,8,12,16-tétraméthyl-heptadeca-3,7,11,15-tétraényl)-cyclohexanol 71,442
Bicyclo[4.4.0]déc-2-éne-4-ol 71,711
Kaur-16-éne 72,068
1-Butén-1-ol 72,572
a-Sélinéne 72,917
Curcuméne 73,244
Duvatriendiol 713,472
(E)-1-(6,10-Diméthylundéc-5-en-2-yl)-4-méthylbenzéne 74,615
Androstane-17-one 74,951
Eicosane 75,188
2-Awidométhyl-cyclohexene 75,539
(2)-3-Méthyl-6-(2-methylphényl)-2-heptene 75,709
(E)-1-(6,10-Diméthylundeca-5,9-dién-2-yl)-4-méthylbenzene 76,130
Cyclohexane, 1,1-diméthyl-2,4-bis(1-méthyléthenyl) 76,753
Cédren-13-ol 76,992
Kauren-19-yl-acétate 78,465
[2,6,6-Triméthyl-4-(3-méthyl-2-butényl)-1-cyclohexén-1-ylJméthanol 79,057
4-Hexén-1-ol 79,535
(S)-Ethyle 3-méthyl-5-((4aS,8aS)-2,5,5,8a-tétraméthyl-3,4,4a,5,6,7,8,8a-octahydronaphtalene-1- 79.843

yl)pentanoat,

0,26+0,01
0,23+0,02
1,48+0,09
0,24+0,06
6,62+0,06
0,52+0,09
0,43+0,12
0,65+0,13
0,89+0,01
0,27+0,10
0,94+0,03
0,53+0,07
0,90+0,07
0,37+0,03
1,42+0,15
1,23+0,19
0,23+0,12
2,55%0,05

1,35+0,07
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78
79
80
81
82
83
84
85
86

87
88
89
90
91
92
93

94
95

Inconnu

6-(3-Hydroxy-4-methylphényl)-2-méthylhept-2-én-4-one

3-Hexén-1-ol

Acide linoléique

(7a-1sopropényl-4,5-diméthyloctahydroindéne-4-yl)méthanol

13-Epimanol

4a,7,7,10a-Tétraméthyl-dodécahydro-benzo[f]chroméne-3-one

Acide undéc-10-ynique
1,1,6-triméthyl-3-méthyléne-2-(3,6,9,13-tétraméthyl-6-éthénye-10,14-diméthyléne-pentadéc-4-
ényl)cyclohexane

Reétinal

2(3H)-Naphtalonone,4,4a,5,6,7,8-hexahydro-4a-méthyl-

(S)-Ethyle 3-méthyl-5-((1S,4aS,8aS)-5,5,8a-triméthyl-2-méthylénedécahydronaphtaléne-1-yl)pentanoate
3-Hexén-1-ol

1-(23-Ethényl)-dotriacontan-2-one

Cétone d'Eremophila
1-(7-Hydroxy-7a-méthyl-2,2,6-triméthyl-4,4,7-tétrahydro-1H-indényl)-2,2,6-triméthylbicyclo[4.3.0]nonan-
1-ol

Ether nonyl-hexacosyle / 1-nonoxyhexacosane

2,4-Dihydroxyéicosane

80,148
80,362
80,546
80,695
81,166
81,344
81,658
81,802

82,385

82,665
82,995
83,894
84,082
84,223
85,502

90,328

91,792
92,346

0,32+0,14
0,21+0,05
0,46+0,08
0,29+0,10
0,47+0,16
0,50+0,06
0,30+0,04
0,11+0,11

0,31+0,06

0,38+0,01
0,04+0,08
0,95+0,06
0,41+0,02
0,48+0,02
0,19+0,01

0,78+0,02

0,40+0,01
0,35+0,05
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96
97
98
99
100

Longifolénaldehyde
Docosanol

Acétate de kolavénol
Tétrapentacontane
Hexatriacontane

TOTAL

Composes terpéeniques
Monoterpenes oxygéneés
Sesquiterpenes oxygénes
Sesquiterpenes non oxygeneés
Diterpénes

Diterpénes oxygénés
Composes non terpéniques
Les acides gras

Alcools

Cétones

Alcanes

Acides carboxyliques et esters
Stéroides et stérols

Autres composés

92,957
93,629
97,310
99,178
106,455

0,39+0,05
0,3820,15
0,28+0,02
0,99+0,04
1,12+0,09
99,43
69,03
1,20
8,96
3,93
30,21
24,73
30,40
1,0
8,70
4,98
3,44
2,96
1,21
8,2
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SD : écart type, TR: temps de rétention. NQ : non quantifié,A : surface du pic. les composés ont été identifiés par comparaison avec les bibliotheques
spectrales GC-MS NIST14.lib et WILEY229. lib.
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Les terpénes sont appelés insecticides naturels et cette classe comprend plusieurs composés
jouant un role dans la protection des espéces végétales contre les insectes. Il a été démontré
que les terpenes sont doués de plusieurs propriétés antimicrobiennes, antivirales,
hypoglycémiantes, anti-inflammatoires, et anticancéreuses [27]. L'oxyde de (-) -Ent-13-
épi-manoyle, composé majeur de C. salviifolius, est un diterpéne doté d'activités
anticancéreuses et antimicrobiennes [28, 29]. Ce derniera été déja identifié chez d’autres

espéces du genre Cistus [30, 31].

L’analyse par GC-MS de I'HE de C. salviifolius a montré que le profil obtenu est en accord
avec celui publié dans la litterature par Mastino, et al. [30], ou il a été observé que les
composants majeurs de 1’huile essentielle de I’espéce C. salviifolius originaire
deSardaigneétaient 1’oxyde de manoyle et le géranyl-p-cymene. Cependant, cela differe
assez des autres rapports retrouvés dans la littérature. Ainsi, Morales-Soto, et al. [32] en
étudiant la composition chimique du C. salviifolius originaire de I’Espagne a rapporté la
forte présence de camphre (43,86 %), de caryophyllene (19,26 %) et d'eucalyptol (19,14
%), des composes qui n'ont pas été détectés dans cette étude. En revanche, Politeo, et al.
[33] ont analysé I'HE de C. salviifolius de la Croatie et ont pu identifier 59 composés, dont
les plus importants étaient I'acide pentadecanoique (18,1 %) et l'acide hexadécanoique
(14,1 %). Les principaux constituants de I'HE de C. salviifolius de I'Arabie Saoudite sont le
(E)-éthylcinnamate (17,5%), lI'oxyde de manoyle (13,2%), l'abiétatriene (12,3%), le (2)-
éthylcinnamate (11,3%), et carvenone (11,2 %) [31]. Alors que I'étude réalisee par Loizzo,
et al. [34] a révélé que le germacréne D et I'oxyde de caryophyllene étaient les principaux

composeés de I'HE de C. salviifolius de Sicile (Italie).

La variabilité de la composition chimique de I'huile essentielle de C. salviifolius mise en
évidence dans notre étude, comparée aux données de la littérature, est attendue car la
synthese des huiles essentielles est soumise a l'influence de multiples facteurs inhérents a
la plante et a son environnement. Ainsi, le moment de la récolte, les conditions
climatiques, I’interaction plante-plante, I’dge et le stade de développement de la plante, les
périodes de floraison et de fructification, le sol et d’autres facteurs découlant de
I’environnement dans lequel la plante est cultivée, peuvent réorienter les voies

métaboliques, et interférer avec la biosynthese des différents composés [35-40]. Il a été
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¢galement rapporté que ’heure de la collecte dans le méme jour influence fortement la
production de I’huile essentielle. I1 est recommandé de collecter les plantes utilisées pour
produire des huiles essentielles et méme des métabolites secondaires le matin lorsque la
concentration en huiles essentielles est maximale [41]. De plus, Barros, et al. [7] affirment
que les plantes, grace a des mécanismes de contrble de leurs voies biosynthétiques,

favorisent la production de certains constituants, en fonction de leurs besoins.

Ces facteurs influencent mutuellement sur la nature des composés et les quantités dans
lesquelles ils sont présents, ce qui entraine une variabilité chimique importante au sein

d'une méme espéce.

1VV.1.3.2. Composition de I’extrait chloroforme de C. salviifolius par GC-MS

Le présent travail est la premiere contribution sur la composition lipophile de I'espéce C.
salviifolius.

Le tableau 5 présente la composition de l'extrait chloroformique de C. salviifolius. Ce
dernier contient une variété de composés, notamment des terpenes, des acides
carboxyliques et des acides gras, ainsi que d'autres composés. Les composés majeurs de cet
extrait sont le cycloarténol, I’isomere 2 de I’acide colavénique et I’isomere 4 de ’acide

colavénique.
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Fig. 10. Chromatogramme ionique total (TI1C) de I'extrait chloroformique de C.

salviifolius.

Terpenes et stéroides

Les terpénes représentaient 97,8 % du total des molécules identifies dans [I'extrait
chloroformique des parties aériennes de C. salviifolius. Le Cycloarténol (pic 13), un
triterpénoidenaturellement présent dans les plantes [42, 43] était le composé lipophile le
plus abondant parmi tous les composés identifiés dans 1’extrait chloroformique de C.

salviifolius.

Acides carboxyliques et Acides gras
Les acides carboxyliques et les acides grasétaient également détéctés dans [I'extrait
chloroformique de C. salviifoliuset représentaient 1,2 % du total des composés identifiés,

dont l'acide 10,12-docosadiynedioique (pic 36) était le plus abondant.
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Tableau 5. Composition lipophile del’extrait chloroforme de C. salviifolius (Données exprimées en g composé/mg d'extrait)

No T!? Composéidentifié Concentration Moyenne
(min) (ng/mg d’extrait)
Terpénes et steroids

1 33,226 Pinitol 1,14+1,88

2 33,978 Neophytadine 0,78+0,02

3 42,027 Phytol 3,08+2,14

4 42,782 Epicholestérol 0,55+1,09

5 44,553 Isomére 1 de l'acidekolavénique 0,97+1,30

6 47,211 Isomeére 1 de la 17b-hydroxy-(1a,17a)-diméthyl-5a-androstane-3-one-méthoxime 1,50+6,50

7 47,558 Isomeére 2 de la 17b-hydroxy-(1a,17a)-diméthyl-5a-androstane-3-one-méthoxime 25,57+9,52

8 47,993 Longifolénaldéhyde 2,30£0,48

9 48,131 Isomeére 1 du Lup-20(29)-en-28-al 12,54+5,59

10 48,529 Isomere 2 du Lup-20(29)-en-28-al 45,02+16,80
11 48,949 Isomere 3 de la 17b-hydroxy-(1a,17a)-diméthyl-5a-androstane-3-one-méthoxime 5,34+3,23

12 49,437 Parkéol 3,06+2,72

13 49,677 Cycloarténol 65,34+0,49

14 49,744 Farnésol 6,38+3,52

15 49,888 y-Sélinene 6,79+3,40
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16 49,976 Isomeére 3 du Lup-20(29)-en-28-al 4,4612,44
17 50,182 Isomere 2 de l'acidekolavenique 60,66+22,37
18 50,263 Acétate de kolavénol 4,51+0,15
19 50,838 Prostaglandine f1 3,64+0,05
20 50,957 Isomeére 4 du Lup-20(29)-en-28-al 0,64+1,01
21 51,110 9,19-Cyclolanost-24-én-3-ol 12,64+5,27
22 51,292 Isomere 4 de la 17b-hydroxy-(1a,17a)-diméthyl 5a-androstane-3-one-méthoxime 28,15+11,05
23 51,598 Docosa-8,14-diyn-1,22-diol 0,31+0,73
24 51,763 Isomere 3 de l'acidekolavénique 2,40£1,64
25 51,976 Isomere 4 de l'acidekolavénique 38,87+14,86
26 52,066 Isomére 1 de la calustérone 6,92+3,50
27 52,679 Farnésol 1,87+1,69
28 52,938 Vitamine A 10,7345,58
29 53,663 Isomére 2 de la calustérone 15,62+7,27
30 53,924 Isomere 5 du Lup-20(29)-en-28-al 1,11+0,90
31 67,479 3-B-Stigmast-5-ene 0,31+0,94
Acides carboxyliques et acides gras

32 25,812 Acide cinnamique 2,68+0,29
33 39,132 Acide palmitique Tr

34 40,304 Isomere 1 de l'acide linolénique Tr

IV. Résultats & Discussion
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35 42,928 Isomeére 2 de l'acide linolénique 0,17£1,75

36 49,247 Acide docosadiynedioique-10,12 1,89+0,05
Autres composés

37 51,432 Turanose Tr

38 54,087 1-Linoléoylglycérol NQ

39 57,366 Tetracontane 3,95+2,98

SD : écart type, TR : temps de rétention. NQ : non quantifié, Tr : traces,
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IV.1.3.3. Composition lipophile de I’extrait éther de pétrole de C. salviifolius par GC-
MS

La GC-MS a permis d’identifier et de quantifier 47 composés dont des acides
carboxyliques et des acides gras, des terpénes et des stéroides, ainsi que des alcanes
(Tableau 6).
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Fig. 11. Chromatogramme ionique total (TIC) de I'extrait éther de pétrole de C.

salviifolius.

Terpeénes et stéroides

Les terpenes et les stéroides constituent les groupes les plus importants de 1’extrait éther de
pétrole de C. salviifolius. L'acide kolavenique (3), un diterpéne de clérodane naturellement
présent dans les plantes, était le composé le plus abondant, représentant 34,61 % du total
des terpenes identifiés. Vingt et un autres terpenes et stéroides ont été également identifiés
(Tableau 6). On cite le penténylcurcuméne (1), I'oxyde de manoyle (2), B-4,8,13-
duvatriene-1,3-diol (4), le Cyclohexen-1-ol (5), lethunbergol (6), le phytol (7), le farnésol
(8), le lup-20(29)-ene-28-alisomere 1 (9), le Cyclohexen-1-ol (10), le Cyclohexen-1-ol
(11), ’isomére 1 du cycloarténol (12), I’isomére 2 du lup-20(29)-en-28-al (13), I’isomeére 2
de l'acide kolavenique (14), I’isomeére 1 de l'acétate de kolavenol (15), 'isomere 3 de

I'acide kolavenique. (16), ’isomére 2 du cycloartanol (17), I’ylangenal, (1. alpha, 5.alpha,
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17.beta) - isomére 3 (18), ’isomére 2 de l'acétate de kolavenol (19), I’isomére 4 de 1'acide
kolavenique (20), I’épiméthendiol (21), le stigmast-5-éne, 3.beta (25), I’isomére 1 de
l'acide ursolique (26), I’'isomere 2 de 1'acide ursolique (27), I’isomére 3 de 1'acide ursolique
(28). Dans cette étude, tous ces composes ont été identifiés pour la premiéere fois comme
composants de I’espéce de C. salviifolius. Les terpénes sont généralement présents dans les
différents organes des plantes et sont associés a des effets anti-inflammatoires,
antimicrobiens, hypoglycémiants et anticancéreux [44].

Alcanes

Les alcanes étaient la deuxiéme famille la plus importante détectée dans ’extrait éther de
pétrole de C. salviifolius et étaient représentés par : le docosane (38), le 1-chloro-2,2-
diméthylcyclopropane (39), le tétracontane (40), le 1-chloro-octadécane (41),
dotriacontane (42), hexatriacontane (43).

Acides carboxyliques et acides gras

Vingt acides gras ont été détectés dans I’extrait éther de pétrole de C. salviifolius : l'acide
myristique (29), l'acide palmitique (30), I'acide 9,12-octadécadiénoique (31), l'acide alpha-
linolénique (32), I'acide stéarique (33), I’acide labd-8-en-15-0ique (34), I’acide arachidique
(35), I’acide tétracosanoique (36), et ’acide benzoique (37).

Autres composes
Cing autres composés (tableau 6) ont été aussi identifiés dans I’extrait éther de pétrole de
C. salviifolius, a savoir : la trifluorométhyl-bis (triméthylsilyl) méthyl cétone (44),

I'éthanamine (45), le longifolenaldéhyde (46) et le 1-linolénoylglycérol (47).
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Tableau 6. Composition lipophile de I’extrait éther de pétrole de C. salviifolius (Données exprimées en g composé/mg d'extrait)

No TR Composé identifié Concentration moyenne

(min) (ng/mg d’extrait)

Terpeneset stéroides

1 36,822 Penténylcurcumene 1,42+1,56

2 38,338 Oxyde de manoyle 0,85+1,17

3 44,560 Acidekolaveniqueisomere 1 5,52+3,92

4 44,924 B-4,8,13-Duvatriene-1,3-diol Tr

5 45,229 5-(7a-Isopropényl-4,5-diméthyloctahydroindén-4-yl)-3-methylpent-2-én-1-ol 1,07£0,12

6 46,927 Thunbergol 0,16+0,00

7 47,563 Phytol 27,84+1,85
8 48,129 Farnésol 5,15+2,35

9 48,506 Lup-20(29)-ene-28-al isomere 1 8,03+0,10
10 48,990 Androstan-3-one, isomere 1 42,12+14,23
11 49,221 Androstan-3-one, isomere 2 131,54+46,95
12 49,661 Cycloarténol isomére 1 71,92+24,23
13 49,987  Lup-20(29)-éne-28-al isomere 2 15,59+6,51
14 50,214 Acidekolavénique isomere 2 80,71+26,61
15 50,291  Acétate de kolavénol isomere 1 10,02+3,83
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16 50,894  Acide kolavénique isomere 3 0,85+0,06
17 51,190 Cycloarténol isomére 2 65,50+21,88
18 51,313 Androstan-3-one 28,80£8,99
19 51,831 Acetate de kolavénol isomere 2 15,44+6,37
20 52,126  Acide kolavénique isomere 4 123,92+47,2
21 53,660 Epiméthendiol 1,46+0,23
22 53,955 Acide kolavénigue isomere 5 14,95+0,10
23 56,933 Acide kolavénigue isomére 6 7,41+0,96
24 59,596  Acide kolavénique isomere 7 1,76x0,24
25 67,501  Stigmast-5-ene, 3-béta 8,94+0,60
26 72,346  Acide ursolique isomere 1 Tr
27 73,103 Acide ursolique isomere 2 Tr
28 75,430 Acide ursolique isomere 3 8,19+0,69
Acides carboxyliques et acides gras
29 34,299  Acide myristique 1,38+0,90
30 39,137 Acide palmitique 6,81+2,45
31 42,811 Acide octadécadienoigque-9,12 4,42+2,18
32 42,945  Acide o-linolénique 13,58+4,83
33 43,577  Acide stéarique Tr
34 44,778 Acide labd-8-en-15-oique 3,01+0,50
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35 47,690 Acide arachidique 10,19+4,05
36 55,879 Acide tétracosanoique 2,13+0,51
37 65,892 Acide benzoique 0,20+0,00
Alcanes
38 52,895 Docosane 26,0719,76
39 55,037 1-chloro-2,2-diméthylcyclopropane 20,87+2,76
40 57,442  Tétracontane 39,06+0,89
41 59,789  1-chloro-octadécane 2,25%0,42
42 62,328 Dotriacontane 10,31+0,43
Autrescomposes

44 4,889 Trifluorométhyl-bis-(triméthylsilyl)méthyl cétone NQ

45 5,248  Ethanamine NQ

46 48,001 Longifolenaldéhyde 9,40£2,68
47 54,090 1-Linoléoylglycérol NQ

SD : écart type, TR: temps de rétention. NQ : non quantifié, Tr : traces, les composés ont €té identifiés par comparaison avec les bibliotheques
spectrales GC-MS NIST14.lib et WILEY229.lib.
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IV.1.4. Activité antioxydante

L'effet antioxydant des extraits de C. salviifolius a été évalue en termes de leur capacité a
sequestrer les radicaux DPPH et ABTS et leur capacité réductricesdes ions ferriques et les
ions cuivre dans les tests de pouvoir réducteur et CUPRAC, respectivement. Les résultats

exprimeés en 1Cso ou Ao sont présentes dans le tableau 7.

