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Liste des principales abréviations

4-HNE : 4-hydroxynonenal

AGE : Advanced glycation end-product

AGPI : Acide gras polyinsaturés

APAP : paracétamol

ASK-1 : Apoptosisregulating kinase -1

CAT : Catalase

CYPaso : cytochromes Paso

DPPH : 1, 1-diphényl-2-picrylhydrazyle.
DTNB : Acide 5,5’-Dithio-bis-2-nitrobenzoique
ERA : Espéces réactives de 1’azote

ERO : Espéces réactives de I’oxygene

GC-MS : Gas chromatography mass spectrometry
GPX, GPXz : Glutathione peroxidase

GR : Glutathione reductase

GSH : glutathione

GSK-3 : Glycogen synthase kinase

MDA : malondialdéhyde

MnSOD : Manganese superoxide dismutase
NADH : Nicotinamide-Adenine Dinucleotide, Reduced Form
NAPQI : N-acetyl-p-benzoquinone imine

ROS : Reactive Oxygen Species

SOD : Superoxyde dismutase

TBARS : Acide thiobarbiturique
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Introduction

Introduction

Le paracétamol est le médicament antalgique le plus utilisé dans le monde par
automédication. La consommation excessive du paracétamol conduit a plusieurs effets nocifs tels
que la nécrose hépatique, la néphrotoxicité, voir méme la mort (Walker et al ., 1983). Le produit
final (N-acétyl-p-benzoquinone-imine) issu du métabolisme du paracétamol au niveau du foie
attaque les différentes biomolécules conduisant a une nécrose hépatique (Corcoran et al., 1985 ;
Rogers et al., 1997).

Les médicaments classiques utilisés dans le traitement symptomatique des pathologies
hépatiques ont plusieurs effets secondaires qui peuvent induire 1’apparition d’autres maladies
comme I’insuffisance rénale.

L’exploitation des ressources naturelles pour obtenir de nouvelles molécules bioactives ayant
peu ou pas d’effets secondaires et leur adoption comme une alternative thérapeutique est un objectif
de grande importance pour la recherche scientifique.

En Algérie, les plantes sont utilisées depuis longtemps et leur utilisation s’inspire
d’expériences des populations ainsi que de la médecine classique. Cependant, cette utilisation ne
suit pas des regles précises et ne tient pas compte des nouvelles nécessitées de la thérapeutique
actuelle. C’est dans ce but que s’inscrit notre travail qui consiste a évaluer 1’activité antioxydante et
I’activité anti-hépatotoxique des extraits de racines de Centaurea fragilis (Cf), connue en Algérie
sous le nom de « Hchichat safaier ». Cette espéce est répartie dans la région méditerranéenne et le
genre de plante est utilisé en médecine traditionnelle pour traiter la fiévre, les troubles de I’estomac,
I’hépatoxicité, les palpitations, les douleurs abdominales et les maladies du foie et de I’intestin
(Bellakhder, 1997 ; Erol et al., 1999 ; Yesilada, 2002 ; Schauenberg et al., 2006 ; Koukoulista et al.,
2008). Il existe peu de travaux concernant les activités biologiques de cette espece. Ce présent
travail est donc motivé par la curiosité scientifique de vérifier 1’effet hépatoprotecteur de I’extrait
méthanolique de la partie souterraine de Cf. Pour ce faire, nous avons analysé phytochimique les
extraits brut méthanolique et aqueux de Cf ; nous avons évalué I’activité antioxydante des deux
extraits obtenus; Nous avons étudié I’effet protecteur de I’extrait méthanolique contre

I’hépatotoxicité induite par le paracétamol chez les souris.
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I.1. Paracétamol
I.1.1. Généralité sur le paracétamol

Le paracétamol (N-acétyl-p-aminophénol ou APAP) aussi appelé acetaminophen par les
anglo-saxons, est une molécule synthétisée pour la premiere fois par le chimiste américain Harmon
Northrop Morse en 1878 (Morse, 1878). Il appartient & la famille des anti-inflammatoires non
stéroidiens et des antalgiques antipyrétiques non salicylés. Son mécanisme d’action complet reste
inconnu (Couic-Marinier et al., 2017 ; Nevers, 2017). La dose thérapeutique du paracétamol est de
4 gl/jour avec une dose efficace 50 (DE50) de 45 mg/kg/24h, alors que sa dose toxique 50 (DT50)
est de 150 mg/kg/24 h et sa dose létal 50 (DL50) de 2,4 g/kg (Reichl, 2004).

Le métabolisme du APAP a lieu essentiellement au niveau hépatique, par les Hépatocytes
(Ennaifer et al., 2015). Les deux voies métaboliques principales sont la glucuronoconjugaison (50-
70%) et la sulfoconjugaison (25-35%). En effet, 90% d’une dose normale ingérée sont pris en
charge par des enzymes de conjugaison, glucurotransferases et sulfotransferases, qui greffent un
groupement glucuronide ou sulfate a la molécule mére pour la rendre plus hydrophile afin de
faciliter 1’élimination biliaire et urinaire du médicament. Une troisieme voie métabolique est
également sollicitée. En effet, environ 5% du APAP sont métabolisés par les cytochromes P450, en
Nacetyl-p-benzoquinone imine (NAPQI), un métabolite hautement réactif. A dose thérapeutique, ce
dernier est rapidement detoxifi¢é par le glutathion (GSH) sous forme d’un conjugué 3’-
Sglutathionyl-paracétamol inactif, puis éliminé dans la bile et les urines a la suite d’une réaction de
conjugaison avec la cystéine et I’acide mercapturique (Zhao et Pickering, 2011 ; McGill et
Jaeschke, 2013 ; Marzuillo et al., 2014).

Finalement, une quatriéme voie hépatique de biotransformation mineure aboutissant a la
formation de 3-hydroxy-paracétamol et de 3-methoxy-paracétamol par les Cytochromes P doit étre
également considérée. Ces métabolites non toxiques sont rapidement éliminés par glucurono et
sulfoconjugaison (Zhao et Pickering, 2011 ; McGill et Jaeschke, 2013 ; Marzuillo et al., 2014).

1.1.2. Toxicité hépatique du paracétamol

Le foie est le site principal du métabolisme et de I’élimination des médicaments. Par
conséquent, en cas d’altération de la fonction hépatique, leur élimination est détériorée avec des
conséquences cliniques importantes (Ennaifer et al., 2015). Il existe de nombreuses causes a
I’atteinte de I’hépatocyte, Le paracétamol est a l’origine de 1'une des intoxications les plus

fréquentes dans le monde, source persistante de décés (Mégarbane, 2017).
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En cas de surdose, ’APAP est responsable d’une cytolyse et d’une nécrose hépatocytaire
dose- dépendante, initiée par la formation en exces de NAPQI, en raison de la saturation des voies
de conjugaison et de la déplétion rapide de glutathion intracellulaire. En dessous du seuil de 30 %
de la réserve cellulaire normale, les capacités de neutralisation du NAPQI par le glutathion sont
dépassées, et le NAPQI formé en exces se lie aux protéines cytosoliques, activant alors une cascade
de kinases, a ’origine d’un stress oxydant et d’une fragmentation de I’ADN. Une dysfonction

mitochondriale accélére aussi le processus de mort hépatocytaire (Mégarbane, 2017).

I.2. Stress oxydatif
1.2.1. Introduction

Le stress oxydatif est provoqué par un déséquilibre entre les especes réactives et les pro-
oxydants cellulaires (Luczaj et al., 2017). Les pro-oxydants incluent les espéces réactives de
I’oxygéne (ERO) et les especes réactives de 1’azote (ERA), qui sont des composés hautement
réactifs dérivés de 1’oxygene et de ’azote (Turrens, 2003). Malgré leur potentiel inducteur de
dommages cellulaires, les ERO sont continuellement produits par le métabolisme cellulaire
aerobique en conditions normales (Pham-Huy et al., 2008), et sont essentiels a plusieurs processus
comme la transduction de signaux, la mort cellulaire et la regulation du cycle cellulaire (Wojtala et
al., 2014). Dans une cellule saine, les défenses antioxydantes permettent de contréler les niveaux
d’ERO intracellulaires. Un stress oxydatif peut donc provenir d’un déficit en antioxydants ou par

suite d’une surproduction de radicaux (Pisoschi et Pop, 2015 ; Poprac et al., 2017).

