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Résumeé :

Thymelaea microphylla Coss. et Dur. est une plante médicinale a affinité saharienne appartenant au
genre méditerranéen Thymelaea. Les activités biologiques de cette espece végétale sont étudiées
presque pour la premicre fois dans ce travail. L’extraction des substances actives a partir des feuilles et
des fleurs de la plante est réalisée par deux solvants différents ; Les rendements de I’extraction sont de
10.44% et de 4.46% pour I’extrait aqueux et éthanolique, respectivement. L’extrait aqueux de la plante
a montré une activité hypoglycémiante élevée aprés une administration unique par voix orale aux rats
a une dose de 250mg/Kg du poids corporel des rats. L’activité antioxydante des extraits de la plante
est évaluée par deux méthodes; Dans le test de B-carotene/acide linoléique, le pourcentage de la
capacité antioxydante de I’extrait aqueux est de 60.44% et celui de I’extrait éthanolique est de 77.86%.
Le test DPPH a montré que I’extrait aqueux a un pouvoir anti-radicalaire plus élevé par rapport a
I’extrait alcoolique par des ICsy de 0.10mg/ml et de 0.20mg/ml, respectivement. D’autre part, ces

extraits ont montré un faible effet antibactérien contre 1’espéce klebsiella oxytoca.

Mots clés : Thymelaea microphylla Coss. et Dur., Extrait aqueux, Extrait éthanolique, Activité

hypoglycémiante, B-caroténe/acide linoléique, DPPH, activité antibactérienne.



Abstract :

Thymelaea microphylla Coss. et Dur. is a medicinal plant with a Saharan affinity belonging to the
Mediterranean genus Thymelaea. The biological activities of this vegetal species are studied almost for
the first time in this work. The extraction of active substances from leaves and flowers of the plant is
realized using two different solvents; the extraction efficiencies are about 10.44% and 4.46% for
aqueous and ethanolic extracts respectively. The aqueous extract of the plant showed a high
hypoglycemic activity after a single oral administration in rats with a dose of 250mg/kg of corporal
weight of rats. The antioxidant activity of plant extracts is evaluated using two methods; in the test of
B-carotene/linoleic acid, the percentage of the antioxidant capacity of the aqueous extract is about
60.44% and that of the ethanolic extract is about 77.86%. The test of DPPH showed that aqueous
extract has a scavenging capacity higher than alcoholic extract with 1Cs, of 0.10mg/ml and 0.20mg/ml
respectively. On the other hand, these extracts showed a weak antibacterial effect against Klebsiella

oxytoca.

Keywords: Thymeaea microphylla Coss. et Dur.,, Aqueous extract, Ethanolic extract,

Hypoglycemic activity, p-carotene/linoleic acid, DPPH, Antibacterial activity.
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Introduction:

Pendant des siécles, ’homme s’est toujours soigné par les plantes, de mani¢re empirique,
guidé par la tradition ou les coutumes. La plupart de grands médecins du passé ont été des
phytothérapeutes (Goeb, 1999).

Aujourd'hui, encore la science confirme les différentes vertus des plantes medicinales et de
leurs huiles essentielles et leurs extraits bruts dont les domaines d'application sont trés variés
et qui sont trés utilisés dans l'industrie alimentaire comme additifs, et dans les cosmétiques,
les parfumeries, les industries de savon et de détergents en volume impressionnant. Elles
rentrent également dans la composition de plusieurs médicaments (Boudjemaa et Ben
Guegua, 2010).

En Afrique, jusqu'a 80% de la population utilise la meédecine traditionnelle pour répondre a
ses besoins de soins de santé. De méme, dans de nombreux pays asiatiques la médecine
traditionnelle continue d'étre largement utilisée. En Chine, l'utilisation des remedes
traditionnels représente 40% de tous les soins de santé. En méme temps, pour certains pays de
I'’Amérique Latine, il a été rapporté que 71% de la population de Chili et 40% de la population
de Colombie ont utilisé la médecine traditionnelle. Elle est également trés populaire dans de
nombreux pays developpés parce qu'elle est fermement intégrée a des systemes de croyance
plus globaux (OMS, 2002). Ces espéces végétales d’aussi grande importance pour la santé des

populations méritent alors d’étre étudiées scientifiquement pour leur meilleure utilisation.

Le diabéte sucré est une maladie qui a frappé ’homme depuis la plus haute antiquité, il existe
probablement depuis que I’homme existe, car aussi loin que nous puissions remonter dans
I’humanité, nous semblons trouver des signes de 1’existence de cette maladie jusqu’au temps
de I’ancienne Egypte (Khiatti, 1986). Aujourd’hui, le diabéte sucré est considéré parmi les
maladies les plus fréquentes de notre civilisation, il touche quelques 5 a 7% de la population
mondiale (Waeber, 2000). Différents médicaments sont utilisés dans le traitement du diabete
sucré, a savoir l’insuline et les antidiabétiques oraux, mais genéralement ces agents
hypoglycémiants causent différents effets secondaires qui varient selon la classe et la
génération du médicament (Marles et Farnsworth, 1994). C’est pour cette raison que les
études actuelles se dirigent vers la recherche de nouvelles substances antidiabétiques a partir

des plantes.



Thymelaea microphylla est une plante utilisée traditionnellement dans le traitement du diabéte
sucré, mais aucune étude scientifique n’a été réalisée sur cette plante afin d’évaluer son effet

hypoglycémiant.

Ce travail porte alors sur I’étude de I’activité hypoglycémiante de la plante médicinale
Thymelaea microphylla, et aussi sur 1’étude de quelques autres propriétés de la plante qui a

été choisie a cause de grand manque d’études effectuées sur cette espéce végétale.
La présente étude est une contribution a :

e La préparation des extraits aqueux et éthanolique des feuilles et des fleurs de
Thymelaea microphylla.

e L’évaluation de [D’effet hypoglycémiant de I’extrait aqueux de la plante.

e Le dosage des métabolites secondaires des extraits de la plante.

e [L’évaluation de la capacité  antioxydante  des deux  extraits.

e FEt en fin, a I’étude de son activité antibactérienne.
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1- La plante Thymelaea microphylla :

1.1- La famille des Thymelaeaceae (Les Daphnoidaceae) :

1.1.1- Morphologie :

C’est une famille voisine de celle du Laurier et des Magnolias (Fournier, 1999a). Les
Thymelaeaceae sont des arbustes ou des plantes herbacées, dicotylédones, a feuilles alternes
ou opposées souvent coriaces et persistantes. Inflorescences tres variables. Fleurs
hermaphrodites dioiques ou polygames, 4-5 méres, a calice tubuleux (Quezel et Santa, 1962).
Périanthe a pieces soudées a la base ; souvent d’aspect corallin plus ou moins jaune ou
verdatre. Etamines 8-10 insérées sur deux rangs. Ovaire uniloculaire en général uniovulé.

Fruit sec ou drupacé monosperme (Quezel et Santa, 1963).

Cette famille comprend prés de 500 especes réparties en 44 genres, dont le plus intéressent est
celui des Daphnés (Watson et Dallwitz, 1992).

1.1.2- Proprietés chimiques :

Plusieurs especes de la famille des Thymelaeaceae contiennent, en diverses proportions, deux
principes chimiques: la mézéréine, une substance résinecuse d’un jaune brunatre, de
constitution encore inconnue, trés vénéneuse, irritante, acre, amere, drastique, vésicante et
sternutatoire ; et la daphnine, un glucoside non vénéneux, a saveur amere, astringente
(Fournier, 1999a).

Des études sur des especes du genre Daphne ont prouvé que ces plantes sont riches en
coumarines comme la daphnetine et la daphnoretine et en flavonoides comme la quercetine et

la lutéoline (Deiana et al., 2003).

1.1.3- Propriétés thérapeutiques :

L’antiquité utilisait déja certaines propriétés médicinales des Thymelaeaceae. Le genre
Daphne renferme des espéces tres connues dans la phytothérapie : D.cneorum (La petite

Thymeélée), D.gnidium (Le Garou), D.mezereum (Le Bois gentil et D.laureola (Lauréole).

Les fruits du Garou, si répondu dans les régions méditerranéennes, étaient utilisés comme
évacuant, fondant, dépuratif, antiaphrodisiaque, purgatif, contre les douleurs ostéocopes
nocturnes, contre des exostoses craniennes extrémement douloureuses, contre I’hydropisie, la

scrofulose, le rhumatisme chronique, les maladies de peau, surtout d’origine vénérienne. En



plus, le Garou est resté dans la médecine populaire le medicament par excellence des

affections syphilitiques.

Comme purgatif, diurétique, sudorifique, dépuratif, résolutif, le bois gentil a été tres usité au
XVI® et XVII® siécle. L’usage thérapeutique de ces plantes exige des précautions pour

atténuer leur violence (Fournier, 1999a).

D’autres especes de cette famille contiennent des composés chimiques qui peuvent avoir une
activité anticancérogene, comme La Daphnetoxine (substance trouvée exclusivement chez des

membres de la famille des Thymelaeaceae) et la Daphnoretine (Diogo et al., 2009).

1.1.4- Toxicité :

La famille des Thymelaeaceae contient des plantes trés vénéneuses. Quelques espéces
renferment des esters de diterpénes : La Daphnane et la tigliane qui sont responsables des
propriétés irritantes de ces plantes (Borris et al., 1988). La littérature médicale mentionne de
nombreux empoisonnements dus a I’absorption de leurs fruits ou a I’emploi inconsidéré de
leur écorce ou de leurs feuilles ; 1l est méme dangereux de tenir a la bouche un rameau fleuri,
qui peut causer de graves inflammations de la bouche et de la cavité buccale. Des
empoisonnements peuvent méme suivre de simples applications externes, par suite de la

résorption cutanée (Fournier, 1999a).