Tableau 7. Activité antioxydante (ICso, pg/mL) des extraits de C. salviifolius

C. salviifolius C. salviifolius C. salviifolius

BHA
EM EC EEP

DPPH (ICsong/mL) 21,79+0,83 61,38+1,28  5337+1,68  5730,41
ABTS (ICsong/mL) 11,1810,15 23,07+2.88  20,09+2,61  1,81+0,10
Pouvoir ré A
ouvolr reducteur (Ros 3 474040 15796105 175956355  8,41+0,67
ng/mL)
CUPRAC (Aos pg/ml)  17,96+1,10 70,46+2,28  79,63t1,09  535:0,71

(EM) : Extrait méthanolique, (EC) : Extrait chloroformique, (EEP) : Extrait éther de pétrole. Les
valeurs I1Cso et Ags correspondent respectivement a la concentration fournissant un pourcentage
d'inhibition de 50 % et & la concentration fournissant une absorbance de 0.5.

L'extrait méthanolique de C. salviifolius a montré un potentiel antioxydant prometteur dans
les tests DPPH et ABTS*" ainsi que dans les tests du pouvoir réducteur et CUPRAC. Cet
extrait s'est avéré posseder une activité de piégeage des radicaux ABTS et DPPH
prometteuse avec des valeurs ICso égales a 21,79 + 0,83 et 11,18 + 0,15 pg/mL
respectivement, correspondant a environ quatre et six fois les valeurs du BHA, utilisé
comme référence. L'extrait méthanolique de C. salviifolius a également présenté une bonne
activité dans les tests de pouvoir réducteur et CUPRAC, avec une Aoscorrespondant a

environ trois fois celle du BHA (Tableau 7).

Bien que moins éfficaces par rapport a I’extrait méthanolique, les extraits chloroformique
et éther de pétrole de C. salviifolius ont dévoilé un bon effet antioxydant dans les tests
DPPH et ABTS, avec des ICsg environ neuf a douez fois respectivement supérieur a ceux

du BHA utilisé comme référence.
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Les extraits chloroformique ont montré des capacités réductrices inférieures en termes de
pouvoir réducteur et du test CUPRAC, car leurs valeurs Aos étaient 19 a 20 fois plus
élevées par rapport a celles de I'étalon de référence BHA (Tableau 7).

L'activité antioxydante de certains extraits de C. salviifolius a déja été décrite dans la
littérature. Les résultats du testd’ABTS sont cohérents avec les études précédentes sur les
espéces Tunisienne [1, 2] et Marocaine [3] de C. salviifolius. Cependant, les résultats du
DPPH étaient différents de ceux rapportés par les mémes auteurs. Les divergences entre
nos résultats et ceux de la littérature pourraient s'expliquer par des variations conjointes de

la période de récolte et de la région de croissance de la plante.

Les activités piégeuses de radicaux libres (RL) observées dans la présente étude indiquent
la capacité des extraits a ceder des électrons, contribuant ainsi a stabiliser les RL. Cette
capacité est importante car l'accumulation excessive de radicaux libres est un facteur
majeur dans le développement et l'aggravation de pathologies telles que le cancer [43], et
le diabéte [45]. Cette activité antioxydante potentielle de I'extrait de C. salviifolius peut
s'expliquer par sa richesse en flavonoides, révélée par analyse LC-MS. Les flavonoides
peuvent agir comme un singulet réducteur d'oxygeéne, agissant dans les réactions
d'oxydation des lipides ou méme dans la chélation des métaux [46]. La propriété
antioxydante de la quercétine, le composé majoritaire de l'extrait méthanolique de C.
salviifolius, a été démontrée dans plusieurs études précédentes notamment celle réalisée
par (Ozgen, S et Al) [46].

IV.1.5. Activité anti-inflammatoire

La capacité des extraits de C. salviifolius a s'opposer aux événements inflammatoires a été
estimée par la méthode de piégeage du NO". Les résultats présentés en ICsg et sont illustrés
dans le tableau 8.

Tableau 8. Activité de piégeage de NO (ICso, pg/mL) des extraits de C. salviifolius

C. salviifolius C. salviifolius  C. salviifolius Acide
EM EC EEP ascorbique
NO activity
(ICsopng / 97,3346,80 267,66+29,16 598,00+105,27 144,58+7,03
mL)
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(EM) : Extrait méthanolique, (EC) : Extrait chloroformique, (EEP) : Extrait éther de pétrole.

NO est un médiateur chimique impliqué dans la réponse inflammatoire en tant que
vasodilatateur. Comme le montre le tableau 8, I'extrait méthanolique de C. salviifolius
(ICs0 = 97,33 + 6,80 ug/mL) a présenté une activité de piégeage du NO plus puissante que
les extraits chloroformique et éther de pétrole. Ce composé exhibe une activité
notablement supérieure a celle de I'acide ascorbique (ICs0=144.58+7.03ug/mL), qui sert de
référence dans cette étude. Par conséquent, nos résultats suggérent que le bon effet de
piegeage du NO par C. salviifolius pourrait expliquer son utilisation traditionnelle comme

reméde anti-inflammatoire.

Des travaux anterieurs de (LOpez-Lopez, G et Al) [47] ont mis en évidence l'activité de
capture du radical NO par la quercétine. La présence de cette molécule en quantité
importante dans I'extrait méthanolique de C. salviifolius pourrait expliquer l'efficacité de

cette espéce a piéger le NO, comme observé dans la présente étude.

IV.1.5. Inhibition des enzymes

L’aptitude de l'extrait méthanolique de C. salviifolius et des inhibiteurs standards a inhiber
l'activité enzymatique de 1’o-glucosidase, 1’a-amylase et 1’acétycholinestérase a été
évaluée. Les résultats exprimés en ICso ou en % d'inhibition sont présentés dans le tableau
9.

Tableau 9. Résultats de I’inhibition des enzymes a-glucosidase, a-amylase et

acetycholinestérase par I'extrait méthanolique de C. salviifolius

C. salviifolius Standard”®
a-Glucosidase 1Cso(ng/mL) 37,65£6,54 405,77+34,83
a-Amylase (% inhibition) 39,15%° ND
Acetylcholinesterase 1Cso(png/mL) 210,80+21,58 5,06+0,51

AL acarbose : standard utilisé dans le test d’inhibition de 1’o-amylase et de I’a-glucosidase.
Donépézil : standard utilisé dans le test d’inhibition de I’acétylcholinestérase. ® déterminé aux
concentrations de 2.5 mg/mL de I’extrait. La valeur 1C50 correspondait & la concentration de 50 %
de pourcentages d'inhibition

Les propriétés antidiabétiques de I'extrait méthanolique de C. salviifolius ont été

déterminées in vitro par inhibition des enzymes digestives a-glucosidase et a-amylase



L’espece C. salviifolius IV. Résultats & Discussion

(Tableau 9). L'extrait a dévoilé une forte capacité d'inhibition de I'a-glucosidase
(I1Cs50=37,65+6,54 png/mL) significativement supérieure a celle de l'acarbose
(1C50=405,77+34,83ug/mL) utilisé comme référence.

En revanche, l'activité inhibitrice contre I'a-amylase était faible puisqu'elle ne présente que
39,15% d'inhibition déterminée a la concentration de 2.5 mg/mL de I'extrait. En raison des
concentrations trés élevées requises pour produire des inhibitions plus fortes, il n’a pas été

possible de déterminer la valeur ICsqo.

L'a-amylase est une enzyme digestive sécrétée par la salive et le pancréas. L'a-glucosidase
est aussi une enzyme digestive intestinale. Ces deux enzymes ont pour role de décomposer
les sucres composés en glucose. Ce sucre est ensuite absorbé dans le sang au niveau des
cellules intestinales. L'inhibition de ces enzymes ralentit donc lI'absorption du glucose, ce
qui présente un intérét pour les personnes souffrant de diabéte. En effet, le diabéte est une
pathologie chronique caractérisée par une hyperglycémie. Ainsi, I'inhibition de I'absorption
du glucose peut aider a maintenir la glycémie a un niveau plus stable. Il existe déja sur le
marché des médicaments hypoglycémiants a base d’inhibiteurs de ces enzymes tel que le
miglitol et D’acarbose. Cependant, I’utilisation de ces médicaments a été associée a
I’apparition d’une multitude d’effets indésirables comme les diarrhés et les douleurs
abdominales. Compte tenu des résultats prometteurs obtenus dans cette étude, C.
salviifolius pourrait constituer une source de molécules bioactives pour le développement

de remeédes antidiabétiques.

Les études menées sur linhibition des enzymes a-glucosidase et a-amylase par C.
salviifolius font encore défaut et un seul article de recherche a pu étre trouvé dans la
littérature. Les résultats actuels sont en partie conformes a la recherche menée par (Sayah,
K et Al)[3] indiquant que les extraits aqueux et méthanoliques de C. salviifolius Marocaine
ont un fort effet inhibiteur sur I'a-glucosidase (les valeurs 1Csq étaient respectivement deux
a dix-huit fois inférieures a celles de I'acarbose). Cependant, contrairement a nos résultats,
les mémes auteurs ont rapporté que les extraits aqueux et méthanoliques de C. salviifolius

présentaient un bon effet inhibiteur de I'enzyme a-amylase.
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L’effet inhibiteur de l'a-glucosidase par I’extrait méthanolique de C. salviifolius pourrait
s’expliquer par sa richesse enquercétine présente comme composé majoritaire. Les
chercheurs ont rapporté que la quercétine a des effets hypoglycémiants prometteurs chez
les animaux diabétiques, vue qu’elle posséde un effet inhibiteur élevé contre la glucosidase

intestinale du rat [48-49].

L'activité inhibitrice de I'acétycholinestérase a été également évaluée. 1l a été observé que
I'extrait méthanolique de C. salviifolius inhibe I'enzyme acétycholinestérase avec une 1Cso
de 210,80 + 21,58 pg/mL. Néanmoins, cette activité inhibitrice était inférieure a celle

obtenue avec le donépezil, I'inhibiteur de référence (ICso =5,06+0,51 pg/mL).

La maladie d'Alzheimer est associée a la perte des neurones cholinergiques qui produisent
I'acetylcholine, entrainant une diminution des niveaux de neurotransmetteurs au niveau de
la synapse. L'enzyme acétylcholinestérase décompose l'acétylcholine en sa forme inactive.
Les inhibiteurs de I'AChE sont utilisés dans le traitement de cette maladie et agissent en

bloguant I'action de cette enzyme, contribuant ainsi a prévenir les lésions nerveuses.

L'activité¢ inhibitrice de 1’extrait méthanolique de C. salviifolius peut également étre
attribuée a la quercéetine. Ce composé a déja été signalé comme inhibiteur potentiel de
I'’AChE dans des modeles in vitro [50-52].

IV.1.6. Activité antibactérienne
La sensibilité de souches bactériennes sélectionnées aux extraits chloroformique et éther de
pétrole de C. salviifolius a été déterminée. Les valeurs de CMI (ug/mL), reflétant la

concentration minimale inhibitrice, sont présentées dans le tableau 10.
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Tableau 10. Les valeurs moyennes de CMI exprimées en pug/mL des extraits
chloroformiques et éther de pétrole de C. salviifolius contre les bactéries Gram-positives et

Gram-négatives.

Souchesbactériennes CMI (pg/mL) CMI (pg/mL)
EC EEP

Escherichia coli ATCC 25922 828+ 20,78 >900
Pseudomonas aeruginosa ATCC 585+ 63,64 7560
27853 814,5+6,36 8730
Staphylococcus aureus ATCC 25923 733,5+19,09 378 £ 25.45
Salmonella Typhimurium 777+4,24 459 £12.73
Acinetobacter baumannii 900< 7200

Morganella morganii

EC : extrait chloroformique ; EEP : extrait éther de pétroleEC : extrait chloroformique ; EEP :

extrait éther de pétrole

Les propriétés antibactériennes des extraits chloroformiques et éther de pétrole de C.
salviifoliusont été déterminées contre des souches de bactéries pathogénes Gram-positives
et Gram-négatives (Tableau 10) sélectionnées pour leur capacité a survivre dans des
conditions difficiles et leurs multiples habitats environnementaux. Ces souches
représentent la principale cause d’intoxications et d’infections graves dans I’organisme

humain.

L'extrait éther de pétrole a démontré une tres forte activité inhibitrice contre les souches
pathogenes testées. Les effets antibactériens les plus forts ont été observés contre
SalmonellaTyphimurium (378 + 25,45 ug/mL) et Acinetobacter baumannii (459 + 12,73
pg/mL) (Tableau 10).

L'extrait chloroformique a démontré aussi une bonne activité inhibitrice contre les
bactéries pathogénes testées. Le pouvoir antibactérien le plus fort a été enregistré contre

Pseudomonas aeruginosa (585 63,64ug/mL) (Tableau 10).
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Au meilleur de nos connaissances, I'effet antibactérien des extraits lipophiles de I'espéce C.
salviifolius a été évaluée pour la premiere fois dans la présente étude. L'activité
antibactérienne était bien meilleure que celle décrite dans un rapport précédent réalisé sur
différents extraits d'especes de Cistusvillosus et de Cistusmonspeliensis (CMI entre 0,78 et
6,25 mg/mL) [53].

La forte activité antibactérienne des extraits de C. salviifolius notamment celle de 1’éther
de pétrole contre les souches pathogenes sélectionnées pourrait étre attribuée a sa richesse
en acide kolavenique, un diterpéene de clérodane qui posséde une activité antimicrobienne.
En effet, le clérodanea été précédemment isol¢ de 1’extrait de I’éther de pétrole de la graine
de Polyalthialongifolia et a présenté une forte activité contre la plupart des bactéries
testées [54]. Il s'est également révelé tres actif contre Staphylococcus aureus et
Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (SARM) [55-56].

IV.1.7. Activité cytotoxique
Le pouvoir cytotoxique de l'extrait méthanolique de C. salviifolius a été testé pour la
premiére fois contre des lignées cellulaires humaines de carcinome gastrique (AGS) et de

carcinome du poumon (A549).

Daprés nos données, l'extrait méthanolique de C. salviifolius a provoqué une baisse
modérée de la viabilité cellulaire comparativement au témoin, comme le montre la figure
12. En effet, cet extrait a engendré une perte de viabilité de 25,95% et de 22,0% dans les

lignées cellulaires AGS et A549, respectivement.
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Fig. 12. Viabilité des cellules AGS et A549 exposées a l'extrait méthanolique de C.

salviifolius (250 pg/mL) ou au milieu (témoin).

Des chercheurs ont précédemment évalué l'activité cytotoxique des feuilles et des boutons
floraux de C. salviifolius Tunisienne contre les lignées cellulaires cancéreuses OVCAR et
MCF-7, en utilisant le test MTT. Ces chercheurs ont rapporté que ’extrait de boutons
floraux provoquait une cytotoxicité moderée envers les deux lignées cellulaires tandis que

I’extrait de feuilles était totalement inactif.

IV.1.8. Etude docking moléculaire

Le docking moléculaire est une méthode de modélisation informatique qui prédit la
structure tridimensionnelle des complexes protéine-ligand. Cette technique est largement
utilisée pour étudier les interactions biomoléculaires des médicaments et ainsi guider la
conception rationnelle de nouveaux candidats thérapeutiques potentiels [57].

Le ré-amarrage du ligand natif acarbose en a-glucosidase a éte réalisé afin de valider le
protocole du docking. L’énergie de liaison de I’acarbose a la protéine cible s’est avérée
étre de 7,7 Kcal/mol. L'écart quadratigue moyen entre l'acarbose aux rayons X et la
meilleure pose de ligand amarré a été calculé avec Dock RMSD [57] et s'est avéré étre de
1,455 A. Ce résultat montre clairement que le protocole choisi est fiable et peut étre utilisé

pour déterminer la conformation optimale et I’énergie de liaison des molécules étudiées au
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site actif de 1’a-glucosidase. La figure 13 montre la superposition de l'acarbose co-
cristallisé et de la meilleure pose d'amarrage.

Fig. 13. Superposition d'acarbose aux rayons X et meilleure pose d'amarrage dans le site

actif de l'a-glucosidase.

Les énergies du docking des molécules étudiées sont rapportées dans le tableau 11. Les
figures 14 et 15 montrent des cartes 2D de différentes interactions entre les molécules de

quercétine et de casticine.

Tableau 11. Energies d'amarrage moléculaire de la quercétine et de la casticine

Acarbose  Quercétine Casticine

AG Kcal / mol -1,7 -7,6 -7,0
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Fig.15. Représentation 2D des interactions de la casticine avec I'a-glucosidase

Sur la base des données d'interaction du test du docking, il est clair que la quercétine

possede la meilleure affinité de liaison (faible énergie de liaison égale a -7,8 kcal/mol)
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pour le site actif de I'enzyme a-glucosidase. La casticine s'est avérée avoir une énergie de
liaison plus faible avec la cible. Ces résultats de I'étude in silico sont en accord avec la
forte inhibition de l'activité a-glucosidase enregistrée dans la présente étude avec l'extrait
méthanolique de C. salviifolius dans lequel la quercétine et la casticine étaient les

composés les plus abondants.

La quercétine interagit avec I'a-glucosidase, engageant différents acides aminés (Fig. 14)
en formant des liaisons hydrogene via les deux hydroxyles du cycle B avec le groupe
carboxylique d'Asp357. Ce résidu a été trouvé en interaction avec l'unité Valienamine
(cycle A) de l'acarbose, qui est située dans les sous-sites (-1) et (+1) [58]. (Alasmary, F. A.
S et Al) [59] ont precédemment signalé que la quercétine était capable de réaliser trois
liaisons hydrogene avec le méme résidu Asp357. La casticine a interagi avec l'a-
glucosidase en formant des liaisons hydrogéne au moyen d'un groupe hydroxyle dans le
cycle B avec Asp469. Asp469 est un résidu acide catalytique situé dans les boucles B — a

4 de l'a-glucosidase [58].

Pour les inhibiteurs de la quercétine et de la casticine, les interactions hydrophobes étaient
localisées au niveau des résidus Phe601 et Trp329 (Figuresl4 et 15). (Tagami, T et Al)
[58] ont rapporté que Trp329, 1L358, Trp432, Phe476 et Phe601 sont situés a I'entrée de la
poche du site actif et semblent former une barriére hydrophobe. Ceci est cohérent avec les

modes d’interactions de quercétine et casticine décrits ci-dessus.

Le mode de liaison de la quercétine et de la casticine est en concordance avec I'étude
cinétique rapportée par (Li, Y. Q et Al) [60] dans laquelle les modes de liaison de la
quercétine et de la casticine a l'enzyme a-glucosidase se sont révélés régis par des

interactions hydrophobes.
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IV.2. L’espéce S. hispidula

IV.2.1. Teneur en molécules bioactives
Le tableau 12 présente les valeurs obtenues pour les teneursen polyphénols et en
flavonoides.

Tableaul2. Teneur en polyphénols et flavonoides des extraits de S. hispidula.

