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Résumé

L'objectif de cette recherche est l'investigation phytochimique des extraits des feuilles et tiges
d'Astragalus gombo et leurs effets biologiques savoir : [Dactivité antioxydante, [l'activité
antiurolithiasique et leurs effets inhibiteurs a I'enzyme 1'a-amylase.

Le screening phytochimique a permis de mettre en évidence la présence de quelques groupes
chimiques a savoir : Flavonoides, tanins, dérivés anthracéniques libres, triterpénes, coumarines,
saponosides, Polyphénols, les composes réducteur, protéines, pour avoir une idée sur le profil
phytochimique de nos extraits et fractions.

Les résultats du dosage montrent la richesse tous les extraits en phénols totaux, flavonoides, a
I'exception des tanins, qui sont présents en faible quantité, la teneur des extraits dépendait de la nature
du solvant d'extraction. Les teneurs les plus importantes ont été observées dans la fraction aqueuse pour
les tiges, avec 4,17 + 0,034 mg EAG/g MS de polyphénols totaux et la fraction butanolique avec 0,706
+ 0,002 mg QE / g MS de flavonoides et la fraction aqueuse avec 0,098 + 0,0054 mg CE/g MS de tanins.

Les méthodes d'activité antioxydante in vitro étudiées avec cinq méthodes différentes montrent que
tous les extraits étudiés présentent des propriétés antioxydantes a différents niveaux, Les résultats du
test du DPPH ont révélé que la fraction dichlorométhane (1Cso = 0,07 £ 0,005 mg/mL des tiges et 0,14
+ 0,00 mg/mL des feuilles) le plus fortes antioxydante.

La valeur de ICs la plus grand du test ABTS* a été enregistrée dans la fraction acétate d'éthyle pour
les feuilles (ICso= 0,33 £ 0,05 mg/mL), Pour le test de réduction de Mo(VI) a Mo(V), les résultats ont
soulignent que tous les extraits avaient des capacités antioxydantes plus élevées que le BHA avec des
valeurs AEAC comprises entre 605,57 + 32,50 et 33,43 + 0,67 mM.

Le pourcentage d'inhibition d’O,” le plus importante ont été enregistré avec la fraction
dichlorométhane des feuilles (56,31 + 0,88 %) par la méthode l'auto-oxydation de pyrogallol, les
résultats soulignent que tous les extraits présentent une activité antioxydante vis-a-vis le radical anion
superoxyde comparativement a I'acide ascorbique avec des valeurs de 1Cs variaient de 0,00174 a 0,025
mg/mL par la voltamétrie cyclique.

La fraction acétate d'éthyle des tiges et des feuilles montre la meilleure inhibition de I’ o amylase avec
des pourcentages d’inhibition (51,76 + 3,17 % et 26,23 £+ 1,50 % respectivement), le méme extrait a
enregistré les valeurs les plus élevées d'AEIC (0,73 + 0.04 et 0,37 + 0,02 pour les tiges et les feuilles
respectivement).

Les résultats de I'évaluation de I'activité antiurolithiasique in vitro de nos extraits ont montré que tous
les extraits avaient des taux d'inhibition plus élevés dans l'urine d'un sujet sain dans les feuilles et les
tiges par rapport aux autres types d'urine avec des valeurs allant (98,83 + 0,24 % et 37,20 + 0,8 %
respectivement). En particulier les extraits de tisane et I’extrait brut comparativement aux inhibiteurs de
référence. De plus, I'extrait brut et la fraction aqueuse de feuilles sont les seuls a avoir un effet de
solubilisation remarquable sur calcul C2 comparativement aux inhibiteurs de référence dans le modele
gravimétrique.

Mots clés : Astragalus gombo, polyphénols totaux, 1’activité antioxydante, 'activité antiurolithiasique,
I'a-amylas



Abstract

The main objective of this research is the phytochemical investigation of the extracts of the leaves and
stems of Astragalus gombo and their biological effects namely: the antioxidant activity, the
antiurolithiasic activity and their inhibitory effects on the enzyme a -amylase.

The phytochemical investigation has highlighted the presence of some chemical groups namely:
Flavonoids, tannins, free anthracene derivatives, triterpenes, coumarins, saponosides, polyphenaols,
reducing compounds, proteins, to get an idea of the phytochemical profile of our extracts and fractions.

The results of the assay show the richness of all the extracts in total phenols, flavonoids, with the
exception of tannins, which are present in small quantities, the content of the extracts depended on the
nature of the extraction solvent. The highest levels were observed in the aqueous fraction for the stems,
with 4.17 + 0.034 mg GAE / g DM of total polyphenols and the butanol fraction with 0.706 + 0.002 mg
EQ /g DM of flavonoids and the aqueous fraction with 0.098 + 0.0054 mg EC / g DM of tannin.

The methods of the antioxidant activity in vitro studied with five different methods show that all the
extracts studied have antioxidant properties at different levels, The results of the DPPH test revealed
that the dichloromethane fraction (ICso = 0.07 = 0.005 mg/mL stems and 0.14 + 0.00 mg/mL leaves) the
strongest antioxidant.

The highest 1Cso value of the ABTS™* test was recorded in the ethyl acetate fraction for the leaves (ICso
=0.33 £ 0.05 mg/mL), For Mo(VI) to Mo(V) reduction test, the results highlighted that all the extracts
have a high antioxidant capacities than BHA with AEAC values ranging between 605.57 + 32.50 and
33.43 £ 0.67 mM.

The greatest percentage of O, inhibition was recorded with the dichloromethane fraction of the leaves
(56.31 £ 0.88%) with the auto-oxidation method of pyrogallol, the results show that all extracts show
antioxidant activity against the superoxide anion radical compared to ascorbic acid with 1Cso values
ranging from 0.00174 to 0.025 mg/mL by cyclic voltammetry.

The ethyl acetate fraction of stems and leaves show the best inhibition of a amylase with percentages
of inhibition (51.76 + 3.17% and 26.23 + 1.50% respectively), the same extract recorded the highest
values of AEIC (0.73 £ 0.04 and 0.37 + 0.02 for stems and leaves respectively).

The results of the evaluation of the in vitro antiurolithiasic activity of our extracts showed that all
extracts had higher rates of inhibition in the urine of a healthy person in the leaves and stems compared
to the other types urine with values ranging (98.83 + 0.24% and 37.20 £ 0.8% respectively). In particular
tisan extracts and crude extract for the leaves compared to reference inhibitors. In addition, the crude
extract and the aqueous fraction of the leaves are the only ones to have a remarkable solubilization effect
on C2 calculus compared to the reference inhibitors in the gravimetric model.

Keywords: Astragalus gombo, total polyphenols, antioxidant activity, antiurolithiasis activity,o-
amylas.
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INTRODUCTION GENERALE

Entre 70 et 80 % de la population mondiale dépend encore des plantes médicinales pour
leurs besoins de soins de santé primaires. Aussi, il y a un regain d'intérét des entreprises
pharmaceutiques pour les plantes médicinales comme source de pistes chimiques [1, 2] .

Les plantes médicinales et aromatiques sont d'une grande importance économique; Et
une réputation médicale sur les marchés mondiaux, car c'est une source majeure de
médicaments et de produits chimiques efficaces qui sont utilisés dans la fabrication de
médicaments et de médecine traditionnelle, et est utilisé & de nombreuses fins telles que le
médicament, les cosmétiques, les huiles aromatiques et autres, et en raison de I'émergence
d'effets secondaires graves qui sont nocifs pour les médicaments fabriqués chimiquement [3] .

La recherche scientifique est concentrée sur les antioxydants naturels comme traitement
pour de nombreuses maladies plutdt que sur les médicaments synthétiques qui ont des effets
secondaires [4] .

Il n'est plus nécessaire de prouver les bienfaits thérapeutiques des plantes.
Actuellement, la majeure partie de la population mondiale, en particulier dans les pays moins
développés et méme en développement, dépend fortement aux remedes traditionnels a base de
plantes pour ses soins personnels.

L'un des continents avec la plus grande biodiversité dans le monde est le continent

africain. La position biogéographique de I'Algérie offre un tres haut niveau de diversité
écologique et floristique. Prés de 3 000 espéces, dont pres de 653 espéces endémiques, se
retrouvent dans prés de 150 familles de cette flore [1] . D'un point de vue chimique et
pharmacologique, le potentiel thérapeutique des plantes médicinales, qui regroupent des
milliers d'especes aux intéréts divers, est rarement investigué [5] .
Nous nous sommes intéressés a une espéce de la famille Fabaceae en ce qui concerne la
valorisation des plantes algériennes. La famille des Fabacees est connue par sa richesse en
nombreux métabolites secondaires, comme les saponines et les flavonoides [6] . La plante sur
laguelle a porté notre choix est une espéce Astragalus gombo.

Ce genre contient 3000 especes réparties dans des régions arides et continentales en
Afrique, Asie et Amérique [7] . Il n'y en a que 40 especes dans le Sahara. Astragalus gombo
(Fabaceae), I'une de ces 40 espéces, est une plante vivace, c'est-dire commune et endémique,
souvent utilisée comme fourrage pour les animaux [8] , est une plante bien représentée dans le

désert de l'est du nord de 1'Algérie (région d’Oued N’essa- Ouargla, Algérie). Malgré de



nombreuses publications sur la richesse en métabolites secondaires d'autres espéces appartenant

au genre Astragalus et la description de leurs propriétés biologiques, aucune étude ne s'est
intéressée sur 1’espéce A.gombo

Dans ce contexte, ce travail de these qui s'inscrit dans le programme de recherche de
notre laboratoire visant a valoriser le végétale locale, I'endémisme et I'utilisation potentielle en
médecine traditionnelle restent nos principaux critéres de sélection des plantes pour
I'investigation phytochimique et biologique. Notre laboratoire a démarré un programme de
recherche pour I'étude chimique et biologique de la plante Astragalus gombo bunge.
C'est dans cette perspective que se situe notre étude dont les objectifs spécifiques peuvent étre
résumés dans les sections suivantes :
_ Le screening phytochimique a été utilisé pour caractériser qualitativement les métabolites
secondaires de la plante sélectionnée.
_ Préparation des extraits.
_ Quantification des phénols totaux, flavonoides et tanins par la méthode colorimétrique.
_ L’évaluation de I’activité antioxydante par différents tests.
_ Estimation d'inhibition d' a -amylase des extraits
_ Evaluation de I’activité antiurolithiasique
Nous présentons ce manuscrit comme suit :
Le premier chapitre de ce manuscrit contient une synthése bibliographique et botanique
d'espéce Astragalus gombo et les travaux antérieurs.
Le deuxieme chapitre est destiné aux généralités sur ’activité antiurolithiasique et le diabéete.
Le troisiéme chapitre comporte les travaux personnels sur screening phytochimique des
extraits, le dosage des phénols totaux, des flavonoides et des tanins ainsi que I'étude de I'activité
antioxydante d'extraits par la méthode spectrophotométrique (DPPH, réduction de Mo(V1) a
Mo(V), ABTS et radical anion superoxyde et la méthode électrochimique (voltamétrie
cyclique) pour I'inhibition de I'anion superoxyde et en fin I' Estimation l'activité d'inhibition
d'a-amylase et I'étude cinétique de cette enzyme et Evaluation de I’activité antiurolithiasique

par deux modeéle : turbidimétrique et gravimétrique).
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l. la famille Fabaceae

Rappel bibliographique

1.1. Généralités

La famille des Fabaceae (De faba signifie haricot) , également connue sous le hom de
Leguminosae (Légumineuses) est l'une des plus importantes du regne végétal [9], et
communément appelée les "fabales” il contient 778 genres et environ 22 000 especes distribué
partout dans le monde [10] . un nombre de 53 genres et 339 espéces ont été recenses en Algérie
[11] . Les Fabacees sont avec les Astéracées et les Orchidacées sont les plus importants groupes
de Spermaphytes. Les experts s'accordent a dire que la superfamille en question peut étre
classée en trois groupes distincts. Alors que certains les classent tous dans la famille
"Leguminosae” ou "Fabale", dautres les divisent en trois sous-familles, a savoir
"Cesalpinioideae”, "Mimosoideae" et "Papilionoideae” (également connu sous le nom de
"Faboideae™) [12, 13]. D'autres font de ces trois groupes des familles « Césalpiniacées de 2
genres, Mimosacées de 2 genres et Papilionacées de 49 genres » dans I'Algérie. Les deux
premiéres, les Césalpiniacées et Mimosacées regroupent surtout des buissons et des arbres
tropicaux et subtropicaux comme : Mimosa, Acacia. La troisieme, les Papilionacés comptes
globalement des plantes herbacées, cosmopolites, elle est particulierement bien représentée
dans les zones tempérées comme : tréfles, pois, haricots [9-12] (voir le tableau I.1). La
caractéristique unique des Fabaceae est qu'elles vivent en symbiose avec des bactéries
installées dans les nodules racinaires (ou,moins fréeguemment, caulinaires) et assimilant

I'azote atmosphérique [13] .

Tableau 1.1 : Dénombrements de genres et espéces des Fabacées recensés au niveau

mondial et en Algérie

Dans le monde En Algérie
Sous familles Judd et al. (2002) Spichiger et al. (2004) Queézel et Santa
(1962)
Genres Especes Genres Especes Genres Especes
Cesalpinioideae 150 2700 150/ 180 2200/ 3000 2 3
Mimosoideae 40 2500 50/56 3000 2 6
Papilionaceae= 429 12615 440 /500 12000 49 330
Faboideae
Total 619 17815 640/ 736 17600 53 339




1.2. Description botanique des Fabaceae

Les plantes dicotylédones, dialypétales, superovariennes, herbacées ou arborescentes,
annuelles, bisannuelles ou vivaces qui portent des fruits en forme de gousse ou de légume
forment la famille ou la superfamille [13] . Selon (Judd,et al.,) [10] les especes de Fabaceae
ont tendance a étre des plantes herbacées, arbustives, arborescentes ou grimpantes avec des
lianes ou des vrilles volubiles. Les feuilles sont généralement alternes, composées pennées (ou
bipennées) acomposés palmés, trifoliolés, ou unifoliées ; entieres a parfois dentées — serrées a
nervation pennée (Figure 1.1). Typiquement hermaphrodites, les fleurs peuvent étre réguliéres
ou irréguliéres. Le périanthe en a généralement deux ; Calice tubulaire ou en forme de cloche,
persistant ou caduc, a cing sépales formant parfois deux levres. La corolle est souvent composée
de 5 petales et zygomorphe, généralement papilionacée [11] . Le pétale supérieur (standard)
chevauche le reste sur le bourgeon plus grand, souvent dressé. Deux pétales latéraux égaux
(ailes) recouvrant deux pétales inférieurs (caréne) souvent réunis par leur bord extérieur. 5-10
les étamines sont tres nombreuses, trés souvent a filaments soudés en un tube staminal, fendu
ou non, contenant l'ovaire et lui-méme contenu dans la caréne (voir la Figure 1.2). Le fruit le
plus souvent une gousse, parfois une samare, un fruit momentané, une gousse indéhiscente, un
akene, une drupe ou une baie [10], et la graine est presque toujours exalbuminée [14]. Les

inflorescences sont presque toujours indéterminée.

foliole

Figure 1.1: Description des composantes d’une feuille de 1égumineuse [9]
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Figure 1.2: Description des composantes d’une fleur de Papilionacées [9]
1.3. Le genre Astragalus
1.3. 1. Répartition géographique de genre Astragalus

Astragalus est le plus grand genre de la famille Fabaceae et I'un des plus grands genres
de plantes vasculaires sur terre [15]. La répartition géographique de ce genre a été signalée,
estimée a 3064 espéces, réparties principalement dans les régions froides a chaudes arides et
semi-arides de I'némisphere nord [16]. La prédominance de I'espéce se trouve en Asie du Sud
1500 especes, suivie de I'Europe avec 500 especes, de I'Amérique du Nord avec 500 especes et
de I'Amérique latine avec 500 espéces. Ainsi, 150 especes peuvent étre trouvées le long de la
cordillere des Andes. Dans les pays du bassin Méditerranéen, 500 espéces ont été décrites dont
une centaine sont localisées enAfrique du Nord et une quinzaine plus spécifiqguement au Figure
1.3 [17]. Sahara environ 40 espéces de ce genre, dont Astragalus gombo Coss. & Dur, se
trouvent en Algérie. Dans les paturages sablonneux arides et désertiques d'Algérie, cette plante

vivace endémique s'épanouit [11].
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Figure 1.3 : Répartition géographique des especes appartenant au genre Astragalus [17]

1.3.2. Propriétés pharmacologiques du genre Astragalus

Le genre d'Astragalus L. est connus pour contenir différents métabolites biologiquement
actifs en tant que principes pharmacologiquement actifs tels que les saponines, les flavonoides
et les polysaccharides [15, 18], ils sont connus comme immunostimulants [19], antiviraux [20],
antiprotozoaires [21], cicatrisants [22], anti-inflammatoires [23] et possédent des activités
cytotoxiques [24]. De plus, les composés toxiques comprennent les alcaloides imidazoliniques,

les composés nitro aliphatiques et le sélénium [6].

Diverses substances pharmacologiques ont été isolées des des feuilles, racines, des
graines et des gousses d’astragale. Les polysaccharides (dont les galactomannanes), les
saponines, les acides aminés, les flavonoides, les isoflavonoides, les alcaloides, les oligo-
éléments, les astragalosides et les terpénes ont tous été déclarés constituants actifs, démontrant
le haut potentiel pharmacologique de ce genre [17] . Certaines de ces especes d'Astragale sont
utilisées en médecine traditionnelle pour le traitement de diverses maladies - par exemple, le
diabéte sucré, la néphrite et la leucémie [6, 25, 26] . En raison de leurs activités antioxydantes
qui protegent les cellules contre les dommages des radicaux libres [27-29]. Et des activités
biologiques telles que les activités antivirales, antibactériennes, anti-inflammatoires et
diurétiques [30].



1.3.3. Utilisation en médecine traditionnelle

Les plantes du genre Astragalus ont longtemps été utilisées comme plantes médicinales
dans la médecine populaire de nombreux pays comme remedes cardiovasculaires,
antihypertenseurs, diurétiques, cholérétiques, ainsi que comme remeédes antimicrobiens et

antiviraux [31].

Le genre Astragalus est I'une des herbes les plus cruciales pour le traitement des nephrites,
du cancer, de l'utérus, du diabete et de la leucémie. Les plantes d'astragale sont fréquemment
mentionnées dans la médecine traditionnelle chinoise. De plus, il est fréiquemment utilisé en

cuisine (soupes, thés) [17].

En médecine traditionnelle, les racines séchées de certaines espéces d'Astragale (Radix
Astragali) sont bien connues pour le traitement contre les morsures d'animaux et les poisons,
les maladies, les maladies oculaires, les plaies et les bralures, la cirrhose, la néphrite, le diabéte

sucré, I'hypertension, de la gorge, le cancer de l'utérus et la leucémie [32].

La racine d'astragale est un médicament trés ancien et bien connu de la médecine
traditionnelle chinoise. Elle a été utilisée pour améliorer la resistance aux infections et pour
aider a lutter contre les troubles immunologiques et les infections virales, et comme
hépatoprotecteur. Il stimule également le systéme circulatoire et agit comme un tonique
cardiaque. Il est spécifiqguement utilisé pour les symptémes de transpiration excessive, de
prolapsus des organes internes et du rectum, et pour accélérer la guérison des brilures et des
abces, ainsi que miction déficiente [15].

Une place particuliére est accordée aux racines séchées de certaines espéces du genre
Astragalus sont appelées Astragali Radix incluant A. membranaceus (Fisch.) est une autre
espece d'Astragalus répertoriée dans la pharmacopée chinoise.ll est utilisé comme tonique
contre la polyurie et les vertiges. Les espéces d'astragale sont également utilisees en médecine
traditionnelle en Bulgarie, en Russie et dans d'autres pays européens et asiatiques. Dans la
médecine chinoise moderne, il est utilisé dans la thérapie Fu Zheng pour améliorer les
parameétres du systeme immunitaire et c'est le promoteur le plus fréguemment utilisé pour
d'autres thérapies a base de plantes. Parce que ses propriétés sont quelque peu similaires a celles
des herbes plus cheres ginseng (Panax ginseng), il a été utilisé comme substitut de cette espéce.

L'astragale est tenu en haute estime par les Chinois, qui I'ont incorporé dans de nombreuses



autres formules médicinales.Les herboristes peuvent suggérer d'utiliser cette plante pendant le

traitement par chimiothérapie car elle stimule le systeme immunitaire [25, 33, 34].

Dans la médecine populaire turque, les racines des especes d'Astragale sont utilisées pour
le traitement de la leucémie et pour la cicatrisation des plaies [35] . A. corniculatus est utilisé
par la médecine traditionnelle bulgare comme diurétique pour le traitement de I'nypertension
[36]. Des troubles rénaux, des maladies nerveuses et des rhumatismes, ainsi que comme
diaphorétique. La préparation de comprimés d'hydrogel a base d'oxyde de polyéthyléne avec
extrait sec standardisé d'A. corniculatusa été développée [37], A. exscapus est utilisé en
médecine traditionnelle en France et dans la région d'Odessa en Ukraine pour le traitement de
la syphilis, des rhumatismes, des troubles cutanés, des douleurs articulaires et comme diurétique
et sudorifique [31].

1.3.4. Quelques activités biologiques reconnues

Les plantes du genre Astragalus sont réputées pour leur richesse en flavonoides,
saponines et polysaccharides, métabolites secondaires aux activités biologiques diverses et
intéressantes [31]. En renforcant I'immunité a la fois in vitro et in vivo, les polysaccharides sont

dotés de propriétés antitumorales [38].

En Egypte, il existe 32 espéces du genre Astragalus [39, 40], ont démontré des activités
immunostimulatrices, antivirales et cardiovasculaires . Ainsi, I'extrait brut d'A. Kahiricus
démontre une cytotoxicité reproductible contre le cancer de I'ovaire de la lignée cellulaire A
2780 [24] .

Une étude biologique sur des extraits et des flavonoides d'A. adsurgens a révélé une
cytotoxicité contre la leucémie de la ligne cellulaire HL-60 et ’hépatome de la ligne cellulaire
SMMC-7721. Quelques flavonoides ont également démontré des propriétés antibactériennes
[41].

Selon des études biologiques, certaines especes de ce genre (A. trojanus) contiennent
des triterpenes glycosylés avec des oleanane et des squelettes cycloartane isolés qui se sont
avérés avoir d’activités immunostimulantes [19, 35, 42], anti-protozoaires [20, 43], antivirales
[21], cytotoxique [24], cardiotonique [44] et adjuvante comme A. oleifolius DC et A. trojanus
Stev [45].



1.3.5. Etudes phytochimiques antérieures sur le genre Astragalus

D'un point de vue chimique le genre Astragalus apparait tres uniforme, avec deux types
de principes pharmacologiquement actifs et trois types différents de composés toxiques. Dans
lepremier groupe se distinguent les polysaccharides et les saponines, et dans le second, les
alcaloides indolizidine (swainsonine et son dérivé N-oxyde, et lentiginosine) (voir la Figure 1.4)
les composés nitro endécaphyllines (dérives acide nitropropionique-glucose) et 3- nitropropyl-
glucosides, et les dérivés séléniferes (séléno-cysteine, -cystathionine, -cystine, et- méthionine).
Il existe d'autres composés trés important, tels que les flavonoides (flavones,flavonols,
flavylions et isoflavones) sous formes libres et glycosidiques ; sans ptérocarpanes et sous forme
de glucosides ; et les dérivés d'acides organiques (acide homopilosinique et acidephaséique)
[24].