1.2- Le genre Thymelaea (Les Passerines):

Les passerines sont tres voisines des Daphnés, contiennent comme eux des principes toxiques
(Fournier, 1999b).

1.2.1- Morphologie:

Ce sont des herbes ou des arbrisseaux bas a feuilles et fleurs tres petites, les premieres larges
de quelques millimétres, les secondes peu apparentes, jaunatres ou verdatres, sans corolle, a 4

sépales et 8 étamines trés courtes (Fournier, 1999b).



1.2.2- Les espéces algériennes du genre Thymelaea :

Ce genre renferme plusieurs especes intéressantes, mais celles qui figurent parmi les plus
communes en Algérie sont : T.hirsuta L. , T.microphylla C.et D. et T.passerina (L.) Langue
(Baba Aissa, 1999).

T.hirsuta (La passerine cotonneuse) est une espece méditerranéenne, commune dans toute
I’Algérie septentrionale, notamment sur le littoral. Elle est utilisée en médecine populaire
comme purgatif et comme résolutif. En outre, elle est considérée comme abortive. Cette

plante est signalée comme tres toxique (Baba Aissa, 1999).

T.passerina (Langue de Moineau) est une plante annuelle effilée, a feuilles et fleurs espacées
au long d’une tige de 20 a 50cm, qui se rencontre dans les moissons des terrains arides. Si
gréle qu’elle soit, elle est assez rigide pour servir a former des Balais. Elle est assez commune
en général, mais surtout en terrain calcaire. Cette plante est vénéneuse, mais il semble bien

que rien n’est connu sur son principe toxique (Fournier, 1999b).
1.3- L’espece Thymelaea microphylla Coss. et Dur. :

1.3.1- Aspect botanique :

C’est une plante vivace a feuilles trés petites (1-4 mm), ovoides, éparses et distantes sur les
rameaux. Arbrisseaux dioiques a rameaux effilés canescents. Fleurs glomérulées par 2-5 a
’aisselle des feuilles et bien plus longues qu’elles. Jaunatres a lobes tres courts (Quezel et
Santa, 1963).

Le systéme radical est caractérisé par une réitération distale, avec des ramifications

horizontales en petits nombres (Bendali et al., 1990).

Nom populaire : Methnane el Abiad (Quezel et Santa, 1963).
1.3.2- Habitat :

Thymelaea microphylla est une espece a affinité saharienne (Ben el Mostafa et al., 2001), on
la retrouve dans les sols sablonneux et les sols gypseux (Perry et Goodall, 1979).

Généralement cette plante occupe les glacis ensablés avec les espéces Atractylis serratuloide,
Lygeum spartum ; ou occupe les steppes avec 1’espéce Salsola vermiculata (Bouzenoune,
2003).



Elle sert de fourrage aux caprins, aux chameaux et de fourrage occasionnel aux ovins (ILCA,
1980).

1.3.3- Composition chimique :

La composition chimique de Thymelaea microphylla est peu étudiée, seules quelques études
sont effectuées sur cette plante dans ce sens. En 1972, une simple investigation chimique a été
réalisée sur les rameaux de Thymelaea microphylla récoltée de la Libye. Les résultats obtenus
sont résumés dans le tableau 1 (ILCA, 1980).

Une autre étude réalisée par Cheriti et Sekkoum en 1995 a révélé la présence de I’acide
oléanolique, le pB-sitostérol et le 3-O-B-D-glucopyranosyl-p-sitostérol, dans les parties

aériennes de Thymelaea microphylla (Dohou et al., 2003).

Tableau 1: Composition chimique des rameaux de Thymelaea microphylla (ILCA, 1980).

Constituant En Pourcentage de la matiere
fraiche
Matiére séche 52
Protéines brutes 07
Cellulose brute 44
Matiéres grasses brutes 15
Extractif non azoté 41.9
Protéines digestibles 3.2
Cendres 5.6
0 P 0.1
=
S Ca 2.5
2
3 K 0.6
S
S Na 0.43

1.3.4- Applications thérapeutiques :

Les usages thérapeutiques de Thymelaea microphylla ont été établis a la suite d’une enquéte
avec des phytothérapeutes spécialistes au niveau de la Wilaya de M’sila. Selon cette enquéte,

la plante est utilisée principalement pour :



- Traiter le rhumatisme.

- Lutter contre les infections respiratoires.

- Atténuer la chute des cheveux.

- Diminuer le taux de glucose dans le sang.

- Enfin, cette plante peut étre utilisée comme compresse naturelle (au niveau des plaies

cutanees).
2- Le diabete et la phytothérapie :
2.1- Définition de la maladie :

C’est une maladie chronique, d’évolution lente, indolore dont les effets ne sont en général
visibles qu’aprés de longues années et ¢’est par 1’augmentation constante du taux de glucose
dans le sang (hyperglycémie), est donc un probléme sérieux de santé publique (Chicouri,
1983). Aujourd’hui, les recherches se poursuivent inlassablement sur les causes du diabéte et
on arrive a mettre en évidence I’importance des facteurs héréditaires, a vérifier I’hypothese
d’une origine virale et immunitaire possible de ses causes et de ses complications (Chicouri,

1999).
2.2- Les types de diabete :

2.2.1- Diabete insulinodéependant (DID):

On Dappelle aussi diabéte de type 1, il s’agit d’une forme de diabéte sucré
caractérisee par un déficit majeur da la sécrétion d’insuline, il survient avant 1’age de
vingt ans parfois peu aprés la naissance. Il peut avoir une cause génétique virale et
surtout auto-immune. Un antigéne inconnu serait a lorigine d’une réaction
immunitaire aboutissant a la destruction des cellules béta du pancréas secrétant

I’insuline (Downer, 1985).

Ce type de diabéte est caractérisé le plus souvent par la présence des corps cétoniques dans les

urines du malade, d’ou la nomination du "diabéte avec acidose" (Boelen et Khellaf, 1979).
2.2.2- Diabéte non insulinodépendant (DNID) :

On P’appelle aussi diabéte de type 2 ; c’est une forme de diabéte sucré due a une sécrétion

insuffisante d’insuline ; survenant le plus souvent chez un sujet obése ou ayant été obese et



généralement découverte apres 1’age de 40 ans. L’insuline ne peut jouer son réle vis-a-vis des
réserves graisseuses trop importantes des adipocytes. Les récepteurs spécifiques de 1’insuline
font partiellement défaut. Le glucose circulant n’est pas utilisé par les cellules ; il est en exces.
Cet exces entraine une production encore accrue d’insuline, et en conséquence de glucose par
le foie. Donc trop de glucose, pas assez de récepteurs insuliniques, parce que trop de cellules
graisseuses (Chicouri, 1983). Notons que les mutations génétiques peuvent étre identifiées
chez des familles souffrant d’une forme sévére de DNID (Downer, 1985).

2.3- Complications lointaines du diabete :

L'hyperglycémie chronique est associée a terme avec des complications organiques
spécifiques touchant particulierement les yeux, les nerfs, les reins, le cceur et les vaisseaux
(Raccah, 2004).

L’ceil est indiscutablement 1’organe le plus touché par les complications de la maladie
diabétique. Dans les pays développés, il représente la cause principale des cécités de 1’adulte.
Les atteintes de 1’ceil causées par le diabéte sont : la cataracte diabétique, le glaucome et les

affections de la rétine.

On englobe dans les affections nerveuses du diabéte la névrite diabétique et la neuropathie
diabétique.

Les vaisseaux du rein peuvent, comme ceux de I’eeil et du nerf, étre atteints par le mal

diabétique : c’est la grave néphropathie diabétique.

Les complications vasculaires sont pratiquement les seules causes de mortalité chez tous les

diabétiques :

La micro-angiopathie désigne I’atteinte des petites artéres, des capillaires de certains organes

articulierement vulnérables comme 1’celil, le rein et le nerf.
9

La macro-angiopathie désigne pour sa part 1’atteinte des grosses arteres, celles du ceeur, du

cerveau ou des membres inférieurs essentiellement (Chicouri, 1983).



2.4- Le stress oxydatif et les complications de la maladie:

Ces complications sont fortement liées & un nombre de facteurs. A coté de I'hyperglycémie
chronique et la glycation non enzymatique des protéines, un facteur trés important impliqué
dans la genése de ces complications est le stress oxydatif (Punitha et al., 2005 ; Raccah, 2004;
Guerci et al., 2001).

Le métabolisme cellulaire normale de l'oxygéne produit de maniére continue de faibles
quantités d'espéces oxygenées activées dont font partie les radicaux libres (02, OH;, ...), le
peroxyde d'hydrogene et I'oxygéne singulet (Pincemail et al., 1999 ; Huang et al., 2004). Dans
certaines conditions, une surproduction d'especes oxygénées activées dle a l'activation de
diverses mécanismes biochimiques peut submerger rapidement les défenses antioxydants,

c'est le stress oxydatif (Punitha et al., 2005 ; Pincemail et al., 1999).

Les espéces oxygénées activées sont des molécules instables, potentiellement toxique pour
I'organisme car elles peuvent inactiver des protéines, induire des cassures au sein de I'ADN
avec, comme conseéquence, une altération du message génétique, dégrader les sucres, oxyder
les lipoprotéines et initier des processus de peroxidation lipidique au sein de la membrane
cellulaire en s'attaquant aux acides gras polyinsaturés (Raccah, 2004). Parfaitement, le diabete
sucré provoque une augmentation de la production des ROS d'une part et d'autre part, une
diminution des antioxydants, ce qui est a l'origine des micro et des macro angiopathies
(Eshrat, 2002).

2.5- Traitement du diabeéte :

Evidemment, un bon contrdle glycémique du diabéte sucré est recommandé pour retarder,
voir prévenir la survenue et ralentir la progression des complications (Jaspreet et al., 2003).
Pour atteindre ces objectifs, plusieurs thérapeutiques sont a notre disposition. Un régime
alimentaire bien équilibré en glucides, en protéines et en lipides (Gin et Regalleau, 1999) ainsi
que I'exercice physique (Charbonnel et Cariou, 1997) sont des composantes essentielles du

traitement de diabéte sucré.