Sample TPC (mg EAG /g extrait) TFC (mg EQ /g extrait)
S. hispidula EE 85,710,46 22,9+0,21
S. hispidula EA 131,24+0,81 22,5%1,55
S. hispidula EH 0,95+0,30 1,60+0,03

TP : polyphénols totaux, TF : flavonoides totaux, EAG : équivalent d’acide gallique EQ :
équivalent de quercétine, EE : extrait éthanolique ; EA : extrait aqueux, EH : extrait hexanique

La teneur en polyphénol totraux (TP) de I'extrait aqueux de S. hispidula était de 131,24 +
0,81 mg d’EAG/g d'extrait. Les niveaux de TP étaient nettement supérieurs a ceux de
I’extrait éthanolique (85,7 + 0,46 EAG/g d’extrait). L'extrait hexanique de S. hispidula
possede la teneur totale en polyphénols la plus faible, avec une valeur moyenne de
0,95+0,30 mg EAG/g d'extrait. Cependant, en termes de teneur totale en flavonoides (TF),
aucune différence significative n’a été observée entre I’extrait éthanolique (22,9 = 0,21 mg
EQ/g d’extrait) et I’extrait aqueux (22,5 + 1,55 mg EQ/g d’extrait). Encore une fois,
L'extrait hexanique de S. hispidula avec une quantité totale de flavonoides plus fiable, avec

une valeur maximale de 1,60+£0,03mg EQ/g d'extrait.

Les résultats exposés dans le tableau 12 suggerent que les extraits de S. hispidula sont une
source importante de polyphénols et de flavonoides. Il est bien connu que ces composés

possedent des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et antitumorales.

IV.2.2. Caractérisation par UHPLC-DAD-ESI/MS des extraits de S. hispidula

La teneur phénolique des extraits éthanoliques et aqueux de S. Hispidula a été analysée a
l'aide de la technique UHPLC-ESI-MS/MS (Figure 16 et 17). Comme indiqué dans le
tableau 13, un total de 29 et 19 composés phénoliques ont été détectés pour la premiere

fois dans les extraits éthanoliques et aqueux de S. hispidula, respectivement.
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Dans l'ensemble, les deux chromatogrammes ont été caractérisés par la présence de
plusieurs acides phénoliques et de plusieurs flavonoides identifiés sur la base de leurs
schémas de fragmentation et des données rapportées dans le tableau 13. L'analyse UHPLC-
ESI-MS/MS des extraits éthanoliques et aqueux de S. hispidula a mis en lumiére une
composition phénolique distincte entre les deux types d'extraits, l'acide 5-O-

caféoylquinique demeurant néanmoins le composeé majoritaire dans les deux cas.
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Tableau 13. Composition phénolique des extraits éthanoliques et aqueux de S. hispidula par UHPLC-DAD-ESI/MS.

Quantification (ng/ mg d’extrait)

N° TR (min) [M-H]" MS? fragments Composéidentifié

EE AE
1 5,32 353 191,179, 135 3-0-CQA 4,54+0,49 13,3942,39
2 7,85 353 191, 179, 135, 173 Isomére 1 de 5-O-CQA 3,02+0,00 26,05+4,89
3 8,08 353 191, 179, 135, 173 Isomére 2 de 5-O-CQA 9,85+2,04 /
4 8,33 353 173,179,191 Isomere 1 de 4-O-CQA 1,46+0,60 13,97+2,52
5 8,52 353 173,179,191 Isomere 2 de 4-O-CQA 6,32+1,14 /
6 8,85 179 135 Acide caféique 0,55+0,04 /
7 9,12 225 97 Inconnu NQ NQ
8 9,34 609 447, 285 Kaempférol-O-dihexoside 0,69+0,23 1,91+0,65
9 9,58 353 191, 179,173,135 1-0-CQA NQ NQ
10 9,64 667 505, 463, 301 Quercétine 7-O-hexoside 3-O-(malonylhexoside)  2,84+0,28 /
11 9,77 593 473, 503, 353, 575 Apigénine 6,8 di-C-hexoside 1,59+0,17 4,44+0,78
12 10,54 651 489, 285, 447, 531 Kaempférol (6"-acétylglucoside) glucoside 4,05+0,40 5,11+1,57
13 11,63 609 301, 343 Rutin 0,52+0,13 2,21+0,80
14 12,03 463 301 Quercétine-hexoside 1,07+0,20 3,38+0,93
15 12,15 461 285 Lutéoine-7-O-glucuronide / 6,27+0,75
16 12,19 447 284, 285, 327, 255, 151  Lutéoine-7-O-glucoside 2,12+0,30 /
17 12,57 505 301, 463 Isomére 1 de Quercétine-O-Acétyl Glucoside 0,38+0,16 3,44+1,01
18 12,97 515 353, 299, 203, 317 4,5-O-di CQA / 0,98+0,05
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19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

33

13,03
13,34
13,49
13,66
13,85
14,53
14,89
17,77
19,15
19,53
19,97
20,39
20,5

21,09

23,68

447
505
445
515
359
489
537
359
329
359
309
329
343

311

339

285
301, 463
269, 175

353, 299, 203, 317
161, 179, 197, 223
284, 285, 327, 255

519, 357
344
314
344

291, 171, 251, 237
311, 171, 201, 293

328
293, 223, 275

339, 183, 275

Kaempférol-O-hexoside

Isomére 2 de Quercétine-O-Acétyl Glucoside
Apigénine 7-O-glucuronide
4,5-0-diCQA

Acide rosmarinic
Lutéoline-O-acétylhexoside

2,8’ -Biapigénine

Isomeére 1 d'Ophiopogonanone E
Diméthylquercétine

Isomeére 2 d'Ophiopogonanone E

Acide oxodihydroxyoctadécénoique
Acide trihydroxyoctadécénoique
5,2'-Dihydroxy-7,8,6'-triméthoxyflavone

Acide dihydroxyoctadécadiénoique

Inconnu

9,06+0,79
5,34+0,53
1,20+0,37
2,37+0,18
2,73%0,29
1,43+0,19
/

NQ
2,72+0,27
NQ

NQ

NQ

NQ

NQ
NQ

/

/
19,47+4,09
4,91+0,94
2,18+0,49
068+0,27
0,05+0,09
NQ

/

/

NQ

/

/

/

/

Temps de rétention (RT), ion pseudomoléculaire ([M-H]-), Extrait éthanolique (EE), Extrait aqueux (EA), non quantifié (NQ), traces (Tr), Acide

caféoylquinique (CQA)
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Fig. 16. Chromatogramme UHPLC des extraits éthanolique de S. hispidula enregistré a 280 nm.
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Fig. 17. Chromatogramme UHPLC des extraits éthanolique (a) et aqueux (b) de S. hispidula enregistré a 280 nm.
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Huit dérives de l'acide phénolique (pics 1 a 5, 9, 18 et 22) ont été identifiés sur la base de
leurs schémas de fragmentation. Les pics 1 a 5 et 9 présentaient le meme ion [M-H] a m/z
353, libérant un fragment d'ion MS? a m/z 191 ([M-162]) en raison de la perte d'un
fragment caféoyle, ont été identifies comme des isomeres de l'acide caféoylquinique
(CQA). Sur la base de leurs temps de rétention et de leurs schémas de fragmentation, ces
composés ont été attribués aux 3-O-CQA, 5-O-CQA, 1,5-O-CQA, 1,4-O-CQA, isomére 2
de 1,4-0-CQA et 1-O-CQA, respectivement [1-2]. Le pic 6 a éte attribué a l'acide caféique
par comparaison avec l'étalon pur injecté dans les mémes conditions. Les pics 18 et 22
avec un ion [M-H]" a m/z 515, ont été attribués aux isoméres de l'acide 4,5-O-
dicaféoylquinique. Ces composés produisaient des ions fragments & m/z 353, 191 et 179
caractéristiques des fragments de lal’acide monocaféoylquinique, de 1'acide quinique et de

I'acide caféique respectivement [1].
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Vingt flavonoides, dont quatorze glycosides de flavonoides (pics 8, 10-17, 19-21, 24) et
sept flavonoides aglycones (pics 23, 25, 26, 27, 28, 31 et 33), ont été également trouvés
dans les deux extraitsanalyses. Le pic 8 montrait un ion [M-H] a m/z 609 et était attribué
au kaempférol-O-dihexoside. Cet ion a subi une fragmentation successive en perdant deux
fragments hexosyle, produisant un pic a m/z 447 et un autre pic a m/z 289 typique du
kaempférol. Sur la base des données de la littérature et de son profil MS? affichant un ion
[M-H]" & m/z 667 et libérant des ions fragments MS? & m/z 505, 463, 301, le pic 10 a été
attribué, a la quercétine 7-O-hexoside 3-O-(malonylhexoside) [3]. Le pic 11 présentait un
ion pseudomoléculaire [M-H]" a m/z 593 et des pics principaux a m/z 473 [M-H-120] et
m/z 353 [M-H-120+120], revélant un schéma de fragmentation de flavone di-C-glycoside.
Ce composeé a été attribuéa I'apigénine-6,8-di-C-hexoside selon les données de la littérature
MS [4]. Le pic 12 a été attribué au glucoside de kaempférol (6"-acétylglucoside) sur la
base de son ion pseudomoléculaire [M-H]se produisant a m/z 651 et libérant un fragment
principal a m/z 489, qui correspond au kaempférol-(6"-hexoside) et un autre fragment
typique en 285 correspondant au kaempférol [5]. Le pic 13 avec [M-H]a m/z 609 a généré
des fragments a m/z 343 et 301. Ce composé a éte attribué a la rutine sur la base de son
schéma de fragmentation et des données de la littérature [6]. Le compose 14 présentait un
ion pseudo moléculaire [M-H]" a m/z 463, libérant un fragment MS? a m/z 301 ([M-162],
perte d'un fragment hexose) correspondant a la quercétine, ce qui a permis l'identification
de le composé sous forme de quercétine-hexoside [5, 7]. Le pic 15 présentant un ion ([M-
H]" a m/z 461 et le fragment principal MS? a m/z 285 ([M-H-176] en raison de la perte du
fragment glucuronyle a été identifié comme étant de la lutéoline-7-O-glucuronide [8]. Le
pic 16 montrant un ion pseudomoléculaire a m/z 447 a été identifié comme étant le
lutéoline-7-O-glucoside en comparant son temps de rétention et son profil MS avec I'étalon

commercial injecté dans les mémes conditions chromatographiques.

Pics 17 et 20 montrant des schémas de fragmentation similaires avec des ions [M-H]" a m/z
505 et des fragments MS? a m/z 463 [M-H-42]" et 301 [M-H-162+42]", en raison de la
perte des groupes d'acétyle et d’acétyl-O-glucoside, respectivement. Ces pics ont été
attribués a des isomeres de la quercétine-O-acétylglucoside. Le pic 19 a présentéun ion [M-

H]"a m/z 447 et un fragment principal MS? a m/z 285 [M-H-162] résultant de la perte d'un
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fragment hexosyle. Ainsi, sur la base de ce schéma de fragmentation et de son spectre UV,

ce composé a été attribué au kaempferol-O-glucoside [7].

m/z 301

Fig.21.Principaux fragments du Quercétine-O-acetyl glucoside m/z 505

Le pic 21 montrait un ion [M — H]'a m/z 445 et un fragment principal a m/z 269, en raison
de la perte d'une unité glycuronyle. Ainsi, ce composé a été attribu¢ a 1’apigénine-7-O-
glycuronide [9]. Le pic 23 montrant un ion pseudomoléculaire a m/z 359 a été identifié
comme étant de l'acide rosmarinique en comparant son temps de rétention et son profil MS

avec un standard pur injecté dans les mémes conditions chromatographiques.
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Pic 24 avec un ion pseudomoléculaire [M-H]a m/z 489 et des fragments MS? & m/z 327
[M-H-120]" et & m/z 285 [M-H-162+42]", en raison de la perte de fragments acétyle et
acétyl-O-glucoside, respectivement. Ce composé a été attribué a la Ilutéoline-O-
acétylglucoside. Le pic 25 présentant l'ion [M-H]a m/z 537 produisant unfragment
principal & m/z 519 [M-H-H20]", et un autre ion fragment & m/z 357 [M-H-162] pourrait
étre attribué a la biapigénine liée en C-C (2,8"-biapigénine) [10]. Les pics 26 et 28
présentaient un schéma de fragmentation similaire avec l'ion [M-H]" a m/z 359
produisaient le meme fragment principal a m/z 344 [M-H-15]". Sur la base d'une recherche
documentaire, ces composés ont été provisoirement identifiés comme étant deux isomeres
du flavonoide ophiopogonanone E [11]. Le pic 27 a été identifie comme étant de la
diméthylquercétine sur la base de son schéma de fragmentation présentant un ion [M-H] a
m/z 329 et des ions fragmentés a m/z 314 ([M-H-15]) et m/z 299 ([M-H-15+ 15])
résultant de la perte successive d'un et deux groupes méthyle respectivement [12]. Le pic
31 présentait un ion pseudomoléculaire [M-H] - a m/z 343 produisant un fragment
principal a m/z 328 [M-H-15+15+15] résultant de la perte de trois groupes methyle de
l'ion a m/z 343. Compte tenu de cela et ens’appuyant sur des données de la littérature, ce

compose a été attribué a la 5,2'-dihydroxy-7,8,6'-triméthoxyflavone [13].

Les composés suivants : 1’acide 3-O-caffeyolquinique (1), ’acide 5-O-caffeyolquinique
(2), ’acide 4-O-caffeyolquinique (3), le kaempférol-O-dihexoside (8), ’apigénine-6,8-di -
C-hexoside (11), le kaempférol (6”-acétylglucoside)glucoside (12), la rutine (13), la
quercétine-hexoside  (14),  I’apigénine-7-O-glycuronide  (21), [lacide  4,5-O-
dicaffeyolquinique (22), l'acide rosemarinique (23), la lutéoline-O-acétylhexoside (24),
l'ophiopogonanone E (26), l'acide oxodihydroxyoctadécénoique (29) ont également été

détectés simultanément dans les extraits aqueux et éthanoliques.

Il est important de souligner que l'extrait aqueux présente une teneur en acides
caféoylquiniques particulierement élevée par rapport a l'extrait éthanolique. De plus,
I'extrait aqueux présente également des teneurs en glycosides flavonoides plus élevées

(46,92 pg/mg d'extrait) que l'extrait éthanolique (30,28 pug/mg d'extrait).



L’espéce S. hispidula IV. Résultats & Discussion

D'autres composes étaient également présents dans l'extrait éthanolique, bien qu'en
concentrations moindres, a savoir l'acide oxodihydroxyoctadécénoique, I'acide
trinydroxyoctadécénoique et l'acide dihydroxyoctadécénoique.

IV.2.3. Caractérisation par GC-MS de I’espéce S. hispidula

IV.2.3.1. Huile essentielle de S. hispidula
Le profil chimique del’HEde S. hispidulaont été identifiés par analyse GC-MS (Figure23).
Les composeés identifiés avec leur temps de rétention (Rt) sont présentés dans le tableau 14.
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Fig. 23. Chromatogramme ionique total (TI1C) de I'huile essentielle de S. hispidula.
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L'analyse chimique de I'huile essentielle de I'espéce S. hispidula a permis l'identification de
83 composés, répartis en plusieurs classes. Les composés identifiés étaient principalement
des monoterpénes, des sesquiterpenes et des esters. Les monoterpenes représentent la
classe la plus abondante et étaient représentés parle menthone (43,79 %), le pulégone
(23,52 %) et la pipéritone (1,92 %). Les sesquiterpénes les plus abondants étaient le
caryophylléne (0,66 %), le germacréne-D (1,82 %) et l'alpha-humulene (0,16 %). Les
esters les plus abondants étaient I'acétate de terpinéne-4-ol (0,53 %), l'acétate d'isopulégol
(0,24 %) et l'acétate d'alpha-terpinényle (0,25 %) (Tableau 14).
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Les terpénes sont un groupe de composés organiques volatils qui sont naturellement
présents dans de nombreuses plantes. Les terpénes ont une variété de fonctions dans les
plantes, notamment la protection contre les insectes, les maladies et les prédateurs. Ils
possedent également des vertus anti-inflammatoires, antimicrobiennes, antivirales,
antidiabétiques et anticancéreuses [14]. Le menthone, composé majoritaire de S. hispidula,
est un monoterpéne doté d'activités antibacterienne, antifongique, antibiofilm, et anti-
inflammatoire [15-17].

L’étude du profil de I'HE de S. hispidula a montré que le profil obtenu est en accord avec
les résultats obtenus par [18] qui ont rapporté que I'huile essentielle de S. hispidula est
constituée principalement de menthone (33,59 %), d'oxyde de piperitone (24,72 %), de
pulégone (12,75 %) et de cyclohexanone, 2-(1-méthyléthylidene) (9,77 %).

Nos résultats sont aussi en accord avec ceux obtenus avecune espéece du meme genre,
Saturejababorensis (Calamintababorensis). Ainsi, [19] ont rapporté que les constituants
majeuresde I'huile de cette espéce étaient I'isomenthone (67,44 %), la pulégone (15,07 %)

et I'oxyde de pipéritone (6,53 %).

La composition desHEdes plantesest sous la dépendance de nombreux facteurs, tels que le
moment de la récolte, les conditions climatiques, I'age de la plante, le sol, etc. [20-22]. Ces
facteurs peuvent influencer les voies métaboliques de la plante et la production de

différents composés.

Lapériode de la récolte a un impact significatif sur la composition chimique de I’essence.
En général, la concentration en huile essentielle est maximale le matin, losque la plante est

encore fraiche [23].