1.2.2. Especes réactives de I’oxygéne

L’oxygene (O:) est un élément essentiel pour des processus de la vie en aérobiose. Cependant,
environ 5 % ou plus de 1'02 inhalé est converti en espéces réactives de I'oxygene . La famille des
ERO et ERA inclue I’anion superoxyde et le radical hydroxyle, deux radicaux libres possédant un
électron non-parié réactif (Boonstra et Post, 2004). Il comprend également le peroxyde (H20:) et le
peroxynitrite, méme s’ils n’ont pas besoin d’électron libre, car ils vont simplement générer des
radicaux libres (Pham-Huy et al., 2008). Les ERO sont formés par réduction de ’oxygeéne en anion
superoxyde (Turrens, 2003). En conditions physiologiques, cette réduction se fait via le
cytochrome P450 dans le réticulum endoplasmique et par des oxydoréductases dans la chaine
respiratoire mitochondriale (Wojtala et al., 2014). Dans les cellules saines, I’anion superoxyde est
détoxifié en H20: par ’enzyme superoxyde dismutase (SOD). L’H20- est & son tour réduit en eau
par I’enzyme catalase (CAT) quand il est en concentrations faibles, ou encore via la glutathion

peroxydase (GPx) quand les concentrations augmentent (Poprac et al., 2017).
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Par contre, I’H-0: peut étre partiellement réduit en radical hydroxyle, soit I'un des plus
puissants ERO, par une réaction avec le fer (Ayala et al., 2014). Cette réaction se nomme la
réaction de Fenton et prend place quand les enzymes ne parviennent pas a détoxifier I’'H-0: en
exces (Pham-Huy et al., 2008 ; Kalyanaraman, 2013). D’un autre c6té, la réaction de 1’anion
superoxyde en exces avec 1’oxyde nitrique produit du peroxynitrite, un ERA fortement oxydant
(Turrens, 2003).

Métau ; '
19, Metaux = Mono-oxygénases h
¢ Molécules réductrices
Oxydases L
SRy
uya® Complexes et il Fenton
0, — 0; 0} e 01

Arg °NO ’ \

ONOO"

Figl. Voie métabolique de 1’oxygéne et des ERO (espéces réactives de I’oxygene) (Barouki, 2006)

1.2.3. Production de radicaux libres

Les ERO sont a I’origine de la génération d’un stress oxydant et peuvent provenir de sources
endogenes ou exogeénes. La production des ERO dans les cellules des mammiféres découle de
plusieurs sources possibles mais est essentiellement d’origine enzymatique. Il s’agit principalement
de la NAD(P)H oxydase membranaire et du complexe enzymatique mitochondrial de la chaine
respiratoire (Orient et al., 2007).

La synthese de prostaglandines, catalysée par la lipooxygénase et la cyclo-oxygénase,
implique aussi une production de radicaux libres. Au niveau de la membrane plasmique, la NADPH
oxydase activée par le processus phagocytaire de la cellule est a I’origine d’une large production de
radicaux superoxydes (Orient et al., 2007). L’activation de la NADPH oxydase joue un role central
dans la production de ERO a travers la fixation des AGE (Advanced glycation end-product) a leurs
récepteurs RAGE (Wautier et al., 2001), et joue un réle fondamental dans la réponse immunitaire et
plus précisément dans la lutte contre les micro-organismes (Guzik, 2010 ; Touyz et al., 2010).

Aussi, lors de la respiration mitochondriale, dans la chaine de transport des électrons,
I’oxygene moléculaire est converti en radicaux superoxyde (Inoueet al., 2003). De plus, dans les
mitochondries, ’oxydation de coenzymes, telles que les flavoprotéines réduites, s’accompagne
d’une perte de protons et d’électrons qui, par I’intermédiaire de la chaine de transport, sont ensuite
transférés a 1’0O2. La chaine de transport des électrons est composée de nombreuses especes

moléculaires et ioniques (les flavoprotéines, plusieurs cythochromes etc...) (Delattre et al., 2005).
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L’environnement et le mode de vie sont également responsables de la création et de
I’accumulation de radicaux libres dans 1’organisme. Ces facteurs environnementaux telles que les
polluants photochimiques, le tabac, les drogues et les radiations ionisantes, pénétrant dans
I’organisme par la respiration, I’alimentation ou les muqueuses (Blache et al., 1992 ; Kohen et
Nyska, 2002). Certains métaux apportés de maniére exogéne, ou endogenes tels que le fer ou le
cuivre, sont nécessaires a l’organisme mais peuvent a des taux élevés générer des ERO en
participant a la réaction de Fenton (Halliwell et Gutteridge, 1990). En effet, ces métaux de transition
peuvent réagir avec le peroxyde d’hydrogene (H20:) en présence de composé organique (RH) et
générer des ROS selon la réaction suivante : H,O,+ Fez* & HOe + OH" + Fe*

Méme si les ions (Fe?*) sont a des concentrations physiologiques plus importantes, les ions
(Cu?*) réagissent plus rapidement (60 fois) avec le H2O: pour former des radicaux hydroxyle (OH)
(Halliwell et Gutteridge, 1990).

1.2.4. Consequences cellulaires

L’¢lectron des radicaux libres est tres instable et peut réagir avec I’ADN, les protéines et les
lipides (Pham-Huy et al., 2008 ; Agnez-Lima et al., 2012), causant ce qu’on appelle des dommages
oxydatifs (Kalyanaraman, 2013).

Les premieres cibles des ERO sont les lipides, notamment ceux présents dans les membranes
cellulaires et subcellulaires. Les membranes riches en acides gras polyinsaturés (AGPI) sont tres
sensibles a lI'oxydation en raison de leur degré eleve d'instauration (Pamplona et al., 2000 ; Hulbertl,
2005). L'oxydation des lipides génére des peroxydes lipidiques qui sont eux-mémes trés réactifs. La
peroxydation de lipides induit une modification de la fluidité, de la permeabilité et de I'excitabilité
des membranes (Hong et al., 2004). Elle fournit également une grande variété de produits qui
peuvent réagir avec les protéines et 'ADN (Marnett, 1999). Parmi les produits formés lors de la
peroxydation lipidique, l'isoprostane, le malondialdéhyde (MDA), I’acide thiobarbiturique
(TBARS) et le 4-hydroxynonenal (4HNE) sont étudiés comme marqueurs de la peroxydation
lipidique. Cependant, le 4-HNE peut activer directement le découplage mitochondrial par action
directe sur les UCP (Uncoupling protein) et pourrait ainsi réduire la production mitochondriale de
ERO (Echtay et al., 2003). Ce mécanisme pourrait étre un moyen de réguler la production d’ERO.
De plus, Les protéines sont aussi sensibles aux attaques radicalaires. Les ERO sont capables de
réagir avec différents acides aminés des chaines des protéines. Les plus sensibles a leur action sont
les acides aminés aromatiques tels que le tryptophane, la tyrosine et I’histidine, sur lesquels I’'OHe

s’additionne (Durackova, 2008 ; Rahal et al., 2014).
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L’oxydation par les ERO conduit a la formation des ponts disulfures, sur les acides aminés
contenant un atome de soufre tels que la cystéine et la méthionine, en modifiant la conformation de
la protéine. De nombreux enzymes cellulaires et protéines de transport vont ainsi étre oxydées et
inactivées. Les protéines modifiées par oxydation perdent leurs propriétés biologiques, et
deviennent beaucoup plus sensibles a 1’action des protéases (Duirackova, 2008 ; Rahal et al., 2014).

Finalement, Les dommages oxydatifs a I’ADN les plus courantes mesurent 1’hydroxylation
des bases puriques et pyrimidiques ainsi que le squelette glucidique qui inflige le clivage des brins
et des mutations génétiques (Valko et al., 2006). Une des altérations fréquentes de I’acide
désoxyribonucléique est détectée dans le niveau d’oxydation de la guanine par le radical formant la
8-hydroxy-guanine (8-OHG), qui est normalement éliminée par des enzymes de réparation de
I’ADN qui peuvent, elles aussi, étre victimes de I’action des radicaux libres. Ce produit de
I’oxydation de I’acide désoxyribonucléique peut étre simplement traité¢ dans 1’urine et est pris en
compte un marqueur de carcinogenéese (Valko et al., 2006). Si ces systemes de protection sont
débordés ou défectueux, les altérations du matériel génétique s’accumuleront au sein de ’ADN
représentant ainsi la premiere étape impliquée dans la mutagenese, la carcinogenese et le
vieillissement (Lehucher-Michel et al., 2001; Favier, 2003 ; Valko et al., 2006).

En plus de causer des dommages oxydatifs pouvant mener a la mort cellulaire (Ayala et al.,
2014), une augmentation du taux ERO au niveau mitochondrial peut directement activer la voie
intrinséque de 1’apoptose, en augmentant la perméabilité membranaire mitochondriale et en causant
le relargage subséquent du cytochrome C (Turrens, 2003). L’apoptose agit comme derniére voic de
défense contre le stress oxydatif, en éliminant de maniere contrélée les cellules dont les dommages
sont trop grands pour étre réparés. La nécrose peut aussi étre induite par un stress oxydatif d’une

tres forte intensité (Boonstra et Post, 2004).

