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Introduction 

De nos jours, il existe un très grand nombre de médicarœnts dans le marché médical, 

mis au service de la santé humaine pour des fins curatifs ou préventifs contre de nonilreuses 

maladies tel que le diabète de type 2 et l'hepatotoxicité. Cependant, Ja majorité de ces 

médicaments possèdent des effets secondaires indésirables et dans certains cas sont trop 

toxiques et onéreux, ce qui limite leur utilisation, raison pour laquelle, les recherches récentes 

sont dirigées vers Ja découverte de nouveaux médicaments moins chers, moins toxiques et 

ph.Js efficaces (Santin et al , 2010) 

Malgré les efforts déployés par les chimistes pour la synthèse de nouvelles rmlécules, 

le règne végétal reste un réservoir illimité de variétés de molécules (Karou et a~ 2005) à 

intérêts multiples mis à profit dans l'industrie, en alimentation, en cosmétologie et en 

pharmacologie. Parmi ces COIJl>OSés on retrouve, les coumarines, les aJcaloïdes, les acides 

phénoliques, les tannins, les lignanes, les terpènes et les flavonoiâes (Bahorun, 1997). 

Les flavonoiâes constituent un groupe de produits naturels appartenant à la fàrnille des 

polyphénols, largement représentés dans la quasi-totalité des plantes, faisant partie intégrante 

de notre nourriture quotidienne. Ils possèdent potentiellerœnt des activités biologiques, anti 

inflammatoires, anti-cancérigènes, anti-microbiennes, anti-oxydantes et anti-diabetique 

(Bahonm, 1997). 

D'autre part, jusqu'à nos jours, le diabète sucré (type II), maladie métabolique 

caractérisée par un état d'hyperglycémie chronique, reste l'une des maladies chroniques les 

plus graves se développe dans la population mondiale. Une des approches thérapeutiques pour 

diminuer rhyperglycémie postprandiale est de retarder fabsorption de glucose par f inhibition 

d'enzymes hydrolysant les hydrates de carbone, par exemple falpha-amyJase et falpha

glucosidase dans le tube digestif (Sneha et al, 2011). 

Le foie, organe carrefour par où transite Ja majorité des COIJl>Osés absorbés au sein du 

tube digestif et malgré son arsenal de défense, peut être le siège de cytolyse (hépatotoxique) 

d'origine nXdica:rœnteuse suite à un surdosage accidentel ou délibéré. Parmi ces 

médicaments, le paracétamol dont le surdosage est responsable de ]a mort par hépatolyse 

aigue aux USA (Cover et al, 2005). 



A cet égard, nous avons choisi, sur la base de l'utilisation traditionnelle, deux 

plantes médicinales pour essayer de pallier aux thérapeutiques déjà existantes des troubles 

cités ci-dessus: Centaurea calcitrapa et Ranunculus repens L. 

Pour cela, nous avons jugés utile d'estimer 1es vertus de ces deux plantes à travers deux 

études. Etude in vivo, sur des souris ayant reçus une dose aigue de paracéta100l, afin de 

provoquer une hépatolyse. D'autre part étudier l'effet protecteur d'extraits bruts issus des 

deux plantes. 

L'autre étude in vitro, comportant une 

);> Analyse quantitative et qualitative du contenu en polyphénols et en flavonoièles des 

extraits ethanoliques de Centaurea calcitrapa et de Ranunculus repens L 

);> Evaluation de l'activité anti-radicaliare des extraits du Centaurea calcitrapa et de 

Ranunculus repens L. vis-à-vis d'lm radical libre relativement stable (DPPH0
). 

);> Evaluation de l'activité anti-alpha amylasique des extraits du Centaurea calcitrapa et 

du Ranunculus repens L. 
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Chapitre 1 Revue Bibliographique 
Les plantes médicinales sélectionnées 

1. La plante Centaurea calcitrapa 

Cette plante appartient au genre Centaurea qui fait partie de Ja famille des Asteraceae, 

une des plus grandes :fàmilles des dicotylédones. Cette :fàmille est répondue dans le monde 

entier, mais principalement dans les régions tempérées et elle est moins :fréquente dans les forêts 

tropicales humides (Ufuk et al,2009). 

Le genre Centaurea comprend plus de 500 espèces dans le monde Ja plus part des 

Centaureés croissent autour du bassin méditerranée (Gousiadou et Skahsa, 2003). 

1.1. Place de la plante dans la systématique 

Selon Ja classification scientifique classique (Fa.ris et al, 1989 ): 

Règne : PJantae 

Sous règne : Tracheobionta 

Division Magnoliops ida 

Classe : Magnoliopsida 

Sous classe : Asteridae 

Ordre: Asterales 

Famille Asteraceae 

Genre : Centaurea 

Espèce: Centaureacalcitrapa 

Nom arabe: Bounaggar Figure 1 : Centaurea calcitrapa (région de Kaous Avril 2013). 

Nomconnnm : Chardon étoile 

1.2. Distribution géographique et habitat : 

La Centauré calcitrape est présente en Europe (Hongrie, Suisse, la Tchécoslovaquie, la 

Fédération de Russie, fUkraine, r Albanie, Grèce, Italie, Roumanie, Yougoslavie, France, 

Portuga~ Espagne), Asie terrtJéré (Chypre, Liban, Syrie, Turquie) et en Afrique du Nord 

(Algérie, Egypte, Maroc, Ttmisie) (kaya et al, 2010). 

Centaurea calcitrapa survient surtout dans les régions tempérées. Elle se trouve sur une 

large gamme des sols, mais peut se développer très bien dans les sols lourds, :furtiles et humides. 

Elle pousse dans les pâturages pauvres, le long des routes et les z.ones négligées. (Reis et al, 

2000). 

3 



Chapitre 1 Revue Bibliographique 
Les plantes médicinales sélectionnées 

1.3. Composition chimique et activités biologiques 

Centaurea calcitrapa a fàit l'objet de plusieurs travaux phytochimiques, qui ont montré la 

présence de six lactones sesquiterepeniques, deux entres elles sont dominantes et de type 

germacranolide, il s 'agit de la conicine et la sanlatenolide. Ces travaux ont également révélé la 

présence plus de 19 types des flavonoiôes (Karamenderes et aL 2006). 

Dans la médecine traditionnelle, Centaurea calcitrapa est utilisée :fréquemment dans le 

traiteirent de la fièvre, et utilisée comme diurétique (Yayli et al, 2004), mais jusqu'à maintenant, 

très peu études ont décrit Jeurs propriétés biologiques importantes. Cependant, une étude récente 

a rapporté que Centaurea ca/citrapa possède vraiment des propriétés anti-pyrétiques, qui sont 

déjà signalé par Ibn Bitar, «Le Chardon étoilé est salutaire contre les fièvres anciennes » (Yayli 

et al, 2004). En outre, une autre étude a montré ses propriétés antioxydantes et cytotoxiques 

(Pieroni et aL 2002). 

2. La plante Ranunculus repens L. 

Les ranuncules sont un genre de plantes herbacées, annuelles ou vivaces, de la famille des 

Renonculacées comportant près de 1500 espèces. Elles ont un port très différent selon les 

espèces et sont le plus souvent des végétaux herbacés vivaces. Aux latitudes tropicales, ce sont 

phrtôt des plantes d'altitude (Fournier, 1961). 

2.1. Place dans la systématique (Piene, 2003) 

Phylum Dictotylédone. 

Famille : Rarnmculaceae. 

Ordre : Ranale ou polycarpique. 

Genre: Ranunculus. 

Espèce: Ranunculus repens L. 

Nom Arabe: Mergheris (El-houdane). 

Nom cormnun : Ranunculus rampante 

Figure2: la plante Ranunculus repens L. (région de Taher Avril 2013). 

4 



Chapitre 1 Revue Bibliographique 
Les plantes médicinales sélectionnées 

2.2. Description de la plante 

Ranunculus repens L.est une plante vivace et rampement, qui s'accroît jusqu'à 91 

centimètres de hauteur. Elle é:rœt des rameaux fürmant des stolons enracinés. Les tiges sont 

plus ou moins velues, pluri florales, redressées (Welsh, 1974). Les fleurs sont peu, voyantes, 

jaune et isolées en sommet de tige ou associées en groupes lâches, elles sont égalerœnt portées 

par un pédoncule long et pubescent, avec des poils appliqués sur le pédoncule, qui est cannelé. 

Elles présentent 30 à 50 étamines libres (Douglas et Meidiger, 1999). 

2.3. Distribution géographique et habitat 

Ranunculus repens L.est indigène à fEurope, où sa gamme se prolonge au nord en 

Norvège. Elle a naturalisé dans beaucoup des régions tempérées autour du monde, y compris 

l'Arœrique du Nord, l'Amérique du Sud, l'Asie, l'Afrique, l'Australie, et la Nouvelle-Zélande 

(Huhén, 1968). 

Ranunculus repens L. se développe dans des secteurs dérangés, jardins, prairies, régions 

boisées, et les communautés semi-aquatiques, telles que des marais, accumulent des marges, des 

fleuves, et des rossés (Harper, 1957). 

2.4. Composition chimique et activités biologiques 

Jusqu'à nos jours, aucune étude phytochimique n'a eu pour objet la détermination de la 

composition chimique de Ranunculus repens L. Dans la médecine traditionnelle, les fèuilles 

séchées sont utilisées sous forme d'infusion pour traiter le diabète sucré et la jaunisse en petite 

Kabylie (Est D'Algérie) (Kebieche, 2009). 

Une étude récente effectuée par Kebieche et al, (2011) a démontré que les extraits de flavonoïdes 

de Ranunculus repens L.ont une vertu thérapeutique anti-diabétique et un fort potentiel 

antioxydant et anti-radicalaire lui conférant ainsi un effet cytoprotecte\D:". 

s 



Chapitre 2 Revue Bibliographique 
Stress oxydant et Flavonoïdes 

1. Généralités sur le stress oxydant 

Dans les systèmes biologiques, le stress oxydant est la conséquence d'llll déséquilibre 

entre la production des radicaux libres et leurs destructions par des systèmes de défense 

antioxydants. Les radicaux libres, furme particulière des espèces chimiques (atomes ou 

nnlécules) qui possèdent lll1 électron célibataire ou non apparié, peuvent engendrer des 

dommages importants sur la structure et le tœtabolisme celluJaire en dégradant de nombreuses 

cibles : protéines, lipides et acides nucléiques (Angelos et ai 2005 ; Wolin et ai 2005 ; 

Wassrnann et ai 2004). 

Par ailleurs, l'appellation ROS inclut les radicaux libres de l'oxygène : anion superoxyde 

(02 "), radical hydroxyle (Off), mais aussi certains dérivés oxygénés non radicalaires dont la 

toxicité est irq:>ortante tels que le peroxyde d'hydrogène (H202) (Favier, 2003). 

La formation de radicaux bbres dans le cotps hw:nain peut causer des donnnages aux 

cellules et engendrer des pathologies, tels le cancer et les maladies neuro-dégénératives corrme 

la maladie d'Alzheimer ou la Maladie de Parkinson (Aurousseau, 2002). 

Roo·- ROOH 

.--~~~~~.....-~-i===========~~ Ro• 

.U>~ (modification 
des bases, cassures) 

' 

Lipides (peroxyda.tion, 
perte des acides pas) 

r ~· 
~-----------' - - =1- 1 

Proteiaes (déçadation. 
fr111DeD.1atiou. p«o~·dation. 
modification. imdh11tion) 

Figure 3 :Cibles biologiques et endommagement oxydatifs induits par les différents radicaux 
libres oxygénés et espèces réactives de l'oxygène (Kohen et Nyska, 2002). 