Des études ont également montré que les huiles essentielles des plantes jeunes sont
généralement plus riches en composeés terpéniques, tandis que celles des plantes matures

sont plus riches en COmMpPOosés OXYyQgéné.
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Tableau 14. Composition chimique de I'huile essentielle des parties aériennes de S. hispidula

N° Composé identifié TR % A£SD
1 2-Hexanal 5,380 0,01+0

2 Alpha-Pinéne 8,448 0,06+0,01
3 Sabinéne 10,398 0,10£0,01
4 Beta-Pinene 10,602 0,14+0,01
5 1-Octen-3-ol 10,901 0,08+0

6 Myrcene 11,381 0,19+0,01
7 3-Octanol (CAS) N-Octan-3-ol 11,854 0,77+0,02
8 Alpha-Terpinéne 12,838 0,06+0,01
9 D-Limonéne 13,559 1,1740,02
10 Eucalyptol (1,8-Cineole) 13,701 0,04+0

11  Cis-Ocimene 14,118 0,09+0,01
12 Phénylacétaldéhyde 14,394 0,050

13 Gamma-Terpinene 15,346 0,14+0,02
14  Trans-Sabinéne Hydrate 16,111 0,78+0,01
15 Terpinolene 17,033 0,05+0

16  4-Isopropyl-1-Méthylcyclohex-2-énol 18,062 0,09+0,01
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17  Linalol 18,178 0,15+0,01
18 2-Cyclohexén-1-ol, 19,454 0,13+0,01
19  Acide cyclobutanecarboxylique, 19,581 0,08+0,01
20 P-Mentha-E-2,8(9)-Dién-1-ol 20,479 0,06+0,01
21  Isomenthone 21,635 0,37+0,02
22 Menthone 22,495 43,79+0,19
23 Cyclohexanol 22,603 0,04+0,01
24  Bornéol L 22,722 0,11+0,02
25  Cis-Isopulégone 22,929 1.06£0.03
26  Cyclohexanol 23,095 0,05+0,01
27  Terpinen-4-ol 23,280 0,87+0,01
28  Acide 9-Décénoique 23,518 0,04+0
29  2-Hydroxyméthyl-2-Méthylbrétrandane 23,823 0,060
30 L-Alpha-Terpineol 24,311 0,29+0,01
31 2-Cyclohexén-1-ol, 24,608 0,10+0,01
32  3a,6-Méthano-3aH-indene-5(4H)-one, Hexahydro- 25,158 0,040
33  5-Ethyl-6-undécanone 25,522 0,03+0
34  Cyclohexanone, 2-1sopropyl-2,5-diméthyl- 25,641 0,060
35  8,9-Déhydrothymol 25,847 0,11+0

36  Pulégone 27,305 23,52+0,11
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37  7-Oxabicyclo[4.1.0]heptan-2-one, 28,118 7,5510,1
38  Pipéritone 28,229 1,92+0,05
39 Cis-Dihydrocarvone 28,531 0,030

40 Cyclohexéne 28,991 0,11+0,02
41  Isopipéritenone 29,103 0,18+0,01
42  7-Octén-3-ol, 2,3,6-triméthyl- 29,497 0,02+0

43  P-Menth-8-én-3-ol, Acétate 30,092 0,25+0,01
44  Endobornyl Acétate 30,242 0,03+0,01
45  Bicyclo[3.2.0]heptan-2-one 30,412 0,38+0,02
46  2H-1-Benzopyrane 30,682 0,030

47  8-Oxabicyclo[5.1.0]oct-2-éne-4-one 30,836 0,050

48  Alpha.-1so-Méthyl lonone 30,977 0,16+0,01
49  6-Hydroxycarvotanacetone 31,262 0,25+0,1
50 Isopulegyl Acétate 31,846 0,24+0,02
51 1-Hydroxy-P-Menth-3-one 32,340 0,36+0,01
52  Pipéritenone 33,564 1,34+0,02
53 Alpha.-Terpinenyl Acétate 34,358 0,53+0,01
54  Eugénol 34,656 0,10+0,01
55  Pipéritenone Oxyde 35,177 4,94+0,02

56  Alpha.-Copaene 36,002 0,040
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57 Beta. Bourbonéne 36,448 0,060
58 Butyl 4,7,10,13,16,19-Docosahexaénoate 36,786 0,11+0,01
59 Beta. EIéméne 36,988 0,030
60 2-Cyclopentén-1-one, 37,223 0,06+0
61 2-Butanone, 38,370 0,050
62 Caryophylléne 38,642 0,66+0,01
63  Alpha.-Humulene 40,854 0,16+0,02
64  Alloaromadendréne 41,095 0,07+0,01
65 (E)-Beta.-Famséne 41,226 0,14+0,01
66 (Z)-4-Chloro-2,3-Diméthyl-1,3-Hexadiene 41,587 0,04+0,01
67 Germacrene D 42,472 1,82+0,01
68 Undéca-2,6-diéne 43,347 0,91+0,01
69 Béta-Elémene 43,999 0,04+0
70 Delta-Cadinene 44,854 0,06+0
71  Spathulénol 48,081 0,13+0,01
72  Oxyde de Caryophylléne 48,308 0,030
73 Isospathulénol 51,324 0,030
74 Alpha-Cadinol 52,616 0,040
75  2-Pentadécanone 63,014 0,06+0

76  Acide N-Hexadécanoique 69,103 0,76x0,01
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77
78
79
80
81
82
83

Acide Palmitique

Phytol

Acide 9,12-Octadécadiénoique
Acide 9,12,15-Octadécatriénoique
Eicosane

Dotriacontane

Hexatriacontane

73,091
75,778
76,682
76,954
92,249
99,689
107,156

0,09+0
0,27+0,01

0,09+0
0,63+0,01

0,07+0
0,15+0,01
0,15+0,01

SD : écart type, TR : temps de rétention. NQ : non quantifié, Tr : traces, A : surface du pic.
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3.3.2. Composition lipophile de I’extrait hexanique de S. hispidula

Le tableau 15 met en évidence la composition lipophile de l'extrait hexanique de S.
hispidula. L'analyse révéle la présence d'une diversité de composes, comprenant des
terpénes, des acides gras, des acides carboxyliques et des alcanes.

Acides carboxyliques et acides gras

Les acides carboxyliques ainsi que les acides gras étaient les plus abondants dans I’extrait
hexanique de S. hispidulaet ont été représentésnotamment par l'acide oléique 1 (21)
(179,07+48,48 ng/mg dextrait), l'acide palmitique (19) (95,15+27,76 pug/mg d'extrait) et
I'acide 9,12-octadécadiénoique (20) (80,49+23,17 ug/mg d'extrait). Les autres acides gras
et acides carboxyliques détectés dans I’extrait de S. hispidula sont : I'acide myristique (16),
l'acide 9-hexadecénoique (17), l'acide 3-octénoique (18), l'acide oléique 2 (22), l'acide
stéarique (23) et l'acide a-linolénique (24), I'acide arachidique (25), I'acide béhénique (26),
et I'acide lignocérique (27) et l'acide phosphorique (15).

Terpeénes et stéroides

L'extrait hexanique de S. hispidulacontient une variété de terpénes et de stéroides,
notamment le 3-octéne-2-ol (1), I'épiméthendiol (2), le néophytadiéne 1 et 2 (3, 4), le
phytol (5), la prostaglandine E2 (6), la 17a-hydroxyprégnénolone (7), le 1-hexacosanol (8),
le stigmasterol (9), la p-amyrine (10), le lup-20(29)-en. -3-0l (11), I’acide ursolique (12), le
lup-20(29)-en-28-al (13) et I'isomére 2 de l'acide ursolique (14).Parmi les composés
identifiés, l'acide ursolique isomere 1 et 2 se distingue comme élément majoritaire, avec
des concentrations respectives de 13,90 + 7,93 et 577 = 4,84 pg/mg d'extrait. Ce
triterpénoide pentacyclique est naturellement présent dans une multitude de plantes, dont
Mimus opscaffra, llexpara guariensis et Glechoma hederacea, qui sont reconnues comme
sources majeures de ce compose. L'identification d'acide ursolique dans S. hispidula laisse
entrevoir un éventail de propriétés biologiques prometteuses, notamment anti-
inflammatoires, anticancéreuses, antidiabétiques, antioxydantes et antibactériennes, comme

le confirment des études [24-25].

Alcanes
L'extrait hexanique de S. hispidula contient également une variété d'alcanes, notamment le

2-méthyltétracosane (28), le pentacosane (29), le dotriacontane (30), I'nexacosane (31), le
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2-méthyloctacosane (32), I'hexatriacontane (33), le nonacosane (34), I'hexatriacontane
(35), le dotriacontane (36), I'nexacosane (37), le tétracontane (38), l'octacosane (39),
l'octadécane (40), le pentatriacontanel et 2 (41, 42) et I'nexacosane (43). L’octadecane

(54.15+20.47ug/mg d'extrait) était le plus abondant parmi les composés de cette classe.
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Tableau 15. Composition chimique de I’extrait hexanique de S. hispidula (Données exprimées en g composé/mg d'extrait)

Concentration moyenne

No TR (min) Compose identifié
(ng/mg d’extrait)
Terpénes et steroids

1 22,424 3-Octén-2-ol 2,53+1,22
2 29,314 Epiméthendiol 0,75+0,0
3 33,984 Néophytadiéneisomere 1 7,68+£2,78
4 35,063 Néophytadiéneisomere 2 1,21+0,90
5 42,028 Phytol 3,56+1,52
6 47,684 Prostaglandine E2 4,66x0,29
7 48,871 17a-hydroxypregnénolone 1,42+1,08
8 58,403 1-Hexacosanol 1,11+1,14
9 65,934 Stigmastérol 3,11+1,86
10 67,792 B-Amyrine 1,21+1,84
11 69,014 Lup-20(29)-éne-3-ol 2,42+1,49
12 73,127 Acideursoliqueisomere 1 13,90+7,93
13 73,674 Lup-20(29)-ene-28-al 4,59+3,52
14 74,381 Acideursoliqueisomere 2 5,77+4,84

Acides carboxyliques et acides gras
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15 16,894 Acide phosphorique 2,93+0,84
16 34,291 Acide myristique Tr
17 38,595 Acide hexadécénoique-9 2,26+1,53
18 38,894 Acide octénoique-3 1,14+1,29
19 39,218 Acide palmitique 95,15+27,76
20 42,878 Acide octadécadiénoique-9,12 80,49+23,17
21 43,092 Acide oléique isomére 1 179,07+48,48
22 43,158 Acide oléique isomere 2 1,20+0,22
23 43,602 Acide stéarique 18,55+7,95
24 47,172 Acide a-linolénique 10,1240
25 47,994 Acide arachidique 3,231£2,42
26 51,554 Acide béhénique 1,84+1,93
27 55,855 Acide lignocérique 0,19+0,84
Alcanes
28 46,580 2-Méthyltétracosane 1,29+0
29 50,696 Pentacosane 1,09+0,52
30 52,863 Dotriacontane 7,45+3,31
31 55,043 Hexacosane 0,75+0,78
32 56,485 Octacosane, 2-Méthyle 2,46x1,41
33 57,394 Hexatriacontane 17,72+7,20
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34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

59,128
59,785
61,349
62,318
64,876
66,503
67,505
69,378
70,064
72,663

Nonacosane
Hexatriacontane
Dotriacontane
Hexacosane
Tétracontane
Octacosane,
Octadécane,
Pentatriacontane
Pentatriacontane

Hexacosane

1,15+0,58
0,83+0,65
3,02+1,81
16,26+6,64
2,66+1,48
4,15+2,40
54,15+20,47
0,83+0,40
2,14+0,91
0,91+0,66

SD : écart type, TR : temps de rétention. NQ : non quantifié, Tr : traces
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IV.2.4. Activité antioxydante

Le puissance antioxydante des extraits éthanoliques, aqueux et hexanique de S. hispidula a
été évaluée au moyen de trois tests antioxydants différents (DPPH®, ABTS®" et FRAP)
(Tableaul6).

Le terme "stress oxydatif" désigne un phénomene silencieux mais redoutable qui se
déroule au cceur de nos cellules. 11 s'agit d'une agression sournoise orchestrée par des
molécules instables appelées "espéces réactives de I'oxygéne" (ROS), également connues

sous le nom de radicaux libres (RL).

Ces ROS, produits naturellement par l'organisme en faible quantité, jouent un réle crucial
dans divers processus biologiques. Cependant, lorsque leur production devient excessive
ou que les mécanismes de défense antioxydants s'averent insuffisants, un déséquilibre

s'installe, conduisant a un état délétére pour nos cellules : le stress oxydatif.

Lorsque les ROS s’accumulent dans la cellule, elles peuvent étre neutralisées par des
antioxydants. Il existe deux types d'antioxydants : naturels et synthétiques. Ces derniersont
été associés a de nombreux effets secondaires nocifs. Ainsi, la recherche de composés
antioxydants naturels non toxiques s’est récemment intensifiée. Les plantes sont une source
importante d’antioxydants naturels en raison des métabolites secondaires qu’elles
contiennent. Ces plantes peuvent étre criblées en évaluant leur activité antioxydante a

I’aide de divers tests.

Etant donné la multiplicité des processus impliqués dans la neutralisation des radicaux
libres, I'évaluation du potentiel antioxydant total par un seul test s'avere insuffisante [26].
En conséquence, les extraits de S. hispidula étudiés ici ont été soumis a trois tests distincts
(DPPH, ABTS et FRAP) afin d'obtenir une mesure plus complete de leur capacité

antioxydante globale.
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Tableau 16. Activité antioxydante des extraits de S. hispidula par les tests : DPPH",
ABTS" et FRAP.

Sample DPPH* ABTS*" FRAP

ICso (ug/mL) Aos
S. hispidula EE 5,67+0,07 5,95+0,82 10,77+0,12
S. hispidula AE 2,43+0,11 2,160,1 5,82+0,17
S. hispidula EH 557,79+38,46 641,37+30,6 757,35+33,13
Acide ascorbique 3,86+0,23 4,01+0,09 10,03+0,22

Les valeurs ICsp et Aoso correspondent respectivement a la concentration a 50 % d'inhibition et a la
concentration a 0,5 absorbance. EE : extrait éthanolique ; EA : extrait aqueux, EH : extrait
hexanique

L’extrait aqueux s’averent posséder les activités de piégeage de DPPH et d’ABTS les plus
élevées par rapport aux extraits éthanolique et hexanique. Les ICso du DPPH et de 'ABTS
de l'extrait aqueux étaient respectivement de 2,43 £ 0,11 et 2,16 + 0,1 ug/mL et étaient plus
de 1,5 fois supérieures a celles de I'acide ascorbique standard utilisé comme référence (ICso
= 3,86 £ 0,23 et 4,01 + 0,09 ug /mLrespectivement dans les tests DPPH et ABTS). Bien
que son activité soit inférieure a celle de I'extrait aqueux, I'extrait éthanolique a montré une
trés bonne activité antioxydante révélée par les tests DPPH et ABTS avec des valeurs ICso
de 5,67+0,07 et 5,95+0,82 pg/mL respectivement. D'autre part, la méme tendance a
également été observée dans le test FRAP dans lequel I'extrait aqueux (Aos = 5,82 + 0,17
ug/mL) a montré une meilleure activité que l'extrait éthanolique (Aos = 10,77 + 0,12
ug/mL) et l'acide ascorbique standard (A0,5 = 10,03 + 0,22 ug/mL). Dans les trois tests

antioxydants utilisés, I’extrait hexanique a montreé les activités les olus faibles (Tableau 16)

Les résultats de l'activité antioxydante des extraits aqueux et éthanoliques des espéces de S.
hispidula pourraient étre liés a leur teneur élevée en acides hydroxycinnamiques, puisqu'il
a été précédemment rapporté que ces substances présentaient de fortes activités
antioxydantes [27-29].

Ces résultats suggerent que les extraits de S. hispidula pourraient étre utilisés comme

antioxydants ou comme agents protecteurs contre les dommages causés par les RL lesquels

106



L’espéce S. hispidula IV. Résultats & Discussion

sont impliquées dans le développement de nombreuses maladies, notamment le cancer et

les maladies cardiovasculaires.

La comparaison des résultats obtenus avec la littérature n'a pas été possible en raison de
I'absence d'informations sur l'activité biologique de S. hispidula dans la littérature
scientifique. Ce travail constitue donc la premiere contribution a I’étude du potentiel

biologique de cette plante.

IV.2.5. Activité Anti-inflammatoire
La capacité de S. hispidula a contrecarrer I’inflammation a été déterminée par la méthode
de piégeage du NO". Les résultats sont exprimés en ICso et sont présentés dans le tableau
17.

Tableau 17. Activites de piégeage de NO (ICso, ug/mL) des extraits de S. hispidula

S. hispidula S. hispidula S. hispidula

EM EA EH Acideascorbique

Activité de piégeage
de NO 40,87£3,00 162,78+0,6 186,19+4,45  144.580+7.03
(ICsopg / mL)

(EM) : extrait méthanolique, (EC) : extrait chloroformique, (EH) : extrait hexanique

En effet, la production de monoxyde dazote (NO") joue un rb6le crucial dans
I'inflammation. Les cellules inflammatoires, telles que les neutrophiles et les macrophages,
produisent du NO® pour tuer les bactéries et les autres agents pathogenes. Cependant, le
NO* peut eégalement endommager les tissus sains, ce qui contribue aux symptémes de

I'inflammation.

Comme le montre le tableau 17, l'extrait méthanolique de S. hispidula (ICso=
40,87+3,00ug/mL) a présenté une activité de piégeage du NO plus puissante que les
extraits aqueux et hexanique. Cette activité s’avere aussi meilleure a celle de l'acide

ascorbique (1Cs0=144,580+7,03ug/mL) utilisé comme référence.

Jang et al. [30] ont précédemment rapporté que l'acide 4,5-O-dicaféoylquinique exerce des
effets anti-inflammatoires en supprimant l'activation des voies de signalisation du facteur

nucléaire kB et de la MAPK in vitro et en réduisant l'cedéme induit par le carraghénane in
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vivo. Par conséquent, l'acide 4,5-O-dicaféoylquinique pourrait donc constituer une
alternative naturelle prometteuse aux anti-inflammatoire non stéroidiens. Ainsi, la présence
de l'acide 4,5-O-dicaféoylquinique dans 1’extrait éthanolique de S. hispidula pourrait en
partie expliquer son excellente activité de piégeage du NO.

Cependant, des études in vivo sont indispensables pour confirmer les effets des
antioxydants issus d'extraits de S. hispidula chez I'homme.

IV.2.6. Inhibition des enzymes

Les enzymes métaboliques clés liées a I'hnyperglycémie sont couramment utilisées pour
évaluer le potentiel antidiabétique des substances. Cette étude a évalué la capacité des
extraits éthanol et aqueux de S. hispidula a inhiber les activités des enzymes a-glucosidase

et a-amylase.

Tableaul8. Tests de I’inhibition des enzymesa-glucosidase et a-amylase par les extraits de

S. hispidula

Extrait Inhibition de I’activité enzymatique

a-GlucosidaselCso (ug/mL)  a-Amylase(% inhibition)

S. hispidula EE 106,94+1,55 30,34+4,58
S. hispidula EA 23,52+6,33 4,86+0,004
Acarbose 405,77 + 34,83 /

En raison des concentrations tres élevées requises pour produire des inhibitions plus fortes, il n'a

pas été possible de déterminer la valeur 1Cso. EE : extrait éthanolique ; EA : extrait aqueux.

Le diabete sucré est une maladie métabolique chronique non transmissible liéé a une
hyperglycémie. En 2014, on estimait que 422 millions de sujets étaient atteintes de diabete
dans le monde [31]. Ce nombre est en constante augmentation, avec 642 millions de la

population mondiale serait touchée par ce fleau en 2040 [32].

L'inhibition de l'activité des enzymes intestinales telles que I'a-amylase et I'a-glucosidase,
qui limitent l'absorption du glucose dérivé de I'amidon, fait partie des stratégies actuelles

qui se démarquent pour contréler I'nyperglycémie [33].
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De nombreux médicaments contre le diabéte, tels que l'acarbose, le voglibose et le
miglitol, agissent comme des antagonistes enzymatiques de I'a-glucosidase, réduisant ainsi
I'absorption intestinale du glucose et la glycémie postprandiale. Cependant, ces inhibiteurs
produisent des effets secondaires nocifs tels que des diarrhées et des douleurs abdominales
[33]. Ainsi, la recherche de nouveaux composés dotés d’un potentiel antidiabétique s’est
intensifiée ces derniéres années. Les plantes médicinales peu toxiques et avec peu d’effets
secondaires constituent des possibilités thérapeutiques importantes pour le traitement du
diabéte [34]. Les effets thérapeutiques de ces plantes ont été liés a la présence de composés
phytochimiques tels que les alcaloides, les terpénoides, les flavonoides, les caroténoides et
les B-glycanes. Ces constituants bioactifs procurent des effets thérapeutiques soit en
combattant les ROS, soit en agissant comme hypoglycémiants.

L'analyse statistique réalisee sur les résultats obtenus dans la méthode de test d'inhibition
de la a-glucosidase montre qu'il existe des différences significatives (avec p < 0,05) dans
les activités inhibitrices de cette enzyme entre les extraits aqueux et éthanoliques de S.
hispidula. L'extrait aqueux a présenté l'activité inhibitrice la plus importante de l'enzyme a-
glucosidase, avec des valeurs ICso de 23,52 + 6,33 ug/mL par rapport a l'extrait
éthanolique montrant une 1Cso = 106,94 + 1,55 pg/mL. Néanmoins, les deux extraits se
sont révélés avoir une activité inhibitrice de la a-glucosidase plus puissante que celle du
contrdle positif, I’acarbose (ICso = 405,77 £+ 34,83 ng/mL). Cependant, en ce qui concerne
l'activité inhibitrice de l'a-amylase, l'extrait aqueux (4,86 = 0,004 %) s'avere moins
puissant que l'extrait éthanolique (30,34 + 4,58 %) dansl’inhibition de l'activité
enzymatique de l'a-amylase testée a une concentration de l’extrait égale a 10 mg/mL

(tableau 18).