Encore, I'insulinothérapie occupe une place importante dans l'arsenal thérapeutique du diabéte
de type 1 (Gin et Regalleau, 1999) et du diabete de type 2 (Dirckx, 1998). Ce dernier

nécessite chez la majorité des patients et surtout pendant les premiers stades, une prise en



charge medicamenteuse et cela par l'intervention des antidiabétiques oraux qui sont classés

selon leur mode d'action en trois catégories :

Les sulfamides hypoglycémiants stimulent la sécrétion d'insuline par les cellules B du

pancréas en les sensibilisant a I'action du glucose (Dey et al., 2002).

Les biguanides classés en deuxiéme lieu n'agissent pas sur la sécrétion insulinique, ce sont des

potentialisateurs d'effets de I'insuline (Sulkin et al., 1997).

Les inhibiteurs des alpha-glucosidases constituent la troisieme classe des antidiabétiques
oraux. lls atténuent la glycémie postprandiale par leur action directe comme agent inhibiteur
des alpha-glucosidases intestinales en ralentissant la digestion des polysaccharides (Herman,
1998).

Finalement, 1’utilisation des plantes (la phytothérapie) ne peut se concevoir que dans les
formes légeres de DNID (Chicouri, 1983).

2.6- Les plantes antidiabétiques :

2.6.1-Utilisation et évolution scientifique :

La recherche de nouvelles substances a partir des plantes attire actuellement tous les flashes et
constitue une étape substantielle dans le développement de nouveaux médicaments dans le

traitement du diabéte.

Ardemment, plus de 1123 plantes sont utilisées traditionnellement pour traiter le diabete
sucré, parmi celles-ci, I’espéce Thymelaea microphylla. Cependant, juste une minorité de ces
plantes connaissent une évolution scientifique (Medjdoub, 2006). Au Maroc, une enquéte
dans un groupe de diabétiques (type 2) révele que 25% n’utilisent que des plantes pour se
soigner (Hurtel, 2003).

2.6.2- Mécanismes d’action :

Les sites et les modes d’action des principes actifs des plantes antidiabétiques different d’une
plante a une autre (Medjdoub, 2006). Deux types de substances végétales Semblent
intéressantes:

celles qui agissent a la maniere de 1’insuline ou des autres médicaments hypoglycémiants :



e en empéchant 1’absorption du glucose au niveau intestinal.
e en augmentant la synthese et la libération de I’insuline pancréatique.
e en diminuant celle du glucagon.

e Enacceélérant I’utilisation du glucose sanguin (absorption dans

les cellules, synthése du glycogene, des graisses ou des protéines).
D’autres, principalement des tanins :

o agissent sur le diabéte lui-méme au niveau cellulaire, en favorisant 1’action de
I’insuline (en diminuant la résistance a I’insuline)

o et sur les complications du diabete par leur pouvoir antioxydant et anti-enzymatique,
neutralisant I’effet des radicaux libres et limitant la réaction inflammatoire dans les

différents tissus.

Certains extraits de plantes contiennent parfois ces deux types de substances (Hurtel,
2003) (Tableau 2).

2.6.3- Quelques Exemples :

L’utilisation de certaines plantes dans le traitement de diabéte connait une évolution
scientifique, citons essentiellement les espéces : Momordica charantia, Catharanthus roseus,
Trigonella foenum-greacum, Allium cepa et Allium sativum (Medjdoub, 2006). D’autres sont
utilisées seulement traditionnellement pour leurs propriétés hypoglycémiantes, comme le
galéga, la bardane, la pervenche, la myrtille, la feuille d’olivier, le lampsane, la racine de
scrofulaire, I’aigre moine, la feuille de noyer, le murier noir et le fenugrec (Tableau 2)
(Chicouri, 1983).



Tableau 2: Quelques exemples de plantes antidiabétiques et leurs modes d’action (Medjdoub,
2006).

Plante Principe actif Mode d’action
antidiabétique
Momordica foetida Charantine Augmente I'utilisation hépatique
du

glucose, inhibe la néoglucogenese
et réprime 1’insulino-résistance en
augmentant le taux des
transporteurs

membranaires de glucose.

Allium cepa Allyl propyl disulfide | Ce composé semble agir par

compétition avec [I’insuline sur

son récepteur.

Panax ginseng Ginsenosides La plante provogue une

augmentation du nombre des

transporteurs de glucose au niveau

du foie avec stimulation de la

synthése de I'insuline.

Trigonella foenum- Trigonelline Resensibilisation des cellules a
greacum I'action de l'insuline.

3- Les radicaux libres et les antioxydants :

3.1- Les radicaux libres :

3.1.1- Définition :

Les radicaux libres sont des atomes, ou des molécules, avec un nombre impair d'électrons sur
la loge extérieure (Pelli et Lyly, 2003), ils peuvent étre dérivés de 1’oxygéne (ROS) ou du
nitrogene (RNS) (Bonnefont-Rousselot et al., 2003). lls sont trés instables et réagissent
rapidement avec d’autres composants, essayant de capturer 1’électron nécessaire pour acquérir

de la stabilité (Pelli et Lyly, 2003), leur temps de vie est généralement tres court
(B.Roberfroid, 2002).

3.1.2- Le stress oxydatif :

La vie aérobie se caractérise par une exposition permanente de 1’organisme a I’oxygene et, en
particulier, aux especes reactives qui en sont dérivées. Ces molécules qui sont soit des
radicaux libres (possédant un électron non apparié), soit des especes non radicalaires ont en

commun un caractere oxydant et une réactivité chimique importante. Pour contrecarrer les



effets des oxydants, I’organisme dispose d’un systéme de défense complexe constitué par des
antioxydants. Toute la problématique du domaine résulte dans ’installation d’un état appelé "
stress oxydatif " ou 1’équilibre sensé exister entre les pro-oxydants et les antioxydants est
rompu en faveur de ces premiers. En raison du challenge oxydant qui semble exister de
maniere permanente dans de nombreux types cellulaires, il est important de préciser que les
problémes ne se posent que lorsque 1’excés d’oxydants ameéne au développement de processus

pathologiques bien caractérisés (B.Roberfroid, 2002).

3.1.3- Les principaux radicaux libres :
- Le radical superoxyde (O,.) :

Il nait de la combustion des sucres et des graisses (Causse, 2005). Une molécule d’oxygéne
est reduite selon la réaction suivante (Hadi, 2004):

02 +e———» 02’

- Le radical hydroxyle (.OH):

Il résulte de I’action du rayonnement solaire sur la peau, il peut aussi étre synthétisé par
réaction du fer ou du cuivre avec la vitamine C. C’est a ce radical que 1’on attribue la plupart
des lésions du vieillissement (Causse, 2005). Il est produit a partir de H,O, en présence des

ions Fe?* selon la réaction de Fenton :

H,O,+Fe’t |  OH.+OH +Fe*

Ce radical peut étre aussi produit selon la réaction de Habber-weiss (Gutteridge et Halliwell,
1992):

H,0, + O,.- > 0O,+ OH + OH.

- Le peroxyde d’hydrogéne (H,O,) et I’oxygeéne singulet (1 O) :

Ces deux molécules ne sont pas des radicaux libres proprement dit. Le 1 O, est une forme
excitée d’oxygeéne, hautement oxydative (Hadi, 2004), qui résulte du métabolisme des
prostaglandines (Younes, 1999). Le H,0O, a aussi une capacité oxydative élevée, et peut

traverser rapidement les membranes biologiques (Gutteridge et Halliwell, 1992).

- Le monoxyde d’azote (NO) :

I est produit par I’enzyme NOS en présence de [I’Arginine et [’oxygene

moléculaire (Coleman, 2001):



L-arginine+Q2_____ ,  L-citruline + NO
- Le radical peroxynitrite (ONOO-):
Il est produit a partir de 1’azote par les globules blancs (Causse, 2005). 1l résulte de I’union de
NO™ et O,." (Szabo, 2003).

3.1.4- Sources des ROS :

3.1.4.1- Sources internes :
A- Membranes mitochondriales :

Les ROS résultent du métabolisme cellulaire, surtout au niveau des mitochondries. Environ
90% de I’oxygene consommé durant la respiration cellulaire est réduit en eau, tandis que 5%
se transforme en ROS (Becker, 2004). Il existe des enzymes au niveau des membranes
mitochondriales comme la NADH déshydrogénase qui réduisent 1’0, en O,.” (Niviere et
Fontecave, 1994). En outre, I’H,0; est produit par ces organites suite a la dismutation de O,.",
et le radical OH. est produit durant la réaction de Habber-weiss (Freeman et al., 1982).
L’auto-oxydation de 1’'ubisemiquinone est la source principale des ions O,.” au niveau des

mitochondries (Niviere et Fontecave, 1994).

B- La NADPH oxydase :

C’est une oxydase qui se trouve au niveau des membranes plasmiques. Elle utilise 1’oxygéne
pour produire de 1’O,.” selon la réaction suivante (Piotrowski et Marczak, 2000 ; Gutteridge,
1993) :

NADPH + 2 O NADP" + H* + 20,.

C- La xanthine oxydase:

Elle produit 1’O,.” par la réduction de I’hypoxanthine en xanthine et celle-Ci en acide urique
(Harison, 2002) ou I’oxygéne joue le role de recepteur d’électrons (Mckelvey et al.,
1988 ; Parks et al., 1988).

D- L’enzyme NOS (Nitric Oxide Synthase):

Cette enzyme produit le radical NO™ qui sera ensuite oxydé pour produire d’autres types de
RNS (Coleman, 2001).