D'autre part, l'organisrœ l.'lst doté d'llll l.'lns€rrble d€ systèrœs dl.'l défüns€ très l.'lflicac€s 

contre la surproduction des ROS. Dans le système de défense antioxydant de notre organisme, on 

distingue des systèmes enzyrratiques tels que les superoxydes disrrrutases (SOD), la catalase 

(CA1) et les gb.rtathions peroxydases (Gattas et ai 2004), et des systèmes non 

enzyrmtquesparmi lesque&s on peut citer le glutathion, l'acide urique, la bilirubine, les 
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honmnes sexuelles, la tœlanioe, la tœlatonine, l'acide lipoique et Je coenzyire Q. De tous ces 

composés endogènes synthé~és par Jes celhtles, Je phis important est sans doute Je glutathion 

réduit. D'autres composés, tels que les vitamines E (tocophérol), C (acide ascorbique), Q 

(ubiquinone), les caroténoiües, apportés par les aliments ou d'autres composés naturels comme 

les flavonoiâes, les dérivés d'acide phénolique et ph.Jsieurs autres Irolécules extraites à partir des 

fruits et des légwœs,a~sent en piégeant les radicaux et en neutrali<;ant 1' électron non apparié, 

les transformant ainsi en Irolécules ou ions stables (V ertuani et aL 2004 ). 

Il Îl:qlorte de savoir que le tenne antioxydant désigne toute substance qui, présente à 

faible concentration par rapport à celle du substrat oxygène, retarde ou inhibe significativement 

l'oxydation de ce substrat (Wassmann et aL 2004). 

2. Les flavonoïdes 

Le tenne flavonoiâe provenant du latin « flavus », signifiant «jaune », désigne une très 

large gann:œ de co~osés naturels appartenant à .la 1àmille des polyphénols. lis sont comidérés 

comme des pigtœnts des végétaux. Ce groupe co~rend comme son nom l'indique des 

composés jaunes, mais aussi d'autres couleurs ou incolores (Havsteen, 2002). 

Dans les plantes, .la majorité des flavono~çs sont sous forme glycosylée soit sous fonne 

de C- ou 0- glycosides (Sugiyama et aL 1997), ils peuvent occasionnellement y être présents 

sous forme aglycone (lshii et aL 2003). La plupart des flavonoiiles aglycones sont hydrophobes. 

Alors que .la liaison d'lill groupement glucidique à lill tlavonoiâe diminue son hydrophobicité et 

fàcilite leur stockage dans les vacuoles des cellules épidenniques des fleurs, de l'épiderme et du 

tœsophylle des feuilles, des parenchymes des tiges et racines. (Benavente- Garcia et aL 1997 ; 

Williamson et aL 2000). 

2.1. Effets biologiques et phannacologiques des flavonoïdes 

La principale propriété, initialement attnbuée aux flavonoiûes, est d'être 

vasculoprotectrices et veinotoniques. car ils sont capables de diminuer .la pertœabilité des 

capillaires sanguim et de renforcer leur rési<!tance (Bruneton, 1999). Actuellement, les 

flavonoiües sont connus par de remarquables activités pbarmaco-biologiques comme entre autres 

des efièts, antiviraux (Pietro et aL 2002), antimicrobiens et anticancéreux (Narayana et aL 2001 ; 

Seyoum et aL 2006), antiallergiques, anti-inf.lannnatoires, anti-thrombotiques, anti-turrnraux et 

hépatoprotecteurs (Middleton et aL 2000). Ces activités sont attribuées en partie aux propriétés 

Anfuxydantes de ces cmqmsés naturels. 

7 



Chapitre 2 Revue Bibliographique 
Stress oxydant et Flavonoïdes 

2.1.1. Activité antioxydante des flavonoïdes 

Ces dernières années, une importance particulière a été accordée aux propriétés 

antioxydantes des flavonoiâes, qui sont thenro dynamiquement capables de réduire les radicaux 

libres oxydants (R•) comme le superoxyde, le radical peroxyde, le radical alk:oxyle et le OH• par 

transfert d'hydrogène. Le radical aroxyle résuhant (Fl-0•) peut réagir avec un autre radical libre 

pour fonœr une structure quinone stable (Rice-Evans, 1996). 

En effet, de noni>reuses études ont établi des relations entre les structures chimiques des 

flavonoiâes et leur pouvoir piégeur (scavenger) des radicaux libres (Cotel1e, 2001 ; Seyoum et ai 

2006). Ces travaux ont pu conclure que les corq>0sés les pm actifS sont ceux qui conbinent les 

critères suivants (Hendrich, 2006) : 

)ii>- La structure ortho-dihydroxy sur le cycle B (groupetœnt catéchol) qui confère la stabilité 

au radical flavonoxy et participe à la délocalisation des électrons. 

)ii>- La double liaison C2-C3 en conjugaison avec la fonction 4-oxo sur le cycle C augmente la 

capacité antiradicalaire des flavonoïdes. 

)ii>- La présence du groupe 3-0H en con:bina:ison avec la double liaison C2-C3 augmente 

égaletœnt la capacité antiradicalairedes flavonoXies. 

En outre, les flavonoiâes sont considérés comme des bons chélateurs des ions métalliques 

comme le fur (Fe2} et le cuivre (Cu2} (Brown, 1998). Les études tœnées par Van Acker et ses 

collaborateurs ( 1996) sur la chélation du fur par certains flavonoiôes, ont pu ressortir les sites 

potentiels pour la chélation des ions métalliques, un noyau catéchol sur le cycle B, les groupes 3-

hydroxyle et 4-oxo du cycle C, et les groupes 4-oxo et 5-hydroxyle entre les cycles A et C 

(Pietta, 2000). 

Par ailleurs, les flavonoiôes sont capables d'inlnber lllle large gamme d'enzymes 

génératrices du 02•- et d'autres ROS, comme la xanthine oxydase, la protéine kinase C, la 

cyclooxygénase, lipooxygénase, roonooxygénase microsomales, et 1a glutathion S-Transférase. 

(Marfuk, 2003). 

2.2.2. Activité anti-alpha-amylase des flavonoïdes 

La majorité des études récentes sont concentrées sur l'activité anti alpha-amylase des 

composés phénoliques. Afin de déterminer le mécanisme par lequel les flavonoiâes inhibent 

l'alpha amylase. Piparo et ai (2008), ont étudié l'interaction entre les flavonoiâes et a-amylase 

bmnaine. Ils ont roontré que la puissance de f inhibition est corrélée avec le noni>re de groupes 

hydroxyles sur le cycle B du squelette flavonoiâe, et les interactions se produisent par la 
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furmation des liaisoru; hydrogène entre les groupes hydroxyle en position R6 ou R7 du cycle A 

et la position R4 'ou R5' du cycle B des ligands polyphénols avec les résidus catalytiques du site 

de liaison de l'enzyire. Ains~ la furmation d'un système -1t- conjugué qui permet de stabiliser 

finteraction avec le site actif De ce fuit, les :flavonoiCles sont des inhibiteurs d'alpha-amylase. En 

revanche, les groupes de :flavonols (narcisine, quercetine, rutine) (Al-Dabbaset aL 2006) et 

groupe de :flavoœs (Luteoline, apigetrine, scutellareine) sont observés coIIlIŒ l€s inhibiteurs les 

plus puissants (Kim et aL 2000 ; Funkeet Melzing, 2006). 
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Alpha-amylase 

1. Nomenclature 

Nom systématique : a-(1-4) D-g]ucaneglucanohydrolase. 

Nom codifié : E. C. 3.2.1.1 

Nom recommandé : A1pba-amylase. 

Revue Bibliographique 

Synonyiœs: glycogenase, endoamyJase, maxilase, taka amylase A, takatherm, thenmJase, 

amylotherm, c1arase, amyJopsin, spitase CPl, G995, kleistase Ll, TIIC 250, rnaxamy, ptyalin 

(Graber, 1989). 

2. Définition et localisation 

L'alpha-amylase, corrnne toutes les enzyrœs, est \llle macroroolécule appartenant à la 

classe des protéines globulaires, de type endoglycanase qui catalyse fhydrolyse des liaisons a

(1,4) glycosidiques des cornposants d'amidon, du glycogène, et de divers oligosaccharides. 

Chez les mammifères, elle est présente à la fuis dans la salive et les sécrétions du 

pancréas. Les co~araisons de séquences d'acides aminés ont roontré qu'il existe \lll degré élevé 

d'identité entre l'alpha-amylase pancréatique des humains, des porcs, des souris et des rats 

(Pasero et aL 1986; Mimcie et aL 1997; Mi;helle de sales et aL 2012). 

Chez l'Homme, on trouve d~ux isofu~s d'a -amylase, l'a-amylase salivaire ln.nnaine 

(HSA) et l'a-amylase pancréatique humaine (HPA). La digestion initiale de famidon comœnce 

dans la bouche où HSA dégrade f amidon polyrri:re en oligomères phis courts (Michelle de sales 

et aL 2012). La digestion est ensuite effectuée par l'HPA et l'hydrolysat résultant contient 

principalement du maltose, maltotirose, et d'autres a-(1,6) et a .. (1,4) olioglucanes. Ces composés 

peuvent être dégradés en glucose par d'autres a-glucosidases (Mizunoet aL 2008). 

3. Caractéristiques de l'alpha-amylase 

3.1. Caractéristiques biochimiques et moléculaires 

Les a.-amylases ont la capacité d'hydrolyser les liaisons de types a (1-4) glycosidiques à 

l'intérieur des chaînes d'amidon, des maltodextrines et malto-oligosaccbarides. Ce sont donc des 

endo-enzyires (Payan, 2004), elles sont constituées de 496 acides aminés dans une chaîne 

polypeptidique Wlique avec un ion chJorure et union calcimn. Ces deux ions sont essentie~ pour 

la stabilité de a-amylase ; elles sont donc des métalloenzymes (Brayeret aL 2000). 

L'a.-amylase humaine est composée de 512 acides aminés en une seule chaîne 

oligosaccharidique avec un poids rooléculaire de 57 ,6 kDa (Whitcombet Lowe, 2007). Il ya cinq 

gènes d'a.-amyiase regroupés dans le chroroosome 1, au lieu lq21, chez fhomme. Trois d'entre 
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eux codent pour l'a-amylase salivaire, AMYlA, AMYlB et AMYlC, et les deux autres gènes 

AMY2A et AMY2B sont e:xpr:Uœs dans le pancréas (Gunrucio et aL 1998 ; Michelle de sales et 

aL 2012). L'a-amylase hwnaine salivaire et pancréatique partage Wl grand degré de similarité 

aux séquences des acides aminés avec 97 % des résidus identiques en général et 92 % dans le 

domaine catalytique (Michelle de sales et aL 2012). 

Les acides aminés 304-310 sont conservés dans l' a]pha-amylases des marrmifères et sont 

soupçonnés d'être impliqués dans le tœcanisme enzymatiquç (Co120ne et aL 1970). 