L'extrait aqueux présente la concentration la plus élevée en acide rosmarinique (Tableau
18), ce qui suggere que ce composé pourrait jouer un réle prépondérant dans l'inhibition de
l'enzyme a-glucosidase. En effet, des études ont démontré que I'acide rosmarinique isolé de
I'extrait de feuilles de Portulacaoleracea exerce un puissant effet inhibiteur sur cette
enzyme [35]. Les flavonoides glycosides, fortement présents dans les extraits éthanoliques
et aqueux, peuvent également contribuer a leur forte activité inhibitrice de la a-glucosidase

enregistrée ici.
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Nos analyses révelent que les extraits aqueux et éthanoliques présentaient une capacité
d'inhibition de I'enzyme a-glucosidase supérieure a celle de l'a-amylase. Ce comportement
est bénéfique car il est connu qu'une forte inhibition de I'enzyme a-glucosidase et une
faible inhibition de lI'enzyme a-amylase ont l'avantage d'avoir moins d'effets négatifs par
rapport a l’inhibition excessive de l'enzyme a-amylase, car cela entraine moins de
fermentations bactériennes des glucides non digérés dans le cdlon ce quiprévient
I'inconfort abdominal [36-37].

Le double potentiel antioxydant et inhibiteur de I’a-glucosidase enregistré pour les deux
extraits de S. hispidula suggere que cette plante pourrait étre utilisée comme remede
naturel pour le contrdle du diabéte de type 2 ou comme une excellente source de nouvelles
molécules pour le developpement de medicaments antidiabétiques. En effet, plusieurs
études expérimentales et cliniques ont montré que le diabéete est associé a un niveau élevé
de stress oxydatif [38-40]. Certains des processus impliqués dans le stress oxydatif chez les
patients diabétiques incluent les radicaux libres d'oxygéne créés par des réactions de
glycosylation et des modifications du contenu des systemes de défense antioxydants
endogenes [41]. D’un autre c6té, I’hyperglycémie pourrait également étre la conséquence

d’une augmentation significative du stress oxydatif.

Face a l'intrication du stress oxydatif et de I'hyperglycémie dans la pathologie diabétique,
une approche thérapeutique ciblant simultanément ces deux desordres s'avére cruciale pour

la prise en charge des patients diabétiques.

IV.2.7. Activité cytotoxique

Pour la premiere fois, cette étude a évalué l'activité cytotoxique des extraits éthanol et
aqueux de S. hispidula contre les lignées cellulaires humaines de carcinome gastrique AGS
et de carcinome du poumon A549.

Nos résultats démontrent que l'extrait éthanolique de S. hispidula n'exerce aucun effet
notable sur la viabilité des cellules AGS ou A549. Néanmoins, une légére diminution de la
viabilité cellulaire a été observée, avec une perte d'environ 11,81% pour les cellules AGS
et de 13,61% pour les cellules A549.
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Fig. 24. Viabilité des cellules AGS et A549 exposées a I’extrait éthanolique de S. hispidula
(250 pg/mL) ou au milieu (témoain).

Enfin, cette étude est préliminaire et ne représente pas une analyse exhaustive de l'effet
cytotoxique de I'espece S. hispidula. Des recherches approfondies s'avérent nécessaires

pour confirmer ces résultats sur d'autres lignées cellulaires et sur des modeles animaux.

Les résultats de I’activité cytotxique a I’égard des lignés AGS A549 ne semblent pas en
parfaite concordance avec les résultats de la littérature. Ainsi, deschercheurs ont
précédemment rapporté que 1’acide 4,5-O-dicaféoylquinique, identifié ici dans 1’extrait de
S. hispidula, a présenté un effet inhibiteur important sur les cellules cancéreuses de la
prostate LNCaP et PC-3, et suggérent que ce composé posséde un potentiel thérapeutique

sur un large éventail de cancers de la prostate [42].
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V. Conclusion & Perspectives
L’objeif prictncipal de cette étude était d’évaluer la composition chimique et les activités

biologiques des espéces Cistus salviifolius et Satureja hispidula originaires d’ Algérie.

L’extraction des composés de C. Salviifolius a été effectuée par macération des parties
aériennes dans 1’ether de pétrole, le chloroforme et le méthanol. Les extraits de S. hispidula,
une espece endémique d’Algérie qui n’a pas fait I’objet d’aucune étude jusqu’a maintenant,
ont été préparé par macération des feuilles dans 1’éthanol et dans 1’hexane. Une décoction a
partir des feuilles de cette espéce a été également préparée. L'extraction des huiles essentielles
des feuilles des deux especes a été réalisee par hydrodistillation.

Les extraits polaires obtenus des deux especes ont été analysés par UHPLC-DAD-ESI/MS.
Les extraits apolaires ainsi que les huiles essentielles ont éteé analyses par GC-MS. De plus,
les activités antioxydante, anti-inflammatoire, enzymatique (a-glucosidase, o-amylase et
acetylcholinestérase), antimicrobienne et cytotoxique de ces extraits ont été etudiées. Une
étude in silico a éte réalisée dans le but d’identifier les interactions spécifiques entre 1'a-

glucosidase et les principaux composés des extraits polaires des deux espéces.

L’analyse UHPLC-DAD-ESI/MS de I’extrait méthanolique de 1’espéce C. salviifolius a
indiqué que les flavonoides étaient les principaux composés identifiés. La chromatographie en
phase gazeuse couplée a l'analyse par spectrométrie de masse a permis l'identification de
plusieurs composeés lipophiles dans les extraits ether de pétrole et chloroforme. Les terpenes
étaient les plus dominants, le cycloarténol étant le composé principal. Cette classe de
composés était également répandue dans 1’huile essentielle de cette espece, en particulier les
diterpénes oxygénés et non oxygénés. L’extrait méthanolique était le plus efficace et
présentait de puissantes propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et d’inhibition de I’a-
glucosidase. L'extrait méthanolique a également présenté une activité cytotoxique marginale
contre les lignées cellulaires AGS et A549. Les extraits apolaires de C. salviifolius ont
également montré une tres forte activité antibactérienne contre les souches pathogénes testées.
L'étude in silico a permis de cribler les interactions entre les deux composés majoritaires de

l'extrait méthanolique et I'enzyme a-glucosidase.

L’analyse UHPLC-DAD-ESI/MS de I’espéce S. hispidula a permis I’identification de 28 et 20
composés respectivement dans les extraits éthanol et aqueux ; parmi eux, 1’acide 5-O-
caféoylquinique était le plus abondant dans les deux extraits. La GC-MS a permis
l'identification, dans I’extrait hexane de cette espéce, de plusieurs composés lipophiles

répartis en 5 familles a savoir les acides gras, les alcanes, les acides carboxyliques et les



esters, les alcools en plus des terpenes et les stéroides. Les terpénes étaient trés répandus dans
I’huile essentielle de cette espéce. Les résultats des analyses biologiques indiquent que
I'espece S. hispidula, outre son pouvoir antioxydant élevé, est également potentiellement utile
pour inhiber I'enzyme a-glucosidase. Cependant, son activité cytotoxique a I’égard des lignées
cellulaires AGS et A549 a été marginale. Dans les tests antioxydants et le test d’inhibition de
I’a-glucosidase, I’extrait aqueux a présenté les résultats les plus prometteurs, nettement

meilleurs que les standards utilisés comme contréles positifs.

L'étude in silico a permis de cribler les interactions entre les composés majeurs des extraits
polaires et ’enzyme a-glucosidase. Les résultats actuels suggerent que les especes de C.
salviifolius et S. hispidula pourraient étre considérées comme des sources potentielles de
composes bioactifs naturels pour la confection des aliments fonctionnels et les produits

pharmaceutiques.

Nos résultats suggerent que C. salviifolius et S. hispidula sont de nouvelles sources de
composes bioactifs aux propriétés prometteuses. Cependant, Il serait intéressant de mener
davantage de recherches sur ces especes vegétales afin d’isoler et d’élucider la structure des
composes aui sont a I’origine des activités biologiques observees dans cette étude. Des études
supplémentaires sur I’innocuité de ces especes s’aveérent aussi d’une importance particulére.
Ceci devrait étre évalué par des études de toxicité a court et a long terme chez des modeles

animaux.
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Résumé

La présente étude a pour objectif 1’étude de la composition chimique de certains extraits
polaires et apolaires ainsi que les huiles essentielles des especes Cistus salviifolius et Satureja
hispidula originaires d’Algérie. L’extraction des composés polaires de C. salviifolius a été
effectuée par maceration des parties aériennes dans le méthanol alors que les extraits apolaires
ont été extraits par macération dans 1’ethher de pétrole et le chloroforme. Les extraits polaires
de S. hispidula ont été préparés par macération des feuilles dans I’éthanol et par décoction.
L’hexane a été utilisé pour I’extraction des composeés apolaires. L'extraction des huiles
essentielles des feuilles des deux espéces a été réalisée par hydrodistillation. L’analyse de la
composition chimique des extraits obtenus a été effectuée en utilisant les techniques UHPLC-
DAD-ESI/MS et GC-MS. De plus, les activités antioxydantes, anti-inflammatoires,
enzymatiques (o-glucosidase, o-amylase et acétylcholinestérase), antimicrobiennes et
cytotoxiques de ces extraits ont été étudiées. Une étude in silico a été réalisée pour examiner
plus en deétail les mecanismes d'interaction entre 'a-glucosidase et les principaux composés
des extraits polaires des deux especes.

L'analyse UHPLC-DAD-ESI/MS a indiqué que les flavonoides étaient les principaux
composés identifiés dans 1’espece C. salviifolius, tandis que les acides caféoylquiniques
étaient les plus abondants dans les extraits polaires de 1’espéce S. hispidula.

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse a permis
I'identification, dans les deux especes, de plusieurs composés lipophiles répartis en 5 familles
a savoir les acides gras, les alcanes, les acides carboxyliques et les esters, les alcools en plus
des terpenes et les stéroides. Les terpenes étaient tres répandus dans les huiles essentielles des
deux especes, en particulier les diterpenes oxygénes et non oxygénés fortement présents dans
I'huile essentielle de C. salviifolius.

Les résultats des analyses biologiques indiquent que les especes S. hispidula et C. salviifolius,
outre leur pouvoir antioxydant élevé, sont également potentiellement utiles pour inhiber
I'enzyme a-glucosidase. Les extraits apolaires de C. salviifolius ont montré une trés forte
activité antibactérienne contre les souches pathogénes testées. Cependant, les deux especes
ont présenté un effet anti-inflammatoire modéré et une activité cytotoxique marginale contre
les lignées cellulaires AGS et A549.

L'étude in silico a permis de cribler les interactions entre les composés majeurs de I'extrait
polaire et I’enzyme a-glucosidase. Les résultats actuels suggérent que les espéces C.
salviifolius et S. hispidula pourraient étre considérées comme des sources potentielles de
composeés bioactifs naturels pouvant étre utiles pour la confection des aliments fonctionnels et
des produits pharmaceutiques.

Mots clés: Cistus salviifolius, Satureja hispidula, UHPLC-DAD-ESI/MS, GC-MS, Activité
antioxydante, Activité anti-inflammatoire, Activité antimicrobienne, Activité anticancéreuse,
Inhibition enzymatique, Docking moléculaire.



Abstract

The present work aims to study the chemical composition of certain polar and non-polar
extracts as well as the essential oils from Cistus salviifolius and S. hispidula species
originating from Algeria. The extraction of polar compounds from C. salviifolius was carried
out by maceration of the aerial parts in methanol while the apolar extracts were extracted by
maceration in petroleum ether and chloroform. The polar extracts of S. hispidula were
prepared by maceration of the leaves in ethanol and by decoction. Hexane was used for the
extraction of nonpolar compounds. The extraction of essential oils from the leaves of both
species was carried out by hydrodistillation. The analysis of the chemical composition of all
extracts was carried out using UHPLC-DAD-ESI/MS and GC-MS techniques. In addition, the
antioxidant, anti-inflammatory, enzymatic (a-glucosidase, a-amylase and
acetylcholinesterase), antimicrobial and cytotoxic activities of these extracts were studied. An
in silico study was carried out to further examine the interaction mechanisms between a-
glucosidase and the main compounds of the polar extracts of the two species.

UHPLC-DAD-ESI/MS analysis indicated that flavonoids were the main compounds identified
in C. salviifolius, while caffeoylquinic acids were the most abundant in the polar extracts of S.
hispidula.

Gas chromatography coupled with mass spectrometry analysis allowed the identification, in
the apolar extracts of the two species, of several lipophilic compounds divided into 5 families,
namely fatty acids, alkanes, carboxylic acids and esters, alcohols in addition to terpenes and
steroids. Terpenes were very prevalent in the essential oils of both species, especially
oxygenated and non-oxygenated diterpenes strongly present in C. salviifolius essential oil.

The results of biological analyzes indicate that both species, in addition to their high
antioxidant capacity, are also potentially useful for inhibiting the enzyme a-glucosidase. The
non-polar extracts of C. salviifolius showed very strong antibacterial activity against the
pathogenic strains tested. However, both species exhibited moderate anti-inflammatory effect
and marginal cytotoxic activity against AGS and A549 cell lines.

The in silico study made it possible to screen the interactions between the major polar
compounds of the extract and the a-glucosidase enzyme. The current results suggest that C.
salviifolius and S. hispidulaspecies could be considered as a potential sources of natural
bioactive compounds for functional foods and pharmaceuticals.