1.2.5. Systéemes antioxydants

Les antioxydants sont des substances qui inhibent ou ralentissent 1’oxydation d’un substrat
(Favier, 2003). lls sont présents sous de nombreuses formes et peuvent intervenir en prévention de
la formation des radicaux libres, aussi bien que pour participer a leur élimination (antioxydants
primaires et secondaires). Le systéme de défense des cellules fait intervenir différents acteurs : les
enzymes antioxydantes, les antioxydants non-enzymatiques et méme les facteurs de transcription
régulant la balance oxydative. Les enzymes antioxydantes participent a la détoxification des
ERO/ERA. On y compte par exemple la SOD, est une métalloprotéine qui catalyse la dismutation
du superoxyde en oxygene et peroxyde d'hydrogéne. Ce dernier pourra étre pris en charge par des

enzymes a activité peroxydase. Il existe trois isoformes de SOD chez les mammiféres.
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Une forme cytosolique et nucléaire associée aux ions cuivre et zinc, une forme mitochondriale
associée au manganése et une forme extracellulaire. Pour cette raison, cette enzyme représente une
partie importante du systéme de défense contre les radicaux libres (Valko et al., 2007). La CAT,
une deuxieme enzyme qui agit dans la détoxification cellulaire, transforme le peroxyde d'hydrogene
en eau et en oxygene (Gateé et coll., 1999 ; Powers et coll., 2003 ; Seifried, 2007 ; Starlin et al.,
2013). Enfin, le glutathion peroxydase agit pour transformer les peroxydes en eau. Un manque
d'oligo-éléments comme le cuivre, le manganése, le zinc, le sélénium ou de vitamines comme la
riboflavine, conduit a l'inactivation de ces enzymes antioxydantes (Gaté et al., 1999 ; Desport et
Couratier, 2002 ).

Certains facteurs de transcription permettent I’expression de génes de défense antioxydante.
Par exemple, ’augmentation modérée des ERO intracellulaires active la voie de signalisation de
Keapl (Kelch-like ECH-associated protein 1)-Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2-related factor 2),
lors de laquelle Nrf2 transloque au noyau et lie les eléments de la réponse antioxydante
(Antioxidant Response Elements) sur I’ADN, ce qui permet la transcription de génes comme la
SOD et la CAT (Luczaj et al., 2017).

Les Antioxydants non enzymatiques sont des composés endogenes de faible poids
moléculaire qui peuvent étre soit des produits de synthése (glutathion) ou issus du métabolisme
cellulaire (acide urique) (Kohen et Nyska, 2002), telles que la ferritine, la transferrine, la
céruléoplasmine, et ’albumine et certains peptides comme le glutathion (Ames, 1993 ; Papas, 1998
; Wu et al., 2004 ; Haleng et al., 2007 ; Rahman, 2007 ; Defraigne et Pincemail, 2008 ; Uttara et al.,
2009). La ferritine, la ceruloplasmine et I’albumine contribuent a leur tour dans la défense
antioxydante secondaire en chélatant les métaux de transition permettant ainsi de prévenir la
formation du radical hydroxyle via la réaction de fenton (Martinez-Cayuela, 1995).

I[lIs pourraient également étre d’une source externe (antioxydants exogenes) que sont
davantage étudiés que les antioxydants endogénes en raison de leur disponibilité a partir de
I’alimentation et de la prise de suppléments. La vitamine E, la vitamine C, les flavonoides, et les
caroténoides sont parmi les antioxydants alimentaires les plus étudiés (Percival, 1996 ; Scalbert,
2005).

1.2.6. polyphénols

Les polyphénols sont des molécules organiques hydrosolubles largement retrouvées dans le
regne végetal. Ils sont issus du métabolisme secondaire des plantes. lls sont principalement
synthétisés par la voie du shikimate. Cette voie métabolique est présente uniquement chez les
bactéries, champignons et les plantes. C’est pourquoi I’alimentation apporte des acides aminés

essentiels non synthétisés par le corps humain (Hoffmann L, 2003).
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Les polyphénols naturels forment un ensemble de molécules comportant au moins un groupe
phénolique dans leur structure et sont en général de haut poids moléculaire. On retrouve plusieurs
sous-groupes caractérisés par la structure de leur squelette carboné. Les polyphénols sont capables
de piéger des especes radicalaires et de chélater les métaux de transition comme le Fer et le Cuivre
qui permettent de catalyser les oxydations. Ils sont cependant présents en faible concentration dans
le plasma et sont principalement retrouvés sous forme conjuguée et donc n’ont probablement que
des effets indirects in vivo. Il parait néanmoins que les polyphénols interagissent avec des cibles
protéiques (enzymes, signalisation intracellulaire, récepteurs nucléaires...) ce qui leur assure des
effets antiathérogéniques, anti-inflammatoires, antithrombotiques, anti-cancérigénes (Stevenson D
et Hurst R, 2007).

Les polyphénols sont classés en deux groupes : les composés flavonoides et les composés
non flavonoides. Les composés flavonoides sont regroupés en diverses familles : flavonols,
flavanols, flavones, isoflavones, flavanones et anthocyanes. Les non flavonoides sont divises en
acides phénols et dériveés, lignanes et stilbénes.

Les acides-phéenoliques ce sont des composes simples formés par un seul noyau phénolique et
au moins un groupement dont un parmi eux se termine par une fonction acide. Le nombre de
carbones dans la chaine renfermant la fonction acide définit le type d’acide phénolique : I’acide

gallique, I’acide caféique par exemple (Hsu C et al., 2006 ; Hsu C et Yen G, 2007).

HO
O
HO

OH
HO

Fig2. Structure de I'acide gallique

L’acide gallique a pour effet in vivo chez le rat soumis & un régime riche en graisses et
supplémenté en acide gallique de réduire significativement le poids du foie et du tissu adipeux par
rapport aux rats non supplémentés. Aussi, on observe une diminution des taux sériques en
triglycérides, phospholipides, cholestérol total, LDL-cholestérol, insuline et leptine. In vitro, I’acide
galligue inhibe la prolifération des pré-adipocytes en augmentant le nombre de cellules apoptotiques
(Hsu C et al., 2006 ; Hsu C et Yen G, 2007).

Le nom flavonoide est issu du latin « Flavus » qui signifie jaune. Ce sont des pigments qui
sont responsables de la coloration des fruits et des fleurs. Les différentes couleurs dépendent de la
structure mais également du pH du milieu. Ils peuvent avoir comme role d’attirer les insectes

pollinisateurs (Kéhkdnen M et al., 1999).
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Les flavonoides sont constitués de deux cycles aromatiques liés par trois atomes de carbone
qui peuvent se lier en formant un cycle oxygéné. Selon le degré d’oxydation, les flavonoides sont
classés en six classes : anthocyane, flavonol, flavone, flavanone, isoflavone, flavanol (K&éhkénen M
et al., 1999).

Fig3. Structure chimique des flavonoides

Les flavonoides sont retrouvés dans les fruits et légumes sous forme glycosylée, ce qui rend la
molécule plus hydrosoluble. Les sucres couramment rattachés aux flavonoides sont le glucose, le
galactose, le rhamnose, la xylose, ’arabinose et des dissacharides comme la rutinose. Les
hétérosides de flavonoides sont en général solubles dans 1’eau et les alcools. Leur extraction est
donc réalisée le plus souvent par le méthanol dilué ou non dans de I’eau. En conclusion les phénols
réagissent rapidement avec les radicaux libres, notamment les peroxyles en donnant un radical
phénoxyl incapable de propager la reaction radicalaire. De plus, les polyphénols circulants sont
majoritairement des formes conjuguées avec des sucres, ce qui laisse supposer que ce sont les

métabolites conjugues des polyphénols qui sont biologiquement actifs (Kédhkonen M et al., 1999)

1.3. Centaurea fragilis

Le genre Centaurea de la famille des astéracées est I'un des genres les plus répandus dans le
monde, il est distribué¢ aussi bien sur le territoire algérien qu’en Europe méridionale, dans le bassin
méditerranéen, a ’ouest de I’ Asie et sur le continent Américain, compte environ 700 espéces (Zater,
2017). En Algérie, il est représenté par 45 especes dont 7 d’entre eux sont localisés au sud (Sahara)
(Azzouzi et al., 2016).

Les espéces appartenant au genre Centaurea sont des herbacées annuelles, vivaces et
arbrisseaux. Possédant des feuilles a épines faibles et peu piquantes. Les fleurs sont toutes tubulées,
les externes souvent plus grandes stériles et étalées. Les aigrettes des fleurs centrales a sois lisses ou
dents courtes. Les bractées involucrales terminées par une formation différentiée qui porte une
épine pectinée (Medjroubi, 2016).

L’espece centaurea fragilis est une plante rigide, de 30-40 cm de longueur. Les tiges sont
anguleuses, gréles et rameuses. Les feuilles sont coriaces, non décurrentes sur la tige; les

supérieures lancéolées entiéres. Les capitules sont petits de 10 cm de large sur 2-2,5 cm de long.



Revue bibliographique

Akénes marbrés a aigrette nettement marquée (1/2 de l'akene). Appendice des bractées a 5 épines
minuscules (2-3 mm env.) et de couleur a peine plus foncée que le corps de la bractée (Azzouzi,
2017).

Fig.4. Photographiede plante centaurea fragilis

Leur systématique est représentée dans le tableau 1.

Tableau 1: Systématique de la plante Centaurea fragilis (Quezel et Santa, 1963)

Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Angiospermes

Classe Dicotylédones

Ordre Astérales

Famille Asteraceae
Sous-famille Tubiflores

Tribus Cynarées

Genre Centaurea

Espéces Centaurea fragilis Dur.