3.2. Dépendance de l' a-amylase au NaCI, pH et teqiérature 

L'a)pha amylase fuit partie des protéines halophiles (Tan et aL 2008), protéines inactives 

ou instables à faibles concentrations du sel Mais, l'amylase a été encore active 45 % à rabsence 

du sel Avec famidon soluble en tant que substrat, fenzyrœ conserve l'activité de 20 % dans 1a 

gamme de pH 5.2 à 9.3, avec Wl optim.un à pH 7. 

D'autre part, l'a-amylase est Wle enzyme thenrophile, i.e., active dans Wle gamcœ de 

température re1ativement :large. Dans Wle garnre de températures de 37 à 80C0
, fenzyme 

conserve Wle activité de 40 % sur f amidon soluble, avec Wl optirrnnn à 65C 0 (Tan et aL 2008). 

4. Amidon, principal substrat de l' a-amylase 

L'amidon est un polyirere de glucose où les liaisons se font entre les fonctions alcools 

portées par les carbones 1-4 et 1-6. En réalité les amidons sont constitués d 'Wl mélange 

d'amylase (liaison 1-4) et d'amylopectine (liaisonl-6) qui permettent de réaliser des 

ramifications de l'arbre de l'amidon (Dupin et aL 1992). Les structures de l'amyJose et 

amylopectine sont représentées dans les schémas c~dessous : 

( Amylose ) 

( Amylopectine ) 

Figure 4 : Hélice d'amylose (Chiba, 1988). 
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1. Définition du paracétamol 

Le paracétamoi de formule brute «CsH9NÜ2», est la dénomination commune 

internationale (DCI) de la substance active de plusieurs spécialités pharmaceutiques de 1a c1asse 

des antalgiques-antipyrétiques.Son nom chimique systématique est « para-acétamido-phénoh> 

(Figure 5). Il est néanmoins dési~ par acétaminophène. Quant à son nom commun 

«paracétamol », il est dérivé de 1a contraction de son nom chimique systématique (0 Jaleye et 

Rocha, 2008). 

Figure 5: Formule développée du paracétamol (Olaleye et Rocha, 2008). 

2. Caractéristiques phannacocinétiques 

2.1. Absorption 

Administré par voie orale, le paracétamol est rapidement et presque totalement absorbé 

au niveau du tractus gastro-intestinal par diffusion passive. L'absotption est beaucoup plus rapide 

dans l'intestin grêle que dans festomac. Quoiqu'elle soit un peu ralenti par falimentation, 

fabsotption permet fobtention d'un pic p1asmatique au bout de 30 à 60min après ingestion 

(James et al, 2003). 

Le paracétamol subit une biotransformation hépatique dès le premier passage hépatique, 

quant à sa biodisponibilité absolue, elle est satisfaisante et avoisine les 80%, voire les 90% pour 

les fürmes effervescentes (Thomas, 1993). 

2.2. Distribution 

La distribution du paracétamol est rapide et uniforme: il diffuse dans tous les milieux 

liquidiens (sang, liquide céphalorachidien, salive, Jait, liquide interstitiel) et tissus de 

forganisme. Sa liaison aux protéines plasmatiques est iàible (15 à 20 %) et son volume de 

distribution varie de 0,9 à 11/kg (James et al, 2003). 
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2.3. Métabolisme 

La demi-vie plasmatique du paracétamol est d'environ 2h. Elle est très courte et témoigne 

ainsi d'une furte rritabolisation dont ce médicament fait fobjet au niveau de forganisrœ. Le 

métabolisme du paracétamol est essentiellement hépatique en raison de la situation« carrefuur » 

du foie, du débit sanguin élevé et de la richesse en enzymes diverses de cet organe. Il est aussi 

réna\ mais accessoirement (Nagi et al, 2010). Dans le fuie comme dans les reins, le paracétatrol 

est substrat d'enzymes microsotmles (des transférases et des oxydases) qui le cortjuguent en 

dérivés très hydrosolubles donc :facik!rœnt excrétables (Figure 6) (Jarœs et al, 2003) 

Les transférases microsotmles appartiennent à deux sous classes différentes : foridine di

phosphate glucuronyl transférase (UDP-glucuronyl transférase) dont racide uridine-5'

diphospho-a-D-glucuronique (en abrégé : UDPGA) est le coenzyme, qui transfurrœ le 

paracétamol en un dérivé glucuroconjugué par transfert de groupement glucuronate porté par le 

coenzyme, la sulfotransférase dont le coenzyme est le 3-phosphoadénosine-5'-phosphosulfate (en 

abrégé : P APS), qui transforrœ le paracétamol en un dérivé sulfoconjugué par le transfert de 

groupement sulfate inorganique porté par le coenzyme (Thomas, 1993 ; Olaleye et Rocha, 2008). 

Les oxydases sont des mono-oxygénases à cytochrome P450, essentiellement les cytochromes 

CYP2El et CYP3A4, qui transfonœnt le paracétamol en N-Acétyl-p-Benzoquinone-imine (en 

abrégé : NAPQn qui est ensuite conjugué au glutathion (Kurrari et Kakkar, 2012). 

AC91arnlnophen 

H 
1 

~' --~-(_-"'H ~ y Cytochrome P"450 

~~OH 
H ~? ~ ?)"• ÂH, 

y VSG 
O OH 

eonks.- t 

• \._________ __ ____ _.) 
y 

Ellmlnlltion 

Figure6: Diagrammereprésentant les différentes possibilités de métabolisation du paracétamol (James 

et al., 2003) 
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b d ité ractivation des plaquettes 
oxydation des lipoprotéines de asse CDS , d d d1oestion de Jamidon par Jinbibition 

P méquent, \e retar e 'O 

tbrorrbine (Chitra et a~ 201:)· ~ co " du diabète (Radulian et a~ 2009). 
de f a.-amylase JOuen1ît iln ~o\e \é dans \e controle . le mig1itol qui 

Certaiœ inhibiteurs actuellerœnt utïmés en clïnXlue sont r acarbose et 
. 1a tandi.5 que d'autres tels que 

inhibent les glycosidases comœ a.-glucosidase et a.-amy se . 

voglibose et inhibent a.-glucosidase. Cependant, beaucoup de ces agents hypoglycémiantS 

synthéti)_ues peuvent produire des effets secondaires graves et ne parviennent pas à élever les 

cot11>1icatiom diabétiques. Les principaux effets secondaires de ces inhibiteurs sont à savoir 

gastro-intestinal, des balhnneiœnts, des douk:urs abdominales, la diarrhée et les flatulences 

(Sudba et aL 2011 ). 

Par ailleurs, des constituants végétaux ayant une activité inhibitrice enzymatique 

corrprennent les corq>osés polyphénoliques et des glycoprotéines. Par exeJ11)1e, des anthocyanes 

et des ellagitanins présents dans les frarmoi<ies et les mes ont été signalés à inhiber ractivité 

de fo-glucosidase et de la-amylase, respectiveiœnt (Tundi'! et al, 2010). En outre, les 

theaflavins et les catéchines présentes dans Je thé vert et noir ont été rapportés à inbiber ra

amylase (Barrett et Udani, 2011 ). 

En outre, llll nolIDre de légurœs et d'extraits de plantes riches en polyphéno~, 

principaleiœnt des flavonoXies ont montré une activité inhibitrice de l'a-amylase et a

gb.icosides, et sont donc considérés comr:œ agents antidiabétK}ues alirœntaires pour Je contrôle 

d'hyperglycémie postprandiale (Oboh et aL 2012; Chitra et al, 2013). Les plantes rredicinales 

ont une grande ~ortance dans le traiteiœnt du diabète car ils sont exerrçts d'efièts secomaires 

et ils sont rno:in.5 coûteux par rapport aux hypoglycémiants synthétK}ues. (Sneha , 2011 ; Chitra 

et aL2013). 
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1. Définition du paracétamol 

Le paracétamo~ de formule brute «CsH9NÜ2», est la dénomination commune 

internationale (DCI) de la substance active de plusieurs spécialités pharmaceutiques de 1a classe 

des antalgiques-antipyrétiques.Son nom chimique systérmtique est « para-acétamido-phénoh> 

(Figure 5). Il est néanmoins désigné par acétaminophène. Quant à son nom commun 

«paracétamol », il est dérivé de la contraction de son nom chimique systérmtique (0 laleye et 

Rocha, 2008). 

H 

Figure 5: Formule développée du paracétamol (Olaleye et Rocha, 2008). 

2. Caractéristiques phannacocinétiques 

2.1. Absorption 

Administré par voie orale, le paracétamol est rapidement et presque totalement absorbé 

au niveau du tractus gastro-intestinal par diffusion passive. L'absorption est beaucoup plus rapide 

dans f intestin grêle que dans restomac. Quoiqu'elle soit un peu ralenti par ralimentation, 

fabsorption penœt fobtention d'un pic plasmatique au bout de 30 à 60min après ingestion 

(Jarœs et al, 2003). 

Le paracétamol subit une biotransformation hépatique dès le premier passage hépatique, 

quant à sa biodisponibilité absolue, elle est satisfaisante et avoisine les 80%, voire les 90% pour 

Jes fonœs eflèrvescentes (Thomas, 1993). 

2.2. Distribution 

La distribution du paracétamol est rapide et uniforme: il diffuse dam tous les milieux 

liquidiens (sang, liquide céphalorachidien, salive, lait, liquide interstitiel) et tissus de 

forganisme. Sa liaison aux protéines plasmatiques est fàible (15 à 20 %) et son volume de 

distribution varie de 0,9 à 1 Vkg (Jruœs et al, 2003). 
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La demi-vie plasmatique du paracétamol est d'environ 2h. Elle est très courte et témoigne 

ainsi d'une fürte rritabolisation dont ce médicament fuit fobjet au niveau de forganisrœ. Le 

métabolisme du paracétamol est essentiellement hépatique en raison de 1a situation« carrefour» 

du foie, du débit sanguin élevé et de la richesse en enzymes diverses de cet organe. Il est aussi 

réna~ mais accessoirement (Nagi et al, 2010). Dans le foie comme dans les reins, le paracétamol 

est substrat d'enzymes microsomales (des transrerases et des oxydases) qui le conjuguent en 

dérivés très hydrosolubles donc fucilemmt excrétables (Figure 6) (Jarres et al, 2003) 

Les transrerases micro!s" "iales appartiennent à deux sous classes différentes : furidine di-

phosphate glucuronyl transfér: (UDP-glucuronyl transférase) dont rac:ide uridine-5'-

diphospho-a-D-glucuronique (en abrégé : UDPGA) est le coenzyme, qui transfonœ le 

paracétamol en un dérivé glucuroconjugué par transfert de groupement glucuronate porté par le 

coenzyme, la sulfotransrerase dont Je coenzyme est le 3-phosphoadénosine-5'-phosphosulfate (en 

abrégé : P APS), qui transforme le paracétamol en un dérivé sulfoconjugué par le transfert de 

groupement sulfate inorganique porté par le coenzyme (Thomas, 1993 ; O.laleye et Rocha, 2008). 

Les oxydases sont des mono-oxygénases à cytochrome P450, essentiellement les cytochromes 

CYP2El et CYP3A4, qui transfonœnt le paracétamol en N-Acétyl-p-Benroquinone-imine (en 

abrégé : NAPQI) qui est ensuite conjugué au glutathion (K.mnari et Kakkar, 2012). 
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Figure6: Diagrammereprésentant les différentes possibilités de métabolisation du paracétamol (James 

et al., 2003) 
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D'un part l'importance de la glucuroconjugaison sur les autres formes de conjugaison, 

environ 55% du paracétamol ingéré subit une glucuroconjugaison. La sulfoconjugaison 

intervient quant à elle, pour 35% environ, alors que foxydation pour seulement 7% (Kupeli et 

al, 2006). 