Keywords: Cistus salviifolius, Satureja hispidula, UHPLC-DAD-ESI/MS, GC-MS,
Antioxidant activity, Anti-inflammatory activity, Antimicrobial activity, Anticancer activity,
Enzymatic inhibition, Molecular docking
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	Chacun des extraits éthanol et aqueux de S. hispidula ainsi que l’extrait méthanol de C. salviifolius ont été analysés en utilisant un chromatographe liquide analytique (Dionex Co., San Jose, CA) équipé d'un détecteur DAD couplé à un spectromètre de m...
	La méthode des étalons externes qui consite à établir une relation de proportionnalité entre la réponse analytique et la concentration connue des solutions étalons, a été utilisée pour la quantification des composés identifiés dans chaque extrait. Les...
	La comparaison des temps de rétention et des données MS et UV des pics obtenus avec ceux des standards purs a permis de confirmer leur identification. Des données MS et UV issues de la littérature ont été également utilisées pour confirmer l’identific...
	III.6. Analyse de la composition lipophile par GC-MS
	La composition lipophile des extraits chloroforme et éther de pétrole de C. salviifolius et de l'extrait hexane de S. hispidula ainsi que des huiles essentielles des deux espèces a été analysée avec un chromatographe gazeux de type Shimadzu lié à un d...
	Afin de les rendre compatibles avec l'analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (GC-MS), les extraits chloroforme et éther de pétrole de C. salviifolius ainsi que l'extrait hexane de S. hispidula ont subi une éta...
	La silylation est une étape cruciale de préparation des échantillons pour l'analyse GC-MS, car elle permet de rendre les analytes présents dans les extraits thermostables et volatils, conditions nécessaires à leur séparation et identification par cett...
	La confirmation de l'identité des composés lipophiles a reposé sur une comparaison minutieuse de leurs spectres de masse avec des spectres de référence issus de bibliothèques spécialisées (Wiley, NIST) et de publications scientifiques.
	Pour la quantification des composés lipophiles, une gamme de standards d'étalonnage représentatifs a été employée : l’eicosane, l’acide palmitique, le tétradécanol, le D-(+)-mannose, le mannitol et le cholestanol.
	Pour assurer la précision et la fiabilité des résultats de quantification, la méthode de l’étalonnage interne a été employée pour quantifier les composés identifiés. Cette méthode repose sur l'ajout d'une quantité connue d'un composé de référence, app...
	III.7. Activité antioxydante
	III.7.1. Détermination de l’activité de piégeage de radical DPPH
	Le potentiel antioxydant des extraits des espèces C. salviifolius et S. hispidula a été testé en inhibant le radical DPPH•, comme décrit par Blois, et al. [4]. En bref, 250 µL de solution DPPH (8,66×10−5 M) ont été mélangés à 50 µL de chaque concentra...
	Effet piégeur du DPPH = (Ac − As) /Ac 100 %
	Où l'absorbance du contrôle est représentée par Ac, et l'absorbance de l'échantillon est représentée par As.
	La concentration inhibitrice médiane (IC50) de l'échantillon a été déterminée, puis comparée à celle de l'acide ascorbique utilisé comme étalon de référence.
	III.7.2. Détermination de l’activité de piégeage du radical ABTS
	Le potentiel antioxydant des deux espèces a été également déterminé en utilisant le test de décoloration de l’ABTS décrit par Re, et al. [5]. En bref, 250 µL d'une solution d’ABTS•+ ont été mélangés à un volume de 50 µL de chaque échantillon puis incu...
	Effet piégeur de l’ABTS•+= (Ac-As) /Ac 100%
	Avec Ac l'absorbance du contrôle et As.l'absorbance de l'échantillon.
	La concentration inhibitrice médiane (IC50) de l'échantillon a été déterminée, puis comparée à celle de l'acide ascorbique utilisé comme étalon de référence. (1)
	III.7.3. Dosage du pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP)
	Le potentiel antioxydant des extraits des espèces C. salviifolius et S. hispidula a été également mesuré par le test FRAP selon la technique décrite par Catarino, et al. [6]. Dans un processus colorimétrique lié au rédox, le fer ferrique incolore (Fe3...
	Par la suite, 75 µL du mélange ont été prélevés et déposés dans une plaque à 96 puits. Simultanément, 75 µL d'eau déminéralisée et 15 µL de chlorure de fer à une concentration de 0,1% w/v ont été ajoutés. Suite à la réduction du fer ferrique, une coul...
	III.7.4. Test de la capacité réductricedes ions cuivrique (CUPRAC)
	Où Ac est l'absorbance du contrôle, et As l'absorbance de l'échantillon.
	La concentration inhibitrice médiane (IC50) de l'échantillon a été déterminée, puis comparée à celle de l'acide ascorbique utilisé comme étalon de référence. (2)
	Où l'absorbance du contrôle est représentée par Ac, et l'absorbance de l'échantillon par As.
	La concentration inhibitrice médiane (IC50) de l'échantillon a été déterminée, puis comparée à celle de l'acarbose utilisé comme étalon de référence.
	Où la différence de l'absorbance ente le premier et le deuxième aliquote du contrôle est représentée par Ac, la différence de l'absorbance ente le premier et le deuxième aliquote de l'échantillon est représenté par As.
	La concentration inhibitrice médiane (IC50) de l'échantillon a été déterminée, puis comparée à celle de l'acarbose utilisé comme étalon de référence. (1)
	La concentration inhibitrice médiane (IC50) de l'échantillon a été déterminée, puis comparée à celle du donépézil utilisé comme étalon de référence.
	13. EUCAST (European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing). (2000). Determination of minimum inhibitory concentrations (MICs) of antibacterial agents by agar dilution. Clinical Journal of Microbiology and Infection, 6(1), 9-15.
	14. Rechek, H., Haouat, A., Hamaidia, K., Allal, H., Boudiar, T., Pinto, D. C. G. A., Cardoso, S. M., Bensouici, C., Soltani, N., and Silva, A. M. S. (2021). Chemical composition and antioxidant, anti-inflammatory, and enzyme inhibitory activities of ...
	15. Tagami, T., Yamashita,K., Okuyama, M., Mori, H., Yao, M., and Kimura, A. (2013). Molecular Basis for the Recognition of Long-chain Substrates by Plant α-Glucosidases. J. Biol. Chem. 288, 19296.
	IV.1. L’espèce C. salviifolius
	IV.1.1. Teneur en polyphénols et en flavonoïdes
	Tableau 4. Composition chimique de l'huile essentielle des parties aériennes de C. salviifolius.
	Ces facteurs influencent mutuellement sur la nature des composés et les quantités dans lesquelles ils sont présents, ce qui entraîne une variabilité chimique importante au sein d'une même espèce.
	IV.1.3.2. Composition de l’extrait chloroforme de C. salviifolius par GC-MS
	Les terpènes représentaient 97,8 % du total des molécules identifiés dans l'extrait chloroformique des parties aériennes de C. salviifolius. Le Cycloarténol (pic 13), un triterpénoïdenaturellement présent dans les plantes [42, 43] était le composé lip...
	Acides carboxyliques et Acides gras
	Les acides carboxyliques et les acides grasétaient également détéctés dans l'extrait chloroformique de C. salviifoliuset représentaient 1,2 % du total des composés identifiés, dont l'acide 10,12-docosadiynedioïque (pic 36) était le plus abondant.
	Tableau 5. Composition lipophile del’extrait chloroforme de C. salviifolius (Données exprimées en µg composé/mg d'extrait)
	IV.1.3.3. Composition lipophile de l’extrait éther de pétrole de C. salviifolius par GC-MS
	La GC-MS a permis d’identifier et de quantifier 47 composés dont des acides carboxyliques et des acides gras, des terpènes et des stéroïdes, ainsi que des alcanes (Tableau 6).
	Cinq autres composés (tableau 6) ont été aussi identifiés dans l’extrait éther de pétrole de C. salviifolius, à savoir : la trifluorométhyl-bis (triméthylsilyl) méthyl cétone (44), l'éthanamine (45), le longifolenaldéhyde (46) et le 1-linolénoylglycér...
	Tableau 6. Composition lipophile de l’extrait éther de pétrole de C. salviifolius (Données exprimées en µg composé/mg d'extrait)
	IV.1.4. Activité antioxydante
	(EM) : Extrait méthanolique, (EC) : Extrait chloroformique, (EEP) : Extrait éther de pétrole. Les valeurs IC50 et A0.5 correspondent respectivement à la concentration fournissant un pourcentage d'inhibition de 50 % et à la concentration fournissant un...
	L'extrait méthanolique de C. salviifolius a montré un potentiel antioxydant prometteur dans les tests DPPH et ABTS●+ ainsi que dans les tests du pouvoir réducteur et CUPRAC. Cet extrait s'est avéré posséder une activité de piégeage des radicaux ABTS e...
	Bien que moins éfficaces par rapport à l’extrait méthanolique, les extraits chloroformique et éther de pétrole de C. salviifolius ont dévoilé un bon effet antioxydant dans les tests DPPH et ABTS, avec des IC50 environ neuf à douez fois respectivement ...
	Les extraits chloroformique ont montré des capacités réductrices inférieures en termes de pouvoir réducteur et du test CUPRAC, car leurs valeurs A0.5 étaient 19 à 20 fois plus élevées par rapport à celles de l'étalon de référence BHA (Tableau 7).
	L'activité antioxydante de certains extraits de C. salviifolius a déjà été décrite dans la littérature. Les résultats du testd’ABTS sont cohérents avec les études précédentes sur les espèces Tunisienne [1, 2] et Marocaine [3] de C. salviifolius. Cepen...
	Les activités piégeuses de radicaux libres (RL) observées dans la présente étude indiquent la capacité des extraits à céder des électrons, contribuant ainsi à stabiliser les RL. Cette capacité est importante car l'accumulation excessive de radicaux li...
	IV.1.5. Activité anti-inflammatoire
	La capacité des extraits de C. salviifolius à s'opposer aux événements inflammatoires a été estimée par la méthode de piégeage du NO•. Les résultats présentés en IC50 et sont illustrés dans le tableau 8.
	Tableau 8. Activité de piégeage de NO (IC50, μg/mL) des extraits de C. salviifolius
	(EM) : Extrait méthanolique, (EC) : Extrait chloroformique, (EEP) : Extrait éther de pétrole.
	NO est un médiateur chimique impliqué dans la réponse inflammatoire en tant que vasodilatateur. Comme le montre le tableau 8, l'extrait méthanolique de C. salviifolius (IC50 = 97,33 ± 6,80 μg/mL) a présenté une activité de piégeage du NO plus puissant...
	Des travaux antérieurs de (López-López, G et Al) [47] ont mis en évidence l'activité de capture du radical NO par la quercétine. La présence de cette molécule en quantité importante dans l'extrait méthanolique de C. salviifolius pourrait expliquer l'e...
	IV.1.5. Inhibition des enzymes
	Les propriétés antidiabétiques de l'extrait méthanolique de C. salviifolius ont été déterminées in vitro par inhibition des enzymes digestives α-glucosidase et α-amylase (Tableau 9). L'extrait a dévoilé une forte capacité d'inhibition de l'α-glucosida...
	En revanche, l'activité inhibitrice contre l'α-amylase était faible puisqu'elle ne présente que 39,15% d'inhibition déterminée à la concentration de 2.5 mg/mL de l'extrait. En raison des concentrations très élevées requises pour produire des inhibitio...
	L'α-amylase est une enzyme digestive sécrétée par la salive et le pancréas. L'α-glucosidase est aussi une enzyme digestive intestinale. Ces deux enzymes ont pour role de décomposer les sucres composés en glucose. Ce sucre est ensuite absorbé dans le s...
	L’effet inhibiteur de l'α-glucosidase par l’extrait méthanolique de C. salviifolius pourrait s’expliquer par sa richesse enquercétine présente comme composé majoritaire. Les chercheurs ont rapporté que la quercétine a des effets hypoglycémiants promet...
	La forte activité antibactérienne des extraits de C. salviifolius notamment celle de l’éther de pétrole contre les souches pathogènes sélectionnées pourrait être attribuée à sa richesse en acide kolavenique, un diterpène de clérodane qui possède une a...
	IV.1.7. Activité cytotoxique
	Le pouvoir cytotoxique de l'extrait méthanolique de C. salviifolius a été testé pour la première fois contre des lignées cellulaires humaines de carcinome gastrique (AGS) et de carcinome du poumon (A549).
	D'après nos données, l'extrait méthanolique de C. salviifolius a provoqué une baisse modérée de la viabilité cellulaire comparativement au témoin, comme le montre la figure 12. En effet, cet extrait a engendré une perte de viabilité de 25,95% et de 22...
	Fig. 12. Viabilité des cellules AGS et A549 exposées à l'extrait méthanolique de C. salviifolius (250 µg/mL) ou au milieu (témoin).
	Des chercheurs ont précédemment évalué l'activité cytotoxique des feuilles et des boutons floraux de C. salviifolius Tunisienne contre les lignées cellulaires cancéreuses OVCAR et MCF-7, en utilisant le test MTT. Ces chercheurs ont rapporté que l’extr...
	IV.1.8. Etude docking moléculaire
	Pour les inhibiteurs de la quercétine et de la casticine, les interactions hydrophobes étaient localisées au niveau des résidus Phe601 et Trp329 (Figures14 et 15). (Tagami, T et Al) [58] ont rapporté que Trp329, IL358, Trp432, Phe476 et Phe601 sont si...
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	IV.2. L’espèce S. hispidula


	IV.2.1. Teneur en molécules bioactives
	TP : polyphénols totaux, TF : flavonoïdes totaux, EAG : équivalent d’acide gallique EQ : équivalent de quercétine, EE : extrait éthanolique ; EA : extrait aqueux, EH : extrait hexanique
	La teneur en polyphénol totraux (TP) de l'extrait aqueux de S. hispidula était de 131,24 ± 0,81 mg d’EAG/g d'extrait. Les niveaux de TP étaient nettement supérieurs à ceux de l’extrait éthanolique (85,7 ± 0,46 EAG/g d’extrait). L'extrait hexanique de ...
	Les résultats exposés dans le tableau 12 suggèrent que les extraits de S. hispidula sont une source importante de polyphénols et de flavonoïdes. Il est bien connu que ces composés possèdent des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et antitumo...
	IV.2.2. Caractérisation par UHPLC-DAD-ESI/MS des extraits de S. hispidula
	La teneur phénolique des extraits éthanoliques et aqueux de S. Hispidula a été analysée à l'aide de la technique UHPLC-ESI-MS/MS (Figure 16 et 17). Comme indiqué dans le tableau 13, un total de 29 et 19 composés phénoliques ont été détectés pour la pr...
	Dans l'ensemble, les deux chromatogrammes ont été caractérisés par la présence de plusieurs acides phénoliques et de plusieurs flavonoïdes identifiés sur la base de leurs schémas de fragmentation et des données rapportées dans le tableau 13. L'analyse...
	Temps de rétention (RT), ion pseudomoléculaire ([M-H]-), Extrait éthanolique (EE), Extrait aqueux (EA), non quantifié (NQ), traces (Tr), Acide caféoylquinique (CQA)
	Fig.18. Principaux fragments du 5-O-CQA m/z 353, composé majoritaire des extraits aqueux et éthanolique de S. hispidula
	Fig.19. Principaux fragments du 4,5-O-diCQA m/z 515
	Pics 17 et 20 montrant des schémas de fragmentation similaires avec des ions [M-H]- à m/z 505 et des fragments MS2 à m/z 463 [M-H-42]− et 301 [M-H-162+42]−, en raison de la perte des groupes d'acétyle et d’acétyl-O-glucoside, respectivement. Ces pics ...
	Fig. 20. Principaux fragments du Kaempferol-O-glucoside m/z 447
	Fig.21.Principaux fragments du Quercétine-O-acetyl glucoside m/z 505
	Le pic 21 montrait un ion [M – H]-à m/z 445 et un fragment principal à m/z 269, en raison de la perte d'une unité glycuronyle. Ainsi, ce composé a été attribué à l’apigénine-7-O-glycuronide [9]. Le pic 23 montrant un ion pseudomoléculaire à m/z 359 a ...
	Fig. 22. Fragments principaux de l’acide rosemarinique m/z 359 et de l’Ophiopogonanone m/z 359
	Pic 24 avec un ion pseudomoléculaire [M-H]-à m/z 489 et des fragments MS2 à m/z 327 [M-H-120]− et à m/z 285 [M-H-162+42]−, en raison de la perte de fragments acétyle et acétyl-O-glucoside, respectivement. Ce composé a été attribué à la lutéoline-O-acé...
	Les composés suivants : l’acide 3-O-caffeyolquinique (1), l’acide 5-O-caffeyolquinique (2), l’acide 4-O-caffeyolquinique (3), le kaempférol-O-dihexoside (8), l’apigénine-6,8-di -C-hexoside (11), le kaempférol (6”-acétylglucoside)glucoside (12), la rut...
	Lapériode de la récolte a un impact significatif sur la composition chimique de l’essence. En général, la concentration en huile essentielle est maximale le matin, losque la plante est encore fraîche [23].
	Des études ont également montré que les huiles essentielles des plantes jeunes sont généralement plus riches en composés terpéniques, tandis que celles des plantes matures sont plus riches en composés oxygéné.
	Tableau 14. Composition chimique de l'huile essentielle des parties aériennes de S. hispidula
	Le tableau 15 met en évidence la composition lipophile de l'extrait hexanique de S. hispidula. L'analyse révèle la présence d'une diversité de composés, comprenant des terpènes, des acides gras, des acides carboxyliques et des alcanes.
	Acides carboxyliques et acides gras
	Les acides carboxyliques ainsi que les acides gras étaient les plus abondants dans l’extrait hexanique de S. hispidulaet ont été représentésnotamment par l'acide oléique 1 (21) (179,07±48,48 µg/mg d'extrait), l'acide palmitique (19) (95,15±27,76 µg/mg...
	Terpènes et stéroïdes
	L'extrait hexanique de S. hispidulacontient une variété de terpènes et de stéroïdes, notamment le 3-octène-2-ol (1), l'épiméthendiol (2), le néophytadiène 1 et 2 (3, 4), le phytol (5), la prostaglandine E2 (6), la 17α-hydroxyprégnénolone (7), le 1-hex...
	Alcanes
	L'extrait hexanique de S. hispidula contient également une variété d'alcanes, notamment le 2-méthyltétracosane (28), le pentacosane (29), le dotriacontane (30), l'hexacosane (31), le 2-méthyloctacosane (32), l'hexatriacontane (33), le nonacosane (34),...
	Tableau 15. Composition chimique de l’extrait hexanique de S. hispidula (Données exprimées en µg composé/mg d'extrait)

	IV.2.4. Activité antioxydante
	Les valeurs IC50 et A0,50 correspondent respectivement à la concentration à 50 % d'inhibition et à la concentration à 0,5 absorbance. EE : extrait éthanolique ; EA : extrait aqueux, EH : extrait hexanique
	L’extrait aqueux s’avèrent posséder les activités de piégeage de DPPH et d’ABTS les plus élevées par rapport aux extraits éthanolique et hexanique. Les IC50 du DPPH et de l'ABTS de l'extrait aqueux étaient respectivement de 2,43 ± 0,11 et 2,16 ± 0,1 μ...
	Les résultats de l'activité antioxydante des extraits aqueux et éthanoliques des espèces de S. hispidula pourraient être liés à leur teneur élevée en acides hydroxycinnamiques, puisqu'il a été précédemment rapporté que ces substances présentaient de f...

	Ces résultats suggèrent que les extraits de S. hispidula pourraient être utilisés comme antioxydants ou comme agents protecteurs contre les dommages causés par les RL lesquels sont impliquées dans le développement de nombreuses maladies, notamment le ...
	La comparaison des résultats obtenus avec la littérature n'a pas été possible en raison de l'absence d'informations sur l'activité biologique de S. hispidula dans la littérature scientifique. Ce travail constitue donc la première contribution à l’étud...
	IV.2.5. Activité Anti-inflammatoire
	La capacité de S. hispidula à contrecarrer l’inflammation a été déterminée par la méthode de piégeage du NO•. Les résultats sont exprimés en IC50 et sont présentés dans le tableau 17.
	Tableau 17. Activités de piégeage de NO (IC50, μg/mL) des extraits de S. hispidula
	(EM) : extrait méthanolique, (EC) : extrait chloroformique, (EH) : extrait hexanique

	En effet, la production de monoxyde d'azote (NO•) joue un rôle crucial dans l'inflammation. Les cellules inflammatoires, telles que les neutrophiles et les macrophages, produisent du NO• pour tuer les bactéries et les autres agents pathogènes. Cependa...
	Comme le montre le tableau 17, l'extrait méthanolique de S. hispidula (IC50= 40,87±3,00μg/mL) a présenté une activité de piégeage du NO plus puissante que les extraits aqueux et hexanique. Cette activité s’avère aussi meilleure à celle de l'acide asco...
	Jang et al. [30] ont précédemment rapporté que l'acide 4,5-O-dicaféoylquinique exerce des effets anti-inflammatoires en supprimant l'activation des voies de signalisation du facteur nucléaire κB et de la MAPK in vitro et en réduisant l'œdème induit pa...
	Cependant, des études in vivo sont indispensables pour confirmer les effets des antioxydants issus d'extraits de S. hispidula chez l'homme.
	IV.2.6. Inhibition des enzymes
	En raison des concentrations très élevées requises pour produire des inhibitions plus fortes, il n'a pas été possible de déterminer la valeur IC50. EE : extrait éthanolique ; EA : extrait aqueux.
	Le diabète sucré est une maladie métabolique chronique non transmissible liéé à une hyperglycémie. En 2014, on estimait que 422 millions de sujets étaient atteintes de diabète dans le monde [31]. Ce nombre est en constante augmentation, avec 642 milli...
	L'inhibition de l'activité des enzymes intestinales telles que l'α-amylase et l'α-glucosidase, qui limitent l'absorption du glucose dérivé de l'amidon, fait partie des stratégies actuelles qui se démarquent pour contrôler l'hyperglycémie [33].
	De nombreux médicaments contre le diabète, tels que l'acarbose, le voglibose et le miglitol, agissent comme des antagonistes enzymatiques de l'α-glucosidase, réduisant ainsi l'absorption intestinale du glucose et la glycémie postprandiale. Cependant, ...
	L'analyse statistique réalisée sur les résultats obtenus dans la méthode de test d'inhibition de la ɑ-glucosidase montre qu'il existe des différences significatives (avec p < 0,05) dans les activités inhibitrices de cette enzyme entre les extraits aqu...
	L'extrait aqueux présente la concentration la plus élevée en acide rosmarinique (Tableau 18), ce qui suggère que ce composé pourrait jouer un rôle prépondérant dans l'inhibition de l'enzyme α-glucosidase. En effet, des études ont démontré que l'acide ...
	Nos analyses révèlent que les extraits aqueux et éthanoliques présentaient une capacité d'inhibition de l'enzyme α-glucosidase supérieure à celle de l'α-amylase. Ce comportement est bénéfique car il est connu qu'une forte inhibition de l'enzyme α-gluc...
	Le double potentiel antioxydant et inhibiteur de l’α-glucosidase enregistré pour les deux extraits de S. hispidula suggère que cette plante pourrait être utilisée comme remède naturel pour le contrôle du diabète de type 2 ou comme une excellente sourc...
	Face à l'intrication du stress oxydatif et de l'hyperglycémie dans la pathologie diabétique, une approche thérapeutique ciblant simultanément ces deux désordres s'avère cruciale pour la prise en charge des patients diabétiques.
	IV.2.7. Activité cytotoxique
	Pour la première fois, cette étude a évalué l'activité cytotoxique des extraits éthanol et aqueux de S. hispidula contre les lignées cellulaires humaines de carcinome gastrique AGS et de carcinome du poumon A549.
	Nos résultats démontrent que l'extrait éthanolique de S. hispidula n'exerce aucun effet notable sur la viabilité des cellules AGS ou A549. Néanmoins, une légère diminution de la viabilité cellulaire a été observée, avec une perte d'environ 11,81% pour...
	Fig. 24. Viabilité des cellules AGS et A549 exposées à l’extrait éthanolique de S. hispidula (250 µg/mL) ou au milieu (témoin).
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	Chacun des extraits éthanol et aqueux de S. hispidula ainsi que l’extrait méthanol de C. salviifolius ont été analysés en utilisant un chromatographe liquide analytique (Dionex Co., San Jose, CA) équipé d'un détecteur DAD couplé à un spectromètre de m...
	La méthode des étalons externes qui consite à établir une relation de proportionnalité entre la réponse analytique et la concentration connue des solutions étalons, a été utilisée pour la quantification des composés identifiés dans chaque extrait. Les...
	La comparaison des temps de rétention et des données MS et UV des pics obtenus avec ceux des standards purs a permis de confirmer leur identification. Des données MS et UV issues de la littérature ont été également utilisées pour confirmer l’identific...
	III.6. Analyse de la composition lipophile par GC-MS
	La composition lipophile des extraits chloroforme et éther de pétrole de C. salviifolius et de l'extrait hexane de S. hispidula ainsi que des huiles essentielles des deux espèces a été analysée avec un chromatographe gazeux de type Shimadzu lié à un d...
	Afin de les rendre compatibles avec l'analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (GC-MS), les extraits chloroforme et éther de pétrole de C. salviifolius ainsi que l'extrait hexane de S. hispidula ont subi une éta...
	La silylation est une étape cruciale de préparation des échantillons pour l'analyse GC-MS, car elle permet de rendre les analytes présents dans les extraits thermostables et volatils, conditions nécessaires à leur séparation et identification par cett...
	La confirmation de l'identité des composés lipophiles a reposé sur une comparaison minutieuse de leurs spectres de masse avec des spectres de référence issus de bibliothèques spécialisées (Wiley, NIST) et de publications scientifiques.
	Pour la quantification des composés lipophiles, une gamme de standards d'étalonnage représentatifs a été employée : l’eicosane, l’acide palmitique, le tétradécanol, le D-(+)-mannose, le mannitol et le cholestanol.
	Pour assurer la précision et la fiabilité des résultats de quantification, la méthode de l’étalonnage interne a été employée pour quantifier les composés identifiés. Cette méthode repose sur l'ajout d'une quantité connue d'un composé de référence, app...
	III.7. Activité antioxydante
	III.7.1. Détermination de l’activité de piégeage de radical DPPH
	Le potentiel antioxydant des extraits des espèces C. salviifolius et S. hispidula a été testé en inhibant le radical DPPH•, comme décrit par Blois, et al. [4]. En bref, 250 µL de solution DPPH (8,66×10−5 M) ont été mélangés à 50 µL de chaque concentra...
	Effet piégeur du DPPH = (Ac − As) /Ac 100 %
	Où l'absorbance du contrôle est représentée par Ac, et l'absorbance de l'échantillon est représentée par As.
	La concentration inhibitrice médiane (IC50) de l'échantillon a été déterminée, puis comparée à celle de l'acide ascorbique utilisé comme étalon de référence.
	III.7.2. Détermination de l’activité de piégeage du radical ABTS
	Le potentiel antioxydant des deux espèces a été également déterminé en utilisant le test de décoloration de l’ABTS décrit par Re, et al. [5]. En bref, 250 µL d'une solution d’ABTS•+ ont été mélangés à un volume de 50 µL de chaque échantillon puis incu...
	Effet piégeur de l’ABTS•+= (Ac-As) /Ac 100%
	Avec Ac l'absorbance du contrôle et As.l'absorbance de l'échantillon.
	La concentration inhibitrice médiane (IC50) de l'échantillon a été déterminée, puis comparée à celle de l'acide ascorbique utilisé comme étalon de référence.
	III.7.3. Dosage du pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP)
	Le potentiel antioxydant des extraits des espèces C. salviifolius et S. hispidula a été également mesuré par le test FRAP selon la technique décrite par Catarino, et al. [6]. Dans un processus colorimétrique lié au rédox, le fer ferrique incolore (Fe3...
	Par la suite, 75 µL du mélange ont été prélevés et déposés dans une plaque à 96 puits. Simultanément, 75 µL d'eau déminéralisée et 15 µL de chlorure de fer à une concentration de 0,1% w/v ont été ajoutés. Suite à la réduction du fer ferrique, une coul...
	III.7.4. Test de la capacité réductricedes ions cuivrique (CUPRAC)
	Où Ac est l'absorbance du contrôle, et As l'absorbance de l'échantillon.
	La concentration inhibitrice médiane (IC50) de l'échantillon a été déterminée, puis comparée à celle de l'acide ascorbique utilisé comme étalon de référence.
	Où l'absorbance du contrôle est représentée par Ac, et l'absorbance de l'échantillon par As.
	La concentration inhibitrice médiane (IC50) de l'échantillon a été déterminée, puis comparée à celle de l'acarbose utilisé comme étalon de référence.
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	D'après nos données, l'extrait méthanolique de C. salviifolius a provoqué une baisse modérée de la viabilité cellulaire comparativement au témoin, comme le montre la figure 12. En effet, cet extrait a engendré une perte de viabilité de 25,95% et de 22...
	Fig. 12. Viabilité des cellules AGS et A549 exposées à l'extrait méthanolique de C. salviifolius (250 µg/mL) ou au milieu (témoin).
	Des chercheurs ont précédemment évalué l'activité cytotoxique des feuilles et des boutons floraux de C. salviifolius Tunisienne contre les lignées cellulaires cancéreuses OVCAR et MCF-7, en utilisant le test MTT. Ces chercheurs ont rapporté que l’extr...
	IV.1.8. Etude docking moléculaire
	Pour les inhibiteurs de la quercétine et de la casticine, les interactions hydrophobes étaient localisées au niveau des résidus Phe601 et Trp329 (Figures14 et 15). (Tagami, T et Al) [58] ont rapporté que Trp329, IL358, Trp432, Phe476 et Phe601 sont si...
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	IV.2. L’espèce S. hispidula


