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Résumé

Afin de contribuer a I’¢laboration d’une pharmacopée algérienne, ainsi qu’a la sauvegarde
du patrimoine lié a l'utilisation des plantes spontanées en médecine traditionnelle, ce travail
s'est intéressé a 1’étude des propriétés chimiques et pharmacologiques d’une espéce de plante
de la région des Aures nommée Centaurea tougourensis Boiss. & Reut. Sur le plan
phytochimique, cette espece a montré une richesse en diverses classes de métabolites
secondaires, avec une teneur en polyphénols élevé pour I’extrait n-BuOH et EA qui était de
(85.44 + 3.89ug EAG mg/ d’extrait) et (124.02 £ 1.57ug EAG mg/ d’extrait) respectivement.
L’analyse par HPLC-DAD a révélé au niveau de ces deux extraits la présence de 13 composés
qui étaient principalement des flavonoides et des acides phénoliques. L’analyse par GC-MS a
permis d’identifier 45 composés dans l'extrait n-BuOH et 23 composés dans 'extrait EA de C.
tougourensis.

Sur le plan pharmacologique, I’extrait n-BuOH a montré de meilleurs résultats par rapport
a ’extrait EA et les résultats ont évolué d’une mani¢re dose-dépendante. Les différents tests
antioxydants ont montré de bonnes valeurs d’ICso et d’Aos pour I'extrait n-BuOH, qui se
rapprochaient pour certains tests des valeurs des standards. Ces valeurs étaient de 0.72 + 0.07
ug/mL pour le test DPPH, 8.04 + 0.21ug/mL pour le test ABTS, 4.46 + 0.55 pg/mL pour le test
de la phénanthroline, 4.25 + 0.6 pg/mL pour le test GOR, 11.16 +0.64 pg/mL pour le test FRAP
et inférieur a 3.125 pg/mL pour le test CUPRAC. Cet extrait a accéléré le temps de coagulation
avec un pourcentage maximal de (86.71%) pour la concentration testée de 4 mg/mL. L’activité
neuroprotectrice de ’extrait n-BuOH était également considérable avec des valeurs ICso de 9.8
+ 0.62 pg/mL pour le test d'inhibition de l'acétylcholinestérase et de 173.53 + 0.04 ug/MI1 pour
le test d'inhibition de la butyrylcholinestérase. L’activité anti-inflammatoire in-vitro a été testée
par deux tests, le test de stabilisation des membranes des globules rouges, qui a révélé¢ une
valeur ECso de I’extrait n-BuOH de 154.15 + 0.14ug/mL et le test de dénaturation des protéines
ayant révélé des valeurs ECso pour le méme extrait, qui était de 335 + 0.03 pg/mL pour le test
BSA et 120.81 £+ 0.2ug/mL pour celui de I’ceuf de poule. L’inhibition de I’activité de I’alpha
amylase a également été évaluée et les deux extraits n-BuOH et EA semblent avoir un effet
d’inhibition comparable sur cette enzyme. Les valeurs ICso étaient de 711.5 + 0.03ug/mL pour
I’extrait n-BuOH et 962 + 0.02 pour EA. L’extrait n-BuOH a montré un facteur de protection
solaire maximal de (56.035). Concernant 1’activité antimicrobienne, I’extrait EA a été plus actif
et a montré des concentrations minimales inhibitrices (CMI) de 0.00625 mg/mL contre
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) et 0.0125 mg/mL contre Escherichia coli pathogene.

La partie in-vivo a été réalisée avec I’extrait n-BuOH, le test de toxicité aigu€ n’a révélé
aucun signe de toxicité de la plante et ceci méme pour la dose testée de 2000 mg/kg. Les divers
résultats obtenus suggerent que C. rougourensis posséderait une bonne activité analgésique,
anti-inflammatoire, antipyrétique, antiulcéreuse, hépatoprotectrice et cicatrisante et ceci pour
les deux concentrations testées (200 et 400 mg/kg) mais les résultats ont été considérés
meilleurs avec la concentration de 400 mg/kg. Cette plante a également montré une bonne
activité antidiabétique, que ce soit pour le test de tolérance au glucose (OGTT) ou bien du
diabete induit par la streptozotocine. Les divers examens histologiques ont appuyé les résultats
obtenus, ainsi que I’analyse des paramétres biochimiques et hématologiques.

Ces résultats encourageants montrent le potentiel pharmacologique des especes Centaurea
et indiquent que C. tougourensis pourrait avoir des effets thérapeutiques prometteurs dans le
traitement de plusieurs maladies chroniques associées a I'inflammation et au diabete.

Mots clés: Centaurea tougournsis, phytochimie, activités biologiques, parametres
biochimiques, parametres hématologiques, histologie.



Abstract

In order to contribute to the elaboration of an Algerian pharmacopoeia, as well as to the
preservation of the heritage linked to the use of spontaneous plants in traditional medicine, this
work was interested in the study of the chemical and pharmacological properties of a plant
species from the Aures region named Centaurea tougourensis Boiss. & Reut.

Phytochemically, this species showed a richness in various classes of secondary metabolites,
with a high polyphenol content for the n-BuOH and EA extracts, which were (85.44 +3.89 ug
EAG mg / extract) and (124.02 £ 1.57 ug EAG mg / extract) respectively. HPLC-DAD analysis
revealed in these two extracts the presence of 13 compounds which were mainly flavonoids and
phenolic acids. The GC-MS approachrevealed the presence of 45 compounds in the n-BuOH
extract and 23 compounds in the EA extract of C. tougourensis.

Pharmacologically, the n-BuOH extract of the plant showed better results compared to the
EA extract, and the results evolved in a dose-dependent manner. The various antioxidant tests
revealed good ICsp and Ao values for the n-BuOH extract which for some tests approximated
the values of the standards. These values were 0.72 + 0.07 pg / mL For the DPPH test, 8.04 +
0.21pg / mL for the ABTS test, 4.46 + 0.55 ug / mL for the phenanthroline test, 4.25 £ 0.6 ug /
mL for the GOR test, 11.16 + 0.64 pg / mL for the FRAP test, and less than 3.125 pg / mL for
the CUPRAC test. This extract accelerated the clotting time with a maximum percentage of
(86.71%) for the tested concentration of 4 mg / mL. The neuroprotective activity of the n-BuOH
extract was also considerable, with ICso values 0of 9.8 +0.62 ug / mL for the acetylcholinesterase
inhibition test and 173.53 + 0.04 pg / mL for the inhibition test of butyrylcholinesterase. The
anti-inflammatory activity in vitro was tested via two tests, the red blood cell membrane
stabilization test, which revealed an ECso value of the n-BuOH extract of 154.15 + 0.14 pg /
mL, and the test denaturation of proteins, which revealed ECs¢ values for the same extract of
335 £0.03 pg / mL for the BSA test, and 120.81 £0.2 pg / mL for those of hen's egg. Inhibition
of alpha amylase activity was also evaluated, and both n-BuOH and EA extracts from C.
tougourensis appear to have a comparable inhibitory effect on this enzyme. The ICs¢ values
were 711.5 £ 0.03 pg / mL for n-BuOH and 962 + 0.02 for EA. The n-BuOH extract showed a
maximum sun protection factor of (56.035). However, regarding antimicrobial activity, EA
extract was more active, and showed minimum inhibitory concentrations (MIC) of 0.00625 mg
/ mL against Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and 0.0125 mg / mL against pathogenic
Escherichia coli.

The in-vivo axis was investigated with the n-BuOH extract, the acute toxicity test revealed
no signs of plant toxicity, even for the tested dose of 2000 mg / kg. The various results obtained
suggest that C. fougourensis will have good analgesic, anti-inflammatory, antipyretic, antiulcer,
hepatoprotective and healing activity, and this for the two concentrations tested (200 and 400
mg / kg), but the results were considered better using the concentration of 400 mg / kg. This
plant has also shown good antidiabetic activity, whether for the glucose tolerance test (OGTT)
or for diabetes induced by streptozotocin. The various histological examinations supported the
results obtained, as well as the analysis of the biochemical and hematological parameters of the
blood.

These encouraging results once again show the pharmacological potential of Centaurea
species, and indicate that C. tougourensis may have promising therapeutic effects in the
treatment of several chronic diseases associated with inflammation and diabetes.

Keywords : Centaurea tougournsis, phytochemistry, biological activities, biochemical
parameters, hematological parameters, histology.
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Introduction générale

L’homme a toujours entretenu une relation trés spéciale avec les plantes et leur histoire
depuis I’antiquité interconnectée, indique I’'usage par I’étre humain des plantes pour faire face
aux contraintes quotidiennes (Sen et Samanta, 2015) ; par exemple soulager des maux de téte,
un transit digestif ou bien soigner une plaie avant qu’elle ne s’infecte (Jones, 1996). Ces
dernieres décennies, plusieurs études ont montré le réel potentiel des plantes ayant traité
efficacement plusieurs pathologies surtout celles chroniques telles que le diabéte, I’arthrose,
I’asthme (Peltzer et Pengpid, 2019) et méme a frein¢ I’évolution des maladies neuro-
dégénératives telles que la sclérose en plaque, I’alzheimer ou bien le parkinson (Pohl et al.,
2018).

La phytothérapie a également accompagné beaucoup de civilisations tres anciennes telles
que la civilisation chinoise qui continue jusqu’a présent d’utiliser les plantes, par exemple
comme infusion pour soigner la lithiase rénale (Zhu et al., 1998), et des ouvrages médicinaux
appartenant a des civilisations arabes tres anciennes contenaient plusieurs préparations
thérapeutiques a base de plantes (Saad et al., 2005), ce qui prouve une fois de plus les vertus
médicinales des plantes.

Les plantes ont depuis treés longtemps fasciné la communauté scientifique et médicale de
par leurs diversités et propriétés pharmacologiques inépuisables (Sofowora et al., 2013), qui ne
cessent de nous étonner de jour en jour. On compte aujourd’hui, pas moins de 450.000 especes
de plantes a travers le monde (Pimm et Jopp, 2020) et le potentiel chimique et biologique de
beaucoup de plantes restent encore a étre étudiées.

Les plantes doivent leurs propriétés biologiques a des molécules clés qui entrent dans leurs
compositions appelées métabolites secondaires (Shen et al., 2019). Une multitude de classes de
métabolites secondaires existe et ainsi la richesse d’une plante en tel ou tel type de ces
molécules définirait en grande partie I’activité biologique probable de la plante en question
(Erb et Kliebenstein, 2020). Parmi ces classes ; on retrouve les flavonoides, les terpenes, les
saponines, les alcaloides, les iridoides, les tannins ainsi que d’autres classes de molécules
bioactives (Nascimento et Fett-Neto, 2010 ; Guerriero ef al., 2018 ; Yang et al., 2018).

L’industrie pharmaceutique rencontre aujourd’hui des difficultés pour subvenir aux
besoins croissants de la population mondiale. En effet, I’apparition successive de plusieurs
épidémies (Ahmadiani et Nikfar, 2016) et parfois méme de pandémies telles que la Covid-19
(Kobayashi et al., 2020), qui a completement bouleversé les codes de la science, a montré la
nécessité de revoir notre approche pharmacologique.

L’utilisation des plantes a également attiré 1’attention d’autres secteurs tels que celui de la

biotechnologie dont leurs fruits de recherche ont permis d’élaborer par exemple un carburant
1
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écologique a base de plantes appelé communément biocarburant (Li ef al., 2014) a la fois non
couteux mais surtout respectueux de 1’environnement et ainsi de remplacer les combustibles
fossiles classiques tres nocifs (Reid et al., 2020).

Le secteur industriel pharmaceutique a également trouvé son compte, en effet,
I’¢laboration de médicaments a base de plantes, s’est révélé €tre plus rentable sur le plan
économique mais également sur le plan pharmacologique (Dev, 2010). En effet, I'utilisation
des médicaments actuels tels que les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) pour traiter
les maladies chroniques inflammatoires a malheureusement beaucoup d’effets secondaires
pouvant aller d’une simple douleur d'estomac ou diarrhée jusqu’a des conséquences parfois
méme irréversibles (Harirforoosh et al., 2013).

Des études tres récentes ont méme suggéré que les composés bioactifs des plantes peuvent
méme agir au niveau de ’ADN d’un organisme et prévenir I’apparition des mutations et méme
favoriser le processus de leur réparation (Chevigny et al., 2020) ou de recombinaison
génétique (Metje-Sprink et al., 2019) et semble par ailleurs influencer le niveau énergétique
des cellules en interagissant avec leurs mitochondries, ce qui suggere que les plantes pourraient
influencer le niveau énergétique de la cellule (Huang et al., 2019) et ceci révele une nouvelle
fois les capacités inépuisables des plantes.

L’objectif principal de ce travail est la valorisation de la flore algérienne et plus
particulierement des especes de la région des Aures. Ainsi, une espece en particulier fait 1’objet
de cette étude. Cette espece endémique s’appelle Centaurea tougourensis et le peu de travaux
antérieurs réalisés sur sa phytochimie nous a poussé a I’investiguer en profondeur afin
d’identifier les molécules bioactives responsables de ces propriétés pharmacologiques, mais
¢galement d’utiliser des modeles d’expérimentation in vitro et in vivo afin de déceler les
propriétés biologiques de cette espece.

La parties bibliographique sera subdivisé en deux chapitre :

Un premier chapitre sera consacré a la description du genre Centaurea, sur le plan
morphologique, génétique, chimique et pharmacologique et au soulignement des divers travaux
et avancées scientifiques réalisés sur les especes du genre Centaurea.

Le deuxieme chapitre s’intéresse a [’étude des propriétés pharmacologiques des
métabolites secondaires des plantes, principalement des polyphénols, des quinones, des
terpénoides, des des alcaloides, des hétérosides cardiotoniques et des glucosinolates.

L’étude expérimentale sera subdivisée en deux volets :

Le premier volet dit matériel et méthodes, décrira la zone ou la plante a été récoltée,

ensuite le procédé utilisé lors de I’extraction et I’obtention des diverses fractions et également

2
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I’approche phytochimique qui servira a I’identification des divers composés bioactifs de la
plante notament la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse
(GC-MS), ainsi qu’une chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC).

L’évaluation du potentiel pharmacologique de C. fougourensis sera faite par des tests in
vitro et in vivo.

Le test Anova sera utilisé lors du traitement statistique des divers résultats obtenus et ceci
a ’aide du logiciel GraphPad Prism.

Le deuxieme volet sera consacré pour les résultats et la discussion, dans lequel seront
exposés tous nos résultats aux moyens de tableaux et graphiques, interprétés et discutés.

Enfin, ce travail sera cloturé par une conclusion générale avec des perspectives envisagées

pour permettre de pousuivre ce travail et d’explorer de nouvelles voies.
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CHAPITRE 1 Données actuelles sur l'espece Centaurea tougourensis Boiss. & Reut

1. Famille des Astéracées

1.1. Position systématique

Les Astéracées sont I’'une des plus grandes familles des Angiospermes et tiennent une
place trés importante dans le régne végétal. A elle seule, regroupe plus de 23600 especes
reparties entre 1620 genres ainsi que 13 autres sous familles (Bremer, 1994). Les deux
principales sous familles sontrespectivement Asteroideae et Cichoriodeae, et c’estle Botaniste
allemand «Paul Dietrich Giseke» qui a été le premier a avoir décrit les Astéracées en 1792.

D’apres les botanistes, le genre Senecio est le plus prédominant en qualité de nombre
d’espéces dans cette famille avec plus de 1500 especes, suivi de Vernonia (1000 especes) puis
Cousinia (600 especes) et enfin Centaurea (600 especes). Et, en Algérie, il en existe 109
genres et 408 especes (Harbone et Swain, 1969).
1.2. Caractéristiques botaniques

Les membres de cette famille se caractérisent par des tiges de forme cylindrique et velue,
pouvant étre épineuses ou sans. Leurs feuilles peuvent étre alternes ou opposées, leur capitule
peut étre homogame ou bien hétérogame. Leur ligulée tubulaire comprend cinq lobes. Enfin,
les racines sont pivotantes et fibreuses (Crounse et al., 1980).
1.3. Répartition géographique

Comme représentée dans la Figure 1, la distribution des Astéracées s’étend des régions
subpolaires jusqu’aux régions tropicales et subtropicales du globe (Barreda et al., 2015). Ce
sont des plantes a majorité herbacées mais cette famille peut également comprendre des
arbres, des arbustes, ou des lianes (Fiz et al., 2002).

La majorité des especes de cette famille peuvent soit vivre dans les endroits humides,
elles sont alors qualifiées d’hydrophytes, ou bien dans les lieux secs et désertiques d’ou

I’appellation xérophyte (Rivera et al., 2017).



CHAPITRE 1 Données actuelles sur l'espece Centaurea tougourensis Boiss. & Reut

i d—
-t

——4
e 25

Figure 1. Répartition géographique des Astéracées dans le monde (marquée avec des cercles)

(Chikov, 1983).

2. Especes du genre Centaurea
2.1. Caractéristiques botaniques

Les especes de ce genre ont beaucoup de points en commun avec les chardons et les
cirses, ainsi il est trés important de s’appuyer sur I’ouvrage de Mabberley (1987) décrivant en
détail les caractéristiques botaniques des especes du genre Centaurea. Ainsi d’apres ce
chercheur, les Centaurea seraient des herbacées annuelles, bisannuelles ou vivaces possédant
des feuilles a épines faibles et peu piquantes. Leurs fleurs sont toutes des tubules, multiflores
en cinq lobes et leur couleur vire le plus souventau violet, mais il existe aussi quelques
especes a fleurs jaunes. Les aigrettes de leurs fleurs centrales, peuvent étre a soit lisses ou
bien a dents courtes. En revanche, les bractées sont le plus souvent inégales, ou bien
terminées par une formation différentiée qui porte une épine pectinée. La centaurée est une
plante qui demande peu d’entretien, elle pousse dans des sols pauvres, secs, voire rocailleux.
2.2. Caractéristiques génétiques

Il est tres intéressant de constater que le nombre de chromosomes de base des especes du
genre Centaurea est de x=9 et que la plupart des populations dénombrées sont soit diploides
(2n=18) ou bien tétraploides (2n=36) (Mraz et al., 2012). Cependant, dans quelques
exceptions, certaines especes du genre Centaurea ont un nombre hexaploides (2n=54) telles
que C. Carystea et C. Cithaeronea (Trigas et al., 2008 ; Martin et al., 2009) et d’autres
travaux ont méme montré un nombre divergent de chromosomes (x=11) chez d’autres especes
de Centaurea telles que C. Subtilis et C. Exarata (Garcia-Jacas et al., 2006 ; Hilpold et al.,
2009) (Figure 02).
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Figure 2. Caractéristiques génétiques des especes du genre Centaurea (Requena et al.,

2020).

2.3. Répartition géographique

Plus de 600 especes de plantes herbacées composent le genre Centaurea et leur
distribution est principalement centrée au niveau de la région méditerranéenne et 1’Asie de
l'ouest. Et comme le montre la Figure3, beaucoup d’especes de ce genre sont rencontrées en
Espagne, Italie, Turquie, Roumanie et quelques unes en Algérie et au Maroc (Hilpold ef al.,
2014). A noter également que le nom et le nombre d’especes rencontrées sont également

indiqués dans la Figure 3.

EPLN.
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C. cyrenaica :
C. damascens y .
f/g ”

Figure 3. Principaux secteurs de distribution des especes du genre Centaurea dans le monde
(Hilpold et al., 2014). Les zones en gris foncé représentent les zones avec plus d'une espece

présente, celles en gris clair une seule espece est présente.
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2.4. Caractéristiques phytochimiques

Les especes du genre Centaurea sont tres riches en tannins, flavonoides, alcaloides,
terpénes, saponines et stéroides et ceci sur les divers extraits évalués (Milosevié et al., 2013 ;
Trendafilova et al., 2015 ; Zater et al., 2016 ; Baatouche ef al., 2019). Ainsi, plusieurs
études ont été menées sur des especes Centaurea endémiques de 1’ Algérie.

Depuis 1977 jusqu’a 2018, ces études ont montré qu’elle était constituée de 41% de
flavonoides, suivie de 38% de sesquiterpenes lactones, de 9% d’acides phénoliques, de 4% de
triterpénoides et de 9% d’autres constituants (Dittrich ef al., 1977 ; Battandier, 1989 ;
Susanna et Garcia-Jacas, 2007 ; Ayad et Akkal, 2019).

2.5. Usages traditionnels

D’apres les historiens, la premiere apparition du terme Centaurea remonte a I’antiquité et
plus précisément a la Grece antique ou cette plante avait guérie un soldat qui avait regu une
fleche empoisonnée (Gledhill, 2008).

Ainsi, au cours des années, de nombreuses études menées sur les especes du genre
Centaurea ont démontré leurs potentiels pharmacologiques, et ceci serait du en partie a la
richesse de ces especes en composés bioactifs naturels. Ainsi les Centaurea sont tres utilisées
en médecine traditionnelle pour soignerles hémorroides, la constipation, les abces, les plaies,
les saignements des gencives, le thume, le traitement de la jaunisse et les calculs rénaux et
posséderaient méme des propriétés diurétiques (Benarba et al., 2015 ; Carvalho et al.,
2018 ; Michel et al., 2020).

Dans les pays asiatiques, les Centaurea sont préparées comme infusion afin d’aider a se
relaxer, et a diminuer le stress et ’anxiété (Yeung et al., 2012). Ces plantes améliorent méme
la digestion et éventuellement soutenant les réactions enzymatiques au niveau du foie (Kose
et al., 2016) et aident a la résistance contre les infections (Rusak et al., 1991). Les Centaurea
ont également prouvé leurs potentiels antioxydant, immunomodulateur, anti-inflammatoire,
antidiabétique et antimicrobien (Chucla et al., 1988 ; Koca et al., 2009 ; Csupor ef al., 2011
; Naeim et al., 2020).

Des études récentes (Dimki¢ et al., 2020 ; Nasr et al., 2020) ont montré que le
Centaurea serait capable d’inhiber la prolifération de plusieurs lignées cancéreuses, ce qui
ouvre la porte a de nombreuses voies thérapeutiques. Une autre étude récente amémemontré

qu’elles pourraientétre utilisées comme insecticides (Khanavi et al., 2011).
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Le Tableau 1 récapitule les composées bioactifsidentifiés de quelques especes du genre

Centaurea tougourensis au cours de ces dernieres années ainsi que leurs effets

pharmacologiques résultants.

Tableau 1. Récapitulatif des composés identifiés de quelques especes du genre Centaurea

avec leurs propriétés pharmacologiques.

Especes de Composés Structure Activités
Centaurea identifiés biologiques
Pectolarigenine » Activité anti-

inflammatoire

Népétine » Activité anti-
ulcéreuse
_OH
- ] o
Jaceosidine HO | /~\/°| o > Activité
NoT N cytotoxique
C. sulphurea o9
Cirsilineol ™1 > Activité
HCO_A
cho’g‘dl ol A~/ OCH antioxydante
S PN OH
Eupatiline > Activité
p o

antivirale

Références
bibliographiques

Belcacem et al.,

2014

Kabouche et al.,
2011

Rodrigo et al.,
2010

Giangaspero et al.,

2009

Hinderer et Seitz,

1998
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Composés

Especes de Compos¢
identifiés

Centaurea

Onopordo-

picrine

C. melitensis Acide Proto-

catéchique

Arctiopicrine

Activités
biologiques

Structure

> Activité

antioxydante

> Activité

antiparasitaire

> Activité

cytotoxique

> Activité anti-

Mo hyperglycémique

w— o | > Activité anti-

inflammatoire

Données actuelles sur l'espece Centaurea tougourensis Boiss. & Reut

Références
bibliographiques

Monjane et al.,
2018

Semaming et al.,

2015

Ayad et al., 2012

Lonergan ef al.,

1992
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Especes de Composés

: YOSE Structure
Centaurea identifiés
' oH
5-Acétyl |
N
melitensine O-—
AcD
(o]
(T
L. HO. O\ P
Quercétine e | ~ |
1
oH ©
C. Desacylcynaro
omphalotricha picrine
Sauprine wd | Yo —om
0
Lutéoline

Tenaxine 11

Activités
biologiques

> Activité

neuroprotéctrice

> Activité

antioxydante

> Activité anti-

inflammatoire

> Activité anti-

cancéreuse

> Activité

hépatoprotéctive

Données actuelles sur l'espece Centaurea tougourensis Boiss. & Reut

Références
bibliographiques

Xuetal., 2019

Anand David et
al., 2016

Ansar et al., 2016

Hohmann et al.,

2016

Kolli et al., 2012

Mouffok et al.,
2012
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Espeéces de Composés
Centaurea identifiés
19-
Deoxyrepine

Linichlorine B
C.

musimomum

Janerine

Repine

Cynaratriol

Structure
/ H | \ 0
e o [
0 \ - I

Données actuelles sur l'espece Centaurea tougourensis Boiss. & Reut

Activités Références
biologiques bibliographiques
> Activité Shakeri ef al.,
cytotoxique 2018
> Activité anti- Zhao et al., 2017
inflammatoire
Saklani et al., 2012
Mouffok et al.,
> Activité 2012
immunomodulatrice

Muhammad et al.,

2003

Lépez-Rodriguez

> Activité et al., 2009
antidiabétique
Medjroubi et al.,
2005

AKbar et al., 1995

p—
p—
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Especes de Composés Activités Références
Centaurea identifiés Structure biologiques bibliographiques

Santamarine > Activités Jalal et al., 2020
antitumorales
/.-K\‘ " H . e, . .
’ » Activité anti- Krzyzaniak et al.,
;u\\/;\ S s \_//\LI. . .
Patulitrine ./ ' inflammatoires 2017
07 SN N
. \ .
C. acaulis Pl ""'-\,) >  Activité Coronado-Aceves
Costunolide / ;-A\g’\!t insecticide et al., 2016
~
o
Costunolide > Activité Bentamene ef al.,
antioxydante 2005

12



CHAPITRE 1

Composés

Especes de Compos¢
identifiés

Centaurea

Scopolétine

Apigénine

C. maroccana

Hispiduline

11,13-Dihydro-

mélitensine

Structure

Activités
biologiques

> Activité

antioxydante

> Activité

photoprotectrice

» Régulateur de la
transcription de
I’ADN et des
facteurs de

croissances (GH)

> Activité

antimicrobienne

Données actuelles sur l'espece Centaurea tougourensis Boiss. & Reut

Références
bibliographiques

Salehi et al., 2019

Bicha et al., 2013

Min et al., 2009

Bentamene et al.,

2007

Djeddi et al., 2007

Joseph et al., 2003
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Composés

Especes de Compos¢
identifiés

Centaurea

11B,13-
Dihydro-

salonitenolide

8-Oxo0-15-
hydroxygermac

ra-1(10), E,
47Z-dien-11pH-

12,6a-o0lide

C. pullata

11B,13-
Dihydro-19-

deoxycnicine

Mélitensine

Structure

_OH

\ Yy ’ OA
~ E:rva"‘
HO' "?:»O
0
.
HO
0
o
" \ (]

Données actuelles sur l'espece Centaurea tougourensis Boiss. & Reut

Activités __Références

biologiques bibliographiques

Gyovai et al., 2018
Activité
antimicrobienne

Peng et al., 2017
Activité
antiproliférative Zhao et al., 2014
Activité Storbeck et al.,
androgénique
2013

Activité o
antituberculeuse ~ Dieddi et al., 2008

Benayache et al.,

1992
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Especes de Composés Activités Références
Centaurea identifiés Structure biologiques bibliographiques
0
Vanilline H > Activité Arya et al., 2021
HO antioxydante

\ > Activité
0 anticancéreuse Bezerra et al.,
C. diluta Arctigénine o 2016
> Activité Tai et al., 2011
antimicrobienne
0 p— > Activité Santosh Kumar et
Paridole "::;_ _ OH neuroprotéctrice al., 2002
MeO ==

15
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3. Centaurea tougourensis

3.1. Classification taxonomique

La classification taxonomique de ’espece C.tougourensis est représentée dans le Tableau 2.

Tableau 2. Classification taxonomique de Centaurea tougourensis.

Embranchement Angiosperme
Classe Dicotylédones
Ordre Astérales

Famille Astéracées
Sous famille Tubuliflores

Tribu Cynarées

Genre Centaurea
Espece Tougourensis

3.2. Description botanique

Comme précédemment décrit par Quezel et Santa. (1963) ; les plantes sont ligneuses a la
base, mesurant de 30 jusqu’a 40 cm. Elles sont cendrées-pubescentes. Les tiges sont
rameuses. Les rameaux sont rigides, les feuilles sont pinnatilobées a lobes linéaires ; non
décurrentes sur la tige. Les capitules sont petits de 5-10 mm de largeur sur 15 mm de long.

Les fleurs sont de couleur jaunatre. Les bractées sont munies de nervures treés apparentes.
Les appendices des bractées ont une partie scarieuse-blanchatre trés marquée possédant 10-14
laciniures. L’ Aigrette est trois fois plus courte que I'akéne, l'interne est semblable a 1'externe
(Barreda et al., 2012 ; Elomaa et al., 2018).
3.3. Répartition géographique

C’est une espece qui se rencontre dans les rocailles, aux Aures, a Djebel Tougour, Djebel
Guethiane, Guadoust. Elle est endémique Algérienne (Figure 4). En effet, la plupart des
especes du genre Centaurea se répartissent principalement dans les régions de la
Méditerranée (Hardy et al, 2014), telles que I’Espagne, I'Italie, le Maroc, la Turquie
jusqu’aux pays de I’Asie occidentale telles que I’Egypte, I'Irak, le Yemen et certains pays du
Golf tels que I’Arabie saoudite et le Qatar (Font et al., 2009). Ce qui témoigne une fois de
plus la caractéristique des especes du genre Centaurea a s’adapter a différentes conditions

environnementales.
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Figure 4. Répartition géographique de I’espece Centaurea tougourensis en Algérie (Quezel

et Santa, 1963).