1.3.1. Intérét thérapeutique et utilisation en médecine traditionnelle

Le genre Centaurea présente une grande diversité structurale dans les principaux composés
bioactifs, y compris les triterpenes, les composés phénoliques notamment les flavonoides, les
lignanes et les lactones sesquiterpénique. Les études chimiques des especes de ce genre ont montré
également leur richesse en stéroides et alcaloides. Plusieurs especes de ce genre ont été utilisées
dans la médecine traditionnelle pourleurs activités comme le traitement du cancer, des infections
microbiennes et comme stimulant, tonique, antidiabétique, diurétique, antirhumatismale,

analgésique, cytotoxique, antibactérien et antifongique (Zater, 2017).
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Parmi les espéces les plus connues par leurs richesses en métabolites secondaires et leurs
usages médicinales on trouve: Centaurea calcitrapa L., Centaurea jacea L., et Centaurea sinaica
sont utilisées dans le traitement de la fievre (Yesilada, 2002). Centaurea behen L ; est utilisé dans le
traitement des troubles d'estomac (Erol et al., 1999). Centaurea maroccana ; a un effet protecteur
contre I’hépatotoxicité (Schauenberg et al., 2006). Centaurea chamaerhaponticum Ball ; a un effet
contre les palpitations, et elle est utilisée pour le traitement des maladies du foie, de I’estomac et de
I’intestin (Bellakhder, 1997). Centaurea pullata L,et centaurea grisebachii (Nyman) ; ont un effet

analgésique contre des douleurs abdominales induites par l'acide acétique. Car elles peuvent étre

therapeutiquement utile pour atténuer la douleur inflammatoire (Koukoulista et al., 2008).

Tableau. 2. Propriétés thérapeutiques de quelques especes du genre Centaurea

Propriétésthérapeutiques

Espéce

Réf

Antioxydante

C.calcitrapasubsp.calcitrapa
C. spicata.

C.microcarpa

Erol-Dayi et al., 2011
Erol-Dayi et al., 2011
Louaar, S et al., 2014

Anti-inflammatoire

C.alexanderina.
C.ibericatrev.exSpreng.

C. ainetensis

Kubacey et al., 2012
Koca et al., 2009
Talhouket al., 2008

Anticancéreux

C.alexandrina

Kubacey et al., 2012

Antimicrobienne

C.stenolepis.
C. spruneri.

C.solstitialisL.ssp.solstitialis.

Senet al., 2014
Ciri¢ et al., 2011
Ozcelik et al., 2009

Antidiabétique

C.alexandrina

Kubacey et al., 2012

Antivirale

C.solstitialis L.ssp.solstitialis

Ozcelik et al., 2009

Anticholinestérasique

C.pyrrhoblephara.

C.antalyense

Aktumsek et al., 2013

Cytotoxique

C. scoparia
C.calcitrapasubsp.calcitrapa

C .ptosimopappa

Ahmed et al., 2014
Erol-Dayi et al., 2011

11




PARTIE 1l

MATERIEL ET METHODES



Matériel et méthodes

I1.1. Matériel

Les différents produits chimiques utilisés dans notre étude ont été fournis par le laboratoire de
biologie moléculaire et cellulaire, sauf le méthanol qui a été fournis par la société moderne de la
santé, et le DPPH qui a été offert par Dr ZABAYOU Nada (Département de Biologie Moléculaire
et Cellulaire, Université Mohammed Seddik Ben Yabhia, Jijel).

L’étude est portée sur les racines d’une espéce de la famille des Asteraceae qui est Cf,
récoltée au mois de mai 2019 dans la région d’Ouled Bounnar dans la wilaya de Jijel.
L’identification botanique de cette espece a ¢été réalisée par Mr SEBTI Mohammed (Département
des Sciences Environnementales et Sciences Agronomiques, Université Mohammed Seddik Ben
Yabhia, Jijel).

Pendant notre étude expérimentale in vivo (fin de mois de juin 2019), on a utilisé 24 souri
Swiss Albinos ayant un poids variant entre 20 et 25 g, qui proviennent de I’institut pasteur d’Alger.
Les souris sont mises en quarantaine pendant 5 jours. lls sont placés dans des cages métalliques et
en plastiques avec un acces libre d’eau et de nourriture standard, au sein de ’animalerie de sciences
de la nature et de la vie de I'université de Jijel, a une température et humidité ambiantes et un cycle

naturel de lumiere et d’obscurité.

I1.2. Préparation des extraits bruts des racines de Centaurea fragilis

Aprés avoir bien nettoyé les plantes (enlever les tiges et les feuilles), les racines ont été
séchées a I’air libre et a I’abri de la lumiére. La mati¢re séche a été ensuite réduite en poudre fine a
I’aide d’un broyeur.

Les extraits aqueux ont été préparés par une macération de 40 g de poudre des racines de Cf
dans 444 ml de I’eau distillée. Aprés 72 heures, les extraits sont filtrés, suivi par une concentration a
I’aide d’un évaporateur rotatif a 45 °C et un séchage dans une étuve portée a 40 °C (Cheurfa, 2019).

Pour préparer les extraits méthanoliques, 40g de poudre des racines de Cf a été mélangé avec
444 ml d’une solution méthanolique (80%) pendant 72 heures. Apres la filtration, les extraits sont
concentrés en utilisant I’évaporateur rotatif (45 °C) puis séchés dans une étuve a 40 °C (Cheurfa,

2019).

11.3. Détermination du rendement

Le rendement des différents extraits est défini comme étant le rapport de la quantité de la
matiere végétale extraite sur la quantité de matiere végétale utilisée. Il est calculé selon L’équation
suivante : Le rendement (%) = (M ext x 100) /M éch (M ext est le poids de I’extrait sec et M éch est

le poids sec de matériel végétal).
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11.4. Dosage des polyphénols et des flavonoides

La teneur en phénols a été déterminée par le spectrophotométre selon la méthode de Folin
Cioclateu (Singleton et Rossi, 1965), le réactif de couleur jaune est constitué d’acide
phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique qui est réduit, lors de 1’oxydation des phénols en
mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne. L’intensité de cette coloration est
directement proportionnelle aux taux des composés phénoliques oxydes.

Un volume de 0,2 ml de chaque extrait a été mélangé avec 1,5 ml de Folin-Ciocalteu (10 %).
Apres 5 minutes. 1,5 ml d’une solution de carbonate de sodium (7 ,5 %). Le mélange a été incubé a
température ambiante a l’obscurité pendant 1:30 h et 1’absorbance a été lue a 760 nm au
spectrophotometre. L’acide gallique est utilisé comme standard de référence. Les résultats sont
exprimes en microgramme d’équivalents d’acide gallique par gramme d’extrait sec (ug EAA/g ES).

La teneur en flavonoides des extraits a été déterminée en utilisant la méthode colorimetrique
au trichlorure d’aluminium (Bahorun et al., 1996). Les flavonoides possédent un groupement OH
libre en position 5 susceptible de donner, en présence de chlorure d’aluminium, un complexe
jaunatre par chélation de 1ion AL®*, la coloration jaune produite est proportionnelle a la quantité de
flavonoides présente dans 1’extrait.

1 ml d’extrait (1 mg/ml dans le méthanol) ou de la solution standard de quercétine ont été
mélangés avec 1 ml d’AICl3 (2 %) dans le méthanol. Apres 40 minutes d’incubation a température
ambiante, 1’absorbance est mesurée a 430 nm. Les concentrations des flavonoides ont été déduites a
partir de la courbe d’étalonnage établie avec la quercétine. Les résultats ont été exprimés en
milligrammes d’équivalents de quercétine par gramme d’extrait (mg EQ/g d’extrait) (Bahorun et

al., 1996).

I1.5. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse

L’analyse des extraits méthanoliques a été faite par GC-MS (chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse), qui permet I’identification et la quantification des
molécules. Cette technique couple les performances de la chromatographie en phase gazeuse avec
celles de la spectrométrie de masse, dans le but de la séparation des composés d'un échantillon et la
détection et 1’identification des composés en fonction de leur rapport masse sur charge. Elle permet
d'identifier et/ou de quantifier précisément de nombreuses substances présentes en tres petites
quantités et méme sous forme de trace (Menet et al., 2010). L’appareil de chromatographie en phase
gazeuse est équipé d’une colonne de type OV1701 (25 m). Le gaz utilisé est ’'Hélium avec un débit
de 1,2 ml/min. Les échantillons sont injectés en split mode, la température d’injection est de 250°C.

Le volume injecté est de 1ul. La température initiale est égale a 70°C pendant 3 min.
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La température de la colonne augmente de 70°C a 130°C & raison d’une montée de 5 °Cmin-1 et de
130°C a 240°C a raison de 20 °Cmin-1. La tempeérature finale est maintenue pendant 2 min.
L’appareil de spectrométrie de masse fonctionne sous les conditions suivantes: la fragmentation a
été effectuée par impact électronique sous un champ de 70 eV. La température de la source
d’ionisation est égale a 200°C (Fadil et al., 2015).

11.6. Mise en évidence de Dactivité antiradicalaire de ’extrait aqueux et méthanolique par le
test de DPPH

Ce test est basé sur la mesure de I’aptitude d’un antioxydant a exercer un effet scavenger sur
le radical libore DPPH* (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl). Le radical DPPH* est réduit en son
hydrazine correspondant lorsqu’il réagit avec un donneur d’hydrogéne. La réduction du DPPH
s’accompagne par le passage de la solution d’une couleur violette a une couleur jaune, I’absorbance
est mesurée par spectrophotometre a 517 nm. Une faible absorbance indique une meilleure activité
antiradicalaire (Milardovic et al., 2006).