E- Cyclooxygénase (COX) et Lypooxygénase (LOX):
Ces deux enzymes se trouvent au niveau des membranes plasmique et microsomique, elles

produisent le radical OH". durant 1’anabolisme des prostaglandines (Hill et al., 1989).

F- L’auto-oxydation de quelques petites molécules:

C’est la source la plus importante de la production des ROS, parmi ces molécules citons :
dopamine, adrénaline, flavine et hydroquinone (Younes, 1999 ; Thannickal et Fandurg, 2000),
ainsi que quelques groupements : thiols, hémoprotéine et tetrahydroprotéine; et aussi

quelques ions métalliques (Younes, 1999).
3.1.4.2- Sources externes:

La production en exces des radicaux libres peut étre induite suite a 1’exposition a des
agressions de 1’environnement, comme les agents infectieux, la pollution, les UV, les métaux
toxiques (Cuivre, Chrome...).Le déséquilibre peut aussi étre di a un apport insuffisant
d’antioxydants par le régime alimentaire (Pelli et Lyly, 2003). La fumée de cigarette, les

alcools et les médicaments sont aussi des sources de ROS (Garait, 2006 ; Hadi, 2004).
3.1.5- Rdles physiologiques:

Il est connu depuis quelques dizaines d’années que les organismes vivants utilisent les
radicaux libres qu’ils produisent pour des processus physiologiques fondamentaux tels la
synthese des prostaglandines ou des hormones thyroidiennes ou encore la défense de
I’organisme par le processus de flambée respiratoire des phagocytes résultant de I’activation
de la NADPH oxydase et de la NOS. L’organisme humain a indubitablement besoin de
radicaux libres pour mener a bien toute une série de voies métaboliques d’importance vitale.
Parmi leurs fonctions dignes d’intérét les plus récemment €lucidées, citons 1’implication du
NO dans le relachement de la musculature lisse vasculaire ou la participation de I’'H,0, dans
la transduction du signal régulant I’expression des genes par 'intermédiaire du facteur

nucléaire KB (B.Roberfroid, 2002).
3.1.6- Nocivite:

Le stress oxydatif peut entrainer des altérations moléculaires et cellulaires. Les lipides et
I'ADN sont particulierement sensibles a l'action des radicaux libres (Goudable et Favier,
1997). Suite a une exposition aux radicaux libres, il peut se produire une prolifération

(multiplication anormale) des cellules entrainant un cancer, un dysfonctionnement cellulaire



ou la mort des cellules (Pelli et Lyly, 2003). On estime a 1’heure actuelle que le stress oxydatif
porte une responsabilité variable dans le développement de maladies aussi importantes que les
affections cardiovasculaires, les cancers ou encore les affections neurologiques dégénératives.
Concernant les maladies cardiovasculaires, il semble en effet que ce soit I’oxydation des LDL
lice a la peroxydation de ses acides gras, qui soit un des facteurs déterminants de
I’athérogenése. Pour la carcinogenése, plusieurs mécanismes ont été évoqués dont 1’induction
directe par les dérivés oxygénés de ruptures ou de liaisons croisées de I’ADN ainsi que
d’aberrations chromosomiques. Dans un autre ordre d’idées, I’oxydation des bases de ’ADN
peut causer des mutations, délétions ou amplifications de génes. Finalement, en ce qui
concerne des maladies neurologiques dégénératives comme le Parkinson ou la maladie
d’Alzheimer, il semble que le stress oxydatif induise la nécrose et I’apoptose des cellules

neuronales (B.Roberfroid, 2002).
3.2- Les antioxydants :
3.2.1- Définition :

Les antioxydants sont des molécules capables d’interagir sans danger avec les radicaux libres
avant que les molécules vitales ne soient endommagées par ces radicaux. Chaque molécule

antioxydante ne peut réagir qu’avec un seul radical libre (Pelli et Lyly, 2003).
3.2.2- Sources :

Les antioxydants peuvent étre naturels ou synthétiques. lls sont naturellement présents dans
presque toutes les plantes, tous les microorganismes, les champignons et méme dans les tissus
animaux. Le groupe le plus important d’antioxydants naturels comprend la vitamine E
(Tocopherol), les flavonoides et autres composés végétaux. Les antioxydants synthétiques
sont généralement préparés en laboratoire, et principalement de composants chimiques (Pelli
et Lyly, 2003).

3.2.3- Les types d’antioxydants :

Les antioxydants forment un systéme de protection du corps contre les radicaux nocifs. Ce
systéeme peut étre enzymatique, impliquant des enzymes telles que glutathion peroxydase,
superoxyde dismutase et la catalase ; ou non enzymatique, impliquant des antioxydants

obtenus a partir de I’alimentation tels que les vitamines E et C, les caroténoides, le sélénium,



les folates, les flavonoides, les phytoestrogénes et les glucosinolates (Ghanem et Ghanem,
2005).

3.2.3.1- Les enzymes antioxydantes :
A - La superoxyde dismutase (SOD) :

C’est une métalloprotéine qui catalyse la dismutation d’O2. en H,O, selon la réaction

suivante :

207 + 2H+ ——» H,0, + O

Chez les mammiféres, trois isomeres enzymatiques de la SOD sont trouvées. Elles
se différent par leur emplacement dans la cellule et par la nature du métal qui existe
dans leur structure: La Cu/Zn-SOD se trouve dans le cytosol et le noyau, la Mn-
trouve hors de la SOD existe au niveau des mitochondries et la Ec-SOD qui se
cellule (Stéphane, 2004).
B- Glutathion peroxydase (GPX): Elle se trouve au niveau

des mitochondries et dans le cytosol. Cette enzyme peut réagir avec 1’H,O, et avec
les hydroperoxydes qui résultent de 1’oxydation du cholestérol et des acides gras
(Herbette et al., 2007 ; Thérond et Denis, 2005). La GPX catalyse les réactions

suivantes (Ganther, 1999):

H,O, +2GSH— 2 H,O + GSSG
ROOH + 2GSH > ROH + H,0 + GSSG
C- La catalase:

Elle existe dans tout les organes du corps, mais surtout au niveau du foie, des globules rouges
et des reins. Elle est formée de quatre sous unités, chacune contient un groupement d’Heéme
relié au site actif Fe**. La CAT réagit avec le H,0; est le transforme en H,O et O, selon la

réaction suivante (Gutteridge et Halliwell, 1992; Bonnefont-Rousselot et al., 2003):

Catalase + Fe** + H202 ———»  composé 1+ H20

composé 1 + H,0, —— Catalase — Fe** + H,0 + O,



3.2.3.2- Les antioxydants non enzymatiques :
A- L’acide L-ascorbique :

L’acide L-ascorbique ou vitamine C est un important antioxydant hydrosoluble, capable

d’interagir avec plusieurs dérivés de loxygéne comme Oy, H,0, 'O, NO et HO

(B.Roberfroid, 2002) (Figure 1).

Figure 1: Structure cyclique de I’acide L-ascorbique (Hennen, 1996).
B- La vitamine E :

Le composé a-tocophérol ou vitamine E se trouve au niveau des membranes plasmiques, il a
une activité antioxydante concentrée sur le phénomeéne de peroxydation lipidique qui touche
les acides gras insaturés. En particulier, la vitamine E est capable d’arréter les chaines
radicalaires en faisant réagir son groupement phénol avec des radicaux peroxyles lipidiques
(L-O0), intermédiaires radicalaires des chaines de peroxydation, pour les transformer en
hydroperoxydes lipidiques tout en donnant naissance a un radical tocophéryle. Ce dernier est
peu réactif et peut étre réduit par I’ascorbate et glutathion, soit oxydé ultérieurement en

quinone (B.Roberfroid, 2002) (Figure 2).
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Figure 2: Structure chimique de la vitamine E (Hennebelle, 2006).


http://fr.wikipedia.org/wiki/Fichier:L-Ascorbic_acid.svg

C- Les caroténoides :

Ce sont un groupe de plusieurs centaines de substances naturelles jouant le réle de pigments
de couleurs jaune a rouge dans beaucoup de fruits et de légumes. Deux groupes majeurs
peuvent étre distingués : les xanthophylles qui sont des caroténoides porteurs de substituants
oxygenés (la lutéine, la zeaxanthine et la cryptoxanthine), et les carotenes qui ne contiennent
pas d’oxygéne (I’a- et le B-caroténe, le lycopene) (B.Roberfroid, 2002) (Figure 3). Les
caroténoides réagissent avec 1’oxygene singulet, et protégent la peau des rayonnements UV

(Cohen, 2002; Hale, 2003).

B- carotene
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Figure 3: Structure de quelques caroténoides (B.Roberfroid, 2002).

D- Les flavonoides

Ce sont des polyphénols naturels contenus sous forme de dérivés glucosidiques dans de
nombreux fruits et Iégumes. 1l en existe de nombreuses structures (plusieurs milliers de
composés dans la nature) que I’on peut classer en différents groupes selon leur structure de
base et les substituants : flavones, flavonols, flavonones, isoflavones et flavanols ou
catechines (B.Roberfroid, 2002) (Figure 4). Les flavonoides exercent leur activité
antioxydante par I’inhibition des enzymes ou par la captation des restes des métaux
producteurs de radicaux libres et/ou la stimulation des enzymes antioxydantes (Montoro et al.,
2005).
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Figure 4: Structure générale des flavonoides (Middleton et al., 2000).

4- Les polyphénols et leurs activités biologiques :

4.1- Les polyphénols :

L’appellation polyphénols ou composés phénoliques regroupe un vaste ensemble de plus de
8000 molécules, divisées en une dizaine de classes chimiques, qui présentent toutes un point
commun : la présence dans leur structure d’au moins un cycle aromatique a 6 atomes de
carbone, lui-méme porteur d’un nombre variable de fonctions hydroxyles (Hennebelle et al.,
2004). Les principales sources alimentaires des polyphénols sont : les fruits, les l[égumes, les
céréales, le chocolat, les boissons d’origine végétale tels que les jus de fruits, le thé et le café

(Scalbert et al., 2005).