3.4. Travaux chimiques antérieurs réalisés sur Centaurea tougourensis

Deux travaux réalisés sur I’espece C. Tougourensis ont permis d’isoler et d’identifier
certains composés, ainsi Nacer et ses collaborateurs. (2006) ont isolé six composés a partir
des extraits d’acétate d’éthyle et de dichlorométhane en utilisant I’approche RMN (1H et
13C). Ces composés étaient : 5-hydroxy-6,7,3",4'-tétraméthoxyflavone (3'-O-
méthyleupatorine), 5,7,4'-trihydroxy-6,3'-diméthoxyflavone (jaceosidine), 5,7,3'.4'-
tétrahydroxy-6-méthoxyflavone (nepetine), 5,7-dihydroxy-6,3',4'-trimethoxyflavone
(eupatiline), 5,7,4'-trihydroxyflavone (apigénine), 3,5,7,4'-tetrahydroxyflavone (kaempferol)
respectivement.

En 2012, ces mémes chercheurs ont identifié par la suite 4 Sesquiterpenes lactones,le 1*
composé était : 8a-(3,4-dihydroxy-2-méthyleéne-butanoyloxy)-dehydromélitensine, le 2°™®
composé était: cnicine, le 3°™ composé était:(6R, 7R, 8S, 30R) 8a-(3, 4-dihydroxy-2-
méthylene-butanoyloxy)-15-acétoxy-helianga 1(10), 4(5), 11(13) trien-6-olide et enfin le 4eme
composé était : (6R, 7R, 8S, 30R) 8a-(3, 4-dihydroxy-2-méthylene-butanoyloxy)-15-oxo-
helianga 1(10), 4(5), 11(13) triene-6-olide.
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CHAPITRE 2 Propriétés pharmacologiques des métabolites secondaires des plantes

Introduction

Les métabolites secondaires, sont produits par divers organismes vivants, incluant les
bactéries, champignons et plantes. Ces composés présentent d'importantes variations
structurelles et physiologiques (Peters ef al, 2019), par conséquent, présentent un large
éventail d'activités biologiques et permettant ainsi aux plantes d’occuper une place importante
dans notre écosyteme (Shen et al., 2019). Ceci explique, en partie les raisons pour lequelles
I’utilisation actuelle des métabolites secondaires est previligiée dans diverses applications
industrielles et pharmaceutiques (Vaishnav et Demain, 2011). En raison de leurs diversités
structurelles, les métabolites secondaires végétaux peuvent étre classés en quatre grandes
familles : polyphénols, terpénoides, alcaloides et composés soufrés.

Parmi ces métabolites, certains sont dotés d’activités biologiques marquées par
énormément de propriétés pharmacologiques et de vertus thérapeutiques et il s’agit de

polyphénols en général et de toute une panoplie de terpénoides et d’alcaloides.

1. Propriétés pharmacologiques des plus importantes classes de polyphénols
1.1. Acides phénols

Il s’agit des composés organiques possédant au moins une fonction carboxylique et un
hydroxyle phénolique (Valanciene et al., 2020). Ils ont une structure de base de type C6-C3
(Figure 5). Les composés phénoliques peuvent comprendre soitun acide phénolique ou bien
plusieurs, on parle alors de polyphénols (Moodley et al., 2014). La plupart des composés
phénoliques des plantes sont synthétisés par voie de phénylpropanoide (Hollman, 2001). Mais,
d’autres composés peuvent €¢galement €tre synthétisés par la voie de l'acide shikimique qui
aboutit a la formationde phénylpropanoides et I’acide acétique (Sanchez—Moreno, 2002).
L'acide hydroxybenzoique est considéré comme l'acide phénolique le plus abondant dans la
nature.

Les acides phénoliques sont tres connus pour leurs propriétés anti-oxydantes et ceci serait
di a leurs groupes hydroxyles et cycles phénoliques (Kumar et Goel, 2019). Parmi ces acides
phénoliques, on trouve I’acide rosmarinique, I’acide vanillique, ’acide férulique, 1’acide
gallique et I’acide coumarique qui ont montré un effet anti-oxydatif tres significatif que ce soit
dans les modeles in vitro ou bien in vivo (Kiokias et al., 2020), ce qui explique pourquoi ces
composés entre dans la composition de beaucoup de médicaments.

De nombreux travaux (Lutz et al., 2019 ; Ali et al., 2020) indiquent que la prise des acides
phénoliques comme compléments alimentaires pourrait entrainer une diminution significative
des risques de maladies cardiovasculaires. Ainsi, une étude a montré que les personnes

recevant des solutions a base d’acide phénolique avaient un niveau trés bas de bio-marqueurs
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du développement de l'activation plaquettaire des maladies cardiovasculaires (Thompson et
al., 2017).

Une autre étude a méme montré que ces composés avaient un effet hypolipidémique tres
important (Monika et al., 2015), ce qui explique le potentiel de ces composés en tant qu’agents
anti-obésité.

Les dernieres avancées scientifiques suggerent que les acides phénoliques auraient des
propriétés anticancéreuses non négligeables en régulant la balance entre la prolifération et
I’apoptose cellulaire (Kiokias et al., 2020) et favoriseraient méme les mécanismes de

réparation de I’ADN (Carranza-Torres et al., 2019).

Os_ OH

OH

Figure 5. Structure de base des acides phénoliques (Valanciene et al., 2020).

D’autres études ont démontré que les acides phénoliques ont des propriétés anti-allergiques
non négligeables en inhibant la synthése de I’histamine et la sérotonine, principalement via une
inhibition de la transcription de la protéine activatrice 1 (AP-1) (Kiokias ef al., 2020), ce qui
contribue grandement a la régulation du processus inflammatoire, a la différenciation cellulaire
ainsi qu’a la prolifération cellulaire (Ding et al., 2018).

Il a également été démontré par Kaczmarek. (2020) queles acides phénoliques tels que
I’acide caféique, 1’acide gallique et 1’acide tannique sont des inhibiteurs puissants et sélectifs
de l'intégrase du virus de 1'immunodéficience humaine de type 1 (VIH-1). L’effet anti-viraldes
acides phénoliques a également été observé contre les virus de 'hépatite B, de I'hépatite C,
ainsi que celui I'herpes simplex et de la grippe (Wu et al., 2017).

Plusieurs maladies chroniques ont pu étre maitrisées grace aux acides phénoliques, surtout
celles liées au diabete en favorisant la libération d'insuline par les ilots pancréatiques, en
augmentant aussi l'utilisation du glucose dans les muscles et en inhibant la production de
glucose par le foie (Pieczykolan et al., 2021). Une autre étude a montré que ces composés
pourraient aussi prévenir le développement des maladies neurodégénératives telles que
I’Alzheimeren empéchant des changements chimiques anormaux au niveau des microtubules,
surtout ceux de la protéine monomérique Tau, afin de permettre une communication
synaptique optimale entre les neurones (Shahidi et Yeo, 2018). Les acides phénoliques
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pourraient également étre de bons candidats pour le traitement des tumeurs cérébrales car il a
été démontré qu’ils peuvent supprimer la viabilité cellulaire, la prolifération, l'invasion et
I'angiogenese des cellules tumorales, surtout celles affectant de type gliales (Szwajgier et al.,
2017).

Cette classe de composés bioactifs fournirait également une protection non négligeable aux
lipoprotéines de basse densité (LDL) contre le stress oxydatif (Horvat ef al., 2020) mais, elle
protégerait également le col de 1’'utérus contre le cancer et ceci a été prouve contre la lignée
cellulaire tumorale utérine appelée HeLa en accélérant ’effet de ’apoptose et/ou de la nécrose

sur cette lignée cancéreuse (Khacha-ananda et al., 2013).

1.2. Flavonoides

Les flavonoides sont des composés polyphénoliques clés omniprésents parmi les plantes
vasculaires et on compte aujourd’hui pas moins de 8000 composés flavonoides et beaucoup
d’entre eux restent encore non étudiés (Tsao, 2010). Du point de vue stuctural, un flavonoide
se compose de 15 atomes de carbone disposés en trois anneaux (C6 — C3 — C6) (Xu et al.,
2017) (Figure 6), et il est tres important de noter que la plupart des flavonoides sont
naturellement conjugués a un ou plusieurs sucres, ils peuvent &tre caractérisés comme
monoglycosidiques, diglycosidiques ou plus (Pretorius, 2003).

D’apres la littérature, les flavonoides sont en premier lieu associés aux activités
antioxydantes (Kumar et Pandey, 2013) grice a leur capacité a inhiber ou a limiter la
formation des radicaux libres tels que les espeéces réactives a I’oxygene (ROS) ou
biend’empécher la peroxydation lipidique (Pietta, 2000) et la quercétine est le meilleur
exemple pour illustrer le pouvoir antioxydant des flavonoides. Leurs capacités a moduler les
fonctions enzymatiques a I’échelle cellulaire et moléculaire, leurs a permis d’acquérir des
propriétés anti-inflammatoire, hépatoprotéctive et anti-mutagenique remarquables (Chen et al.,
2014 ; Panche et al., 2016 ; Juca et al., 2020).

Grace au progres de la biotechnologie microbienne, les chercheurs ont également pu
comprendre le mécanisme d’action de plusieurs virus, surtout a I’échelle moléculaire et ainsi
pu mettre des stratégies plus concretes afin de les contrer (Cao et al., 2015).

L’industrie pharmaceutique a bien compris le potentiel pharmacologique des flavonoides
et considere cette classe comme prioritaire pour entrer dans la composition des médicaments
(Havsteen, 2002). D’autant plus que les flavonoides sont facilement assimilables et
absorbables par I'intestin humain et grace a leurs propriétés physico-chimiques remarquables
telles que la lipophilicité (Végh et al., 2018). Ces composés peuvent ainsi franchir la

membrane plasmique et atteindre leurs cibles aisément.
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Figure 6. Structure de base des flavonoides (Xu ef al., 2017).

Cette classe de métabolites secondaires semble également agir au niveau du systeéme
nerveux central (SNC) en se liant au site de la benzodiazépine sur le récepteur GABA(A), ce
qui se traduit par une inhibition de la monoamine oxydase A ou B, agissant ainsi comme
antidépresseurs ou antiparkinsoniens (Rebas ef al., 2020), ce qui suggere que les flavonoides
peuvent étre considérés comme de bons candidats dans le traitement des maladies
neurodégénératrices. Cet effet neuroprotecteur se traduit également par la diminution du stress
oxydatif ce qui empécherait le développement d’autres maladies neurologiques telles que
I’épilepsie (Diniz et al., 2015). Ce qui explique pourquoi les flavonoides sont actuellement
consommés en grande quantité dans I'alimentation quotidienne.

Il est également tres intéressant de constater que les flavonoides sont la plus grande classe
de polyphénols végétaux et il a été démontré dans plusieurs études que de multiples voies liées
aux maladies humaines, notamment les cancers, les maladies neurologiques, le diabete et les
maladies infectieuses, sont régulées de maniere significative par les flavonoides (Juca et al.,
2020).

Sur le plan immunologique, cette classe de polyphénols jouerait également un rdle majeur,
ainsi, il a été démontré que le flavan-3-ols pourrait étre un bon candidat dans le traitement de la
régulation de I’activité des lymphocytes. Mais, il contribuerait aussi grandement dans la
thérapie cellulaire afin de restaurer la fonction d'un tissu ou d'un organe (Hosseinzade ef al.,
2019), et en limitant / évitant une éventuelle situation de rejet lors de la greffe des cellules, et
ceci a été démontré chez le modele animal mais également chez I’étre humain (Mendes et al.,
2019).

Il a également été rapporté que les flavonoides ont un bon effet cardioprotecteur en
empechant le developpement de certaines pathologies qui touchent le cceur et les vaisseaux
sanguins telles que I'hypertension artérielle, 1'insuffisance cardiaque, 1'infarctus du myocarde et
méme quelques troubles multisystémiques cellulaires (Testai et al, 2013). D’apres les
scientifiques, la relation entre le fragment de constitution chimique de cette classe de

métabolites secondaires, notemment les différentes chaines latérales qui la composent,
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influenceraient les effets biologiques des flavonoides. Cette classe de polyphénols previendrait
méme I’apparition de 1’ulcere gastrique et duodénal en activant plusieurs mécanismes anti-
inflammatoires (Zahran et al., 2021).

Parmi les flavonoides, on retouve les anthocyanes qui sont des composés polyphénoliques
glycosylés considérés par les botanistes comme des pigments naturels donnant ainsi aux fleurs
de diverses couleurs pouvant aller d’un orange rougeatre jusqu’au bleu persan (Castafieda-
Ovando et al., 2009). Plus de 600 anthocyanes ont été isolées jusqu’a présent a partir de
diverses especes végétales et reposent sur une seule structure centrale de base, I'ion flavyllium.
Ainsi, ’anthocyane est dérivée du flavonol et a la structure de base de 1'ion flavylium, c'est-a-
dire un manque d'oxygene cétonique en position 4 (Pervaiz et al., 2017). Les anthocyanes les
plus rencontrées dans la nature sont la pélargonidine, la cyanidine et la delphinidine (Jaakola,
2013).

Les anthocyanes génerent divers effets pharmacologiques, mais les plus importants
semblent étre d’ordre antioxydant et cardioprotecteur (Liobikas et al., 2016 ; Khoo et al.,
2017).

Les anthocyanes exercent également un effet anti-angiogénique important empéchant ainsi
la formation de nouveaux vaisseaux sanguins susceptibles d’irriguer les tumeurs cancéreuses
(Joshua et al., 2017) et contribueraient également de maniere significative a réguler la tension
artérielle (Huang et al., 2020).

Ces composés semblent également intervenir comme agent antidiabétique via une
régulation de I’expression des génes impliqués dans les voies de signalisation de l'insuline-
glucose ainsi leurs transporteurs (GLUT) (Les et al., 2021). Les anthocyanes préviendraient
méme 1’apparition de 1’arthrose et de certains types de cancer telsque le cancer gastro-intestinal
(Wang et Stoner, 2008). Une étude récente (Zheng et al., 2020) a méme montré que les
anthocyanes ont un effet photoprotecteur protégeant ainsi le derme contre les rayons
ultraviolets (UV).

Plusieurs études épidémiologiques ont rapporté que les anthocyanes sont tres efficaces
dans le traitement des cancers qui affectent le tractus gastro-intestinal, surtout de type
colorectal et intestinal en s’opposant a la croissance tumorale entre la phase S et la phase G2 du
cycle cellulaire (Kocic et al.,, 2011). Ainsi, un effet de cytotoxicité tres important a été exercé
par ces composés sur plusieurs types de cellules tumorales, telles que celles du colon (HT-29),
du sein (MCF-7), du poumon (A549) et les cellules de la leucémie (HL-60) (Thibado et al.,
2018).
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Chez le modele murin, les chercheurs ont expliqué cet effet cytotoxique, par la capacité
des anthocyanesa activer le processus de phosphorylation d’un complexe enzymatique
impliquédans la propagation de la réponse cellulaire a 1'inflammation (Szymanowska et al.,
2018). Ce complexe est appelé IkB kinase a (IxkKa), et son activation a pour effetde stimuler
une voie de signalisation clée, appelé NF-kB, afin de renforcer l'immunorégulation des
lymphocytes (Santamarina et al., 2021). Les effets resultants seraient une augmentation
significative de la libération de cytokines pro-inflammatoires, tels que le facteur de nécrose
tumorale (TNF), ou l’interleukine-1 (IL-1), afin de reconnaitre et de détruire les cellules
tumorales (Chen et al., 2021).

Les anthocyanes semblent également proteger l'intégrité des cellules endothéliales qui
tapissent les parois des vaisseaux sanguins et permettent aussi I’amélioration des fonctions
cognitives et d’autres fonctions du systéme nerveux telles que les performances de la mémoire
mais également les performances motrices (Henriques et al, 2020). Les anthocyanes
préviendraient également le développement de nombreuses maladies neurodégénératives telles
que la maladie de Parkinson (MP) et la maladie d'Alzheimer (MA) en réduisant le stress
oxydatif exercé sur les cellules nerveuses et en améliorant la fonction mitochondriale, ce qui
éviterait aussi un AVC ischémique (Wen et al., 2020). Chez le modele ischémique murin, une
administration quotidienne d’anthocyanes a permis la réduction de la production des radicaux
libres de type ROS, ce qui diminueconsidérablement l'apoptose induite par les plaques
amyloides(AB) ainsi que la peroxydation lipidique et une diminution des niveaux de Ca2+
intracellulaires. Les chercheurs ont également noté une récupération progessive de la capacité
d'apprentissage et de mémoire chez ces souris (Casedas ef al., 2020).

Les anthocyanes sont aussi utilisées dans le traitement de certains types d’ulcéres et de
d’autres troubles associés a l'inflammation tels que la colite, les maladies parodontales, la
maladie de la Peyronie, le reflux laryngopharyngé, ainsi que la réponse inflammatoire
postprandiale (Kim et al., 2011). Cet effet anti-inflammatoire des anthocyanes serait du en
partie a leurs capacités a diminuer la production des cytokines et des enzymes pro-

inflammatoires ainsi que des médiateurs lipidiques et des médiateurs vasoactifs (Valenza et

al., 2018).

1.3. Tanins
Les tannins sont des composés polyphénoliques complexes, solubles d'origine végétale et

peuvent étre soit de nature hydrolysable ou bien condensée (Figure 7) en polymeres de
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longueur variable (Okuda et Ito, 2011).Ces composés sont généralement utilisés pour le
tannage des peaux animales ou la précipitation de protéines (Pizzi, 2019).

On retrouve les tannins au niveau des bourgeons, des feuilles, des tiges, des fruits, des
graines, des racines et des plantes et méme au niveau du bois des arbres (Haslam, 1996). D’un
point de vue écologique, les tannins sont stockés dans 1'écorce des arbres et les aident ainsi a se
protéger contre les infections causées par les bactéries ou les champignons pathogenes et méme
contre les parasites (Cowan, 1999).

Les plantes riches en tannins sont tres utilisées dans la médecine traditionnelle indienne
comme décoction afin de guérir certains types de dysenterie (Hussain et al., 2019), et
également pour renforcer les gencives (Bedran-Russo et al., 2009).

L’ayurvéda est une plante trés riche en composés tannins et sans aucun doute le meilleur
exemple pour illustrerles propriétés pharmacologiques remarquables des tannins. Ainsi, les
tannins posséderaient des activités antioxydantes (Hoet al., 1999) et anticancéreuses (Gomes
de Melo et al., 2010) mais surtout pour leurs propriétés pro-coagulantes et les divers tests
utilisant le sang humain ou bien de cobayes de laboratoire le confirment (Deng ef al., 2019 ;
Chung et al., 1998). Et d’apres les archives médicinales indiennes; lorsqu'on applique une
solution de tannins sur une petite plaie ouverte, il se forme trés rapidement une couche

protectrice (Su et al., 2016) ralentissant ainsi le processus de saignement.

0 OH OH
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Figure 7. Structure de base des tanins (A): acide gallique constituant principal des tanins

hydrolysables ; (B) : unité constitutive de base des tanins condensés (Okuda et Ito, 2011).

Certaines études menées sur les tannins, ont montré que la consommation réguliere
d’infusion a base de tannins pourrait considérablement réduire les incidences liées au cancer de
I'estomac et du poumon, et ceci chez les individus des deux sexes (Rajasekar et al., 2021). En
effet, les cherheurs ont expliqué ceci par la capacité de cette classe polyphénolique a inhiber la
promotion tumorale induite par le 12-0-tétradécanoylphorbol-13-acétate (TPA). Des effets

comparables ont été observés chez des souris soumises a des rayons ultraviolet (UV) ou
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I’application de pommade a base de tannins a réduit de maniére trés significative le
dévelopement de tumeur cutanée (Son et al., 2018).

Il est également tres intéressant de constater que les tannins condensés sont tres actifs
contre plusieures souches microbiennes et ceci a tres faible concentration. Ainsi, il a été
rapporté que les tannins inhiberaient la prolifération bactérienne de Staphylococcus aureus,
Streptococcus pnumonia, Bacillus anthracis, Shigella dysenteriae et Salmonella senftenberg
(Sieberi et al., 2020). Ce qui éxplique pourquoi les tannins sont utilisés dans 1’¢laboration de
plusieurs bactéricides. Les tannins inhiberaient également la croissance de plusieurs
champignons pathogenes, succeptibles d’endommager la production agricole des fermiers, tels
que Chaetomium cupreum, Colletotrichum graminicola, Coniophora olivacea, Gloeophyllum
trabeum, Trametes hirsuta et Trichoderma viride (Ortiz et al., 2019). Les levures sont
également sensibles aux tannins. En effet, il a été démontré que 1'acide tannique, le tanin de
chataigne, et le tanin de quebracho inhiberaient la croissance de diverses especes de levures
telles que Saccharyomyces cerevisiae (Pilc et al., 2021).

Une ¢tude a montré D’effet hépatoprotecteur des tannins, et ceci en empéchent le
développement de la nécrose hépatique chez les humains et les animaux du paturage (Zhang et
al., 2017). En effet, une administration d’une faible quantité de tannins empecherait aussi la
dégradation du polyribosome dans le foie des souris, et inhiberait I'incorporation d'acides
aminés en protéines cellulaires hépatiques (Sobeh et al., 2018). Il a également été démontré
que l'acide tannique, lorsqu'il est injecté dans des hépatocytes de rat, protégerait contre les
altérations nucléolaires dans le foie ainsi que d’éventuelles modifications post-traductionnelles
pouvant affecter les protéines nucléolaires hépatiques (Chang et al., 2021). Des niveaux
normaux physiologiques de lipides sériques ont été enregistrés chez les rats males
génétiquement modifiésayant recu une faible quantité de tannins et ceux ci ont provoqué
volontairement une hypercholestérolémie (Lum et al., 2021).

Les tannins seraient méme capables de neutraliser de fagon dose-dépendante I'hémorragie
induite par le venin de certaines especes de serpents venimeux tels que Crotalus adamenteus et
de réduire aussi de maniere significative 1'élevation induite par le venin de l'activité de la
créatine kinase sanguine (Okonogi et al., 1979), et ainsi de prolonger le temps de survie des

souris.
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2. Propriétés pharmacologiques des quinones

Les quinones sont des composés organiques aromatiques jouant un rdle clé dans le processus
de la photosynthese (Lu ef al., 2013). La majorité des quinones qu’on trouve dans les plantes
sont des benzoquinones relativement simples (Figure 8). La formation des quinones suit divers
mécanismes pouvant aller d’une simple oxydation de catéchols / hydroquinones a des
mécanismes plus complexes impliquant des réactions d'hydroxylation initiales catalysées par
les cytocromes P450 suivies d'une oxydation a deux électrons (Bianchet et al., 2008).

Sur le plan pharmacologique, elles permettraient de prévenir et de traiter l'ostéoporose et
certaines maladies cardiovasculairestelles que l'infarctus du myocarde et I'insuffisance
cardiaque. Elles ont également une bonne activité antioxydante (Bozi¢ et al., 2009 ; Zhu ef al.,
2004).

Ces composés semblent agir tres efficacement contre plusieurs germes (Lown, 1983).
Ainsi, beacuoup d’antibiotiques actuels contiennent des quinones. Cequi est surprenant, c’est
que les quinonessemblent atteindre leurs cibles cellulaires avec plus de précision (Lafond et
al., 2009), par rapport aux autres classes mais également en induisant moins d’altération au
niveau moléculaire (Janda et al., 2020).

Les quinones préviendraient également I’anémie et favoriseraient le mécanisme de pro-
coagulation (Chairungsi et al., 2006). Parmi les quinones les plus importantes, on retrouve le
1,4-naphtalénedione précurseur de la vitamine Kldont le rdle principal est de renforcer les

fonctions cardiovasculaires et d’éviter les hémorragies (Van Ballegooijen et Beulens, 2017).

O

O

Figure 8. Structure de base des quinones (Patai et Rappoport, 1988).

Il a également été rapporté que les quinones pourraient protéger les diverses cellules du
corps contre les dommages oxydatifs causés par les radicaux libres, surtout de type ROS et
NOS, grace a leurs cycles redox rapides qui leur confere le potentiel de se lier aux groupes
thiol, amine et hydroxyle (Kruk et al., 2016), ce qui améliore considérablementl'état de santé
général et empecherait aussi un vieillissement prématuré. Cette classe de métabolites

secondaires pourrait aussi soutenir le métabolisme énergétique cérébral, ce qui a un impact tres
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positif sur la fonction du systéme nerveux (Yamada ef al., 2020), sachant que le cerveau est
I’organe nécessitant le plus d’energie avec une consomation a lui seul de 20%.

Les quinones aideraient aussi a lutter contrele déclin cognitif, les accidents vasculaires
cérébraux, l'excitotoxicité ainsi que les dommages neuronaux causés par une hypertension
artérielle, I’hyperglycémie ou bien des anomalies liées a la circulation sanguine telles que
I'embolie cérébrale (da Silva Junior ef al., 2019). Ces molécules auraient méme des effets tres
bénéfiques dans la prévention et le traitement de maladies telles que 1'ostéoporose, la clairance
rénaleainsi que les maladies cardiovasculaires (Kadela-Tomanek ef al., 2021).

Les quinones semblent exercer des effets antipsoriasiques trés prometteurs en tant
qu'agents antipsoriasiques efficaces en régulant D’activité du systéme immunitaire qui a
tendance a se déclencher lors d’un psoriasis surtout au court d’une angine streptococcique et a
s’attaquer par erreur aux cellules saines de la peau (Bolton et Dunlap, 2017). Les quinones

\

aideraient ainsi I’organisme a combattre plus efficacenment I’infection. Il a également été
rapporté par Wallace et Young. (1977) que les quinones pouvaient servir a relier les
différentes deshydrogénases avec les systemes terminaux de transport d'électrons a l'oxygene

chez Escherichia coli.

3. Propriétés pharmacologiques des terpénoides
3.1. Mono, diterpenes et sesquiterpenes

Les terpénes sont des composés aromatiques présents dans de nombreuses plantes, telles
que la lavande, le pin ainsi que la peau d'orange fraiche (Langenheim, 1994). Les terpenes
dérivent d'unités isopréniques a cinq carbones (Figure 9). Et c’est leurs groupes fonctionnels
ainsi que leurs squelettes carbonés basiques qui permettentde les différencierles uns des autres
(Souza et al., 2014). Les terpénes ont généralement des structures multicycliques et leur
¢lément constitutif est 1’isoprene, CH2=C-(CH3)-CH=CH2 (Cho et al., 2017).

Les terpenes sont surtout connus pour leurs activit€s antimicrobiennes contre de
nombreuses souches pathogenes de bactéries, de virus et de champignons (Yang et al., 2020;
Guimaraes et al., 2019). Mais, ces composés semblent également posséder une activité
hypotensive remarquable (Menezes et al., 2010). Il semblerait aussi que les terpenes sont
capables d’induire des effets sédatifs et calmants. Les plantes riches en terpénes sont ainsi
utilisées dans de nombreux pays asiatiques comme infusions pour traiter la nervosité
(Koulivand et al., 2013).

Les terpenes les plus connus sont I’ocimeéne et le limonéne dérivés de la menthe et leurs
propriétés antiseptiques, anti-inflammatoires, antibactériennes et relaxantes sont connues

depuis tres longtemps (Zachariah et Leela, 2006).
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VY

Figure 9. Structure de base du précurseur des terpenes (isoprene) (Cho et al., 2017).

Les composés diterpenes proviennent du géranylgéranyl diphosphate et présentent 20
unités carbonées dans leur forme squelettique de base. L'un des diterpenes les plus simples et
les plus importants est phytol, une forme réduite de géranylgéraniol, qui forme la chaine
latérale lipophile des chlorophylles (Vetter et Schroder, 2011). En revanche, Les
sesquiterpenes sont une classe de terpene constituée de 3 unités isoprénes et comme formule
moléculaire (CisHox4). Comme les monoterpenes, une molécule de sesquiterpene peut étre
acyclique ou contenir 1 a 2 cycles tels que le polygodial (Figure 10).

Plusieurs études ont conclu qu'une combinaison de monoterpenes, de diterpenes et de
sesquiterpenes peut étre utilisée efficacement pour traiter divers types de cancers qui
surviennent au niveau du colon, le cerveau, la prostate et les os (Chopra et al.,, 2021). Une
autre étude a aussi prouvé qu’une administration réguliére de traitement a base de terpenes
pouvait inhiber la croissance du cancer de la prostate et augmenterait méme la sensibilisé de
ces cellules tumorales vis-a-vis de la radiothérapie (Li et al., 2016).

Les sesquiterpenes peuvent jouer un rdle treés important dans la préservation de la santé
humaine, a la fois dans le cadre d'une alimentation équilibrée et en tant qu'agents
pharmaceutiques, en raison de leur potentiel pour le traitement des maladies cardiovasculaires
et du cancer (Chadwick et al, 2013). Ces molécules sont actuellement utilisées comme
principe actif dans de nombreux traitements pour traiter la diarrhée, les brilures, la grippe, et la

neurodégénérésence (Salazar-Gomez et al., 2020).

HsC\I/\/\(\/\I/\/\If\/OH
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Figure 10. Exemple de structure d’un composé diterpene et sesquiterpene et (A): phytol, (B) :

polygodial (Lange et Markus, 2013).

Une autre étude a aussi montré que les terpénes pouvaient exercer un effet anti-diabétique

remarquable en réduisant le niveau plasmatique de glucose et ceci en augmentant sa
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consommation cellulaire, surtout au niveau des muscles et ceci a été démontré chez des
modeles de rats diabétiques (Brahmachari, 2017). Les propriétés antidiabétiques des terpenes
peuvent également s’expliquer par la réduction du stress oxydatif et I'inflammation en régulant
la voie des polyols, ce qui contribue également a reduire les niveaux d'hémoglobine glycosylée
(Nabavi et al, 2015). Ceci a également pour résultat de renforcer le mécanisme de la
gluconéogenese et de normaliser les niveaux de fétuine-A dans le sérum, ce qui renforce la
résistance a l'insuline et a la stéatose hépatique (Zhang ef al., 2013).