	IV.2.1. Teneur en molécules bioactives
	TP : polyphénols totaux, TF : flavonoïdes totaux, EAG : équivalent d’acide gallique EQ : équivalent de quercétine, EE : extrait éthanolique ; EA : extrait aqueux, EH : extrait hexanique
	La teneur en polyphénol totraux (TP) de l'extrait aqueux de S. hispidula était de 131,24 ± 0,81 mg d’EAG/g d'extrait. Les niveaux de TP étaient nettement supérieurs à ceux de l’extrait éthanolique (85,7 ± 0,46 EAG/g d’extrait). L'extrait hexanique de ...
	Les résultats exposés dans le tableau 12 suggèrent que les extraits de S. hispidula sont une source importante de polyphénols et de flavonoïdes. Il est bien connu que ces composés possèdent des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et antitumo...
	IV.2.2. Caractérisation par UHPLC-DAD-ESI/MS des extraits de S. hispidula
	La teneur phénolique des extraits éthanoliques et aqueux de S. Hispidula a été analysée à l'aide de la technique UHPLC-ESI-MS/MS (Figure 16 et 17). Comme indiqué dans le tableau 13, un total de 29 et 19 composés phénoliques ont été détectés pour la pr...
	Dans l'ensemble, les deux chromatogrammes ont été caractérisés par la présence de plusieurs acides phénoliques et de plusieurs flavonoïdes identifiés sur la base de leurs schémas de fragmentation et des données rapportées dans le tableau 13. L'analyse...
	Temps de rétention (RT), ion pseudomoléculaire ([M-H]-), Extrait éthanolique (EE), Extrait aqueux (EA), non quantifié (NQ), traces (Tr), Acide caféoylquinique (CQA)
	Fig.18. Principaux fragments du 5-O-CQA m/z 353, composé majoritaire des extraits aqueux et éthanolique de S. hispidula
	Fig.19. Principaux fragments du 4,5-O-diCQA m/z 515
	Pics 17 et 20 montrant des schémas de fragmentation similaires avec des ions [M-H]- à m/z 505 et des fragments MS2 à m/z 463 [M-H-42]− et 301 [M-H-162+42]−, en raison de la perte des groupes d'acétyle et d’acétyl-O-glucoside, respectivement. Ces pics ...
	Fig. 20. Principaux fragments du Kaempferol-O-glucoside m/z 447
	Fig.21.Principaux fragments du Quercétine-O-acetyl glucoside m/z 505
	Le pic 21 montrait un ion [M – H]-à m/z 445 et un fragment principal à m/z 269, en raison de la perte d'une unité glycuronyle. Ainsi, ce composé a été attribué à l’apigénine-7-O-glycuronide [9]. Le pic 23 montrant un ion pseudomoléculaire à m/z 359 a ...
	Fig. 22. Fragments principaux de l’acide rosemarinique m/z 359 et de l’Ophiopogonanone m/z 359
	Pic 24 avec un ion pseudomoléculaire [M-H]-à m/z 489 et des fragments MS2 à m/z 327 [M-H-120]− et à m/z 285 [M-H-162+42]−, en raison de la perte de fragments acétyle et acétyl-O-glucoside, respectivement. Ce composé a été attribué à la lutéoline-O-acé...
	Les composés suivants : l’acide 3-O-caffeyolquinique (1), l’acide 5-O-caffeyolquinique (2), l’acide 4-O-caffeyolquinique (3), le kaempférol-O-dihexoside (8), l’apigénine-6,8-di -C-hexoside (11), le kaempférol (6”-acétylglucoside)glucoside (12), la rut...
	Lapériode de la récolte a un impact significatif sur la composition chimique de l’essence. En général, la concentration en huile essentielle est maximale le matin, losque la plante est encore fraîche [23].
	Des études ont également montré que les huiles essentielles des plantes jeunes sont généralement plus riches en composés terpéniques, tandis que celles des plantes matures sont plus riches en composés oxygéné.
	Tableau 14. Composition chimique de l'huile essentielle des parties aériennes de S. hispidula
	Le tableau 15 met en évidence la composition lipophile de l'extrait hexanique de S. hispidula. L'analyse révèle la présence d'une diversité de composés, comprenant des terpènes, des acides gras, des acides carboxyliques et des alcanes.
	Acides carboxyliques et acides gras
	Les acides carboxyliques ainsi que les acides gras étaient les plus abondants dans l’extrait hexanique de S. hispidulaet ont été représentésnotamment par l'acide oléique 1 (21) (179,07±48,48 µg/mg d'extrait), l'acide palmitique (19) (95,15±27,76 µg/mg...
	Terpènes et stéroïdes
	L'extrait hexanique de S. hispidulacontient une variété de terpènes et de stéroïdes, notamment le 3-octène-2-ol (1), l'épiméthendiol (2), le néophytadiène 1 et 2 (3, 4), le phytol (5), la prostaglandine E2 (6), la 17α-hydroxyprégnénolone (7), le 1-hex...
	Alcanes
	L'extrait hexanique de S. hispidula contient également une variété d'alcanes, notamment le 2-méthyltétracosane (28), le pentacosane (29), le dotriacontane (30), l'hexacosane (31), le 2-méthyloctacosane (32), l'hexatriacontane (33), le nonacosane (34),...
	Tableau 15. Composition chimique de l’extrait hexanique de S. hispidula (Données exprimées en µg composé/mg d'extrait)

	IV.2.4. Activité antioxydante
	Les valeurs IC50 et A0,50 correspondent respectivement à la concentration à 50 % d'inhibition et à la concentration à 0,5 absorbance. EE : extrait éthanolique ; EA : extrait aqueux, EH : extrait hexanique
	L’extrait aqueux s’avèrent posséder les activités de piégeage de DPPH et d’ABTS les plus élevées par rapport aux extraits éthanolique et hexanique. Les IC50 du DPPH et de l'ABTS de l'extrait aqueux étaient respectivement de 2,43 ± 0,11 et 2,16 ± 0,1 μ...
	Les résultats de l'activité antioxydante des extraits aqueux et éthanoliques des espèces de S. hispidula pourraient être liés à leur teneur élevée en acides hydroxycinnamiques, puisqu'il a été précédemment rapporté que ces substances présentaient de f...

	Ces résultats suggèrent que les extraits de S. hispidula pourraient être utilisés comme antioxydants ou comme agents protecteurs contre les dommages causés par les RL lesquels sont impliquées dans le développement de nombreuses maladies, notamment le ...
	La comparaison des résultats obtenus avec la littérature n'a pas été possible en raison de l'absence d'informations sur l'activité biologique de S. hispidula dans la littérature scientifique. Ce travail constitue donc la première contribution à l’étud...
	IV.2.5. Activité Anti-inflammatoire
	La capacité de S. hispidula à contrecarrer l’inflammation a été déterminée par la méthode de piégeage du NO•. Les résultats sont exprimés en IC50 et sont présentés dans le tableau 17.
	Tableau 17. Activités de piégeage de NO (IC50, μg/mL) des extraits de S. hispidula
	(EM) : extrait méthanolique, (EC) : extrait chloroformique, (EH) : extrait hexanique