Briévement, la solution de DPPH a été préparée par la solubilisation de 2,4 mg de DPPH dans
100 ml de méthanol (0,024 g/l). 50 ul des solutions des extraits a différentes concentrations (25 -
500 ug/ml) ou des standards (acide ascorbique) ont été ajoutés a 1,95 ml de DPPH, les mélanges
ont été incubes dans I’obscurité pendant 30 minutes et la décoloration comparée au contrdle négatif
contenant seulement la solution de DPPH mesuréee a 517 nanomeétres en utilisant un
spectrophotométre UV/visible. L’activité anti-radicalaire des extraits est exprimée en pourcentage

d’inhibition du DPPH?® et calculée par la formule suivante :

pourcentage d’inhibition du DPPH® [% = 2<ontrole ZAtest, 140 (Ghedadba et al., 2015).

A controle(-)

I1.7. Préparation du modele animal
Pour reproduire le modele de d’hépatotoxicité, nous avons utilis€¢ le paracétamol selon le
protocole de (Forouzandeh et al., 2013), pour tester 1’effet hépato-protecteur, in vivo, de I’extrait
brut des racines de Cf a différentes doses et du APAP.
Les animaux ont été répartis en 6 lots de 4 animaux pour chacun :
> Le groupe contrdle négatif recoit de I’eau distillée.
> Le groupe contréle positif recoit du APAP (500 mg/kg).
> Les deux groupes controles ont été traité avec 1’extrait de Cf & une dose de 100 mg/kg, 200
mg /kg respectivement.
> Les deux groupes Tests ont recu du APAP (500 mg/kg) apres qu’ils ont été traités avec de
I’extrait de Cf & une dose de 100 mg/kg pour 1’un et 200 mg/kg pour I’autre.
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L’administrant 1’extrait brut des racines de Cf a été faite par voie intra-gastrique (5jours)
(fig.5), selon leurs poids corporel, pendant 5 jours, le paracétamol a été administré (500 mg/kg) par
voie intra-péritonéale (fig.5) apres une heure de la derniére administration de I'extrait, apres 24

heures les animaux ont été sacrifiés.

(@) (b)

Fig 5. Traitement des souris. (a) Administration par voie intra-gastrique (b) Administration par voie intra-
péritonéale.

11.8. Préparation de la fraction cytosolique

Pour la préparation de la fraction cytosolique, 1 g du foie a été prélevé et directement plongé
dans trois volumes de tampon phosphate (0,1 M a pH 7,4) contenant du KCI 1,17 %. Apres découpe
en morceaux fins et homogénéisation a I’aide du broyeur de DOUNCE, ’homogénat est centrifugé
a 800 rpm pendant 15 minutes a 4 °C pour éliminer les débris nucléaires ; le surnageant est ensuite
centrifugé a 9600 rpm pendant 45 minutes a 4 °C. Le surnageant final est utilisé comme source

d’enzymes cytosoliques (Belli et al., 2010).

11.9. Dosage des protéines totales

La concentration des protéines est déterminée selon la méthode de Bradford (1976) qui utilise
le bleu de Coomassie comme réactif. Ce dernier réagit avec les groupements amines (-NH) des
protéines pour former un complexe de couleur bleu. (L’apparition de la couleur bleue refléte le
degré d’ionisation du milieu acide et I'intensité correspond a la concentration des protéines). Pour
cela, 1ml de Bleu de Coomassie a été ajouté a 50 pl de I’échantillon dilués au 1/10°™. Ensuit le
mélange est incubé a température ambiante pendant 20 min et la DO a été lue a 590 nm.

La concentration en protéines est déterminée a partir de la gamme d’étalonage de ’albumine

sérique bovine (BSA) de concentration (0-1 mg/ml).
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11.10. Dosage de glutathion

Le dosage du GSH est déterminé par la méthode colorimétrique d’Ellman (Ellman, 1959). Le
principe est basé sur la réaction d’oxydation du GSH par I’acide 5, 5’- dithiobis 2-nitrobenzoique
(DTNB) libérant ainsi I’acide thionitrobenzoique (TNB) absorbant a 412 nm.

Pour cela 20 ul de la fraction cytosolique ont été prélevé et dilué dans 3 ml du tampon
phosphate (0.01M, pH 8). Ensuit 20 pl de DTNB a 0.01 M est ajouté. Le mélange a été incubé
pendant 5 minutes & 25° C et les densités sont ensuite mesurées a 412 nm contre un blanc préparé
dans les mémes conditions. Le taux du GSH est déduit a partir d’une gamme d’étalonnage préparée
dans les mémes conditions que le dosage, et les concentrations sont exprimés en milli moles de

glutathion par mg de protéine.

II.11. Mesure de ’activité de la SOD

La SOD est une métalloprotéine qui catalyse la dismutation de I’anion superoxyde en H2O: et
0.. Son dosage est réalisé avec le pyrogallol. L’auto-oxydation du pyrogallol est stable a pH acide
mais elle est oxydée avec 1’augmentation du pH, donc a pH=8 la SOD agit comme un inhibiteur
puissant de I’oxydation spontanée de pyrogallol (Marklund et Marklund, 1974).

La mesure de l'activité de la SOD a été effectuée par spectrophotomeétrie a 25 ° C selon la
méthode de Patel et Katyare (2006). De plus, les mesures ont été effectuées a pH est égale 8,2. Le
milieu de dosage dans un volume total de 1,0 ml contenant: le tampon phosphate de potassium 100
mM (pH 8,2) et du pyrogallol 0,2 mM. L'autoxydation du pyrogallol a été contr6lée a 420 nm
pendant 3 min en absence et en présence d'enzyme.

Une unité de SOD: ¢’est I’équivalent de la quantité d’enzyme nécessaire pour inhiber le ratio
de l'auto-oxydation du pyrogallol par 50%. L’activit¢ de SOD, exprimée en Unité/mg, a été
calculée en utilisant 1’équation suivante:

(DO/min) test : changement de I'absorbance de I'échantillon pendant une minute.

(DO/min) B: changement de l'absorbance du blanc pendant une minute.
%inhibition
50%

Activité de la SOD (units /g poids net) = X Poids net

% inhibition =100 — [(DO/min) test/ (DO/min) B]*100

11.12. Mesure de ’activité de la CAT

La méthode utilisée est basée sur la propriété de la catalase a dégrader le péroxyde
d’hydrogene H202 en H2O et O, L’activité de cette enzyme est mesurée par analyse
spectrophotométrique (240 nm) du taux de la décomposition du peroxyde d’hydrogene en présence
d’une source enzymatique (homogénat ou plasma). L’activité enzymatique est estimée en mesurant

la différence d'absorbance par unité de temps (Aebi et al., 1984).
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L’activité de la CAT est déterminée par le mode opératoire décrit par Claiborne, (1986). Un
volume de 983,5 ul de H20> (0,091 M) préparé dans le tampon KHPO4 (0.1 M, pH 7.2) a été ajouté
a 16,5uL d’homogénat. Les mesures sont réalisées dans des cuves en quartz et 1’échantillon est
mesuré contre le blanc. L’absorbance est lue deux fois a 240 nm chaque 15 secondes a I’aide d’un
spectrophotométre. L'activité de la catalase a été exprimée en unité par mg de protéine du foie.
L’activité de la CAT a été mesurée selon la formule suivante :

CAT =2.303/T x log (A1/A2)
Dont : T : Interval de temps en minute.

Al : Absorbance a t0

A2 : Absorbance a t1

11.13. Analyse statistique des résultats

Les résultats sont donnés sous forme de moyennes + l'écart-types. L’évaluation statistique est
effectuée par le test de Student. La valeur trouvée par ce test peut affirmer que les populations sont
différentes avec un risque d’erreur p. la différence est considérer statistiquement significative au
seuil de 5% (p < 0,05).

P>0.05 : la différence n’est pas significative (ns).

P<0.05 : la différence est significative (*) ou (a).

P<0.01 : la différence est hautement significative (**) ou (b).

P<0.001 : la différence est trés hautement significative (***) ou (d).
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Résultats et discussion

I11. Résultats et discussion
I11.1. Caractérisation des extraits aqueux et méthanoliques de Centaurea fragilis

Notre choix repose sur le fait que le genre Centaurea a montré d’une part qu’il est doué
d’activités biologiques et d’autre part que c’est un excellent accumulateur de molécules de type
lactone sesquiterpénique et flavonique, ces classes ont montré des activités biologiques notamment
cytotoxique pour la premiere et antioxydante pour les secondes.

La méthode de macération utilisée pour la préparation de I’extrait méthanolique donne une
pate marron caramel avec un rendement de 8,5 %. Tandis que, 1’extrait aqueux donne une pate
marron clair avec un rendement est égale (2,65 %).

Tableau.3. Rendement des deux extraits aqueux et méthanolique des racines de Cf.