3. Mécanisme d'hépatotoxicité du paracétamol 

Suite à des doses toxiques d'acétaminophène, le métabolite N APQI épuise le réserve en 

glutathion, ce métabolite réactif va se lier de façon covalente aux protéines cellulaires y compris 

les protéines de la meni>rane plasmique et de mitochondrie (Smithet Jaeschke, 1989) ce qui 

entraine une réduction de l'activité de l'ATPase et une augmentation de Ca +2 cytosolique 

(Wendel et a~ 1988). Ces tmdifications directe sur Jes protéines mitochondriales et sur le taux 

d'absorption de Ca +2 peut à la fois conduire à la réduction de la respiration mitochondriale et de 

la synthèse d' ATP (Jaeschke et a~ 2003). 

En plus de la réduction des niveaux cellulaires de l' A TP, les mitochondries génèrent des 

quantités accrues de superoxyde, ce qui entraîne une augmentation des taux de peroxydes 

intracellulaires, provoquant un stress oxydatif par l'intermédiaire d'un mécanisme de Fenton 

(Bram et al, 2004). Ce mécanisme implique la réduction du peroxyde par les ions ferreux en 

formant le radical hydroxyle hautement réactif qui peut à son tour oxyder les lipides conduisant à 

l'initiation de la peroxydation des lipides, ainsi que foxydation des protéines et des acides 

nœléiques (Casteilla et ai 2001). 

A cet égard, Younes et al (1986) a rapporté que fadministration d'acétaminophène à des 

souris n'a pas causé de peroxydation lipidiques (expiration éthane), mais fadministration 

simultanée de sulfate ferreux a provoqué une augmentation de la peroxydation lipidique. Par la 

suite, Gibsonet al, (1996) ont examiné les akléhydes protéines hépatiques chez les souris traitée à 

des doses toxiques de facétaminophène. Comme avec la peroxydation lipidique, 

la fürmation d'akléhyde protéine est égaleiœnt médiée parlDl mécanisiœ de Fenton. 

En efièt, Le stress oxydatif eotq>rend non seulement la réaction du Fenton : 

H20 2+ Fe+2 OH"+ Olf +Fe +3
, mais itq>lique également de foxydenitr:ique (NO), 

qui réagit rapidement avec le superoxide pour foriœr le peroxynitrite. Le Peroxynitrite est à la 

füis un agent oxydant et un agent de nitration. Il est détoxifié par le glutathion (Sieset ai 1997), 

qui est épuisée par NAPQI dans l'hépatotoxicité induite par facétaminophène (Mitchell et ai 

1973). 
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En outre, le peroxynitrite conduit à la furmation du biomarqueur de 3-nitrotyrosineet de 

protéines nitrées, qui sont utilisés comme biomarqueurs de stress azoté (Beckman et Koppenol, 

1996). Les seuls hépatocytes qui développent une nécrose sont ceux où le stress oxydatif se 

produit, et suggèrent en outre que foxygène réactif et les composés azotés sont essentiels pour le 

développeiœnt de la toxicité d'acétaminophène (Hinsonet al, 1998). 

Alors que la roort cellulaire par nécrose est consécutive à l'ouverture des pores de 

transition mitochondriaux au niveau de la membrane interne, induisant une diminution des 

capacités de production de l' A'IP (Chenet al, 2008), les mécanismes d'apoptose provoquent 

l'ouverture de pores et canaux au niveau de la membrane externe. Ces pores de la membrane 

externe permettent le relargage de protéines pro-apoptotiques de l'espace membranaire vers le 

colll>artiment cytosolique (Antonsson et al., 2000). La quantité intracellulaire d' A 1P est un 

:tàcteur primordial dans l'aiguillage de l'hépatocyte vers la roort cellulaire par nécrose ou par 

apoptose. 

En effet, les phénomènes de nécrose se pro<juisent alors tœme que les stocks cellulaires 

en A'IP sont effimdrés, contrairement à l'apoptose (Dejean et al, 2005). 

Les travaux de Kon ont roontré que les cultures d 'hépatocytes mourraient essentiellement 

par nécrose lors d'intoxication au paracétamol. L'adjonctionde fructose, générateur d' A'IP, et de 

glycine, stabilisant de meni>rane, promeut à l'inverse l'apoptose. L'ensemble de ces 

constatations permet d'inscrire lçs tnm~jti9ns de perméabfütÇ rrütochondriale, induites par 

l'intoxication au paracétamoL au sein de l'aiguillage de la m:>rt cellulaire, intimement lié à 

l'inhibition respiratoire mitochondriale (Kon et al, 2007). 

17 



Chapitre 4 Revue Bibliographiqu~ 
Paracétamol et hépatotoxicité 

J AAP 1-1 f\JAPQI 1-1 Gt:\H OepletiQn ""l. ?roleln :Bîndîng 

1 CaATPase if..------ 1 
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Figure7: Le mécanisme par kquel le paracétmnol (AAP) induits des dommages aux cellules du 
foieMPT, transition de perméabilité de la membrane mitochondriale ;NAPQL N-acétyle-p benzoquinone 
imine; NO, oxyde nitrique ;LPO, peroxydation des lipides ;ONQO, peroxynitrite (Jaeschke et al. , 2003). 
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Ce travail a été effectué au niveau du laboratoire de pharmacologie du département de 

biologie à l 'université de Jijel. Il est consacré à l'évaluation de l'effet de l 'extrait des plantes 

Centaurea calcitrapa, Ranunculus repens L., sur l 'activité de l'alpha amylase et leurs effets 

antiradicalaires in vitro ainsi que l'activité antioxydante contre le stress oxydant du 

paracétamol chez les souris. 

1. Matériel végétal utilisé 

Le matériel végétal ou les plantes qui ont :fàit l'objet de notre étude, il s'agit de Centaurea 

calcitrapa, Ranunculus repens L. La récolte a été réalisée au cours du Mois d'Avril 2013, au 

niveau des deux régions de la wilaya de Jijel : Kaous ( Centaurea calcitrapa) et Taher 

(Ranunculus repens L.). Après élimination des parties mortes et lavage, les parties aériemes des 

deux plantes sont coupées en petits :rrnrceaux pour subir un séchage dans une étuve à 3 7 °C 

pendant 4 à 5 jours à l'abri de la hnnière. Enfin, les plantes sèches sont broyées à l'aide d'un 

broyeur électrk:iue suivie d'un tamisage PQ\lf Qb~nir Q.e finçs poudres qui ont servi à la 

préparation des diflërents extraits. 

2. Méthodes 

2.1. Préparation des extraits bruts 

Les extraits étha@ljques ont été obtem.lS pa.r trois rmçéra.tions successives, sous agitation 

pennanente, des poudres des plantes pendant 24 h dans un mélange éthanoVeau (80 /20: VN). 

Le rapport solvant/poudres des plantes était de 1/10 (mVg). 

Après :filtration sur papier Wattman, les filtrats sont conservés dans des flacons sombres 

au réfrigérateur pendant 72 h. Après décantation, une distillation de l' étbanoi sous pression 

réduite, est réalisée au rotavapor à 55 °C jusqu'à séchage complet. Les résidus secs ont été ~epris 

avec de l'eau distillée avec un rapport de 1/10 (p/v) pour chaque extrait (Marston et 

Hostettmann, 2006). 

Le pourcentage de rendement de chaque extrait des plantes a été calculé selon l'équation 

Rendement= [Poids de l'extrait(g)/Poids de la partie de la plante utilisée (g)} x 100. 

L'extrait aqueux de chaque plante a été épuisé par l'éther de pétrole (v/v) dans une arq>oule à 

décanter afin d'éliminer la chlorophylle et les lipides. Après élimination de la phase organique, 

la phase aqueuse obtenue représente l'extrait brut riche en molécules actives qui a servi à 

l'analyse phytochimique et le dépistage, qualitatif et quantita~ de l'activité antiradicalaire et 

l' activité anti alpha amy1asique ainsi qu'à l'étude in vivo. 
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Figure 8 : Protocole de préparation des extraits bruts de Centaureacalcitrapa, RanunculusrepensL. 
CC : Centaureacalcitrapa, RR : RanunculusrepensL.,ED : eau distillé, EthOH: éthanol. 

2.2. Analyses phytochimiques des extraits 

2.2.1. Dosage des polyphenols 

Le dosa~e des polyPhénols totaux a été effectué par la méthode colorimétrique de 

FolinCiocalteu(McDonald et al, 2001) . 

. Principe 

Le dosage est basé sur la quantification de la concentration totale de groupements 

hydroxyles présents dans l'extrait, Le réactif de Folin-Ciocalteau consiste en une solution jaune 
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acide contenant un complexe polymérique d'ions (hétéropo]yacides ). En milieu alcalin, le réactif 

de Folin-Ciocalteau, oxyde les phénols en ions phéno1ates et réduit partiellerœnt ses 

hétéropo]yacides, d'où la formation d'un complexe bleu (Daels-rakotoarison, 1999). 

Mode opératoir 

Un aliquote dilué dans l'eau distillée de chaque extrait (lOOµL) est rr.ilangé à 500µL de 

réactif de Folin Ciocaheu (dilué au 1/10), le mélange réactionnel est laissé 5 min à températme 

ambiante puis addition de 400µL de Na2C03 (75gll dans de l'eau distillée). Après incubation 

pendant 30min à l'abri de 1a hnnière, l'absorbance est déterminée au spectrophotorritre à 

765mn. 

La quantité de composés phénoliques totaux a été déterminée par l'étalon réalisé avec 

différentes concentrations d'acide gallique dans le méthanol : eau (50:50, v/v) (0-200 µglml). La 

teneur en polyphénols est exprimée en micrograrrnne d'équivalent d'acide gallique par 

milligramme d'extrait (µgEqAG/mg cJ'çxt). 

2.2.2. Dosage des flavonoïdes 

2.2.2.1. Analyse qualitative des flavonoïdes 

Ils sont recherchés dans les extraits aqueux par 1a méthode Shibata ou réaction à 1a 

cyanidine. 

1 ml de l'extrait à étudier est dissout dans du méthanol à 50 %. On y ajoute un :fragment de 

tournure de rmgnésium (0.5g) puis quelques gouttes d'acide chlorhydrique (HCI) concentré. Il se 

produit une réaction exothermique mousseuse. À la fin d'une réaction positive il apparaît : 

•:• Une coloration rouge indiquant 1a présence des flavonols aglycones ; 

•:• Une coloration orange indiquant 1a présence des flavonones aglycones (Debray, 1970). 

2.2.2.2. Dosage des flavonoi'des totaux 

Principe 

La méthode du trichlorure d'ahnninium (Yi et ai 2007) est employée pour déterminer 1a 

teneur en flavonoiëles totaux dans l'extrait a.quewç, La réaction est bas~e sur la formation d'un 

complexe entre le chlorure d'ahnninium et les atorœs d'oxygène présent sur les carbones des 

flavoooiëles, ce qui dolllle une coloration jaune dont l'intensité est quantifiée à 430 mn. 
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Mode opératoire 

1 ml de l'échantillon (préparé dans le méthanol avec les dilutions convenables) est ajouté 

à 1 ml de la solution d' AlCh (2 % dans le méthanol), Je mélange est vigoureuserœnt agité. Après 

10 min d'incubation, l'absorbance est lue à 430 mn. Une courbe d'étalonnage établie par la 

quercétine (0 - 40 µg-'ml), réalisée dans les mêmes conditions opératoires que les échantillons, 

servira à la quantification des flavonoiles. La teneur en flavonoiâes est exprirœe en 

maogramme d'équivalent de quercétine par milligramme d'extrait (µgEqQ/mg d'ext). 