-nlllllllllOH

Figure 1.4 : Swainsonine

Les polysaccharides d'A. membranaceus sont les plus connus et plusieurs groupes de
recherche les ont isolés et purifiés. Fang et al .A isolé I'astragale I, 11 et I11 & partir de I'extrait
d'A. mongholicus . membranaceus var .L'astragalan | est un polysaccharide composé de D-
glucose, de D-galactose et de D-arabinose dans un rapport molaire de 1.75:1.63:1, avec un poids
moléculaire de 36 300, tandis que I'astragalan Il et 111 sont composés de D-glucose uniquement,
avec poids moléculaires de 122 300 et 34 000 respectivement[25]. Tomodaet al.ont purifié un
glycane de I'extrait d'eau chaude des racines de A. membranaceus, constitué principalement de
L-arabinoside, D-galactose, L-rhamnose et acide D-galacturonique dans un rapport molaire de
6:9:8:30[46], Shimizuet al.ont isolé un polysaccharide acide d'A. mongholicus, composé de L-
arabinoside, D-galactose, acide D-galacturonique, acide D- glucuronique dans un rapport
molaire de 18:18:1:1, plus de petites quantités de groupes acétyle et fraction peptidique [47].
Les Triterpenes et les Saponines sont les métabolites secondaires les plus étudiés. Une 40 de
saponines principalement derivees de la forme 20R,24S du cycloastragénol, nommees
astragalosides, etplus rarement de la forme 20S,24R, nommée astramembrainnines (Figure 1.5

et 1.6). Six composés avec le squelette oléanane ont été rapportés [24].
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OH

OH

Figure 1.5: Astragaloside |1 Figure 1.6 : Astramembrainnine |

Divers métabolites secondaires ont été identifiés dans ce genre (Astragalus), Il a été
rapporté qu'une série de saponines triterpéniques de types oléanane et cycloartane ainsi que des
flavonoides ont été isolées dans des études antérieures réalisées sur des espéces d'Astragalus

[49 ,48]. Le tableau 1.2 présente les différents métabolites secondaires isolés de plantes du genre

Astragalus.
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Tableau 1.2: Flavones isolés de Astragalus

Composés |[R1 |[R2 |R3 |R4 R5 R6 I’espéce Reéf
rhal-Sglc _
A.cruciatus [50]
rhal-4rhal-Sglc
H |H H H OH H A.corniculatus | [51]
Glc A.asper [52]
rhal-bgal A.verrucosus [53]
g rha’-*[rha’-?]gal
é— rha |H H H OH rhal-2gal A.shikokianus [54]
é rhal-gal
CH3 rhal-?gal
H rhalO-(3-hydroxy-3- -
méthylglutaryl)-°gal A.gombiformis | [55]
H |H |[H |OH T
CH3 rha*O-(3-hydroxy-3-
méthylglutaryl)-°gal
H xylo!3rha' ~%apiofur'~2gal |A.caprinus [56]
(3}
ha'-gl .
:E fha - gl A.annularis [57]
2 Glc
% H H H OCH3 |OH
= H A.corniculatus
2
OH [51]
rhat-Sglc .
A.corniculat
o |H |H |H |oH |oH [cIc cornieutatus
S Gal
)
o rhal-®gal A.verrucosus [53]
()
o rhal-2gal
Gal . .
CH3|H H OH |OH A.gombiformis 55
rhatO-(3-hydroxy-3- J (5]
méthylglutaryl)-°gal
- glc A.corniculatus [51]
Apigenine | H H H H OH H A.verrucosus [53]
Lutéoline
(Orientine) H o jgle OH  |OH A.corniculatus [51]
Eriodyctiol [glc |H OH |OH

11
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Tableau 1.3: Flavanones isolés du genre Astragalus

Ry

Composés

Parties étudiées

I’espéce

Réf

diméthoxyflavanone

Plante entiere

A. adsurgens | [58]

Tableau 1.4: Isoflavones isolés de Astragalus

Pseudobaptigénine

Composés R1 R2 R3 R4 Pespéce Réf
OH OH H H
Isoflavone OCH H A. adsurgens [41]
OH
Calycosine H H H OH
Ononine glc H
Daidzéine H OH H
Génistéine OH A. verrucosus [53]
Pratenseine OCHz | OH
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Tableau 1.5: Chalcones isolés de Astragalus

Composés R1 Pespece Réf
OCHjs OCHjs
o OH H H
c
8 H
g
@) H OCHs OCHjs
A.adsurgens [41]
Astradsurnine
Tableau 1.6: Flavanes isolés de Astragalus
I’espéce Parties étudiées Composés Réf
A. adsurgens | Planteentiére isoflavane (1) [41]
A. trimestris Partiesaériennes | 8-méthoxyvestitol (2) [57]
A.depressus Racines Pendulone (3) [59]
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Tableau 1.7: Ptérocarpanes isolés de Astragalus

I’espéce Parties étudiées Composés Réf
A. adsurgens Planteentiére MelilotocarpaneB (51) [41]
A.verrucosus Parties aériennes Maackiaine (52) [53]

(51) (52)

[T

R,0 .
5n
Composés | R1 R2 R3 R4 Pespéce Réf
o OH
% arab*-*xyl H OCOCH; | H | A.campylosema | [56, 60]
§ COCH,OH Gle

14



Rappel bibliographique

10R

s
Z
2,

Composés R1 R, R3 I’espéce Réf
xyl H
(5]
S
= xyl xyl A.hareftae [48]
S
f>,~ glc H
H [20]
Oleifolioside arab*-?xyl xyl A.oleifolius
(0)
HO
HO
OR,
Composés | R R1 R2 I’espéce Réf
S
2 H H A. kahiricus
2 H
| -
= [24]
v Ac Ac
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HO
OR,

Composés | R R1 R2 I’espece Réf

A. kahiricus
[24]

Kabhiricoside
T

Tableau 1.9: Saponines a squelette oléanane isolés de Astragalus

Composés Structure de Composé I’espéce Réf

[58]
A.tauricolus

glucopyranosy

16




Tableau 1.10: Sterols isolés de Astragalus

I’espéce Parties étudiées Composés Réf
A. trimestris Partiesaériennes Stigmastérol (1) [57]
A. sieversianus Racines p-sitostérol (2), Daucostérol (3) [65]

R
2 glc
3 H
(©)
Tableau 1.11: Carbohydrates isolés du genre Astragalus
I’espéce Parties étudiées Composés Réf
A.sciureus A.submitis Galactose(1),Glucose(2) [66]
A pauxillis folioles , Racines
' Xylose(3),Rhamnose(4),Arabinose(5)
H __OH H
O O
HO OH HO H
HO
OH OH
(1) )
H
OH O O.
o) H Lo H
HO HO HO HO
OH
OH OH
() (4) 3)
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» Autres composés

P’espéce Parties étudiées Composés Réf
A. zahlbruckneri Racines [67]
Glucopyranoside: (1) , (2), (3), (4), (5),(6), (7), (8)
A.membranace Racines gentisine(5) [7]
Emodine(6)
A.asper Partiesaériennes acide cafféique (7) , Acidechlorogénique(8) [52]
R
O
HO
HO
HO
_O
OH OH
MeO. OH
MeO OR
MeO CHOHCH,CH,0OH
I oy :
HO RO OH
©) ) (1)

OH OH

OH

(8) (7)
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I. 4. Présentation de la région d’étude Vallée du N'essa

La province d’Ouargla est I'une des principales oasis du désert algérien, ou se situe notre
zone d'étude. Elle est a 800 kilometres de la capitale et située au sud-est de I'Algérie. Ses limites
sont les wilayas d'El Oued au nord-est, Djelfa au nord-ouest, Illizi au sud-est et Ghardaa a
I'ouest. 1l a une superficie totale de 163 238 km?. Sa situation géographique sont : 31°54” 4 32
Nord et latitudes de 5°15” a 5°27° Est [68] (voir la Figure 1.7).

Vallée du N'essa au nord de Ouargla et dont couvre son bassin versant Vallée du N'essa
une superficie de 7800 Km?, Cette Vallée est située sur une longueur d’environ 100 Km.a la
longitude 32° 32° Nordet latitudes de 5° 21 Est [69]. Il coule dans trois directions différentes :
ouest-est dans le cours supérieur, nord-ouest-sud-est dans le cours moyen, et encore une fois

vers I'Est dans le cours inférieur avant d'entrer dans le Sabkhet Safioune [70].

Figure 1.7 :Situation géographique de la zone d'Ouargla [70]
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I. 4.1. Astragalus gombo

1.4.2. Systématique d’Astragalus gombo [71] :

e Reégne : Plantae (végétal)

e Embranchement : Spermatophytes

e Sous-embranchement : Angiospermes
e Division : Magnoliophyta

e Classe : Dicotyléedones

e Sous-classe : Dialypétales

e Ordre : Fabales

e Famille : Fabaceae

e Sous famille Papilionaceae

e Genre : Astragalus

e Espéce : A.gombo

e Nom scientifique : Astragalus gombo
e Nom vernaculaire : Faila (&)

I. 4. 3. Description botanique d'Astragalus gombo

L’espéce Astragalus gombo Cosse et Dur (Bunge) est une plante vigoureuse au port
dressé de 10 a 50cm de haut (Figure 1.8) a port chamaephytique dont les bourgeons se situent
pres du sol, elles sont de couleur claire, pourvues de trés longues feuilles de couleur vert clair,
avec de trés nombreuses petites folioles. Les pétioles robustes perdant leurs folioles deviennent
coriaces et piquant a I'extrémité [9], aux tiges dressées, tomenteuses (cotonneuses)recouvertes
de poils épais blancs. Des grappes axillaires jaunes et denses de fleurs papilionacées sont
présentes. La caractérisation du fruit est cruciale, comme c'est le cas pour toutes les especes
d'astragale. Les grappes de fleurs papilionacées jaunes en grappes axillaires denses sont La
gousse a des parois épaisses, est ligneuse, gonflée, extrémement dure et est completement
divisée en deux moitiés par une coupe longitudinale. Il est également recouvert d'un duvet
soyeux de plus d'un centimeétre de diametre. 1l a une forme extérieure avec des veines apparentes
qui se terminent par un bec fort [9, 11] Astragalus gombo est une espéce endémique saharienne

[9] elle pousse sur le plateau, dans les lits sablonneux des oueds, ou les éboulis de falaises [72].

Elle forme parfois d’importants paturages apres la pluie et résiste longtemps dans

certains oueds, Elle est bien appréciée par les animaux, notamment, le dromadaire [73].
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L'espece saharienne endémique Astragalus gombo [9] pousse sur les plateaux, dans les

oueds ensablés et sur les les éboulis des falaises [72]. Dans certains oueds, il peut persister trés
longtemps et créer des paturages importants apres la pluie. Les animaux, surtout le dromadaire,

en sont friands [73].

Figurel.8 :Astragalus gombo

1.4.4. Les métabolites primaires d'Astragalus gombo
Les racines de la plante d'astragale sont utilisées comme remede médicinal et, en raison
de son importance, des recherches pharmacologiques et botaniques approfondies ont été

menées a son sujet.

Il contient également plusieurs éléments actifs, dont des acides aminés, des sucres et des

traces de minéraux.

Les substances efficaces et peu toxiques sont appelées polysaccharides. Selon de
nombreuses études, les polysaccharides présentent des propriétés bioactives telles que
antioxydants, antitumoraux, effets antibactériens, anti-hyperglycémiques, et anti-
inflammatoires [74], laissent apparaitre des traces de lipide, Une teneur en protéine pour la
racine et pour la tige, et des teneurs considérables en éléments minéraux (Na, K, Ca), Une teneur
en sucre totaux, et la teneur de fibre.

Le gombo Astragalus est connu pour sa bonne importance nutritionnelle pour les
animaux des zones désertiques arides qui le consomment sous forme de paturage libre, car il
contient une quantité de fibres et de protéines brutes [8].

1.4.5. Les métabolites secondaires d'Astragalus gombo

Les métabolites secondaires les plus fréqguemment trouvés dans I’espéce Astragalus sont
les saponines triterpenes et sapogénines. Les parties aériennes ont été utilisées dans une étude
phytochimique. Neuf composés naturels, dont sept saponines triées dans le squelette
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cycloartane, a partir d'extrait de n-butanol d'Astragale gombo cos. & Dor (région de Biskra) a

été isolé. Six s'est avéré étre le premier. Les deux substances restantes sont des flavonoides, ou
plus spécifiquement, des flavonols o-glycosylés [75]. Etudes phytochimiques précédentes et

principaux métabolites secondaires isolés.
1.4.6. Etudes phytochimiques précédentes et principaux métabolites secondaires isolés

D'aprés une étude approfondie de la littérature que nous avons menée sur I'espéce Astragalus

gombo, qui a montré sa richesse en flavonoides et terpénes [76] Tableau 1.12.

Tableau 1.12: Flavones isolés du l'espece Astragalus gombo

Structure de Composé | Composés identifiés Parties étudiées La région | Réf

oo Kaempférol [75]
. Parties aériennes | Biskra

/ OH
O Apiegenin

oo S [76]
Parties aériennes | Ghardaia

Luteolin
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Tableau 1.13: Saponines a squelette cycloartane isolés du I'espece Astragalus gombo

Structure de Composé Composés identifiés

Parties étudiées

La région

Reéf

WOCH,CH,CH,CH;

cycloartane

HO-
HOH,C.
HO’
HO OH

parties aériennes

Biskra

[63]

I. 4. 7. La composition minérale d’Astragalus gombo

En ce qui concerne le profil minéral, les espéces d'Astragalus, en particulier les jeunes

plants d'astragale récoltés au stade vegétatif et les feuilles des plantes a pleine floraison, sont

une bonne source d'éléments alimentaires importants tels que (Ca, Mg et Fe). 1l est a noter que

les valeurs en fer pour les jeunes plants d'Astragale étaient plus élevées que celles d'autres

plantes largement utilisées dans les aliments, y compris les épinards qui sont considérés comme

une riche source de Fe, ou dans de nombreuses plantes medicinales [75 ,73] .Cette découverte

est importante car la carence en Fe est considéréecomme I'un des dix principaux problémes de

santé dans la société moderne, étant particulierement repas pour les femmes en age de procréer

[72,75].

23




I. 4. 8. Activités Pharmacologiques d’Astragalus gombo

Plusieurs constituants des astragales pharmacologiquement actifs, telles que les
polysaccharides et les saponines, ont des effets antiviraux, immunostimulants et

hépatoprotecteurs [6].

Les huiles essentiellesde la partie aérienne d'Astragalus gombo renferment quelques
composés actifs comme 1'a pinéne, le camphéne et le terpinéne-4-ol possédant des activités
antibactérienne et anti-inflammatoire et le y-terpinene possédant une activité antioxydante
[75,77, 78].

Pour expliquer certaines des utilisations thérapeutiques traditionnelles d'Astragalus
gombo, les caractéristiques biologiques de certains polysaccharides extraites ont été étudiées,
comme le galactomannane des graines de cette plante, qui a montré une bonne activité

antioxydante dans le test DPPH par rapport aux vitamines C.

L'effet inhibiteur de l'a-glucosidase a été mesuré a l'aide des fractions pectiques et
hémicellulosiques isolées des tiges d’Astragalus gombo, qui ont eu un bon effet inhibiteur sur

cette enzyme [17].

I.4.9. Toxicité

La majorité des astragaux sont non toxiques. Certaines especes, comme Astragalus
nuttalianus et I'Astragalucitre trouvées dans le sud-ouest et l'ouest des Etats-Unis, sont
respectivement utilisées comme especes de paturage et sont trés considérées par les bovins [79].
Il en va de méme pour les especes d'Astragalus Gyzensis Bunge. De plus, Astraglus Gombo
Bunge, qui peut étre Situé dans le nord du Sahara Algérien [80].

Les espéces toxiques de ce genre ont étédivisés en groupes, selon la nature du
principetoxique et de leurs effets sur les animaux [16] :
- especes causant un empoisonnement par l'acacia (des alcaloides indolizidiques, la
swainsonine)
- espéces qui synthétisent des composés nitro aliphatiques, et leurs glycosides, sous forme de
misérotoxine.

- especes qui accumulent du Sélénium.
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1.4. 10. Activité Antioxydante d’Astragalus gombo

Il existe une étude menée par (Tayeb., et al ) sur huiles essentielles la partie aérienne
d'Astragalus gombo pour deux régions de Sidi Bouzid et Sbitla (Tunisie), portant sur le test de

I'activité antioxydant par le test DPPH, car elle a montré de bons résultats contre ce test. Cela

pourrait étre d0 au composé principal majeur, le phytol [81].
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_ Activité antiurolithiasique et antidiabétiques

11.1. Généralités sur la maladie lithiasique

11.1.1. Historique

Depuis les temps les plus reculés, La maladie lithiasique est bien connue et est
indissociable liée a I'histoire humaine [82]. La découverte d'une pierre vésicale dans la tombe
d'un jeune garcon en Egypte il y a environ 4 000 ans a marqué le début de I'histoire de la lithiase.
Deux cas supplémentaires trouvés en Inde a partir de 1500 av. J.-C melangés avec les restes
d'une femme décédée en couches [83].

L’antiquité : La lithiase a €té mentionnée dans des textes remontant a I'Ancien

Testament en Inde et en Gréce, car Hippocrate recommandait des diurétiques abondants.

11.1.2. Lithiase et calcul
L'origine du mot " Lithos "est grecque et signifie pierre. La formation de calculs au niveau
des voies urinaires est appelée le terme lithiase, ou elle survient lors de la sédimentation
anormale de I'urine, ainsi que le résultat de microbes qui provoquent une infection des voies
urinaire [84].

De petites pierres appelées pierres sont créées dans les reins par des cristaux trouvés
dans l'urine. La probabilité que les cristaux entrent en collision et forment des calculs, ce qui
peut provoquer des douleurs, des saignements, une infection des voies urinaires ou une
obstruction du flux urinaire, augmente avec la concentration d'urine [85]. Ces cristaux, qui
peuvent également étre découverts dans le reste des voies urinaires : dans la vessie , I'urétre ou

les uretéres, sont appelés par les médecins lithiase urinaire [86] (Figure 11.1).
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vessie
uretre

Figure I11.1: Localisation des calculs dans le systéme urinaire [86]

La formation de calculs rénaux est un complexe qui résulte d'une succession de plusieurs
événements physico-chimiques dont la sursaturation, I'agrégation et la rétention dans les reins.
Plus de 10% des habitants des villes industrielles souffrent de calculs urinaires [87].

Le calcul se forme au cours de plusieurs mois ou années. Cela commence par la
formation d'un noyau autour des déchets cellulaires dans le rein. Suite a l'agrégation des
cristaux, ces cristaux se fixent ensuite aux parois des cellules tubulaires de la papille rénale.
Différents constituants de I'urine sont susceptibles de cristalliser : calcium(Ca), oxalates(Ox),
ammonium, sodium, phosphate, cystine, urate [86, 88].

Par conséquent, I'analyse des calculs est nécessaire pour mieux évaluer la progression
de la maladie lithiasique et ses relations avec les pathologies ou les facteurs de risque qui
contribuent a son émergence [82]. Compte tenu du caractére récidivant de I'affection et de
I'évolution péjorative silencieuse de la fonction rénale, une enquéte étiologique reste nécessaire
et systématique pour chaque patient lithiasique. Cela passe par l'analyse du calcul et la
recherche des facteurs de risque lithogéniques a partir des données cliniques, radiologiques et
biologiques [89] .

Cependant, sa localisation anatomique, sa fréquence ainsi que sa composition chimique

varieront largement en fonction des conditions climatiques, des conditions socioéconomiques,
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des moyens de médicalisation disponibles ainsi que des habitudes alimentaires et des facteurs
génétiques [90-93].

Pour identifier les conditions pathologiques responsables de la formation des calculs, il
est nécessaire d'examiner attentivement la structure et déterminer la composition
quantitative et qualitative du principal témoin de la maladie qui est le calcul [91, 94-96].
Etapes de la lithogénése :

Il 'y a sept étapes dans le processus de lithogenése qui se produisent séquentiellement ou
simultanément lors de la formation d'une pierre. VVoici ces étapes [97] :

La sursaturation des urines, la germination cristalline, la croissance des cristaux, 1’agrégation
des cristaux, I’agglomération cristalline, la rétention des particules cristallisées, la croissance

du calcul.
11.1. 3. Inhibiteurs et promoteurs de la lithogenese

La présence de cristaux dans l'urine indique une rupture de I'équilibre entre les
inhibiteurs et les catalyseurs

» Promoteurs : Ce sont des ions qui contribuent a la formation de substances insolubles
qui sont des promoteurs de cristallisation. Ils se combinent fréguemment en groupes de
deux ou trois pour créer une substance qui peut cristalliser et qui, a son tour, peut avoir

en plusieurs espéces cristallines [98]. (Figure I1. 2)

I Promoteurs l ] Substances cristallisables ] [ Espéces cristallines
w
% Oxalate 7 Oxalates de calcium — Whewellite, weddellite, caoxite
§ Calcium ——— Phosphates de calcium —— Carbapatites, brushite, phosphate
o >< Pkt s skl ok octocalcique pentahydraté, PACC
§ Phosphate ->—<~ magnésium — Whitlockite
Z| Magnésium =——= Phosphates ammoniaco- — Struvite, dittmarite
(=9 g
2 /' magnésiens
a | Ammonium -7: Urate d?ammonium — Urate acide d7ammonium anhydre
. . Uricite, acide urique monohydrate,
Urate S Acide urique acide urique dihydraté
Urate de sodium — Urate acide de sodium
3 Sodium monohydrat
o ,
= Urate de sodium et —— Urate de sodium et potassium
[ Potassium pOMsaRI
\. Urate de potassium —— Urate acide de potassium anhydre
Dihydroxy- : o P .
2.8-adénine Dihydroxy-2,8-adénine —— Dihydroxy-2 8-adénine
| Xanthine + H*——— Xanthine — Xanthine
Cystine + H+ —— Cystine —= Cystine

Figure I1. 2 : Promoteurs et especes cristallines et substances cristallisables [98]
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» Inhibiteurs :

Ce sont des molécules qui ralentissent la croissance des cristaux et augmentent le seuil de
sursaturation qui initie la nucléation [99]. Bien qu'il existe des inhibiteurs chez les personnes
normales et les patients atteints de lithiase, mais ils sont moins efficaces pour prévenir la
formation de cristaux, leur présence peut étre moindre comparativement aux promoteurs, ou
leur composition structurelle peut changer [100]. Il se divise en deux classes : les composés
ioniques forment un complexe qui réduit la sursaturation et est facilement soluble dans les
matériaux cristallisés. Ainsi, le composé de citrate de calcium empéche l'apparition de
cristallisation et réduit ainsi la formation de calculs [101]. Les deux familles chimiques des
glycoaminoglycanes et des glycoprotéines appartiennent aux inhibiteurs de haut poids
moléculaire, qui bloquent a leur tour les sites de croissance situés a leur surface (tableau 11.1)
[102].

Tableau 11.1: Inhibiteurs de la cristallisation

Inhibiteurs de faible

cible Inhibiteurs macromoléculaires cible
poids moléculaire
Mg?* OxCa Uropontine OxCa, PCa
Fed* OxCa Néphrocalcine OxCa
Zn* OxCa Protéine de Tamm-Horsfall OxCa
Bikunine
Citrate OxCa, PCa OxCa
Phosphocitrate Fibronectine
OxCa, PCa . OxCa
Pyrophosphate Calprotectine
Fragment 1 de la prothrombine OxCa
Isocitrate OxCa,PCa
Aspartate OxCa Lithostathine
Glycosaminoglycanes ~ Sulfate | OxCa, Acide
de chondroitine Sulfate urique,urates
) d’héparane Sulfate de kératane
Hippurate OxCa Sulfate de dermatane Acide
hyaluronique
Glutamate Lithostathine
OxCa CaCO3
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11.1.4. Les différents types de lithiase

11.1.4.1. La lithiase oxalocalcique

Oxalate de calcium : Ce sont de loin les plus courants et se divisent en deux classes de

cristallines :

— 1. lawhewellite

— 1I. la weddellite [103, 104].

» Oxalates de calcium monohydratés "Whewellite" : Ce sont les plus courantes causees
par I'nyperoxalurie, qui sont de couleur brune et de petite taille, et sont éliminées
spontanément par l'uretere.

> Oxalates de calcium dihydratés "Weddellite" : Il est excrété dans l'urine, de grande taille

et de couleur jaune, environ deux fois moins fréquent. Elle est associée a un exces de

calcium dans les urines.