Il a été démontré que les terpenes ont une activité anti-plasmodiale non négligeable et les
chercheurs ont expliqué cela par la capacité de ces composés a se lier a la partie hémine des
érythrocytes infectés afin de tuer directement le parasite puisque I'hémine est constituée de fer
qui est nécessaire au développement du plasmodium dans les globules rouges (Nogueira et al.,
2011). Cette information est trés importante vu l'augmentation croissante des infections
paludéennes et de la résistance aux médicaments. Une autre recherche menée par Ginsburg et
Demel. (1984), a aussi montré que les terpenes pouvaient aussi combattre le paludisme en
potentialisant I’effet anti-paludique. D’autres composés terpénes peuvent stabiliser le complexe
médicament-hémine, qui va se lier aux couches des phospholipides du parasite en perturbant
ainsi la structure membranaire respective et en provoquant la lyse cellulaire (Kayembe, 2012).
3.2. Saponines

C’est une classe de métabolites secondaires se présentant généralement sous forme d’une
mousse semblable a celle du savon. Chaque saponine est constituée d’une partie aglycone li¢e
a une chaine de monosaccharides (Figure 11), ce qui suggere une trés grande variabilité
structurale et des combinaisons quasi infinies (Sajjadi et al., 2016). Les saponines ont ainsi un
tres grand poids moléculaire et contiennent une partie hydrophobe, composée d'un
triterpénoide (30 atomes de carbone) ou d'un squelette stéroide (27 atomes de carbone avec un
spirostane a 6 cycles ou un squelette de furostane a 5 cycles) (Moses et al., 2014).

Les saponines ayant une molécule de sucre attachée a la position C-3 sont appelées
saponines monodesmosides tandis que celles qui ont un minimum de deux sucres, I’un attaché
au C-3 et 'autre en C-22, sont appelées saponines bidesmosides (Lasztity et al., 1998).

Les saponines joueraient un role clé dans la régulation du taux de cholestérol sanguin et
auraient apparement des propriétés anti-inflammatoires remarquables (Lacaille-Dubois et
Wagner, 1996 ; Barbosa et al., 2014). Cependant, les saponines ne seraient pas bien

absorbées par le tractus gastro-intéstinal.
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Le ginseng est I’'une des plantes les plus importantes au monde en vertu de ses propriétés
pharmacologiques et sa richesse en saponinesavec plus de 30 types différents (Kimura ef al.,
2006), témoignant une fois de plus, de la capacité pharmacologique des saponines.

D’autres travaux ont montré que cette classeaurait des propritétés insecticides et
molluscicides (Hostettmann et al., 1982). Mais, les saponines influenceraient également la
synthese de quelques hormones tel que le facteur natriurétique auriculaire (FNA) impliqué dans
la régulation de la tension artérielle ainsi que 'homéostasie électrolytique (Li ef al., 2009).

Elles infuenceraient également la synthése d’autres molécules impliquées dans la
régulation du systemes nerveux central et endocrinien (Francis et al., 2002). Ainsi, une étude
menée par Zhao et McDaniel. (1998) a démontré que les rats ayant subi des dommages des
fonctions neuromtrices et cognitives peuvent retrouver 1'usage de ces capacités via une

injection intracérébroventriculaire de la saponine.
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Figure 11. Structure de base des saponines (Lasztity et al., 1998).

Les saponines participeraient également a la régulation du métabolisme lipidique et
glucidique, précisément en réduisant les niveaux sanguins des lipides et du glucoce (Marrelli
et al., 2016), ce qui priveraient les cellules tumorales d’une source d’énergie, en empéchant
ainsi le développement d’un éventuel cancer et renforcent I’activité cytotoxique de ce composé
natuel surtout contre les lignées cellulaires tumorales du sein telles que MCF-7
(Koczurkiewicz et al., 2019).

Il a également été démontré qu’un régime alimentaire riche en saponines pourrait inhiber
I’apparition de carie dentaire mais aussi l'agrégation plaquettaire. Cette classe de métabolites
secondaires serait également utilisée dans le traitement de I'hypercalciurie chez I'homme et
comme antidote contre le saturnisme aigue (Juang et Liang, 2020), réduisant ainsi les risques
de toxicité 1ié aux métaux lourds tels que le plomb.

L’effet antidiabétique des saponines se traduirait également par une stimulation du
processus de glucogenese et une augmentation des niveaux plasmatiques d'insuline, ce qui

réduirait ’excés de glucoce présent dans le sang (Elekofehinti, 2015). Ce composé
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phytochimique exercerait aussi un tres bon effet antioxydant, ce qui contribue
considérablement au traitement du diabéte sucré puisque c’est trés connu qu’il ya un lien trés
important entre le processus oxydatif et le risque de développer un diabete (Chen et al., 2014).

Les saponines protegeraient méme les cellules de I’épiderme contre les rayons ultra-violets
(UV), en formant une sorte de couche protectrice refléchissant tout rayon nocif d’une longueur
d’onde supérieure a 100 nm, ce qui empecherait le veillisement prématuré de la peau (Oh et
al., 2016) et cequiexpliquerait en partie pourquoi de nombeux écrans solaires inclus
aujourd’hui les saponines dans leur composition.

Une autre étudemenée par Huang et al. (2020), a montré que les saponines pouvaient
soulager les voies respiratoires et améliorer la fonction des alvéoles pulmonaires, ce qui permet
d'augmenter les sécrétions bronchiques. Actuellement, plusieurs essais cliniques ont pu
démontrer que cette classe de métabolites secondaires peut aider dans le traitement des
affections des voies respiratoires supérieures comme la toux ou la bronchite.

3.3. Tetraterpenes (caroténoides)

Plus de 650 caroténoides (C40) se trouvent dans la nature, constituant le plus grand groupe
de pigments naturels liposolubles. Les caroténoides sont des substances aux propriétés tres
spéciales ; ceux-ci forment la base de nombreuses fonctions et actions variées dans toutes
sortes d'organismes vivants (Britton, 1995). Les caroténoides sont biosynthétisés par les
plantes, les algues, les champignons, les levures et les bactéries. Les caroténoides sont des
composés isoprénoides, biosynthétisés par liaison queue a queue de deux molécules de
géranylgéranyl diphosphate (Fraser et al., 2004). Cela produit le squelette carboné parent C4o a
partir duquel toutes les variations individuelles sont dérivées. Les caroténoides les plus

célébres sont le lycopene et le béta-carotene (Figure 12)

TR TR TRl TR TR TR TR TR

Figure 12. Structure de base de quelques caroténoides (A): lycopene (B) : béta-caroténe

(Rodrigues et al., 2013)
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Les caroténoides ont plusieurs activités biologiques telles que des propriétés
antioxydantes, l'inhibition de la croissance des tumeurs malignes et l'induction de I'apoptose
(Milani et al., 2017). La supplémentation en caroténoides peut réguler la croissance cellulaire
et moduler l'expression des genes ainsi que les réponses immunitaires (Williams et al., 2000).

Les caroténoides ont été considérés depuis tres longtemps comme bénéfiques dans le
traitement de diverses maladies liées a I'dge, contre certaines formes de cancer, en particulier le
cancer du poumon, les accidents vasculaires cérébraux, la dégénérescence maculaire et les
cataractes (Bungau et al., 2019). A ce jour, plus de 600 caroténoides sont connus et 50 d'entre
eux sont consommés dans les repas pour étre transformés en vitamine A, un nutriment essentiel
dans le procussus de vision en maintenant une cornée claire (McCusker ef al., 2016). Apres
leur absorption, ces caroténoides sont métabolisés par une rupture oxydative en rétinal, en
acide rétinoique et en petites quantités de produits de dégradation, transportés par les
lipoprotéines plasmatiques. Afin d’éviter les dommages de la rétine (Sauer et al., 2019). Les
carotenes sont principalement associés aux lipoprotéines de basse densité.

Les fruits et légumes tels que les carottes et la papaye sont tres riches en caroténoides,
notamment en a-caroténe, -caroténe, cryptoxanthine, lutéine, zéaxanthine et lycopene, et sont
ainsi considérés comme une source naturelle d'antioxydants (Young et Lowe 2018). Les
fonctions antioxydantes sont associées a une diminution des dommages d'ADN, a une
diminution de la peroxydation lipidique, au maintien de la fonction immunitaire et a l'inhibition
de la transformation ou de la prolifération maligne in vitro, censés empécher le développement
de certaines maladies (Azqueta et Collins, 2012 ; Gloria et al., 2014).

De plus, il a été suggéré que les caroténoides influencent la résistance et la fluidité des
membranes, affectant ainsi leur perméabilité a I'oxygene et a d'autres molécules, mais aussi en
les protégeant contre les radicaux libres surtout de type monoxyde (NO) (Bohm et al., 1995). 11
a également été signalé que les caroténoides ont un effet remarquable dans la réponse
immunitaire et dans la communication intercellulaire (Vilchez ef al., 2011). Le B-caroténe, la
canthaxanthine, le 4-hydroxy-f-carotene et le rétro-déhydro-B-caroténe synthétique montrent
une induction efficace de la communication par jonction lacunaire (GJC) dans les fibroblastes
murins (Hughes, 1999).

Dans le processus de dégénérescence maculaire, les caroténoides peuvent induire une
cascade de genes permettant la phagocytose des cellules endommagées de la rétine ; ce
processus est critique pour la survie des photorécepteurs (Lem et al., 2021). En outre, il a été
établi que les caroténoides affectent de nombreux processus biologiques, tels que la
prolifération, la différenciation et la morphogenese cellulaires (Sowmya et al., 2015). De plus,
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les caroténoides sont utilisés dans le traitement de certains types de cancers et de certaines
activités dermatologiques (Bali¢ et Mokos, 2019). Il a également été prouvé qu'un régime a
base de caroténoides pourrait significativement réduire la probabilité de développer une
tératogenese, surtout durant la période de développement embyonaire (Peterka et al., 1997).

4. Propriétés pharmacologiques des alcaloides

Les alcaloides sont des molécules organiques non volatiles, inodores, incolores et
représentent 1’un des plus grands groupes de métabolites secondaires végétaux (Christen ef al.,
1992). Ces composés sont de nature basique et contiennentdes atomes d'azote hétérocyclique
(Figure 13). Les alcaloides sont classés en fonction du type de systeme hétérocyclique présent.
En général, dans une plante, on les trouve associés a des acides (Qiu et al., 2014).

Les alcaloides sont subdivisés en 3 classes ; les vrais alcaloides et protoalcaloides qui sont
produits a partir d'acides aminés tandis que les pseudo-alcaloides tels que la caféine ne dérivent
pas d’acides aminés mais ils sont généralement de nature basique (Eguchi et al., 2019).

Les alcaloides sont facilement assimilables a travers les cellules épithéliales de 1’intestin
via un mécanisme de diffusion passive (Liao et Yang, 2010). Cette classe est surtout connue
pour ses activités neuroprotéctrice, anticancéreuse, antivirale et antihistaminique (Evers et al.,
2005 ; Mohamed et al., 2010 ; Thawabteh et al., 2019) représentant ainsi une voie
thérapeutique importante.

L’un des alcaloides qui a marqué I’histoire est sans aucun doute la morphine qui est un
alcaloide naturel de la plante Papaver somniferum, et qu’utilisaient les médecins pendant la 2°™°
guerre mondiale afin de calmer la douleur et les traumatismes des soldats dus a son puissant
effet narcotique (Newman et al., 2003). Son usage est actuellment tres limité en raison de sa

propriété addictive.

RNH—C{I
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Figure 13. Structure de base des alcaloides (Qiu et al., 2014).

Les alcaloides posseédent une tres bonne activité analgésique et cette derniere s'avere
relativement non addictive. Ces alcaloides agissent comme des stimulants respiratoires ou
cardiaques, et comme médicament dans de nombreuses applications cliniques (Zhu et al.,
2020). Par ailleurs, ’atropine est tres efficace pour traiter la bradycardie. La tubocurarine, qui
est un autre alcaloide, est trés utilisée en tant qu’anesthésique et relaxant musculaire durant les

opérations chirurgicales mais son usage est purement clinique (Turabekova et al., 2014).
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D’autres alcaloides tels que la vincristine et la vinblastine sont utilisés comme agents
chimiothérapeutiques afin de traiter de nombreux types de cancer surtout celui du sein, du
cOlon-rectum et celui du poumon (Bonta, 2020). Les alcaloides agissent également comme
constricteurs des vaisseaux sanguins afin d’augmenter le débit sanguin et permettre ainsi
I’irrigation des organes clés tels que le ceeur et le cerveau qui nécessitent un apport nutritionnel
et d’oxygeéne constant. Un autre alcaloide appelé éphédrine est également utilisé dans le
traitement de l'asthme bronchique et pour soulager l'inconfort du rhume des foins et de la
sinusite (Alves de Almeida et al., 2017).

La quinine est un autre alcaloide ayant des effets antipaludiques puissants, et le plus
souvent incorporé dans la fabrication de plusieurs médicaments dont ’application médicale
permet également de traiter des arythmies cardiaques (Qiu ef al., 2014).

Les alcaloides stimulent le systeme nerveux central en augmentant la communication
neurale et en favorisant la plasticité cérébrale, mais ils permettent aussi a la personne de rester
éveillée et de stimuler les fonctions cognitives et plusieurs approches bioinformatiques ont pu
le prouver (Szwajgier et al., 2017). Parmi ces alcaloides, on retrouve la nicotine qui est
extraite a partir de la plante du tabac. Un autre alcaloide appelé la colchicine, présente dans les
plantes de la famille des Liliacées, est trés connue pour son efficacité a traiter les crises de la
goutte aigué (Bialecka-Florjanczyk et al., 2018).

Les vinca alcaloides sont une classe importante d'agents anticancéreux obtenus a partir de
la pervenche de Madagascar. Ils sont naturellement extraits de la pervenche rose, Catharanthus
roseus G. Don (Moudi et al., 2013) et ont des effets hypoglycémiants et cytotoxiques tres
important (Brogan, 2010). IIs sont utilisés pour traiter le diabete, I'hypertension artérielle et
comme désinfectants (Ahmed, 2010). Il existe quatre principaux alcaloides de la vinca en
usage clinique : la vinblastine (VBL), la vinorelbine (VRL), la vincristine (VCR) et la
vindésine (VDS) (Kufe et Pollock, 2003).

5. Propriétés pharmacologiques des hétérosides cardiotoniques

Les hétérosides cardiotoniques sont une classe de composés organiques dont le rdle
principal est de renforcer les fonctions cardiovasculaires (Ambrosy et al., 2014) en régulant la
fonction de la pompe cellulaire ATPase sodium-potassium (Kilter et Bohm, 2008).

La structure de base d'un glycoside cardiaque consiste en une molécule stéroide attachée a
un sucre (glycoside) et a un groupe R (Figure 14). Ainsi, ’activité biologique d’un hétéroside
cardiotonique dépend du groupe fonctionel liéa lui qui peut étre de type hydroxyle, méthyleou

aldéhyde (Cornelius et al., 2013).
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Il existe principalement deux types d’hétérosides cardiotoniques, I’'un de type aglycone
stéroidien avec 23 carbones appelé les glycosides cardénolides et le 2°™ type se compose de 24
carbones appelé les glycosides bufadiénolides (Botelho et al., 2019).

Les hétérosides cardiotoniques sont surtout utilisés pour traiter les pathologies liées au
cceur telles que la fibrillation auriculaire, I’insuffisance cardiaque et I’hypertension artérielle
(Prassas et Diamandis, 2008). Ces composés auraient également un effet cytotoxique en
s’opposant a la prolifération cellulaire de plusieurs lignées tumorales surtout celles de type
mammaire (Patel, 2016).

Actuellement, la digoxine est un hétéroside cardiotonique naturel extrait de deux plantes,
digitalis lanata et digitalis purpurea et est incorporé dans I’élaboration de plusieurs
médicaments. Il est surtout utilis€ comme agent cardioprotecteur, anticancéreux et antioxydant

(Patocka et al., 2020).
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Figure 14. Structure commune des hétérosides cardiotoniques (Cornelius et al., 2013).

Une autre recherche a révélé qu’un autre hétéroside cardiotonique appelé bufaline pouvait
exercer, en plus de son effet cardioprotecteur, un effet antiprolifératif tres significatif contre
plusieurs lignées cellulaires tumorales, surtout celles du pancréas et du foie tout en régulant
plusieurs voies de signalisations (Qian et al, 2020), ce qui a pour effet de réguler le
mécanisme d’apoptose.

D’autres approches bioinformatiques, notemment celle du docking moléculaire ont montré
que les hétérosides cardiotoniques pouvaient considérablement stabiliser I’intéraction du
principe actif d’un médicament avec son récepteur en générant un flux d’énergie tres faible,
c’est un indiquateur d’une stabilté et d’'une complémentarité structurale de ces derniers (Ren et
al., 2021). Ce qui aide considérablement les chercheurs a trouver des voies thérapeutiques plus
efficaces contre certains types de cancer, tels que la leucemie.

Une autre étude a montré que les hétérosides cardiotoniques sont tres efficaces pour traiter
d’autres pathologies affectant le cceur, telles que les battements cardiaques irréguliers. Il est
également conseillé aux personnes agées de prendre des médicaments a base d’hétérosides

cardiotoniques (Sukoyan et Gongadze, 2011), car cela permettrait d’éviter des complications
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en rapport avec la fonction rénale, telles qu’une déshydratation rénale, surtout pendant la
saison d'été ou bien la diminution de la sécrétion de rénine, ce qui peut provoquer une
hypertension artérielle et augmenter ainsi les risques de développer des maladies
cardiovasculaires (Paczula et al., 2016).

Cependant, un usage abusif des médicaments a base d’hétérosides cardiotoniques pourrait
causer a long terme plusieurs effets secondaires, dont les plus courants sont les
¢tourdissements, la fatigue, les troubles de vision, les maux de téte, I’anxiété ainsi que des
troubles gastro-intestinaux. Ces troubles pourraient méme s’aggraver vers des convulsions, un
bloc cardiaque, des arythmies auriculaires et ventriculaires conduisant a une mort cardiaque

subite ou un coma (Ho et al., 2011).
6. Propriétés pharmacologiques des glucosinolates

Les glucosinolates sont un groupe de composés souffrés tres utilisées pour soulager les
douleurs articulaires, la fievre, la toux, le rhume et méme pour le traitement de diverses
maladies de la peau et des plaies (Prakash et Gupta, 2012). Ces composés participent aussi a
la prévention du cancer, surtout celui du sein et la leucémie promyélocytaire humaine ainsi que
les dommages a I'ADN causés par les agents cancérigenes (Soundararajan et al., 2018).

Parmi les plus répandus glucosinolates, on trouve la sinigrine capable de reduire le taux de
triglycérides plasmatiques, suggérant ainsi que les glucosinolates a groupe d'alcényle
pourraient étre des agents encourageant dans la prévention de l'hypertriglycéridémie post-
prandiale (Soundararajan et al., 2018).

Une étude menée par Lee et al. (2006) 2 montré que les glucosinolates pourraient aussi
réduire la production de médiateurs inflammatoires, notamment l'oxyde de nitrite (NO),
I’interleukine 6 ainsi que d’autres cytokines pro-inflammatoires et ceci a été prouvé dans le
modele utilisant les macrophages RAW 264.7 activés par les lipopolysaccharides (LPS) (Lee,
2017). Ces composés sont aussi de puissants agents antimicrobiens et antifongiques, aidant
ainsi a lutter contre la détérioration des aliments par les organismes pathogenes (Melrose,
2019). 11 a également été rapporté que les glucosinolates présentent d’autres propriétés
pharmacologiques, telles que des capacités cicatrisantes, antioxydantes, bio-herbicides,
antimutagenes et aideraient méme a renforcer le systeme immunitaire humain (Vicas et al,

2013 ; Mazumder et al., 2016 ; Ting et al., 2020).
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PARTIE EXPERIMENTALE CHAPITRE 1 : MATERIEL ET METHODES

1. Matériel végétal

La plante C. tougourensis (Figure 15) a été récoltée au printemps 2019 pendant la
période de floraison au niveau du parc national de Belezma a la commune de Fesdis (Algérie).
Les coordonnées GPS de I’endroit de récolte sont : 35,621975° de latitude et 6,241327° de
longitude. Cette plante a été identifiée par le professeur Bachir OUDJEHIH et un spécimen
avec le code (CT/2019/ LPTPCMB) a été déposé au niveau du laboratoire d'Amélioration des
Techniques de Protection Phytosanitaire dans les Agrosysteémes de Montagne, Institut des
Sciences Agronomiques et des Sciences Vétérinaires, Université de Batna 1, Batna, Algérie.
Apres avoir récolté la plante, les parties aériennes de C. tougourensis ont d’abord été séchées
a I’air libre mais a l'abri de la lumiere et du rayonnement solaire puis broyées a I’aide d’un

broyeur électrique. La poudre fine obtenue a pesé 300 g.

Figure 15. Parties aériennes de I’espece Centaurea tougourensis utilisée dans 1’étude.
2. Extraction et fractionnement

La macération a été effectuée trois fois en utilisant 3L d’un mélange d'EtOH-H20 (70:
30) pendant 72 h a 37 °C. Apres évaporation de I’éthanol, une extraction liquide-liquide a été
réalisée en partant du solvant le moins polaire vers le plus polaire (hexane, acétate d'éthyle et
n-butanol). (Zhang et al., 2015). (Figure 16). Les rendements obtenus ont été exprimés en

pourcentage, ils ont été calculés selon 1’équation suivante :
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Broyage

Screening phytochimique
(qualitative)

Extraction (Ethanol / H>O (70/30)

Identification des principales
classes de métabolites

Extrait hydro-alcoolique/ évaporation de I’éthanol

Phase aqueuse

Extraction avec le n-hexane ::> Extrait
Filtration et évaporation a sec n-hexanique

Phase aqueuse

Extraction avec I’acétate d’éthyle :> Extrait d’acétate
Filtration et évaporation a sec d’éthyle
Phase aqueuse
Extraction avec le n-butanol |:> Extrait

Filtration et évaporation a sec n-butanolique

Extrait aqueux épuisé Résidu jeté

e Dosages quantitatives
¢ GC-MS
e HPLC

Figure 16. Schéma récapitulatif du processus d’extraction et d’analyse phytochimique de

Centaurea tougourensis.
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3. Etude phytochimique
3.1. Analyse qualitative

L'analyse qualitative dite criblage phytochimique est un test préliminaire qui repose
principalement sur des réactions de coloration et/ou de précipitation afin de mettre en
¢vidence la présence d’une classe particulaire de métabolites. Ainsi les principaux phyto-
constituants recherchés étaient les flavonoides, les alcaloides, les terpenes, les tanins, les
anthocyanes, les stéroides, les saponines, les mucilages, les quinones, les composés
cyanogéniques et les glycosides cardiotoniques. Les tests ont étaient effectués en s’appuyant
sur les précédentes techniques analytiques décrites par Harborne et al. (1973).

Recherche des flavonoides (test de Shinoda)

Afin de détecter une éventuelle présence de flavonoides ; a une solution constituée de 0.5
mL d’extrait végétal a tester, 0.5 mL d’eau distillée et 0.5 mL d’HCL, ont été ajoutées 5
gouttes d’acide acétique et 5 gouttes d’acide isoamylique plus quelques coupeaux de
magnésium (Mg). Cette opération a été suivie d’agitation. L’apparition aprés 1 min, d’une
couleur persistante rose-orange ou rouge violette permet de considérer le test comme positif.
Recherche des alcaloides (Test de Dragendorff)

Une prise de 3 a 4 gouttes du réactif de Dragendorff a été ajoutée a 2 mL d’extrait.
L’apparition d’un précipité de couleur orange-rougeatre témoigne de la présence des
alcaloides.

Recherche des terpenes (Test de Liebermann-Burchard)

Un volume de 1 mL d’anhydride acétique a été mélangé a 1 mL de I’extrait végétal puis
quelques gouttes d’acide sulfurique ont été additionnées au mélange. Apres agitation, la
formation d'un anneau bleu-vert indique la présence de triterpénoides.

Recherche des tanins (Test de chlorure ferrique)

Un mélange réactionnel constitué de 2 mL de I’extrait, 1 mL de chlorure ferrique (Fecls)
a 1% a été préparé, puis agité. L apparition d’une couleur verte donne un test positif.
Recherche des stéroides (Test de Liebermann Burchard)

Un volume de 2 mL de I’extrait a été additionné a 2 mL de chloroforme et 0.5 mL
d’anhydride acétique. Ensuite 3 gouttes d’acide sulfurique ont été ajoutées a la solution. Le
test est considéré positif si une couleur bleue apparait apres agitation.

Recherche des anthocyanes (Test de Borntriger)
A une solution constituée de 0.5 mL d’eau distillée, 0.5 mL. d’HCL concentré et 0.5 mL

de I’extrait végétal, ont été rajoutés a 5 gouttes d’acide acétique et d’acide isoamylique. Apres
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1 min d’agitation, la solution a été chauffée a ébullition dans un bain marie. L’apparition
d’une couleur rouge indique la présence des anthocyanes.
Recherche des saponines (Test de mousse)

Pour la réalisation de ce test, une décoction de la poudre de la plante a 1%, a été préparée
et mise a ébullition pendant 30 min. Le volume a été ajusté a 100 mL apres une filtration sous
vide puis des dilutions ont été réalisées et agitées dans le sens de la longueur pendant 15 s a
raison de deux agitations par seconde. La formation d'une mousse stable a hauteur supérieure
a 1 cm, persistante pendant plus de 15 min, ceci indique la présence des saponines.
Recherche des quinones (Test NaOH)

Un volume de 1 mL d’une solution d’hydroxyde de sodium (NaOH, 1%) a été mélangé a
2 mL d’extrait, suivi d’agitation. L’ apparition d'une couleur rouge indique la présence des
quinones.

Recherche des mucilages (Test d'éthanol)

Un volume de 1 mL de décocté de la poudre végétale a 10% a été rajouté a 5 mL
d'éthanol. Apres une dizaine de minutes, le mélange a été agité. La formation d’un précipité
floconneux (trouble) indique la présence des mucilages.

Recherche des hétérosides cardiotoniques (Test de Keller Killiani)

Une préparation constituée de 1g de poudre de plante, 5 mL d'acide sulfurique et 2 a 3
gouttes de Chlorure de fer (FeCls, 2%) sont rajoutés ont été mélangés. La présence des
glycosides cardiotoniques est confirmée par la formation de deux phases, I'une colorée
en brun rouge (acide acétique) et la deuxieéme en bleu-vert (acide sulfurique).

Recherche des composés cyanogenes (Test de Guignard)

Une quantité de 1 g de la poudre végétale a été imbibée de chloroforme puis imprégnée
d'une solution de picrate de sodium. La solution obtenue a été mise a ébullition dans un bain
marie a 35°C pendant 3h. Le test est considéré positif si une coloration rouge apparait avec
production d’un gaz d’acide cyanhydrique (HCN).

3.2. Analyse quantitative
3.2.1. Estimation de la teneur en polyphénols totaux (TTP)

La méthode Folin-Ciocalteu (FC) a été utilisée pour déterminer la teneur en polyphénols
totaux (TTP) des extraits n-BuOH et EA de C. rougourensis. Ainsi, 1 mL d'extrait ou d'acide
gallique (standard) ont été mélangés avec 1.8 mL de FC (10%). Apreés 5 min, un volume de
1.2 mL de NaxCOs (7.5%) a été ajouté au mélange réactionnel. La solution a été laissée au
repos pendant 1 h a 37 °C. L'absorbance a été mesurée a I’aide d’un spectrophotometre a 765

nm (Shui et Leong, 2006) et les résultats ont été exprimés en microgramme d’équivalent
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d’acide gallique par milligramme d’extrait (ug EAG mg' d’extrait) et en mg également
d’équivalent d’acide gallique par g de matiére séche.
3.2.2. Estimation de la teneur en flavonoides (TF)

Afin de déterminer la teneur totale en flavonoides de C. fougourensis, la méthode du
trichlorure d'aluminium (AICI3) a été utilisée comme précédemment décrite par Zhishen et al.
(1999) avec quelques 1égeres modifications. La quercétine a été utilisée pour établir la courbe
d’étalonnage. Un volume de 0.5 mL d'extrait a été¢ ajouté a 150 puL de solution de NaNO»
(5%). Le mélange a été vortexé et laissé au repos pendant 6 min. Un volume de 150 pL de
AICl3 (10%) a été ajouté et puis incubé pendant 5 min, suivi de 1'addition de 2 mL. de NaOH
(5%). Le volume final de la solution a été ajusté a 5 mL avec de l'eau distillée. Apres 15 min
d'incubation, l'absorbance a été mesurée a 510 nm. Les résultats ont été exprimés en
microgramme d’équivalents de quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ mg-1 d’extrait)
et en mg également d’équivalent de quercétine par g de matiere seche.

3.2.3. Estimation de la teneur en tanins (TT)

Le protocole de Makkar et al. (2003) a été utilisé pour déterminer la teneur de I’extrait
en tanins (TT). Le test a été effectu¢ en 3 répliques et pour chacune d’entre elles, un volume
de 500 pL d'extrait végétal a été ajouté a 100 mg de polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) puis
incubé a 4 °C pour une durée de 4 h. Les tubes ont été ensuite vortexés puis centrifugés a
3000 tr/min pendant 10 min a 4 °C. Le surnageant résultant contient les composés
phénoliques non taniques ; ainsi 0.1 mL de ce surnagent a été transféré dans chaque tube,
ensuite le volume a été ajusté a 1 mL avec de I'eau distillée.

Un volume de 500 pL du réactif Folin-Ciocalteu (1 N) a été ajouté a tous les tubes puis
vortéxé. Un autre volume, cette fois ci de 2.5 mL de NaxCOs3 (5%) a été ajouté a tous les tubes
puis vortéxé a nouveau. Enfin, les tubes ont ét€é incubés pendant 40 min a température
ambiante et la teneur totale en tanins de 1'échantillon a été exprimée en microgramme
d’équivalent acide tannique (EAT) par milligramme d’extrait (ug EAT mg-1 d’extrait) et en

mg également d’équivalent d’acide tannique par g de matiere séche.

3.3. Chromatographie en phase gazeuse (GC-MS)

Afin d’isoler et d’identifier les composés de Centaurea tougourensis responsables de ces
propriétés pharmacologiques. La chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (GC-MS) a été effectuée sur les extraits n-butanolique et acétate
d’éthyle a l’aide d’un appareil modele (GCMS-QP2010; SHIMADZU). Les conditions
expérimentales du systtme GC-MS étaient les suivantes: colonne non polaire standard

capillaire SH-Rxi-5Sil-MS, dimension: 30 m, DI: 0.25 mm, épaisseur du film: 0.25 pm. Le
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débit de la phase mobile (gaz porteur: He) a été fixé a 1.7 mL / min. Dans la partie
chromatographie en phase gazeuse, le profil de température (température initiale) était de 80
°C (temps de maintien 2.0 min) augmenté a 150 °C a raison de 5 °C / min (temps de maintien
5.0 min) et finalement la température a été augmentée a 280 °C a raison de 5 °C/min (temps
de maintien 8.0 min). Le volume d'injection était de 5 pLL. L'échantillon dissous dans 1’éthanol
a été exécuté a une plage de 45-350 m/z et les résultats ont été comparés en utilisant la banque
de données intégrée a I’appareil (Programmes de recherche de bibliotheques NISTOSs et

NIST14) (Hasan et al., 2019).