2.2.3. Chromatographie sur couche mince (CCM) 

La chromatographie sur couche mince est 1.llle technique de séparation des constituants 

d'l.lll mélange COfl1>lexe par entraînetœnt à l'aide d'une phase mobile (solvant) le long d'une 

phase stationnaire (gel de silice), en se basant sur les phénomènes d'adsorption et de partage. 

Pour analyser l'extrait brut dçs plantes, l,lllÇ CÇM çst -µtilis~ç sur plaques de gel <;le silice 

(20x20 cm). Dans 1.lll systèrœ de migration constitué de n-Butanol /Acide acétique/Eau :60: 15 : 

25 (VNN). 5 µl de chaque extrait sont déposés et les plaques sont ensuite introduites dans la 

chanDre de migration préalabletnent saturée par les vapeurs de la phase mobile. 

Après déve1opperœnt, les plaques sont séchées sous hotte, puis ~ualisées séparément par un 

système de révélation : 

./ révélation physique sous lafl1>e UV à 254 nm et à 366 mn. 

Les spots flavonoïdiques représentant les constituants du dépôt sont caractérisés par leur 

fluorescence (couleur) sous latq>e UV (Biallo et al, 2004). 

22 



Chapitre 5 Expérimentation 
Matériel et Méthodes 

Relation : structure - fluorescence 

L' exarœn sous hnnière ultraviolette fournissait des infonnations très importantes sur 1a 

configuration structurale des rmlécules isolées. En effet, il apportait des indications particulières 

concernant les substitutions. 

Tableau 1: Relation entre la fluorescence et la structure des flavonoïdes (Markham, 1982). 

Spots colorés Types de flavonoïdes 

Noir F1avono1s 5,6,7 tri- OH hbres 

F1avono1s 5,7, 8 tri-OH bbres 

Bran noir 3-0H absent ou 3-0H substitué 

Violet Flavones 5-0Het4'-0H 

Flavones 3-0Ret 5-0H, 4 '-OH 

Flavones ou flavono 1s 5-0H avec 4 '-OH absent ou substitué en3 

F1avone6- ou 8-0H 

Cbalcones ,isoflavones ,dihydroflavonols ,fàlvonones 

Bleu clair FJavones sans 5-0H libre 

fluorescent FJavono1s sans 5-0H hbres avec 3-0H substitué 

Jaune terne, jaune F1avono1s 3-0H libres avec ou sans 5-0H substitué 

orangé 

Jaune vert brillant 5-0H hbres ou 5- OH substitué 

Jaune fluorescent F1avono1s avec 3- OH libre 

Jaune pale dihydrofla vono 1s 

2.2.4. Analyse qualitative par Chromatographie liquide à haute petfonnance (HPLC) 

30 µ1 de l'extrait à une Concentration de 1-5 rnglml est injecté sur une colonne de type 

phase inverse C18, de ditœnsions égales à 125 x 4.6 mm. La phase rmbile est constituée de 

deux é1uants: nitbanol - eau (60: 40 VN) tous les deux acidifiée à 1 % avec l'acide acétique. 

Le gradient d'élution appliqué est de type isocratique étalé sur 30 min. Le débit est de 

0.5 mVmin. La détection a été effectuée par un détecteur UV-Vis à une longueur d'onde égale 

366 mn et une Pression de travail : 100-150 bars. Déférentes substances sont identifies dans nos 

extraits par COJ11>araison des chromatogramœs des standards avec ceux des échantillons {Klllltie 

et ai 2007). 
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3. Étudein vitro des extraits bruts 

3.1. Activité antiradicalaire par le test au DPPH0 

Principe 

Le DPPH (1 , l-diphenyl-2-picrylhydrazyl) est un radical stable et il présente en solution 

une absorption caractéristique à 517 nm qui lui confère lllle coloration violette. Cette couleur 

disparaît: rapiderœnt lorsque le DPPH0 est réduit par lDl capteur de radicaux hbres 

DPPH0 +(AH) n ,__.l)PPH-H+ (K) n 

où (AH) n représente llll corrJ>osé capable de céder llll hydrogène au radical DPPH0 (violet) pour 

le tramforrœr en molécule DPPH-H (Brand-Williams et al, 1995). 

DPPH (radical libre) 

·)Q) ~-·h 
•2 Q,> 

DPPH (non radical) 

Figure 9 : Forme libre et réduite du DPPH (Brand-Williams et al. , 199 5). 

Mode opératoire 

3.1.1. Test anti-radicalaire par CCM (analyse qualitative) 

La méthode utiTuée mise au point par T~ao et ses çollaborateu.rs (1994). Sur plaques à 

gel de silice possédant w support en aluminium, 10 µl de chaque solution d'extrait sont déposés. 

La plaque est placée dans we cuve à chromatographie contenant le systèrœ solvants suivant : n 

Butanol - Acide acétique - Eau (60: 15 ; 25 VN/V). 

Après migration, les chromatogrann:nes ont été séchés, puis révélés à l'aide d'lme solution de 

DPPH0 (0.1 % dans le méthanol). Les ço~tituants de l'extrait présentant une activité anti

radicalaire apparaissent sous forrœ de spots de couleur jawe-blanc sur fond violet. 
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3.1.2. Test anti-radicalaire contre le DPPH0 (analyse quantitative) 

La méthode décrite par Tepe et al, (2005) a été employée. Di:flerentes concentrations 

compmes entre 0-50 rnglml de l'extrait aqueux ainsi que de la vitamine C sont testés. 

Pour cela, des volurœs ( 50 µI) de chaque extrait aqueux contenant des composés functiomels 

ont été incubés avec 2 ml d'me solution tœthanolique de DPPH0 (3 mg de DPPH0 dans 1 OO ml 

de méthanol) pendant 30 min à l'obscurité et à température ambiante. Les absorbances à 518 mn 

ont été emegistrées contre le blanc correspondant. 

L'activité anti-radicalaire est estimée par l'équation suivante 

% d'activité antioxydante = [Abs blanc-Abs échantillon/Abs blanc] x 1 OO (Bidie A. dit Philippe 

et al, 2011). 

Les résultats sont exprimés par la rmyeillle de trois mesures. Le pararretre IC50 

(concentration équivalente à 50 % de DPPH perdu) est défini comne étant la concentration du 

substrat qui cause la perte de 50 % de ractivité de DPPH (couleur). 

3.2. Mesure de l'activité de l'alpha-amylase (Méthode de coloration iodique d'amidon) 

Mode opératoire : 

Le test d'inhibition d'alpha-amylase dans nos extraits a été réalisé selon la méthode de 

Xiao et al., 2006 avec des modifications, basées sur la coloration iodique d'amidon cité par 

Chitra et al, 2013. Brièvement, Le tœlange total réactionnel est composé de 120 µl de tampon 

phosphate 0.02M (pH 6.9 contenant 6 ml de chlorure de sodium), 20000 U CEJP d'enzyme a

amylase (une unité CEJP (Centre d'Évaluation et d'lnfonnation de la Pharmacodépendance) = 

quantité d'enzyiœ qui catalyse l'hydrolyse de 1 mg d'amidon en 10 secondes dans les conditions 

du dosage. 

Et 1 ml des extraits des plantes à des concentrations allant de 0.3-1.5 rnglml (p/v). Après 10 

minutes d'incubation du mélange réactionnel à 37C 0
, 1 ml d'amidon soluble (1 %, p/v) suivi 

d'une incubation à 37C 0 pendant 15 minutes. La réaction enzymatique est arrêtée par l'addition 

de 100 µl de HCI (1 M), puis 300 µl du réactif d'iode (0,2 g 12 di<;sous dans 100 ml KI à 2%) 

ont été ajoutés. L'absorbance a été lue à 580 nm. 

Le contrôle représenté 1 OO % de l'activité enzymatique et n'a pas contenir auctm extrait 

des plantes. Pour éliminer l'absorbance produite par fextrait de plante, des extraits contrôles 

appropriés préparés par rextrait dans le mélange de réaction à rexception de ?enzyme ont 

égaleiœnt indus. 
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Le pourcentage (%)d'inhibition de falpba-amylase est calculé comrœ suit : 

Le % d'activité enzymatique relative de l'alpha amylase = (activité enzymatique de 

l'extrait testé/activité enzymatique de contrôle) * 100. 

Le% d'inhibition de l'activité d'alpha amylase= (100 -% Activité enzymatique relative). 

Les valeurs ICSO ont été déterminées graphiquement à partir des régressions logarit:brniques en 

traçant la courbe : Log concentrations inhibitrices en fonction des pourcentages d'inhibitions. 

4. Étude in vivo des extraits bruts 

4.1. Conditions d'hébergement des animaux 

La stabulation des animaux est fuite dans une animalerie périphérique dédiée aux dans 

des cages rectangulaires :fàbriquées en matière plastique opaque à raison de 4 souris/cage. 

Comrœ le protocole ne s'est y oppose pas, la nourriture et la boisson sont servies ad libitum. 

La nomriture de souris e~t composé~ d'ingrédients ~turels prép~Çs comrœrcialement sous 

funœ de croquettes. Une pesée quotidienne des souris est réalisée. 

Les animaux ont été répartis en 4 lots seJon le type de traitement qui est donné par gavage 

quotidien durant 6 jours. 

Groupe 1 : Les souris du groupe témoin ont reçu un vohnœ de l'eau distillée. 

Groupe 2 : Les souris dµ groupe cc;>ntrôJe p9siti:f «;>nt reçu U!le dc;>se µnique du paracétamol par 

jour (150 row'kg du poids) par voie orale. 

Groupe 3 : Les souris ont reçu un vohnœ du l'extrait étbanolique de Centaurea calcitrapa à 

une dose unique par jour de 100 mglkg du poids par voie orale après 30 min de l'administration 

du paracétamol (150 mglkg). 

Groupe 4 : Les souris ont reçu un vo~ dl.l l'extrait éthaliolique de Ranunculus repensL. à une 

dose unique par jour de 100 mglkg du poids par voie orale après 30 min de l'administration du 

paracétamol ( 150 mg/kg). 

Après le sixième jour, les animaux laissés pendant 24 b, puis ils sont anesthésiées par 

l'éther diéthylique. Le prélèveiœnt sanguin est réalisé via une ponction cardiaque par le biais 

d'une seringue contenant l'EDTA. Le foie est irnn:idiatement enlevé, lavé avec l'eau 

physioJogie glacée, pui<; conservé à -20 °C jusqu'à futilisation dans l'étude hématologique, et 

t:i.5su1aire. 
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4.2. Dosages des paramètres sériques 

Les échantillons de sang provenant de différents groupes ont été centrifugés à 2000 g à 

4C0 pendant 10 min et le plasma a été conservé. Les marqueurs de fonction du foie, y coII:J>ris la 

transaminase glutamate oxaloacétate (TGO), transaminase ~te pyruvate (TGP), ont été 

mesurés dans le sérum à l'aide d'llll autoanalyseur. 