Plante Extrait Aspect Couleur Rendement
centaurea fragilis Agueux Poudre Marron clair 2,65 %
Méthanolique Pateux Marron caramel 8,5 %

L'extraction est une étape trés importante dans l'isolement, I'identification et l'utilisation de
composes phénoliques et il n‘existe pas de méthode d'extraction unique et standard. Extraction par
solvant (Baydar et al., 2004 ; Bucic et al., 2007) et extraction avec un fluide supercritique (Fredj et
Frangois, 1990 ; Palma et Taylor, 1999 ; Nahar et Sarker, 2005 ; Bleve et al., 2008) sont les
techniques les plus couramment utilisées pour I’isolation de composés phénoliques.

Un grand nombre darticles de la littérature traitent de I'extraction et de l'analyse de
polyphénols a partir de matieres dérivées de plantes, notamment des fruits, des légumes, du vin, du
café, du thé, des herbes, des céréales et des Iégumineuses telles que les haricots (Balasundram et al.,
2006 ; Luthria et Pastor, 2006 ; Naczk et Shahidi, 2006).

Les composés phénoliques ont été extraits par broyage, séchage ou lyophilisation de fruits, de
légumes et d’herbes aromatiques ou uniquement par trempage de plantes fraiches avec extraction
ultérieure au solvant (Merken et Beecher, 2000). Ces méthodologies impliquent la co-extraction de
substances non phénoliques, telles que les sucres, les acides organiques et les protéines, nécessitant

des processus de purification ultérieurs (par exemple, I'extraction en phase solide) (Castafieda et al.,
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2009). L'extraction par solvant, en fonction de I'état de la biomasse, peut-étre une extraction
liquideliquide ou une extraction solide-liquide.

L'extraction solide-liquide ou la lixiviation peuvent étre définies comme un phénoméne de
transport de masse dans lequel les solides contenus dans une matrice solide migrent dans un solvant
mis en contact avec la matrice. Les phénoménes de transport de masse peuvent étre amplifiés par
les changements de gradients de concentration, de coefficients de diffusion ou de couche limite
(Corrales, Fernandez et al, 2009). Il s’agit d’une opération unitaire trés utilisée pour récupérer de
nombreux composants alimentaires importants: le saccharose dans la canne a sucre ou la betterave,
les lipides provenant des graines oléagineuses, les protéines dans les tourteaux de graines
oléagineuses, composés phytochimiques de plantes, hydrocolloides fonctionnels d’algues et
composés polyphénoliques de plantes, fruits, Iégumes, etc.

Les methodes d'extraction des solvants les plus courantes sont celles qui utilisent du méthanol
ou de I'éthanol acidifié comme agents d'extraction (Awika et al., 2005 ; Lapornik et al., 2005 ; Amr
et Al-Tamimi, 2007 ; Caridi et al., 2007). Parmi ces méthodes, I’extraction au méthanol est la plus
efficace (Kapasakalidis et al, 2006); en fait, il a été constaté que, lors de I'extraction d'anthocyanes
de la pulpe de raisin, I'extraction au méthanol est 20% plus efficace que l'extraction a I'éthanol et
73% plus efficace que l'extraction a l'eau (Castafieda et al., 2009). L'éthanol pour l'industrie

alimentaire est préféré en raison de la toxicité du méthanol.

Polyphénols totaux et flavonoides

Afin de caractériser les extraits du Cf, un dosage des polyphénols totaux et des flavonoides a
été effectué. La raison principale pour le choix de ces substances réside dans le fait que la majorité
des propriétés antioxydantes des plantes leur sont attribués. La méthode de dosages des polyphénols
totaux est celle de Folin-Ciocalteu (Singleton et Rossi., 1965). L’acide gallique a été utilisé comme
standard.

Les résultats présentés dans la fig.6 sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par
gramme de la matiére végétale seche (mg EAG/g MS), en utilisant ’équation de la régression
linéaire de la courbe d’étalonnage tracée de I’acide gallique, ayant I’équation: y = 0,0062x - 0,0009

avec un coefficient de corrélation R2=0.9999.
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Fig.6. Estimation des teneursen polyphénols des extraits aqueux et méthanolique de la plante Cf.
(a)courbe d’étalonnage pour la quantification des polyphénols(b) teneurs en polyphénol en mg EQG/g des
extrait aqueux et méthanolique de cf. E.aq:extrait aqueux, E.méth : extrait méthanolique. EAG : équivalente
d’acide gallique.

D’apres les résultats, on constate que tous les extraits de la plante sont riches en polyphénols
mais avec des quantités différentes, ou I’extrait méthanolique (27,86 + 0,18 mg EAG/g E) contient
la teneur la plus élevée en polyphénols par rapport I’extrait aqueux (8,19 + 0,16 mg EAG/g E).

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode au trichlorure d’aluminium en
utilisant comme standard la quercétine. Les résultats sont représentés dans la fig.7. La teneur en
flavonoides est exprimée en milligramme d'équivalent de quercétine par gramme de matiere seche
(mg EQ/g de MS). Les taux des flavonoides des extraits ont été obtenu a partir de la courbe
d’étalonnage de quercétine, selon 1’équation suivante: y = 0,0195x + 0,0302 avec un coefficient de

corrélation R2=0.9999.
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Fig.7. Estimation des teneurs en flavonoides des extraits aqueux et méthanolique de la plante Cf (a)
courbe d’étalonnage pour la quantification des flavonoides (b) teneurs en flavonoide en mg EQG/g des
extraits aqueux (E.aq) et méthanolique (E.méth.). EQG : équivalente de quercitrine.
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La détermination quantitative des flavonoides par la méthode du trichlorure d’aluminium
révele que I’extrait méthanolique est le plus riche en flavonoides avec une teneur de 16,68 + 0,47
mg EQ/mg d’extrait suivi par extrait aqueux (6,44 + 0,22 mg EQ/mg d’extrait).

Le profil polyphénolique des extraits de plantes peut varier sous I’influence de divers facteurs
parmi lesquels la variété, le climat, la localisation géographique (Ryan et al., 1999 ; Anusuya et
Manian, 2013), les différentes maladies qui peuvent affecter la plante, la maturité de la plante
(Perron et Brumaghim, 2009), la température et le solvant d’extraction (Sousa et al., 2006 ; Conde
et al., 2009).

Peu de travaux concernant les teneurs en composés phénoliques de 1’espece étudiée ont été
réalisés. Les teneurs en polyphénols totaux des extraits de Cf sont relativement identiques a ceux
trouvés par Ugur et ses collaborateurs (2009) sur d’autre espece du méme genre obtenu en d'autres
parties.

L’identification des différents constituants de 1’extrait méthanolique de la plante Cf est
réalisée par CPG/SM en comparaison avec ceux des composés standards de la banque de données
informatisée.

Les résultats de I’identification des constituants de I’extrait méthanolique, sont présentés dans
le tableau. 4. Ces derniers regroupent les données experimentales suivantes:

* Le nom de la molécule identifiée,
* Le temps de rétention,

» Les concentrations relatives des différentes molécules exprimées en %, [JNombre de pic.

Erter T
7.750,420

10.0 20.0 30.0 10,0 50.0 52.0

Fig.8. Analyse CPG/SM de I’extait méthanolique de Cf. /ul de [’extrait méthanolique a été injecté dans
I"appareil, avec un détecteur a ionisation de flamme et un gaze vecteur d’hélium, et soumis a une température
progressive de 70 & 240 °C selon (Fadil et al.,2015). Les pics les plus importants sont indiqués dans la figure
par des fleches.
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L’analyse de I’extrait méthanolique de Cf a entrainé I’identification de 26 composés. Les
résultats de cette identification sont regroupés dans le tableau 4. Le pulegoneest le composé
majoritaire avec un pourcentage de 62,96 %.

Tableau.4. Composés chimiques majoritaires de 1’extrait méthanolique de Cf.

Temps de rétention Pourcentage N° de Composés
pic
4.57 2,22 2 Bicyclo[3.1.0]hexane,

4-methylene-1-(1methylethyl)-

5.92 0,96 3 Limonene

6.53 3,73 4 Eucalyptol

7.06 1,55 5 3-Octanol

13.51 5,69 9 Cyclohexanol,5-methyl-2-
(1-methylethyl) -,
(1-methylethyl) -,

(1.alpha.,2.beta.,5.beta)-
13.74 4,84 10 Cyclohexanol, 5-methyl-2-
(1-methylethyl)-, (2R-cis)-
17.08 62,96 14 Pulegone
43.64 9,82 25 1,2-Benzenedicarboxylic acid,

mono(2-ethylhexyl)

ester

L’extrait méthanolique de CF est composée principalement de Bicyclo [3.1.0] hexane, 4
methylene-1-(1-methylethyl)-(2,22 %), de Limonene (0,96 %), de Eucalyptol (3,73% ), de 3
Octanol(1,55%), de cyclohexanol,5-methyl-2-(1-methylethyl),(1-methylethyl), (1.alpha.,2.beta,5
beta )-(5,69 %), de Cyclohexanol, 5-methyl-2-(1-methylethyl)-, (2R-cis)- (4,84 %), de Pulegone
(62,96 %) et de 1, 2-Benzene dicarboxylic acid, mono (2-ethylhexyl) ester (9,82 %).

Finalement, I’analyse par la chromatographie en phase gazeuse couplée au spectrométre de
masse nous a permis d'identifier plusieurs composés chimiques tels quelessabinéne (pic N°2), les
hydrocarbure (pic N°3), les menthols (pic N°9), les menthone (pic N°10) etc.., mais ne nous
permettait pas de détecter les substances appartenant a la famille des flavonoides.