3.4. Chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC-DAD)

L'analyse par ’'HPLC des extraits de C. tougourensis a également été réalisée afin de
renforcer notre étude phytochimique en utilisant ’HPLC-DAD (Technologie Agilent, modele
2014) qui se base sur un détecteur UV avancé. Ainsi, 20 pLL de chaque extrait a été injecté et
I'élution en gradient a été réalisée selon la méthode de Ozcan. (2019). Un gradient constitué
de 5 a 95 % d’acétonitrile et d’eau ultra pure ainsi que 0.1 % d’acide formique a été utilisé
avec un débit de 0.8 mL /min. La phase mobile est constituée de 3% (v/v) d'acide acétique
glacial dans l'eau (solvant A) et le méthanol (solvant B). Les standards utilisés dans cette
étude étaient les suivants :

Acide tannique.

Rutine.

Acide caféique.

Acide trans-ferulique.
Acide cinnamique.
Catéchine hydrate (+).
Acide hydroxybenzoique.
Acide Trans-cinnamique.
Quercétine.

Acide gallique.

Acide coumarique.

Acide chlorogénique.

YV V. V V V V V V V V V VYV V

Vanilline.

3.5. Criblage qualitative de I’activité antiradicalaire vis-a-vis du DPPH par CCM
Cette technique a été utilisée lors des tests préliminaires afin de mettre en évidence cette

activité biologique des composants des extraits de la plante a ’aide d’une plaque CCM.. Dans
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cette étude, 1’évaluation qualitative de I’activité antioxydante de C. tougourensis a été réalisée
via une bioautographie sur une plaque de CCM. Les extraits n-butanolique et acétate
d’éthyle ont été solubilisés dans leurs solvants extractifs correspondants (butanol et acétate
d’éthyle respectivement). Aprés migration, séchage et confirmation sous ’UV (a longueur
d’onde 254 et 365 nm), les plaques ont été pulvérisées par une solution de DPPH a 0.2% dans
le méthanol. Les plaques ont été examinées aprés 30 min et aprés 1h a ’ceil nu. En présence
des piégeurs de radicaux libres, le DPPH (2.2 diphényl 1 picryl-hydrazyl) de couleur violette
se réduit en 2.2 diphényl 1 picryl-hydrazine de couleur jaune (Maataoui et al., 2006).

A noter que la phase mobile était un mélange d’héxane /acétate d’éthyle (50% : 50%)
pour l’extrait acétate d’éthyle et méthanol/chloroforme (30% : 70%) pour I’extrait n-
butanolique et que la révélation a été réalisée a 1’aide de 1’'un de trois révélateurs, a savorir ; la

vanilline, ’acide sulfurique ou bien le trichlorure d'aluminium (AICI3).
4. Evaluation des activités biologiques in vitro

4.1. Activité antioxydante

4.1.1. Activité antiradicalaire au DPPH

Cette méthode consiste a réduire le DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) de couleur
violette en (2,2 diphényl-1-picrylhydrazine) qui est de couleur jaune. Ainsi afin d’évaluer
cette activité, 6 mg de DPPH ont été dissouts dans un volume de 100 mL de méthanol, puis la
solution obtenue contenant le radical DPPH a été conservée a -20 °C a I’abri de la lumicre.
Plusieurs dilutions des extraits n-BuOH et EA ont été préparées (0.048-50 pg/mL) et dans
chacun des puits de la microplaque, un volume de 160 uL de la solution de DPPH plus 40 uL
de D’extrait ont été ajoutés. L’absorbance a été lue a 1’aide d’un lecteur microplaque a 517 nm.
Le méthanol a été utilisé comme blanc et les standards utilisés étaient BHA
(hydroxyanisolebutyl¢), BHT (hydroxytoluénebutylé) et a-tocopherol. L’ICso a également été
calculée (Blois, 1958).

4.1.2. Test de piégeage des radicaux libres galvinoxyle (GOR)

Pour évaluer cette activité, le protocole précédemment décrit par (Shi et al., 2001) a été
utilisé. Ce test est basé sur la capacité d’un antioxydant a inhiber I’oxydation induite par le
radical libre galvinoxyle (GOR). Le mélange se compose de 40 pL d'extraits de C.
tougourensis et de 160 uL de radical galvinoxyle (0.1 mM). Les échantillons ont ensuite été
incubés pendant 120 mn et 1'absorbance a été mesurée a 428 nm. Le BHA et le BHT ont été

utilisés comme standards antioxydants et les résultats ont été€ donnés en ICso (ug / mL).
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4.1.3. Activité de piégeage de ’ABTS

L'activité de piégeage du radical libre ABTS a été évaluée par spectrophotométrie selon
Re et al. (1999). Ce test est basé sur la capacité d’un antioxydant a inhiber le radical libre
ABTS™ obtenu a partir de DI’ABTS (acide 2,2'-azino-bis(3-éthylbenzothiazoline-6-
sulphonique). Un volume de 500 puL de C. fougourensis préalablement dissous dans du
méthanol ou des standards a diverses concentrations a été ajouté 1 mL de solution de cations
ABTS. Les absorbances des solutions testées ont été mesurées a 734 nm apres 30 minutes
d'incubation. Dans cette expérience, le BHA et le BHT ont été utilis€és comme standards
antioxydants et les résultats ont été donnés sous forme d’1Cso (ug/mL). L'activité de piégeage
ABTS a été calculée par I'équation suivante :
Inhibition de I’ABTS (%) = [(Abs Contrdle— Aps échantillon) / Aps Controle] x 100 ou
Abs Contrdle : absorbance du blanc,

Ayps échantillons : absorbance de ’extrait ou du standard.

4.1.4. Capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC)

Le test CUPRAC est basé sur la réduction du Cu™ en Cu* par des antioxydants en
présence de la néocuproine. Ainsi trois solutions ont d’abord été préparées, la 1ere solution
est composée de 1.927 g de AcNH4 et 25 mL d’H»0. La 2°™ solution de 0.042625 g (CuCl.,
2H,0) et 25 ml d’H20 et enfin la 3*™ solution de 0.039 g (néocupronine) et 25 mL (EtOH).
Ainsi, 40 uL d'extrait a été ajouté 4 60 pL de la 1 solution puis 2 50 uL de la 3™ solution
peme

puis a 50 uL de la solution. En présence d'un agent antioxydant, le complexe Cu**/Nc est

réduit en un complexe chromogene de Cu+/Nc. L’absorbance a été mesurée a une longueur
d'onde de 450 nm (Apak et al., 2004).

4.1.5. Test de chélation des ions de fer avec la phénanthroline

Cette activité a également été étudiée sur la base de l'approche de Szydlowska-
Czerniaka et al., (2008). Ce test est basé sur la capacité d’un antioxydant a former un
complexe avec le 1,10-phénantroline afin de réduire le Fe** en Fe**. Un volume de 10 uL
d'extraits de C. rougourensis ou standards (BHA, BHT) a différentes concentrations (3.125-
200 pg/mL) ont été ajoutés a 50 pL de FeCls (0.2%) puis un autre volume de 30 pL
phenanthroline (0.5%) et 110 pL de méthanol ont été rajoutés au mélange. La solution
obtenue a été ensuite incubée pendant 20 min a 30 °C et I'absorbance mesurée a 510 nm. Le
BHA et le BHT ont été utilis€s comme standards et les résultats ont été exprimés en valeurs

Ao_so (pg/mL).

44



PARTIE EXPERIMENTALE CHAPITRE 1 : MATERIEL ET METHODES

4.1.6. Pouvoir réducteur (FRAP)

Le test FRAP consiste a réduire le fer ferrique (Fe™®) en fer ferreux (Fe*?). Ainsi, pour
estimer le pouvoir réducteur possible de C. tougourensis, le protocole d'Oyaizu et al. (1986) a
été utilisé. Un total de 10 uL. de chaque solution échantillon a différentes concentrations a été
ajouté a 40 uL. de tampon phosphate (0.2 M ; pH 6.6) et 50 uL. de KszFe(CN)¢ (1%). La
préparation a ensuite été incubée pendant 20 min a 50 °C. Un total de 50 pL de TCA (10%) et
10 uL de FeCls (0.1%) a été ajouté au mélange et complété avec 40 plL d'eau distillée.
L'absorbance a été mesurée a 700 nm et l'activité antioxydante réductrice a été exprimée en
valeurs Aoso (ug/mL). L'acide ascorbique, l'acide tannique et l'a-tocophérol ont été utilisés

comme standards.

4.2. Activité photoprotectrice

Le cancer de la peau connu plus communément « mélanome » et principalement dii a une
exposition excessive au rayons ultraviolets (UV) représente un danger pour toutes les sociétés
quelques soient leur ethnicité, situation géographique ou mode de vie (Gupta et al., 2016).
Cette technique a pour but de tester I'éventuelle protection solaire (FPS) de C. rougourensis
via une approche spectrophotométrique (Mansur et al., 1986). Tout d’abord une
concentration mere (4 mg / mL) a été préparée dans 1'éthanol. Ensuite, plusieurs dilutions ont
été obtenues (2, 1, 0.5, 0.25, 0.125 mg / mL). Les absorbances ont ¢été prises a ’aide d'un
spectrophotometre UV-vis (entre 290-320 nm) avec 5 nm d'intervalles et en trois répétitions.
L'éthanol a été utilis€ comme blanc et un tableau de référence publi€ par la Commission
Européenne en 2006 (Tableau 3) a été utilisé pour connaitre la catégorie de protection solaire
fournie par notre plante.

L’indice de facteur de protection solaire (FPS) a été calculé selon I’équation suivante :

320

SPF spectrophotometrique = CF x Z 290

EE()xI(1)xAbs (1)
Ou:

CF: Facteur de correction (= 10);

EE: est le spectre d'efficacité érythémique;

I: spectre d'intensité du simulateur solaire;

EE x I: sont des valeurs constantes préalablement déterminées par Sayre et al. (1979).

45



PARTIE EXPERIMENTALE CHAPITRE 1 : MATERIEL ET METHODES

Tableau 3. Catégories de protection solaire en fonction des facteurs de protection mesurés

(Commission Européenne, 2006).

Catégorie Facteur de Facteur de Facteur de Longueur
indiquée protection protection protection d’onde critique
indiqué solaire mesuré UVA minimal minimale
recommandé recommandée
Faible protection 6 6-99
10 10-14.9
Protection moyenne 15 15-19.9 1/3 du facteur
20 20-24.9 de
25 25-299 protection 290-370 nm
Haute protection 30 30-49.9 solaire indique
50 50 —-59.9 sur l'étiquette
Tres haute protection 50* 60 <

4.3. Activité hémostatique

L’effet hémostatique possible de D’extrait n-BuOH et EA de C. tougourensis a été
déterminé selon la méthode de Magnette et al. (2016) avec quelques légeres modifications.
Le sang a été prélevé sur des sujets sains et transféré dans des tubes a citrate de sodium,
ensuite centrifugé a 3000 tr /min pendant 15 min afin d’obtenir le plasma. Des volumes de
200 pl de différentes concentrations d’extraits (50, 100, 200, 400, 600 et 800 ug / mL) ont été
placés dans des tubes a essai. Les tubes ont été ensuite placés dans un bain-marie a 37 °C.
Apres cela, un volume de 200 pL de plasma a été ajouté a chaque tube puis 200 uL. de CaCl,
(0,025 M) afin de déclencher la réaction de coagulation. A Tl'aide d'un chronométre, le temps
de coagulation a été enregistré et déclenché des I'entrée du CaCl, dans le tube. Chaque tube a
été légerement incliné a 45 ° afin de déceler la présence éventuelle du coagulat qui est
représenté par une masse visqueuse semi-solide et le chronomeétre a été arrété dés qu’un
caillot a été observé. Un autre tube ne contenant que du plasma et CaCl, a été considéré
comme témoin.

Le pourcentage de diminution du temps de coagulation a été déterminé selon 1’équation :

S% =[(T1-T2)/T1]
Ou,
S: représente le pourcentage de diminution du temps de coagulation;

T1: représente le temps de coagulation du lot témoin;

T2: représente le temps de coagulation des échantillons testés.
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4.4. Activité anti-inflammatoire

4.4.1. Test de stabilisation des membranes des globules rouges

v Préparation de la suspension érythrocytaire

Pour préparer la suspension d'érythrocytes, la méthode décrite par Abe ef al. (1991) a été
utilisée avec quelques légeres modifications. 5 mL. de sang humain ont été prélevés sur des
volontaires sains et transférés dans des tubes EDTA. Le sang a été ensuite centrifugé a 3000
tr/min pendant 5 min et les cellules concentrées ont été lavées trois fois avec un volume égal
de solution saline normale. Le volume de sang a été mesuré et reconstitué¢ sous forme d'une
suspension a 40% avec une solution tampon isotonique (PH = 7.4) composée de [NaCl (4.4
g), NaH>PO4 (1.6 g) et NaoHPO4 (7.6 g)].

v' Mode opératoire

Afin de réaliser cette activité, plusieurs concentrations des extraits n-BuOH et EA de C.
tougourensis ont été préparées (50-800 ug / mL) en trois répétitions. Le diclofénac sodique a
été utilisé comme médicament de références et les mémes concentrations ont été testées. Ainsi
50 ul de la suspension érythrocytaire ont été ajoutés a tous les tubes de chaque série puis ces
tubes ont ensuite été subdivisés en 2 séries ; I'une a été incubée dans un bain-marie a 54 °C
pour une durée de 20 min tandis que l'autre paire a été maintenue a 0 °C pendant 20 min.
Cette étape a été suivie d’une centrifugation a 5000 tr/min pendant 5 min puis, a I’aide d’un
spectrophotometre, I'absorbance des surnageants a été mesurée a 560 nm (Gandhidasan et
al., 1991).

4.4.2. Test de dénaturation de I’albumine sérique bovine (BSA)

Le principe de cette technique consiste a évaluer le possible effet anti-inflammatoire de
notre plante sur la dénaturation de I'albumine sérique bovine (BSA) induite par la chaleur (72
° C). Ainsi; un volume de 1 mL de chaque concentration d'extrait ou de médicament de
référence (diclofénac sodique) a été ajouté a 1 mL de BSA (0.2%) préalablement préparé dans
une solution tampon Tris Hel (PH = 6.6). Le mélange a ensuite été incubé a 37 ° C pendant 15
min suivi ensuite d’un deuxieme bain-marie a 72 °© C pendant 5 min. ’absorbance a été
mesurée apres refroidissement des tubes a 660 nm (Kandikattu ez al., 2013).

Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation de I’albumine bovine a été calculé via cette
formule:

% d'inhibition de la BSA =[Vs/ Vc -1] x 100
Ou,

Vs: représente 1’absorbance de 1'échantillon a tester,
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Vec: représente 1’absorbance du témoin.

4.4.3. Test de dénaturation de I’albumine de I’ceuf de poule

Un second test de dénaturation des protéines a été effectué mais cette fois ci en utilisant
I’albumine de DI’ceuf de la poule. Ainsi un mélange réactionnel (5 mL) se composant
principalement de 200 pl d'albumine (prélevé a partir du blanc d’ceuf frais de poule) et 2,8 mL
de tampon phosphate (PBS, pH 6.4) en plus de 2 mL de I’extrait de C. fougourensis a
différentes concentrations (50-800 pg/mL). Ensuite, le mélange a été incubé a 37 °C pendant
15 min puis immédiatement chauffées a 70 °C pendant 5 min. Enfin, les absorbances ont été
mesurées a 660 nm et un volume équivalent d'eau distillée a été utilisé comme lot témoin. Le
diclofénac sodique a été utilisé comme référence dans ce test qui a été répété 3 fois (Mehta et
al., 2017).

Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation des protéines a été calculé comme suit :

% d'inhibition = [Vs/ V¢ - 1] x 100

ou,
Vs: représente 1’absorbance de I’extrait ou du médicament.
Ve: représente 1’absorbance du controle.
4.5. Activité antidiabétique

L’a-amylase est une enzyme qui joue un role crucial dans le métabolisme glucidique,
notamment dans la conversion des polysaccharides complexes en de simples petites molécules
appelées monosaccharides facilitant leur digestion et leur absorption par I’organisme qui
favorise ainsi I’¢lévation de la glycémie (Peyrot et al., 2016). Cependant, dans certains cas
pathologiques tels que le diabete de type 2, il y a un exces d’activité¢ de cette enzyme
entrainant ainsi une hyperglycémie anormale (Yadav et al., 2013).
Le but de cette expérience est de démonter la capacité de C. fougourensis a inhiber l'o-
amylase en se basant sur le modele de Agada et al. (2020).Tout d’abord, 500 puL d'extrait
végétal ou du standard ‘acarbose’ ont été additionnés a 500 uL d’une solution tampon
phosphate (NaHPO4/NaH>PO4 (0.02 M), NaCl (0.006 M) a pH neutre contenant 1'enzyme
alpha-amylase (1%). Apres une incubation a 37 °C pendant 10 min, un volume de 500 puL
d’une solution d'amidon (1%) a été ajouté a la préparation pour initier la réaction. Le mélange
est incubé une seconde fois a 37 °C mais cette fois ci pendant 15 min et la réaction est arrétée

par I’addition d’un volume de 1 mL d’une solution d’acide 3,5-dinitrosalicylique (DNS) puis

48



PARTIE EXPERIMENTALE CHAPITRE 1 : MATERIEL ET METHODES

placé immédiatement dans un bain marie a (100 °C) pendant 10 min. Enfin, un volume de 5
mL d’eau distillée a été ajouté a la préparation apres refroidissement. A 1’aide d’un

spectrophotometre, les absorbances ont été mesurées a une longueur d’onde de 540 nm.

4.6. Activité neuroprotectrice

L’objectif de cette activité est de prouver que les extraits de C. tougourensis ont un effet
inhibiteur de [Pactivit¢ de deux enzymes; l'acétylcholinestérase (AChE) et la
butyrylcholinestérase (BChE) respectivement afin de trouver de nouvelles alternatives dans le
traitement des maladies neurodégénératives telles que 1’ Alzheimer et le parkinson (Holzgrabe
et al., 2007).

Brievement, 10 uLL de solution d'extrait a différentes concentrations (3.125-200 pg/mL)
préalablement dissous dans de 1'éthanol ont été ajoutés a 150 uL de tampon phosphate de
sodium (100 mM; pH= 8.0). Ensuite, 20 uL d'AChE (5.32 x 10" U) ou de BChE (6.85 x 10
U) ont été ajoutés au mélange puis incubés a 25 °C pendant 15 min.

Il est trées important de suivre I’ordre chronologique des étapes de cette activité, ainsi
apres I’incubation, un volume de 10 uL de DTNB (0.5 mM) a été ajouté au mélange ensuite
10 uL d'iodide d'acétylthiocholine (0.71 mM) ou de chlorure de butyrylthiocholine (0.2 mM)
ont été ajoutés au mélange précédent. A noter que la galantamine a été utilis€ée comme

référence. Enfin, I'absorbance a été mesurée a 412 nm (Ellman et al. 1961).

4.7. Activité antimicrobienne
4.7.1. Matériel microbien

Afin d’évaluer ’activité antimicrobienne, six souches de bactérie ont été utilisées dont
deux étaient des Gram-positives et quatre autres des Gram-négatives. Ainsi ces souches
étaient : Klebsiella pneumonia, Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Staphylococcus aureus pathogene, Escherichia coli pathogene et
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 1117).

Une souche de champignon unicellulaire a été également utilisée, il s’agit de la levure
Candida albicans (ATCC 90029).

Ces souches ont été fournies en partie par Dr Loucif (Laboratoire de Biotechnologie des
Molécules Bioactives et de la Physiopathologie Cellulaire) et également par le Laboratoire de
Bactériologie, Centre Hospitalier Universitaire -Batna- (CHU).

4.7.2. Préparation de I'inoculum (étape d’inoculation)
Tout d’abord les souches bactériennes ont été repiquées sur la gélose de Mueller-Hinton

et incubées a 37 °C pendant 24 h tandis que la souche de champignon a été repiquée sur une
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gélose de Sabouraud et incubées a 37 °C pendant 48 h. Le but de cet ensemencement est de
favoriser la prolifération des souches microbiennes afin d’avoir des colonies bien visibles et
exploitables. Les expériences ont été menées dans une zone ne dépassant pas un rayon de 20
cm autour de la flamme du bec bunsen afin d’éviter une éventuelle contamination.

Ainsi avec une anse de platine stérilisée, une colonie isolée de chaque souche de bactéries
ou de champignon a été raclée et déchargée dans 5 mL de bouillon nutritif. La suspension

bactérienne a été ensuite incubée pour une durée de 10-24 h a 37 °C.

4.7.3. Réalisation du test antimicrobien

La méthode de microdilution a été utilisée pour évaluer I’activité antimicrobienne des
extraits n-BuOH et EA de C. tougourensis (Carev et al., 2018). Ainsi, des disques de papier
Wathman (6 mm de diametre) stérilisés ont été imprégnés de 10 pL de solutions d'extrait,
chacun a différentes concentrations (0,00625-0,1 mg/mL) puis déposés soigneusement sur la
surface de la gélose préalablement inoculée a l'aide d'un écouvillon stérile chargé de
I’inoculum. Les cultures ont été ensuite incubées pendant 24 h dans le cas des souches
bactériennes et pendant 48 h dans le cas de la levure. La gentamicine et la pénicilline ont été
utilisées comme standards et le diméthylsulfoxyde (DMSO) comme contrdle négatif. Chacune
des manipulations a été répétée 3 fois et les concentrations minimales inhibitrices (CMI) ont

également été calculées.

5. Evaluations des activités biologiques in vivo

5.1. Matériel animal

Des souris males et femelles de race Swiss Albinos Wistar (souche BALB/c), pesant
entre 25-30 g ont été procurées de l'Institut Pasteur (Alger), puis placées dans des cages
métalliques (longueur: 100 cm, largeur: 50 cm, hauteur: 80 cm) et maintenues a une
température ambiante (22 + 1 °C), cycle lumiere / obscurité de 12 h avec un acces libre a la
nourriture et a l'eau. Avant chaque expérience, les souris ont été soumises a 1’acclimatation
avec les conditions de laboratoire pendant deux semaines afin de respecter 1’éthique de

manipulation d’animaux de laboratoire.

5.2. Evaluation de la toxicité aigue

Afin de tester la toxicité orale aigue de l'extrait n-butanol de C. fougourensis, un lot de
souris males (n=6) recoit une seule dose de 2000 mg /kg (volume de 10 mL de la solution
d’extrait préalablement solubilisé dans 0.9% de Nacl) conformément a la directive de

I’organisation de coopération et de développement économiques (2008). Les animaux ont
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été observés individuellement pendant 14 jours afin de déceler un éventuel signe clinique de
toxicité tels qu’un changement de comportement général, rythme respiratoire, yeux, peau,

fourrure, activité somatomotrice ou bien une mortalité.

5.3. Activité analgésique
Test de la plaque chauffante

Il s’agit d’un test purement comportemental servant beaucoup plus a tester les réflexes
des cobayes et de voir leurs réponses a une stimulation nociceptive (Koutsoukas et al., 2011).
Le protocole de (Xu et al., 2014) a été utilisé pour I’évaluation de cette activité. Ainsi, les
souris femelles ont été subdivisées en quatre groupes (n = 6) et prétraitées comme ceci :
Groupe 1: a servi de controle négatif et a recu une solution saline isotonique a 0.9% (10 mL /
kg, po).

Groupe 2: a servi de controle positif et a recu de I'aspirine (10 mg / kg, poids corporelle (po))
a un volume de 10 mL/kg.

Groupes 3 et 4 ont recu respectivement 200 et 400 mg / kg (po) d'extrait n-butanol pour un
volume de 10 mL/kg.

Chaque souris testées a été placé sur une plaque chauffante maintenue a une température
de 55 + 0.5 °C ; pour cela un bécher en verre a été placé sur la surface de la plaque chauffante
pour maintenir une surface chauffée stable mais également pour éviter d'endommager les
pattes de souris. Un chronometre a été utilisé pour enregistrer le temps de réaction en
secondes et arrété immédiatement lorsque la souris commence a se lécher ou sauter.

Les souris sélectionnées dans cette étude, avaient un temps de latence de 5 a 30 s.
Cependant, une limite de temps a été fixée a 30 s, pour éviter les dommages tissulaires, et le

temps de réaction a été noté a 30, 60 et 120 min apres les prétraitements oraux.

5.4. Activité anti-inflammatoire
5.4.1. (Edéme de la patte induit par la carraghénane

Le modele de I’cedéme de la patte induit par la carraghénane est un bon test pour voir si la
plante a éventuellement des propriétés anti-inflammatoires. Ainsi la méthode de Lu et al.,
(2007) a été utilisée avec quelques légeres modifications. Les souris femelles ont d’abord été
subdivisées en quatre groupes dont 6 souris par groupe comme suit :
Groupe 1 : a été considéré comme témoin négatif non sain et a recu uniquement par gavage
gastrique une solution saline isotonique (10 mL / kg, po) puis apres 30 min une injection sub-

plantaire de 0.1 mL de carraghénane (1%) au niveau de la patte droite afin d’induire 1’cedéme.
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Groupe 2: a été considéré comme témoin positif et a recu par gavage gastrique de
I'indométacine (20 mg / kg, po) puis apres 30 min une injection sub-plantaire de 0.1 mL de
carraghénane (1%) au niveau de la patte droite afin d’induire I’cedéme.
Groupe 3 et 4 : ont recu respectivement par gavage gastrique une concentration de 200 et 400
mg / kg de poids corporel (po) de I’extrait n-butanolique de C. fougourensis puis apres 30 min
une injection sub-plantaire de 0.1 mL de carraghénane (1%) au niveau de la patte droite afin
d’induire I’cedéme.
A noter que les pattes gauches des souris sont considérées comme témoin négatif sain.

Le diametre de l',edéme a été mesuré a 1'aide d'un pied a coulisse numérique avant et 1h,
2h, 3h, 4h, 5h, 6h, 24h apres l'injection de carraghénane.

Pour calculer le pourcentage d'inhibition de I'cedéme, I’équation suivante a été utilisée:

% d'inhibition = [(VC - VT) / V(]

ou,
VC : représente le diametre moyen de 1'eedéme dans le groupe témoin a un moment donné;
VT : représente le diametre moyen de l'eedéme dans le groupe traité avec I’extrait ou le
médicament.
Evaluation des parametres biochimiques et hématologiques

Les échantillons de sang de souris anesthésiées ont été prélevés a partir de la veine
jugulaire en utilisant des épicriniennes et transférés dans des tubes appropriés. Le sang a été
analysé pour les parametres hématologiques (globules rouges et blancs, plaquettes,
réticulocytes, hématocrite, hémoglobine, lymphocytes, monocytes, neutrophiles, basophiles,
éosinophiles) (automates d'hématologie Le XT-2000i) et pour les parametres biochimiques
(albumine et protéine C-réactive) (automate de biochimie COBAS C111 ROCHE).
Examen histologique

Apres le sacrifice, les pattes de souris traitée (pattes droites) ainsi que les pattes témoins
(pattes gauches) ont été fixées dans une solution de formaldéhyde a 10%, puis décalcifiées
avec la solution de Plank-Rychlo. Apres cela, elles ont été traitées avec un mélange gradué
d'éthanol et de xylene puis incorporées dans de la paraffine. Les coupes de tissus ont été
colorées avec de I'hématoxyline et de 1'éosine (H&E) comme préparation pour I'évaluation
histologique.
Dans cet examen, la recherche de signes d’inflammations tels que des signes de congestion
vasculaire ou bien des hyperkératoses a été ciblée.

5.4.2. (Edéme de I’oreille induit par ’huile de croton
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Dans ce deuxieme test, I’cedéme a été provoqué au niveau de la face interne de 1’oreille
droite de souris males via une application de 20 ul d’une solution contenant 80 pg de huile de
croton préparée dans une solution acétone—eau (1:1,V/V); ce groupe a servi de témoin
négatif non sain et 1’oreille gauche non traité¢ par I’huile de croton a servi de témoin négatif
sain.

Un 2°™ groupe a servi de témoin positif ayant recu, en plus de ’agent irritant, 0,5 mg
d’indométacine considéré comme référence dans ce protocole.

Deux autres groupes ont recu respectivement, en plus de I’agent irritant, 2 mg de I’extrait
n-butanolique de C. fougourensis a deux concentrations (200 et 400 mg/kg).

A noter que le diametre de chaque oreille ainsi que son poids ont été mesurés avant le
traitement puis 2h et 4h apres le traitement (Manga et al., 2004) et le pourcentage d’inhibition

de ’cedéme a été calculé par rapport au groupe témoin selon la formule suivante :

% Inhibition = [MPEcont—MPEtreat / MPEcont] x 100

MPEcon: : représente le pourcentage moyen d'cedéme du groupe témoin négatif.

MPE/rea : représente le pourcentage moyen d'cedéme du groupe soumis a un traitement avec
I’extrait ou le médicament.
Examen histologique

Apres le sacrifice, les oreilles de souris traitées (oreilles droites) ainsi que les oreilles
témoin (oreilles gauches) ont été fixées dans une solution de formaldéhyde a 10%, puis
préparées comme précédemment décrit et dans cet examen aussi, la recherche de signes
d’inflammation tels que des congestions vasculaires ou bien des hyperkératoses ont été

recherchés.

5.5. Activité antipyrétique

Le but de cette activité était d’évaluer I’aptitude de I’extrait n-BuOH de C. tougourensis a
diminuer la fievre provoquée chez les souris par la levure de biere. Pour cela, le protocole de
Muhammad et al., (2021) a été utilisé. Tout d’abord, la température corporelle normale de
chaque souris male a été mesurée a I’aide d’un thermometre numérique, puis la fievre appelée
également pyrexie a €té induite chez toutes les souris par injection dorsolatérale d'une
suspension aqueuse a 20% de levure de biere (10 mL / kg, po). Ensuite, tous les groupes ont
été mis a jeun pendant la nuit avec un acces libre a l'eau pendant 16 h; la température rectale
de chaque souris a été enregistrée et seuls les animaux présentant une augmentation de

température d'au moins 0.5 °C ont été sélectionnés pour I'étude.
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Les souris ont été ensuite divisées en quatre lots (n = 6) comme suit:
Lot 1: a servi de contrdle négatif et a recu une solution saline isotonique a 0.9% (10 mL/kg,
po).
Lot 2: a servi de contrdle positif et a recu du paracétamol (150 mg/kg, po),
Lots 3 et 4 ont recu respectivement 200 et 400 mg/kg, po) d'extrait de n-butanol de Centaurea
tougourensis.