	En effet, la production de monoxyde d'azote (NO•) joue un rôle crucial dans l'inflammation. Les cellules inflammatoires, telles que les neutrophiles et les macrophages, produisent du NO• pour tuer les bactéries et les autres agents pathogènes. Cependa...
	Comme le montre le tableau 17, l'extrait méthanolique de S. hispidula (IC50= 40,87±3,00μg/mL) a présenté une activité de piégeage du NO plus puissante que les extraits aqueux et hexanique. Cette activité s’avère aussi meilleure à celle de l'acide asco...
	Jang et al. [30] ont précédemment rapporté que l'acide 4,5-O-dicaféoylquinique exerce des effets anti-inflammatoires en supprimant l'activation des voies de signalisation du facteur nucléaire κB et de la MAPK in vitro et en réduisant l'œdème induit pa...
	Cependant, des études in vivo sont indispensables pour confirmer les effets des antioxydants issus d'extraits de S. hispidula chez l'homme.
	IV.2.6. Inhibition des enzymes
	En raison des concentrations très élevées requises pour produire des inhibitions plus fortes, il n'a pas été possible de déterminer la valeur IC50. EE : extrait éthanolique ; EA : extrait aqueux.
	Le diabète sucré est une maladie métabolique chronique non transmissible liéé à une hyperglycémie. En 2014, on estimait que 422 millions de sujets étaient atteintes de diabète dans le monde [31]. Ce nombre est en constante augmentation, avec 642 milli...
	L'inhibition de l'activité des enzymes intestinales telles que l'α-amylase et l'α-glucosidase, qui limitent l'absorption du glucose dérivé de l'amidon, fait partie des stratégies actuelles qui se démarquent pour contrôler l'hyperglycémie [33].
	De nombreux médicaments contre le diabète, tels que l'acarbose, le voglibose et le miglitol, agissent comme des antagonistes enzymatiques de l'α-glucosidase, réduisant ainsi l'absorption intestinale du glucose et la glycémie postprandiale. Cependant, ...
	L'analyse statistique réalisée sur les résultats obtenus dans la méthode de test d'inhibition de la ɑ-glucosidase montre qu'il existe des différences significatives (avec p < 0,05) dans les activités inhibitrices de cette enzyme entre les extraits aqu...
	L'extrait aqueux présente la concentration la plus élevée en acide rosmarinique (Tableau 18), ce qui suggère que ce composé pourrait jouer un rôle prépondérant dans l'inhibition de l'enzyme α-glucosidase. En effet, des études ont démontré que l'acide ...
	Nos analyses révèlent que les extraits aqueux et éthanoliques présentaient une capacité d'inhibition de l'enzyme α-glucosidase supérieure à celle de l'α-amylase. Ce comportement est bénéfique car il est connu qu'une forte inhibition de l'enzyme α-gluc...
	Le double potentiel antioxydant et inhibiteur de l’α-glucosidase enregistré pour les deux extraits de S. hispidula suggère que cette plante pourrait être utilisée comme remède naturel pour le contrôle du diabète de type 2 ou comme une excellente sourc...
	Face à l'intrication du stress oxydatif et de l'hyperglycémie dans la pathologie diabétique, une approche thérapeutique ciblant simultanément ces deux désordres s'avère cruciale pour la prise en charge des patients diabétiques.
	IV.2.7. Activité cytotoxique
	Pour la première fois, cette étude a évalué l'activité cytotoxique des extraits éthanol et aqueux de S. hispidula contre les lignées cellulaires humaines de carcinome gastrique AGS et de carcinome du poumon A549.
	Nos résultats démontrent que l'extrait éthanolique de S. hispidula n'exerce aucun effet notable sur la viabilité des cellules AGS ou A549. Néanmoins, une légère diminution de la viabilité cellulaire a été observée, avec une perte d'environ 11,81% pour...
	Fig. 24. Viabilité des cellules AGS et A549 exposées à l’extrait éthanolique de S. hispidula (250 µg/mL) ou au milieu (témoin).
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	Chacun des extraits éthanol et aqueux de S. hispidula ainsi que l’extrait méthanol de C. salviifolius ont été analysés en utilisant un chromatographe liquide analytique (Dionex Co., San Jose, CA) équipé d'un détecteur DAD couplé à un spectromètre de m...
	La méthode des étalons externes qui consite à établir une relation de proportionnalité entre la réponse analytique et la concentration connue des solutions étalons, a été utilisée pour la quantification des composés identifiés dans chaque extrait. Les...
	La comparaison des temps de rétention et des données MS et UV des pics obtenus avec ceux des standards purs a permis de confirmer leur identification. Des données MS et UV issues de la littérature ont été également utilisées pour confirmer l’identific...
	III.6. Analyse de la composition lipophile par GC-MS
	La composition lipophile des extraits chloroforme et éther de pétrole de C. salviifolius et de l'extrait hexane de S. hispidula ainsi que des huiles essentielles des deux espèces a été analysée avec un chromatographe gazeux de type Shimadzu lié à un d...
	Afin de les rendre compatibles avec l'analyse par chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse (GC-MS), les extraits chloroforme et éther de pétrole de C. salviifolius ainsi que l'extrait hexane de S. hispidula ont subi une éta...
	La silylation est une étape cruciale de préparation des échantillons pour l'analyse GC-MS, car elle permet de rendre les analytes présents dans les extraits thermostables et volatils, conditions nécessaires à leur séparation et identification par cett...
	La confirmation de l'identité des composés lipophiles a reposé sur une comparaison minutieuse de leurs spectres de masse avec des spectres de référence issus de bibliothèques spécialisées (Wiley, NIST) et de publications scientifiques.
	Pour la quantification des composés lipophiles, une gamme de standards d'étalonnage représentatifs a été employée : l’eicosane, l’acide palmitique, le tétradécanol, le D-(+)-mannose, le mannitol et le cholestanol.
	Pour assurer la précision et la fiabilité des résultats de quantification, la méthode de l’étalonnage interne a été employée pour quantifier les composés identifiés. Cette méthode repose sur l'ajout d'une quantité connue d'un composé de référence, app...
	III.7. Activité antioxydante
	III.7.1. Détermination de l’activité de piégeage de radical DPPH
	Le potentiel antioxydant des extraits des espèces C. salviifolius et S. hispidula a été testé en inhibant le radical DPPH•, comme décrit par Blois, et al. [4]. En bref, 250 µL de solution DPPH (8,66×10−5 M) ont été mélangés à 50 µL de chaque concentra...
	Effet piégeur du DPPH = (Ac − As) /Ac 100 %
	Où l'absorbance du contrôle est représentée par Ac, et l'absorbance de l'échantillon est représentée par As.
	La concentration inhibitrice médiane (IC50) de l'échantillon a été déterminée, puis comparée à celle de l'acide ascorbique utilisé comme étalon de référence.
	III.7.2. Détermination de l’activité de piégeage du radical ABTS
	Le potentiel antioxydant des deux espèces a été également déterminé en utilisant le test de décoloration de l’ABTS décrit par Re, et al. [5]. En bref, 250 µL d'une solution d’ABTS•+ ont été mélangés à un volume de 50 µL de chaque échantillon puis incu...
	Effet piégeur de l’ABTS•+= (Ac-As) /Ac 100%
	Avec Ac l'absorbance du contrôle et As.l'absorbance de l'échantillon.
	La concentration inhibitrice médiane (IC50) de l'échantillon a été déterminée, puis comparée à celle de l'acide ascorbique utilisé comme étalon de référence.
	III.7.3. Dosage du pouvoir antioxydant réducteur ferrique (FRAP)
	Le potentiel antioxydant des extraits des espèces C. salviifolius et S. hispidula a été également mesuré par le test FRAP selon la technique décrite par Catarino, et al. [6]. Dans un processus colorimétrique lié au rédox, le fer ferrique incolore (Fe3...
	Par la suite, 75 µL du mélange ont été prélevés et déposés dans une plaque à 96 puits. Simultanément, 75 µL d'eau déminéralisée et 15 µL de chlorure de fer à une concentration de 0,1% w/v ont été ajoutés. Suite à la réduction du fer ferrique, une coul...
	III.7.4. Test de la capacité réductricedes ions cuivrique (CUPRAC)
	Où Ac est l'absorbance du contrôle, et As l'absorbance de l'échantillon.
	La concentration inhibitrice médiane (IC50) de l'échantillon a été déterminée, puis comparée à celle de l'acide ascorbique utilisé comme étalon de référence.
	Où l'absorbance du contrôle est représentée par Ac, et l'absorbance de l'échantillon par As.
	La concentration inhibitrice médiane (IC50) de l'échantillon a été déterminée, puis comparée à celle de l'acarbose utilisé comme étalon de référence.
	Où la différence de l'absorbance ente le premier et le deuxième aliquote du contrôle est représentée par Ac, la différence de l'absorbance ente le premier et le deuxième aliquote de l'échantillon est représenté par As.
	La concentration inhibitrice médiane (IC50) de l'échantillon a été déterminée, puis comparée à celle de l'acarbose utilisé comme étalon de référence.
	La concentration inhibitrice médiane (IC50) de l'échantillon a été déterminée, puis comparée à celle du donépézil utilisé comme étalon de référence.
	13. EUCAST (European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing). (2000). Determination of minimum inhibitory concentrations (MICs) of antibacterial agents by agar dilution. Clinical Journal of Microbiology and Infection, 6(1), 9-15.
	14. Rechek, H., Haouat, A., Hamaidia, K., Allal, H., Boudiar, T., Pinto, D. C. G. A., Cardoso, S. M., Bensouici, C., Soltani, N., and Silva, A. M. S. (2021). Chemical composition and antioxidant, anti-inflammatory, and enzyme inhibitory activities of ...
	15. Tagami, T., Yamashita,K., Okuyama, M., Mori, H., Yao, M., and Kimura, A. (2013). Molecular Basis for the Recognition of Long-chain Substrates by Plant α-Glucosidases. J. Biol. Chem. 288, 19296.
	IV.1. L’espèce C. salviifolius
	IV.1.1. Teneur en polyphénols et en flavonoïdes
	Tableau 4. Composition chimique de l'huile essentielle des parties aériennes de C. salviifolius.
	Ces facteurs influencent mutuellement sur la nature des composés et les quantités dans lesquelles ils sont présents, ce qui entraîne une variabilité chimique importante au sein d'une même espèce.
	IV.1.3.2. Composition de l’extrait chloroforme de C. salviifolius par GC-MS
	Les terpènes représentaient 97,8 % du total des molécules identifiés dans l'extrait chloroformique des parties aériennes de C. salviifolius. Le Cycloarténol (pic 13), un triterpénoïdenaturellement présent dans les plantes [42, 43] était le composé lip...
	Acides carboxyliques et Acides gras
	Les acides carboxyliques et les acides grasétaient également détéctés dans l'extrait chloroformique de C. salviifoliuset représentaient 1,2 % du total des composés identifiés, dont l'acide 10,12-docosadiynedioïque (pic 36) était le plus abondant.
	Tableau 5. Composition lipophile del’extrait chloroforme de C. salviifolius (Données exprimées en µg composé/mg d'extrait)
	IV.1.3.3. Composition lipophile de l’extrait éther de pétrole de C. salviifolius par GC-MS
	La GC-MS a permis d’identifier et de quantifier 47 composés dont des acides carboxyliques et des acides gras, des terpènes et des stéroïdes, ainsi que des alcanes (Tableau 6).
	Cinq autres composés (tableau 6) ont été aussi identifiés dans l’extrait éther de pétrole de C. salviifolius, à savoir : la trifluorométhyl-bis (triméthylsilyl) méthyl cétone (44), l'éthanamine (45), le longifolenaldéhyde (46) et le 1-linolénoylglycér...
	Tableau 6. Composition lipophile de l’extrait éther de pétrole de C. salviifolius (Données exprimées en µg composé/mg d'extrait)
	IV.1.4. Activité antioxydante
	(EM) : Extrait méthanolique, (EC) : Extrait chloroformique, (EEP) : Extrait éther de pétrole. Les valeurs IC50 et A0.5 correspondent respectivement à la concentration fournissant un pourcentage d'inhibition de 50 % et à la concentration fournissant un...
	L'extrait méthanolique de C. salviifolius a montré un potentiel antioxydant prometteur dans les tests DPPH et ABTS●+ ainsi que dans les tests du pouvoir réducteur et CUPRAC. Cet extrait s'est avéré posséder une activité de piégeage des radicaux ABTS e...
	Bien que moins éfficaces par rapport à l’extrait méthanolique, les extraits chloroformique et éther de pétrole de C. salviifolius ont dévoilé un bon effet antioxydant dans les tests DPPH et ABTS, avec des IC50 environ neuf à douez fois respectivement ...
	Les extraits chloroformique ont montré des capacités réductrices inférieures en termes de pouvoir réducteur et du test CUPRAC, car leurs valeurs A0.5 étaient 19 à 20 fois plus élevées par rapport à celles de l'étalon de référence BHA (Tableau 7).
	L'activité antioxydante de certains extraits de C. salviifolius a déjà été décrite dans la littérature. Les résultats du testd’ABTS sont cohérents avec les études précédentes sur les espèces Tunisienne [1, 2] et Marocaine [3] de C. salviifolius. Cepen...
	Les activités piégeuses de radicaux libres (RL) observées dans la présente étude indiquent la capacité des extraits à céder des électrons, contribuant ainsi à stabiliser les RL. Cette capacité est importante car l'accumulation excessive de radicaux li...
	IV.1.5. Activité anti-inflammatoire
	La capacité des extraits de C. salviifolius à s'opposer aux événements inflammatoires a été estimée par la méthode de piégeage du NO•. Les résultats présentés en IC50 et sont illustrés dans le tableau 8.
	Tableau 8. Activité de piégeage de NO (IC50, μg/mL) des extraits de C. salviifolius
	(EM) : Extrait méthanolique, (EC) : Extrait chloroformique, (EEP) : Extrait éther de pétrole.
	NO est un médiateur chimique impliqué dans la réponse inflammatoire en tant que vasodilatateur. Comme le montre le tableau 8, l'extrait méthanolique de C. salviifolius (IC50 = 97,33 ± 6,80 μg/mL) a présenté une activité de piégeage du NO plus puissant...
	Des travaux antérieurs de (López-López, G et Al) [47] ont mis en évidence l'activité de capture du radical NO par la quercétine. La présence de cette molécule en quantité importante dans l'extrait méthanolique de C. salviifolius pourrait expliquer l'e...
	IV.1.5. Inhibition des enzymes
	Les propriétés antidiabétiques de l'extrait méthanolique de C. salviifolius ont été déterminées in vitro par inhibition des enzymes digestives α-glucosidase et α-amylase (Tableau 9). L'extrait a dévoilé une forte capacité d'inhibition de l'α-glucosida...
	En revanche, l'activité inhibitrice contre l'α-amylase était faible puisqu'elle ne présente que 39,15% d'inhibition déterminée à la concentration de 2.5 mg/mL de l'extrait. En raison des concentrations très élevées requises pour produire des inhibitio...
	L'α-amylase est une enzyme digestive sécrétée par la salive et le pancréas. L'α-glucosidase est aussi une enzyme digestive intestinale. Ces deux enzymes ont pour role de décomposer les sucres composés en glucose. Ce sucre est ensuite absorbé dans le s...
	L’effet inhibiteur de l'α-glucosidase par l’extrait méthanolique de C. salviifolius pourrait s’expliquer par sa richesse enquercétine présente comme composé majoritaire. Les chercheurs ont rapporté que la quercétine a des effets hypoglycémiants promet...
	La forte activité antibactérienne des extraits de C. salviifolius notamment celle de l’éther de pétrole contre les souches pathogènes sélectionnées pourrait être attribuée à sa richesse en acide kolavenique, un diterpène de clérodane qui possède une a...
	IV.1.7. Activité cytotoxique
	Le pouvoir cytotoxique de l'extrait méthanolique de C. salviifolius a été testé pour la première fois contre des lignées cellulaires humaines de carcinome gastrique (AGS) et de carcinome du poumon (A549).
	D'après nos données, l'extrait méthanolique de C. salviifolius a provoqué une baisse modérée de la viabilité cellulaire comparativement au témoin, comme le montre la figure 12. En effet, cet extrait a engendré une perte de viabilité de 25,95% et de 22...
	Fig. 12. Viabilité des cellules AGS et A549 exposées à l'extrait méthanolique de C. salviifolius (250 µg/mL) ou au milieu (témoin).
	Des chercheurs ont précédemment évalué l'activité cytotoxique des feuilles et des boutons floraux de C. salviifolius Tunisienne contre les lignées cellulaires cancéreuses OVCAR et MCF-7, en utilisant le test MTT. Ces chercheurs ont rapporté que l’extr...
	IV.1.8. Etude docking moléculaire
	Pour les inhibiteurs de la quercétine et de la casticine, les interactions hydrophobes étaient localisées au niveau des résidus Phe601 et Trp329 (Figures14 et 15). (Tagami, T et Al) [58] ont rapporté que Trp329, IL358, Trp432, Phe476 et Phe601 sont si...
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	IV.2. L’espèce S. hispidula


	IV.2.1. Teneur en molécules bioactives
	TP : polyphénols totaux, TF : flavonoïdes totaux, EAG : équivalent d’acide gallique EQ : équivalent de quercétine, EE : extrait éthanolique ; EA : extrait aqueux, EH : extrait hexanique
	La teneur en polyphénol totraux (TP) de l'extrait aqueux de S. hispidula était de 131,24 ± 0,81 mg d’EAG/g d'extrait. Les niveaux de TP étaient nettement supérieurs à ceux de l’extrait éthanolique (85,7 ± 0,46 EAG/g d’extrait). L'extrait hexanique de ...
	Les résultats exposés dans le tableau 12 suggèrent que les extraits de S. hispidula sont une source importante de polyphénols et de flavonoïdes. Il est bien connu que ces composés possèdent des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et antitumo...
	IV.2.2. Caractérisation par UHPLC-DAD-ESI/MS des extraits de S. hispidula
	La teneur phénolique des extraits éthanoliques et aqueux de S. Hispidula a été analysée à l'aide de la technique UHPLC-ESI-MS/MS (Figure 16 et 17). Comme indiqué dans le tableau 13, un total de 29 et 19 composés phénoliques ont été détectés pour la pr...
	Dans l'ensemble, les deux chromatogrammes ont été caractérisés par la présence de plusieurs acides phénoliques et de plusieurs flavonoïdes identifiés sur la base de leurs schémas de fragmentation et des données rapportées dans le tableau 13. L'analyse...
	Temps de rétention (RT), ion pseudomoléculaire ([M-H]-), Extrait éthanolique (EE), Extrait aqueux (EA), non quantifié (NQ), traces (Tr), Acide caféoylquinique (CQA)
	Fig.18. Principaux fragments du 5-O-CQA m/z 353, composé majoritaire des extraits aqueux et éthanolique de S. hispidula
	Fig.19. Principaux fragments du 4,5-O-diCQA m/z 515
	Pics 17 et 20 montrant des schémas de fragmentation similaires avec des ions [M-H]- à m/z 505 et des fragments MS2 à m/z 463 [M-H-42]− et 301 [M-H-162+42]−, en raison de la perte des groupes d'acétyle et d’acétyl-O-glucoside, respectivement. Ces pics ...
	Fig. 20. Principaux fragments du Kaempferol-O-glucoside m/z 447
	Fig.21.Principaux fragments du Quercétine-O-acetyl glucoside m/z 505
	Le pic 21 montrait un ion [M – H]-à m/z 445 et un fragment principal à m/z 269, en raison de la perte d'une unité glycuronyle. Ainsi, ce composé a été attribué à l’apigénine-7-O-glycuronide [9]. Le pic 23 montrant un ion pseudomoléculaire à m/z 359 a ...
	Fig. 22. Fragments principaux de l’acide rosemarinique m/z 359 et de l’Ophiopogonanone m/z 359
	Pic 24 avec un ion pseudomoléculaire [M-H]-à m/z 489 et des fragments MS2 à m/z 327 [M-H-120]− et à m/z 285 [M-H-162+42]−, en raison de la perte de fragments acétyle et acétyl-O-glucoside, respectivement. Ce composé a été attribué à la lutéoline-O-acé...
	Les composés suivants : l’acide 3-O-caffeyolquinique (1), l’acide 5-O-caffeyolquinique (2), l’acide 4-O-caffeyolquinique (3), le kaempférol-O-dihexoside (8), l’apigénine-6,8-di -C-hexoside (11), le kaempférol (6”-acétylglucoside)glucoside (12), la rut...
	Lapériode de la récolte a un impact significatif sur la composition chimique de l’essence. En général, la concentration en huile essentielle est maximale le matin, losque la plante est encore fraîche [23].
	Des études ont également montré que les huiles essentielles des plantes jeunes sont généralement plus riches en composés terpéniques, tandis que celles des plantes matures sont plus riches en composés oxygéné.
	Tableau 14. Composition chimique de l'huile essentielle des parties aériennes de S. hispidula
	Le tableau 15 met en évidence la composition lipophile de l'extrait hexanique de S. hispidula. L'analyse révèle la présence d'une diversité de composés, comprenant des terpènes, des acides gras, des acides carboxyliques et des alcanes.
	Acides carboxyliques et acides gras
	Les acides carboxyliques ainsi que les acides gras étaient les plus abondants dans l’extrait hexanique de S. hispidulaet ont été représentésnotamment par l'acide oléique 1 (21) (179,07±48,48 µg/mg d'extrait), l'acide palmitique (19) (95,15±27,76 µg/mg...
	Terpènes et stéroïdes
	L'extrait hexanique de S. hispidulacontient une variété de terpènes et de stéroïdes, notamment le 3-octène-2-ol (1), l'épiméthendiol (2), le néophytadiène 1 et 2 (3, 4), le phytol (5), la prostaglandine E2 (6), la 17α-hydroxyprégnénolone (7), le 1-hex...
	Alcanes
	L'extrait hexanique de S. hispidula contient également une variété d'alcanes, notamment le 2-méthyltétracosane (28), le pentacosane (29), le dotriacontane (30), l'hexacosane (31), le 2-méthyloctacosane (32), l'hexatriacontane (33), le nonacosane (34),...
	Tableau 15. Composition chimique de l’extrait hexanique de S. hispidula (Données exprimées en µg composé/mg d'extrait)

	IV.2.4. Activité antioxydante
	Les valeurs IC50 et A0,50 correspondent respectivement à la concentration à 50 % d'inhibition et à la concentration à 0,5 absorbance. EE : extrait éthanolique ; EA : extrait aqueux, EH : extrait hexanique
	L’extrait aqueux s’avèrent posséder les activités de piégeage de DPPH et d’ABTS les plus élevées par rapport aux extraits éthanolique et hexanique. Les IC50 du DPPH et de l'ABTS de l'extrait aqueux étaient respectivement de 2,43 ± 0,11 et 2,16 ± 0,1 μ...
	Les résultats de l'activité antioxydante des extraits aqueux et éthanoliques des espèces de S. hispidula pourraient être liés à leur teneur élevée en acides hydroxycinnamiques, puisqu'il a été précédemment rapporté que ces substances présentaient de f...

	Ces résultats suggèrent que les extraits de S. hispidula pourraient être utilisés comme antioxydants ou comme agents protecteurs contre les dommages causés par les RL lesquels sont impliquées dans le développement de nombreuses maladies, notamment le ...
	La comparaison des résultats obtenus avec la littérature n'a pas été possible en raison de l'absence d'informations sur l'activité biologique de S. hispidula dans la littérature scientifique. Ce travail constitue donc la première contribution à l’étud...
	IV.2.5. Activité Anti-inflammatoire
	La capacité de S. hispidula à contrecarrer l’inflammation a été déterminée par la méthode de piégeage du NO•. Les résultats sont exprimés en IC50 et sont présentés dans le tableau 17.
	Tableau 17. Activités de piégeage de NO (IC50, μg/mL) des extraits de S. hispidula
	(EM) : extrait méthanolique, (EC) : extrait chloroformique, (EH) : extrait hexanique

	En effet, la production de monoxyde d'azote (NO•) joue un rôle crucial dans l'inflammation. Les cellules inflammatoires, telles que les neutrophiles et les macrophages, produisent du NO• pour tuer les bactéries et les autres agents pathogènes. Cependa...
	Comme le montre le tableau 17, l'extrait méthanolique de S. hispidula (IC50= 40,87±3,00μg/mL) a présenté une activité de piégeage du NO plus puissante que les extraits aqueux et hexanique. Cette activité s’avère aussi meilleure à celle de l'acide asco...
	Jang et al. [30] ont précédemment rapporté que l'acide 4,5-O-dicaféoylquinique exerce des effets anti-inflammatoires en supprimant l'activation des voies de signalisation du facteur nucléaire κB et de la MAPK in vitro et en réduisant l'œdème induit pa...
	Cependant, des études in vivo sont indispensables pour confirmer les effets des antioxydants issus d'extraits de S. hispidula chez l'homme.
	IV.2.6. Inhibition des enzymes
	En raison des concentrations très élevées requises pour produire des inhibitions plus fortes, il n'a pas été possible de déterminer la valeur IC50. EE : extrait éthanolique ; EA : extrait aqueux.
	Le diabète sucré est une maladie métabolique chronique non transmissible liéé à une hyperglycémie. En 2014, on estimait que 422 millions de sujets étaient atteintes de diabète dans le monde [31]. Ce nombre est en constante augmentation, avec 642 milli...
	L'inhibition de l'activité des enzymes intestinales telles que l'α-amylase et l'α-glucosidase, qui limitent l'absorption du glucose dérivé de l'amidon, fait partie des stratégies actuelles qui se démarquent pour contrôler l'hyperglycémie [33].
	De nombreux médicaments contre le diabète, tels que l'acarbose, le voglibose et le miglitol, agissent comme des antagonistes enzymatiques de l'α-glucosidase, réduisant ainsi l'absorption intestinale du glucose et la glycémie postprandiale. Cependant, ...
	L'analyse statistique réalisée sur les résultats obtenus dans la méthode de test d'inhibition de la ɑ-glucosidase montre qu'il existe des différences significatives (avec p < 0,05) dans les activités inhibitrices de cette enzyme entre les extraits aqu...
	L'extrait aqueux présente la concentration la plus élevée en acide rosmarinique (Tableau 18), ce qui suggère que ce composé pourrait jouer un rôle prépondérant dans l'inhibition de l'enzyme α-glucosidase. En effet, des études ont démontré que l'acide ...
	Nos analyses révèlent que les extraits aqueux et éthanoliques présentaient une capacité d'inhibition de l'enzyme α-glucosidase supérieure à celle de l'α-amylase. Ce comportement est bénéfique car il est connu qu'une forte inhibition de l'enzyme α-gluc...
	Le double potentiel antioxydant et inhibiteur de l’α-glucosidase enregistré pour les deux extraits de S. hispidula suggère que cette plante pourrait être utilisée comme remède naturel pour le contrôle du diabète de type 2 ou comme une excellente sourc...
	Face à l'intrication du stress oxydatif et de l'hyperglycémie dans la pathologie diabétique, une approche thérapeutique ciblant simultanément ces deux désordres s'avère cruciale pour la prise en charge des patients diabétiques.
	IV.2.7. Activité cytotoxique
	Pour la première fois, cette étude a évalué l'activité cytotoxique des extraits éthanol et aqueux de S. hispidula contre les lignées cellulaires humaines de carcinome gastrique AGS et de carcinome du poumon A549.
	Nos résultats démontrent que l'extrait éthanolique de S. hispidula n'exerce aucun effet notable sur la viabilité des cellules AGS ou A549. Néanmoins, une légère diminution de la viabilité cellulaire a été observée, avec une perte d'environ 11,81% pour...
	Fig. 24. Viabilité des cellules AGS et A549 exposées à l’extrait éthanolique de S. hispidula (250 µg/mL) ou au milieu (témoin).