Les polyphénols peuvent étre divisés en 3 principaux groupes: les acides phénols, les

flavonoides et les tanins (Beta et al., 2005).

Les acides phénols sont des composeés solubles dans les solvants organiques polaires. 1ls sont
divisés en 3 groupes : les acides phénols simples qui sont rares, a 1’exception des composés
hydroquinones qui se trouvent au niveau de plusieurs familles végétales; les acides
benzoiques qui peuvent étre trouvés soit a 1’état libre, soit liés a des glucides ou des esters
(’acide gallique) (Bruneton, 1999); le troisiéme groupe est représenté par les acides
cinnamiques qui sont trés fréquents, comme 1’acide caféique et ’acide férulique (Bruneton,
1993).

Les tanins sont des polyphénols accumulés dans les racines, 1’écorce, les feuilles et
quelquefois dans les fruits des plantes. lls se caractérisent par leur saveur ameére et astringente
(Baba Aissa, 1999). Les tanins sont divisés en 2 groupes : les tanins condensés formés de
proanthocyanidines (sous forme d’oligomeéres), et les tanins hydrolysables qui sont des esters

des acides phénols et de glucose (Berthod et al., 1999).



4.2- Activités biologiques des polyphénols :

La consommation d’aliments riches en polyphénols peut se révéler bénéfique pour inhiber
I’oxydation des LDL par les macrophages qui peut conduire au bouchage des vaisseaux, ce
phénomene est particulierement dramatique lorsque ce sont les arteres coronariennes qui sont
concernées, provoquant alors un infarctus du myocarde. De nombreux flavonoides sont
également impliqués dans I’inhibition de 1’agrégation des plaquettes sanguines et de leur
adhérence sur la paroi des vaisseaux, phénomeénes qui peuvent étre a ’origine de caillots

responsables de thrombose qui peut conduire a 1I’occlusion des artéres (Macheix et al., 2005).

IIs interviennent également dans la digestibilité des aliments et dans lutilisation

physiologique des protéines (avec les quelles les tanins se combinent) (Frankel et al., 1995).

Ils sont actifs contre de nombreux cancers (colon, estomac, foie, sein, prostate, poumons,
peau, vessie...) a tous les stades de cancérogénése. Au stade d'initiation, ils agissent comme
agent bloquant en empéchant l'activation de pro-carcinogéne. Au stade de promotion et de
progression, ils agissent comme agent suppresseur de tumeurs. Les mécanismes impliqués
peuvent encore étre tres variés: prévention du stress oxydant, inhibition du métabolisme de
I'acide arachidonique et des réactions inflammatoires associées, inhibition de la protéine

kinase C et de la prolifération cellulaire, induction de I'apoptose et inhibition de l'angiogénése.

Les polyphénols pourraient aussi exercer des effets protecteurs contre les maladies hormono-
dépendantes telles que l'ostéoporose en modulant la réponse aux cestrogenes endogenes
(Scalbert et Williamson, 2000). Enfin, les composes phénoliques et en particulier, l'acide
salicylique (acide hydroxybenzoique) ont également des propriétés antiseptiques (Ribereau,
1964).

Les polyphénols sont alors doués de certaines activités résumées dans le tableau 3.



Tableau 3: Activités biologiques des composeés phénoliques (Frankel et al., 1995).

Polyphénols Activités biologiques

Acides phénols Antibactériens, Antifongiques,
Antioxydants

Coumarines Vasoprotectrices

Antioedémateuses
Antitumorales, Anticarcinogenes,
Anti-inflammatoires,

Flavonoides Hypotenseurs et diurétiques,
Antioxydants
Anthocyanes Protection des veines et capillaires

Effets stabilisants sur le collagene,
Antioxydants, Antitumorales,
Proanthocyanidines Antifongiques, Anti-
inflammatoires

Tanins galliques et catéchiques Antioxydants




Chap' b
Materrels et methodes



1- Matériels :

1.1- Materiel végétal :

La plante Thymelaea microphylla a été récoltée en Mai 2010 de la région de Draa El-Hadjja a
M’sila (Figure 5,6). Apres son identification par Pr. Laouar au niveau du Laboratoire de
Botanique- Université de Sétif, la plante a été nettoyée et séchée a température ambiante dans
un lieu sec, a 1’abri de la poussiere et de la lumiere. Les feuilles et les fleurs ont été séparées

du reste de la plante et conservées jusqu’a I’extraction.

Figure 6: Thymelaea microphylla poussant dans les sols sablonneux.



1.2- Animaux :

Dans le but d’étudier I’activité hypoglycémiante de 1’extrait aqueux des feuilles et des fleurs
de Thymelaea microphylla, une quinzaine de rats du sexe femelle de la variété Albinos wistar
sont apportés de D’institut Pasteur a Alger. Les rats sont acclimatés aux conditions de
I’animalerie durant un mois, avec des conditions standards de température et un cycle naturel

de lumiere/obscurité. L’accés a ’alimentation et I’eau de boisson est libre.
1.3- Souches bactériennes :

Différentes souches bactériennes ont été utilisées dans le but d’étudier I’activité
antimicrobienne des extraits aqueux et éthanolique des feuilles et des fleurs de  Thymelaea
microphylla. Les bactéries choisies sont des deux Gram positif (Staphylococcus aureus) et
négatif (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Klebsiella oxytoca). Cette étude a été
réalisée au niveau de I’hopital d’ElZahraoui a M’sila et les souches ont été isolées des

malades et identifiées au niveau du laboratoire de microbiologie de I’hopital.
1.4- Produits et appareillage :

Ethanol 96%, Butylated hydroxytoluene (BHT), 2,2'-diphenylpicrylhydrazyl (DPPH), Tween
40, acide linoléique, Méthanol, Chloroforme, Glucose, Héparine (Sigma), B-caroténe,
Quercétine, Rutine, Acide gallique, Trichlorure d’Aluminium (AICl3), Folin-Ciocalteu,
Carbonate de Sodium (Na,COs), Glibenclamide, le milieu de culture Mueller-Hinton,

dimethylsulfoxide (DMSO), Gentamycine (10ug/disque).

Rotavapor (BUchi Switzerland), Bain Marie, Etuve, Autoclave, Centrifugeuse 3K30 (Sigma),
Spectrophotomeétre (TechomP UV/VIS-8500).

2- Méthodes :

2.1- Extraction :

Dans le but d’extraire les substances actives de la plante Thymelaea microphylla, deux

solvants différents ont été utilisés : I’eau distillée et 1’éthanol.



2.1.1- Préparation de I’extrait aqueux :

Vu la petite taille des feuilles et des fleurs de la plante, celles-ci ont été directement utilisées

sans broyage.

100g de matériel végétal sont macérés dans 1L d’eau distillée & 70°C durant 30mn avec
agitation. Le mélange est laissé durant 3 jours a température ambiante et a 1’abri de la lumiére,
avec agitation occasionnelle. Apres filtration, le filtrat est soumis a une évaporation dans un
rotavapor BUchi a 45°C. L’extrait obtenu est ensuite séché a I’étuve et conservé par

congélation a -18°C (Figure 7) (Gnanaprakash et al., 2010).

100g du matériel végétal sec

+ 1000 ml d’eau distillée

70°C (30mn) || Agitation

Décoction

Agitation 3jours

Occasionnelle

Congélation

Figure 7: Extraction aqueuse a partir des feuilles et des fleurs de Thymelaea microphylla
(Gnanaprakash et al., 2010).

2.1.2- Preparation de ’extrait éthanolique :

100g de matériel végétal sont macérés dans 1L d’Ethanol 96%, le mélange est laissé 3jours a
température ambiante et a I’abri de la lumiére, avec agitation occasionnelle. Une filtration est
effectuée avant 1’évaporation par rotavapor. Le retentat issu de cette filtration est macéré une
deuxiéme fois dans I’Ethanol (Extraction double). L’extrait obtenu apres évaporation est

séché et congelé (Figure 8) (Thanabhorn et al., 2006).



100g du matériel végétal sec

+ 1000 ml d’Ethanol 96%

Agitation 3jours

Occasionnelle 3jours

Filtration ——~| Retentat ] Filtration |

Ethanol

Filtrat

V
Evaporation—— =

\V4
Congélation

Figure 8: Extraction éthanolique a partir des feuilles et des fleurs de

Thymelaea microphylla (Thanabhorn et al., 2006).

2.2- Etude de Pactivité hypoglycémiante de D’extrait aqueux de

Thymelaea microphylla :

La plante Thymelaea microphylla est utilisée traditionnellement pour le traitement du diabéte,
mais aucune ¢tude scientifique n’a confirmé que cette plante a une activité contre cette

maladie.

Afin d’étudier I’activité hypoglycémiante de I’extrait aqueux de Thymelaea microphylla, 3
groupes de 5 rats femelles (171-285g) sont formés. Les rats sont maintenus a jeun durant une

nuit avant I’expérimentation.

Les rats du premier groupe recoivent de I’eau distillée (groupe témoin), ceux du deuxi¢me

groupe recoivent du Glibenclamide (substance hypoglycémiante) a une dose de 3mg/Kg du



poids corporel des rats (contrdle positif), et les rats du troisiéme groupe recoivent de I’extrait
aqueux de Thymelaea microphylla a une dose de 250mg/Kg du poids corporel des rats, le
traitement est réalisé par gavage.

Le prélevement du sang a partir des queux des rats des trois groupes est effectué
immeédiatement avant gavage, 120mn, 240mn et 360mn apres celui-ci (EIAmrani et al., 2009).
Le sang collecté est ensuite centrifugé (3000rpm) durant 15mn a 10°C et la glycémie du
plasma obtenue est mesurée par la méthode de la glucose-oxydase au niveau du laboratoire de
biochimie du CHU a Setif.