La température rectale de chaque groupe a été enregistrée a 1h, 2h, 3h, 4h et Sh apres le
traitement et I'équation suivante a été utilisée pour calculer le pourcentage d'inhibition de la

pyrexie:

% d'inhibition = [(B - Cn) / B- A] x 100

Ou,
B : représente la température rectale apres injection de la levure de biere ;
Cn : représente la température rectale apres 1, 2, 3, 4 et 5 h de traitement.
5.6. Activité antiulcéreuse

L’activité¢ antiulcéreuse a également été évaluée en utilisant le modele d'ulceres induits
par 1'éthanol (Li et al., 2018). Notant que le but de ce test est purement préventif. Avant de
lancer l’activité, les souris femelles ont d’abord ét€¢ mises a jeun pendant 12 h mais avec un
acces libre a 1'eau. Les souris ont été réparties en 5 lots (n=6) et prétraitées comme suit :
Groupe 1: a été considéré comme témoin négatif sain et a recu uniquement par gavage
gastrique une solution saline isotonique (10 mL / kg, po).
Groupe 2 : a été considéré comme témoin négatif non sain et a recu par gavage gastrique une
solution saline isotonique (10 mL / kg, po) puis 1 h apres, une solution d’éthanol (90%) (10
mL / kg, p.o.) afin d’induire 1’ulcere gastrique.
Groupe 3 : a été considéré comme témoin positif et a recu par voie gastrique de I’oméprazole
(20 mg/kg, po) puis 1h aprés une solution d’éthanol (90%) (10 mL/kg, po) afin d’induire
’ulcere gastrique.
Groupe 4 et 5 : ont recu respectivement par gavage gastrique une concentration de 200 et 400
mg/kg de poids corporel (po) de I’extrait de n-butanolique de C. tougourensis et cela 1h apres
une solution d’éthanol (90%) (10 mL/kg, p.o.).

Examen histologique
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Les animaux ont été sacrifiés et leur estomac a été prélevé puis fixé dans une solution de
formaldéhyde a 10%, puis les coupes histologiques ont été préparées comme précédemment
décrit.

Des examens a I’échelle macroscopique puis microscopique ont été réalisés afin de

déceler d’éventuelles 1ésions de la muqueuse gastrique.

5.7. Activité cicatrisante

Cette technique a été réalisée en utilisant le procédé de formulation galénique qui consiste
a créer une pommade a ’aide d’extraits de plante ainsi que d’autres produits lui donnant sa
consistance de pate (Mengie ef al., 2021). Pour réaliser cette activité, la démarche de Rajoo et
al. (2021) a été suivie avec quelques 1égeres modifications. Apres avoir rasé la partie dorsale
des souris maéles, elles ont été ensuite anesthésiées puis la plaie a été provoquée selon le
modele d’excision donnant une plaie a une surface de (1.5 cm). Dans ce procédé de
formulation, nous avons utilisé de la paraffine bio issuse de la cire d’abeilles au lieu d’utiliser
la paraffine industrielle, ainsi que la glycérine, la vitamine E, ’eau distillée, ainsi que le tween
80 (employé comme agent émulsifiant). A ce mélange a été ajouté 1’éxtrait n-BuOH (200 et
400 mg de C. tougourensis pour le groupe qui a regu I’extrait ou bien la Bétadine dans le cas
du groupe témoin positif. Un autre groupe a servi de placébo et un autre de témoin négatif non
sain. Un 6°™ groupe a été considéré comme témoin- sain et la partie dorsale de ses souris a
été rasée mais aucune plaie n’a été provoquée. Un coton-tige stérile a été utilisé pour
appliquer les pommades sur le site de la plaie (Figure 17).

La cicatrisation des plaies des animaux a été suivie pendant 18 jours jusqu’a fermeture
complete. La surface des plaies a été calculée a 1’aide du logiciel Image J (version 1.8, acces

publique libre) et le pourcentage de réduction de la zone de la plaie a été calculé selon la

% de réduction de la plaie = Zone de la plaie au jour 0 - Zone de la plaie au jour (n) X 100

Zone de la plaie au jour 0

formule suivante :
Examen histologique

Au 18°™ jour, la couche de peau recouvrant la zone de plaie a été prélevée puis fixée
dans une solution de formaldéhyde a 4%, puis les coupes histologiques ont été préparées

comme précédemment décrit.
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Des examens a I’échelle microscopique ont été réalisés afin de déceler des éventuelles 1ésions

tissulaires ou de signes de congestion vasculaire.

4

Figure 17. Recapitulatif des principales étapes de 1’activité cicatrisante.

(1-2) rasage de la zone dorsale des souris et application de la creme anesthésiante, (3-4) induction de
I'excision (zone de 1.5 cm), (5) nettoyage de la zone blessée avec Nacl 0,9% (400 mg / kg), (6)
application des traitements respectifs.

5.8. Activité hépatoprotectrice

Cette activité a pour objectif d’évaluer D’effet hépatoprotecteur possible de C.
tougourensis en utilisant le paracétamol comme agent hépatotoxique. Cette expérience a été
realisé par la méthode de Hussain ef al. (2014). a duré une semaine et deux types de
sylimarine ont été utilisés; 1'une industrielle et ’autre naturelle obtenue apres purification
d’un extrait de plante. Ainsi I’'un des buts de cette activité est de comparer 1’effet protecteur
de ces deux standards. Les souris males ont été répertoriées comme ceci :
Le groupe 1 a servi de témoin normal, et n'a recu qu'une solution saline normale a 0.9% (1
mL/kg par jour, ip) pendant 7 jours consécutifs tandis que le 2°™ groupe a été considéré
comme témoin négatif non sain et n’a recu que du paracétamol (250 mg/kg, ip) pendant 7

jours consécutifs. Les 3™ et 4™ groupes ont regu respectivement le la silymarine industrielle

et naturelle comme standard a une concentration de (100 mg/kg, ip) par jour, pendant 7 jours
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consécutifs ainsi que du paracétamol (250 mg/kg par jour, ip) 3 h apres l'administration de
silymarine.

Chez les groupes 5 et 6, les souris ont recu respectivement deux doses différentes de
I’extrait de n-butanolique de C. rougourensis (200 et 400 mg/kg de poids corporel, tous les
jours pendant 7 jours, puis du paracétamol (250 mg/kg, intrapéritonéale) 3 h apres
I'administration des extraits.

Le poids corporel des souris a été suivi durant toute la période d’expérimentation.
Examen histologique

Les animaux ont été sacrifiés puis leurs foies ont été prélevés puis fixés dans une solution
de formaldéhyde a 10%. Les coupes histologiques ont été préparées comme précédemment
décrit.

Des examens a ’échelle microscopique ont été réalisés afin de déceler des éventuelles
Iésions tissulaires ou de signes de congestion vasculaire ou nécrose.

Evaluation des parametres biochimiques

Les échantillons de sang de souris anesthésiées ont été prélevés a partir de la veine
jugulaire en utilisant des épicraniennes et transférés dans des tubes adéquats. Le sang a été
analysé au niveau de la clinique Achifa du Dr.GHASSIRI en utilisant un automate de
biochimie (COBAS INTEGRA® 400 plus). Les parametres biochimiques évalués sont :
Urée, Créatine, Transaminases (TGO), Transaminases (TGP), Triglycerides, Choléstérol total,
HDL, LDL (automate de biochimie COBAS C111 ROCHE)..

5.9. Activité antihyperglycémiante
5.9.1. Test de tolérance au glucose (OGTT)

Il s’agit d’un test préliminaire rapide pour évaluer l'activité hypoglycémique d’une plante
et ainsi d’avoir une idée sur un éventuel effet antidiabétique de I’espéce étudi¢e (Belgacem et
al., 2019). Ainsi, 3 lots de souris (n=6) préalablement mis a jeun pendant 16 h, ont servi pour
la réalisation de ce test et ont été répertori€s comme ceci :

Groupe 1: a été considéré comme témoin négatif sain et les souris ont recu par gavage
gastrique uniquement une solution saline isotonique a 0.9% (10 mL/kg, po).

Groupe 2 : a été considéré comme témoin positif et les souris ont recu par voie orale du
glibenclamide (10 mg / kg, po) puis apres 1h30 une solution de sérum glucosé (2 g/kg, po)
afin d’induire un diabéte temporaire.

Groupe 3: a recu une concentration de 400 mg/kg de poids corporel (po) de I’extrait de n-
butanolique de C. tougourensis puis aprés 1h30 une solution de sérum glucosé (2 g/kg, po)

afin d’induire un diabéte temporaire.
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La glycémie des souris de chacun des groupes a été enregistrée via du sang prélevé au
niveau de la veine caudale (centrale) avant le traitement puis 30 min, 60 min, 90 min et 120
min apres I'administration du sérum glucosé (Joy et Kuttan, 1999). Un glucometre (modele
Issucare) a servi pour la détermination de la glycémie.

De plus, la formule suivante a été utilisée pour calculer le pourcentage d'inhibition de

I'hyperglycémie:
% d'inhibition = (1 - We / Wc) x 100

Ou,
We : représente la glycémie des souris du groupe trait¢ par I’extrait de la plante ou
glibenclamide & un moment donné,

Wec : représente la glycémie des souris du groupe contrdle a un moment donné.

5.9.2. Diabete induit par la streptozotocine

Cette technique est considérée par les diabétologues comme une référence pour
I’évaluation des propriétés anti-hyperglycémiantes d’une plante. Ainsi, afin d’évaluer cette
activité, la démarche de Kim ef al., (2016) a été suivie. Le diabete a été provoqué par une
seule injection intrapéritonéale de streptozotocine (STZ) a une concentration de 50 mg/kg,
mais précédée par une autre injection de nicotinamide (vitamine B3) a une dose de 120 mg/kg
afin d’éviter une destruction totale des cellules f pancréatiques par la STZ, trés connue pour
son action cytotoxique sur les cellules B pancréatiques (Masiello ef al., 1998). Apres 72 h, les
souris males présentant une glycémie supérieure a 200 mg/dL ont été considérées comme
diabétiques et sélectionnées pour cette étude. Ainsi, celles-ci ont été subdivisées en quatre
groupes (n=6) et ont recu pendant 15 jours leur traitement respectif, ainsi ;
Le groupe 1 a été considéré comme témoin négatif non sain et a recu uniquement par gavage
gastrique une solution saline isotonique 0.9% (10 mL / kg, po).
Le groupe 2 a été considéré comme témoin positif et a recu par gavage gastrique du
glibenclamide (5 mg / kg, po).
Les Groupes 3 et 4 ont recu respectivement par gavage gastrique une concentration de 200 et
400 mg / kg de poids corporel (po) de I’extrait n-butanolique de C. tougourensis.
Un 5% groupe non traité par la streptozotocine a été considéré comme témoin négatif sain.
La glycémie des souris de chacun des groupes a été enregistrée a I’aide d’un glucometre
(modele Issucare) via du sang prélevé au niveau de la veine caudale (centrale) et notée avant
’induction du diabéte puis le 1" jour, 5™, 10°™, 15°™ jours aprés ’induction du diabéte par

la streptozotocine.
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Le poids corporel des souris a été suivi durant toute la période d’expérimentation.
Examen histologique

Les animaux ont été sacrifi€s puis leurs pancréas et leurs foies ont été prélevés puis fixés
dans une solution de formaldéhyde a 10%, puis les coupes histologiques ont été préparées
comme précédemment décrit.
Des examens a I’échelle microscopique ont été réalisés afin de déceler des éventuelles 1ésions
tissulaires ou de signes de congestion vasculaire.
Evaluation des parametres biochimiques

Les échantillons de sang des souris anesthésiées ont été prélevés a partir de la veine
jugulaire en utilisant des épicraniennes et transférés dans des tubes adéquats. Le sang a été
analysé pour les parametres biochimiques suivants (Urée, Créatine, Transaminases (TGO),
Transaminase (TGP), Triglycerides, Choléstérol total, HDL, LDL) (automate de biochimie
COBAS C111 ROCHE)..

5.10. Analyses statistiques

Les données obtenues ont été exprimées pour 1’étude in-vitro en moyenne + SD et pour
I’¢tude in-vivo en moyenne = SEM. Les analyses statistiques ont été effectuées par le test
ANOVA 2a un facteur suivi des tests multiples de Dunnett via le logiciel Graph Pad Prism
(version 8). Les résultats ont été considérés significatifs a p <0.05, hautement significatifs a p

<0.01 et tres hautement significatif a p <0.001.
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PARTIE EXPERIMENTALE CHAPITRE 2 : RESULTATS ET DISCUSSION

1. Etude phytochimique
1.1. Rendement d’extraction

Les différentes étapes d’extraction ont permis d’obtenir trois extraits distincts a polarité
croissante qui sont respectivement : I’extrait n-héxanique, I’extrait acétate d’éthyle et I’extrait
n-butanolique.

Les différents rendements obtenus de chacun des extraits de C. tougourensis sont
représentés au niveau du Tableau 4. Le rendement le plus important a été obtenu avec le
solvant n-butanol (1.58%), tandis que le rendement le plus faible a été obtenu avec le solvant
le moins polaire, qui est dans cette étude le n-héxane (0.42%). 1l a également été démontré
que la plupart des composés bioactifs se concentrent dans les extraits les plus polaires
(Wrona et al., 2019), ce qui explique notre choix de tester principalement dans notre étude,
les extraits n-butanolique (n-BuOH) et acétate d’éthyle (EA). De plus, les meilleurs

rendements ont €té obtenus avec ces deux extraits.

Tableau 4. Rendement aspect et couleur des extraits de C. tougourensis.

Type d’extrait Abbreviation Rendement Aspect Couleur
n-butanolique n-BuOH 1.58 % Pateux Marron
Acétate d’éthyle EA 1.03 % Poudreux Vert foncé

n-héxanique n-Hex 0.42 % Poudreux Vert foncé

Des rendements comparables ont été rapportés par d’autres chercheurs sur diverses
especes de Centaurea tels que C. microcarpa et C. cyanus. Ainsi, le rendement de ’extrait n-
BuOH de C. microcarpa était de (2.06%) (Bremer, 1994) et le rendment de D’extrait
méthanolique pure de cette méme espece était de (3.696%) (Ferhat et al., 2008). Concernant
I’espece C. cyanus, le rendement de I’extrait n-BuOH de C. cyanus était de (1.31%) et celui
de lextrait EA était de (1.12%) (Spellenberg, 2019), ce qui en parfait accord avec les
résultats trouvés avec C. tougourensis. Notant également que le procédé d’extration suivi par
ces chercheurs était une extraction de type liquide-liquide, ainsi la méme démarche a été suivi
dans cette étude pour I’obtention des différents extrait de C. tougourensis.

De bons rendemements ont également été rapportés chez une autre espece de Centaurea
nommée C. sempervirens, pour ’extrait n-BuOH, les rendements étaient de (2.50%) a partir
des fleurs et (1.53%) a partir des feuilles. Tandis que les résultats de ’extrait EA étaient de
(0.41%) a partir des fleurs et (0.81%) a partir des feuilles. Le rendement le plus faible dans

leur étude a été observé chez ’extrait éther de pétrole (Belbache, 2018).
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L’extraction de type liquide-liquide est 'une des méthodes d’extraction les plus fiables et
utilisée d’ailleurs par de nombreuses équipes de recherche a travers le monde. Cette technique
a été utilisée dans cette étude en raison de plusieurs avantages tels qu’une grande sélectivité
lors du procecus de séparation (Silvestre et al., 2009) outre la garantie d’avoir des extraits
riches en composés si les étapes d’extraction sont bien respectées (Canbay, 2017).

Cependant, comme toute technique, elle présente également des inconvénients tels que
I’obligation de répéter plusieurs fois les étapes d'extraction afind’obtenir un rendement
optimal. L’utilisation de gros volumes de solvants organiques qui doivent généralement étre
tres pures, et parfois méme des difficultés d'émulsion qui entravent la récupération complete
de l'extrait (Breitenbucher, 2001 ; Otles et Kartal, 2016).

Il ya également d’autre méthodes d’extraction et chacune d’entre elles a ces avantages et
ces inconvénients, de la plus simple dite macération jusqu’aux méthodes d'extractions les plus
complexes telles que I’extraction par fluide supercritique (SFE) ou bien I’éxtraction électrique

pulsée (PEE) (Epifanoet al., 2018).

1.2. Analyse qualitative

Comme le montre le Tableau 5, le criblage phytochimique de C. tougourensis a permis
de déceler la présence de plusieurs classes de métabolites secondaires, dont principalement les
flavonoides, saponines, triterpénes, tanins, anthocyanes, quinones et mucilages comme
polysaccharides. Ceci est en parfait accord avec des travaux antérieurs (Medjroubi et al.,
1998 ; Bentamene ef al., 2010 ; Hammoud et al, 2012 ; Kitouni et al., 2015) réalisés sur
d’autres especes Algériennes endémiques du genre Centaurea tels que C. calcitrapa, C.
granata, C. sicula et C. phaerocephala et qui ont montré la richesse de ces especes en tanins,
sesquiterpenes lactones, flavonoides, saponines et d’autres terpenes. Il est également tres
important de noter que les especes de la famille des Astéracées sont tres convoitées en raison
de leur richesse en composés bioactifs et plus de 7000 composés ont €té isolés dont 5000
identifiés jusqu’a présent (Panda et Luyten, 2018). Ces composés sont principalement des
flavonoides, acides phénoliques, glycosides, terpénoides (Silva et al., 2011 ; Sokovi¢ et al.,

2019).
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Tableau 5. Résultats du criblage qualitatif de C. fougourensis.

Classes phytochimiques Nom du test Résultats d'analyse
Tanins Test au chlorure ferrique +++
Stéroides Test de Liebermann-Burchard -
Flavonoides Test de Shinoda +++
Anthocyanes Test de Borntriger ++
Triterpenes Test de Liebermann-Burchard +++
Alcaloides Test de Dragendroff +
Quinones Test du NaOH ++
Saponines Test de mousse +++
Mucilage Test d'éthanol +++
Composés cyanogenes Test du picrate de sodium de Guignard -
Glycosides cardiotoniques Test de Keller-Kiliani -

(-) = Absent; (+) = Faible concentration; (++) = Concentration modérée; (+++) = Forte concentration.

En Algérie, plus de 65 types de flavonoides ont été identifiés jusqu’a présent dans
diverses especes de Centaurea dont 33 étaient des flavonoides aglycones et 32 des
flavonoides glycosides (Ayad et Akkal, 2019). De méme, pres de 59 types de sesquiterpenes
lactones ont été isolés et identifiés des especes Centaurea algériennes (Abad Martinez ef al.,
2012).

Certaines études (Xu et al., 2004 ; Sandjo et Kuete, 2013) ont démontré que les
Centaurea algériennes contiennent une trés forte proportion de saponines et de triterpénoides,
parmi ces especes ; C. omphalotricha et C. acaulis. Cependant, dans ces deux especes,
I’analyse qualitative a révélé 1’absence des stéroides ou leur présence en minorité par rapport
aux autres classes identifiées. De méme, les stéroides n’ont pas été détectés dans cette étude,
ce qui est en accord avec les précédents travaux cités et le résultat de la présente étude.

Les Centaurea sont également tres riches en acides phénoliques, ce qui a été démontré
chez certaines especes telles que C. choulettiana et C. melitensis (Ayad et al., 2012 ; Azzouzi
et al., 2016). 11 est tres important de signaler que cette richesse en composés bioactifs a été
décelée que ce soit au niveau des extraits ou bien des huiles essentielles des plantes
(Milosevi¢ et al., 2010 ; Maggio et al., 2014 ; Albayrak et al., 2017). L’analyse a également
révélé la présence des alcaloides mais en faible proportion, tandis que, les composés
cyanogenes, glycosides cardiotoniques et stéroides n’ont pas été trouvés. D’autres travaux ont
également révélé des niveaux trés faibles d’alcaloides dans diverses especes de Centaurea ce

qui est en accord avec les résultats de cette étude.
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Diverses recherches (Garcia-Jacas et al., 2006 ; Zengin et al., 2019 ; Petropoulos et
al., 2020) menées sur la composition phytochimique de plusieurs especes de Centaurea a
travers le monde, notamment dans les pays bordant la méditéranée tels que I’Algérie, le
Maroc, I’Espagne et la Turquie qui ont révélé la richesse de ces especes en flavonoides,
terpenes, anthocyanes, alcaloides et saponines. Parmi ces especes ; C. bornmuelleri, C.
raphanina et C. diluta, ce qui est en parfait accord avec les résultats trouvés avec C.

tougourensis.

1.3. Résultats de la quantification des composés phénoliques par spectrophotométrie
Les différents rendements obtenus ainsi que la matiere seche de chacun des extraits de C.
tougourensis sont représentés au niveau du Tableau 6. Les résultats indiquent une teneur en
polyphénols plus élevée dans I’extrait EA (124.02 £ 1.57 ng équivalent d’acide gallique / mg
d'extrait) contre (85.44 + 3.89 EAG mg/ d’extrait) pour le n-BuOH. Cependant, la teneur en
flavonoides de I’extrait n-BuOH était bien supérieure (25.55 + 1.11 pg équivalent quercétine /
mg d'extrait) avec (0.40 + 0.01 mg/g poids sec). Mais il semblerait que la teneur en tanins de
cette fraction végétale soit moins importante que celle de I’extrait EA qui a montré une valeur
plus élevée (88.13 + 0.17 pug équivalent acide tannique/ mg d'extrait), avec (0.90 £ 0.04 mg/g
poids sec). Ces résultats sont tres logiques vu la richesse des especes du genre Centaurea en
tanins telles que Centaurea calcitropa et Centaurea stoebe (Amna et al., 2020 ; Dixon et

Sarnala, 2020).

Tableau 6. Teneurs en polyphénos totaux, flavonoides et tanins condensés des extraits n-BuOH et EA

de C. rougourensis.

Type d’extrait Teneur totale en polyphénols Teneur totale en flavonoides Teneur totale en tanins
(ug EAG mg/ mg/g MS (ug EQ mg/ mg/g MS (ug EAT mg/ mg/g MS
d’extrait) d’extrait) d’extrait)
n-BuOH 85.44 +3.89°¢ 1.34 £0.06* 2555 £ 1.11™ 0.40 +0.01° 51.87 £0.02¢ 0.81£0.01*
EA 124.02+ 1.57 1.27 £0.02 21.97+ 1.34 0.22+0.03 88.13+£0.17 0.90 £ 0.04

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n=3) suivit du test de student *P < 0.05, °p < 0.01, °p < 0.001, ™ : non
significative. comparé avec I’éxtrait EA. EAG: Equivalent d’acide gallique, EQ: Equivalents de quercétine, EAT: Equivalent
d’acide tannique, MS: Matiere seche.

Des études phytochimiques antérieures (Hosseinimehr et al., 2007 ; Kus et al, 2014 ;
Escher et al., 2018) sur les especes Centaurea telles que Centaurea cyanus, Centaurea

depressa et Centaurea americana ayant rapporté des niveaux élevés de tanins, de flavonoides,
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de polyphénols et de terpenes dans ces especes. Ce constat est en accord avec les résultats

obtenus dans cette étude.

D’autres chercheurs ont corrélé le potentiel pharmacologique de huit especes de
Centaurea avec leurs teneurs élevées en polyphénols, flavonoides et tanins, en particulier
chez C. triumfettii, C. patula et C. pulchella (Zengin et al., 2016). Des analyses qualitatives et
quantitatives des fractions n-BuOH et EA de Centaurea choulettiana, ont révélé des niveaux
élevés de composés phénoliques et de flavonoides (Azzouzi ef al., 2016) mais des valeurs
plus élevées ont été trouvés pour ’extrait EA, ainsi les teneurs en phénols et flavonoides de
l'extrait EA de feuilles étaient de (325.81 + 0.038 mg EAG et 263.73 + 0.004 mg EQ /g

d'extrait) réspectivement.

Une étude utilisant 1’approche RMN (1H et 13C) a permis de revélé la présence de
beaucoup de composés de nature phénolique dont les tanins, flavonoides et acides
phénoliques dans I’espéce Centaurea calolepis tels que vicenine-2, vitexine, isovitexine,
homoorientine, rutine, orientine, lutéoline-7-O-glycoside et acide chlorogénique. Cette
richesse en composés bioactifs pourrait expliquer, selon les auteurs, les effets antioxydant,
antiinflammatoire et cytotoxique non négligeables de leurs extraits chloroformique et

méthanolique (Erel et al., 2011).

Il est également tres intéressant de souligner la teneur élevée en polyphénols de I’extrait
EA (119.23 mg EGA/g d'extrait) de I’espece C. pulchella (Zengin et al., 2016), ce qui en
parfait accord avec les résultats obtenus avec C. fougourensis, témoignant de la richesse des
especes du genre centaurea en métabolites secondaires qui la placent ainsi parmi les especes
les plus convoitées de la famille des Astéracées. Notant également que dans cette méme
étude, C. pulchella a exhibé une tres bonne activité anti-enzymatique contre la cholinestérase,
tyrosinase, amylase et glucosidase, ce qui tres important pour aider a prévenir et/ou traiter les

maladies associées aux maladies neurodégénératives ainsi que le diabete.

Une autre étude menée par (Albayrak et al., 2007) a comparé le contenu en polyphénols
totaux et en flavonoides de I’extrait méthanolique de deux especes de Centaurea ; a savoir C.
amaena et C. aksoyi. Les résultats obtenus a partir de I’extrait de de C. aksoyi était de 3.28 mg
EGA/g tandis que pour C. amaena, 1l était de 3.62 mg EGA/g. Les teneurs en flavonoides de
I’extrait de C. aksoyi étaient de 6.96 mg EQ/g d'extrait et 5.83 mg EQ/g d'extrait pour C.
amaena. Les chercheurs de cette étude ont corrélé la richesse de ces deux especes en

polyphénols avec leur activité antioxydante treés importante décelée lors du test DPPH et B-
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carotene mais également un effet antibactérien contre de nombreuses souches pathogenes, ce

qui en accord avec les résultats chimiques obtenus avec C. fougourensis.

Il est également tres intéressant de constater que la teneur en flavonoides obtenue avec
I’extrait EA de C. tougourensis (21.97+ 1.34 ng équivalent quercétine / mg d'extrait) était
supérieure a celle rapportée par Bremer et al. (1994) sur I’espéce Centaurea microcarpa qui

n’était que de 1.0475 nug EQ mg/ d’extrait EA.

1.4. Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-
MS)

Les composés des extraits n-BuOH et EA de C. tougourensis ont été identifiés par GC-
MS. le chromatogramme de chaque extrait est représenté au niveau des Figures 18 et 19
respectivement. La formule moléculaire, le temps de rétention et l'aire du pic de chaque
composé identifié sont représentés dans le Tableau 7 et 8.

Les données obtenues ont révélé la présence de 45 composés dans 1'extrait n-BuOH, dans
lequel 12 composés étaient majoritaires, a savoir ; 2H-Furo[2,3-b]indole, 3,3a,8,8a-
tétrahydro-2,3-diméthyl- (16.12 %), Benz[c]pyran-1,3-dione, 4,4-diméthyl - (14.87 %), acide
octadécanoique, 9-oxo-, ester méthylique (9.69 %), hydromorphone (7.94 %), acétamide, N-
[3-[2-(2,3-dihydro-3-hydroxy-2- oxo-3-indolyl)-1-oxoéthyl]p (6.14 %), 2,6-Di-n-propyl-4-(2-
furyl)pyridine (6.11 %), Norhydrocodone (5.98 %), Anthracene, 1, 2,3,4,5,6,7,8-octahydro-
4.72 %), 2,4,6-Triméthylbenzonitrile, N-oxyde (4.47 %), 3-O-Méthyl-d-glucose (2.94 %),
3,5-Diéthyl-4-(2-furyl)pyridine (2.75 %) et 3H-Pyrrolo[3,2-f]quinoléine, 5-méthoxy-1,2,7,9-
tétraméthyl- (2.30 %) .