Figure 11.3: Calculs d’oxalate de calcium : (A) monohydraté , (B) dihydraté [103, 104]

11.1.4.2. La lithiase phosphocalcique

Calculs impliquant I'acide phosphorique (figure 11.4). En raison de l'alcalinité continue
de l'urine. L’abus de laxatifs, la diarrhée chronique, 1'il€éostomie et la thérapie a l'acétazolamide
sont plus fréquents dans certaines régions. Une option est de penser au phosphonorose qui
acidifie durablement les urines. Pour I'obtenir, vous ajoutez de l'acide phosphorique [86].

Le phosphate de calcium le plus répandu est la carbapatite ou phosphate de calcium
carbonaté. Elle peut étre liée a une hypercalciurie, a une augmentation du pH urinaire, voire a
une infection urinaire de longue durée. Différentes circonstances biochimiques affectent la

formation des cristaux de brushite (phosphate dicalcique dihydraté) et d'orthophosphates de
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calcium (principalement du phosphate de calcium carbonaté amorphe et des carbapatites).
Lorsque le pH de I'urine > 6,5, les especes d'orthophosphate de calcium se forment facilement
et dépendent largement du pH de l'urine. La formation de brushite nécessite généralement des
concentrations élevées de calcium et de phosphate, bien qu'elle puisse également étre aidée par

une faible concentration de citrate [105].

Figure 11.4: principaux calculs de phosphates calciques . a : calcul de brushite et
b : calcul de carbapatite [105]

11.1.4.3. La lithiase urique et uratique

La classe Il comprend les urates et les calculs d'acide urique [106, 107]. 10% des cas
de lithiase urinaire sont dus a des calculs d'acide urique, qui sont produits lorsque le corps
décompose les protéines.

Des cristaux d'acide urique se forment dans l'urine acide. L’acide urique monohydraté
et dihydraté, I'acide urique amorphe, deux formes hydratées et l'acide urique anhydre (uricite).
L'acide urique dihydraté et lI'acide urique amorphe sont les especes les plus courantes trouvéees
dans l'urine. Dépendent de différentes conditions métaboliques : l'acide urique amorphe est
principalement lié a une concentration élevée d'urate dans l'urine, tandis que l'acide urique
dihydraté dépend principalement d'un faible pH de I'urine. En revanche, les sels d'urate, tels que

I'urate hydrogené d'ammonium, se forment dans I'urine alcaline (Figure 11.5) [108].

Figure 11.5: principaux calculs de acide urique et de urate .a : calculs de acide urique

anhydre, b : calcul de acide urique dihydraté et ¢ : calcul de urate d’ammonium [108]

31



_ Activité antiurolithiasique et antidiabétiques

11.1.4.4. La lithiase phospho-ammoniaco-magnésienne
"Nombre de physiophores, d'ammoniac et de magnésium.” Aussi connue sous le nom de
struvite minérale (Figure 11.6), elle est plus fréquente chez les femmes . Elle différe de la lithiase
métabolique en ayant une physiopathologie différente selon laquelle les micro-organismes
uréases peuvent provoquer des infections des voies urinaires qui peuvent hydrolyser I'urée
urinaire et modifier le pH de l'urine pour qu'elle soit plus ou moins alcaline [109]. De ce fait, le
développement d'une lithiase infectieuse nécessite la présence simultanée d'urée et d'une uréase.
Les micro-organismes producteurs d'uréase comprennent Protéus (P.Mirabilis, P.Morgani, P.
Vulgaris), Morganelle, Providencia, Pseudomonas et plus rarement enterobacter, Klebsiella et
Serratia [86]. 1l y a 10% des cas qui consistent en des calculs de phosphate d'ammonium et de
magnésium, qui peuvent étre clairement vus sur les rayons X.
Elle se répete dans la composition des calculs complexes ou en forme de corail.

— Elle se forme en milieu alcalin.

— Les phosphates de calcium et de magnésium, tels que la boreshite, la carpatite, la struvite

et la litelockite, sont regroupés dans la classe IV [110, 111].

Figure 11.6: calculs de struvite [110]
11.1.4.5. La lithiase cystinique

La lithiase a cystine résulte de la cystinurie, un défaut autosomique récessif dans le transport
de la cystine et des acides aminés dibasiques a travers les membranes épithéliales du rein et de
I'intestin. Parce qu'il s'agit de I'acide aminé le moins soluble, la cystine cristallise et forme des
calculs lorsqu'elle est excrétée en plus grande quantité dans l'urine [112]. Les quatre acides
aminés dibasiques (ornithine, lysine, cystéine et arnitine) sont affectés par un trouble héréditaire
connu sous le nom d'insuffisance tubaire chronique congénitale et familiale, qui en est la cause
connue. (Figure 11.7) [113].
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Figure 11.7: calcul de cystine [113]
11.1.4.6. La lithiase médicamenteuse

La lithiase médicamenteuse représente 1 a 2 % de tous les calculs rénauxll existe deux
catégories de médicaments censés contribuer a la formation de calculs : Le premier groupe est
constitué de substances qui favorisent la cristallisation de I'urine et ont une excrétion urinaire
élevée mais une faible solubilité.Parmi les molécules peu solubles, Le deuxieme groupe
comprend les médicaments qui peuvent entrainer des calculs urinaires car leurs effets
métaboliques, en particulier ceux provoqués par la supplémentation en vitamine D/calcium, qui
sont probablement sous-estimés. Les principaux médicaments actuellement criminalisées sont

les sulfamides et I'indinavir, en particulier le triamtéréne et la sulfadiazine. (Figure 11.8) [114].

Figure 11.8: quelques calculs induits par les médicaments . a : calculs d’indinavir,

b : calculs de triamtéréne . c : calcul de N-acétylsulfadiazine [114].

I1.1.5. Les méthodes d’évaluation de I’activité antiurolithiasique

Pour étudier la pathogenése de la néphrolithiase a CaOx, développer des protocoles et
des agents thérapeutiques et tester leur efficacité, De nombreux modeles de lithiase urinaire in
vitro et in vivo ont été déeveloppés [115] . La nucléation, la croissance et I'agrégation des cristaux
d'oxalate de calcium sont examinées dans des expériences de cristallisation in vitro en l'absence
et en présence de modulateurs de cristallisation.Ces méthodes in vitro donnent une estimation
simple et rapide de I'activité de modification de la cristallisation, un dépistage préliminaire de

I'activité anti-urolithique et mode(s) d'action possible(s). Cependant, le systeme biologique et
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la pathogenese de la lithiase urinaire sont trop complexes et cesrésultats in vitro ne peuvent
pas étre extrapolés en toute sécurité pour l'effet thérapeutique [116]. Par conséquent, des
modeles animaux in vivo de la néphrolithiase au CaOx pour mieux comprendre la pathogenése
de la néphrolithiase et étudier les actions anti-urolithiques et le potentiel de divers médicaments
ont été développés [115].

Les études in vitro fournissent également des configurations plus petites utilisant une petite
substance de test, permettant de faibles codts et un nombre élevé de répétitions. Ainsi, fournir
une motivation pour minimiser les colts des médicaments grace a des procédures de test
économiques et donne une évaluation plus directe des performances de I'extrait ou du composé

que les études in vivo conventionnelles [117].

11.1.6. Activité antiurolithiasique des plantes médicinales

Des dizaines d'accumulations de connaissances ethnobotaniques sont apparues au cours
des siecles, et l'utilisation des plantes médicinales est devenue d'une grande importance dans le
traitement de nombreuses maladies. Le terme plantes anti-urolithiase est appelé plantes
médicinales pour la lithiase urinaire [118]. Les médicaments a base de plantes et les extraits de
plantes ont un rdle important et documenté dans le traitement de la lithiase urinaire, qui est la
troisieme maladie des voies urinaires la plus courante [119]. En outre, Ils sont relativement plus
sQrs, moins chers et plus accessibles aux grandes populations des pays en développement [120].
Des études scientifiques exposent le mécanisme d'action de ces plantes médicinales anti-
urolithiatiques et responsables a différents stades de la lithiase urinaire, telles que, I'action
diurétique augmente la quantité de liquide passant par les reins en conséquence débusquer les
dépdts [121].

Afin d'évaluer I'activité antiurolithiasique in vitro et in vivo, des recherches scientifiques ont
été menees sur plusieurs plantes médicinales. Nous nous soucions des etudes antérieures

publiées sur la famille fabaceae (Tableau 11.2) :
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Tableau 11.2: Etudes antérieures sur ’activité antiurolithiasique de quelques plantes

médicinales
famille Plantes médicinales Partie utilisée Etude Réf
Retama retam feuilles in vivo [122]
Macrotyloma uniflorum Feuilles et Apex des in vitro [123]
tiges
Dolichous biflorus L. grains in vivo [124]
Sesbania grandiflora L Jus de feuilles in vivo [125]
Tamarindus indica Linn Pulpe de fruits in vivo [126]
Fabaceae Alhagi mannifera Desv (L.) Racines in vivo [120]
(Leguminosae) Clitoria ternatea L leaves in vitro [127]
Macrotyloma uniflorum grains in vivo [128]
Astragalus membrane in vivo [129]
membranaceus
Trigonella foenum-graceum grains in vivo [130]

11.2. Le diabéte

11.2.1. Définitions et généralités

Une augmentation chronique de la glycémie causée par une production et/ou une action
altérée de I'insuline déterminée le diabete sucré comme une maladie métabolique [131, 132].
En 2017, le nombre mondial de patients diabétiques était estimé a environ 415 millions, ce
qui devrait augmenter et atteindre 642 millions d'ici 2040 [133].

L'hyperglycémie chronique chez les patients diabétiques réduisant la qualité de vie et
accélére leur decés en provoquant des lésions cardiovasculaires et d'autres complications a long
terme. La cardiomyopathie et l'insuffisance cardiaque sont considérées comme l'une des
principales complications du Diabeéte sucré [134, 135]. En plus de détruire les cellules des ilots
et les voies de signalisation de l'insuline, le stress oxydatif participe dans la progression
pathologique du diabéte et peut entrainer de graves complications telles que les maladies
cardiovasculaires diabétiques et la néphropathie diabéetique[136] .

A couse de leur innocuité relative, de leur rentabilité et de leur toxicité réduite lorsqu'ils
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sont pris aux doses recommandées, les médicaments antidiabétiques a base de plantes ont attiré
beaucoup d'attention [137, 138]. Actuellement, les plantes médicinales et les herbes sont
utilisées sous forme d'extraits pour leur activité antidiabétique. L'activité antidiabétique des
extraits de plantes et leur capacité a restaurer la fonction des cellules pancréatiques ont été

démontrées dans de nombreuses études scientifiques cliniques [139].

I1.2.2. Le pancréas et I’insulinosécrétion

En sécrétant diverses enzymes digestives et d'hormones pancréatiques, La digestion des
macronutriments est régulée par le pancréas et, par extension, du métabolisme
énergétique/homéostasie. C'est un organe rectangulaire d'une longueur d'environ 15, et il est
situé derriére I'estomac dans la cavité abdominale. La majorité des cellules de cet organe
sécrétoire sont des cellules acineuses ou exocrines, qui sécrétent du suc pancréatique dans les
canaux pancreatiques principaux et accessoires. Ce suc pancréatique contient des enzymes
digestives telles que lI'amylase, qui est responsable de la digestion des glucides, la lipase
pancréatique, qui est I'enzyme responsable de la décomposition des graisses en acides aminés,
et le trypsinogene, qui a son tour est responsable de la digestion des protéines [140] .
L'insuline, la seule hormone du corps capable d'abaisser la glycémie, ou la principale hormone
de régulation du métabolisme du glucose, est sécrétée par les cellules pancréatiques. La
sécrétion d'insuline est un processus hautement dynamique régulé par des mécanismes
complexes, Il est régulé par I'état des nutriments, des facteurs hormonaux et des facteurs

neuraux [141]. Le diabete sucré est causé par une sécrétion d'insuline altérée ou insuffisante.

Comprendre le diabete sucré, une condition marquée par des niveaux éleves de sucre dans le
sang provoqués par une production d'insuline inadéquate pour répondre aux besoins de

I'organisme, nécessite une connaissance approfondie du processus de sécrétion d'insuline [142].
11.2.3. Le diabéte et le stress oxydatif

Le corps humain est continuellement exposé a différents types d'agents qui entrainent
la production d'especes réactives appelées radicaux libres (ROS/RNS) qui, par le transfert de
leur électron libre non apparié, provoquent I'oxydation de la machinerie cellulaire. Traiter avec
les effets indésirables de ces espéces, le corps a des systemes antioxydants endogénes ou il
obtient des antioxydants exogenes a partir d'un régime alimentaire qui neutralise ces espéces et
maintient I'homéostasie du corps. Tout déséquilibre entre le RS et les antioxydants conduit a
produire une condition connue sous le nom de « stress oxydatif » [143]. De nombreuses études
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ont confirmé que le stress oxydatif est un facteur crucial dans I'apparition, la progression et les
complications du diabete, qui ont été largement liés au stress oxydatif et & I'incidence du diabete
sucré [144, 145]. Cela se produit également lorsqu'il y a une distorsion de I'équilibre redox de
la cellule, causant des dommages aux membranes et aux biomolécules vitales telles que les
lipides, I'ADN et les protéines [141, 142, 146-149] . 1l a été noté que I'nyperglycémie favorise
le stress oxydatif par la génération de radicaux libres et la suppression des systémes de défense
antioxydants. Dans les conditions d'’hyperglycémie chronique, la production de ROS est
perpétuée et, par conséquent, les enzymes antioxydantes et les antioxydants non enzymatiques
sont séverement supprimés dans divers tissus, ce qui exacerbe encore le stress oxydatif [146].
Les complications du diabéte induites par le stress oxydatif peuvent inclure les accidents
vasculaires cérébraux, la neuropathie, la rétinopathie et la néphropathie [150].

Cela explique pourquoi les personnes diabétiques ont tendance a avoir des environnements

cellulaires et organiques plus oxydatifs que les individus en bonne santé [151-153].

11.2.4. Plantes antidiabétiques

Les plantes médicinales sont connues depuis des millénaires et sont utilisées comme une riche
source d'agents thérapeutiques dans le monde entier. L'OMS a signalé que 75% de la population
mondiale, environ 800 plantes sont utilisées dans les systemes de médecine indigene, La
majorité des personnes dans tous les pays en dépendent pour leurs besoins de santé de base
[154]. En raison de la toxicité des médicaments et des effets secondaires, l'utilisation de la
phytothérapie devient de plus en plus courante. Ainsi, la phytothérapie devient de plus en plus
importante dans le traitement et la gestion des maladies chroniques telles que le diabete [155].
Depuis I'épogue des papyrus Ebers, soit environ 1550 avant Jésus Christ les gens ont utilisé des
plantes médicinales pour traiter le diabete sucré. De nombreuses herbes, épices et D'autres
parties de végétaux ont été utilisées pour traiter cette maladie dans le monde entier. La médecine
populaire traite le diabéte avec prés de 1200 espéces végétales [156].

Plusieurs d'études in vivo ont été réalisées sur des animaux pour tester l'activité revendiquée ont
démontré la propriété hypoglycémiante de nombreuses plantes [157], y compris la famille des
légumineuses, en particulier Radix Astragali seu Hedysari (Leguminosae). Les racines
d'Astragalus membranaceus (Fisch.) Bunge var. sont utilisées dans de nombreux troubles

chroniques comme le diabéte [155].
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I11.1. Matériel végétal

Les études phytochimiques et les activités biologiques ont été réalisées au Laboratoire
de Valorisation et Promotion des Ressources Sahariennes (LVPRS), Université Kasdi Merbah
Ouargla ainsi qu’au Laboratoire de Valorisation et Technologie des Ressources Sahariennes
(LVTRS), Université Echahid Hamma Lakhdar, EI-Oued.

L’espéce d'Astragalus gombo Bunge a été récoltée en mars 2018 dans la région d'Oued
N'essa Ouargla. L'identification botanique a été réalisee par Professeur Abdelmadjid Chahma
botaniste a I'Université Kasdi Merbah Ouargla (Algérie).
I11. 2. Screening phytochimique des extraits

Afin d'identifier les différents composés responsables des activités, nous avons réalisé
des tests chimiques sur les extraits hydro-méthanoliques (I’extrait hydrométhanolique est dilué
avec de 10 mL de I’eau distillée pour 1 g de matiere seche, on laisse la solution en repos pendant
une nuit puis on filtre). L'un des principaux objectifs des tests phytochimiques est de découvrir
les différentes familles de métabolites secondaires présents dans les parties étudiee (feuilles,
tiges) de la plante Astragalus gombo. Selon la méthodologie suivante : (Soulama, S) [158]
(Mace, M. E.)[159] (Biren N. Shah) [160] (S. Zeidan) [161] (Trease et Evans) [162].
I11. 2.1. Les tanins

L'ajout de 3ml d’chlorure ferrique a 2% p/v a 3 ml I'extrait, lorsque la couleur vire au
bleu-noir, c'est une indication de la présence de tanins.
111.2.2. Les alcaloides

On ajoute 3 mL d'HCI dilué a 3 mL d’extraits, bien agites. Les tests suivants ont été
réalisés avec le mélange.

Test de Mayer : a 3 mL de mélange, 1 mL de réactif de Mayer (iodure mercurique de
potassium) a été ajouté. L'apparition d'un précipité blanc avec le réactif Mayer indique la
présence d'alcaloides.

Test de Dragendroff : a 3 mL de mélange, 1 mL de réactif de Dragendroff
(iodobismuthide de potassium) a été ajoute. L'apparition d'un précipité rouge brique avec le
réactif Dragendroff indique la présence d'alcaloides.

111.2.3. Les protéines
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a. Test de Biuret : 1 ml de NaOH (4%), 1 ml de CuSOa (1%) et 2 ml de I'extrait ont été
combinés. La présence de la protéine a été indiquée par un changement de couleur violet
ou rose dans la solution.
b. Teste de ninhydrine : 3 gouttes de solution d'acétate de Pb (5%), ajoutées a 2 ml de
I'extrait, ont été chauffées au bain-marie pendant 10 minutes. Lorsque des acides aminés
sont présents, la couleur de la solution vire au violet ou au bleu.
111.2.4. Les flavonoides

Test Shinoda : Ajouter 2 ml de l'extrait a 0,5 g de magnésium et 5 gouttes d’HCI
concentré avec prudence. Lorsque la couleur rouge foncé apparait, cela indique la présence de
flavonoides.
111.2.5. Les saponines

Test de mousse : 2 mL d'extrait ont été vigoureusement agités avec 5 mL d'eau et
observés pour une mousse persistante, ce qui indique la présence de saponines.
111.2.6. Teste des composés réducteurs

On ajoute 1 ml de I'extrait & 2 ml de réactif de Fehling A et B a parts égales, puis on le
met au bain-marie pendant quelques minutes.L'apparition d'une brique rouge est une
indication des composés réducteurs.
111.2.7. Les Cardénolides

Afin d'identifier les glycosides cardénolides, 5 ml de chaque extrait sont combinés avec
1 ml de H>SO4 concentré et 2 ml d'acide acétique glacial, ainsi qu'une goutte de solution de
FeCls. Les sucres désoxy des glycosides cardiaques se distinguent par l'anneau brun sur
I'interface.
111.2.8. Les coumarines

L'extrait hydrométhanolique a été réparti dans deux éprouvettes apres avoir été dilue de
moitié avec de I'eau distillée. 0,5 mL d'une solution de NH4OH titrée a 10% a été ajouté dans
le deuxieme tube tandis que le premier servait de témoin. Sous une lampe UV 365 nm,
I'apparition d'une fluorescence bleue ou verte dénote la présence de coumarines.
111.2.9. Les stérols et triterpénes

Test Salkowaski : on a ajouté 5 gouttes d’H2SO4 a 2 mL d'extrait, Lorsque la couleur
bleu-vert apparait, c'est une indication de la présence de triterpénoides

Test Libermann burchard : 10 gouttes d'anhydride acétique concentré ont été ajoutées a

2 ml de la solution a tester et bien mélangées. Aux cotés du tube a essai, 5 ml d'acide sulfurique
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concentré ont été ajoutés. Lorsque la couleur bleue verdatre apparait, c'est une indication de la
présence de terpénoides et stéroides.

I11.3. Préparation des extraits

Une méthode d'extraction de type solide-liquide a été utilisée, c'est-a-dire le mélange de la
matiére vegétale (solide) avec le solvant d'extraction (liquide). La matiére végétale collectée a
été séchée a une température ambiante et protégée de la lumiére et de I'humidité. Apres séchage,
les feuilles et les tiges sont cassées a la main jusqu'a obtenir de petits morceaux. L’extraction
des substances actives de 56.21¢g, 67g de la plante seche (tiges et feuilles) a été effectuée d'abord
par macération a température ambiante pendant 24 h dans I'éther de pétrole apres filtration et
séchage de matiere végétale ; on continue I’extraction par macération dans un mélange
méthanol/eau (MeOH/H-0) (80/20 : v/v) pendant 5 x 24 h & une température ambiante. La
solution obtenue a été filtrée. Ce filtrat est concentré sous vide, 1’extrait hydrométhanolique est
dilué avec de 30 a 40 mL de I’eau distillée pour 67 g de matiere seche, on laisse la solution en
repos pendant une nuit puis on filtre. Apres avoir obtenu phase aqueuse on fractionne
successivement en utilisant du dichlorométhane, de I'acétate d'éthyle et du n-butanol selon le

protocole d’extraction illustré a la figure 111.1.
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Figure 111.1 : Protocole d’extraction de différentes fractions

Matiere végétale

M Feuilles = 677, M Tiges = 56.219

*Macération pendant 24h I'éther de

Pétrole

*Macération dans un mélange MeOH/H,0O
(80 :20 ; v/v), et répétée 3x 24h
*Filtration

Extrait
hydrométhanolique

* Concentration a sec (T =35-40°C)

* Dilution avec H,O distillée pour 1Kg de
M.S + (400 a 600) ml d'H-O chaude

*Filtration

Phase aqueuse

Extraction par CH.ClI; (x 3)

Phase organique
Phase aqueuse iR

Extraction par I’AcOEt (x1) concentration fraction
CH.Cl,
Fraction
Phase aqueuse Phase organique CH:Cl;
Extraction par Concentration fraction AcCOEt
n-butanol (3 fois)
Fraction
AcOEt

Phase aqueuse | fractic Phase organique
*Concentration fraction butanolique

Fraction

butanolique
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111.4. Détection chimique a propos de certains métabolites secondaires

111.4.1. Dosage des polyphénols totaux

A laide du réactif de Folin-Ciocalteu et de la méthode colorimétrique, la
spectrophotométrie a ete utilisee pour calculer le dosage des polyphénols totaux. Cette méthode
a eté utilisée pour décrire des extraits vegétaux d'origines les plus diverses [163] .

a. Principe

Le réactif de Folin-Ciocalteu est constitué d'un mélange oxydant d'acide
phosphotungstique et d'acide phosphomolybdique jaune qui, lorsqu'il est réduit, donne une
couleur bleue constituée d'un complexe phosphotungstique. 1l absorbe a une longueur d'onde
de 760 nm. Plus la couleur était intense, plus il y avait de composés phénoliques dans les extraits
de plantes [164].

b. Procédure

Le protocole utilisé est décrit par Singleton et Rossi [165]. Un volume 0,1 mL de

I'échantillon a été mélangé avec 0,5 mL de réactif Folin— Ciocalteu 10 fois dilué fraichement
prépare. Apres 5 minutes, 2 mL de carbonate de sodium (Na2COz) a 20% ont été ajoutés, le
mélange a été agité et a réagi pendant 30 mn a température ambiante dans l'obscurité.
L'absorbance a été lue a 760 nm. En utilisant des solutions d'acide gallique a diverses
concentrations de 0,03 a 0,3 g/L ont été utilisées pour préparé un standard de calibration. Les
teneurs en polyphénols totaux est exprimées en milligramme (mg) équivalent acide gallique par
gramme (g) de la masse séche de plante (mg EAG/Q).
111.4.2. Dosage des flavonoides totaux

a. Principe

Un spectrophotometre UV-Visible avec du trichlorure d'aluminium (AICIs) a été utilisé
pour la quantification les flavonoides dans les extraits de feuilles et de tiges d’Astragalus
gombo. AICIs est utilisé comme réactif. Cette méthode est basé sur la capacité des flavonoides
a se lier aux ions Als* dans une solution et a former un complexe stable. Le rapport des
molécules de flavonoides aux ions AI** ainsi que la disposition de leurs groupes hydroxyle
(OH) déterminent la couleur du complexe. En conséquence, selon la configuration
expérimentale, les lectures spectrophotometriques utilisées dans cette méthode peuvent aller de
367 a 510 nm [166].