22



Résultats et discussion

Nous avons évalué I’activité antioxydante des extraits par le test du radical DPPH qui permet
de mesurer la capacité de piégeage des radicaux libres. Lorsqu’une solution de DPPH est mélangée
avec une substance qui peut donner un atome d’hydrogene, cela donne lieu a la forme réduite avec
une perte de la couleur violette. La décoloration est proportionnelle au nombre de protons captés et
peut étre suivie par la lecture de ’absorbance du milieu réactionnel a 517 nm. Elle permet d’évaluer
le taux de réduction du DPPH et fournit donc un moyen pratique pour mesurer le pouvoir
antioxydant des extraits étudiés.

Les résultats de I’évaluation de I’activité antioxydante des extraits aqueux et méthanolique
¢tudiée par le test de DPPH sont exprimés par le pourcentage d’inhibition du radical DPPH par les

extraits et sont représentés graphiquement (Fig.9).
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Fig.9. Les pourcentages de I’activité antioxydant des extraits aqueux et méthanolique de Cf ainsi que la
vitamine C vis-a-vis du radical libre DPPH.

Nous constatons que I’extrait méthanolique de la plante Cf présente un trés bon pouvoir
antioxydant. En effet, a la concentration de 100 pg/ml I’extrait testé réduise plus de 80% du radical
DPPH (82,20 + 1,34 %). Activité relativement moins a celle du témoin positif, la Vit C qui est
inhibé avec 92,73 + 1,44 %. Tandis que pour I’extrait aqueux, nous avons trouvé une inhibition
moins de 23% a celle de I'extrait méthanolique (50,31 + 0,57 %).

Ce pouvoir antioxydant de I’extrait méthanolique est expliqué par la présence des composés
phénoliques notamment les flavonoides présents dans la plante étudiée, et qui sont connus comme
substances antioxydantes ayant la capacité de piéger les especes radicalaires et les formes réactives

de 'oxygene.
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111.2. Effet protecteur de I’extrait méthanolique de Centaurea fragilis contre la toxicité
hépatique induite par le paracetamol

Dans le but d’évaluer les propriétés hépatoprotectrices de 1’extrait méthanolique de CF, les
souris regoivent quotidiennement ces extraits par voie orale pendant 5 jours. Ensuite,
I’hépatotoxicité est induite par I’injection intra-péritonéale du APAP.

La toxicité induite chez les souris par I’APAP, ainsi que ’effet hépatoprotecteur d’extrait de
CF sont estimé via I’évaluation des paramétres antioxydants (L’effet de 1’extrait méthanolique sur
la catalase, la SOD et GSH est eévalué au niveau du surnagent du foie des souris traités).

Le taux hépatique du GSH est présenté dans la figure 10. Chez les souris traitées par le
paracétamol, nous avons constaté une diminution significative du taux du GSH hépatique par
rapport a celui enregistré chez les témoins sains. Par contre, la déplétion du GSH hépatique causée
par ’APAP a été restaurée par I’administration de 1’extrait méthanolique de Cf pendant 5 jours a la
dose quotidienne de 100 /200 mg/kg ou nous avons constaté une augmentation du taux de GSH par
rapport au lot de APAP. Nos résultats sont en accord avec ceux apportés par Fakurazi et al., (2012)
qui ont trouvés une diminution du taux hepatique en GSH apres un traitement des souris par le
paracétamol. Dans le cas du traitement hépato-préventif, le traitement avec 100/200 mg/Kg de
I’extrait méthanolique a montré une diminution non significative du taux de GSH par rapport aux

rats traités avec APAP.
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Fig.10. Evaluation de I’activité cytosolique de la GSH dans les tissus hépatiques des souris intoxiqués
par PAPAP et traités par I’extrait méthanolique de la plante Cf. ['activité de la GSH a été quantifiée
dans la fraction cytosolique du tissus hépatique provenant d’animaux traité ou non par I’APAP et [’extrait
méthanolique de Cf et ceci, selon le protocole (Ellman., 1959) ; C- : contréle négatif (I’eau distillée) ; C+ :
controle positif (APAP 500 mg/kg) ; contréle 100 : (I’extrait a 100 mg/kg et [’eau distillée) ; contrdle 200 :
(L extrait a 200 mg/kg et I'eau distillée) ; Test 100 : (L extrait 100 mg/kg et APAP a 500 mg/kg) ; Test 200
o (L extrait a 200 mg/kg et APAP a 500 mg/kg) ; chaque valeur représente la moyennex SD (n=4) ;* : p <
0.05, **: p <0.01, ***:p <0.001 une différence significative par rapport au groupe des souris contréle,
pe<0.05 p*<0.01, p¢ <0.001 une différence significative par rapport au groupe des souris témoins. NS :
une différence non significative.

24



Résultats et discussion

Les cellules possédent un systeme de défense antioxydant incluant des enzymes telles que la
SOD. La production de superoxyde provient de différentes sources, telles que I'autooxydation des
leucoflavines et les produits des mitochondries. Dans les maladies humaines, le superoxyde est
produit par l'oxydation aérobie des purines par la xanthine oxydase (Aruoma, 1994). Le rble de
I'épuisement en superoxydedismutase dans la pathogenese de l'intoxication parle paracétamol par
diverses études réalisées dans différents modéles expérimentaux (Gill et al., 2012, Patel et al.,
2012). Une diminution de la production de SOD peut étre attribuée & une production accrue de
superoxyde et a l'utilisation de cette enzyme au cours de la détoxification des métabolites réactifs.

Nos resultats (Fig.11) montrent une diminution de I’activité enzymatique de la SOD
hépatique avec une différence hautement significative chez le lot des souris traités par I’APAP
(500mg/kg) par rapport au lot des souris témoins. L’administrationde I’extrait métahnoliquede Cf
induit une augmentation de D’activité enzymatique de la SOD hépatique avec une différence
hautement significative (chez les lots du test 100 et le test 200, par rapport aux souris traités par
I’APAP seul (Fig. 11).
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Fig.11. Evaluation de P’activité cytosolique de la SOD dans les tissus hépatiques des souris intoxiqués
par le paracétamol et traités par I’extrait méthanolique de la plante Cf. [’activité de la SOD a été
quantifiée dans la fraction cytosolique du tissus hépatique provenant d’animaux traité ou non par I’APAP et
[’extrait méthanolique de Cf et ceci, sleon le protocole Patel et Katyare (2006) C- : contréle négatif (I’eau
distillée) ; C+ : contrdle positif (APAP 500 mg/kg) ; contréle 100 : (I’extrait a 100 mg/kg et [’eau distilée) ;
contréle 200 : (L’extrait a 200 mg/kg et [’eau distilée) ; Test 100 : (L’extrait 100 mg/kg et APAP a 500
mg/kg) ; Test 200 : (L extrait a 200 mg/kg et APAP & 500 mg/kg) ; chaque valeur représente la moyenne +
SD (n=4) ;*: p<0.05, **:p <0.01, ***:p <0.001 une différence significative par rapport au groupe des
souris contréle, p« < 0.05, p* < 0.01, p?< 0.001 une différence significative par rapport au groupe des souris
témoins. ns : une différence non significative.

Dans notre étude nous avons constaté une réduction significative de I’activité de la CAT au
niveau du foie chez les souris témoins injectés par I’APAP par rapport aux souris saines (Fig. 12).
D’autre part, on a constaté que I’administration de 1’extrait méthanolique (200 mg/Kg) a permis une

augmentation hautement significative de I’activité de la CAT réduite par I’administration du APAP.
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Cette augmentation est de I'ordre de 75,35 %, qui est supperieure a celle des souris du
controle négatif. L’augmentation de ’activité de la CAT peut étre d0 a la réactivité par des
principes actifs présents dans 1’extrait méthanolique de Cf, qui ont pu provoquer une augmentation
de la capacité de détoxication par I'amélioration de la capture des radicaux libres. De nombreux
travaux ont montré 1’effet hépatoprotecteur des plantes médicinales (AL-Shabanah et al., 2000 ;
Teocharis et al., 2001 ; Brai et al., 2014).
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Fig.12. Intoxiqués par PAPAP et traités par I’extrait méthanolique de la plante Cf. l’activité de la CAT
a été quantifiée dans la fraction cytosolique du tissu hépatique provenant d’animaux traité ou non par
[’APAP et [’extrait méthanolique de Cf et ceci, seon le protocole Claiborne (1986). C- : contréle négatif
(I’eau physiologique) ; C+ : contréle positif (APAP (500 mg/kg) ; contréle 100 : (I’extrait a 100 mg/kg et
leau distillée) ; controle 200 : (L extrait a 200 mg/kg et ['eau distillée) ; Test 100 : (L extrait 100 mg/kg et
APAP & 500 mg/kg) ; Test 200 : (L extrait a 200 mg/kg et APAP a 500 mg/kg) ; chaque valeur représente la
moyenne =+ SD (n=4) ; * : p <0.05, ** : p <0.01, ***: p <0.001 une différence significative par rapport au
groupe des souris contréle, p¢ < 0.05, p® < 0.01, p¢ < 0.001 une différence significative par rapport au
groupe des souris témoins ns : une différence non significative.