L'analyse de l'extrait EA a permis l'identification de 23 composés, parmi lesquels 13
composés étaient majoritaires a savoir ; [Bi-1,4-cyclohexadiene-1-yl]-3,3',6,6'-tétrone, 4,4'-
dihydroxy-2,2',5,5'-tétraméthyl- (27.31 %), Acide thiosulfurique (H2S203), ester de S-(2-
aminoéthyle) (15.07 %), 2-pentadécanone, 6,10,14-triméthyl- (8.91 %), 3-méthyl-4-
(phénylthio)-2-prop- 2-ényl-2,5-dihydrothiophene 1,1-dioxyde (7.12 %), tétrapentacontane,
1,54-dibromo- (5.74 %), heptacos-1-ene (5.03 %), acide propionique, 3-iodo-, ester
tétradécylique (4.92 %), 2-Méthyl-E-7-octadécene (4.68 %), 7,8-Epoxylanostan-11-ol, 3-
acétoxy- (3.65 %), 4-Fluoro-1-méthyl-5- acide carboxylique, éthyl(ester) (3.15 %),
tétrapentacontane, 1,54-dibromo- (2.79 %), acide undéc-10-énoique, ester tétradécylique

2.77 %), 3,7,11,15-tétraméthyl-2 -hexadécén-1-ol (2.72%).
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Figure 18. Chromatogramme (GC-MS) de l'extrait n-BuOH de C. fougourensis.
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Figure 19. Chromatogramme (GC-MS) de l'extrait EA de C. tougourensis.
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N

Tableau 7. Constituants phytochimiques identifiés dans 1'extrait n-BuOH de C. tougourensis

par GC-MS.
TR Aire Formule
PIeN"1 (min) | (%) | moléculaire Identité
1 3.17 0.04 C7H14N204S dl-Allo-cystathionine
2 3.48 0.02 CisH2302 Acide 2-propénoique, ester 1-méthylundécylique
3 3.52 0.10 CioH150 5-Octen-2-one, 3,6-diméthyl-
4 3.60 0.28 CsHi140 4-Hexen-2-one, 3,4-diméthyl-
5 3.86 0.20 CeH1202 1,2-Cyclopentanediol, 3-méthyl-
6 3.92 0.25 CsHi40 4-Hepten-3-one, 5-méthyl-
7 4.07 0.39 CisH1sN2Si Silanediamine, 1,1-diméthyl-N,N'-diphény-
8 4.20 0.36 CsHi140 3-Heptyn-2-ol, 2-méthyl-
9 4.56 0.08 CsHi60s 1-Gala-l-ido-octose
10 4.63 0.13 Ci11H1208S2 Méthanone, 1,3-dithian-2-ylphényl-
11 4.72 0.34 CioH220 n-Propyle heptyl éther
12 5.16 0.04 CsHi12N2028 S-(2-aminoéthyl)-dl-cystéine
13 5.59 0.12 CeH120s 2-Déoxy-D-galactose
14 5.88 0.03 C34Hs5004 Cholest-7-en-3.beta.,5.alpha.-diol-6.alpha.-benzoate
15 6.17 0.03 C7Hi1sNO 2-(oxan-3-yl)éthanamine
16 7.11 0.01 C7H1206 2,5-Monoformal-l-rhamnitol
17 7.19 0.02 CsH140s5 1,3:2,5-Diméthylene-L-rhamnitol
18 7.38 0.16 CsHoNO Ethanone, 1-(6-Méthyl-3-Pyridinyl)-
19 8.05 4.47 CioHuNO 2,4,6-Triméthylbenzonitrile, N-oxyde
20 8.43 0.12 C7Hs5N503 Acide ptérine-6-carboxylique
21 9.57 0.06 CisH11F13N206 Uridine, 5-tridécafluorohexyle-
22 10.61 14.87 CiiHio Benz[c]pyran-1,3-dione, 4,4-diméthyl-
23 11.52 6.14 - Acétamide, N-[3-[2-(2,3-dihydro-3-hydroxy-2-oxo-3-indolyl)-1-
oxoéthyl]p
24 11.72 0.46 Ci9H13BrCINO3 3-[3-Bromophényl]-7-chloro-3,4-dihydro-10-hydroxy-1,9(2H,10H)-
acridinedione
25 11.79 0.45 - 1-[2-[2H,4H-1,2,4-Triazin-3,5-dithione]]-1-désoxy-.beta.-d-ribose
26 11.93 0.62 - 2,2-Diméthyl-3-phényl-N-tert-butylaziridine-1-carboxamide
27 12.04 0.37 C7H1206 2,5-Monoformal-1-rhamnitol
28 12.27 2.94 C7H1406 3-0-Méthyl-d-glucose
29 12.64 4.72 Ci4His Anthracene, 1,2,3,4,5,6,7,8-octahydro-
30 12.75 0.36 Ci9H24N202 Curan-19,20-diol, 16,17-didehydro-, (19S)-
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31 12.97 1.18 CisHisN2 Acridin-9-amine, 1,2,3,4-tétrahydro-5,7-diméthyl-
32 13.16 2.30 - 3H-Pyrrolo[3,2-f]quinoléine, 5-méthoxy-1,2,7,9-tétraméthyl-
33 13.27 5.98 Ci7H19NO3 Norhydrocodone
34 13.39 2.75 Ci3HisNO 3,5-Diéthyl-4-(2-furyl)pyridine
35 13.48 6.11 - 2,6-Di-n-propyl-4-(2-furyl)pyridine
36 13.58 1.49 C2sH3302 Ester 4-phényl-cyclohexyle acide 4-hexyl-cyclohexanecarboxylique
37 13.61 1.28 Ci3H14N204 3-[2,3-Dihydro-2,2-diméthylbenzofuran-7-yl]-5-méthoxy-1,3,4-
oxadiazol-2(3H)-one
38 14.18 0.65 C11H1604 9,9-Diméthoxybicyclo[3.3.1]nona-2,4-dione
39 14.77 0.48 C23H420 Anthiaergostan-5,7,9,22-tétraen, 3-ureido-
40 14.94 7.94 Ci7H19NO3 Hydromorphone
41 15.16 1.36 C25Hs5002 Acide tétradécanoique, 2-décyl-2-méthyl-
42 15.29 1.55 C20H22N202 Spiro[2H-furo[3,2-b]indole-2,2'-[2H]indol]-3"-0l, 1',3,3",3a,4,8b-
hexahydro-3',3a,8b-triméthyl-
43 15.37 0.51 C30Hs40Si Cholest-5-en-3-ol, (3.alpha.)-, dérivé TMS
44 16.49 8.37 Ci2HisNO 2H-Furo[2,3-bJindole, 3,3a,8,8a-tétrahydro-2,3-diméthyl-
45 17.54 7.75 C12H1sNO 2H-Furo[2,3-bJindole, 3,3a,8,8a-tétrahydro-2,3-diméthyl-
46 18.71 1.08 / Composé non identifié
47 19.84 0.96 Ci9H3603 Acide octadécanoique, 9-oxo-, ester méthylique
48 20.17 0.39 C24Ha302 Acide octanoique, ester hexadécylique
49 20.61 4.95 Ci9H3603 Acide octadécanoique, 9-oxo-, ester méthylique
50 21.46 4.74 Ci9H3603 Acide octadécanoique, 9-oxo-, ester méthylique
/ / 100 / Totale
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Tableau 8. Constituants phytochimiques identifiés dans l'extrait EA de C. tougourensis par

GC-MS.
Pie ¢ TR Aire Formule Identité
(min) (%) moléculaire

1 3.37 0.56 C7/H140 5-Hexen-2-ol, 5-méthyl-

2 3.87 0.94 C7H14N204S dl-Allo-cystathionine

3 4.43 0.42 CsH4Cl2 Benzéne, 1,3-dichloro-

4 5.18 0.19 CsHi2N202S S-[2-Aminoéthyl]-dl-cystéine

5 5.23 0.13 C12H2602 1-Méthoxy-3-(2-hydroxyéthyl)nonane

6 6.44 1.27 C7HoNO2 1H-Pyrrole-2,5-dione, 3-éthyl-4-méthyl-

7 8.42 1.45 Ci14H300 1-Tetradécanol

8 8.57 0.08 Ci7H31F302 3-Trifluoroacétoxypentadécane

9 11.34 2.64 Ci14H1602S2 3-Méthyl-4-(phénylthio)-2-prop-2-ényl-2,5-dihydrothiophene 1,1-
dioxyde

10 11.46 0.81 C2H7NOsS2 Acide thiosulfurique (H2S203), ester S-(2-aminoéthyl)

11 11.78 341 Ci4H1602S2 3-Méthyl-4-(phénylthio)-2-prop-2-ényl-2,5-dihydrothiophene 1,1-
dioxyde

12 12.37 0.38 C2H7NOsS2 Acide thiosulfurique (H2S203), ester S-(2-aminoéthyl)

13 12.93 1.07 Ci4H160252 3-Méthyl-4-(phénylthio)-2-prop-2-ényl-2,5-dihydrothiophene 1,1-
dioxyde

14 13.14 0.04 Ci1iH200 (2,2,6-Triméthyl-bicyclo[4.1.0]hept-1-yl)-méthanol

15 13.18 5.03 Co7Hs4 Heptacos-1-ene

16 13.31 0.25 CieH300 7-Hexadécénale, (Z)-

17 13.45 8.91 CisH3z60 2-Pentadécanone, 6,10,14-triméthyl-

18 13.61 2.72 C20H400 3,7,11,15-Tétraméthyl-2-hexadécén-1-ol

19 13.91 3.86 C:H7NO:sS; Acide thiosulfurique (H2S203), ester S-(2-aminoéthyl)

20 14.06 2.77 C25Ha602 Acide undéc-10-énoique, ester tétradécylique

21 14.42 3.09 Cs4H10sBr2 Tétrapentacontane, 1,54-dibromo-

22 15.15 2.65 Cs4H10sBr2 Tétrapentacontane, 1,54-dibromo-

23 15.49 3.15 C7HoFN202 Acide 4-fluoro-1-méthyl-5-carboxylique, éthyl(ester)

24 15.63 4.92 Ci7H310: Acide propionique, 3-iodo-, ester tétradécylique

25 16.13 1.86 C2H7NO:sS: Acide thiosulfurique (H2S203), ester S-(2-aminoéthyl)

26 16.65 0.81 C26H4405 Iso-allocholate d'éthyle

27 17.32 2.79 Cs4H10sBr2 Tétrapentacontane, 1,54-dibromo-

28 18.35 3.65 C32Hs404 7,8-Epoxyanostan-11-ol, 3-acétoxy-

29 18.75 | 13.83 CicH1406 [Bi-1,4-cyclohexadiene-1-y1]-3,3',6,6"-tétrone, 4,4'-dihydroxy-2,2"5,5'"-
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tétraméthyl-

30 19.65 13.48 Ci16H1406 [Bi-1,4-cyclohexadiene-1-yl]-3,3',6,6'-tétrone, 4,4'-dihydroxy-2,2',5,5'"-
tétraméthyl-

31 20.32 5.02 C2H7NOsS2 Acide thiosulfurique (H2S203), ester S-(2-aminoéthyl)

32 21.13 4.68 CioHss 2-Méthyl-E-7-octadécene

33 21.72 3.14 C2H7NOsS2 Acide thiosulfurique (H2S203), ester S-(2-aminoéthyl)

/ / 100 / Totale

Une étude utilisant I’approche GC-MS a détéminé la composition chimique de 1’extrait n-
BuOH de I’espece Centaurea solstitialis et a permis I’identification de cinq flavonoides qui
étaient 3-(4-hydroxybenzoyl)-cynaratriol, Kaempférol 3-O-rhamnoside, Astragaline, 4P, 15-
dihydro-3-déshydrosolstiline, 6-Methoxy kaempférol 3-O-B-glucopyranoside respectivement
(Aliouchea et al., 2020). Ainsi, certains de ces composés ont une nature osidique et cette
information est treés capitale puisque leur espece peut en partie intervenir dans les processus
antioxydant et antidiabétique, en effet parmi les composés identifiés au niveau de I’extrait n-
BuOH de C. tougourensis, certains composés aussi étaient de nature osidique : le 3-O-
Méthyl-d-glucose et le 2-Désoxy-D-galactose.

L’analyse phytochimique par GC-MS de I’extrait EA de Centaurea senegalensis a révélé
la présence de 18 composés dont la majorité étaient en grande partie des acétylenes naturels
tels que 1, 5-heptadiene-3-yne, le 2-hexyne-1-ol et le 2-méthyl-1,5 hexadiene-3-eéne et qui
étaient de plus des composés majoritaires avec des porcentages de 23.2%, 12.3% et 6.6%
respectivement dans leur extrait (Idris ef al., 2019). Un dérivé d’acétamide a été identifi¢ du
nom de N-prop-2-énylacétamide tandis que dans I’extrait EA de C. rougourensis, un autre
dérivé d’acétamide a été identifié appelé acétamide, N-[3-[2-(2,3-dihydro-3-hydroxy-2- oxo-
3-indolyl)-1-oxoéthyl]p et qui était I’'un des composés majoritaires avec un pourcentage de
6.14 %.

Une étude récente (Sharonova et al., 2021) a comparé la composition phytochimique de
trois especes de Centaurea respectivement C. jacea, C. cyanus et C. scabiosa et a révélé leur
richesse en composés bioactifs. Ainsi, 13 composés ont été identifiés a partir de I’extrait
méthanolique de C. jacea et qui étaient majoritairement des flavonoides. Deux composés
majoritaires ont été identifiés dans I’extrait éthanolique de C. cyanus ; catéchol et alpha-
amyrine respectivement, qui a eux seuls représentent 20% de la compostion phytochimique de
cette espece. A partir de ’extrait éthanolique de C. scabiosa ; 27 composés au total ont été
identifi€és dont 29.10% étaient des acides gras carboxyliques, 15.35% étaient des composés

hétérocycliques, 15.22% des esters, 6.33% des hydrazides aromatiques, 4.61% des
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sesquiterpénoides, 4.45% des phénylpropanoides, 3.44% des éthers aromatiques, 3.38% des
disaccharides mais aucun composé en commun avec C. tougourensis n’a été observé.

Onze composés ont été identifiés par Kumar et al. (2017) a partir de Dextrait
méthanolique de Centaurea depressa et qui étaient des flavonoides, ces composés ont
demontré dans la méme étude une tres bonne activité antioxydante, antimicrobienne et anti-
inflammatoire.

Yayli et ces collaborateurs (2005) ont identifié un nombre important de composés au
niveau des huiles essentielles de Centaurea sessilis et Centaurea armena ; ainsi, prés de
35.1% des composés identifiés chez C. sessilis étaient de nature sesquiterpénique et
diterpénique. Cette fraction était majoritaire tandis que les composés qui étaient des
monoterpenes étaient minoritaires (2.8%). Des résultats équivalents ont été obtenus avec C.
armena. Une autre étude toujours menée sur les huiles essentielles de Centaurea sibthorpii a
permis I’identification de 63 composants dont la majorité était essentiellement des composés
de nature sesquiterpénique (Formisano et al., 2008). Cette méme équipe a identifié 73
composés a partir des huiles essentielles d’une autre espece de Centaurea appelée C.
spinosociliata, dont la fraction majoritaire était composée d’hydrocarbures (37.9%)

(Formisano et al., 2010).

1.5. Chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC-DAD)

Il est important de souligner que la technique HPLC-DAD est une technique de référence
pour I’identification et la quantification des composés a partir de divers extraits végétaux
(Baker et al., 2019).

L'analyse HPLC des extraits n-BuOH et EA de C. fougourensis a révélé la présence de
treize composés phénoliques basés sur une séparation moléculaire a trois longueurs d'onde :
280 nm, 320 nm et 350 nm (Figures 20-25) respectivement. Les composés identifiés étaient
principalement des flavonoides et des acides phénoliques a savoir : acide gallique, catéchine,
quercétine, rutine, coumarine, vanilline, acide trans-férulique, acide 4-hydroxybenzoique,
acide caféique et l'acide chlorogénique en plus de I’acide tannique comme tanin hydrolysable.

Et des acides cinnamique et trans-cinnamique comme précurseurs de composés phénoliques.
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Figure 20. Chromatogramme (HPLC-DAD) de l'extrait n-BuOH de C. tougourensis a la

longueur d'onde de 280 nm.
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Figure 21. Chromatogramme (HPLC-DAD) de I'extrait n-BuOH de C. tougourensis a la

longueur d'onde de 320 nm.
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Figure 22.Chromatogramme (HPLC-DAD) de l'extrait n-BuOH de C. tougourensis a la

longueur d'onde de 350 nm.

72



PARTIE EXPERIMENTALE CHAPITRE 2 : RESULTATS ET DISCUSSION

Ade
15 { transféruligue ile; tamique

i Catechine Adde 4-hydroxybenzoigue
7 galbque Adide caféigue

T T T T T 1
a 3 ] a 1z 15 1= Z1 4 rad Eol 3

Absorbance [mALj

Temps de rétention (min]
Figure 23. Chromatogramme (HPLC-DAD) de l'extrait EA de C. tougourensis a la longueur
d'onde de 280 nm.
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Figure 24.Chromatogramme (HPLC-DAD) de l'extrait EA de C. tougourensis a la longueur
d'onde de 320 nm.
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Figure 25. Chromatogramme (HPLC-DAD) de I'extrait EA de C. tougourensis a la longueur
d'onde de 350 nm.
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Une étude menée par (Albayrak et al., 2007) utlisant I’approche HPLC a révélé la
présence de beaucoup de composés phénoliques au niveau des extraits méthanoliques, BuOH
et EA de C. amaena et C. aksoyi. Les composés qu’ils ont identifié sont: acide gallique, acide
caféique, acide férulique, acide chlorogénique, acide protocatéchuique, acide ellagique,
hydrate de catéchine, épicatéchine, gallate d'épigallocatéchine, acide rosmarinique, acide
syringique, quercétine, quercétine-3-B-D-glucoside, myricétine, phloridzine hydrate, rutine,
acide p-coumarique, acide o-coumarique, kaempférol, bergaptene et psoralene. Beaucoup de
ces composés ont également été identifiés dans I’extrait n-BuOH et EA de C. tougourensis, ce
qui renforce notre étude.

Une autre équipe de recherche (Azzouzi et al, 2016) a déterminé via HPLC Ia
composition chimique de I’extrait n-BuOH et EA de I’espece Centaurea choulettiana et a
identifié neuf acides phénoliques respectivement; acide gentisique, acide chlorogénique, acide
4-hydroxybenzoique, acide caféique, acide vanillique, acide p-coumarique, acide férulique,
l'acide salicylique et l'acide protocatéchuique. C’est tres intéressant de constater que presque
tous ces composés ont également été identifiés dans C. tougourensis.

Une étude récente menée par Souilah et al. (2021) a permis 1’identification de trente sept
composés a partir des extraits BuOH et EA de I’espece Centaurea papposa. Parmi ces
composés, treize ont été identifiés dans C. tougourensis et avec des temps de rétention
comparables a ceux trouvés dans cette étude.

Le temps de rétention et la teneur de chaque composé identifié dans les extraits n-BuOH
et EA sont présentés dans le Tableau 9. L'extrait n-BuOH contient une teneur élevée de
vanilline (6.19+1.03 pg/mg) suivie de la rutine (1.89+0.19 pg/mg) et de la catéchine
(1.40+0.36 pg/mg), tandis que les teneurs les plus élevées dans 1'extrait d'EA étaient celle de
I'acide chlorogénique (2.34+0.46 ng/mg), suivie de 1’acide cinnamique (1.71£0.16 pg/mg) et
enfin de I’acide caféique (1.01+0.11 pg/mg). Notant aussi que, la plupart de ces composés ont
été identifiés a 280 nm pour les deux extraits.

Une autre étude menée par Acet (2020) a permis 1’identification de quatorze composés a
partir de I’extrait EA de Centaurea triumfetti et qui étaient principalement des flavonoides et
acides phénoliques. Parmi ces composés, huit étaient en commun avec ceux identifiés dans
I’extrait EA de C. tougourensis, il s’agit de catéchine, rutine, quercétine, acide chlorogénique,
acide férulique, acide trans-cinnamique et I’acide caféique. Le contenu d’acide chlorogénique
détecté dans D’extrait EA de C. triumfetti était trés important (11.1 pg g') de la poudre
végétale) mais la teneur d’acide chlorogénique détécté dans C. tougourensis était supérieure

(24.15 + 4.72 ug gh). Les contenus d’acide caféique, d’acide trans-cinnamique, d’acide
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férulique, de catéchine et de rutine enregistrée chez C. tougourensis étaient largement
supérieurs a ceux détéctés au niveau de C. triumfetti. Ce méme chercheur a démontré que ces
composés ont une bonne activité antimicobienne, antioxydante contre le DPPH et ’ABTS en
plus d’une activité contre I’alpha amylase ce qui ouvre de nouvelle voie dans le traitement des
maladies en relation avec le stress oxydatif et le diabete.

Une autre étude ménéee par Azzouzi (2017) a permis d’identifier, par HPLC, plusieurs
composés dans I’extrait n-BuOH de C. fragilis qui étaient dans leur majorité des acides
phénoliques tels que, I’acide sinapique, I’acide chlorogenique, I’acide 4-hydroxybenzoique,
I’acide protocatechuique, I’acide vanillique, ainsi que 1’acide syringique. Certains flavonoides
ont également été identifiés dans le méme extrait de C. fragilis tels que la scutéllarine, rutine,
quercétine-3-O-B-glucoside, apigétrine, néohespéridine. La rutine et la baicaline étaient parmi
les composants identifiés avec un contenu remarquable (96.92 et 81.71 mg/kg plante)
respectivement, ce qui est en accord avec nos résultats trouvés au niveau de I’extrait n-BuOH
de C. tougourensis puisque une teneur élevée de rutine a été détectée (29.99 + 3.02 ug g' de

la poudre végétale).

Tableau 9. Résultats d’identification et d’évaluation des teneurs en composés phénoliques et

acides cinnamiques dans les extraits de C. tougourensis par HPLC-DAD a différentes

longueurs d'onde (280, 320 et 350 nm).

Composés Temps de rétention  Teneur (ng/mg) Temps de Teneur Teneur (png/g) Longueur d'onde
identifiés (min) dans l'extrait  dans I’extrait n- rétention (min) (pg/mg) dans dans la poudre correspondante
n-BuOH BuOH dans l'extrait EA Pextrait EA végétale (nm)
Acide gallique 3.66 - 3.66 - - 280
Catéchine 2.59 1.40+0.36 2.70 - 22.1445.67 280
Quercétine 30.59 0.56+0.07 31.74 - 8.95+1.10 350
Rutine 23.27 1.89+0.19 23.96 - 29.99+3.02 350
Coumarine 20.15 - 20.64 0.90+0.20 9.23+2.04 320
Vanilline 16.42 6.19+1.03 17.40 0.86+0.03 107.07+8.33 280
Acide 2.26 - 2.26 - - 280
transférulique
Acide cinnamique 31.05 - 31.80 1.71£0.16 17.60+1.62 280
Acide trans- 30.72 0.96+0.06 30.76 - 15.29+0.87 280
cinnamique
Acide 4- 9.55 - 9.43 0.33+0.07 3.37+0.73 280
hydroxybenzoique
Acide tannique 2.73 0.57+0.13 2.74 0.50+0.09 14.21+1.47 280
Acide caféique 13.23 - 13.29 1.01£0.11 10.38+1.14 280
Acide chlorogénique 8.63 - 8.13 2.34+0.46 24.15+4.72 320
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1.6. Criblage qualitative de D’activité anti-radicalaire du DPPH par (CCM)

Le test anti-radicalaire qualitative au DPPH est un trés bon moyen de déceler 1’activité
antioxydante possible d’un extrait de plante (Buitrago et al., 2016). Ainsi, dans cette étude,
deux extraits de la partie aérienne de I’espece C. fougourensis ont été évalués, les extraits n-
BuOH et EA respectivement et ils semblent présenter une activité antioxydante tres

intéressante.

Pour I’extrait n-BuOH, 1'éluant (30% méthanol /70% chloroforme) a donné les meilleurs
résultats, la décoloration des bandes de cet extrait a été spontanée, puis est devenue intense et
plus élargie au cours du temps (apres 30 min et apres 1 h) (Figure 26). Ainsi des bandes
jaunatres trés visibles a I’ceil nu ont été observées sous lampe UV (365 nm) indiquant
clairement la réduction du radical DPPH (1,1-Diphenyl-2-Picrylhydrazyl). Des résultats
comparables ont été obtenues avec ’extrait EA, mais en utilisant un ¢luant composé de (50%

n-hexane /50% acétate d’éthyle) (Figure 27).

Au niveau de ces plaques CCM, et précicément aprés migration, ce changement de
coloration du violet vers le jaune pale, laisse supposer que C. fougourensis contient des
composés antioxydants ayant réduit le (2, 2-diphényl-1-picrylhydrazyl) en une forme non

radicalaire appelée (2, 2 diphényl-1-picrylhydrazine) (Shimamura et al., 2014).
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Figure 26. Révélation du test au DPPH en utilisant I'éluant (30% méthanol /70%
chloroforme) pour I’extrait n-butanolique.
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Figure 27. Révélation du test au DPPH en utilisant I'éluant (50% n-hexane /50% acétate
d’éthyle) pour I’extrait acétate d’éthyle.

Bien qu’archaique, le test CCM permet de mettre en évidence 1’activité antiradicalaire
possible d'une espece végétale, de plus, il est peu couteux et ne nécéssite que trés peu de
moyens et de réactifs (Villet et Alary, 1980).

Plusieurs études ont montré que les saponines, les flavonoides et les triterpenes ont un
pouvoir antioxydant remarquable (Kicel et Olszewska, 2015), mais d’autres classes de
métabolites secondaires ont également un effet antiradicalaire non négligeable telles que les
tanins, les anthocyanes et les alcaloides (Mottaghipisheh et al., 2018) qui ont pu agir seuls ou
éventuellement en synergie pour réduire le DPPH. Toutes ces classes de métabolites
secondaires ont été idenfiées chez C. trougoureneis, ce qui explique les propriétés
antioxydantes de cette espece.

Les résultats d’un test CCM effectué sur ’extrait d’une espece, C. napifolia, ont révélé
une bonne activité antiradicalaire contre le radical DPPH. Ainsi des taches jaunes bien
visibles ont été mises en évidence par visualisation sous UV a 254 nm et a 365 nm (Sid et

Laib, 2020).

2. Résultats d’évaluation des activités biologiques in vitro

2.1. Activité antioxydante
2.1.1. Activité antiradicalaire au DPPH

L'activité antioxydante possible de C. tougourensis a été évaluée a l'aide de DPPH et a
révélé une capacité anti-radicalaire remarquable pour les deux extraits n-BuOH et EA, et ceci

d’une maniere dose-dépendante. Cependant, les résultats obtenus dans ce test avec l'extrait n-
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BuOH étaient plus importants avec une activité inhibitrice maximale de (77.79 = 1.86%)
(Figure 28). Alors que les résultats de l'extrait EA étaient de (58.55 + 0.99%) pour les mémes
concentrations testées. Il est également intéressant de signaler que les valeurs 1Cso des deux
extraits étaient plus importantes que celles des standards testés. Ces valeurs étaient de (0.72 +
0.07 pg/mL) pour l'extrait n-BuOH et (4.69 + 0.04 pg/mL) pour ’extrait EA et considérées
comme trés hautement significatives (p<0.001) par rapport aux valeurs standards qui étaient

de (15.74 £ 0.47 pg/mL) pour le BHA et (6.55 + 0.59 pg/mL) pour le BHT (Tableau 11).
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Figure 28. Capacité antiradicalaire des extraits de C. tougourensis.

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n = 3). ANOVA suivie du test multiple de Dunnet.Seuil de
signification p<0.05, p<0.01, p<0.001; p<0.05, *p<0.01, p<0.001 est statistiquement significatif par rapport 2
I'hydroxyanisole butylé (BHA), ¢p<0.05, °p<0.01, p<0.001 a I'hydroxytoluene butylé (BHT).

L'analyse phytochimique de C. fougourensis a révélé que cette espece contient des
teneurs considérables de plusieurs flavonoides et acides phénoliques, ce qui expliquerait les
propriétés pharmacologiques de cette espece végétale. Ces composés peuvent agir de maniere
synergique en tant qu'agents antioxydants pour réduire le DPPH (2, 2-diphényl-1-
picrylhydrazyl) en une forme non radicalaire (2, 2 diphényl-1-picrylhydrazine) (Carmona-
Jiménez et al., 2014) via la capacité de don d'atomes d'hydrogene. Il est également tres
important de souligner que le test DPPH est 1'un des tests les plus simple, peu coliteux, fiable

et surtout rapide pour déceler les propriétés antioxydantes d’une espece végétale (Kedare et

al., 2011).

Cette technique a été initialement développée par Blois (1958) afin d’identifier les agents

anti-oxydants et les incorporer dans I’industrie alimentaire surtout celle utilisant les boites de
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conserves pour aider a préserver la nourriture d’une éventuelle oxydation et conserver ainsi

leur qualité nutritionnelle.

Plusieurs études (Conforti et al., 2008 ; Ugur et al., 2009 ; Aktumsek et al., 2013) ont
montré que les especes de Centaurea possedent des propriétés antioxydantes non négligeables
en raison de leur richesse en divers composants phénoliques qui contribuent fortement a la
suppression des especes réactives de 'oxygene (ROS), ou bien des especes réactives de 1'azote
(RNS) en inhibant les enzymes impliquées dans leur production et/ou en régulant la baisse de
I'expression de leurs génes respectifs (Mattera ef al., 2017). Parmi ces especes de Centaurea,
certaines ont démontré un pourcentage remarquable d’inhibition du radical DPPH a la
concentration de 1000 pg/mL, telles que C. polypodiifolia (93.53 £ 0.14%), C.pyrrhoblephara
(90.06 = 2.21%) et C. antalyense (85.07 £ 0.6%), ce qui est en rapport avec les résultats
obtenus avec C. tougourensis. L’extrait EA de Centaurea ensiformis semble avoir aussi une
bonne activité antiradicalaire (85.15%) et c’était apparement I’alpha—tocopherol qui était a
I’origine de cette activité. D’autres especes de la famille des Astéracées ont également montré
une bonne activité antiradicalaire, telles que Artemisia scoparia et Artemisia spicigera avec
des valeurs ICso respectives de (0.778 mg/mL) et (0.999 mg/mL) (Afshar et al., 2011). deux
valeurs d’ICso (179 £1.34 pg/mL) et (426 £1.84 pg/mL) ont été rapportées par Ugur et al.,
(2009) en analysant I’effet de I’extrait méthanolique de Centaurea centaurium contre le stress
oxydant et la peroxydation lipidique. L’extrait n-BuOH de Centaurea sphaerocephala a
également donné une bonne activité antiradiclaire contre DPPH avec une valeur ICso de
(16.67 £0.11 pg/mL) tandis que la valeur issue de I’extrait EA de cette plante était meilleure
(11.59+ 0.04 pg/mL) (Lahneche ef al, 2019). Toutefois, I’extrait n-BuOH de cette espece a
montré le meilleur pourcentage d’inhibition de la peroxydation lipidique (37.50%) avec la

concentration maximale testée de 200 ug/ml.

Lorsque les agents stressants sont produits en exces ; ils peuvent représenter une menace
réelle pour le fonctionnement de I'organisme et leurs effets nocifs sont observés a la fois aux
niveaux cellulaires et moléculaires (Avery, 2011). Une autre étude utilisant des rats a montré
que les polyphénols peuvent prévenir le vieillissement des muscles squelettiques via une
amélioration de lexpression de PGC-1B (Charles et al, 2013), conduisant a une

augmentation importante des mécanismes de défense anti-oxydants.

La rutine et la quercétine sont probablement parmi les agents antioxydants les plus
puissants et plusieurs études (Igarashi et Ohmuma, 1995 ; Magalingam et al., 2013 ; Liu et

al., 2017) utilisant des souris et des rats comme modele expérimental, ont rapporté que ces
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flavonoides peuvent réduire considérablement le stress oxydatif et la peroxydation lipidique.
Cette réduction a été observée dans plusieurs tissus; notamment le cerveau, les reins et le
foie ; en protégeant et en améliorant l'expression de genes clés codant pour des protéines
impliquées dans les processus antioxydants comme la glutathion S transférase a (GSTa), la
paraoxonase-1 (PON-1) et la glutamate-cystéine ligase (GCL). En conséquence, ces enzymes
diminueront considérablement le taux plasmatique de malondialdéhyde (MDA) et le
glutathion (GSH) considérés comme les principaux marqueurs du stress oxydatif (Al-Rejaie

et al, 2013).