b. Procédure

Le dosages des flavonoides a été effectué par la méthode du (AICIs) décrite par [167,

168] avec une légéere modification. 0,5 mL d'extrait est mélangé avec d'une solution d'éthanol
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AICI3 a 2%. Le mélange reactionnel incube pendant 30 min & température ambiante,
L’absorbance est immédiatement lue a 430 nm. La quantification des flavonoides totaux est
exprimée en equivalents milligramme quercitine par gramme de la masse séche de plante (mg
EQ/Q).
111.4.3. Dosage des tannins totaux

a. Principe

La méthode a la vanilline avec HCI a été utilisée La méthode d'interaction de la vanilline
avec le groupe des flavonoides terminaux présents sur les tanins a éte utilisée en milieu acide
pour former un produit de couleur rouge, ce qui s'explique par la capacité des tanins a interagir
avec la vanilline pour produire des anthocyanidines rouges , son absorption maximale a environ
500 nm [169].

b. Procédure

La teneur en tanins a été estimée par la méthode de vanilline acidifiée [170]. Un volume
de 0,4 mL d’échantillon est mélangé avec 3 mL de solution de vanilline (4% dans I'éthanol) et
a 1,5 mL d'acide chlorhydrique concentré (HCI). Apres 15 minutes d'incubation, I'absorbance
est lue & 500 nm. La quantité des tanins totaux est exprimée en équivalents milligramme (mg)
de catéchine par gramme (g) de la masse végétale séche (mg EC/ g).
I11.5. Evaluation de I'activité antioxydante et biologique

Plusieurs méthodes in vitro ont été utilisées pour tester la capacité d'activité
antioxydante des extraits phénoliques a travers les tests suivants : ABTS, DPPH, réduction de
Mo(VI) a Mo(V) et radical anion superoxyde 02 par deux voies (chimique et
électrochimique). Pour l'activité biologique nous avons choisi deux activités : [’activité
d'inhibition d'a-amylase et I’activité antiurolithiasique.
111.5.1. Test de piégeage du radical DPPH*

e Principe

La base de cette technique est de mesurer la capacité des antioxydants a piéger les
radicaux libres stable de forme synthétique : 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPHe) (Figure
111.2), qui absorbe a A~ 515 et 520 nm dans le spectre visible. L'acceptation d'un atome
d'hydrogéne entraine la réduction de ce dernier, ce qui donne de la diphénylpicrylhydrazine et
un radical phénoxy. Piégeage du radical DPPH fait virer la solution violette au jaune, permettant
de suivre la couleur et de reduire I'absorption a A= 517 nm [171] avec quelques modifications
[172].
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Figure 111.2 : Réduction du radical libre DPPH:
e Protocole

La capacité de piégeage de radical 2,2-diphényl-1- picrylhydrazyle (DPPH¢) Créé par
de Kim et al [173], avec de légéres modifications. 1 mL de différentes concentrations de I'extrait
a été ajouté a 1 mL d'une solution DPPHe 0,25 mM préparée dans le méthanol, a température
ambiante et dans I'obscurité, le mélange est incubé pendant 30 min, Les absorbances des extraits
et des références ont été lues a 517 nm. Le contr6le négatif contient le méthanol avec solution
DPPHe, l'inhibition des radicaux libres DPPHe exprimé en pourcentages d’inhibition (1%) a été

calculée selon 1’équation suivante :
Abs O—AbS 1

Inhibition(1%) = ——
0

X 100 (équation 1)

ou AbsO ; Absl sont l'absorbance a 30 min pour contrle négatif et de I'échantillon,
respectivement. Nous générons la courbe 1% = f(C), Ensuite, nous calculons les valeurs Clsg
111.5.2. Test de capacité réductrice (Réduction de Mo(VI) en Mo(V))

La capacité réductrice des extraits végétaux étudiés par la méthode de formation du
complexe phosphomolybdate [174].

e Principe

La réduction du molybdene d'un nombre d'oxydation de (V1) a (V) par des composés
antioxydants sert de base pour le test. A pH acide et avec un maximum d'absorbance a 695 nm,
cette diminution se manifeste par la formation d'un complexe verdatre (phosphate / Mo (V))
[174].

e Protocole

Le test de Phosphomolybdate (PPM) est évalué selon la procédure décrite par Prieto et
al. [175] dans un tube un volume de 0,1 mL de différentes concentrations de I'extrait végétal
est mélangé avec 1 mL de solution de réactif : H.SO4 (0,6 M), NaH2PO4 (28 mM) et molybdate
d'ammonium (4 mM). Les tubes des échantillons sont incubés a 95 °C pendant 90 min. Apreés

refroidissement & température ambiante, I'absorbance des solutions est lue & 695 nm contre le
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blanc qui contient (1 ml de la solution du réactif et 0.3 ml 0.1 mL d'eau, incubé dans les mémes
conditions que 1’échantillon.

L'acide ascorbique est pris comme antioxydant standard a différentes concentrations, sa
capacité antioxydante est exprimée selon un nouveau terme appelé AEAC (Ascorbic Acid
Equivalent Antioxidant Capacity)

111.5.3. Test d'ABTS

Evaluation de l'activité de piégeage d'ABTS™™ par un spectrophotométre UV-Vis
Shimadzu Agilent Cary 100 selon la méthode de Re et al [176] ses co-auteurs [177], avec
quelques modifications.

e Principe

L'acide 2,2'-azinobis (3-éthylbenzothiazolin-6-sulfonique) (ABTS) possede des
radicaux cationiques stables sous forme libre. Par oxydation en présence de persulfate de
potassium, ce radical se forme facilement a partir de I'acide correspondant.

En utilisant cette méthode, la capacité des antioxydants a interagir avec les radicaux
cationiques ABTS" produits chimiquement a éte évaluée (Figure 111.3). La couleur
caractéristique de Le radical cation ABTS™ est bleu-vert. Apres avoir été réduit par des
substances donneuses de protons, il devient incolore. Cette méthode utilise un
spectrophotométre a 734 nm pour quantifie la capacité d'une molécule ou d'un extrait a piéger

des radicaux.

‘058 s s SOy e os S s o
N—N >:N—N
—
N N N® N
\ \ e | |

C,Hs C,Hs CaHs CzHs

ABTS ABTS*"

Figure 111.3 : Oxydo-réduction de I'ABTS en ABTS **
e Protocole
La solution d'ABTS™" a été préparée en dissolvant I'ABTS dans I'eau a une concentration
de 7 mM avec 2,45 mM de persulfate de potassium K>S;Os et en laissant le mélange dans
I'obscurité a température ambiante pendant 12-16 heures avant utilisation ; Le mélange dilué
par de l'eau distillée pour obtenir une absorbance égale a 0,700+0,020 a 734 nm.50 L de

chaque extrait a différentes concentrations sont ajoutés a 950 pL de solution ABTS préparée et
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incubés a température ambiante a 1’obscurité pendant 6 min. Puis, on mesure 1’absorbance de
chaque solution a 734nm.

Puis le pourcentage d'inhibition a été calculé en utilisant « I'équation 1 » De la méme
maniere que pour le test DPPH. L'activité antiradicalaire a été exprimée en 1Cso (mg/mL), le
contrdle positif utilisé est I'acide ascorbique [176].

111.5.4. Test de radical anion superoxyde 02"~

a. Voie chimique

e Principe

Cette méthode repose sur l'inhibition de l'auto-oxydation des composés catéchols tels
que l'adrénaline, la 6-hydroxydopamine ou le pyrogallol. Le pyrogallol (ou benzéne-1,2,3-triol)
sera utilisé comme source danions. En milieu alcalin, leur forme anionique, proche du
phénolate, est oxydée et donne de la quinone avec consommation d'oxygene. Deux électrons
des oxy-anions sont transférés en deux étapes a I'oxygéne moléculaire lors de la réaction d'auto-
oxydation (Figure 111.4) [178].

O O
HO (e} HO HO o
7? — » Produits
O, . H,0,
Figure 111.4 : Auto-oxydation du pyrogallol
e Protocole

La méthode d'auto-oxydation au pyrogallol a été utilisée pour tester I'efficacité de
piégeage des radicaux anion superoxyde des extraits d'Astragalus gombo [179].
Un volume de 4,5 mL de la solution saline tamponnée au phosphate PBS (pH 8,2) mélangé
avec 0,5 mL d'échantillon a concentration (1pg /mL) l'extrait ou l'eau a 25 © C et 10 pl de
pyrogallol 45 mM , L'absorbance des échantillons est lue a une longueur d'onde de 320 nm
chaque 30 seconde. toutes les 30 secondes pendant 5 minute ,le pourcentage de réduction (1%)

de I'auto- oxydation du pyrogallol est calculé par I'équation suivante :
AAy — AA
|=———X

1
v 00

Ou
AAo: La vitesse de I'auto-oxydation de pyrogallol en absence d'antioxydant

AA: La vitesse de lI'auto-oxydation de pyrogallol en présence d'antioxydant
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b. Voie électrochimique

Parmi les techniques d'électrolyse, la voltamétrie cyclique est I'une des plus importantes et
des plus largement utilisées [180]. L'un de ses avantages est qu'il est simple a mettre en ceuvre
et nous fournit une mine d'informations collectées pour étudier les processus redox [181]. La
réversibilité du systeme électrochimique de I'étude ou la cinétique des réactions de transfert
de charge. Cette approche est également utilisée pour évaluer la capacité antioxydant et la
teneur des produits a base de plantes [182].
Avec cette méthode, une tension a variation linéaire est appliquée a I'électrode de travail
tandis qu'un courant correspondant est mesuré simultanément. La maniere la plus courante
d'utiliser la voltampérométrie consiste a effectuer un cycle en effectuant deux balayages
linéaires, le premier appelé "aller” et le second appelé "retour”, tous deux dans le sens opposé,
pour revenir au potentiel de départ (Figure 111.5). La méthode est appelée dans ce cas sous le
nom standard de "voltamétrie cyclique™ [183].
Les grandeurs caractéristiques d'un voltampérogramme sont :
Le pic anodique (ipa), cathodique, le potentiel de réduction cathodique (Ec) et le potentiel
d'oxydation anodique (Ea). La méthode de voltamétrie cyclique est réalisée selon Le Bourvellec
et al [184]. En réduisant 1'oxygéne a un électron dans le DMF, le radical anion superoxyde O¢

est produit par la technique de voltamétrie cyclique dans la couche de diffusion de I'électrode.

density de current [?A/cm?]

-1,8 -1,6 -1,4 -1,2 -1,0 -0.8 -06 -04 -0,2 0,0 0,2

Potential [ VIECS
Figure I11.5 : voltamogramme d'O:

Pour étudier le comportement électrochimique du 1’anion radical superoxyde par la

réduction de dioxygéne commercial dans de I'oxygene moléculaire commercial DMF contenant
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0,1 M BusNPF6 a température ambiante 25 °C puis nous étudions le comportement
électrochimique de ce dernier en présence des extraits de plante . Les voltamogrammes sont
obtenus a l'aide d'un appareil Potentionstat-Galvanostat PGZ301 voltalab 40 piloté par un
logiciel de travail voltamaster 4, connecté a une cellule électrochimique de 15 ml qui contient
les électrodes :

- Electrode de travail : une électrode en carbone vitreux d'une surface géométrique de 0,013
cm2. Le polissage est verifié avant chaque expérience et désinfecté a I'acétone avant chaque
enregistrement.

- Electrode auxiliaire : une électrode de Platine.

- Electrode de référence : (ECS) électrode au calomel saturé. Il a été conservé dans une solution
de KCI saturée

a. Le milieu utilisé

Le DMF (99,9 %) est utilisé comme un milieu aprotique pour les raisons suivantes :

- Pour éviter la protonation des intermédiaires [185].

- En évitant la formation d'un précipité qui précipiterait sur les électrodes, une force de
dissolution élevée est formée par rapport a I'halogénure métallique.

- Plusieurs sels de support peuvent étre dissous grace a sa constante diélectrique élevée.

- La stabilité du radical O-¢

Electrolyte de soutien Tetra n-butylammonium-hexafluorophosphate (nTBuNPFs) a une
concentrationde C=0,1 M

L'élimination de I'oxygeéne des solutions est assurée par barbotage d'azote

b. Comportement électrochimigue du systéme (O2/ O )

Conditions expérimentales :

Une electrode en carbone vitreux , 15 mL de DMF / nTBUNPF6 0,1M , 25 °C , vitesse
de balayage 100 mV/s , domaine d'électro-activité (0, -1,6 V).

La solution est saturée par le barbotage dioxygéne pendant 15 minutes.

c. Comportement électrochimique du systéme (O2/O ° ) en présence des antioxydants

On ajoute des volumes d'extraits de plante a 15 mL de solution (DMF (99,9 %) +
électrolyte support), Les voltmogrammes sont enregistrés un par un aprés chaque ajout. Les

extraits utilisés dans cette partie électrochimique sont : les fractions dichlorométhane, butanol,
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acétate d'ethyle, fraction aqueuse et le Brute pour les feuilles en plus I'acide ascorbique il a été

utilisé comme standard.

Le pourcentage d'inhibition (1%) de radical anion superoxyde O~ est calculé selon le

I'¢équation suivante :

lpao — 1
I(%) — paO. pas x
lpaO

100

Ou :

1(%) : Pourcentage d'inhibition

Irqo- Densité de courant anodique en I'absence d'échantillon
Inqs - Densité de courant anodique en présence d'échantillon

On établit la courbe 1% =f(C), puis on calcule les valeurs de Clso.

L'indice Clso est défini par la concentration d'antioxydant capable d'inhiber 50% du Oz

I11.6. Estimation d'inhibition d'a-amylase in vitro par les extraits de A.

gombo

111.6.1. Test de ’inhibition de ’activité d’a-amylase

Nous avons soumis nos extraits phénoliques a des tests d'inhibition afin d'évaluer leur
potentiel en tant qu'inhibiteurs de I'alpha amylase avant de poursuivre I'étude de leur activité
inhibitrice, ¢’est-a-dire 1’étude de leur comportement sur 1’activité enzymatique (augmentation
ou diminution) et quel pourcentage d’inhibition ils pouvaient atteindre.

Sur son substrat d'amidon, qui est une combinaison des homopolymeres amylose et
amylopectine, qui sont chacun constitués d'unités de molécules de D-glucose, l'activité
enzymatique de I'-amylase est quantifiée. Ce substrat subit une hydrolyse catalytique, libérant
du maltose et d'autres composés (Figure I11.6). L'analyse spectrophotométrique est utilisée pour

mesurer le maltose libéré.
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Figure 111.6. Produit de dégradation de I’amidon par I’a — amylase

En fonction de la concentration de maltose libéré lors de la dégradation de I'amidon sur

une période de temps prédéterminée, le dosage de l'activité enzymatique de I'amylase a été

exprimé. Dans des conditions favorables de température et de pH, l'activité enzymatique de

I'enzyme est démontrée par une reduction de la quantité de maltose libérée par unité de temps

lors de I'nydrolyse du substrat (amidon). A partir de la courbe de d'étalonnage du maltose, la

quantité de maltose libérée est calculée.

a. Principe

En utilisant le DNS dinitrosalicylique comme réactif, le test d'inhibition enzymatique

de l'alpha-amylase réalisé dans notre laboratoire a été déterminé. Le DNS interagit avec le

maltose pour produire un complexe qui inhibe l'activité enzymatique en modifiant le pH.

Le principe fondamental de cette méthode repose sur I'existence d'un groupe carbonyle

libre (C=0) dans les sucres dits réducteurs qui sont genérés lors de I'nydrolyse de I'amidon par
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"I'a-amylase”. Le groupe fonctionnel du maltose subit une oxydation dans un milieu alcalin
chauffé, convertissant I'acide 3,5-dinitrosalicylique jaune orangé (DNSA) en acide 3-amino-5-
nitrosalicylique rouge orangé, qui absorbe a 530 nm.

La quantité de sucres réducteurs dans le milieu réactionnel est directement liee a
I'intensité de la couleur.

b. Préparation de réactif DNSA (acide 3,5-dinitrosalicylique)

40 ml d'eau distillée ont été utilisés pour dissoudre 1 g de DNSA. Sous agitation, 30 g
de double tartrate de potassium et de sodium tétrahydraté (KNaCsH4Os*4H20) sont ajoutés a
ce mélange. La solution résultante a une teinte jaune opaque. Le réactif devient limpide et
orangé apres addition de 20 ml de solution de NaOH 2N. Avec de I'eau distillée, le volume final
est ajusté a 100 ml. Le réactif obtenu est conservée dans un endroit sombre a +4°C [186].

c. Protocole

L’activité d’inhibition de l'a-amylase est réalisé par la méthode de Bernfeld (1955)
(Miller et al., 1959) avec de légéres modifications [187]. 200 uL de tampon phosphate de
sodium salin (pH = 6,9) ont été mélangés avec 100 pL d’une solution d'amidon (1 %) a été
utilisé comme substrat et 100 pL de chaque extrait a été utilis¢ comme substrat et 100 pL de
chaque extrait dilué a la méme concentration (1 mg/mL) pour comparaison, tandis que 100 puL
de tampon a été utilisé a la place de I'extrait pour I'échantillon a blanc. Apres avoir
soigneusement mélangé, les tubes a essai échantillon et blanc ont été ensuite incubée a 37 ° C
pendant 5 min. Ensuite, la réaction a éteé lancée par l'ajout de 100 pL d'a-amylase d'Aspergillus
oryzae (13 unités/ml une unité d'activité enzymatique est la quantité d'enzyme nécessaire pour
libérer une micromole de maltose de I'amidon par minute dans des conditions de teste). Aprés
incubation a 37 °C pendant 5 min, la réaction a été arrétée en ajoutant 1 ml de solution de DNS.
Le mélange réactionnel a été incubé a 100°C pendant 5 min ; apres cela, les tubes ont été
refroidis avec de I'eau du robinet et apres refroidissement, 4 ml d'eau distillée ont été ajoutés au
mélange. A 530 nm, la densité optique a été mesurée par rapport a la quantité d'équivalents de
maltose libérée de I'amidon pour estimer I'activité enzymatique. La courbe standard est tracée
en utilisant diverses concentrations d'acarbose ; les données ont été rapportées par rapport a la
valeur obtenue avec l'acarbose a partir de la courbe d'étalonnage.
Le pourcentage d’inhibition (I%) de I’a-amylase a été calculé par la formule suivante :

Abs ¢ — Abs ¢
(I%):TX1OO
c

Oou:

1% est le pourcentage d'inhibition d’a-amylase
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Absc, Abst sont I'absorbance a 530 nm du contrdle ou témoin et 1’échantillon avec inhibiteur,

respectivement.
111.6.2. L"étude cinétique de réaction d'inhibition d'a-amylase

Dans des conditions opératoires bien définies, le dosage du substrat transformé ou du
produit qui se manifeste par unité de temps est équivalent a la mesure de I'activité enzymatique.
Dans ce cas, le maltose généré lors de I'hydrolyse de I'amidon par I'amylase fongique
d'Aspergillus oryzae est ce que nous nous intéressons a mesurer via un dosage
spectrophotométrique indirect [188].

I11.7.Evaluation de ’activité antiurolithiasique

Dans ce travail, nous avons évalué I'activité antiurolithiasique d'extraits des feuilles et
des tiges d'Astragalus gombo nous avons utilisé deux teste (modéles) : un modele
turbidimétrique et un modéle gravimétrique.

I111.7.1. Les urines

L’évaluation de 1’activité antiurolithiasique a été étudiée sur deux types d'urine (urine
humaine et urine artificielle). Les échantillons des urines humaines de 24 h, ont été collectés de
deux hommes adultes. L’un sans antécédents lithiasiques et 'autre atteint d'une maladie des
calculs rénaux. Les échantillons prélevés ont été conservés dans une bouteille de propyléne
contenant de I'azoture de sodium (NaNs) comme agent antibactérien. L'urine artificielle (UA)
a été préparée selon la méthode Burns et Finlayson [189] avec une légére modification [190] et
la composition suivante : chlorure de sodium 105,5 mM, phosphate de sodium 32,3 mM, citrate
de sodium 3,21 mM, sulfate de magnésium 3,85 mM, sulfate de sodium 16,95 mM, chlorure de
potassium 63,7 mM, chlorure de calcium 4,5 mM, oxalate de sodium 0,32 mM, hydroxyde
d'ammonium 17,9 mM et chlorure d'ammonium 0,0028 mM. L'UA a été preparée fraiche a
chaque fois et le pH a été ajusté a 6,0.

111.7.2. Calculs rénaux

Les deux types des calculs rénaux ont été obtenus a partir du Docteur Abdelkader
Bounaceur Chirurgien Urologue (Ouargla). L’identification de ces deux calculs a été faite a
I’aide d’un diffractométre rayons X (Philips X’Pert 1 X-ray) au niveau de laboratoire de
physique a I'université de kasdi merbah ouargla. Les deux calculs collectés ont été lavés et
conservés dans de I’eau physiologique. Avant de procéder au test gravimétrique, on récupere

les deux calculs, lavés avec 1’eau distillée, puis sécher a 1’air libre sur papier filtre pendant 2 h.
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Figure 111.7 : Les photos des trois calculs rénaux (C; : Calcul d’urate de calcium et C; : Calcul de

phosphate de calcium

11.7.3. Modéle turbidimétrique

Pour ce modeéle, nous avons mené une étude in vitro sur l'inhibition de la cristallisation
oxalocalcique entre I'urine et I'oxalate de calcium, avec et sans inhibiteur (standards et extraits),
Evaluer le pouvoir inhibiteur des extraits végétaux étudiés [191].

Nous avons d'abord déterminé que le temps de réaction correspondant a la croissance
de l'oxalate de calcium pouvait étre mesuré expérimentalement apres incubation de trois types
d'urine : d’un homme sans antécédents lithiasiques (urine de sujet sain), d’'un homme d'une
maladie des calculs rénaux (urine de sujet malade) et urine artificiel dans un bain-marie a 37°C
aun pH de 6,8.

Aprés 30 minutes, 1 ml d'urine est prélevé, 1 ml d'oxalate de sodium (25 mM) a été
ajouté, préalablement maintenu a 37 °C et la mesure a été immédiatement effectuée. Un
spectrophotomeétre UV-Visible (Agilent Technology Cary 100) connecté a un logiciel
d'acquisition de données (Cary UV) a été utilisé pour mesurer I'absorbance de la turbidité a 620
nm afin d'évaluer I'activité antiurolithiasique des extraits en termes de production d'oxalate de
calcium. On obtient ainsi, la courbe de variation de I'absorbance en fonction du temps et on
détermine alors le temps d'induction ti qui correspond a une durée moyenne de 300 s.

La capacité des extraits a 1’effet antiurolithiasique a été mesurée comme suivantes :
100uL d'extrait dilué (1 g/L) ont été ajoutés a 1 mL d'urine incubée dans un bain-marie a 37°C
et 1 mL d'oxalate de sodium. Apres 300 s d'incubation a 37 °C et dans I'obscurité, I'absorbance
du mélange réactionnel a été mesurée a 620 nm a l'aide d'un spectrophotomeétre UV/visible
contre un blanc.

Nous avons pu exprimer l'activité anti-urolithiasique par le pourcentage d'inhibition du
Pl (%) dérive des pentes turbidimétriques en présence et en I'absence de I'inhibiteur a I'aide de
mesures de densité optique en présence de chaque solution d'extrait et de références a des

concentrations égales a 1g/L, sont calculés par la formule suivante :
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PSI
PAI

Psi : pente turbidimétrique en absence d’inhibiteur.

PI% = [1 — (=—)] x 100

Pai : pente turbidimétrique en présence d’inhibiteur.

11.7.4. Modéle gravimétrique

Nous avons adopté la méthode de mesure de la perte de masse (dissoute) des calculs
afin d'utiliser la méthode gravimétrique pour évaluer l'activité antiurolithiasique des extraits
produits ainsi que les standards [192]. Dans cette expérience, nous avons utilisé deux types de
calculs rénaux : (phosphate de calcium et I'urate de calcium).