Les lésions du foie induites par différents agents hépatotoxiques sont reconnues comme un
probleme majeur toxicologique qui conduit a la mort. Les médicaments classiques qui stimulent la
fonction hépatique et offrent une protection du foie sont rares et sont hépatotoxiques a une
certainedose. Le traitement naturel basé sur I’utilisation des plantes médicinales est considéré
comme étant efficace et sans effets indésirables (Arem et al., 2014).

La présente étude a pour but d’évaluer I’activité hépatoprotectrice de I’extrait méthanolique
de Cf, une plante médicinale largement utilisée pour un certain nombre de maladies, y comprisle
diabete, la malaria ainsi que les maladies de la peau et du foie. Pour I’étude de Il’activité
hépatoprotectrice de I’extrait de Cf, un modeles trés utilisé (Mayuren et al., 2010) ou
I’hépatotoxicité est induite par I’ APAP a été utilisé. A des doses élevées, I’APAP devient toxique

et peut induire une nécrose hépatique fatale (Gujrati et al., 2007).
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En effet, & forte doses il est oxydé par le cytochrome P450 en NAPQI nocif et hautement
réactif (Ibrahim et al., 2011). A I’état normal, ce produit est conjugué rapidement avec le GSH et
excrété dans les urines (Mayuren et al., 2010, Mazaleuskayaet et al., 2015). Lorsque le taux de
NAPQI formé est supérieur au GSH disponible pour la conjugaison, le NAPQI non lié devient
toxique en réagissant avec les macromolécules cellulaires (Shah et Deval., 2011). Ce produit
toxique se lie de maniére covalente a des protéines intracellulaires contenant des groupements
sulfhydryle et par conséquent, il conduit & une nécrose hépatique centrolobulaire (Salminen et al.,
2012), une perturbation de 1’homéostasie calcique, un dysfonctionnement mitochondrial, et un
stress oxydant comme il peut conduire a des endommagements cellulaires aboutissant a la nécrose
(Hinson et al., 2010 ; Bhattacharyya et al., 2013).

Notre étude suggere que la diminution marquée au niveau de D’activité des enzymes
antioxydantes observée aprés adminstration d'une dose toxique unique du APAP est une
manifestation claire d'inactivation ou d'échec des enzymes antioxydantes a éliminer la formation
excessive de radicaux libres entrainant I'accumulation de radicaux libres et le déséquilibre rédox qui
a son tourpropage, le stress oxydatif et les Iésions hépatiques. En correlation avec nos résultats, il a
été signalé que le surdosage en paracétamol pouvait provoquer une hépatotoxicité par des
mécanismes déclenchant la formation d’especes réactives de l'oxygene , telles que 1’anion
superoxyde (0%), le peroxyde d’hydrogéne (H20) et le radical hydroxyle (HO ), espéces
Réactives de I’azote (RNS), telles que I’oxyde nitrique etperoxynitrite (ONOO ). Le niveau élevé
de ERO présentait une cascade de dommages oxydatifs entrainant un stress oxydatif, lequel induit a
son tour diverses actions délétéres, notamment I'activation de la peroxydation lipidigue, I'oxydation
des protéines thiols, en particulier dans les mitochondries, la réponse inflammatoire et la
fragmentation de I'ADN qui propagent la lésion hépatocellulaire et la nécrose centrolobulaire du
foie. Par conséquent, le stress oxydatif constitue un mécanisme majeur sous-jacent a la pathogenése
des lésions hépatiques induites par I’APAP (FDA, 2009 ; Jaeschkea et Bajt, 2010).

Le glutathion joue un réle dans I'élimination des espéces de radicaux libres par le biais des
activités GPx et GST et dans le maintien des thiols des protéines membranaires (Mandade, 2011).

La présente étude suggere que la diminution du GSH intacellulaire aprés adminstration d'une
dose importante du APAP entraine un mécanisme de détoxification inadéquat et une défaillance des
mécanismes de défense anti-oxydants pour empécher la formation d'une accumulation excessive de
métabolites hautement toxiques (NAPQI) et de radicaux libres. Conformément a nos résultats,
Parmar et ses collaborateurs., (2010) et Mandade (2011) ont montré que I'épuisement du GSH dans
les mitochondries hépatiques est considéré comme le mécanisme le plus important de

I'népatotoxicité induite par I’APAP.
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Par conséquent, les suppléments naturels susceptibles de servir de source ou d’améliorer la
synthése du GSH et d’activer le systéme de défense anti-oxydant sont particulierement importants
pour réduire les dommages oxydatifs cumulatifs et contrecarrer la toxicité du paracétamol.

Dans la présente étude, les groupes intoxiqués par le par ’APAP traité préalablement avec
des extraits de racines testés pendant 5 jours ont été capables d'empécher la diminution des activités
des enzymes antioxydantes hépatiques et du GSH; par conséquent, ils empéchent l'accumulation
excessive de radicaux libres et protegent le foie de l'intoxication par I’APAP. Ces mémes
hypothéses sont avancées dans les travaux de Chandan etses collaborateurs., (2007) et Raja et ses

collaborateurs., (2007) obtenus avec les especes Aloebarbadensis et Cytisusscorparius.

28



PARTIE IV

CONCLUSION



Conclusion

L’objectif de ce travail était d’adopter des bases scientifiques pour I’évaluation de certaines
études biologiques attribuées a la plante médicinale «Centaurea fragilis », choisie sur la base de son
usage traditionnel. Dans cette étude, les extraits de cette plante semblent présenter un intérét réel
dans la protection contre les effets du stress oxydatif.

Le méthanol s’est avéré le meilleur solvant d’extraction des composés phénoliques, grace a sa
capacité d’extraire les molécules polaires et apolaires ce qui s’est traduit par le bon rendement
obtenu avec ce solvant.

Apres le dosage des principes actifs, nous nous sommes intéressés sur les vertus biologiques
de cette plante, et plus précisément, I’activité antioxydante. L’activité antioxydante a été évaluée
avec le test de DPPH, qui montre que les polyphénols de Cf ont un pouvoir antioxydant
concentration-dépendante important.

Dans le cas de I’effet préventif, les résultats montrent une amelioration considérable dans le
statut des marqueurs du stress oxydant (SOD, CAT et GSH) au niveau tissulaire. Ceci di a la
richesse de la plante en composés phénoliques, ce qui peut certifier I’effet protecteur du Cf.

Les résultats obtenus lors de cette étude sont intéressants, cependant des etudes
complémentaires sont nécessaires pour comprendre les mécanismes moléculaires et cellulaires de
ces effets. Ces études doivent étre aussi orientées vers la détermination des composés actifs dans les
extraits de Cf et ’évaluation de leurs effets sur les signalisations impliquée dans les processus de la
toxicité hépatique ainsi que les enzymes impliquées dans la production des espéces oxygénées

réactives.
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Theme
Effet hépato-protecteur de I’extrait méthanolique de la plante Centaurea fragilis chez la
souris intoxiquées par le paracétamol

Résumé

Le present travail a pour objectif d’évaluer les activités antioxydantes et antihépatotoxiques des
extraits bruts de Centaurea fragilis. Le dosage des polyphénols et des flavonoides révéle leur existence
dans tous les extraits (Extrait aqueux et méthanolique), et I’extrait méthanolique est le plus riche en
composés phénoliques avec un taux de 27,86 + 0,18 ug EAG/mg. Les résultats obtenus in vitro
montrent que les extraits sont dotés d’un pouvoir antioxydant important ; I’extrait méthanolique est le
plus actif. In vivo, afin d’évaluer un pouvoir hépato-protecteur (préventif) chez les souris,
I’hépatotoxicité a été induite par le paracétamol apres le traitement des souris pendant 5 jours. L’extrait
brut @ 200 mg/Kg a montré un effet hépato-protecteur important avec une amélioration des taux des
marqueurs du stress oxydant (GSH, CAT et SOD).

En conclusion, cette étude soutient I'utilisation traditionnelle de cette plante pour traiter certains
désordres liés au stress oxydant.
Mots-clés : Centaurea fragilis, antioxydant, hépato-toxicité, GSH, SOD, CAT , paracétamol.

Abstract

The present work aims to evaluate the antioxidant and anti-hepatotoxic activities of the crude
extracts of Centaurea fragilis. The determination of polyphenols and flavonoids reveals their existence
in all extracts (agueous and methanolic extract), and the methanolic extractis the richest in phenolic
compounds with a rate of 27.86 + 0.18 ug EAG / mg. The results obtained in vitro show that the
extracts have an important antioxidant power; the methanolic extractis the most active. In vivo, in order
to evaluate a hepatoprotective (preventive) potency in mice, hepatotoxicity was induced by paracetamol
after treatment of mice for 5 days. The crude extract at 200 mg / kg showed a significant hepato-
preventive effect with an improvement in the status of markers of oxidative stress (GSH, CAT and
SOD).
In conclusion, this study supports the traditional use of this plant to treat certain disorders related to
oxidative stress.
Keywords: Centaurea fragilis, antioxidant, hepatotoxicity, GSH, SOD, CAT , paracetamol.
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