Les acides phénoliques jouent également un rdle trés important dans le renforcement des
mécanismes antioxydatifs de 1’organisme, parmi ces composés, les dérivés de I’acide
cinnamique semble agir directement sur les especes réactives de 'oxygene (ROS) en réduisant
considérablement leur production et en minimisant l'oxydation des lipoprotéines de basse
densité (LDL) (Pontiki et al., 2014). Une autre étude a montré que ce composé possede une
fraction dont le mécanisme n’est pas encore completement illucidé mais qui semble
provoquer le don d'atomes H afin de faciliter le processus d'élimination des radicaux (Kumar
et Goel, 2019).

D'autres composés identifi€s dans les extraits de C. tougourensis tels que le 3-méthyl-4-
(phénylthio)-2-prop-2-ényl-2,5-dihydrothiophéne 1,1-dioxyde et le tétrapentacontane, 1,54-
dibromo- ont déja démontré de puissants effets antioxydants et antimutagéniques (Al-abd et
al., 2017 ; Abeer, 2019). L’effet antioxydant de ces deux composés serait généré via une
action directe sur la voie de signalisation Nrf2, ce qui déclenche une cascade de mécanismes
intrinseéques qui renforcent considérablement la défense contre le stress oxydatif (Lee et al,
2017). Ainsi plusieurs mécanismes sont générés tels que 1’activation de la transcription de
certains genes codant pour des enzymes antioxydantes telles que la glutathion peroxidase
(GPx) et la superoxyde dismutase (SOD) via D’activation de I'élément de réponse cis-
antioxydant (ARE) (Hu et al., 2010). Il a également été rapporté que l'acide octadécanoique,
9-oxo0-, ester méthylique possede une activité antioxydante et antitumorale non négligeable

(Su et al., 2013).

2.1.2. Capacité antioxydante réductrice du cuivre (CUPRAC)

L'activité antioxydante de C. tougourensis a également été évaluée a l'aide du test
CUPRAC et a révélé une capacité anti-radicalaire pour les deux extraits n-BuOH et EA de
maniere dose-dépendante. Cependant, le résultat obtenu dans le test d'extrait n-BuOH était
plus efficace avec un taux d'absorbance maximum de (2.66 + 0.1), alors que le résultat de

l'extrait EA était de (2.41 £ 0.28) pour les mémes concentrations testées (Tableau 10). 11 est
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également intéressant de signaler que les valeurs Aos des deux extraits étaient inférieures a

I+

3.125 tandis que les valeurs des standards étaient de loin supérieures a cette valeur ; (3.64

0.19) pour le BHA et (9.62 + 0.87) pour le BHT respectivement (Tableau 11).

Tableau 10. Capacité antioxydante réductrice du cuivre (CUPRAC) des extraits de C.

tougourensis.

Concentration (ng/mL)
Extraits / standards

3.125 6.25 12.5 25 50 100 200
Extrait n-BuOH 1.85£0.117  1.912005%  1.96 005" 2112008 221+0017 247+002° 2.66+0.1%
Extrait EA 1534008 157+027  1.58+006% 1702000 178003 1.81£002%° 2.41+0.28°
BHT 0.19+001  033+004  0.66+007 1.03+007  148+009 204+0.14  232+028
BHA 046+000 078001  1.34+008  236+0.17  345+002 376003  3.93+001

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n = 3). ANOVA suivie du test multiple de Dunnet. Seuil de
signification p<0.05, p<0.01, p<0.001 ; extraits vs différents standards, *p<0.05, °p<0.01, °p<0.001 est
statistiquement significatif avec une comparaison a l'hydroxyanisole butylé (BHA), 9p<0.05, ®p<0.01, p<0.001
par comparaison a I'hydroxytoluene butylé (BHT).

Les résultats du test CUPRAC suggerent que le Cu*? a été réduit en Cu* en présence de
néocuproine et ceci pourrait étre du a I’effet antioxydant des composés bioactifs présents dans
C. tougourensis. Ceux ci auraient peut €tre généré cet effet en activant la voie de signalisation
des protéines kinases de type 3 (Liu ef al., 2018), et ceci a été auparavant démontré au niveau
des fécules de mais (Melo-Silveira et al., 2014).

Les principaux acides phénoliques ayant joué également un rdle tres important dans les
réactions antioxydantes sont l'acide gallique et l'acide chlorogénique. Ces deux composés
peuvent augmenter les niveaux de superoxyde dismutase, glutathion peroxydase et catalase,
ce qui renforce considérablement les mécanismes de défense antioxydants (Kumar et Goel,
2019 ; Sarker et Oba, 2020). D'autre part, 1'acide caféique est aussi un agent antioxydant
important en raison de sa capacité unique a réduire la production de I’alpha toxine de 95%, ce
qui est vraiment important car 1’alpha toxine est un pro-oxydant et également un facteur de
virulence qui peut altérer la polarité et les processus de diffusion des membranes épithéliales

conduisant a une dérégulation irréversible de 1'équilibre redox cellulaire (He et al., 2017).
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Tableau 11. Capacité antioxydante (ICso et Ao.s0 pg/mL) pour les tests DPPH et CUPRAC.

Test DPPH Test CUPRAC
Extraits / standards

ICs0 (ng/mL)  Ao.s0 (ng/mL)

Extrait n-BuOH 0.72+0.07¢ <3.125
Extrait EA 4.69+0.04¢ <3.125
BHA 15.74+0.47 3.64+0.19
BHT 6.55+0.59 9.62+0.87

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n = 3). ANOVA suivie du test multiple de Dunnet. Seuil de
signification p<0.05, p<0.01, p<0.001 ; extraits vs différents standards, *p<0.05, *p<0.01, °p<0.001 est statistiquement
significatif avec comparaison a l'hydroxyanisole butylé (BHA), 9p<0.05, °p<0.01, ‘p<0.001 avec comparaison a
I'hydroxytoluene butylé (BHT).

Plusieurs études ont montré le potentiel antioxydant issu d’autres especes du genre
Centaurea, ainsi ’activité antiradicalaire de Centaurea urvillei serait due a la présence de
méthoxyflavones dans ses feuilles (Ulubelen et Oksuz, 1982), celle de C. cariensis, a la
présence de flavonoides (Halfon, 1989), celle de C. americana a la présence des
esquiterpenes et des lignanes dans sa partie aérienne et de ses graines (Cooper et al., 2002).
Parmi ces especes, certaines ont montré des absorbances non négligeables dans le test
CUPRAC a la concentration testée de 800 ng/mL telles que C. polypodiifolia (1.31 £0.11), C.
pyrrhoblephara (0.97 £ 0.16), et C. antalyense (1.03 £0.127) (Aktumsek et al., 2013).

Une autre étude utilisant le test CUPRAC a révélé que la quercétine, la fisétine,
I’épigallocatéchine et la catéchine avaient des effets antiradicalaires considérables en
participant activement avec leurs groupes OH 2 la réduction du Cu*? en Cu* et en limitant
ainsi la formation des radicaux libres (Apak et al., 2008). Ceci permettrait de contrdler la
concentration sanguine de I’oxyde nitrique afin d’empécher I’apparition de la peroxydation
lipidique susceptible de pertutber la fluidité et la perméabilité membranaire (Nishizawa et al.,
2021). Beaucoup d’especes du genre Centaurea contiennent ces composés, telles que C.
maculosa et C. antalyense (Bais et al., 2003 ; Conforti et al., 2008) et possedent des activités
antioxydantes considérables. Il est également tres important dans le test CUPRAC d’utliser la
néocuproine puisqu’elle permet aux glycosides flavonoides de subir une hydrolyse acide en
leurs aglycones correspondants afin qu’ils puissent pleinement exprimer leur pouvoir

antioxydant (Xu et al., 2020).

Il a également été démontré que I’acide tannique et 1’acide caféique possédaient une
capacité remarquable de piégeage des radicaux peroxyles, améliorant ainsi la résistance des

lipoprotéines de basse densité (LDL) au stress oxydatif, surtout au stress induit par le
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peroxyde d'hydrogene (H202) (Rosenblat ef al., 2015). De plus, ces deux molécules peuvent
aussi minimiser les dommages des vaisseaux causés par le LDL oxydé, puisque les LDL de
faible poid moléculaire ont tendance a s’oxyder rapidement, surtout au niveau de la fraction
d’acides aminés de type apo B (Parthasarathy et al, 2010). Les chercheurs travaillant sur
ces deux molécules phénoliques ont aussi remarqué un effet antioxydant dose dépendant que

ce soit pour le modele in vitro ou bien in vivo.

Un composé nommé dI-Allo-cystathionine a été identifié au niveau des deux extraits de
C. tougourensis et semble avoir une bonne activité antiradicalaire. Ainsi Jahan et ses
collaborateurs (2020) ont montré par une approche de docking moléculaire, qui se base
principalement sur un processus de transfert d’énergie, que ce composé pourait mimer
I’activité de deux enzymes clés, la superoxyde-dismutase et la catalase respectivement, en se
liant a leurs récepteurs respéctifs afin de déclencher et de potentialiser la réponse antioxydante

vis-a-vis des radicaux libres, surtout de type ROS.

2.1.3. Activité du piégeage de ’ABTS

Le test ABTS est I'un des meilleurs tests utlisés dans I’évaluation de D’activité
antioxydante d’une plante en raison de sa fiabilité, rapidité et du peu de matériel nécéssaire a
sa réalisation (Munteanu et Apetrei, 2021). Comme le montre le Tableau 12, la capacité
anti-radicalaire de l'extrait n-BuOH semble étre plus efficace que celle de I'extrait EA et ceci
pour toutes les concentrations évaluées. Les résultats ont également révélé que les propriétés
antioxydantes des deux extraits évoluent de maniere dose-dépendante pour atteindre un
pourcentage d'inhibition de (90.22 + 4.37%) pour l'extrait n-BuOH et (71.74 £ 2.2%) pour
lI'extrait EA pour la plus grande concentration testée (200 pg/mL).

Les valeurs ICso ont également été calculées et étaient de (8.04 + 0.21 pg/mL) pour
l'extrait n-BuOH et de (51 = 0.15 pg/mL) pour l'extrait EA, mais ces valeurs ont été
considérées supérieures par rapport a celles des standards BHA (1.81 + 0.10 pg/mL) et BHT
(1.29 + 0.30 pg/mL), respectivement (Tableau 16).

Des résultats équivalents ont été rapportés par Han et al. (2019), dont lequel les divers
extraits de sa plante ont exprimé une activité antiradicalaire contre les radicaux libres
ABTSe++ comparables a la notre. Ainsi le pourcentage d’inhibition de sa plante variait entre
60.12 a 96.32 %. D’autres especes de Centaurea ont aussi démontré un pourcentage
remarquable d’inhibition du radical ABTS a la concentration de 800 pg/mL, telles que C.
polypodiifolia (93.42 + 4.72%), C. pyrrhoblephara (91.13 £ 3.37%) et C. antalyense (90.65 +
1.35%) (Aktumsek et al., 2013).
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L’acide férulique ainsi que I’acide transférulique ont des propriétés antioxydantes
remarquables. Une étude a montré que ces deux composés pouvaient réduire via un transfert
d’¢léctrons. Les deux acides phénoliques férulique et transférulique en plus d’autres
flavonoides peuvent significativement diminuer le niveau du marqueur malondialdehyde
(MDA) dans divers tissus, surtout au niveau du cerveau, du foie et des reins. La MDA est trés
utilisée dans divers tests, particulierement ceux évaluant 1’activité antioxydante in vivo des
plantes, puisque ce marqueur est un bon indicateur d’une manifestation du stress oxydatif
(Cherian et al., 2019). Elle est utilisée notamment pour évaluer l'action des composés
bioactifs d’une plante sur les dérivés réactifs de 1'oxygene sur les acides gras polyinsaturés.
Ainsi ce composé est considéré comme un bon marqueur de la peroxydation lipidique (Gawel

et al., 2004).

Tableau 12. Capacité antioxydante des extraits de C. tougourensis par le test ABTS.

Extraits /

standards Concentration (pg/ml)

3.125 6.25 12.5 25 50 100 200

Extraitn- 2937+ 1.11%° 476026  63.86+525® 8457+0.66® 87.81+0.53  89.58+0.7  90.22 +4.37"
BuOH

Extrait EA  829+209%  13.69+1.07°  18.93+04%® 3191135 476107 63.8+2.15® 71.74+22%
BHA 83.42 £4.09 93.52 +0.09 93.58 +0.09 93.63+0.16  93.63+0.95 9420+090  95.39 +2.62

BHT 59.22 +0.59 78.55 £3.43 90.36 + 0.00 92.18 +1.27 93.37 +0.86 94.87 +0.87 96.68 +0.39

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n=3). ANOVA suivie du test multiple de Dunnet. Seuil de
signification p< 0.001 ; extraits vs différentes substances standards ; *p< 0.001 est statistiquement significatif par rapport &
I'hydroxyanisole butylé (BHA), °p<0.001 a I'hydroxytoluene butylé (BHT).

Les extraits méthanolique et n-BuOH de Centaurea ensiform semblent avoir un trés bon
effet antiradicalaire, un pourcentage maximal d’inhibition du radicale ABTSe+ a été observé
avec la dose maximale de 100 pg/ml. Parmi les composés qui ont généré cet effet se trouvent
le tacioside, I’acide protocatéchuique, la vicenine-2, et la syringine qui sont tous des
flavonoides et des acides phénoliques, ce qui prouve une fois de plus les propriétés
pharmacologiques des composés phénoliques. La meilleure valeur de I’'ICso a été rapportée
avec l’acide protocatéchique (6.47 pg/ml) et était meilleure que celle rapportée avec le
standard acide ascorbique (20.5 pg/ml) (Erel et al., 2014).Une étude récente menée par
Aissous et al. (2021), a montré que I’extrait n-BuOH de centaurea maroccana avait un bon
effet antiradicalaire contre le radical ABTS™ avec un pourcentage maximal d’inhibition de
(93.05+ 0.65 %) en utilisant la dose maximale de 200 pg/ml et une ICso de (15.13+0.87). Ces

valeurs étaient tres proches de celles des standards BHA et BHT, ce qui en parfait accord avec
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les résultats trouvés avec C. fougourensis puisque des valeurs tres proches ont été trouvées

avec la méme dose testée.

Il a été démontré que la coumarine et la vanilline pouvaient significativement diminuer la
bioactivit¢ de l'oxyde d'azote (NO) dans les cellules endothéliales en entrainant une
vasodilatation, ce qui augmente considérablement le flux sanguin afin d’accélérer I’arrivée
des enzymes antioxydantes pour neutraliser cet excés de radicaux libres (Yamagata et

Yamori, 2020).

Une autre étude a montré que la quercétine pouvait inhiber I’expression de la protéine
d'adhésion aux cellules vasculaires de type 1(VCAM-1) et E-sélectine, au niveau des cultures
endothéliales en activant la voie de signalisation TLR-NF-kB dans I'endothélium (Kleemann
et al., 2011), ce qui empécherait le développement de plusieurs maladies li€s a un stress
oxydatif prolongé telles que I’athérosclérose, le cancer, le diabete, la polyarthrite rhumatoide

et les 1ésions de perfusion post-ischémique (Uchmanowicz, 2020).

Une autre étude menée par Hung et al. (2015) a démontré que la rutine et la quercétine
pouvaint inhiber le stress oxydatif généré par les LDLox, en réduisant I’activité de la sirtuine
1 (SIRTI) et de protéine kinase activée par I'AMP cyclique, ce qui se traduit par une
diminution de I'expression des enzymes du complexe NADPH oxydase telle que NOX2 et

NOX4.

2.1.4. Test de chélation des ions de fer avec la phénanthroline

Il s’agit d’un test se basant sur la phénantroline, qui en présence d’un agent antioxydant,
forme un complexe stable avec 1’ion Fe*? qu’on apelle ferroine (Hu et al., 2017). Comme
montré dans le Tableau 13, 11 semble que la capacité anti-radicalaire de 1'extrait n-BuOH était
plus efficace que celle de I'extrait d'acétate d'éthyle. Les résultats ont également révélé que les
propriétés antioxydantes des deux extraits évoluent de maniere dose-dépendante pour
atteindre une absorbance maximale de (3.84 + 0.53) pour I'extrait n-BuOH tandis que (0.76 +
0.14) pour l'extrait EA, et ceci pour la plus haute concentration testée (200 pg/mL). Les
valeurs Ao s des échantillons testés sont indiquées dans le Tableau 16. En effet, la valeur Ao s
de l'extrait n-BuOH (4.46 + 0.55 pg/mL) était tres proche de celle du standard BHT (2.24 +
0.17 pg/mL), et les différences ont ét€ considérées comme non significatives. Tandis que la
valeur de l'extrait EA (139.07 + 0.02) étaient tres supérieures aux valeurs BHA (0.93 + 0.07)
et BHT (2.24 £ 0.17).
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Tableau 13. Capacité antioxydante des extraits de C. tougourensis par le test de la

phénanthroline.
g;‘r;:gi; Concentration (png/ml)
3.125 6.25 12.5 25 50 100 200
Extrait n-
BuOH 048+0.04* 051007 072018  1.01£0.11* 208022 321+032%®  3.84£053

Extrait EA  031£0.05® 033£001® 034+001® 036+002* 039+003" 0452002 0.76 £0.14%
BHA 0.73+002  0.93 +0.01 125+004  2.10+0.05 4.89 +0.06 >5 55

BHT 0.53 £0.03 1.23 £0.02 1.84+0.01 3.48+£0.03 4.84 +£0.01 >5 >5

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n=3). ANOVA suivie du test multiple de Dunnet. Seuil de
signification p< 0.001 ; extraits vs différentes substances standards ; *p< 0.001 est statistiquement significatif par rapport a
I'hydroxyanisole butylé (BHA), °p<0.001 a I'hydroxytoluene butylé (BHT).

Le test de la phénantroline est considéré comme un test récent servant a 1’évaluation de
I’activité antioxydante possible d’un extrait ou bien d’une huile essentielle d’une plante
(Bensaad et al., 2021). L’évaluation de la capacité antiradicalire d’une espéce du genre
Centaurea en utilisant cette approche a été réalisée pour la premiere fois, dans la présente

étude.

Une étude menée sur les rats a montré que 1’acide caféique pouvait considérablement
réduire le stress oxydatif que subissent constamment les muscles squelettiques des membres
postérieurs, surtout de la part des especes ROS et NOS, ce qui pourrait considérablement
réduire les risques de déveleopper une ischémie reperfusion des muscles squelettiques
(Ozyurt et al., 2007). De plus, des niveaux plasmatiques tres bas de MDA et de NO ont été
rapportés tandis que la concentration de SOD et de la catalase a été également observée ce qui

suggere le début du phénomene de régulation des réactions d’oxydo-réduction.

Les cardiomyocytes qui sont des cellules musculaires du cceur, sont trés sensibles au
stress oxydatif. Plusieurs études (Michel, 1996 ; Yasin ef al., 2019) ont montré que le
benzene, 1,3-dichloro- et I’acide tétradécanoique, 2-décyl-2-méthyl- empécheraient le
développement des maladies cardiovasculaires telles que la maladie coronarienne
(rétrécissement des arteres), la thhrombose veineuse profonde, I’insuffisance cardiaque et la
cardiomyopathie. Ceci se produit en activant deux genes, SIRT1 qui code pour une protéine
enzymatique humaine appelée sirtuine 1 (Singh et al., 2018) et la deuxieme eNOS (Lee et

Im, 2021). Ce processus permettra la régulation et la stimulation en méme temps de
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I’expression d’ARNm des genes codant pour plusieurs enzymes antioxydantes, surtout la
catalase et la SOD grace a de tels antioxydants naturels. Ces deux composé€s empécheraient
également le developement de la maladie de Marfun en protégent le gene codant pour une
protéine qui s'appelle fibrilline d’un éventuel stress oxydatif. Notant que le Benzene, 1,3-
dichloro- a été identifié au niveau de l’extrait EA de C. fougourensis et que I’acide

tétradécanoique, 2-décyl-2-méthyl- au niveau de I’extrait n-BuOH de cette espece.

Le systéme nerveux central est également la cible de beaucoup d’agents pro-oxydants en
raison de sa forte consommation d'oxygene et de fer ; mais aussi a cause de son importante
teneur en lipides, ce qui le rend tres sensible au stress oxydatif surtout des especes de type
ROS (Salim, 2007). 11 a été démontré que certains composés naturels tels que la rutine et la
quercétine pourraientt stimuler certaines cellules nerveuses a réguler la réponse immunitaire
et la réparation cellulaire. Ainsi, en renforcant la fonction immunitaire, les neurones avec
d’autres types de cellules nerveuses augmentent leurs capacités a résister aux dommages et a
se réparer (Grosso et al., 2013). Le mécanisme moléculaire qui a été proposé pour expliquer
cette réduction du stress oxydatif par ces deux composés, c’est la voie de signalisation Krox20
dont I’activation entrainerait une augmentation du GSH intracellulaire, ce qui abaisserait
automatiquement les niveaux de ROS et la prévention de I'afflux de Ca?** (Cui ef al., 2020 ;
Ishige et al., 2001). Ces flavonoides seraient aussi capables d’améliorer la neuroplasticité, ce
qui renforcerait les processus d’apprentissage et de mémorisation du cerveau (Silva et al.,

2019).

2.1.5. Test de piégeage des radicaux galvinoxyle (GOR)

Le but de cette analyse est de tester I’effet des extraits de la plante sur I’inhibition de la
formation du radical galvinoxyl. Ainsi, comme le montre le Tableau 14, il semblerait que la
capacité antiradicalaire de 1'extrait n-BuOH était également plus efficace que celle de l'extrait
EA. Les résultats ont aussi révélé que les propriétés antioxydantes des deux extraits évoluent
de maniere dose-dépendante pour atteindre un pourcentage d'inhibition de (84.16 + 0.16%)
pour l'extrait n-BuOH et (58.7 + 0.4%) pour l'extrait EA pour la plus haute cencentration
testée de 200 pg/mL et les résultats ont été considérés comme hautement significatifs
(p<0.01) par rapport aux standards. D'autre part, la valeur ICso de l'extrait n-BuOH était
remarquable (4.25 + 0.6 pg/mL) et considérée comme inférieure au BHA (5.38 + 0.06
pg/mL), tandis que celle de ’extrait EA était de (154.66 + 0.01) comme le montre le Tableau
16.
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Tableau 14. Capacité antioxydante des extraits de C. fougourensis par le test GOR.

Extraits /
Concentration ml
standards (ng/mi)
3.125 6.25 12.5 25 50 100 200
Extrait n-
41.06 £0.43°  64.38 £1.08* 73.59£0.84° 79.85+141*°  82.24+027% 8291x0.14®  84.16 £0.16®
BuOH
Extrait EA - - 1.08 £036°®  11.55+039%  35241052®  46.78 £0.67® 58.7 £0.4%
BHA 39.15+0.88  54.16+£027 65.02+1.26  70.19 +0.51 70.32 £ 0.65 70.60 +0.10 70.94 +0.07
BHT 4923077  6129+0.69 68.89£026  70,02+0.50 70.49 +0.55 71.13 £0.74 71.20 £0.32

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n=3). ANOVA suivie du test multiple de Dunnet. Seuil de
signification p< 0.001 ; extraits vs différentes substances standards ; *p< 0.001 est statistiquement significatif par rapport a
I'hydroxyanisole butylé (BHA), °p<0.001 a I'hydroxytoluene butylé (BHT).

Le test GOR est considéré comme un bon test d’évaluation de 1’activité antioxydante et la
simplicité de sa réalisation font de lui I’'un des tests les plus convoités de cette décennie (Dose
et al., 2016). L’¢évaluation de Dlactivité antioxydante de C. tougourensis par ce test est

considérée comme originale sur une espece du genre Centaurea.

La richesse des plantes en flavonoides, tanins, saponines et terpeénes surtout des especes
de la famille des Asteraceae telles que Smallanthus sonchifolius, Serratula strangulata
pourraient expliquer la capacité antiradicalaire de ces especes contre les radicaux galvinoxyls
qui ont exprimé des valeurs ICso de (3.06 pg/mL) et (1.14+0.18ug/mL) respectivement
empéchant ainsi la cytotoxicité (Sugahara et al., 2015 ; Cai et al., 2020). Ces chercheurs ont
aussi démontré que les extraits méthanolique et EA de S. strangulata seraient méme capables
de supprimer la génération cellulaire de radicaux O2(-) par les cellules érythrocytaires dans un

modele cellulaire activé par le phorbol 12-myristate 13-acétate.

Une étude menée par Yang et al. (2011), a montré de bonnes propriétés antioxydantes
contre le radical GOR par des composés natuels dont les valeurs ICso rapportées étaient de
13.36  pg/mL  pour la cinnamoylphénéthylamine, de 5.88 pg/mL pour Ila
féruloylphénéthylamine, de 0.02 pg/mL pour la caféoylphénéthylamine, de 0.24pg/mL pour la
féruloyltyramine et de pug/mL pour la caféoyltyramine.

Une autre étude réalisée sur les rats a montré que le 1-Gala-l-ido-octose et leS-[2-
Aminoéthyl]-dl-cystéine, qui sont des composés identifiés I'un dans I’extrait n-BuOH et
I’autre dans I’extrait EA de C. frougourensis, pouvaient protéger les mitochondries contre les

dommages oxydatifs, surtout de type (ROS) et (NOS) (Osuocha et al, 2020), en activant
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I’'une des deux voies de signalisation suivante ; MAPK/ERK ou bien PI3K/AKT ce qui a pour
effet de stimuler un réseau consitué de plusieurs protéines et enzymes antioxydantes telles que
la superoxyde dismutase, la catalase, la glutathion peroxydase et la glutathion réductase ainsi
qu'un certain nombre d'antioxydants de faible poids moléculaire tels que 1'a-tocophérol et

I'ubiquinone (Desmier, 2016).

Les mitochondries sont des organites tres importants, elles utilisant 1'oxygene disponible
dans la cellule afin de convertir I'énergie chimique de la nourriture qui est généralement sous
forme du glucose, d’acides aminés et des graisses en énergie sous une forme utilisable par la
cellule hote. Le rendement de ces organelles est le plus optimale surtout celle du systeme
nerveux puisque le cerveau est I’organe nécessitant le plus d’énergie (Seager et al., 2020). Ce
processus de conversion est appelé phosphorylation oxydative et cette derniere se produit a
l'intérieur des mitochondries. Il implique les ions calcium (Ca*") qui agissent comme des

seconds messagers afin de fournir I'ATP nécessaire a ce processus (Martinez et al., 2020).

Une étude a montré que les mitochondries pouvaient €galement étre productrices de
radicaux libres, en effet lors d’un métabolisme normal, une fraction d’ATP est utlisée pour
produire des radicaux libres mitochondriaux (RLM) qui causent des dommages oxydatifs de
faible ampleur dans leurs tissus (Sanz et Stefanatos, 2008). Cependant, a long terme cette
accumulation de radicaux libres peut causer des problemes majeurs affectant beaucoup le
systeme cardiovasculaire, respiratoire et excréteur et méme un viellisement prématuré puisque
ces dommages affecteraient les protéines, les lipides, ainsi que des mutations d'ADN

mitochondrial (ADNmt).

Le 1-tétradécanol a été identifié dans I’extrait EA de C. fougourensis, et I’acide ptérine-6-
carboxylique dans I’extrait n-BuOH. Plusieurs études (Hasturk et al., 2007 ; Lam et al,
2014 ; Elsharkawy et Shiboob, 2017) menées sur des souris, ont montré que ces deux
composés pouvaient régler I’activité de I’ADN polymérase gamma qui est ' ADN polymérase
mitochondriale et surtout prévenir la mutation de son gene puisque dans le cas d’une
mutation, ce gene pourrait accumuler des niveaux, 500 fois plus élevés, d'especes réactives
d'oxygene mitochondriale (mtROS). Ces études ont €galement montré que ces deux composés

pouvaient favoriser la longévité des souris et prévenir ainsi leur veillissement prématuré.

2.1.6. Pouvoir réducteur (FRAP)
Ce test se base sur la réduction du fer ferrique (Fe**) en fer ferreux (Fe’*) en présence
d’un agent antioxydant (Payne et al, 2013). Les résultats indiquent que la capacité

antioxydante de l'extrait n-BuOH était plus efficace que celle de 1'extrait EA. Les résultats ont
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également révélé que les propriétés antioxydantes des deux extraits évoluent de maniere dose-
dépendante pour atteindre une absorbance maximale de (0.98 £ 0.24) pour l'extrait n-BuOH et
(0.56 £ 0.03) pour l'extrait EA (Tableau 15) et ceci pour la plus haute concentration testée
(200 pg/mL). Les valeurs Aos des échantillons testés ont également été calculées (Tableau
16), l'extrait n-BuOH (11.16 £+ 0.64 pug/mL) a montré de meilleurs résultats par rapport au
standard a-tocophérol (34.93 + 2.38 pug/mL).

Tableau 15. Capacité antioxydante des extraits de C. tougourensis par le test FRAP.

Extraits / Concentration (pg/ml)
standards
3.125 6.25 12.5 25 50 100 200
Extraitn- (975 .001%¢  035+001™  054+004  073+£007° 073 0.1 0.81 £0.16*  0.98 £0.24°
BuOH
Extrait EA  009+001® 011001  0.12+001®  0.19+006® 02+0.01™ 036+003" 056003
Acide
. 0.35 £0.05 0.46 £0.03 0.84 £0.12 093+030 118034 1.37 £0.20 1.44 £021
ascorbique
Acide 0.28 £0.02 0.78 £0.06 1.02 +£0.07 1.24+0.18 0.86 0.6 1.01 £021 1.02+£0.13
tannique
a- 0.11 £0.00 0.16 £0.00 0.21 £0.03 035£0.03  0.73+0.03 1.37 £0.08 1.81 £0.09
tocophérol

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n=3). ANOVA suivie du test multiple de Dunnet. Seuil de
signification p< 0.001 ; extraits vs différentes substances standards ; *p<0.001 a l'acide ascorbique, ®p<0.001 a I'acide
tannique, “p<0.001 a l'a-tocophérol.