2.3- Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides des extraits

de la plante :

2.3.1- Dosage des polyphénols totaux :

Le dosage des polyphénols totaux est effectué par le test de Folin-Ciocalteu (Spagna et al.,
1996). A 500 ul de Folin-Ciocalteu on ajoute 450 ul d’eau distillée et 50 pl de chaque extrait
dissout dans le DMSO a une concentration de 2 mg/ml (50 ul de DMSO pour le blanc). Apreés
avoir agité durant 3mn, on ajoute 500ul de carbonate de Sodium (Na,COs3 a 10%) et on
incube durant une heure a température ambiante et a I’abri de la lumicre avec agitation chaque

10mn. Puis ’absorbance est mesurée a 786nm.

La courbe d’¢talonnage de 1’acide gallique est préparée par 4 concentrations différentes :
75ug/ml, 150ug/ml, 300ug/ml et 600ug/ml (Figure 9); et les concentrations de polyphénols
dans les deux extraits sont calculées et exprimees en pug d’équivalent d’acide gallique/mg
d’extrait (ug EAG/mgE).
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Figure 9: Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

Chaque point représente la moyenne de deux répétitions.
2.3.2- Dosage des flavonoides :

Le dosage des flavonoides est effectué selon la méthode de trichlorure d’ Aluminium (AICl3)
(Bahorun et al., 1996). On ajoute 1ml d’AICI3 (2%) a 1 ml de chaque solution des extraits
préparés a des concentrations différentes dans 1’eau distillée ou le méthanol (1, 2.5 et 5
mg/ml). Aprés incubation a 1’obscurité durant 10 mn, 1’absorbance est mesurée a 430 nm. Le
calcule de la concentration des flavonoides dans les extraits ce fait & l'aide des gammes
d'étalonnage établies avec la quercétine et la rutine (1-40 pg/ml) (Figure 10) et elle est

exprimée en milligramme d'équivalent de quercétine ou de rutine par gramme d'extrait (mg
EQ/QE).
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Figure 10 : Courbes d’étalonnage de la Quercétine (A) et de la Rutine (B).

Chaque point représente la moyenne de trois répétitions.

2.4- Etude de Dactivité antioxydante des extraits de Thymelaea

microphylla :

2.4.1- Test du - caroténe/acide linoléique:

Dans cette analyse la capacité antioxydante est déterminée par la mesure de 1’inhibition des

composés organiques volatils et les hydro-peroxydes conjugués diéne résultant de 1’oxydation

de ’acide linoléique.



0.5mg de B- carotene est dissoute dans Iml de chloroforme, puis 25ul d’acide linoléique et
200mg de Tween 40 sont ajoutés a la solution obtenue. Aprés évaporation de chloroforme par
rotavapor, 100ml d’eau distillée saturée en Oxygeéne sont ajoutées avec agitation vigoureuse.
De cette nouvelle solution 2.5ml sont transférées dans des tubes et 350ul de chaque extrait
d’une concentration de 2mg/ml (I’extrait aqueux est dissout dans 1’eau distillée alors que
I’extrait éthanolique est dissout dans le méthanol), ou du témoin positif BHT (butylated
hydroxytoluene) d’une concentration de 2mg/ml ou des témoins négatifs (I’cau distillée et le
méthanol) sont ajoutés. Chaque solution est répétée trois fois, et 1’absorbance est mesurée

immédiatement. Les tubes sont conservés a température ambiante a 1’abri de la lumiére.

Aprés, I’absorbance des solutions est mesurée a 490nm et a différents intervalles de temps :
1h, 2h, 3h, 4h, 6h, 24h et 48h.

L’activité antioxydante relative est calculée selon la relation suivante (Dapkevicius et al.,
1998):

AAR% = (Aéch / ABHT) X100
AAR : activité antioxydante relative.

Acgch : Absorbance de 1’échantillon.

AgnT : Absorbance du BHT.
2.4.2- Test DPPH :

En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH (2,2 diphenylpicrylhydrazyl) de couleur

violette se réduit en 2,2 diphenylpicrylhydrazine de couleur jaune.

L’extrait aqueux est dissout dans 1’eau distillée, alors que 1’extrait éthanolique est dissout
dans le méthanol. 50ul de chaque extrait (a concentrations différentes) sont ajoutées a 1250pl
de la solution méthanolique du DPPH (0.04mg/ml) avec agitation. Le BHT est utilisé comme
témoin positif et la solution méthanolique du DPPH comme témoin négatif. Chaque solution
est répétée trois fois, et les tubes sont conservés a température ambiante a I’abri de la lumicre.

Aprés 30mn, I’absorbance des solutions est mesurée a 517nm.

Le pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH est calculé par la formule suivante (Brand-
Williams et al., 1995):



196 = [(Atemoin — Aéch) / Atemoin] X 100
1% : pourcentage d’inhibition du radical libre DPPH.
Agmoin - Absorbance du témoin négatif.

Acch . Absorbance de 1’échantillon.

2.5- Etude de I’activité antibactérienne des extraits de Thymelaea

microphylla :

L’émergence de microorganismes pathogenes multirésistants, due a 1’usage abusif et
inapproprié des antibiotiques, pose actuellement un probléme de santé publique
particulierement préoccupant. En effet, la résistance des bactéries aux antibiotiques rend
quelques fois le traitement thérapeutique inefficace, et met le praticien dans des situations
délicates, surtout lorsque la vie du malade est en cause. La solution de ce probléme s’avére

donc urgente et impose la recherche de nouveaux agents antimicrobiens.

Le recours aux plantes médicinales aux propriétés antimicrobiennes constitue alors une des
plus intéressantes pistes a explorer (Chebaibi et al., 2007). C’est dans cette perspective que
nous nous sommes intéressés a 1’étude de I’activité antibactérienne des feuilles et des fleurs

de Thymelaea microphylla.

Afin d’évaluer le pouvoir antibactérien des extraits aqueux et éthanolique de Thymelaea
microphylla, on a procéde a utiliser la méthode de diffusion (Disc Diffusion Agar) décrite par
Bauer et modifiée par Sharififar et al. (2007). Cette méthode consiste a réaliser un
antibiogramme en remplagant les disques d’antibiotiques par des disques imprégnés par les
extraits de la plante. Ces disques sont déposés a la surface de la gélose cultivée, et apres

incubation la zone d’inhibition est mesurée.
2.5.1- Preparation des échantillons :

10 mg des deux extraits aqueux et éthanolique sont dissouts dans Iml d’eau distillée et de
dimethylsulfoxide (DMSO) respectivement. Puis les extraits sont stérilisés par filtration en

utilisant des millipores (0.45um).



2.5.2- Evaluation de P’effet antibactérien :

Chaque souche bactérienne est incubée a 37°C durant 6 heures dans un bouillon nutritif
stérile. Aprés, des dilutions de 10 puis de 107 sont effectuées & partir des suspensions des
différentes souches en utilisant 1’eau distillée stérile ; puis 5ml de la dilution 10 sont cultivés
dans des boites de Petri (9cm) contenants le milieu de culture Muller-Hinton préparé, sterilisé
et séché préalablement dans des conditions stériles. Apres avoir laisser les suspensions
bactériennes durant 3 mn dans les boites de Petri, le surplus est éliminé, et les disques stériles
du papier de Wattman (6mm de diameétre) imprégnés dans les extraits (10ul/disque) sont
placés a la surface du milieu. On utilise les disques de DMSO et de [I’antibiotique
Gentamicine (10pg/disque) comme témoins négatif et positif respectivement et dans les

mémes conditions.

Le test est réalisé en triplicata pour chaque échantillon et les boites sont incubées a 37°C

durant 24 heures ; aprés, le diamétre de la zone d’inhibition est mesuré en millimetres.
2.5.3- Déetermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI):

Ce test permet une estimation quantitative du pouvoir antimicrobien des extraits de la plante.
Différentes dilutions sont effectuées a partir de la substance antimicrobienne testée qui peut
étre incorporée a un milieu de culture solide ou liquide afin de déterminer la concentration
minimale inhibitrice. La CMI est la plus petite concentration de 1’agent antimicrobien, qui est

capable d’inhiber la croissance des microorganismes in vitro (Silva et al., 2005).

La CMI est déterminée pour les extraits qui ont eu dans le test précédent une activité plus de
0.6 (Activité = diametre de la zone d’inhibition de I’extrait / diamétre de la zone d’inhibition

de I’antibiotique) (Rabe et Van Staden, 1997).
2.6- Analyse statistique :

Les résultats des différents essais réalisés sont exprimés comme étant la moyenne d’au moins
deux répétitions (n = 5 pour le test de I’activité hypoglycémiante et n = 2 ou n = 3 pour les

autres tests) + écart type.

La signification statistique entre le contrdle et les échantillons (ou les groupes d’animaux
traités) est déterminée par le test t de Student et les différences sont considérées significatives
au seuil de 5% (p < 0.05).



Les opérations statistiques et les différents graphes ont été réalisés a I’aide de deux logiciels :

GraphPad Prism 5 et OriginPro 8.



Chapitre I11;
Resultats et discussion



1- Résultats :

1.1- Extraction :

Les extraits aqueux et éthanolique des feuilles et des fleurs de Thymelaea microphylla ont été
obtenus par deux méthodes différentes d’extraction décrites par Gnanaprakash et al. (2010) et
par Thanabhorn et al. (2006).

Les résultats indiquent qu’a partir de 100g du matériel végétal et 1L d’éthanol on obtient un
extrait alcoolique de couleur verte foncée (présence de la chlorophylle) et sans odeur spéciale.
L’extrait aqueux obtenu a partir de 100g de feuilles et de fleurs de la plante et de 1L d’eau
distillée avait une couleur marron foncée (dépourvu de chlorophylle), avec une forte odeur

spécifique.
Les rendements des extractions calculés sont représentés dans le tableau 4.