4.3. Dosages tissulaires 

4.3.1. Dosage du glutathion (Sedlak et Lindsay, 1967) 

Principe 

Pour révaluation du taux de gh.rtatbion réduit chez les rats, nous avons utilisé la méthode 

de Sedlak et Raymmd 1967 utilisant le réactif d'Elhnan. Il s'agit d'lllle réaction chimique 

évoluant en une seule étape suivie d'une détection calorimétrique. Le réactif d'Elbnan 

(Acide 5,5' -dithiobis-2-nitrobetl2Dique) ou DTNB Ç$t rÇduit par les gr<_>upe$ tbiol (SH) pour 

donner une mole d'acide 2-nitro-5-mercaptobetl2Dique par mole de SH. L'acide 

mercaptobenz.oique est \ID anion ayant une intense coloration jaune et par conséquent peut être 

utilisée pour éva1uer les groupes tbiols (SH). 

Mode opératoire 

0.4 g de foie sont coupés et homogénéisés dans 8ml EDTA 0.02M. A 0.5 ml de 

l'homogénat sont ajoutés 1.5 ml de tatq>on Tris 0.2M (pH8.2 dans EDTA 0.02M) et 0.1 ml de 

D1NB Q.OlM en méthanol absolu. Le vohnne est complété à 10 ml par du méthanol absolu, puis 

incubé pendant l 5min à teIIJ>érature ani>iante. Le mélange est centrifugé à 3000 RPM pendant 

15min. L'absorbance du surnageant est 1ue à 412 nm contre le bJanc (0.5 ml eau distillée + 

1.5 ml 0.2M Tris + 0.1 ml D1NB O.OlM). 
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Gamme d'étalonnage glutathion 

La solution mère de glutathion (PM: 307.33) de 2mM est préparée dans du EDTA 

0.02M, différentes concentrations sont préparées (0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7,0.8, 0.9, 1 mM). La 

solution est préparée le jour de l'utilisation et garder à 4 °C afin d'éviter son oxydation et son 

hydrolyse. La solution de EDTA est préparée dans de l'eau distillée, chauffée légèrement pour 

dissoudre. 

[GSH]mM Volume de solution mère de GSH (µl) 

1 500 

0.9 450 

0.8 400 

0.7 350 

0.6 300 

0.5 250 

0.4 200 

0.3 150 

DTNB : le dissoudre dans du méthanol absolu 

Tris: dissoudre dans EDTA 0.02M 

5. Étude statistique 

Volume d'eau distillée (µl) 

500 

550 

600 

650 

700 

750 

800 

850 

L'analyse des résultats est réalisée par comparaison des lots étudiés en utilisant le test de 

« t »de student. La limite de significativité est fixée à p<0,05. Les résultats sont donnés sous 

forme de moyennes et écarts-types. La valeur trouvée par le calcul de lat peut affirmer que : 

• p > 0,05 =la différence n'est pas significative (ns); 

• p < 0,05 = la différence est significativ€ (*) ; 

• p < 0,01 = la différence est très significative(**); 

• p < 0,001 = la différence est hautement significative(***). 
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1. Extraction 

La tœthode de Marston et Hostettmann (2006) a été utilisée pour 1a préparation d'extraits 

bruts solides. La plante ( Centaurea calcitrapa ou Ranunculus repens L. ), :finement divisée, est 

mise en contact avec de l'éthanol pendant plusieurs jours à température ambiante et à labri de la 

lumière. La soh.rt:ion, régulièrement a~ée est finalement soutirée et le marc résiduel pressé. 

Cette solution extractive devient un extrait par évaporation du solvant. 

Tableau 2 : Aspects, couleurs et rendements des extraits des parlies aériennes de Centaurea calcitrapa et 
Ranunculus repensL. 

Plante Extrait Aspect Couleur Rendement (%) 

Centaurea calcitrapa Ethanolique Pâte co11ante Vert foncé 17.07 

Ranunculus repens L. Ethanolique Pâte collante Marron 10.78 

Le choix de solvant ainsi que de sa polarité est basé sur sa sélectivité vis-à-vis des 

substances à extraire. Comme on s'intéresse aux composés polaires, l'éthanol à 80 ° a été 

emp.loyé. Des auteurs (G6mez-Caravaca et al, 2006; Markham, 1982) ont monté que l'éthanol 

était en effet un solvant de choix pour extraire ce type de molécules. Cette tœthode d'extraction 

menée à température ambiante pennet d'extraire le maxinmm de composés et de prévenir leur 

dénaturation ou modification probable dues aux températures élevées utilisées dans d'autres 

tœthodes d'extraction. 

Cependant, il est difficile de comparer nos résultats avec ceux de la bibliographie, car le 

rendement n'est que re1atif et dépend de la tœthode et des conditions dans lesquelles l'extraction 

a ét~ eflèctuét:: (Lee t::t al, 2003). 

2. Étude phytochimique 

2.1. Analyse qualitative 

Dans notre travail, on s'intéresse aux composés polaires entre autres les po1yphénols, 

notan::n:œnt aux flavonoiât::s, dont le test de Shibata a permet de les mettre en relief (Tableau 3). 

Tableau 3 : Résultats des réactions de caractérisation des flavonoïdes dans nos extraits. 

P1ante extrait Couleur 

Centaurea calcitrapa Ethanoliqœ Orange 

Ranunculus repens L. Ethanolique Rouge 
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L'apparition de la couleur orange dans l'extrait ethanolique de Centaurea calcitrapa a 

montré 1a présence des flavonones aglycones, alors que 1a couleur rouge (extrait etbanolique de 

Ranunculus repens L.) indiqué la présence des :flavono1s aglycones (Debray, 1970). Ces résultats 

sont confirrœs par CCM etHPLC. 

2.1.1. Chromatographie sur couche mince 

Pour une caractérisation partielle des différents extraits étbanoliques des parties aériennes 

de Centaurea calcitrapa et Rununculus repens L., une CCM a été réalisée suivant la mSthode de 

(Bialh et al, 2004). Les résultats sont consignés dans le tableau 4. Le chromatograrmœ 

~ualisé sous UV à 366 mn (:figures 10 et Tableau 4) présente des taches de couleur violet, jaune 

et orange qui peuvent correspondre à plusieurs classes de mStabolites secondaires. A 254 nm, 1a 

majorité des spots apparaic;sent sombres. Selon Bruneton (1993), 1a :fluorescence à 366 mn 

pourrait indiquer la présence des coumarines, des stéro5 des triterpènes ou des flavonoiôes. 

Les différences de couleurs entre les spots issus de la séparation des extraits et leurs témoins 

correspondants peuvent être expliquées par le :fàit qu'\lll corr.posé, présent dans \ll1 mSlange 

complexe (extrait), acquière des propriétés différentes de celles du même composé pur. 

Les résultats sont coJl1larés avec ceux des témoins utilisés ainsi que des témoins d'une étude 

utilisant le mêtœ éluant la rutine et l'acide tannique (Biallo et al, 2004). 

30 



Chapitre 6 Expérimentation 
Résultats et discussions 

Tableau 4 : Résultats de la séparation par CCM des extraits éthanolique des parties 
aériennesdeCentaureacalcitrapa et RanunculusrepensL: 

Extraits/ N° Spot Rf Observation Fluorescence Composants 

Témoins à254 nm à366 nm proposés 

Acide gallique 0,83 - Violet 

Quercétine 0,94 - Brun 

Acide tannique 0,87 - Violet 

Rutine 0,60 - Brun 

Extrait 1 0,28 - Bleu violâtre Flavones ou flavonones 

Ethanolique 2 0,53 - Vert 5-0H libres ou substitués 

de Cenaurea 3 0,60 Visible Orange Rutine 

calcitrapa 4 0,83 Visible Violet Acide gallique 

5 0,85 - Jaunepâle Dihydroflavonols 

6 0,94 Visible Orange Quercétine 

Extrait 1 0,28 ,,. Bleu violâtre Flavones ou flavonones 

Ethanolique 2 0,53 - Vert clair 5-0H libres ou substitués 

de Ranunculus 3 0,83 Visible Violet Acide gal1ique 

repensL. 4 0,85 Visible Jaune Flavonols avec 3-0H libre 

5 0,87 Visible Violet Acide tannique 

6 0,94 Visible Orange Quercétine 

FigurelO: Photos des chromatogrammes résultant de l'analyse des extraits éthanolique de Centaurea 
calcitrapa (CC) et Rununculus repensL. (RR) par CCM (dans le système solvant: BAW 60: 15: 25). 

A : chromatogramme photographié sous lampe UV à 254 nm. 

B : chromatogramme photographié sous lampe UV à 366 nm 
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Tableau 4 : Résultats de la séparation par CCM des extraits éthanolique des parties aériennes de 
Centaurea calcitrapa et Ranunculus repens L. 

Extraits/ N° Spot Rf Observation Fluorescence Composants 

Télil()ins à 254nm à 366nm proposés 

Acide gallique 0,83 - Violet 

Quercétine 0,94 - Brun 

Acide tannique 0,87 - ViQlet 

Rutine 0,60 - Brun 

Extrait 1 0,28 - Bleu violâtre Flavones ou flavonones 

Ethanolique 2 0,53 - Vert 5-0H libres ou substitués 

de Cenaurea 3 0,60 Visible Orange Rutine 

calcitrapa 4 0,83 Visible Violet Acide gallique 

? 0,8? - Jaun~pâle Dihydroflavonols 

6 0,94 Visible Orange Quercétine 

Extrait 1 0,28 - Bleu violâtre Flavones ou flavonones 

Ethanolique 2 0,53 - Vert clair 5-0H libres ou substitués 

de Ranunculus 3 0,83 Visible Violet Acide gallique 

repens L. 4 0,85 Visible Jaune Flavonols avec 3-0H hbre 

5 0,87 Visible Violet Acide tannique 

6 0,94 Visible Orange Quercétine 

FigurelO: Photos des chromatogrammes résultant de l'analyse des extraits éthanolique de Centaurea 
calcitrapa (CC) etRununculus repensL. (RR) par CCM (dans le système solvant: BAW 60 : 15 : 25). 
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2.1.2. Caractérisation par HPLC 

Après extraction, les extraits éthanoliques de Centaurea calcitrapa et Ranunculus repens 

L. ont été analysées par HPLC (Figure 11). Les résultats enregistrés nxmtrent que ces extraits 

sont riches en substances chimiques, confirmant les résultats obtenus par CCM. La comparaison 

des temps de rétention obtenus avec des términs utilisés rmntre l'éventuelle présence de dérivés 

de quercétine et d'acide gallique. Le :fuit que ces corq:>0sés soient présents dans 1a fraction 

aqueuse laisse supposer qu'ils sont glycosilés (Galati et al, 2003). L'HPLC a permis d'identifier 

les deux polyphénoJs dans tous les deux extraits éthanoliques de Rununculus repens L. et 

Centaurea calcitrapa, dont 1a quercétine est le convosé majoritaire dans l'extrait étbanolique de 

centaurea calcitrapa, tandis que l'acide gallique est représenté par le plus haut pic dans le 

chromatogramme de Ranunculus repensL. 

Deux cmqmsés phénoliques purs (acide gallique et quercétine) ont été utilisés dans 

l'analyse HPLC comme términs. Leurs chromatogrammes sont représentés dans la figure 2 

(annexe 2) et leurs temps de rétentions (Tr) dans le tableau ci-suivant. 