Les fragments de calculs doivent d'abord étre lavés a I'eau distillée avant d'étre mis a
sécher dans I’étuve a température a 40°C. Aprés séchage, les fragments des calculs ont été
exposés a 5 mL de chaque extrait a une concentration de 5 g/L pendant quinze jours dans I’étuve
a température a 37°C. Les calculs ont été retirés du milieu expérimental apres cette période de
contact, lavés a I'eau distillée, séchées a 40°C pendant 16 h, puis pesées avec une balance de
précision pour déterminer la perte de masse.

L’activité antiurolithiasique a été exprimée par le pourcentage de dissolution (D%) du

calcul rénal.

mi — mf

mi : masse initiale du calcul ; mf: masse du calcul non dissoute.

54



RESULTATS ET
DISCUSSION



_ Résultats et discussion

IV.1 Screening phytochimique des extraits

Le screening phytochimique réalisés sur la plante Astragalus gombo a permis de mettre
en évidence la présence de certains types de métabolites secondaires existant dans les deux
parties etudiées (feuilles, tiges) et d'avoir une bonne idée sur ses activités pharmacologiques.
La détection de ces composés chimiques est basée sur des phénomeénes de précipitation ou de
coloration par des réactifs spécifiques a chaque famille de composés.

Les résultats expérimentaux pour les métabolites secondaires dans les deux parties
étudiées de la plante sont illustrés dans le tableau 1V.1.

Tableau 1V.1: Résultats des screening phytochimique dans la plante d’Astragalus gombo.

Métabolites Feuilles Tiges Fleurs Fruits
secondaire

Flavonoides - + + +

Dériveés + + + +
anthracéniques
libres
Tannins, + I i +
Polyphénols
Saponines + + - -

Terpénoides, i+ i+ i +
Coumarines
Alcaloides - - - -

Les composés - I i +
réducteurs,
Protéines

Cardénolides, - - - -
Stéroides

(+) : Présence (—) : Absence

Selon les résultats obtenus par les tests phytochimiques, nous remarquons la presence
de la majorité des métabolites secondaires dans les organes étudiés (feuilles, tiges). Les tiges
renferme neuf composés du métabolisme secondaires : flavonoides, tanins, dérivés
anthracéniques libres, triterpénes, coumarines, saponosides, polyphénols, les composés

réducteur et les protéines. Le screening chimique a montré également I’absence de trois
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principes actifs dans les tiges dont I’importance utilisations thérapeutiques est non negligeable

tels que, les cardénolides, les stéroides, les alcaloides.
Les feuilles contiennent aussi tous les phyto constituants de tiges a 1’exception de la présence
des flavonoides, des composés réducteurs, et les protéines.

L'existence de ces composés a été prouvée et six nouveaux glycosides triterpenes de
type cycloartane ont été isolés dans Astragalus gombo [63]. Une autre étude a révélé la présence
de protéines dans les parties aériennes d'Astragalus gombo provenant d'une région semi-aride
d'Algérie [8], tandis que (Kim et al.,) [193] ont isolé des protéines d'Astragalusmembranaceus
qui agissent comme un allergéne. (Jaradat et al.,) [194] rapportent que les extraits
d'Astragalus aleppicus, d'Astragalus angustifolius, d'Astragalus annularis et d'Astragalus
boeticus. Il est démontré que les glycosides de saponine, les phénols, les flavonoides, les tanins
et les stéroides ont été trouvés en grande quantité dans les extraits aqueux, acétoniques,
méthanoliques et dichloromethane. L’étude de (Shojaii et al.,) [195] rapportent dans leurs
travaux que I'extrait hydro alcoolique des gousses d'Astragalus hamosus,a révélé la présence
de quantités considérables de flavonoides, saponines, terpenes, alcaloides,tanins et phénols, ces
résultats sont en agreement avec la notre a I’exception de 1’absence des alcaloides dans notre
plante. De plus, cette plante contient des coumarines qui sont utilisées comme anticoagulants
[196] antioxydants, antimicrobiens (antiviraux, antifongiques et antiparasitaires),
anticancéreux, antidiabétiques, analgésiques, anti-neurodégénératifs et anti- inflammatoires.

Le genre Astragalus est bien connu pour étre une riche source de métabolites
secondaires bioactifs. Des recherches phytochimiques antérieures sur diverses especes
d'Astragalus ont permis principalement d'isoler et de caractériser des saponines [26, 197] et des
flavonoides [52, 198] et des polysaccharides. Ce qui explique pour l'utilisation de cette plante
pour ses propriétés hépatoprotectrices, immunostimulantes, antioxydantes et antivirales [6].
IV.2 Rendement de I’extraction des différentes fractions

Le rendement de chaque extraction est calculé par le poids du résidu qui varie selon
Type de plante, la nature du solvant utilis¢ dans I’extraction ou le fractionnement et de sa plarité,
les conditions de séchage, organe utilisé pour I'extraction, la richesse de chaque espéce en
métabolites. Les rendements des différentes fractions des feuilles et tiges variait de 0,07 4 11,17
(tableau IV.2).
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Tableau 1V.2: Rendement des différentes fractions des feuilles et tiges

Extrait Feuilles % Tiges %
Brut 2,9850 4,8852
fraction 0,07 0,1387
Dichlorométhane
fraction Acétate 0,1044 0,1508
d’éthyle
fraction butanol 2,1701 1,2947

Le rendement d'extraction d’Astragalus gombo est fortement affecté par la méthode et
le solvant d'extraction. Le pourcentage de récupération des composés extractibles des feuilles
et tiges variait de 11,17 a 0,07 %. Les rendements d'extraction du dichlorométhane et de
I'acétate d'éthyle étaient faibles dans les feuilles et tiges, cependant, le rendement d'extraction
du butanol était significatif. L’extrait brut (hydro-méthanolique) quant a lui présente un
pourcentage intéressant de 4,88% suivie de I’extrait brut des feuilles (2,98%). Cela peut étre lié
a larichesse de la plante en composés polaires. Les résultats d’étude de (Maamria, et al.,) [63]
Sur la partie aérienne de Astragalus gombo, montrent un rendement d'extraction élevé d'extrait
butanolique par rapport aux deux autres extraits éther de pétrole et acétat d’éthyle, sont en
accordance avec nos résultat.

(Arumugam, et al.,) [199] ont montré que I’extrait méthanolique de Astragalus
ponticus possede le plus haut rendement par rapport a d’autres extraits de la méme plante, ce
qui est en accord avec notre étude. Nos résultats ne sont pas en accordance avec I'étude de
(Shojaii, et al.,) [195] , qui ont décrit que le rendement maximum en extrait était obtenu a partir
d'extrait d’hexane. La différence de polarités des solvants utilisés, qui joue aussi un rdle majeur
d'augmentation de la solubilité des composés phytochimiques, pourrait étre a l'origine de la
variation des rendements en extraits. Selon les résultats des auteurs (Truong et al.,) [200], dans
les mémes conditions d'extraction, Le solvant a été reconnu comme I'un des facteurs les plus
importants pour déterminer le rendement d'extraction. D'aprés les présents résultats, nous
pouvons conclure que l'utilisation combinée d'eau et de solvants organiques, en particulier
I'éthanol et le méthanol pur, sont les meilleurs solvants a utiliser pour I'extraction des
métabolites secondaires afin d'obtenir un meilleur rendement ; Facilitant ainsi I'extraction de

produits chimiques solubles dans I'eau et/ou un solvant organique.
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IVV.3. Résultat de dosage
I1VV.3.1. Dosage des phénols totaux (CPT)

La teneur en phénols totaux des différents extraits végetaux a ensuite été calculée a I'aide
de la courbe d'étalonnage de I'acide gallique (Figure 1V.1) et exprimée en mg d'équivalent acide
galliqgue par gramme de matiére séche (mg EAG/g MS). L’équation obtenue a partir du
graphique d'étalonnage linéaire des concentrations étudiées : Y = 3,32X (R2=0,992).

y = 3,3261x

2 _
0.8 R"=0,9927

absorbance a 760 nm
o
D

0,0 ]

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30
C (gl

Figure 1V.1: Courbe d'étalonnage d'acide gallique
Les résultats du dosage des polyphénols totaux sont présentés dans le Tableau IV.3.

Les résultats obtenus ont montré que la fraction aqueuse et 1°extrait brut pour les tiges
ont enregistré les valeurs les plus élevées des phénols totaux (4.17 + 0.034 et 3.10 £ 0.0109 mg
EAG / g MS respectivement). La méme chose pour les feuilles les valeurs plus élevées de CPT
ont été enregistrées a la fraction aqueuse et I'extrait brut (Tableau 1V.3). Tandis que, les teneurs
les plus faibles sont remarquées dans la fraction dichlorométhane pour les feuilles et la fraction

acétate d’éthyle pour les tiges.
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Tableau 1V.3: Quantité des phénols totaux dans les extraits en mg EAG/ g MS

Extrait Feuilles Tiges
Brut 2,425 + 0,063 3,104 + 0,019
fraction dichlorométhane 0,040 + 0,003 0,254 £ 0,001
fraction acétate d'éthyle 0,211 + 0,001 0,213 + 0,001
fraction n-butanol 1,090 + 0,019 1,209 + 0,007
fraction aqueuse 2,142 + 0,018 4,174 £ 0,034

Nous avons compareé la teneur en composeés phénoliques dans les fractions des organes
étudiés et avons constaté que la teneur en composés phénoliques augmentait avec
l'augmentation de la polarité du solvant ; le contenu en phénols totaux pour les feuilles est classe
selon I’ordre décroissant suivant :

Fraction aqueuse > fraction butanolique > fraction acétate d’éthyle > fraction dichlorométhane,
mais chez les tiges I’ordre comme le suivant : fraction aqueuse > fraction butanolique > fraction
dichlorométhane > fraction acétate d’éthyle. Autre part, on a comparéla teneur des composés
phénoliques chez les extraits bruts pour les deux organes et nous avons trouvé que les tiges

enregistrent la quantite la plus élevée (Figure 1V.2).
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Figure IV.2 : Teneur phénolique des feuilles et des tiges
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Nos résultats sont en accord avec les travaux de (Niknam et al.,) [201], dans lesquels la

teneur en composés phenoliques totaux dans les racines de 20 espéces d'astragale que 1’extrait
méthanol/cau (80/20, v/v) et I’extrait aqueux donnent les valeurs les plus élevées en phénols
totaux. Par ailleurs, une étude réalisée par Naghiloo et ses collaborateurs [202], sur les feuilles
d'Astragalus compactus, avec un procédé extractif différent de celui que nous avons utilisé
(extraction au Soxhlet), a montré que 1’extrait n-hexane contenait les plus grandes quantités de
phénols. De plus, le contenu phénolique total des feuilles de Phaseolus radiatus (Fabaceae),
étudié par (Fidrianny et al.,) [203] ont montré que le CPT le plus élevé dans I'extrait
éthanolique par rapport a I'extrait d'acétate d'éthyle.

Les études menées par (Jaradat et al.,) [194] sur les feuilles de A. boeticus ont montré que
I'extrait méthanolique enregistre une grande quantité de la teneur en polyphénol totaux.

D’une maniere générale, les niveaux de composés phénoliques dans les plantes sont
généralement dépendent des conditions par une combinaison de facteurs biologiques (génotype,
ontogénie et organe) et environnementaux (température, salinité et intensité lumineuse). Le
degré de polymérisation des composés phénoliques, leur interaction et le type d'extraction et de
solvant utilisé affectent tous les composés phénoliques [204].

Le dosage des polyphénols totaux par le test Folin-Ciocalteu n’est pas spécifique aux
composés phénoliques, car beaucoup d'autre composés réducteurs peuvent interférer avec
d'autre composeée que les polyphénols tels que les protéines, les sucres simples (glucose), les

glycoprotéines et les pigments [205].

I1VV.3.2. Dosage des flavonoides totaux (CFT)

La quantification des flavonoides des différents extraits bruts a été déterminée en utilisant la
courbe d'étalonnage de la quercetine (Figure IV.3) et les teneurs sont exprimées en
milligrammes équivalent en quercétine par gramme de matiére seche (mg EQ / g MS) a l'aide
de I'équation de régression linéaire suivante obtenue a partir du graphique d'étalonnage linéaire
des concentrations étudiéees : Y = 36,37X (R2=0,999), ou y représente la valeur de I'absorbance
et X est la valeur de la concentration de Quercétine.
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Figure 1VV.3 : Courbe d'étalonnage de quercétine
Les teneurs en flavonoides totaux sont compris entre 0,706 + 0,002 et 0,0105 + 0,0001
mg EQ/g MS (Tableau I1V.4). La fraction dichlorométhane chez les deux parties feuilles et tiges
enregistrent la méme teneur de flavonoide avec une valeur de 0,011 mg EQ / g MS. La teneur
la plus élevée a été trouvée dans la fraction butanolique des deux parties feuilles et tiges par
rapport aux autres fractions. En général, nous observons une teneur plus élevées des flavonoides
aux tiges par rapport aux feuilles.

Tableau IV.4 : Quantité des flavonoides totaux dans les extraits en mg EQ / g MS

Extrait Feuilles Tiges
Brut 0,455 + 0,0015 0,548 £ 0,0015
fraction dichlorométhane 0,010 + 0,0001 0,011 + 0,0001
fraction acétate d'éthyle 0,017 + 0,0001 0,518 + 0,002
fraction n-butanol 0,641 + 0,0005 0,706 + 0,002
fraction aqueuse 0,367 + 0,0005 0,593 + 0,002

Nous remarquons, d’apres la figure IV.4, que les tiges sont plus riches en flavonoides
par rapport aux feuilles. Ces résultats montrent que la fraction butanolique pour les deux parties
est I'extrait le plus riche en flavonoides, suivi par la fraction aqueuse tige et la fraction brut des
feuilles, ou la teneur la plus élevée est constatée dans la fraction butanolique des tiges, elle est
de I’ordre de 0,706 + 0,002 mg EQ /g, suivi par la fraction butanolique feuilles avec une teneur

de 0,613 = 0,0005 mg EQ /g (Tableau IV.4). Ce qui pourrait s’expliquer par la présence d’eau
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dans le systéme d’extraction favorisant, ainsi, le passage de composés phénoliques de polarité

importante. D'autre part, nous avons enregistré la pauvreté de I’extrait dichlorométhane en
composés flavonoides, ce qui est principalement di a I'nydrophobicité du solvant, qui empéche
le passage des composés polaires. Nous pouvons en conclure que la teneur en flavonoides de
notre plante varie en fonction de I'extrait, de la méthode d'extraction et de la polarité du solvant
utilisé, et de la localisation géographique, de la saison de culture et de récolte, la maturité et la

durée de conservation de la plante.
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Figure 1V.4: Teneur flavonoides des feuilles et des tiges

Les taux de flavonoides dans nos extraits sont inférieurs aux teneurs de phénols totaux,
ce qui indique que les extraits contiennent d'autres composes phénoliques avec des structures
chimiques différentes des flavonoides (acide phénolique, tanins, siblénes) par d'autres
composants non flavonoides.

De nombreuses sous-classes différentes de flavonoides ont été décrites dans le genre
Astragalus, notamment les flavanones, les flavones, les flavanonols, les flavonols, les
isoflavones, les chalcones, les ptérocarpanes et les chalcones.

(Ibrahim, et al., ) [206], ont rapporté une nouvelle flavone, le C-glycoside d'Astragalus
bombycinus. Les flavonoides représentent le plus grand groupe de composés polyphénoliques
présents dans les espéces d'astragale. Les flavonols sont les composés les plus fréquemment
isolés. Parmi eux, la quercétine, le kaempférol et leurs glycosides ont été trouvés dans un plus

grand nombre d'especes d'astragale [207].
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Le contenu flavonique de nos extraits est répartit en premier dans le n-butanol, qui a une

polarité plus élevée extraire les formes les plus polaires qui peuvent étre sous forme de
glycosides, et en second, le méthanol aqueux est quant a lui efficace pour I’extraction des
flavonoides glycosidiques et flavonoides aglycones a la fois [208]. Le chloroforme qui a
probablement pu extraire une quantité d’aglycones, L’acétate d’éthyle qui pourrait entrainer
une large gamme de structures monoglycosylées ou éventuellement aglycones.

Les résultats obtenus sont conformes aux ceux de Guettaf et ses collaborateurs [209],

qui ont travaillé sur Ononis angustissima (Fabaceae), ils ont montré que 1’extrait aqueux issu
de I’extraction hydroalcoolique, a enregistré des quantités plus élevées de flavonoides.
Par contre, dans une autre étude réalisée par (Jaradat, et al.,) [194] de quatre especes
d'astragale palestinien, la teneur en flavonoide et trés loin et supérieur a nos résultats, ils ont
enregistré une teneur de (23,97 £ 0,40 a 66,37 + 1,1 mg ER/g extrait). Cette teneur a été obtenue
a partir de méme genre poussant en palestine, ce qui laisse supposer que 1’écologie de la plante
est un facteur déterminant sur sa composition en flavonoides. (Arumugam, et al.,) [199],
trouvent des teneurs de flavonoides plus importantes que dans nos extraits (49,13 + 0,51 mg
d'ER/g d'extrait) sur I’extrait méthanoliques d'Astragalus ponticus.

En effet, les présents résultats sont en accord avec des travaux antérieurs et corroborent
la présence de flavonoids issus des parties aériennes du genre Astragalus algérien [50, 63, 210,
211].

IVV.3.3. Dosage des tanins totaux (CTT)

La courbe d'étalonnage de la catéchine a été utilisée pour calculée la teneur en tanins de
chaque extrait végétal, qui a ensuite été exprimee en équivalent catéchine par mg de masse
seche (mg CE/g MS). A l'aide de I'équation de régression linéaire suivante obtenue & partir du
graphique d'étalonnage linéaire des concentrations étudiées Y = 4,378 X (Rz = 0,997) (Figure
IV.5).
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Figure IV.5 : Courbe d'étalonnage de catéchine
Les résultats de I’étude quantitative de teneur totale en tanins des extraits des feuilles et des
tiges sont présentés dans le (tableau 1V.5) et la (figure 1V.6). Le contenu en tanins est compris
entre (0,101 + 0,0076 et 0,00804 + 0,0027 mg EC/g MS respectivement). Il parait clairement
que le contenu en tanins le plus élevé a été détecté dans la fraction aqueuse des feuilles et des
tiges (0,101 + 0,0076 et 0,098 + 0,0054 mg EC/g MS respectivement) suivie de I’extrait brut
des feuilles (0,089 + 0,0076 mg EC/g MS). On remarque que la fraction butanolique des feuilles
enregistre une valeur supérieure a celle qui a été enregistrée dans les tiges, tandis que, le contenu
de tanins dans la fraction acétate d’éthyle et la fraction dichlorométhane presque était le méme
dans les feuilles et tiges.
Tableau 1V. 5 : Quantité des tanins totaux dans les extraits en mg EC/g MS
Extrait Feuilles Tiges
Brut 0,089 + 0,0076 0,029 = 0,0015
fraction dichlorométhane 0,00844+ 0,0004 0,0084 + 0,0001
fraction acétate d'éthyle 0,00804+ 0,0027 0,0086 + 0,0004
fraction n-butanol 0,083 + 0,0039 0,039 + 0,0028
fraction aqueuse 0,101 £ 0,0076 0,098 £ 0,0054

Les fractions aqueuses et n-butanol des tiges présentent aussi les teneurs les plus riches en
tanins qui sont de 0,098 + 0,0054 et 0,039 £ 0,0028 mg EC/g MS respectivement. Les autres
fractions en tanins feuilles et tiges sont presque les mémes, avec la plus faible quantité

enregistrée pour la fraction dichlorométhane.
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Figure 1V.6: Teneur des tanins pour les feuilles et les tiges

La répartition des tanins dans notre étude différe selon la nature des solvants utilisés. Les

tanins condensés extraits de différents solvants ont différents degré de polymérisation, qui
peuvent étre utilisés pour expliquer cette disproportion. En effet, les tanins condensés avec des
degrés de polymérisation inférieurs sont solubles dans I'eau et les solvants polaires.
Les tanins a faible degrés de polymérisation sont solubles dans I'eau et les solvants polaires,
tandis que ceux qui ont un haut degré de polymérisation sont solubles dans les solutions
alcalines [212]. Ainsi, les tanins solubles dans une solution de sodium dodecyl sulfate (SDS),
les tanins insolubles et tanins solubles dans les solvants organiques [213].

Nos résultats ne concordent pas avec ceux de (Jaradat et al.) [194], sur l'extrait
méthanolique du feuilles d'A. boeticus, citant un taux de tanins condensés plus importantes que
dans nos extraits (22,54 mg TA/EQ). Par ailleurs, une étude réalisée par (Guettaf et al.,) [209]
sur I'extrait aqueux d'O. angustissima (Fabaceae) contenait des tanins (57,14 £ 9,55 mg TAE /
g extrait) deux fois plus élevés que 1’étude précédente (Jaradat et al.,).

Une étude de (Karama¢ et al.,) [214], sur les graines de différentes especes appartenant a la
famille des Fabacées (haricots, lentilles rouges, lentilles vertes, feves, haricots rouges et vesce)
pour extraire différentes combinaisons de composés phénoliques a l'aide de plusieurs solvants
: méthanol, éthanol, eau, eau-méthanol, eau-éthanol, eau-acétone et diméthylformamide-eau
montre que l'acétone a 80%, assure une extraction plus complete des tanins jusqu'a 45% des
extraits bruts, et une bonne activité antioxydante des extraits a été obtenue .

Enfin, il est conclu que la teneur en polyphénols des flavonoides et des tanins condensés
est influencée par la sélectivité du solvant. Et la différence entre ces résultats pourrait étre due

65



_ Résultats et discussion

a de nombreux facteurs tels que la sensibilité des tanins a des plusieurs voie de dégradation

(’oxydation, la lumiére...), les influences environnementales, les organes végétaux utilisés et

la méthode d’extraction [215].

IV.4. Evaluation de I’activite antioxydante

Les propriétés antioxydantes des polyphénols peuvent étre attribuées a plusieurs
maniéres qui different dans leurs principes analytiques et leurs conditions expérimentales, et
les antioxydants contribuent de différentes maniéres au potentiel antioxydant total [216]. Pour
cette raison, I’utilisation de plusieurs tests antioxydants complémentaires est utile afin d’évaluer
le potentiel antioxydant des extraits. Dans cette étude, nous avons utilisé quatre méthodes pour
évaluer la capacité antioxydante in vitro des différents extraits obtenus a partir de deux organes
les feuilles et les tiges de Astragalus gombo. A savoir : L’évaluation de 1’activité antioxydante
a été déterminée par les tests : DPPH, ABTS, Réduction de Mo(V1) et radical anion superoxyde
02-—.