Tableau 4: Rendements des extractions aqueuse et éthanolique a partir des feuilles et des

fleurs de Thymelaea microphylla.

Extrait Rendement (%)
Aqueux 10.44
Ethanolique 4.46

1.2- Activité hypoglycémiante de I’extrait aqueux de Thymelaea

microphylla :

Le taux de glucose sanguin chez les rats des trois groupes est mesure, et les résultats sont

représentés dans la figure 11.

Selon ces résultats, le traitement des rats par 1’extrait aqueux de Thymelaea microphylla a une
dose unique de 250 mg/Kg du poids corporel des rats a produit une diminution trés
significative (p < 0,00 1) de la glycémie par rapport aux rats témoins apres 2h du gavage, alors
qu’apres 4h a 6h, la diminution du taux de glucose sanguin devient moins significative (p <

0,01).



On a constaté aussi une diminution significative de la glycemie apres 2h, 4h et 6h de

I’administration orale de la glibenclamide a une dose de 3 mg/Kg du poids corporel des rats.
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Figure 11: Valeurs de la glycémie durant 6 heures apres une administration unique de

I’extrait aqueux de Thymelaea microphylla chez les rats.
Gb : Glibenclamide, Ex : Extrait

Chaque valeur représente la moyenne de 5 répétitions + écart type (M+ SD)

**p <0.01; ***p <0.001

1.3- Dosage des polyphénols et des flavonoides dans les extraits:

Les activités biologiques des extraits étudiés résultent essentiellement des polyphénols
contenus dans ceux-ci ; Il est ainsi utile de doser ces métabolites secondaires a savoir les
polyphénols et les flavonoides. Les résultats indiqués dans le tableau 5 représentent le contenu

en polyphénols et en flavonoides des deux extraits de la plante.



Tableau 5 : Dosage des polyphénols totaux et des flavonoides des extraits de Thymelaea

microphylla.
Extrait Teneur en Teneur en flavonoides
polyphénols Quercétine Rutine
(Lg EAG/mgE) (Mg EQ/mgE) (Mg ER/mgE)
Agueux 59.321 2,512 4,850
Ethanolique 35.589 9,437 18,625

Selon le tableau 5, I’extrait aqueux est plus riche en polyphénols par rapport a I’extrait
alcoolique avec des concentrations de 59.321 et de 35589 pg EAG/mg d’extrait
respectivement. Tandis que pour les flavonoides, 1’extrait éthanolique est le plus riche avec
une valeur de 9.437 pg/mg d’extrait en utilisant la quercétine comme standard et de 18.625

pg/mg d’extrait en utilisant la rutine comme standard.

1.4- Activité antioxydante des extraits aqueux et éthanolique de

Thymelaea microphylla :

Le pouvoir anti-radicalaire des extraits des feuilles et des fleurs de Thymelaea microphylla a

été déterminé par deux tests complémentaires.

Dans le test de [-carotene/acide linoléique, D’activité¢ antioxydante a été évaluée par
spectrophotométrie en suivant la décoloration du B-caroténe a 490 nm. Les résultats des
pourcentages de 1’activité antioxydante en fonction du temps sont représentés dans la figure
12.
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Figure 12: (A). Activité antioxydante des extraits aqueux (Ex aq) et éthanolique (Ex EthOH)
de Thymelaea microphylla par rapport aux témoins (BHT, MéOH : Méthanol et H,O D : eau
distillée) par le test du B-carotene/acide linoléique durant 48h. (B). Pourcentages d’inhibition
des extraits aqueux et éthanolique et des témoins (BHT, Méthanol et eau distillée) par le test
du B-carotene/acide linoléique aprés 24h.

Chaque valeur représente la moyenne de 3 répétitions£SD (**p < 0.01, ***p < 0,001).



Dans le test DPPH, ce radical libre est reduit par les composés antioxydants, sa couleur
change du violet foncé au jaune pale, ce qui diminue son absorbance a 517 nm (Cuendet et
al., 1997). Les résultats indiqués dans la figure 13 représentent les concentrations des extraits
qui piegent 50% du radical DPPH (ICsp). Plus cette concentration est faible plus le pouvoir
antioxydant est élevé (Brande-Williams et al., 1995 ; Tsimogiannis et Oreopoulou, 2004 ;

Atoui et al., 2005).
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Figure 13: Représentation de I’inhibition du radical DPPH par I’estimation des valeurs
de I’ICs des extraits aqueux et éthanolique de Thymelaea microphylla et quelques composés
phénoliques pures.

Ex EthOH :Extrait éthanolique, Ex aq : Extrait aqueux. Chaque valeur ICs, représente la moyenne de 3
répétitions + écart type (M+SD) ("p > 0.05, “p < 0.01, “"p < 0.001).

1.5- Activité antibactérienne des extraits de Thymelaea

microphylla :

D’aprés 1’étude du pouvoir antibactérien des extraits aqueux et éthanolique de I’espéce
Thymelaea microphylla par la méthode des disques (100ug de chaque extrait par disque), ces
deux extraits n’ont montré aucun effet sur les souches étudiées sauf une activité faible sur la
bactérie Klebsiella oxytoca par une zone d’inhibition de 8 mm de diamétre pour ’extrait

¢thanolique et 7 mm pour I’extrait aqueux (Tableau 6) (Figure 14).



Sachant que le DMSO utilis¢ comme témoin négatif n’a eu aucun effet inhibiteur sur toutes

les souches étudiées.

L’effet de la Gentamycine utilisée comme témoin positif et les diametres des zones

d’inhibition pour chaque souche sont représentés dans le tableau 6.

L’activité antimicrobienne représente le rapport du diamétre de la zone d’inhibition de

I’extrait sur celui de la gentamycine.

Tableau 6: Diamétres des zones d’inhibition des extraits et de la gentamycine en mm.

Souche Pseudomonas Klebsiella Staphylococcus
Escherichia aerugenosa oxytoca aureus
Extrait coli
queux 6 6 7 6
Ethanolique 6 6 8 6
Gentamycine 21 19 19 27

Selon Rabe et Van Staden (1997), La CMI est déterminée pour les extraits qui montrent une
activité supérieure a 0.6. D’apres les résultats obtenus, aucun extrait n’a eu une activité

antimicrobienne égale ou supérieure a 0.6 pour toutes les souches.

DMSO Gentamycine
Extrait Extrait éthanolique
aqueux

Figure 14: Antibiogramme de la souche Escherichia coli.



2- Discussion :

2.1- Evaluation des techniques de I’extraction:

Puisque chaque solvant est capable d’extraire des composés phytochimiques qui ne peuvent
étre obtenus probablement que par I'utilisation de celui-ci, et car I’activité pharmacologique
d’un extrait d’une plante médicinale dépend du solvant d’extraction (Fleurentin et al., 1991),
on a utilisé deux solvants différents afin d’extraire le maximum de constituants chimiques de
Thymelaea microphylla. Traditionnellement, les solvants d’extraction les plus utilisés sont
surtout I’eau et 1’alcool éthylique (Fleurentin et al., 1991) et en plus on utilise généralement la
plante en question sous forme d’une suspension dans 1’eau, d’ou I'utilit¢ d’étudier son extrait

aqueux.

L’eau est un solvant qui permet d’extraire préférentiellement les composés polaires comme
par exemple les flavonoides di-, tri- et tétra-glycosylés (Jones et Kinghon, 2006). Les tanins et
les terpénoides peuvent étre aussi extraits par de 1’eau chaude (King et Bott, 1993), ¢’est pour
cette raison qu’on a chauffé le mélange du matériel végétal et d’eau a 70°C durant I’extraction

aqueuse.

L’éthanol est un solvant polaire et miscible avec I’eau (king et Bott, 1993). Il permet
I’extraction de composés phytochimiques polaires comme les lectines, les alcaloides, les
quassinoides, les flavones, les polyphénols, les tannins et les saponines. Ce solvant est capable
aussi de séparer les micromolécules des macromolécules (protéines et carbohydrates) (Igbal et
al., 2006).

L’extraction aqueuse a donné un rendement de 10% et qui est environ deux fois plus élevé
que celui de I’extraction éthanolique. Le rendement de ’extraction dépend de plusieurs
facteurs a savoir la méthode d’extraction, la durée de macération du matériel végétal dans le
solvant, la température, le solvant utilisé et la nature chimique de 1’échantillon (Su et al.,
2006). La grande différence entre les deux rendements peut étre alors expliquée par la nature
du solvant utilisé, par I’effet de la température et/ou par la différence dans la durée de

macération.



2.2- Contenu des extraits en polyphénols et en flavonoides :

Selon les résultats obtenus, la quantité de polyphénols contenus dans les deux extraits est
supérieure a celle des flavonoides, ce qui est logique étant donné que les flavonoides
représentent seulement un groupe de polyphénols. En général, on observe que 1’extrait aqueux
de la plante est plus riche en polyphénols par rapport a 1’extrait éthanolique, alors que ce
dernier est le plus riche en flavonoides. Les résultats obtenus sont loins de ceux trouves par
Benhammou et al. (2009) en étudiant I’extrait aqueux des feuilles et des rameaux de
Thymelaea microphylla collectée du Sahara Algérien ou les valeurs de contenu en
polyphénols sont comprises entre 18.6 et 36.1mg/g. ¢a peut étre expliqué par la relation qui
existe entre la quantité de polyphénols contenus dans la plante et la variation des conditions
climatiques, la nature du sol et aussi la partie étudiée de la plante (Boizot et Charpentier,
2006).

2.3- Activité hypoglycémiante de la plante :

D’aprés une enquéte réalisée chez des phytothérapeutes spécialistes au niveau de la wilaya de
M’sila, la plante Thymelaea microphylla est utilisée dans le traitement du diabéte sucré de
type 2. Cette plante posséde alors des propriétés hypoglycémiantes, ce qui a été confirmé par

I’expérimentation réalisée dans ce travail.