Tableau 5: Temps de rétention des différents témoins polyphénoliques obtenus par la séparation avec 
HPLC. 

Standards Tr (min) 

Acide gallique 3,8 

Quercétine 10,1 
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Figure} 1 : Chromatogrammes d 'HPLC des extraits éthano/iques de Centaurea calcitrapa et Ranunculus 
repens L. 

2.2. Analyse quantitative 

Le dosage quantitatif des composés phénoliques totaux dans l'extrait de Centaurea 

calcitrapaet Ranunculus repens L. a révélé que les parties aériennes renferment lllle teneur 

notable en phénols totaux à savoir 28,53 et 23,15 µ.g EqAG/mg d'extrait sec respectivement 

(Figme 12). La nmon principa1e pour le choix du dosage de ces substances réside dans le fuit 

que la nnjorité des efièts pbanmcologiques des plantes leur sont attribués. tels l'eflèt 

antioxydant (Seyown et al., 2006) et l'efièt anti alpha amylase (AJ..Dabbas et al, 2006). 
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Figure 12 : Teneur en polyphénols d, extraits éthanoliques de Centaurea calcitrapa (CC) et Ranunculus 
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Figure 13: Teneur en flavonoïdes d'extraits éthanoliques de Centaurea calcitrapa (CC)et Ranunculus 
repens L. (RR). 

D'autre part, 1a teneur en :flavonoiâes au se:in des deux extraits a été détenninée 

{Figure 13): 0.312 µg EqQ/mg d'extrait sec pour Centaurea calcitrapa et 0.336 µg EqQ/mg 

d'extrait sec pour Ranunculus repens L.. Il est remrrquable de constater que Centaurea 

ealeilropa est la plus riche en poWhénoJs cependant, Ranunculs repens L. a le contenu le plus 
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'lPVï ' de flavonoXles, résultat attendu étant donné que l'extrait brut de Ranunculus repens L. était 

préparé à partir des feuilles, tiges et fleurs alors que pour Centaurea calcitrapa seulem::nt les 

feuilles et les tiges ont été e1I1>loyées (Bnmeton, 1993). 

La fàible teneur en polyphéools et en flavonoièles constatés dans notre étude par rapport à 

1a littérature (Erol-Dayi et al, 2011 ; Kebieche et al, 2011), s'expliquerait par le f.ait que la 

quantité des con:q>osés phénoliques des extraits étbaooliques des plantes dépend essentieilem::nt, 

de leur origine (Ebrahimzadeh et al, 2008), 1a saison de culture, 1a saison de récohe, les 

conditions climaltJues et env:ironnem::Dtœs, 1a localisation géographi}ue, les différentes 

maladies qui peuvent aflècter ]a plante, ]a maturité de ]a plante (Park et Cha, 2003) et 1a durée de 

conservation (Ôzgüven et al, 1998). 

3. Dépistage de l'activité antioxydante 

3.1. Analyse qualitative 

L'activité antioxydante de l'extrait de Centaurea calcitrapa et de Ranuncu/us repens L. a 

été testée sur CCM avec le DPPH (Mensah, 2004; Mamyrbékova-Békro et al, 2008). La 

Figure 14 m::t en évidence 1a présence de spots jal.Ule-pâle sur rond violet Ce qui dénote que ces 

extraits renfennent des phytocoJl1>osés susceptibles de piéger des radicaux libres. 

Le potentiel antioxydant de l'extrait de Ranunculus repensL. est plus élevée que celui de 

Centaurea calcitrapa étant donné que l' e~it a donné une tâche massive étendue presque le 

long du chromatogramœ (Figure 14). La richesse de cet extrait en :flavonoièles (Figure 13) serait 

probablem::nt à l'origine de cette activité antioxydante, car les flavonoXles sont recormus colliœ 

d'excellents antioxydants (Bnmeton, 1999). 

Figure] 4: Profils chromatographiques de/ 'activité antioxydante sur CCM des extraits éthanoliques de 
Centaurea calcitrapa (CC) et Ranunculus repens L. (RR). 
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3.2. Analyse quantitative 

Après incubation avec le DPPH0
, Jes cinétiques de décoloration à 518 mn ont été 

déterminées. La capacité de capture des radicaux libres a été exprimée, par rapport à une solution 

de vitamine C (Figure 15 et tableau 6). On remarque que le pouvoir scavenger est dépendant de 

la dose utifü;ée de l'extrait. 

Tableau 6: pourcentage d'inhibition et IC50 des extraits bruts et de standard 

Çoncentrationd~ % d' mhibitioo de % d'inlu"bjtipn d~ % d'inhibition de 

l'extrait l'extrait de l'extrait de la vitamine C 

en mg/ml Centaurea calcitrapa Ranunculus repensL. 

5 73,48 80,93 91,86 

10 77!)0 88,13 95,34 

15 86,04 92,32 96,51 

20 90,23 94,18 97,67 

ICSO (mg/ml) 3,00 2,80 2,40 

Cependant, nos extrait-; présentent une çapaçité de captqre des !(ldicaux ljbres légèrement 

mrerieure à celle de la vitamine C, prise COllll:œ référence. En effet, 1a vitamine c présente lll1 

IC50 de 2.4 versus 2.8 et 3 pour Ranunculus repens L. et Centaurea calcitrapa respectivement. 

Nos résultats corroborent presque les données de 1a littérature (Erol-Dayi et al, 2011 ; Kbieche 

et al, 2011). 
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Figure 15 : Activité antioxydante des extraits de plant~ (Çentaurea calcitrapa et Ranunculus repens L.) 
et de témoin (Acide (lscorbique). 

4. Effet des extraits sur l'activité de l'alpha amylase 

4.1. Inhibition de l'alpha amylase 

I.e diabète sucré est une des plus graves maladies rritabolique et chronique qui se 

développe dans la population rrond:iale. Cette maladie est caractérisée par llll état 

d'hyperglycémie chronique. 

Une des approches thérapeutiques pmrr diminuer rhyperglycémie postprandiale est de 

retarder fabsorption intestinale du gb.icose par finhibition des enzymes hydrolysant les hydrates 

de carbone, tels que faJpha-amyJase et faJpha-glucosidase dans le systè:rœ digestif (Sneba et al , 

2011 ). Dans cette optique, nous avons analysé in vitro, l'éventuel efièt inhibiteur de nos extraits 

sur l'activité aJpha-amylasique. 

La rrithode spectrophot01nfüi1ue, basée sur le suivi de la décoloration d'une solution 

d'amidon en présence d'une quantité :fixe (20.000 CEIP) d'aJpha amylase et avec différentes 
concentrations d'extraits de plante, a été ut:Ili.5ée pow étudier l'éventuel effet inhibiteur des 

extraits sur l'activité de l' enzy:rœ. 

Les résultats obtenus (Tableau 7 et Figlll"e 16) rrontrent que les extraits possèdent une 

activité inhibitrice de l'activité amylasique. L'extrait de RR, aux mê:rœs concentrations que CC, 

possède le pourcentage d'inhibition le plw; élevé : 56.51 à 97.07 % avec llll IC50 de 4.55mglm1 

versus 49.46 à 90.07 % avec un IC50 de 5.75mglml pour CC. D'autre part, le taux d'inhibition 

augm:nte Jorsque la concen1ration d'extrait augrœnte. 
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Tableau 7: L'activité inhibitrice de l'alpha amylase et les valeurs de IC50 des extraits 
éthano/iques de Centaurea calcitrapa et Ranunculus repens L. à différentes concentrations 

Extrait de plantes et 

Concentration en 

mg/ml 

Ranunculus repens L. 

5 

10 

15 

20 

Centaurea calcitrapa 

5 

10 

15 

20 

120 

m 100 
> 
E 
Ill 80 

i:. 
QI 

,, 60 
c 
0 :e 
.a 40 
:ë 
.5 
=a '*' 20 

0 

Pomcentage Régression IC50 

d'inhibition (%) logarithmique en mg/ml 

del' a amylase y=a ln (x)+b 

56,51 

65,51 

77,62 
Y=27,21ln(x) +8,747 4,55 

97,07 

49,46 

59,38 Y=28,37ln(x) +û,239 5,75 

74,91 

90,07 

__, RR 

•cc 

s 10 15 20 
Concentration de l'extrait en mg/ml 

Figure 16:Pourcentage d'inhibition de l'alpha amylase par les extraits éthanoliques de Ranunculus 
repensL. (RR) et Centaurea ca/citrapa (CC). 
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Effet inhibiteur exercé par les extraits peut en partie être attribué aux corq>osés phénoliques 

(Oboh et al, 2012; Piparo et al, 2008). Aiœ~ l'inhibition de l'alpha amylase dans le tractus 

digestif de l'hornrœ est considérée comme \ID contrôle effectif du diabète par 1a diminution de 

l'absorption de glucose à partir de l'amidon (Dinesbkumar et ai 2010) en retardant l'hydrolyse 

de l'amidon, le ~cogène et les oJW>saccharides en sucres sfilvles (Kavitha et ai 2012). 

4.2. Cinétique d'inhibition 

La représentatim de Lineweaver .. Burk a été utilisée d'une part pour déterminer les 

constantes cinétiques de l' enzyrœ en présence et en absence d'extrait ainsi que l' établisserœnt 

du type d'inhi>ition (Figures 17 et 18). Le choix de cette méthode revient au :fàit que l'enzyme 

étudié est une enzyrœ michaelienne, car elle corrporte une seule sous tnrité (WhitcorriJ et Lowe, 

2007). 

1/V Jua 

1/Vmax 

-1/Km 

-2 -1 

120 

1 
-20 

2 3 

• [1]=20 

.à [l]=10 

• [l)=O 

X [1]=15 

X [1]=5 

1/[S] (ml/mg 

Figure 17: graphe représentant la vitesse initiale en fonction de la concentration de substrat en présence 
de différentes concentrations d'inhibiteur (extrait éthanolique de Ranunculus repensL.). 

Utilisation de concentrations croissantes de substrat et en présence de différentes 

concentrations d'extraits, mmtre que l'extrait éthanolique de Ranunculus repens L.exerce une 

inhibition oon-corrpétitive (Figure 17) \15-à-w de l'enzyme, étant donné que le km reste 

inchangé (0.7hnglml) en présence et en absence d'inhibiteur par contre 1a vitesse maximale 

(Vmax) diminue. Ce type d'inhibition peut être expliqué par le :fàit que notre extrait possède des 

composés qui se lient à w site autre que Je site actif de l'alpha amy)ase et diminue sa vitesse 

réactionnelle en trodi:fiant sa confunnation trid:ûrensionnelle. L'eflèt d'llll inhibiteur non 

39 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 



t 

Chapitre 6 Expérimentation 
Résultats et discussions 

compétitif ne peut être inversé par une é\5vatim des concentrations du substrat (Ha~s et al, 

2000). 

Pour l'extrait éthanolique de Centaurea calcitrapa, 1a représentation de lineweaver,,Burk 

(Figure 18) révèle que l'inhibition est de type incompétitive suggérant 1a présence de composés 

qui se combinent de façon réversible et exclusivement au complexe enzyme-substrat. L'inhibition n'est 

pas levée par l'addition de substrat. (Weinman Serge, 2004). 