IV.4.1.Résultats du piégeage du radical DPPH:

La capacité d'un antioxydant potentiel contre le radical DPPH" est a la base du test
antioxydant DPPH. Lorsque des antioxydants sont présents, la molécule de DPPH" peut
accepter un électron ou un atome d'hydrogéne de la molécule de piégeur d'antioxydants pour se
transformer en une molécule de DPPH" plus stable.Visuellement, le processus de réduction du
radical DPPH" sera montré sur le changement de couleur de la solution DPPH" qui était a
I'origine violet foncé a jaune apres réaction avec les composes antiradicalaires [217]. Les
valeurs 1Cso (mg/mL), soit la quantité d'antioxydant nécessaire pour réduire de 50 % la
concentration initiale de DPPH", sont utilisées pour exprimer l'effet de piégeage des extraits sur

le radical DPPH". Plus le Clso est faible, plus « I'efficacité antiradicalaire » est élevée.
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Figure 1V.7: Courbes représentants les pourcentages d’inhibition du radical libre DPPH en

fonction des différents extraits

Les courbes de pourcentage d'inhibition de I'activité antioxydante en fonction de la
concentration de l'extrait utilisé sont présentées sur la figure IV.7. Comme antioxydant
standard, le BHT et le BHA sont utilisés. L'interprétation des courbes révele que lorsque la
concentration de I'extrait augmente, le pourcentage d'inhibition des radicaux libres augmente

sensiblement. Les valeurs des Clsg des extraits étudiés a été reportéessur le tableau 1V.6.
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Tableau 1V.6 : Valeurs des Clso des extraits étudiées en mg/mL par piégeage du radical

DPPH*
Extrait / composé Clso (mg/mL)
Feuilles Tiges
Brut 2,55+0,19 1,58 £ 0,011
fraction 0,14 + 0,00 0,07 £ 0,005
dichlorométhane
fraction acétate d'éthyle 0,31+ 0,00 0,30 £ 0,02
fraction n-butanol 0,33+£0,011 0,61 £0,02
fraction aqueuse 0,5+0,09 0,89 £ 0,08
BHA 0,0036 + 0,000
BHT 0,0081 + 0,000

Les valeurs de Clso variaient de 0,07 £ 0,00 a 2,55 + 0,19 mg/mL (tableau IV.6). La
meilleure activité antiradicalaire, correspond a la valeur Clsg la plus basse. Les extraits d'acétate
d'éthyle de feuilles et des tiges ont montré des activités de piégeage radicalaires similaires et
significatives vers le DPPH avec des valeurs de Clso (0,31 + 0,00 mg/mL et 0,30 + 0,02 mg/mL
respectivement), tandis que la fraction dichlorométhane et acétate d'éthyle chez le feuilles ont
montrés une activité de piégeage plus élevée contre le DPPH avec des valeurs de Clso (0,14 +
0,00 et 0,31 £+ 0,00 mg/mL), tandis que I'activité de piégeage la plus faible a été enregistrée dans
I’extrait brut Clso=2,55 £+ 0,19 mg/mL. D’autre part, dans les tiges la capacité de la fraction
dichlorométhane a piéger le DPPH est supérieure a celle de son extrait brut avec des Clsg
respectifs de (0,07 £ 0, 00 et 1, 58 £ 0,01 mg/mL). Le BHA et BHT présente un pouvoir anti
radicalaire trés puissant par rapport a nos extraits. De toute facon, selon (Moure, et al.,) [218],
Les antioxydants naturels indiquent souvent un pouvoir antioxydant inférieur a celui des
antioxydants synthétiques.

Selon la figure 1V.8, les résultats obtenus par cette méthode et par comparaison avec les
produits de référence, sont classés par ordre d’efficacité des fractions de feuilles et de tiges
comme suit :

BHA > BHT >fraction dichlorométhane >fraction acétate d'éthyle >fraction n-butanol >fraction

aqueuse > brut.
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Figure 1.8 : Activité anti radicalaire DPPH des extraits de A. gombo, BHA et BHT

La capacité élevée de piégeage des radicaux libres (décoloration de la solution DPPH)
de Il'extrait de dichlorométhane malgré la faible teneur en composés phénoliques est
probablement due a la réactivité élevée, c'est-a-dire a la qualité des composés phénoligues. Soit
par le biais d'autres types de composés tels que les composés triterpéniques,les saponines. Ces
activités antioxydantes dépendent fortement de la nature du solvant utilisé, en raison des
potentiels antioxydants différents des composés a polarité différente.

En comparant nos résultats avec des études antérieures, nos résultats sont en accord avec
les travaux de (Adiguezel, et al,.) [219], des racines de divers especes d'Astragale :

A. microcephalus, A. macrocephalus, A. erinoceus, A. psoraloides et A. arygroides, indiquent
une activité antiradicalaire importante des extraits hexane/dichlorométhane avec des valeurs de
Clso étaient respectivement de 0,0352 mg/mL, 0,021 mg/mL, 0,022 mg/mL, 0,0203 mg/mL et
0,038 mg/mL trés proche de celle trouvée dans notre étude sur la fraction dichlorométhane. Nos
résultats concordent également avec ceux de (Belmokhtar, et al,.) [220] , sur Retama
monosperma L Boiss (fabaceae), démontrant que les fractions chloroformique (solvant
apolaire) des fleurs (2,56 £ 0,19 mg/mL) présentent la meilleure activité de piégeage du radical
libre de DPPH cette valeur est supérieur a nos valeurs. Par contre, c’est la fraction acétate
d’¢éthyle des tiges présente une Clsp sont dotées d’un pouvoir antioxydant intéressant (1,51 +
0,11 mg/mL) cette valeur est aussi supérieur a nos valeurs.

Dans une autre étude enterprise par (Jaradat et al.,) [194] sur le pouvoir antiradicalaire de
divers extraits au solvant (aqueux, acétone, méthanol et dichlorométhane) de quatre especes

Astragalus Palestinian A. aleppicus, A. angustifolius, A. annularis et A. boeticus démontrant
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que les extraits méthanolique présentent les Clso les plus faibles et donc les pouvoir

antioxydants les plus élevés; ce qui n’est pas en accord avec nos résultats. Une autre étude
réalisée par (Bourezzane, et al.,) [221], a révélé un effet inhibiteur plus puissant de 1’extrait n-
butanol des parties aériennes d'A. monspessulanus (Clso = 0,063 + 0,01 mg/mL). Les résultats
de (Arumugam, et al.,) [199] pour un extrait méthanolique des parties aériennes et des racines
d'Astragalus ponticus (Turquie) présentent de faibles pouvoirs antioxydants (28,23 + 0,95 et
23,81 £ 1,10 mg equivalent Trolox/g d'extrait respectivement).

Ce résultat ne concorde pas avec celui de (Teyeb, et al.,) [81] des parties aériennes et
les racines de Astragalus gombiformis (tunisie) sur I’extrait méthanolique se sont révélées plus
efficace a piéger le radical libre de DPPH, avec des Clso de 473,33 + 64,29 et 626,66 + 64,29
pug/mL respectivement. Autres études sur I'Astragalus chrysostachys Boiss. qui donne le
meilleur pouvoir antiradicalaire est meilleure que nos résultats en phase acétate d'éthyle 0,0146
mg/mL et en phase butanol 0,0517 mg/mL. Des autres études de (Ghzsemian, et al.,) [222],
sur I'Astragalus chrysostachys Boiss, indiquent une activité antiradicalaire importante de la
fraction acétate d'éthyle et la fraction butanolique avec une valeur de Clso de 0,014 et 0,051
mg/mL respectivement. Ces valeurs sont inférieures a celles de notre étude.

Le fait que l'activité antioxydante et la quantité de phénols dans un extrait soient des
variables qui dépendent fortement du procédé d'extraction, du type et de la polarité du solvant,
et en particulier de la matiere végétale, peut étre utilisé pour expliquer I'écart entre les études
citées [223].

En raison des doubles liaisons présentes dans le cycle C des flavonoides, ils ont

généralement une activité antioxydante plus élevée. Les squelettes flavonoides et les différents
et la position des groupes hydroxyle ont généralement influenceraient largement sur la capacité
de piégeage les radicaux libres. Les composés avec l'activité de piégeage des radicaux la plus
élevée comprennent ceux avec une structure ortho-3,4-dihydroxy au niveau du cycle B (comme
la quercétine), des groupes hydroxyle en position méta 5,7, dihydroxy sur le cycle A (comme
le kaempférol), et ceux avec une double liaison entre les groupes hydroxyle C2 et C3 dans
I'isoliquiritigénine [224, 225].
La recherche sur les composés antioxydants naturels a recu une attention considerable. De
nombreuses especes ont été étudiees pour leurs activités antioxydantes, et certaines d'entre elles
ont montré un potentiel antioxydant élevé qui semble étre correlé principalement avec le
contenu phénolique de ces plantes [226, 227].

De ce fait, nous avons établi des relations entre ces composés et l'activité de piégeage
des radicaux libres du DPPH.
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Des corrélations entre les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides, en tanins et

I'activité antioxydante ont été déterminées, afin de confirmer si ces composés phénoliques issus
des extraits étaient les principaux composants du piégeage des radicaux libres testé : pouvoir
antiradicalaire du DPPH en générant des courbes de régression linéaire et déterminer le
coefficient de corrélation (R2).

Une corrélation positive (R? = 0,826) est observée entre la teneur CPT et la capacité de
piégeage du radical libre de DPPH des feuilles. Ces résultats indiquent également que Les
flavonoides totaux et les tanins des feuilles ne sont que trés faiblement impliqués avec des R?
de 0,141 et 0,222 respectivement.

L’activité antiradicalaire DPPH des extraits des tiges est directement corrélée aux teneurs des
phénols totaux (R?=0,613). Mais que cette activité est faible pour les flavonoides totaux et les
tanins avec des R? de 0,111 et 0,152 respectivement.

Ces résultats de corrélation indiquent que les polyphénols totaux et les flavonoides largement
attribuables dans I'activité antioxydante des extraits de feuilles et de tiges. La principale raison
pour laquelle ceux-ci sont reconnus comme de puissants antioxydants est due a leur structure.
Selon I’étude bibliographique, de trés grandes différences de points de vue sont notées a propos
de cette corrélation.

PU et ses collaborateurs [228] ont mis en évidence la relation structure-fonction des
nouveaux composés phénoliques isolés a partir de les racines de la plante I'Astragalus
taipaishanensis, et leurs capacités de piéger le radical DPPH. Les résultats de cette étude ont
révélé que les composés phénoliques isolés (chalcone (Isoliquiritigenin), Kaempferol et le
glucoside, 7, 2'-dihydroxy-3’, 4'-dimethoxy-isoflavane, Quercetin, d'isoflavone Ononin,
I'isoflavone (Formononetin)) ont montré une forte capacité de piégeage du DPPH plus efficace
que I’antioxydant utilis¢é comme référence : le BHA et BHT synthétique.

Les travaux de (Jaradat, et al.,) [194], sur les feuilles de quatre espéces d’Astragale
Palestiniens A. aleppicus, A. angustifolius, A. annularis et A. boeticus notent que les teneurs
totales en phenols, flavonoides et tanins a montré une corrélation significative entre l'activite
de piégeage des radicaux libres (DPPH) pour quatre extraits (aqueux, acétone, méthanol et
dichlorométhane).

En accord avec nos résultats, (Zhang, et al.,) [229], confirment un coefficient de
corrélation élevé R?=0,95 entre les teneurs en polyphénols totaux et le pouvoir antiradicalaire
(Clso) par le test DPPHed'un certain nombre d'extraits d'Astragalus complanatus obtenus dans
différentes conditions d'extraction.
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L'activite antioxydante la plus élevée se trouve dans les polyphénols avec un nombre élevé de

groupes hydroxyle en raison de leur capacité a donner plus d'atomes, selon des études sur la
relation entre la structure chimique des composés phénoliques et leur pouvoir piégeur des
radicaux libres. Afin de réduire les radicaux libres. La capacité du DPPH a donner un atome
d'hydrogene et la réaction de polymérisation subséquente sont deux facteurs dans sa capacité a
piéger les radicaux libres [230].

Les caractéristiques structurales de divers polyphénols sont étroitement liées a leur capacité a
transférer des atomes d'hydrogéne labiles au radical libre DPPH [231].

IV.4.2. Réduction de Mo(VI) en Mo(V)

La réduction de Mo(V1) en Mo(V) est mesurée par le test au phosphomolybdate. Ce test
est une méthode quantitative pour évaluer le taux de réaction de réduction entreles antioxydants,
oxydants et ligands du molybdene. Basé sur un mécanisme de transfert d'électron singulet, ce
test mesure la capacité antioxydante totale [232].

L’activité antioxydante de nos extraits a été référée a celle de 1’acide ascorbique
(vitamine C) en termes d’équivalence AEAC (Ascorbic Acid Equivalent Antioxidant Capacity,
capacite antioxydante en equivalent d’acide ascorbique) (Figure IV.9). Ce paramétre, est défini
donc comme étant la concentration de la solution standard de 1’acide ascorbique (vitamine C)
possédant la capacité antioxydante équivalente a une solution de 1 mM de la substance étudiée.
Plus la valeur d'AEAC est importante, plus le pouvoir antioxydant des extraits est important
[233]. Les résultats obtenus a partir des pentes prises nous ont permis de tracer les courbes
représentant la variation du pouvoir réducteur exprimé dans I'absorbance en fonction de
I'inverse du facteur de dilution 1/n, nous avons calculé le paramétre AEAC pour chaque extrait
(Tableau V.
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Figure 1V.9 : Courbe d’étalonnage de 1’acide ascorbique (vitamine C) pour la réduction de
Mo (VI)
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Les résultats de ce test montrent que tous les extraits présentent des capacités

antioxydantes élevée meilleure que BHA (tableau IV. 7) nous observons que les valeurs
d’AEAC varient de 605,57 + 32,50 a 33,43 + 0,67 mM pour les feuilles et de 219,71 + 0.24 a
79,02 £ 1,11 mM pour les tiges.

Les valeurs d'AEAC les plus élevées ont été enregistrées dans la fraction butanolique et la
fraction aqueuse pour les feuilles (605,57 + 32,50 mM et 216,26 + 2,81 mM respectivement),
tandis que les effets les plus faibles ont été montrés par la fraction dichlorométhane pour les
feuilles et les tiges (33,43 £ 0,67 et 79,02 = 1,11 mM respectivement).

L’extrait brut a montré la meilleure activité réductrice parmi toutes les fractions de tiges, suivi
par la fraction aqueuse et la fraction butanol avec des valeurs d’AEAC égale a (189,29+ 5,75
mM et 187,60 £ 6,11 mM respectivement).

Tableau IV. 7 : Valeurs AEAC pour toutes les fractions étudiées en mM équivalent d'acide

ascorbique

Extrait Feuille Tiges
Brut 127,71 £ 0,715 219,71+ 0,24
fraction dichlorométhane 33,43 £0,67 79,02+ 1,11
fraction acétate d'éthyle 53,01 +1,47 80,32+ 0,69
fraction n-butanol 605,57 + 32,50 187,60+ 6,11
fraction aqueuse 216,26+ 2,81 189,29+ 5,75

BHA 1,277 + 0,145

Ce resultat peut s'expliquer par le fait que les composés polyphénoligues ayant une activité
antioxydante contre le test du phosphomolybdate ont un caractere polaire et/ou moyennement
polaire, de ce fait ils seront en quantité importante dans cette fraction par rapport aux autres
solvants peu polaires et donneront des meilleures valeurs d'/AEAC.

Cette méme remarque a été observee par (Arumugam, et al.,) et (Sarikurkcu, et al.,) et (Kurt-
celep, et al.,) [199, 234, 235], qui ont indiqué que les extraits méthanoliques des feuilles
(solvant polaire) de trois Astragalus (ponticus Pall: 1,33 + 0,14 mmol équivalent Trolox /g
extrait; macrocephalus subsp: 2,56 + 0,17mmol équivalent Trolox

/g d'extrait ; campylosema: 1,43 £0,04 mmol équivalent Trolox /g), présentaient des capacités
antioxydantes importantes. Ces capacités sont de loin plus faibles comparativement a nos

résultats.

73



_ Résultats et discussion

Il est nécessaire de noter que I’investigation dans la littérature scientifique, n’a reléve

aucune étude portant sur I’activité antioxydante totale par le test au phosphomolybdate des
extraits phénoliques de I’espéce Astragalus gombo.

Nos résultats different de ceux (Jahangir, et al.,) [236], qui indiquent une capacité
antioxydante totale de 1’ordre de 0,7005 £ 0,05 mg EAA/g MS sur la fraction chloroforme du
Astragalus psilocentros, suivie par les fractions d'acétate d'éthyle et n-butanol et la fraction de
n-hexane et fraction méthanol et fraction aqueuse avec des valeurs de 0,603 + 0,007et 0,528 +

0,008 et 0,519 +0,04 et 0,3475 + 0,01 et 0,2655 = 0,003 mg EAA/g MS respectivement.
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Figure 1V.10 : Capacité réductrice de Mo(VI) en Mo(V)) des extraits d'Astragalus gombo

Une corrélation positive (R? = 0,703) est observée entre la teneur en flavonoides des feuilles
et les résultats de la capacité antioxydante total, mais que cette activité est faible le contenu
phénolique et des tanins avec des coefficients de corrélation R?> de 0,202 et 0,318
respectivement Tableau 1V.13.a.

Les donneées de le Tableau 1V.13.a, indiquent que pour les tiges, il existe une corrélation
positive (R?=0,655) entre les teneurs phénols totaux et la capacité antioxydante totale, tandis
que les flavonoides totaux et les tanins une faible corrélation a cette activité R? de 0,455 et
0,366 respectivemen.

Dans la littérature, (Kurt-celep, et al.,) [235] , a montré que la capacité antioxydante totale

était corrélée a la catéchine et a I'épicatéchine de (Astragalus campylosema), et a l'acide
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vanillique, a l'acide caféique, a l'acide syringique et a l'acide 3,5- dicaféoylquinique de

(Astragalus hirsutus).
Les résultats de (Sarikurkcu, et al.,) [234], démontrent une forte corrélation entre la teneur en
polyphénols totaux (R?= 0,982) et le test de phosphomolybdenum des extraits des feuilles
d'Astragalus macrocephalus subsp, contrairement a nos résultats dans les feuilles. En outre, ces
mémes auteurs enregistrent également une corrélation positive en flavonoides totaux avec un
R? de 0,792. Ces valeurs sont proches de nos résultats.

Nos résultats suggerent I'importance des composes phénoliques sur l'activité antioxydante

(test de phosphomolybdenum) des extraits végétaux.

I1V.4.3. Piégeage du radical cation ABTS"*

La capacité des différents extraits a inhiber le radical cation ABTS"" est évaluée et les résultats
exprimés en Clso (mg/mL), le contrdle positif utilisé est I'acide ascorbique sont présenté dans
la Figure IV.11.
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Figure 1V.11: Courbe représentant I’activité anti-radicalaire ABTS™ des extraits d'Astragalus

gombo

Tous les extraits se sont avérés avoir une activité antioxydante par ’essai d’ABTSe+ avec

des pourcentages d’inhibition différents. Selon le tableau IV.8, les valeurs de Clso variaient de
0,13 +0,03 43,67 + 0,37 mg/mL.
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Tableau 1V.8 : Valeurs Clsp de test d”’ABTS des différents extraits

Extrait / composé Clso
Feuilles Tiges
Brut 3,67+0,37 3,11+0,14
fraction 0,55 £ 0,04 0,14+ 0,01
dichlorométhane
fraction acétate d'éthyle 0,33+£0,05 0,28 £0,01
fraction n-butanol 0,4 +0,00 0,13 +0,03
fraction aqueuse 1,2+£0,09 3,49+£0,45
Acide ascorbique 0,05 £ 0,00

L’activité réductrice du radical cation d’ABTS™ la plus élevée a été observée a la
fraction n-butanol chez les tiges et a la fraction d'acétate d'éthyle chez les feuilles. La plus faible
activité inhibitrice de ’ABTS"" a été enregistrée dans I’extrait brut chez les feuilles (3,67 + 0,37
mg/mL). En général, les fractions de tiges ont montré une meilleure efficacité a réduire
I’ABTS™, que celles des feuilles.

Dans les deux organes, nous constatons que toutes les Clso des différents extraits sont
supérieures a celles de standard I'acide ascorbique, signifiant que ces extraits sont moins
efficace dans I’inhibition du radical cation d’ABTS"" en comparaison avec le standard utilisé.
Nos résultats sont en accord avec les travaux de (PU, et al.,) [228] sur les racines I'Astragalus
taipaishanensis, 1’extraits acétate d’éthyle étaient le plus puissant pour le pouvoir inhibiteur
d’ABTS"". Ceci est concordance avec nos résultats sur la fraction acétate d’éthyle des feuilles.
Selon ces mémes auteurs ont isolé des composés a partir d'extrait d'acétate d'éthyle. Pour le test
ABTS, tous les composeés testés ont montré une forte capacité antioxydante. En particulier, les
composés (Quercétine) et (Kaempférol) avaient une capacité antioxydante plus élevée.

Nos résultats ne concordent pas avec ceux de (Sarikurkcu, et al.,) [234] qui ont montré
l'activité de piégeage des radicaux libres (ABTS™) de différents organes (parties aériennes,
fleurs, racines, feuilles, racines et tiges) des extraits méthanoliques d’A. macrocephalus subsp,
ont montré que les valeurs de Clso les plus élevées étaient observées dans les extraits
méthanoliques de feuilles et de parties aériennes avec des Clso de 1,45 £+ 0,04 et 1,66 £ 0,01 mg
/mL, respectivement. Ces valeurs sont plus inférieures que notre extrait brut mais moins actif
que la fraction acétate d'éthyle de la présente étude. Dans une autre étude entreprise par
(Arumugam, et al.,) [199] de différents organes des extraits méthanoliques d’A. ponticus a été
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noté que I’extrait des racines était le plus puissants pour piéger le radical protonique d'ABTS™"

que les autres organes.
Le radical ABTS"" est un radical libre stable qui accepte des électrons ou des radicaux
hydrogene pour devenir une molécule magnétique stable.

Des études antérieures indiquaient que les groupements fonctionnels présents dans les
composés phénoliques en général peuvent céder facilement un électron ou un proton pour
neutraliser les radicaux libres. Une autre explication simple a cette différence, est aussi
envisageable : laprésence de certaines molécules potentiellement actives dans chaque solvant
qui interagisse avec chaque test différemment fonction de leur structure, la position de la double
liaison dansle cycle C ainsi que le nombre et/ou la position des groupements hydroxyles [237].
Ces différences, peuvent étre dues également a la nature du solvant et ces propriétés. De plus,
il a été rapporté que des facteurs tels que la stéréosélectivité des radicaux ou la solubilité de
I'extrait dans différents systémes de test affectaient la capacité des extraits a réagir et a piéger
différents radicaux [238]. Dans le rapport de (Wang, et al.,) [239] ont constaté que certains
composés ayant une activité de piégeage d'ABTS"" ne montraient pas d'activité de piégeage de
la DPPH". Le piégeage du radical ABTS™ par les extraits s'est révélé étre Iégerement supérieur
a celui du radical DPPH" [240]. Cela pourrait étre d0 également a la présence de molécules
réductrices de haut poids moléculaire (tannins) susceptibles d'inhiber I'activité du persulfate de

potassium et donc de réduire la production d'ABTS™".
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Figure 1V.12: Activité anti-radicalaire d'ABTS des extraits d’A. gombo et d'acide ascorbique
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Le coefficient de corrélation a été calculé entre I'activité antioxydante (piégeage du

radical cation ABTS™) et les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins de la
plante étudiee.

Une corrélation positive (R?> = 0,666) est observée entre le contenu phénolique des
feuilles et la capacité de piégeage du radical cation ABTS™, mais que cette activité est faible la
teneur en flavonoides et des tanins avec des coefficients de corrélation R? de 0,121 et 0,263
respectivement tableau 1V.13.

De méme, la capacité de piégeage du radical cation ABTS "des extraits des tiges tableau
IV.13 est directement corrélée aux le contenu phénolique et des tanins avec des coefficients de
corrélation R? de 0,920 et 0,505 respectivement. Ces résultats indiquent également que les
flavonoides totaux des tiges ne sont que trés faiblement impliqués (R?> = 0,111) dans le
processus antiradicalaire (test de ABTS™) des extraits.

Ces résultats de corrélation montrent que la forte corrélation positive constatée entre la
capacité antioxydante et le contenu phénolique indique que les composés phénoliques de cette
plante sont les constituants majoritairement a son activité antioxydante.

En effet, en essayant d'établir une corrélation entre I’activité de piégeage d'ABTS™ et la
composition chimique des extraits des racines de I'Astragalus taipaishanensis, (PU, et al.,)
[228], a démontré que tous les nouveaux composés phénoliques isolés (7, 2'-dihydroxy- 3’, 4'-
dimethoxy-isoflavane, l'isoflavone (Formononetin), chalcone (Isoliquiritigenin), Quercetin,
Kaempferol et le glucoside d'isoflavone Ononin)., dans les racines de I'Astragalus

taipaishanensis est directement impliqué dans le processus antioxydant par le piégeage du
radical ABTS™" et plus efficace que I’antioxydant utilisé comme référence : trolox synthétique.