Les reésultats obtenus dans cette étude montrent que I’administration de 1’extrait aqueux des
feuilles et des fleurs de Thymelaea microphylla a une dose de 250mg/Kg du poids corporel
cause une diminution significative de la glycémie chez les rats. Durant les 6h de
I’expérimentation, la diminution la plus significative de la glycémie par rapport au témoin
était observée aprés 2h de I’administration de 1’extrait aqueux. Cette action est expliquée par
la présence d’un ou de plusieurs principes actifs hypoglycémiants dans I’extrait aqueux de la

plante.

Comme I’extrait de la plante, la glibenclamide a cause aussi une réduction significative du
taux de glucose sanguin chez les rats. Selon Patlak (2002), les sulfonylurées (les sulfamides
hypoglycémiants) comme la glibenclamide agissent par 1’accroissement de la libération
d’insuline par les cellules béta du pancréas et par  conséquent ils causent la stimulation du

transport de glucose sanguin jusqu’aux tissus ainsi que de son utilisation par ceux-Ci.



D’autres espéces de la famille des Thymelaeaceae possedent aussi des proprietés
hypoglycémiante et antidiabétique, comme par exemple la plante Thymelaea hirsuta (connue
aussi par I’appellation Methnane en Algérie), mais rien n'est connu sur la nature chimique des
principes actifs responsables de ces propriétés des Thymelaeaceae ou sur leurs mécanismes
d’action (ElAmrani et al., 2009).

2.4- Capacité antioxydante de la plante :

Le test du B-caroténe/acide linoléique est utilisé pour évaluer I’inhibition de 1’oxydation des
lipides et/ou la neutralisation des radicaux libres. Les composés organiques volatils et les
hydroperoxydes a doubles liaisons conjuguées (diene conjugated hydroperoxides) résultants
de I’oxydation de I’acide linoléique attaquent les molécules insaturées de B-caroténe, ce qui
cause la diminution de I’absorbance a 490 nm, avec décoloration du p-caroténe. Les
composés antioxydants neutralisent alors les radicaux libres qui se forment, ce qui blogque

I’oxydation et la décoloration du B-carotene (Jayaprakasha et al., 2001).

D’aprés les résultats, 1’extrait éthanolique a montré une AAR supérieure a 70%, c'est-a-dire
un pouvoir antioxydant élevé par rapport a I’extrait aqueux qui a eu une AAR égale a 60.44%
apres 24h. Bien que le BHT ait une AAR plus élevée que les extraits de la plante (99.99%), on
peut dire toujours que I’extrait éthanolique a montré une capacité élevée a inhiber I’oxydation

et a neutraliser les radicaux libres.

Ces résultats sont comparables a ceux d’Athamena et al. (2010) en étudiant une fraction
extraite par le n-butanol de I’espéce Cuminum cyminum L., ou la AAR était égale a 36.56%,
et aux résultats de Sengul et al. (2009) en étudiant 1’extrait méthanolique de 1’espéce
Fumaria officinalis avec une AAR de 78.93%.

Selon les résultats du test DPPH, les deux extraits aqueux et alcoolique ont montré un effet
scavenger avec des ICso de 0.1 et 0.2 mg/ml, respectivement (I’extrait aqueux a un pouvoir
antioxydant plus actif), mais cette activité reste faible en comparaison avec celle du BHT, ce
qui a été montré par Benhammou et al., en 2009, qui ont étudié le pouvoir antioxydant des
extraits aqueux et methanolique de la plante Thymelaea microphylla. Les resultats indiquent
aussi que les composés phénoliques utilisés (quercétine, rutine et acide gallique) possédent

une activité anti-radicalaire trés élevée et supérieure a celle du BHT.



Ces résultats sont trés proches de ceux de Turkoglu et al. (2006) en étudiant 1’extrait
éthanolique de I’espéce Morchella conica avec une ICsq égale a 0.26mg/ml, et des résultats de
Sarikurkcu et al. (2008) utilisant 1’espece Marrubium globosum ou I'ICsy était égale a
0.15mg/ml.

L’activité antioxydante des extraits est expliquée par la présence des polyphénols dans leur
composition, dont une corrélation a été prouvée entre I’activité anti-radicalaire et le contenu
en polyphénols des extraits de plantes par plusieurs chercheurs comme Jayaprakasha et Patil
(2007), Abdille et al. (2004), Agbor et al. (2007), Maisuhisakul et al. (2007), Katalinic et al.
(2006) et Miliauskas et al. (2004) ; Ainsi, I’extrait aqueux qui contient plus de polyphénols
que I’extrait éthanolique a montré un pouvoir anti-radicalaire plus important dans le test au
DPPH.

Alors que dans le test du B-carotene/acide linoléique, I’extrait alcoolique a été plus actif, ce
qui est expliqué par le fait que I’effet antioxydant d’un extrait peut aussi différer selon la
qualité des polyphénols y présents comme les flavonoides qui ont montré un pouvoir anti-

radicalaire important (Wang et Mazza, 2002).
2.5- Pouvoir antibactérien des extraits de Thymelaea microphylla :

D’apres les résultats obtenus, les différentes souches bactériennes utilisées ont été resistantes
aux extraits aqueux et éthanolique des feuilles et des fleurs de Thymelaea microphylla. La
seule souche qui a montré une sensibilité intermédiaire vis-a-vis des extraits de la plante est
Klebsiella oxytoca, qui a été plus sensible a I’extrait alcoolique ; sachant que le solvant utilisé
pour dissoudre les résidus secs de 1’extrait éthanolique n’a donné aucune zone d’inhibition.
Cette bactérie est un bacille a Gram négatif aéro-anaérobie de la famille des entérobactéries,
naturellement résistant a 1’ampicilline, aux céphalosporines de premiéres générations et a la
pristinamycine ; elle est considérée habituellement comme un germe saprophyte de la flore

colique (Rampal et al., 2000).

La différence légere dans la sensibilité de cette souche aux extraits aqueux et alcoolique peut
étre expliquée par la dissimilitude dans leur composition, I’alcool permettant une meilleure
extraction des composés moins polaires comme quelques dérivés terpéniques par exemple
(Ali Emmanuel et al., 2002). Selon Darmadji et al. (1994) et Shelef (1983), la majorité des

composés végetaux ayant une activité antimicrobienne sont des polyphénols comme la



mangiférine qui a un effet inhibiteur sur plusieurs espéces bactériennes (Stoilova et al., 2005)

et les isoflavonoides prénylés (Dramane et al., 2010).

L’activité antibactérienne due aux polyphénols pourrait étre aussi liée au degré d’oxydation
de ces composés, En effet, les polyphénols sont des composés treés susceptibles d’auto-
oxydation en présence de I’oxygeéne de I’air. Cette oxydation se traduit par une polymérisation
des monomeres tels les monomeéres de flavonoides pour donner des polymeéres de poids
moléculaires élevés. Il a été démontré que le mécanisme de toxicité vis-a-vis des
microorganismes se fait soit par la privation des ions métalliques tels que le fer soit par des
interactions non spécifiques telles que 1’établissement des ponts hydrogénes avec les protéines
des parois cellulaires (les adhésines) ou les enzymes. Cependant un important facteur qui régit
I’activité antimicrobienne des polyphénols est leur poids moléculaire, les monomeéres sont
trop petits pour établir assez de ponts hydrogénes tandis que les polymeres de haut poids
moléculaire sont trop grands pour traverser la paroi ou la membrane plasmique bactériennes,

le poids moléculaire idéal serait donc celui des oligomeres (Karou et al., 2005).



Conclusion
et Perspectives



Conclusion et perspectives :

L utilisation traditionnelle des plantes médicinales sous forme de suspensions dans 1’eau ou
localement pour lutter contre les maladies est connue depuis fort longtemps. L’ importance de
I’exploitation moderne de ces plantes réside dans la possibilité d’avoir & partir de leurs
extraits des principes actifs qui peuvent étre convertis en médicaments.
Thymelaea microphylla est une plante de la grande famille des Thymelaeaceae, espéece
saharienne intéressante car peu étudiée. Dans ce travail, on a essayé d’investiguer quelques
activités biologiques des extraits de la plante Thymelaea microphylla afin d’avoir une idée sur

le domaine vers lequel on doit diriger les études sur cette plante.

Cette investigation a suggéré que l’extrait aqueux de la plante étudiée a un pouvoir
hypoglycémiant important lorsque testé sur les rats tandis que ni le principe actif responsable
de cette activité, ni son meécanisme d’action sont connus. Le dosage des métabolites
secondaires des extraits de Thymelaea microphylla a révélé que I’extrait aqueux de la plante
est plus riche en polyphénols totaux par rapport a I’extrait éhanolique, alors que ce dernier est
plus riche en flavonoides. L’évaluation du pouvoir anti-radicalaire de ces extraits a montré
que I’extrait aqueux est plus actif par le test au DPPH alors que le pourcentage de ’activité
antioxydante relative mesurée par le test de B-caroténe/acide linoléique était plus élevé pour
I’extrait éthanolique, ce qui a été expliqué par le fait que non seulement la quantité de
polyphénols contenue dans les extraits régit leur pouvoir anti-radicalaire mais aussi la qualité
de ces molécules actifs. Concernant 1’évaluation de I’activité antibactérienne des extraits de
Thymelaea microphylla, et parmi les bactéries utilisées dans 1’étude, seule la souche

Klebsiella oxytoca a été sensible aux extraits de la plante.

D’autres études plus poussées, plus larges, plus approfondies et plus accomplies seront
nécessaires pour préciser la nature chimique et le mécanisme d’action du principe actif

présent dans I’extrait aqueux de la plante, et responsable de son pouvoir hypoglycémiant.
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