1/V (ua) 
120 

-3 

-40 

3 

1/[S] en ml/ mg 

• [l]=O 

• [1]=10 

• [1]=20 

X [l]=S 

X [1]=15 

Figure 18 : Représentation de Lineweaver-burk de l'extrait éthanoliques de la plante Centaurea 
çalcitrapa. 

5. Analyse in vivo de l'effet hépatoprotecteur des extnit~ 

5.1. Les transaminases TGO et TGP 

En pathologie, faugmentation de 1a destruction cellulaire nonnale ou cytolyse 

pathologique des cellules hépatiques entraîne une augmentation de ractivité de certains enzymes 

dans le plasma est mi reflet précoce des lésions hépatiques. 

Les transaminases (TGO et TGP) funt historiquetœnt partie des premières enzymes 

utifü;ées chez l'homme dans l'évaluation de la souffi'ance hépatique. Le jour du sacrifice, les 

valeurs rmyennes des activités sériques des enzymes TGP et TGO (Figure 19) étaient 

respective~nt égales à 143±9,64UJ/L et à 254± 9.16UJ/L chez les souris traitées versus 31 

±4,58UJ/L et 57±9UJ/L chez le lot términ, traduisant mie augmentation significative (p<0,001) 

des activités des deux enzymes. Ceci s'expliquerait par une fuite cellulaire d'enzyme suite à 1a 
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perte de f intégrité de la rœrri>rane cellu1aire du fuie, ce qui confirme l'effet délétère des doses 

toxiques du paracétatool sur le fuie (McGill et al, 2012, Lahouel et al, 2004). 

D'autre part, le co-traiterœnt des souris par des extraits éthanolique des deux plantes 

entraine lllle diminution significative (p<O.O 1) des activités enzymatiques (TGP cc = 

64±9,64UI/L; TGPRR= 49±4.58UI/L; TGOcc= 106±9.16 UI/L; TGORR= 86±7,54UI/L), mais 

sans se normaliser. Cependant, l'extrait de CC semble être moins efficace que l'extrait de RR 

étant donné que la diminution du taux de TGP et TGO était mois importante mais significative 

(p<0,01) par rapport aux souris traitées au paracétruml Cette différence d'efficacité entre les 

deux extraits peut être attri>uée à la teneur relativerœnt élevée de flavonoiies dans l'extrait 

ethanolique de Runnculus repens L. 

300 

*** 
250 
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150 •TGO Ul/L 

TGP Ul/L 
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0 
TEM APAP APAP+CC APAP+RR 

Figure 19 : effet du traitement par paracétamol à une dose de 15 0 mg/kg et du co-traitement par les 
extraits éthanoliques de Centaure.a calcitrapa. et Ranunculus repens L. à 1 OO mg/kg sur les taux sériques 

de TGP et TGO. Les résultats sont exprimés en moyenne± SEM (n=3) . 

Effet bénéfique donné par les extraits de p1ante s'expliquerait par l'éventuel pouvoir des 

corq>osés phytocbimiques de prévenir la fuite de ces enzymes intracellulaire et ceci par la 

stabilisation de l'activité des rœmbranes hypatocytaires. Ceci est en accord avec fidée courante 

et acceptée que les taux sériques des transaminases reviennent à la nonnale avec la guérison de 

parenchyrœ hépatique et leur régénération (Bhadauria et Kumar, 2009) 
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5.2. Taux de glutathion (GSll) 

Le paracétatool est tm médicament antipyrétique et analgésique largement utilisé pour 

soigner 1a fièvre, les maux de tête et autres douleurs (Kupe1i et al, 2006). Lorsqu'il est pri5 dans 

des doses toxiques, il devient lllle hépatotoxine puissante, générant lllle fulminée hépatique et 

une nécrose tubu1aire rénale qui sont roortelles chez les Hommes et les animaux expérimentaux 

(Das et al., 20 l 0). 

En accord avec 1a littérature (Shiekh et al, 2012; Manimaran et al., 2010; Lahouel et 

al, 2004), nous avons constaté lllle déplétion des réserves hépatiques de GSH (p<0.001) après 

administration pers os de 150mg'kg de paracétatool pendant 6jours (Figure 20). Le taux 

ti<;suJaire du GSH était de 0,88±0,03 mM/~ de foie chez les souris recevant du paracétamol 

contre 1,74±0,04 mM/g de foie chez les térooins. 

Le co-traitement des animaux par les extraits a pen:œt de maintenir dans les non:œs le taux de 

GSH, lorsque l'extrait de Ranunculus repens L. est employé (1,7±0,04 mM/g de foie, p>0.05). 

Cependant, l'extrait de Centaurea calcitrqpçz p~t aussi de maintenir dans les non:œs les taux 

de GSH, mais avec tme efficacité rooinclre (1,51±0,07 mM/~ de foie (P<0,05). 

Le paracétamoi à dose thérapeutique, est principalement métabolisé et détoxifié par 

gh.Jcuronidation et sulfàtation, avant d'être excrété par les reins (OJaleye et Rocha, 2008). 

Cependant, lorsque ce médicament est pri5 dans des doses toxiques, le coIIJJosé est converti à tm 

intennédiaire électrophile, N APQT, q\li çst o:xydé par lç çytochrome P450, et qui réagit 

principalement avec le glutathion (GSH) (Kmnari et Kakkar, 2012). 

En outre, N APQ I peut augmenter 1a formation de radicaux libres et les espèces réactives 

d'azote con:nne le peroxynitrite (Nagi, 2010). Des niveaux excessitS de radicaux libres peuvent 

entrainer répuisement des défenses antioxydantes entre autres le GSH (Feng-Lin et al, 2007). 
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Figure 20 : Variation du taux de GSH /g de foie après traitement par le paracétamol 150 mg/kg seule ou 
associe avec les extraits éthanoliques de Centaurea calcitrapa(CC) et Ranunculus repens L. (RR) 

1 OO mg/kg. Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM (n = 3). 

Par ailleurs, l'analyse phytochimiques par (CCM et HPLC-UV) des extraits de 

Ranunculus repens L. et de Centaurea calcitrapa révèle corrporte entre autres des c01q>0sés 

phenoIXJ.ues et :flavonoiques et dont l'effet protecteur observé peut leurs être attribué. En effet, 

corrposés ren::J>lissent les critères structurels nécessaires à une activité antioxydante i.e., des 

piégeurs efficaces des radicaux hbres (lfondrich, 2006). En outre, ils peuvent st:imuJer la 

régénération de GSH à partir de glutathion réduit ou GSSG (Eesha et al, 2011 ; (Shiekh et al, 

2012). 
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Conclusion 

Malgré l'intérêt biologique et médicinal que représentent les plantes étudiées, ces espèces 

végétales n'ont pas été suffisamment explorées. Notre étude a montré leur richesse en composés 

phénoliques et en flavonoïdes, métabolites secondaires doués d'activité antioxydante. En effet 

ces composés se sont révélés avoir un potentiel de capture des ROS presque similaire que la 

vitamine C, prise comme référence. En outre, un effet inhibiteur de l'alpha-amylase a été évalué 

par la technique de décoloration de l'amidon en présence de l'iode qui démontre que le potentiel 

hypoglycémiant des deux plantes est avéré. En outre, ce travail montre l'intérêt d'un apport 

concomitant d'extraits de plantes riches en polyphénols pour protéger le foie contre l'effet 

néfaste du paracétamol. En effet, le co-traitement des animaux a permet de réduire, cas de 

Centaurea calcitrapa, voire empêcher, cas de Ranunculus repensL., la lyse des hépatocytes ; 

observation confirmée par le dosage des transaminases. Le mécanisme expliquant un tel constat 

trouve son origine dans l'activité anti-oxydante des extraits de plantes, étant donné que leurs 

administration a permet de préserver les réserves cellulaires de GSH et dont la concentration 

intracellulaire est considérée comme un véritable marqueur de l'état de santé d'un individu. 

Ces résultats restent préliminaires, Il serait intéressant d'isoler les molécules qui sous-tendent les 

diverses activités détectées dans nos extraits. De plus, des études complémentaires approfondies 

concernant l' identification des composés phénoliques par des méthodes plus performantes sont 

nécessaires. 
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Annexes2 

Figure]: Photos des chromatogrammes résultant de l'analyse des témoins: Acide gallique(AG) et 

Quercitine (QUR) par CCM (dans le système solvant: BAW 60 : 15 : 25). 

A : chromatogramme photow-aphié sous lampe UV à 254 nm. 

B : chromatogramme photographié sous lampe UV à 366 nm 
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Figure 2 : Chromatogrammes d 'HPLC des standards ; Quercetine et Acide gallique 
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Resumé 

Notre travail a porté sur l'étude des propriétés biologiques d'extraits bruts de deux plantes Ranunculus 
repens L .(Taher )et Centaurea calcitrapa (Kaous) .L'analyse qualitative par CCM et HPLC a 
illustré que nos extraits sont riches en composés phenoliques et flavonoidiques (acide galique et 
quercetine)dont les effets bénéfiques peuvent leurs êtres attribués dont l'activité anti-radicalaire (test au 
DPPH0

) qui a révélé que nos extraits sont des bons piégeurs de radicaux libres. L'autre potentiel analysé 
pom nos deux plantes, est l'activité anti-apha-amylasique, qui a montré une importante inh.Jbition de 
l'activité de cette enzyme, inlnbition qui est soit non-compétitive (Ranunculus repens L.) ou in
compétitive (Centaurea calcitrapa). Etude in vivo, menée sur des souru, a révélé l'éventuel effet 
hepatoprotecteur d'un co-traitement per os par les extraits bruts à raison de 100mg/kg/6j pour prévenir 
l'hepatotoxicité observé avec le lot recevant uniquement du paracétamol(150 mg/lqV6J) où le 
paracétamol a provoqué une augmentation significative des activités des TGO, TGP et une diminution du 
système de défense antioxydant non-enzymatique le plus important de l'organisme (GSH). Cependant, le 
co-traitement réduit cette toxicité à travers une restauration et/ou protection des systèmes antioxydants. 

Mots clés : Ranunculus repens L., Centaurea calcitrapa ,composés flavonoidiques, DPPH, 
,hépatotoxicité , paraceturol , alpha amylase, GSH . 

Abstract 

Our work focused on the study of biological effect of the rough extracts of two natural plants which are 
called Ranunculus repens L .(Taher ). and Centaurea calcitrapa (Kaous) .The qualitative analysis by 
CCM and HPLC showed that the extracted products are rich in phenolic and flavonoids compmmds (galic 
acid and quercetine ), the researched activities could be attributed to them However the anti-radicalar 
activity (DPPH test) have showed that our extracts seemed to be good free radicals scavengers. The 
other potential analysed of our plants is anti-alpha-amylasic activity, which bas revealed an important 
inhibition of this enzyme activity, which is either a noncompetitive (Ranunculus repens L.) or an 
uncompetitive ( Centaurea calcitrapa ). The in vivo study which carried out on mice bas revealed the 
hepatoprotector effect of co-treatment with rough plant extract (100 mg/kg/ 6days) to prevent induced 
hepatotoxicity with paracetamol (150/mg/kg), revealed by a rise activities of TGO and TGP, and a 
diminution of anti-oxidant defensing system GSH. The co-treatment reduces this toxicity throughout an 
storage or anti-oxidant protection system. 

Keywords: Ranunculus repens L .,Centaurea calcitrapa, flavonoids compounds, DPPH,alpha 
amylase, hepatotoxicity, paraceturol ,GSH. 
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