Les travaux de (Kurt-celep, et al.,) ) [235], sur les extraits des raciness de A. campylosema,
notent que I'acide gallique, a I'acide 3-caféolquinique, a la rutine, a I'nyperoside, au kaempférol-
3-0-glucoside, a la quercitrine et a la quercétine a montré une corrélation positive (r > 0,6) avec
le test de ABTS pour quatre extraits.

En accord avec nos resultats, (Sarikurkcu, et al.,) [234], confirment une corrélation
positive entre les teneurs en polyphénols totaux (R?= 0,727) et I’activité anti-oxydante évaluée
par la méthode a ’ABTS des extraits méthanoliques des feuilles d'A. macrocephalus subsp. En
outre, ces mémes auteurs enregistrent une corrélation faible entre les flavonoides totaux d'A.
macrocephalus subsp et de leur capacité réductrice d’ABTS™. L’étude de (Dawidowicz et
olszowy) [241] montre que le type d'alcool utilisé influence significativement I'estimation de
l'activité antioxydante des composés phénoliques dans le test ABTS. L’activité antioxydante

augmente avec l'allongement de la chaine aliphatique dans 1’alcool, cela résulte plutot des
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changements dans I'énergie de solvatation de I'ABTS par les alcools employés que des

variations de dissociation des composés phénoliques.
La présence d'un seul groupe donneur (tel que CH3, OCHs ou OH) en position para ou ortho
augmente le nombre de formes de résonance et augmente donc la capacité de piégeage des
radicaux de la molécule par rapport au phénol. Deuxiemement, plus le substituant présente un
comportement donneur (OH > OCH3 > CHa), plus la capacité de piégeage des radicaux est
faible [242].

Enfin, nos résultats suggerent l'importance des composés phénoliques sur [’activité
réductrice du radical cation d’ABTS™".
IV .5. Evaluation de la capacité inhibitrice de radical anion superoxyde
IV.5.1. Evaluation par la méthode chimique

Dans l'oxydation cellulaire, le radical superoxyde se forme en premier et produit d'autres
types de radicaux libres et d'agents oxydants qui endommagent les cellules.
L’évaluation de la capacité de piégeage des radicaux superoxydes par les extraits d'Astragalus
gombo en utilisant le systéme d'autoxydation de pyrogallol.
Ce composeé peut étre oxydé rapidement dans les conditions alcalines et libére les anions
superoxydes. Réciproquement, ces derniers peuvent accélérer I'autoxydation.
Cependant, les anions superoxydes sont piégés par l'addition des antioxydants et par
conséquent, l'autoxydation de pyrogallol est diminuée voire inhibée.
D'apres la figure 1V.13, nous remarquons que tous les extraits présentent un effet de piégeage

des anions superoxydes en présence d'une méme concentration de différants extraits

Tableau 1V. 9 : Pourcentages d’inhibition d’anions superoxydes

Extraits / composé I % (Feuilles) I % (Tiges)

Brut 51,12 £ 0,67 23,15+ 0,52

fraction dichlorométhane 56,31+ 0,88 24,21+ 0,00

fraction acétate d'éthyle 45,78 + 0,00 19,82+ 0,30

fraction n-butanol 51,14+ 0,48 20,00+ 0,52

fraction aqueuse 50,54+ 1,53 22,45+ 3,34
acide ascorbique (VC) 57,365 + 1,52
BHA 31,767 £ 1,036
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Nous déduisons la pente qui exprime la vitesse de l'autoxydation du pyrogallol en tracant

I'absorbance en fonction du temps
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Figure 1V.13: Courbes de vitesse d'auto-oxydation du pyrogallol en présence d'antioxydant

Les résultats de ce test montrent que les extraits de feuilles ont les pourcentages de

piégeage des radicaux plus élevées que les extraits de tiges (voir la figure 1V.13). Les

pourcentages de piégeage des radicaux de tous les extraits varient de (56,31 + 0,88% et 45,78%)
pour les feuilles et de 24, 21+ 0,00 % a 19,82+ 0,30 % pour les tiges (Tableau 1V.14).
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Les pourcentages d'inhibition les plus importante est notée chez les fractions dichlorométhane

et ’extrait brut des feuilles (56,31 + 0,88% et 51,12 + 0,67% respectivement), tandis que les
pourcentages d'inhibition les plus faibles ont été enregistrés a I'extrait acétate d'éthyle des
feuilles et des tiges (45,78 + 0,00% et 19,82+ 0,30 % respectivement).
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Figure 1V.14: Pourcentage d'inhibition de radical anion superoxyde par différents
échantillons
Selon la figure 1V.14, on classe (par ordre décroissant) la capacité inhibitrice de

radical anion superoxyde de nos extraits et fractions selon les solvants utilisés comme suit :
Les feuilles : fraction dichloromethane > fraction butanolique > I’extrait brut > fraction
aqueuse > fraction acétate d’éthyle.
Les tiges : fraction dichlorométhane > I’extrait brut > fraction aqueuse > fraction butanolique
> fraction acétate d’éthyle.

Les résultats de (Jahnagir, et al.,) [236], sur Astragalus psilocentros, indiquent une activité
de piégeage importante de la fraction chloroforme avec un pourcentage d’inhibition trés proche
(55,84 + 1,53%) de celle trouvée dans notre étude sur la fraction dichlorométhane de feuilles.
Nos résultats sont differents de ceux de (Lim, et al.,) [243], sur les graines d'Astragalus sinicus
L, soulignent que I'extrait d'acetone et I'extrait d'éthanol ont donné les meilleurs pourcentages
d’inhibition d’anions superoxydes (74,5% et 73,0% respectivement).

Nous avons essayé de chercher une corrélation entre la capacité inhibitrice de radical anion
superoxyde et les teneurs en polyphénols totaux, en flavonoides et en tanins mais les résultats
obtenus ont montré des corrélations tres faibles. Cette indépendance peut s'expliquer par le fait
que les extraits étudiés renferment des molécules de structures chimiques différentes et que

cette activité n'est pas limitée aux composés phénoliques, mais de leurs structures chimiques.
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Selon des études sur la relation structure-activité des flavonoides ont constamment prouvé que

la structure du catéchol du cycle B ou pyrogallol joue un role important dans son puissant effet
de piégeage des radicaux libres [244], alors que le cycle A est moins effectif. Encore, la nature
de substituant et sa position sur les cycles A et B des structures phénoliques peuvent influencer
leur activité antiradicalaire [245].
IV.5.2. Evaluation par la méthode électrochimique

Les mesures sont effectuées dans une cellule électrochimique de 15 mL et un systeme a trois
¢lectrodes. Le radical anion radical superoxyde est généré par 1’oxygeéne moléculaire
commercial. Ensuite, différents quantités des extraits et des standards dissous en DMF sont

injectés dans la cellule électrochimique et les voltamogrammes ont été enregistrée.
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Figure 1V.15: Voltamogrammes d'oxygéne en présence d’acide ascorbique
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Figure 1V.16: Voltamogramme d'oxygéne a la présence des différentes fractions étudiées
[milieu DMF nTBUNBF4 0,1 M; électrode CV; vitesse de balayage 0,1V.s™]

Les voltamogrammes de la réduction des radicaux anions superoxydes ont été enregistrés (Fig.
IV.16) en présence d'antioxydants (extraits ou acide ascorbique) afin d'évaluer la capacité de
piégeage du radical superoxyde (O2"), la figure montre des pics d'oxydation et de réduction
claire. Au niveau de la densité de courant anodique ipa diminue avec l'augmentant de la
concentration des antioxydants, alors qu'il n'y a pas de changement au niveau du densité de
courant cathodique (ipc) sauf en cas des extraits brut et agueuse. Une petite diminution de la
densité de courant cathodique montre une plus faible disponibilité d'O> dissous car il a été
consommeé dans la formation de radical anion superoxyde. Il est important de mentionner que
la diminution de la densité cathodique Il s'agit plutét d'un mécanisme de type « EC » dans lequel
le transfert d'électrons s'est produit, suivi d'une réaction chimique.

La diminution de densité de courant anodique de O2™ suggere que le substrat (extraits de plante)
réagit de maniére reversible avec O2™.

A partir des droites de régression du pourcentage d’inhibition en fonction de la concentration

des fractions étudiées (C), on peut calculer les valeurs de Clso (Tableau 1V. 10)
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Tableau 1V. 10: Résultats de Clso obtenues pour les fractions étudiées

Extrait/ composé Valeur de Clso (mg/mL)
Feuilles
brut 0,00367

fraction dichlorométhane 0,025

fraction acétate d’éthyle 0,00174
fraction n-butanol 0,0058
fraction aqueuse 0,0019
Acide ascorbique 0,0596

D’aprés les résultats obtenus (Tableau IV.10), nous remarquons que tous les extraits
montrent une activité antioxydante vis-a-vis le radical anion superoxyde comparativement a
I'acide ascorbique. Les valeurs de Clsg varient globalement entre 0,0017 a 0,025 mg/mL.

La fraction acétate d’éthyle et la fraction aqueuse des feuilles donnent la meilleure capacité de
piégeage du radical anion superoxyde avec des Clso (0,0017 et 0,0019 mg/mL respectivement),
tandis que l'activité de piégeage O>" la plus faible a été enregistrée dans la fraction
dichlorométhane (0,025 mg/mL).

D'apres la figure IV.17, on peut classer la capacité de piégeage d’O2" de ces fractions selon
I’ordre décroissant :

Feuilles : fraction acétate d’éthyle > fraction aqueuse > extrait brut > fraction n-butanol >

fraction dichlorométhane
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Figure 1V.17 : Effets d’inhibition de O, par des différentes fractions de plante
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Figure 1V.18: Valeurs de la Clsp pour I'inhibition des radicaux superoxydes par les extraits

d'A. gombo et l'acide ascorbique

Les valeurs Clso confirment la présence d'antioxydants comme composants principaux des
extraits contre les antixydants.
La capacité antioxydante des composés phénoliques dépend du nombre et de la disposition des
groupes hydroxyle en plus de la présence de substituts donneur d'électrons a la structure du
cycle [246].
Il est nécessaire de noter que I’investigation dans la littérature scientifique, n'a révélé aucune
étude portant I'activité antioxydante de piégeage du radical anion superoxyde par voltammeétrie
cyclique des extraits phénoliques d’Astragalus gombo.
Le coefficient de corrélation a été calculé entre I'activité antioxydante (piégeage du radical
anion superoxyde par voltammeétrie cyclique) et les teneurs en phénols totaux, en flavonoides
et en tanins de la plante étudiée.
Une corrélation trés significative (R? = 0,925) est observée entre le contenu phénolique des
feuilles et la capacité d'inhibition du radical O2"", mais que cette activité est faible la teneur en
flavonoides et des tanins avec des coefficients de corrélation R?> de 0,067 et 0,115
respectivement (Tableau 1V.13.a).

D’apres le tableau IV.13.a, nous avons trouvé une corrélation linéaire significative a eté

remarquée entre la capacité d'inhibition du radical O2™ (méthode chimique et
électrochimique) avec un coefficient de corrélation R? = 0,899, ainsi une trés forte corrélation

positive est observée entre la capacité de piégeage du radical libre de DPPH des extraits des
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feuilles et des tiges et celle de le piégeage du radical ABTS™ avec des coefficients de

corrélation R? de 0,965 et 0,658 respectivement.

D'aprés les résultats obtenus, on peut déduire que les extraits ayant des teneurs élevées en
phénols totaux ne sont pas forcément ceux qui ont le pouvoir antiradicalaire le plus important,
c’est le cas, les fractions d'dichlorométhane présentes des feuilles et des tiges sont les plus
efficaces pour piéger les radicaux O>" et DPPH, ainsi le potentiel effet antioxydant de la plante
est probablement attribué a la présence de composés bioactifs présents dans ces parties. Malgre
le fait que ces fractions ont une teneur en flavonoides et phénols inférieure a celle trouvée en
fractions aqueuses chez les deux organes étudiées, nous pouvons donc envisager que 1’extrait
aqueux a perdu quelques principes actifs suite a la chaleur qui auraient pu donner plus
d’efficacité sur la neutralisation des radicaux [247].

Plusieurs études reportent que les flavonoides par leurs faibles potentiels redox (haute
oxydabilité électrochimique) ont un pourcentage de piégeage élevé. Les sites primaires de
I'oxydation électrochimiques des flavonoides sont les substituants hydroxyles dans le cycle B
[248].

Thermodynamiquement, les flavonoides (Flav-OH) peuvent réduire les radicaux libres
oxydants (Re) comme le superoxyde, le radical peroxyle, le radical alcoxyle et le radical
hydroxyle par transfert d'hydrogéne en raison de leur faible potentiel redox :

Flav-OH + Re — Flav-Oe« + RH [249].
Comme montrer la figure 1V.19 le radical aroxyle résultant (Flav- O¢) peut réagir avec un autre

radical libre pour former une structure quinone stable [250].

L]
H O
° ° |
OH R RH OH R RH OH 0o
#A» #—/» —_—

Flav-OH Flav-0® quinone

Figure 1V.19 : Réaction des flavonoides avec les ROS [250]

Une quinone et un anion superoxyde peuvent étre produits lorsque le radical aroxy interagit
avec l'oxygene. L'effet prooxydant indésirable des flavonoides est causé par cette réaction, qui
peut se produire en présence de quantités importantes de métaux de transition. Ainsi, outre le
potentiel redox du couple Flav-O</Flav-OH, la capacité des flavonoides a agir comme

antioxydants dépend également de la réactivité du radical aroxyle [251].
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IV.6. Estimation d'inhibition d'a-amylase in vitro par les extraits d'A. gombo

L'a-amylase catalyse I'nydrolyse de I'amidon et produit finalement du glucose. Le contréle
de l'activité catalytique de cette enzyme réduit la production de glucose dans la phase
postprandiale, ce qui pourrait étre un avantage thérapeutique pour les personnes atteintes de
diabete [252]. Par conséquent, plusieurs composés (lI'acarbose pour l'amylase) ont été
développés comme inhibiteurs d'enzymes dans les industries pharmaceutiques. Cependant, la
plupart d'entre eux ont des effets secondaires graves tels que des troubles gastro-intestinaux et
une toxicite [234].

L’OMS a également recommandé la recherche et I'utilisation de médecines alternatives dans
la gestion des diabétiques [199]. Par conséquent, un énorme défi réside dans le développement
de nouvelles approches pour le traitement du diabéte. Les thérapies alternatives devraient étre
plus slres et produire peu ou pas d'effets négatifs il reste un défi pour le systeme médical et une
cible idéale pour les chercheurs [253].

IV.6.1.Test de I’inhibition de I’activité d’a-amylase
L’activité enzymatique des six extraits (feuilles et tiges) d'Astragalus gombo a été
évaluée en mesurant leurs capacités a inhiber 1’enzyme 1’a—amylase.

Dans le but de repérer les extraits ayants une capacité inhibitrice vis - a - vis de 1’a— amylase,
des tests d’inhibitions in vitro ont été effectués a la méme concentration d’extraits. Nous ont
permis de calculer les taux d’inhibition puis le paramétre AEIC pour chaque extrait a 1'aide d'un
graphique représentant le pourcentage d'inhibition (%) d'acarbose comme standard en fonction

de la concentration (Figure 1V.20).
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Figure.l1V.20 : Courbe d’étalonnage de 1’acarbose
Les résultats sont exprimés par le paramétre AEIC (Acarbose Equivalent Inhibitory
Capacity, capacité d'inhibition en équivalent d’acarbose). Ce paramétre, est défini comme étant
la concentration de la solution standard de l'acarbose possédant le pouvoir inhibiteur
équivalente a une solution de 1 mg/mL de de I'extrait étudié. Les résultats sont consignés dans
le tableau suivant :

Tableau.lV.11 : Pourcentage inhibition de I’alpha-amylase par les fractions étudiées

Extraits / composé Feuilles Tiges
| % AEIC 1 % AEIC
fraction 17,85+ 4,81 0,25 £ 0,06 51,44 +1,44 0,72 £ 0,02

dichlorométhane
fraction acétate 26,23 +1,50 0,37 £ 0,02 51,76 + 3,17 0,73+0,04
d'éthyle
fraction n-butanol 20,71 + 3,39 0,32+0,01 43,94 + 6,60 0,62 + 0,09

Selon les résultats obtenus, nous avons constaté que tous les extraits ont présenté un potentiel
d’inhibition vis-a-vis de I’a-amylase a différents taux d’inhibition. Les valeurs calculées sont
comprises pour les deux organes entre 17,85 + 4,81 % et 51,76 £ 3,17 % et les valeurs AEIC
entre 0,25 + 0,06 et 0,73 + 0,04.
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A partir du tableau V.11, on peut déduire que la fraction acétate d'éthyle de tiges et de

feuilles montre le meilleur pourcentage d’inhibition (51,76 = 3,17 % et 26,23 £ 1,50 %
respectivement) par rapport aux autres extraits. Les fractions acétate d'éthyle et
dichlorométhane des tiges ont enregistré des pourcentages d’inhibitions trés proches compris
de (51,76 £ 3,17% et 51,44 + 1,44 % respectivement). Par contre la fraction dichlorométhane
de feuilles a montré les taux d’inhibition les plus faibles. Les valeurs les plus élevées d'AEIC
ont été enregistrées dans la fraction acétate d'éthyle et la fraction dichlorométhane de tiges 0,73
+ 0,04 et 0,72 = 0,02, respectivement. Alors que les valeurs les plus faibles d'AEIC ont été
enregistrées dans la fraction dichlorométhane de feuilles qui est égal a 0,25 + 0,06.

Nos résultats ont été comparés avec le médicament de référence (acarbose) a la méme
concentration de nos extraits 1 mg/mL, il a donné un pourcentage d'inhibition de 70,71 %. Le
pouvoir inhibiteur de l'acarbose utilisé comme standard montre une activité Iégerement
supérieure a celle des extraits.

Nos résultats corroborent ceux de (Park, et al.,) [254] , a révélé une activité d'inhibition
plus puissant de I’extrait d’acétate d’éthyle d'Astragalus membranaceus.

Une autre étude réalisée par (Arumugam, et al.,) [199], de différents organes des extraits
méthanoliques d’A. ponticus a été enregistré dans 1’extrait de feuilles le potentiel inhibiteur de
l'a-amylase le plus élevé.

A notre connaissance, aucune activité inhibitrice d’a- amylase rapportée sur les extraits
phénoliques de l'espece d'Astragalus gombo qui pourrait constituer une nouvelle source
d’inhibiteurs pour le traitement du diabete sucre.

Les résultats obtenus dans le tableau 1V.13.a indiquent que pour les feuilles, il a montré
des corrélations tres faibles (R < 0,1) entre les teneurs en phénols totaux, en flavonoides en
tanins et I’activité enzymatique de 1’a-amylase . On peut expliquer cette indépendance par le
fait que les résultats sont liés a la composition en composés actifs et leurs structures chimiques
dans les extraits de tiges différent de celles trouvées dans les extraits de feuilles et que I'activité
enzymatique étudiee par ce test pour les extraits de feuilles ne dépend pas obligatoirement de
la teneur en composés phénoliques, mais de leur composition chimique.
Une tres forte corrélation positive est observée entre le contenu phénoligque et les tanins des
tiges et le pourcentage inhibition de 1’alpha-amylase avec des coefficients de corrélation R? de
1 et 0,99 respectivement, tandis que la teneur en flavonoides en sont faible corréelé a cette
activité (R? = 0,466).

Les résultats pourraient étre liés a la composition chimique des extraits testés. Plusieurs

études ont confirmé gu'il existe une forte corrélation entre les niveaux d'inhibition enzymatique
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et le contenu phénolique. Certains des composés contenus dans les extraits tels que I'hyperoside,

I'acide férulique et l'apigénine ont été signalés comme agents inhibiteurs dans des études
antérieures [255, 256]. En outre, plusieurs flavonoides, tels que la rutine, la myricétine, le
kaempférol et la quercétine, pour I’inhibition d'enzyme 1'a-amylase ont montré des effets
hypoglycémiants et antioxydants significatifs chez les animaux diabétiques [257, 258] , telles
que la position et le nombre d'hydroxyles et le nombre de doubles liaisons sur les cycles
aromatiques A et B ainsi que sur le cycle hétérocyclique C. on peut donc en déduire que
I'nydroxyle sur le cycle B (C-4") est plus efficace que celui sur le cycle A (C-6) dans les effets
inhibiteurs enzymatiques [259]. De plus, ce qui est important pour la méthode d'extraction, des
différences ont été trouvées dans les performances inhibitrices des extraits testés [260].

On conclut que 'extrait de tige d’Astragalus gombo a présenté une excellente activité
enzymatique de 1’a-amylase par rapport a celle des feuilles. Cela peut étre justifié par le fait
que l'extrait de tige contenaient des molécules actives de structure plus au moins rapproché ou

ayant le méme mécanisme d’action inhibitrice [261].
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Figure 1V.21 : Les taux d’inhibition des extraits d’Astragalus gombo vis-a-vis de I’a-amylase
IV.7. Evaluation de I’activité antiurolithiasique

Dans notre travail, nous avons entrepris 1’étude in vitro afin d'évaluer l'activité
antiurolithiasique des extraits des plantes investiguées a été effectué par deux tests (modeles)
chimique in vitro ; un modéle turbidimétrique mesurant ainsi I’inhibition de formation d’oxalate

de calcium en présence et en absence d’inhibiteur et un modéle gravimétrique mettant en
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évidence le pouvoir de dissolution des calculs urinaires composés d'urate de calcium et de

phosphates de calcium par les extraits des feuilles et des tigee d'Astragalus gombo.

Au cours de la cinquantaine derniere années, des analyses de calculs urinaires dans le monde
entier ont révélé que I'oxalate de calcium était le composant principal. Aussi bien chez I'homme
que chez la femme. llIs existent sous forme de la whewellite (oxalate de calcium monohydraté)
et la weddellite (oxalate de calcium dihydraté) [262, 263].

La pathogenése des calculs d'oxalate de calcium est un processus en plusieurs étapes et
comprend principalement la nucléation, la croissance des cristaux, l'agrégation des cristaux et
la rétention des cristaux. La formation de calculs nécessite une urine sursaturée, la sursaturation
dépend également du pH urinaire, de la force ionique, de la concentration en soluté et des
complexations [97, 99].

Un risque cristallogéne dans le développement des calculs d'oxalate de calcium est lié au
déséquilibre entre le calcium et l'oxalate, une substance promotrice, et les inhibiteurs qui
peuvent ralentir ou empécher la formation d'oxalate de calcium [264, 265].

Le principe de turbidimétrie, qui fait référence a la croissance cristalline, qui comprend la
nucléation, la croissance et I'agrégation., constitue la base du modeéle d'étude des inhibiteurs de
cristallisation oxalocalcique que nous avons adopté [266].

La densité optique transmise d'une suspension dont nous nous intéressons a la variation
d'absorbance en fonction du temps est utilisée dans cette technique basée sur I'analyse cinétique.
Alors, dans notre travail, le modeéle turbidimétrique a été utilisé pour cristalliser I'oxalate de
calcium in vitro dans un systéme fermé a 37 °C. Cette méthode présente plus d'avantages car
elle assure le suivi continu de la cinétique de la cristallisation tout en étant plus simple a mettre
en oeuvre et la bonne productivité [267].

Les parameétres turbidimétriques suivants définissent Iallure générale des courbes
turbidimétriques obtenues (absorbance en fonction du temps) du profil triphasique (nucléation,

croissance et agrégation) [266] (Figure.lV.22) :

e Letemps d'induction (ti), qui est caractérisée les temps de latence, est pratiquement nul
pendant la phase de nucléation ou d'absorption.

e La pente turbidimétrique (P) est déterminée sur la partie linéaire de la courbe
correspondant a une forte croissance ou décroissance de I'absorbance apparente (phase

de croissance ou agrégation de cristaux).
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e Une lente décroissance de 1’absorbance aprés un passage par un maximum traduisant

I’étape d’agrégation.
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Figure.lVV.22 : Allure générale de la courbe turbidimétrique

Dans notre étude, l'incubation de trois types d'urine résulte : d’urine de 24 h d’un
homme sans antécédents lithiasiques (urine de sujet sain), urine de 24 h d’un homme d'une
maladie des calculs rénaux (urine de sujet malade) et urine artificiel la précipitation de 1’oxalate
de calcium. Les mesures des densités otiques d’oxalate de calcium formés en fonction du temps

nous on permit de tracer les courbes suivantes (Figure.lV.23 - Figure.lV.25):
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Figure.l1V.23: Courbe de cristallisation d’oxalocalcique aux I’urine artificiel sans inhibiteur
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Figure.lV.24: Courbe d’oxalocalcique aux 1’urine de sujet malade sans inhibiteur
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Figure.lV.25: Courbe d’oxalocalcique aux 1’urine de sujet normale sans inhibiteur

On remarque que la courbe obtenue a une allure similaire a celle rapportée dans des
travaux courants en par turbidimétrie. L'absorbance ou densité optique a été mesurée toutes les
0.1 secondes pendant une durée moyenne de 300 s qui s'est avérée étre le temps réactionnel
correspond a la croissance d’oxalate de calcium. On obtient la courbe de variation d'intensité
optique en fonction du temps (t), puis nous calculons la pente turbidimétrique de la partie de
croissance cristalline, ou le coefficient de corrélation R > 0,96 [262, 268, 269].
Il peut y avoir des substances dans les extraits de plantes qui inhibent la croissance des cristaux
d'oxalate de calcium. Etant donné que les cristaux d'oxalate de calcium causés par les
macromolécules urinaires étaient moins étroitement liés aux surfaces des cellules épithéliales
et donc excrétés avec l'urine, cette caractéristique des plantes peut étre cruciale pour prévenir
la formation de calculs rénaux. L'extrait peut également contenir des substances qui inhibent
I'agrégation des cristaux d'oxalate de calcium ; l'agglomération des particules est une étape
critique dans la formation de calculs urinaires, car les cristaux plus gros sont moins susceptibles
de passer spontanément dans les voies urinaires. Si I'extrait maintient les particules d'oxalate de
calcium dispersées en solution, elles sont plus facilement éliminées [270]. Dans le but de tester
I’effet prophylactique des extraits feuilles et tiges d’Astragalus gombo, nous avons entrepris
I’étude in vitro de I'effet de ces extraits et nous avons testé deux substances inhibitrices comme
référence : Foncurine, Lithos sur la cristallisation oxalocalcique de trois types d’urine : d’un
homme sans antécédents lithiasiques (urine de sujet sain), d’un homme d'une maladie des

calculs rénaux (urine de sujet malade) et urine artificiel.
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Nous avons travaillé avec des concentrations égales a 1 g/L pour tous les inhibiteurs étudiés

(extraits et références)
Chague courbe de cristallisation de différents extraits de feuilles et tiges a été comparée a celle
sans inhibiteur et a celle avec référence pour trois types : urine de sujet sain, urine de sujet

malade et urine artificiel (Figure 1V.26 - Figure 1V.34) :
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Figure 1V.26: Cristallisation d’oxalocalcique aux 1’urine artificiel en présence des extraits de

feuilles d’Astragalus gombo
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Figure 1V.27 : Cristallisation d’oxalocalcique aux 1’urine artificiel en présence des extraits

de tiges d’Astragalus gombo
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Figure 1V.28: Cristallisation d’oxalocalcique aux 1’urine artificiel en présence des références
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Figure 1V.29: Cristallisation d’oxalocalcique aux les urines de sujet malade en présence des

extraits de feuilles d’Astragalus gombo
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Figure 1V.30: Cristallisation d’oxalocalcique aux les urines de sujet malade en présence des
extraits de tiges d’Astragalus gombo
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Figure 1V.31: Cristallisation d’oxalocalcique aux les urines de sujet malade en présence des

références
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Figure 1V.32: Cristallisation d’oxalocalcique aux les urines de sujet normale en présence des

extraits de feuilles d’Astragalus gombo
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Figure 1V.33: Cristallisation d’oxalocalcique aux les urines de sujet normale en présence des

extraits de tiges d’Astragalus gombo
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Figure 1V.34: Cristallisation d’oxalocalcique aux les urines de sujet normale en présence des
références

Dapres les figures (Fig. 1V.26 - Fig. 1V.34), les courbes de cristallisation en présence
des extraits présentent le méme allure qu'en I'absence de l'inhibiteur, elle montre également que
la différence d'inhibition dépend de la nature de I'extrait testé. De plus, Le temps d'induction
(ti) varie également avec la nature de I'extrait indiquant que la méthode d'inhibition est une
complexation. Nous avons ensuite calculé le pourcentage d'inhibition oxalocalcique déterminé
a partir des pentes troubles, et les mesures ont été répétées trois fois pour calculer la moyenne

des pentes troubles. Les résultats obtenus sont répertoriés dans le tableau 1V.12
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Tableau 1V.12 : les taux d’inhibition de cristallisation oxalocalcique pour toutes les fractions

étudiées et références pour des concentrations égales a 1 g/L.

Extraits / Urine artificiel Urine de sujet malade Urine de sujet sain
composé 1% 1% 1%
Feuilles Tiges Feuilles Tiges Feuilles Tiges
Brut 18,93+0,14 13,63+066 30,69+099 26,15+0,25 98,25+055 76,74%0,2
fraction 31,06+0,32 56,06+0,32 1538+0,94 32,50+0,54 37,20+0,8 79,06 +0,32
dichlorométhane
fraction acétate 21,96 +051 5757+098 46,15+044 48,18+0,87 96,51+0,26 82,55%0,85
d'éthyle
fraction n-butanol  2424+0,2 66,66+0,25 2153+058 4153+0,69 9593+0,33 84,88+0,29
fraction aqueuse =~ 38,63+0,55 16,66+0,44 36,92+0,66 30,76+0,33 97,67+0,71 77,90+0,87
Tisane 17,42+ 0,67 26,51+0,31 32,30+0,33 34,26+0,88 98,83+0,24 87,20%£0,95
Foncurine 37,77+ 0.3 69,23 £ 0,6 95,01 £0.5
Lithos 21,11+ 0,5 53,84 +0.1 90,21+ 0.9

Plusieurs médicaments ont été utilisés pour traiter le probleme de la lithiase rénale.

Le foncurine et le Lithos font partie des médicaments fréquemment utilisés par les
médecins pour le traitement d'appoint des calculs rénaux [86]. Par conséquent, ces médicaments
de référence ont été utilisés pour comparer l'activité antiurolithiasique avec nos extraits.

Sur la base des résultats obtenus, le tableau 1V.12, on observe que tous les extraits et
références dans l'urine artificiel ont montré les valeurs les plus faibles du pourcentage
d'inhibition par rapport aux autres types d'urine. D’ailleurs, ces valeurs atteignent une valeur
maximale de 66,66 + 0,25 % de l'inhibition de la cristallisation oxalocalcique de la fraction
butanolique des tiges. Cette valeur est supérieure a celle obtenue en référence, tandis que Les
extraits tisane et de le brut pour les feuilles ont montré des pourcentages d’inhibition la plus
faible (valeurs de 17,42 £ 0,67 % et 18,93 + 0,14 % respectivement).

D’autre part, on remarque que l'urine d'un sujet sain a montré les pourcentages d’inhibition
les plus élevés par rapport aux autres types d'urine dans les deux organes, feuilles et tiges. Les
extraits des feuilles présentent une activité anticristallo-oxalocalcique nettement supérieures a
celles des extraits de tiges (Tableau 1V.12), ces pourcentages d’inhibitions varient de 98,83 +

0,24 % a 37,20 + 0,8 % pour les feuilles et de 87,20 + 0,95 % a 76,74 £ 0,2 % pour les tiges
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Les valeurs plus élevée a été enrigestré avec 1’extrait de tisane 98,83 + 0,24 % 1’extrait brut

98,25 + 0,55 % Ces valeurs sont supérieures a celles obtenues en référence. La fraction n-
butanol des feuilles présentait presque la méme pourcentage d’inhibition du référence

Foncurine.

Pour les résultats de I'urine de sujet malade, il a été constaté que tous les extraits se sont avérés
avoir une activité anticristallo-oxalocalcique avec des taux d'inhibition différents. D'apres le
tableau 1V.12, le pouvoir d'activité anticristallo-oxalocalcique des références Foncurine et
Lithos apparait plus marqué que celui des extraits, la fraction acétate d'éthyle des tiges présente
le pourcentage le plus élevé d'inhibition de 1’anticristallo-oxalocalcique 48,18 + 0,87 %, tandis
que le pourcentage d'Inhibition le plus faible a été montré par la fraction de dichlorométhane
pour les feuilles 15,38 + 0,94 % (Tableau 1V.12).

Nous avons trouvé une corrélation linéaire positive a été remarquée entre 1’activité
antiurolithiasique (urine artificiel) et la teneur en phénols totaux avec un coefficient de
corrélation R2 = 0,795, mais que cette activiteé est faible la teneur en flavonoides et des tanins
tableau 1V.13b.

Dans les extraits étudiés sur le type d’urine d'un sujet sain, une faible corrélation a été
montrée avec l'activité antiurolithiasique des extraits (feuilles et tiges) et leur teneur en phénols

totaux, teneur en flavonoides et en tanins.

De méme, les résultats d'extraits étudiés sur les urines de sujet malade, aucune
corrélation positive est observée entre 1’activité antiurolithiasique des extraits (feuilles et tiges)

et leurs teneur en phénols totaux, teneur en flavonoides et des tanins.

L’activité antiurolithiasique de la plante Astragalus gombo est la premiere réalisée sur cette

espece.

Nous avons utilisé trois types d'urine et d'oxalate de sodium pour déterminer la
croissance et I'agrégation des cristaux d'oxalate de calcium. Mais la croissance de cristaux dans
I'urine artificielle dans un environnement statique peut étre utile dans une certaine mesure pour
expliquer la croissance des calculs urinaires chez I'hnomme. La principale différence entre ces
types d’urine est la présence d'inhibiteurs de croissance moléculaire et d'inducteurs de

nucléation dans l'urine humaine [271].
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D’apres le screening phytochimique, notre plante contient certains groupes chimiques

par exemple, des flavonoides, des tanins, des dérivés d'anthracene libres, des triterpénes, des
coumarines, des saponosides, des polyphénols, des composés réducteurs, des protéines. Les
saponines sont connues pour avoir des propriétés anti-cristallisation en désagrégeant la
suspension de mucoprotéines, promoteurs de la cristallisation et cela concorde avec les
conclusions formulées dans la littérature qui indiquent que les flavonoides réduisent la

cristallisation oxalocalcique [272, 273].

Cette différence dans les résultats obtenus peut s'expliquer par la capacité de I'extrait a
réduire la nucléation, Ce qui augmente la limite instable de I'oxalate dans I'urine et empéche la
précipitation des cristaux d'oxalate de calcium. Divers inhibiteurs physiologiques de la lithiase
urinaire présents dans l'urine, notamment des substances organiques (par exemple, le citrate, le
fragment de prothrombine urinaire 1, les glycosaminoglycanes et d'autres macromolécules) et
inorganiques (par exemple, le magnésium) sont connus pour inhiber la formation de calculs
[274].

Cette indépendance peut s'expliquer par le fait que les extraits étudiés d'types d'urine
qui n'ont pas montré un correlation linéaire contiennent des molécules de structures chimiques
différentes et que cette activité n'est pas limitée aux composés phénoliques, mais a leurs

structures chimiques.
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Tableau 1V.13.a: Les coefficients de corrélation entre les teneurs des phénols, flavonoides,

CPT
CFT
CTT
DPPH
ABTS
PPM
Chimique
(O/n

Electrochimique

0,

o -amylase

CPT
CFT
CTT
DPPH
ABTS
PPM

Chimique

02

a -amylase

CPT

0,826
0,666
0,202
0,014

0,925

0,0008

CPT

0,613
0,920
0,655

0,076

CFT

0,141
0,121
0,703

4,00E

0,067

0,029

CFT

0,291
0,111
0,455

0,212

0,466

tanins et les activités biologiques

CTT

0,222
0,263
0,318

0,224

0,115

0,034

CTT

0,152
0,505
0,366

0,365

0,99

Feuilles
DPPH ABTS PPM
1
0,965 1
0,021 0,041 1
0,002 0,003 5,00E-
04
0,378 0,327 0,256
Tiges
DPPH ABTS PPM
1
0,658
0,783 1
0,051 0,004 0,012

Chimie  Ejectrochi o-
Oz mique Oz amylae
1
0,899 1
1
Chimige
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1
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Tableau 1V.13.b: Les coefficients de corrélation entre les teneurs des phénols, flavonoides,

tanins et les activités biologiques

Feuilles (antiurolithiasique)

Urine de
Urine - Urine de
CPT CFT CTT artificiel Swe sujet sain
malade
CPT 1
CFT 1
CTT 1
Urine 0.423 0.017 0.025 1
artificiel
Urine de sujet 0.042 0.038 0.0001 1
malade
Urine de sujet 0.345 0.334 0.379 1
sain
Tiges (antiurolithiasique)
CPT CET CTT Urine Urine de Urine
artificiel sujet malade desujet
sain
CPT 1
CFT 1
CTT 1
Urine 0.795 0.037 0.33 1
artificiel
Urine de sujet
T 0.45 0.047 0.132 1
SIS IS et 0.373 0.105 0.075 1

sain

Aprés une évaluation de I'activité anticristallo-oxalocalcique par modele de turbidimétrique

de nos extraits, un autre test a été réalisé de maniére trés simple pour tester la capacité des

106



_ Résultats et discussion

extraits étudiés vis-a-vis la dissolution des calculs rénaux ; c’est le modéle gravimétrique. Pour

cela, nous avons comparé l'effet des extraits et références par contact avec des fragments de

trois types de calculs collectés chez différents patients souffrant de lithiase rénale.

Les calculs rénaux sont un probleme dans de nombreux pays, I'oxalate de calcium étant
la forme cristalline la plus répandue. L'Algérie est I'une de ces nations. Nous avons choisi deux
types de calculs, l'urate de calcium et son sel, I'urate de calcium, car ces types de calculs sont
souvent plus difficiles a traiter et a prévenir avec les procédures médicales et urologiques
actuellement disponibles. Les deux types de calculs sont d'abord soumis a des analyses
structurales par diffraction des rayons (DRX) afin d’identifier leur structure cristalline. on a pu
affirmer que le type du calcul de type 1 est I'urate de calcium, avec le numéro CAS 98-000-
9202 et la formule C2HsCaN4Os, tandis que le deuxiéme calcul est basé sur phosphates de
calcium, avec le numéro CAS 98- 003-5254 et la formule CsH20CaNgO12P2, selon les
diffractogrammes obtenus des deux types de calculs et comparés aux diffractogrammes de deux

composés de référence (urate de calcium et phosphates de calcium) (Voir annexe (1)).

Aucun changement perceptible aprés 24 heures ou apres cing jours. Les calculs ont été
laissés au contact des extraits pendant deux semaines, puis l'activité des extraits a été évaluée
en calculant le taux de dissolution des calculs aprés passage dans le milieu expérimental et en
comparant le poids résiduel des calculs a leur poids initial. Le tableau suivant (tableau 1V.14)
présente la capacité de différents extraits a dissoudre les calculs sur une période de deux

semaines, ainsi que les inhibiteurs de référence.

Tableau 1V.14: Effet des extraits de plantes sur la dissolution in vitro des calculs urinaires
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Pourcentage de dissolution (D%)

Extraits / calculs Feuilles Tiges
C1 C2 C1 C2
Brut 2,01 12,0 1,45 3,10
1
fraction dichlorométhane 0,88 2,37 1,14 3,40
fraction acétate d'éthyle 2,20 3,13 2,19 4,12
fraction n-butanol 2,04 1,17 2,92 4,88
fraction aqueuse 3,13 11,9 1,11 9,57
0
Tisane 3,20 2,31 3,01 8,37
Foncurine 2,02 10,3 2,02 10,3
3 3
Lithos 1,94 8,20 1,94 8,20

Nos résultats n’ont pas permis de voir une différence significative entre les extraits ni
entre les extraits et la solution de référence en ce qui concerne la perte de masse des calculs

d'urate de calcium et phosphates de calcium sur la période expérimentale choisie.

En ce qui concerne la perte de masse des calculs d'urate de calcium et de phosphate de
calcium sur la période expérimentale choisie, nos résultats n'ont pas révélé de différence

significative entre les extraits ou entre les extraits et la solution de référence.

Les résultats du tableau 1V.14 montrent que les extraits végétaux ont surperformé la solution
funcurine et lithos utilisée comme référence tant en qualitativement et quantitativement, avec

des pourcentages de dissolution qui ne dépassent pas 12 %.

Dr’ailleurs, I'extrait brut et la fraction aqueuse de feuilles a donné des taux de réduction de masse
de 12,01 % et 11,90 % du calcul C2, respectivement. Tandis que Foncurine et Lithos, utilisés
comme références, ont montré des forces de solubilité estimées a 10,33 % et 8,20 % en présence
du type morphologique de calcul C2, respectivement. Par contre on marque une faible réduction
de poids sur le premier type de calcul C1 pour les feuilles et les tiges avec des pourcentages

de dissolution compris entre 0,88 % et 3,20 %. Le pouvoir de solubilisation la plus elevée de
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I'extrait de Tisane a été enregistrée pour les feuilles et les tiges par rapport aux deux références

utilisées.

Par contre, la fraction aqueuse et I'extrait de Tisane ont donné le pouvoir de dissolution le plus
élevé pour les tiges dans le calcul de perte de poids C2 avec 9,57 % et 8,37 %, respectivement.
Tandis que, l'utilisation de la Foncurine de référence a montré une force de dissolution plus

élevée par rapport aux extraits des tiges de calcul morphologique de type C2.

Par ailleurs, I'extrait brut et la fraction aqueuse dissolvaient plus de calculs de type de phosphate
de calcium que d'urate de calcium, Cela implique que le mécanisme sous-jacent a la dissolution
des calculs par les extraits de plantes est probablement lié a I'état de surface de la calcul.Le bon
pouvoir dissolvant de I'extrait brut et la fraction aqueux sur les calculs étudiés résulte d’une
interaction entre le phosphate de calcium et les molécules présentes dans cet extrait au cours du
processus de dissolution. On pense que l'activité dissolvante de ces deux extraits peut étre
causeée par la présence de polyphénols et de flavonoides sur la base de I'analyse phytochimique
de ces deux extraits. Certaines recherches étayent cette conclusion [275, 276]. Cependant,
I'extrait peut étre plus efficace s'il est exposé plus longtemps et/ou si sa concentration est plus
élevee.
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Conclusion Générale

L'utilisation des plantes médicinales et de leurs divers extraits ont toujours été une source
essentielle de substances bioactives naturelles telles que les polyphénols, qui actuellement
I’intérét de plusieurs chercheurs en raison des bénéfices pour la santé qu'elles pourraient

procurer a ’homme.

Au cours du présent travail de thése, ayant pour le but de mieux d'étudier la phytochimique
d’une plante récoltée dans le sahara septentrional est algérien : Astragalus gombo au travers de
I’étude de leur métabolisme secondaire, Des extraits de feuilles et de tiges de cette plante ont

été évalués par leurs effets biologiques sur la composition chimique.

Le screening phytochimique nous a permis de trouver une composition riche et variée en
métabolites secondaires tels que : Flavonoides, tanins, dérivés anthracéniques libres,
triterpénes, coumarines, saponosides, Polyphénols, les composes réducteur, protéines.

Les résultats de ce balayage phytochimique nous améne a extraire les composés phénoliques

de notre plante par la macération dans des solvants a polarité croissante.

Les phénols totaux, les flavonoides et les tanins ont été quantifiés des extraits phénoliques par
des méthodes colorimétriques. Cela nous a permis de confirmer que la plante est riche en
composés phénoliques, a I'exception des tanins qui sont présents en faible quantité.

Ensuite, nous avons passés a I'évaluation du pouvoir antioxydant dans les différents systémes
utilisés : piégeage des radicaux DPPH et ABTS, réduction du phosphomolybdate, radical anion
superoxyde Oz+— par deux voies (chimique et électrochimique). Les fractions dichlorométhane
des tiges et des feuilles qui présentent des fortes activités de piégeage de DPPHe, avec des ICso
de 0,07 £ 0,005 et 0,14 + 0,00 mg/mL respectivement. La plus élevée activité de piegeage de
radical ABTS'+ a été observée dans la fraction d'acétate d'éthyle chez les feuilles avec
ICs0 = 0,33 + 0,05 mg/mL. La fraction n-butanol des feuilles posséde une capacité réductrice
tres intéressante AEAC = 605,57 + 32,50 mM. Le pourcentage d'inhibition d’O2~ par la méthode
l'auto-oxydation de pyrogallol le plus importante ont eté enregistré avec la fraction
dichlorométhane des feuilles (56,31 + 0,88 %), et la méthode électrochimique par la voltamétrie

cyclique avec Clso = 0,00174 pour la fraction acétate d’éthyle des feuilles.
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Nous avons fait le test biologique de I'effet inhibiteur des différents extraits des feuilles et des
tiges sur o - amylase. Nous avons pu prouver in vitro a travers cette étude la capacité inhibitrice
de ces extraits vis-a-vis de 1’enzyme. Nous avons enregistré le meilleur pourcentage
deinhibition dans la fraction acétate d'éthyle des tiges avec 51,76 + 3,17 %, le méme extrait

enregistre la valeur AEIC la plus élevée 0,73 = 0,04 pour les tiges.

Nous avons mené une étude in vitro sur I'inhibition de la cristallisation oxalocalcisque
(méthode turbidimétrique) de trois types d’urine : d’un homme sans antécédents lithiasiques
(urine de sujet sain), d’un homme d'une maladie des calculs rénaux (urine de sujet malade) et
urine artificiel et dissolution des calculs rénaux (méthode gravimétrique) en présence

d'extraits de feuilles et de tiges.

Nous avons pu suivre la cinétique de formation de lithiase calcique et de déterminer le
pouvoir d'inhibition dans les différents extraits étudiés par la méthode turbidimétrique. Les
résultats ont montré que tous les extraits de feuilles et de tiges testés sur I'urine de sujets sains
présentent un pouvoir antilithiasique confirm¢, en particulier les extraits de tisane et I’extrait

brut comparativement aux inhibiteurs de référence le foncurine et le lithos.

De plus, I'extrait brut et la fraction aqueuses de feuilles sont les seuls a avoir un effet de
solubilisation remarquable sur calcul C2 comparativement au foncurine et lithos, selon les
changements du modele gravimétrique dans les caractéristiques structurelles des calculs rénaux

de l'urate de calcium et du phosphate de calcium type apres traitement aux extraits de plantes.

Une corrélation positive a été obtenue entre les activités antioxydantes, les activités
biologiques et le contenu phénolique, flavonoidique et tanins, ce qui indique la contribution
d'une partie de ces activités par la richesse de I’espeéce en métabolites secondaires, notamment

les flavonoides.

On conclut donc que les résultats obtenus a travers ce travail peuvent ameliorer le niveau de
connaissance sur les métabolites secondaires d'Astragalus gombo, vu sa richesse en molécules

bioactives. Cela permet d'étudier de nombreuses autres voies d'études intéressantes a explorer.

Pour la poursuite de nos investigations, nous pensons nous intéresser d’avantage a la méme
plante qui jusqu’a présent, n’a pas fait I’objet de beaucoup d’études phytochimiques et
pharmacologiques, ainsi que des activités anti oxydante, antidiabétique, et antiurolithiasique
qui a été la premiere étude que nous avons meneée sur cette plante. Cela nous permettra peut-

étre d'isoler les métabolites secondaires responsables a la bio-activité de cette plante,
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notamment 1’identification et la purification des autres molécules qui n’ont pas été a ce jour

isolées et de comparer leurs activités biologiques.

De nombreuses perspectives peuvent étre tirées des résultats obtenus dans ce travail Pour la

continuité de ce travail avec plus d’efficacité, dont les suivants :

> isoler et identifier les principes actifs responsables de I'activité biologique.

> étudier la toxicité des extraits pour déterminer leur utilisation.

» De tester ces molécules purifiées sur des modéles biologiques, in vivo, afin de
concrétiser leur usage thérapeutique et/ou industriel.

> étudier les propriétés phytochimiques, ethnobotaniques et pharmaceutiques et d’autres
plantes locales utiles qui n'ont pas été étudiées et qui mériteraient d’étre investiguées

dans les domaines étudiés.
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