Tableau 16. Capacité antioxydante (ICso et Ao.so pg/mL) pour les tests ABTS, FRAP, GOR et

phénanthroline.

Extraits / standards Activités antioxydantes

Extrait n-BuOH

Extrait EA

BHA

BHT

Acide ascorbique
Acide tannique

a- tocophérol

Test ABTS

IC50 (ng/mL)

8.04+0.21

51 +£0.15%

1.81+0.10

1.29+0.30
NT
NT

NT

Test FRAP

A0.50 (ng/mL)
11.16 + 0.64¢
138.33 +0.05%°

NT

NT
6.77+1.15
5.39+0.91

34.93 +2.38

Test GOR

1C50 (ng/mL)
4.25 + 0.6
154.66 +0.012

5.38 £0.06

3.32+0.18
NT
NT

NT

Test dela
Phénanthroline

A0.50 (ng/mL)
4.46 +0.55*
139.07 +0.02%

0.93 +£0.07

224 +0.17
NT
NT

NT

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n=3). ANOVA a sens unique suivie de plusieurs tests de Dunnet.
Niveau de signification p< 0.001 ; extraits vs différentes substances standards ; p< 0.001 est statistiquement significatif par
rapport 4 I'hydroxyanisole butylé (BHA), °p< 0.001 i I'hydroxytoluene butylé (BHT), °p< 0.001 a l'acide ascorbique,
4p<0.001 2 I'acide tannique, °p< 0.001 a 1'-tocophérol, NT : non testé.
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L’espece Centaurea Cyanus a révelé une faible activité antiradicalaire dans le test FRAP
avec des valeurs d’ICsp> 900 pg/ml pour tous les extraits testés y compris 1’extrait n-BuOH et
EA (Escher et al, 2018). Ces chercheurs ont suspecté que la présence d’anthocyanes en
grande quantité dans la plante C. Cyanus serait en partie responsable de ce faible résultat
puisque les anthocyanes ont tendance a entrainer des variations du pH lors du test FRAP.
Notant que ce test est basé sur la capacité du pH a réduire le Fe** en Fe*. La réaction FRAP
est menée a un pH acide de 3.6 pour maintenir la solubilité du fer, de sorte que la réaction a
faible pH diminue le potentiel d'ionisation qui entraine le transfert d'atomes d'hydrogene et
augmente le potentiel redox, qui est le mécanisme dominant de la réaction (Benzie et Strain,

1996).

2N 2

Parmi les especes de Centaurea déja étudiées, certaines ont montré des absorbances non
négligeables avec I’extrait n-BuOH dans le test FRAP a la concentration de 800 pg/mL telles
que C. polypodiifolia (1.17 £ 0.03), C. pyrrhoblephara (0.84 + 0.08), et C. antalyense (0.85 +
0.03) (Aktumsek et al, 2013). Dans une autre étude, c’est plutot I’extrait aqueux de
Centaurea bornmuelleri qui a montré une meilleure activité dans le test FRAP avec une
valeur d’ICso de (69.81 mg/g) (Zengin et al, 2019). Cependant, c’est I’extrait EA de
Centaurea saligna qui a montré le meilleur effet antiradicalaire dans le méme test avec une

valeur d’1Cso de (110 mg/g) (Zengin et al., 2018).

De nombreuses maladies ont été traitées et éradiquées grace a 1'évolution de la médecine
et plus particulicrement de la phytothérapie, qui a servi de support et de source importante de
composés bioactifs (Proestos et al., 2020). Des études antérieures (Ugur ef al., 2009 ; Escher
et al., 2018) réalisées sur deux especes de Centaurea, a savoir, C. ensiformis et C. cyanus ont
montré des activités antioxydantes significatives de cette espece avec un effet dose-dépendant
et ont suspecté que les composés phénoliques, flavonoides et anthocyanes, identifi€s dans
leurs extraits sont responsables de cet effet biologique.

Une autre étude réalisée par Karamaé (2009) a montré que les tanins possedent la
capacité de retarder 'oxydation en empéchant l'oxydation des ions Fe?*en sa forme ionisée
appelée Fe**. Dhouibi et al. (2020) ont souligné les propriétés antioxydantes de Centaurea
kroumirensis et Centaurea sicula et ont suggéré que les teneurs élevées en polyphénols
enregistrées chez ces especes pourraient expliquer leur grande activité de piégeage des
radicaux libres. Mais les composés bioactifs d'une plante peuvent agir de maniere synergique
pour briser la chaine des radicaux libres (Lobo et al., 2010).

Les propriétés antiradicalaires de la vanilline sont bien connues, son activité serait méme

supérieure a celle de 1’acide ascorbique (Tai et al., 2010), ce qui explique pourquoi cette
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substance natuelle est fréquemment utilisée dans le secteur agro-alimentaire. En effet, elle
entre dans la composition de plusieurs aliments mais également dans [’industrie
pharmaceutique en entrant dans la composition chimique de plusieurs médicaments tels que
Zeus chem, spectrum, ou bien vanilone infantile (Bezerra et al, 2016). L’industrie
cosmétique également ne fait pas exception, puisque ce composé est trouvé dans les cremes
pour lutter contre I’apparition prématurée des signes de vieillesse tels que les rides

(Dhanalakshmi et al., 2016).

2.2. Activité photoprotectrice

L'activité photoprotectrice de C. tougourensis a également été évaluée sur la base du
facteur de protection solaire (SPF) et comme indiqué dans le Tableau 17, I'extrait n-BuOH a
montré un SPF maximal de (56.035) D'autre part, I'extrait EA a montré un SPF maximal de
(8.382).

En se référant aux directives de la Commission européenne sur les facteurs de protection
solaire (Tableau 3), il est clair que l'extrait n-BuOH de C. tougourensis a un SPF élevé tandis
que l'extrait EA a un SPF faible.

Tableau 17. Calcul du facteur de protection solaire (FPS) a partir des extraits de C.

tougourensis.
Extraits de C. tougourensis
Longueur d'onde EE (M)x I(A) Extrait n-BuOH Extrait EA
A (nm) (normalisé) Absorbances FPS Absorbances FPS
290 0.0150 5.966+0.015 0.894 0.897+0.001 0.134
295 0.0817 5.921+0.011 4.837 0.893+0.002 0.729
300 0.2874 5.896+0.005 16.945 0.871+0.002 2.503
305 0.3278 5.814+0.015 19.058 0.837+0.002 2.743
310 0.1864 5.3240.015 9.916 0.801+0.001 1.493
315 0.0837 4.428+0.03 3.706 0.771+0.000 0.645
320 0.0180 3.776+0.017 0.679 0.754+0.002 0.135
Total 1 - 56.035 - 8.382

FPS: facteur de protection solaire; EE: est le spectre d'efficacité érythémique; I: spectre d'intensité du simulateur solaire; EE
x I: sont des valeurs constantes.

La Iumiere du soleil est vitale pour tous les organismes vivants, en effet elle aide a
réguler notre rythme circadien et elle offre la capacité de fabriquer de la vitamine D qui est un
nutriment important permettant a I’os de fixer et d’absorber le calcium et le phosphore pour
améliorer le processus de minéralisation (Mead, 2008). D'autre part, le soleil émet également
d'autres catégories de rayons qui peuvent étre nocifs comme le rayonnement UV a large

spectre également appelé soleil cancérigene (D'Orazio et al., 2013).
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Des études récentes (He et al., 2021 ; Twilley et al., 2021) utilisant l'approche de la
formulation ont prouvé que les cremes solaires a base de plantes sont efficaces contre les
rayonnements UV. Ces chercheurs ont constaté que les métabolites secondaires présents dans
les plantes, notamment la lignine et les alcaloides, peuvent absorber les rayons UV-B (Yavas
et al., 2020). Les flavonoides ont la meilleure photoprotection dans la gamme UV-B en plus
d’une protection UV-A non négligeable. Parmi ces flavonoides, la quercétine et la catéchine
ont prouvé leur capacité a prévenir la fragmentation du collagéne, le cancer cutané prématuré
et les processus de photovieillissement cutané (Kostyuk et al., 2018 ; Petruk et al., 2018 ;
Cefali et al., 2019) en réduisant et/ou en neutralisant de maniere significative les dommages
causés par les radicaux libres de 1'oxygene dans les cellules et également dans la matrice
extracellulaire (Saewan et Jimtaisong, 2015).

Une étude récente a montré que l'acide tannique peut protéger efficacement les cellules
fibroblastes 1.929 de l'irradiation UVB en inhibant l'expression d'une enzyme clé appelée
métalloprotéinase-1 (MMP-1) (Daré et al, 2020). La méme étude a rapporté un effet
photoprotecteur non négligeable exercé par l'acide gallique, ce qui est en accord avec les
résultats obtenus pour C. fougourensis. Un autre travail de recherche a souligné l'effet
photoprotecteur de l'acide caféique sur les fibroblastes cutanés diploides humains (KF1)
contre les rayons UV-B et UV-C et aucun signe de cytotoxicité n'a été détecté (Neradil et al.,
2003).

La quercétine et la rutine ont prouvé leur capacité a stabiliser la composition chimique et
la structure moléculaire des composants des écrans solaires via des effets de co-régulation
mutuelle (Choquenet et al.,, 2008), et méme a améliorer la photoprotection des composants
des écrans solaires de manicre synergique (Heurung et al., 2014). L'acide trans-férulique
offre également une bonne protection contre les rayons UV et atteint une valeur SPF de 37%
(Peres et al., 2018), c'est pourquoi ces phyto-molécules entrent dans la composition de
nombreuses cremes solaires cosmétiques tels que Sun Bum et alba Botanica (Geoffrey et al.,
2019).

En effet, la Commission européenne a publié en 2006 une directive sur les catégories de
produits solaires (Commission of the European Communities, 2006) ; et selon leurs
facteurs de protection indiqués (Tableau 3), C. fougourensis pourrait étre un bon candidat
pour entrer dans la composition des cremes solaires naturelles.

La peau humaine contient un pigment clé appelé mélanine qui donne de la couleur a la
peau, aux yeux et aux cheveux. Ce pigment agit comme un écran solaire naturel pour limiter

la pénétration des rayons UV (Brenner et Hearing, 2008). Une étude récente réalisée par
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Netcharoensirisuk et al. (2021) a montré que les flavonoides peuvent réellement améliorer le
processus de synthese de la mélanine et méme traiter le mélanome via une activation du
facteur de transcription MiTF et d'autres enzymes clés, a savoir la dopachrome tautomérase
DCT2 et la protéine 1 liée a la tyrosinase (TYRP-1), conduisant ainsi a une inhibition
remarquable de la prolifération, de la migration et de I'invasion des cellules de mélanome

(Liu-Smith et Meyskens, 2016).

2.3. Activité hémostatique

Comme mentionné dans le Tableau 18, les deux extraits de C. tougourensis ont accéléré
les temps de coagulation de maniere dose-dépendante, le meilleur effet hémostatique a été
enregistré pour la concentration maximale testée de 4 mg/mL avec un temps de coagulation
correspondant a (22.07 £ 3.72 s) pour I’extrait n-BuOH et (47.33 £ 7.09 s) pour ’extrait EA,
ce qui correspondent a un pourcentage de raccourcissement du temps de coagulation de
(86.71 %) et (71.42 %) respectivement, et ces résultats ont été considérés comme hautement

significatifs (p<0.001) par rapport a ceux du groupe témoin.

Tableau 18. Effet des extraits de C. fougourensis sur le temps de coagulation du plasma.

Echantillons Concentrations Temps de coagulation Raccourcissement du
(mg/mL) moyen (s) temps de coagulation (%)
Témoin / 165.66 +13.05 /
Extrait n-BuOH 0.125 73.5 +4.94¢ 55.63%
0.25 61 +£4.24° 63.17%
0.5 50.33 +1.15¢ 69.61%
1 43 +2.82¢ 74.06%
2 28 +3.13¢ 83.09%
4 22.0743.72¢ 86.71%
Extrait EA 0.125 152.33 £12.58™ 8.24%
0.25 99.5 £4.94° 39.93%
0.5 88.5 £2.12°¢ 46.57%
1 73 +£11° 55.93%
2 53 +5.56¢ 68%
4 47.33 £7.09¢ 71.42%

Toutes les valeurs sont des moyennes + SD, n=3. ANOVA suivie du test multiple de Dunnet. Seuil de signification *p<0.05,

p<0.01, °p<0.001 par rapport au groupe témoin. ™ : non significatif.

Une étude réalisée par Kose et al. (2012) en utilisant des rats comme modele
expérimental a prouvé que les composés bioactifs présents dans les extraits de plantes, en
particulier les flavonoides et les acides phénoliques, peuvent considérablement diminuer le

processus de saignement en accélérant l'arrivée du sang sur les sites de blessure via une
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vasoconstriction qui améliore considérablement le mécanisme de coagulation par une cascade
constituée de plaquettes (Nignpense et al, 2019) et d'autres médiateurs clés de la pro-
coagulation comme le facteur III (thromboplastine).

Une étude réalisée par Jesus ef al. (2012) a montré que l'acide tannique peut activer les
plaquettes et améliorer leur processus d'adhésion dans les tissus lésés en particulier dans
l'intestin, ce qui accélére considérablement le processus de coagulation afin d’arréter
I’hémorragie et le saignement et ainsi limiter 1'apparition des ulceres, ce qui est en accord
avec les résultats de cette étude. Il a également été rapporté que la catéchine peut réguler le
processus d'activation des plaquettes, en particulier chez les patients souffrant de maladie
artérielle périphérique (Carnevale et al., 2014), suggérant ainsi que ce composé a une
influence non négligeable sur le phénomene hémostatique.

Des études récentes ont souligné l'effet pro-coagulant possible des flavonoides, des
stéroides et des terpenes en utilisant a la fois des approches in vitro et in vivo (Yin et al.,
2018 ; Li et al.,, 2020). 11 a été¢ démontré que ces classes de molécules bioactifs peuvent
s'opposer a l'effet anticoagulant des composés tels que la warfarine (Cordier et al., 2012), et
ce malgré le fait que les flavonoides et la warfarine ne partagent pas les mémes sites de liaison
comme montré précédemment par l'approche de docking moléculaire de Rimac et al. (2017).
La présence de ces molécules a été confirmée chez C. tougourensis.

Il est également intéressant de constater que I’acide férulique a une trés bonne activité
hémostatique. Une étude réalisée par Huang et al. (2017) a montré que cette acide phénolique
peut considérablement réduire le temps de coagulation sanguine et le temps de saignement de
I’utérus des souris, mais ces chercheurs ont également constaté que ce composé agirait en
synergie avec d’autres composés tels que l'acide p-coumarique, l'acide vanillique, 1'acide
syringique, l'acide caféique et l'acide protocatéchique afin de renforcer les contractions
utérines et accélérer le flux sanguin et le processu de cicatrisation de 1’utérus.

Il est trés connu que I’anémie est associée avec les troubles de coagulation sanguine, ainsi
un composé nommé Benz[c]pyran-1,3-dione, 4,4-dimethyl- a été identifi€é au niveau de
I'extrait n-BuOH de C. fougourensis, avec une forte proportion (14.87%). Une étude a montré
que ce composé peut lutter efficacement contre certains parasites responsables de 1'anémie,
comme Trypanosoma brucei (Ibrahim et al., 2013), en aidant les lymphocytes T et les
anticorps du systéme immunitaire a reconnaitre ce parasite car de nombreux parasites sont
capables de changer de forme (Berezovskaya et al., 2018). Une hypothese suggere que ce
composé génere cet effet via une cascade biochimique impliquant une multitude de

molécules, en particulier des motifs moléculaires associés a des agents pathogenes (PAMP) et
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des récepteurs de reconnaissance de motifs (PRR) pour initier la réponse immunitaire précoce
aux infections (Mogensen, 2009). 11 a également été rapporté que ce composé possede une
propriété anticancéreuse non négligeable en contrdlant les processus de division cellulaire, via
une régulation épigénétique de certains genes clés responsables de la différenciation cellulaire
notamment en controlant les processus de méthylation/alkylation dans les promoteurs de ces

genes pour empécher la croissance tumorale (Lewandowska ef al., 2011).

2.4. Activité anti-inflammatoire
2.4.1. Test de stabilisation des membranes des globules rouges

Cette activité a été testée in vitro en utilisant des globules rouges (GR) d’origine humaine
et cette technique est considérée comme un bon moyen d’évaluer les propriétés anti-
inflammatoires d’un extrait végétal vis-a-vis du stress thermique que subissent les GR
(Anosike et al., 2012). Ce test a révélé que l'extrait n-BuOH a un effet anti-inflammatoire
avec une relation dose-effet et une inhibiton maximale de I’hémolyse de (97.84 + 0.006%). 11
est tres intéressant de constater que l'extrait n-BuOH a montré une inhibition de I'hémolyse
des globules rouges supérieure a celle du diclofénac pour les concentrations testées de 400 et
800 pg/mL, mais la différence a été trouvée comme non significative (Figures 29). L'extrait
EA n'a pas montré des résultats semblables a 1'extrait n-BuOH ; ainsi, son activité était
presque absente et le pourcentage maximal d’inhibition de I’hémolyse enregisté pour cette
extrait était de (19.40 = 0.006%).

Les valeurs ECsp ont également été enregistrées et étaient de (154.15 £ 0.14 pg/mL) pour
l'extrait n-BuOH et de (95.8 £ 0.19 pg/mL) pour le standard (Tableau 19), ce qui laisse
suggérer que C. tougourensis pourrait étre un bon candidat pour remplacer les médicaments
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Figure 29. Activité anti-inflammatoire (test d'hémolyse induit par la chaleur) des extraits de

C. tougourensis.

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n=3). ANOVA suivie du test multiple de Dunnet. Seuil de signification
3p<0.05, ®p<0.01, °p<0.001 est statistiquement significatif par rapport au diclofénac sodique, ™ non significatif.

La réponse inflammatoire est cruciale pour le mécanisme de défense du corps, elle nous
permet de réparer et de surmonter les dommages causés par les blessures, les traumatismes,
les infections ou bien les dysfonctionnements internes dus a des pathologies auto-immunes
(Chen et al., 2017). Cependant, parfois I'immunité innée n'est pas suffisante pour faire face
aux stimuli externes, ce qui nécessite l'utilisation immédiate de médicaments anti-

inflammatoires (AINS) malgré leurs effets secondaires dangereux (Davis et Robson, 2016).

Plusieurs études ont démontré que la richesse des plantes en flavonoides et terpenes
(Siilsen et al.,, 2017) pouvait exercer de trés importants effets anti-inflammatoires et
antioxydants. Une étude réalisée par Csupor et al. (2013) sur onze especes de Centaurea
utilisant a la fois des essais in vitro et in vivo ont corrélé les fortes activités anti-
inflammatoires de ces especes avec les principaux composés flavonoides identifiés et ont
suggéré que ces composés bioactifs réduisaient considérablement la production de COX-1 et
COX-2, qui sont les principaux médiateurs pro-inflammatoires libérés lors de la réponse

inflammatoire.

Une autre étude (Alper et Giines, 2019) a indiqué que Centaurea solstitialis pouvait
réguler le processus inflammatoire en modulant la sécrétion d'enzymes et de cytokines clés
comme I'IL1a, IL-6 et le TNFa, qui empéchent la dérégulation du systéme immunitaire. 11

est en effet bien établi que la réponse inflammatoire et I'immunité sont liées 1'une a l'autre.

D'autre part, Joujeh et al. (2020) ont démontré une relation dose-effet entre la teneur en
phénols de Centaurea iberica et son effet anti-hémolytique. Notant également que des
résultats similaires ont été rapportés dans une étude sur Centaurea cineraria, ou il a observé
une forte teneur en composés phénoliques (41.12 + 0.6) mg EAG/g et dans cette méme étude,
une protection remarquable des érythrocytes contre I'hémolyse oxydative a été décelée et a été
associée a la forte teneur en phénols.

La quercétine est tres impliquée dans la régulation des réactions inflammatoires du
systtme immunitaire. Ainsi, une étude réalisée sur des souris a prouvé que ce flavonoide
aurait un effet de stabilisation sur les mastocytes durant les réactions allergiques (Penissi et
al., 2003), et également un effet immunosuppresseur sur la fonction des cellules dendritiques
afin d’empécher I’activation des lymphocytes T (Huang et al., 2010) et ainsi d’empécher le

déclenchement de la réaction immuntaire.

97



PARTIE EXPERIMENTALE CHAPITRE 2 : RESULTATS ET DISCUSSION

La quercétine inhibe la production d'enzymes pro-inflammatoires telles que la
cyclooxygénase (COX) et la lipoxygénase (LOX) (Lee et al., 2010), ce qui a été démontré au
niveau de la lignée cellulaire murine RAW 264.7 et ceci serait du a une inhibition excercée
par ce composé sur la lipo-polysaccharide (LPS), précisement en inhibant la phosphorylation
de la tyrosine phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)-(p85) (Kim et al, 1998), ce qui
empechera la LPS d’exércer son activité pro-inflammatoire.

Il a également été démontré que la coumarine peut significativement réduire I'eedéme et
I'inflammation des tissus en inhibant la biosynthese des prostaglandines, par implication
d’intermédiaires hydroperoxy d'acides gras (Hussain ef al., 2016). Ce composé empécherait
aussi I’hémolyse des globules rouges en bloquant les processus oxydatives exercés sur ces
dernieres, surtout du stress induit par I’oxyde nitrique synthase (NOS) (Lucas et al., 2011).

Une étude a démontré les effets anti-inflammatoires considérables de 1'acide tannique sur
les cellules microgliales de type (BV2) en inhibant I’inflammation produite par les
lipopolysaccharides (LPS) par inhibition de la formation des especes réactives d’oxygene
(ROS) via la suppression de l'activation de la voie NF-kB (Wu et al., 2019). Ce composé
empécherait également la liaison des LPS au récepteur ‘Toll Like Receptor’ de type 4 (TLR4)
(Kuzmich et al., 2017), ce qui a pour effet d’empécher la libération des cytokines pro-
inflammatoires.

La catéchine serait capable d’apporter des effets protecteurs ramarquables contre
lI'inflammation induite par l'urate monosodique en modulant l'activation de l'inflammation
NLRP3 (Jhang et al., 2015), ce qui a également pour conséquence de stoper l'infiltration et la
prolifération des cellules immunitaires telles que les neutrophiles, les cellules épithéliales
coliques, les macrophages et les lymphocytes T, aidant a réduire les réactions inflammatoires
(Fan et al., 2017).

2.4.2. Tests de dénaturation de ’albumine sérique bovine et de I’albumine de I’ceuf de
poule

Il est bien connu que la structure d'une protéine détermine sa fonction, c'est pourquoi
toute altération des conformations tridimensionnelles d’une protéine que l'on appelle "état
dénaturé" (Dill et Shortle, 1991), privera systématiquement ces dernieres de leur rdle
physiologique. Les protéines sont dénaturées a 100 °C mais d'autres facteurs notamment les
facteurs internes peuvent €tre impliqués dans le processus de dénaturation, tels que des
réponses inflammatoires excessives ou des maladies auto-immunes (Atassi et Casali, 2008).
A long terme, ces phénomenes ont des conséquences négatives sur la santé de 1'organisme et

parfois méme irréversibles.

98



PARTIE EXPERIMENTALE CHAPITRE 2 : RESULTATS ET DISCUSSION

La capacité de C. fougourensis a inhiber la dénaturation de l'albumine bovine a été
étudiée et a révélé un effet modéré pour les deux extraits testés. Ainsi, l'extrait n-BuOH a
montré une activité inhibitrice maximale de (68.94 + 0.007 %) a la dose maximale testée de
(800 pg/mL), tandis qu’un taux de (63.47 + 0.003 %) a été obtenu pour l'extrait EA. Ces
données ont été considérées comme hautement significatives (p<0.001) par rapport au
standard diclofénac sodique qui a montré un pourcentage d'inhibition de (90.23 + 0.810 %) a
la méme concentration testée (Figure 30). Il est également intéressant de voir que l'effet anti-
inflammatoire des deux extraits était presque le méme aux concentrations testées de 200 et

400 pg/mL.
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Figure 30. Activité anti-inflammatoire (test de dénaturation de 1'albumine bovine) des extraits

de C. tougourensis.

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n=3). ANOVA suivie du test multiple de Dunnet. Seuil de signification:
3p<0.05, ®p<0.01, °p<0.001( est statistiquement significatif par rapport au diclofénac sodique, ™ non significatif.

Un 2°™ test ayant pour but de tester ’effet inhibiteur des extraits de C. tougourensis sur
la dénaturation de ’abumine de I’ceuf de la poule cette fois ci a été réalisé. Les résultats ont
évolué d’une maniere dose-dépendante. Ainsi, ce test a révélé que l'extrait n-BuOH a une
activité inhibitrice maximale de (96.91 + 0.09 %), comparable a celle du standard aux doses
de 400 et 800 ng/mL, ou la différence entre leurs activités est non significative (Figures 31).
D’autre part, 'extrait EA n'a pas montré les mémes résultats que I'extrait n-BuOH, ainsi, une
activité modeste a été enregistrée pour cet extrait avec un pourcentage d’inhibition de

I’hémolyse de (38.74 + 0.007%) a la plus élevée concentration testée.
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Figure 31. Activité anti-inflammatoire (test de dénaturation de I'albumine de I’ceuf de la

poule) des extraits de C. fougourensis.
Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n=3). ANOVA suivie du test multiple de Dunnet. Seuil de signification
3p<0.05, ®p<0.01, °p<0.001 est statistiquement significatif par rapport au diclofénac sodique, ™ non significatif.

Les valeurs ECs ont également été calculées pour les deux tests. Ainsi, pour le test BSA,
des valeurs ECso comparables ont été enregistrées pour les deux extraits testés. Ces valeurs
¢taient (335 £+ 0.03 pg/mL) pour I’extrait n-BuOH et (338 = 0.07 pg/mL) pour l'extrait EA,
alors que I’ECso pour le diclofénac sodique était (115.76 + 0.19 pg/mL). Dans le test de
dénaturation de I'albumine d'ceuf, I’ECs était de (120.81 + 0.2 g/mL) pour l'extrait n-BuOH et
(7777 £ 0.2 pg/mL) pour le diclofénac sodique, la différence était statistiquement
significative (p<0.01). (Tableau 19).

Tableau 19. Activité anti-inflammatoire (valeurs ECso) du standard et des extraits de C.

tougourensis.
Extraits / o ep s . .
st);;s;: d Activité anti-inflammatoire
Test d'hémolyse  Test de dénaturation  Test de dénaturation
induit par la de I'albumine d'ceuf de 1I'albumine bovine
chaleur de la poule
ECso (ng/mL) ECso (ng/mL) ECso (ng/mL)
Extrait n-BuOH 154.15 £0.14¢ 120.81 +0.2° 335 +£0.03°
Extrait EA ND ND 338 £0.07°
Diclofénac 95.8+0.19 77.77+0.2 115.76 £0.19
sodique

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n=3). ANOVA suivie du test multiple de Dunnet. Seuil de signification
p<0.05, ®p<0.01, °p<0.001 est statistiquement significatif par rapport au diclofénac sodique, ™ non significatif.
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Ces résultats sont en accord avec ceux précédemment rapportés par Banerjee ef al.
(2014) et Marrassini ef al. (2018) et dont lesquels ils ont clairement montré la capacité de
leur plante a inhiber la dénaturation de I'albumine mais aussi les activités des protéinases, et
ont associé cela a la richesse de leurs especes en flavonoides, tanins et composés alcaloides.

L'albumine est la protéine la plus abondante dans le plasma (35-50 g/L) (Weaving et
Batstone, 2016) qui assure des fonctions vitales comme le transport d'hormones, de vitamines
et d'acides gras (Van der Vusse, 2009), mais c’est également un élément crucial pour
maintenir une pression osmotique physiologique normale dans les vaisseaux sanguins en
stabilisant le volume du liquide extracellulaire via une contribution par sa propre pression
connue sous le nom de pression oncotique (Michel et Phillips, 1987). Une hypoalbuminémie
peut avoir de graves répercussions sur les fonctions rénales et hépatiques (Haller, 2005)
vitales a la vie.

L’un des composés identifié dans 1’extrait n-BuOH de C. tougourensis nommé 2-(oxan-
3-yl) éthanamine semble avoir une bonne activité anti-inflammatoire via la suppression des
voies de signalisation COX/LOX, ce qui réduit considérablement la libération de COX-1,
COX-2 et de la lipoxygénase (Rani ef al., 2014). Ceci conduira a la diminution de la
perméabilité vasculaire afin d’empécher I’arrivée d’autres cytokines pro-inflammatoires qui
risqueraient d’altérer la conformation structurale des proteines telles que 1’albumine et la
globuline (Osman et al., 2016).

Un autre composé identifié dans C. tougourensis semble posséder des propriétés anti-
inflammatoires non négligeables, il s’agit d’un dérivé de la pyridine appelé 3,5-Diéthyl-4-(2-
furyl) pyridine qui stimule 1’activité des protéines chaperons, précisément Hsp27, Hsp90, et
Hsp110, afin d’aider au repliement moléculaire correct des autres proteines telles que les
protéines plasmatiques. Ceci permettra d'éviter la formation d'agrégats protéiques et d’éviter
une éventuelle dénaturation des protéines (Kampinga, 2006). Ce composé semble réguler les
propriétés physico-chimiques du milieu ou se trouvent les proteines, principalement le pH
afin d’empécher une éventuelle altération structurale, ce qui priverait la proteine ou I’enzyme
de ses fonctions (Amer et al., 2021). En effet, il est trés connu que les proteines sont trés
sensibles au variation du pH (Nikolaidis et al., 2017). Ce composé empécherait méme
I’interaction des proteines avec des substances pathogenes susceptibles de les dénaturer.

Une étude a montré que la vanilline pourrait inhiber la dénaturation protéique en inhibant
’activité des lipopolysaccharides (LPS), susceptibles d’altérer I’expression ARNm des genes
de I’albumine bovine et celle de 1’ovalbumine. Cette démarche a été démontrée dans le

modele murins (Mikheeva ef al, 1998). Une autre étude a montré aussi que la vanilline
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pouvait inhiber les réponses inflammatoires induites par le LPS dans les cellules microgliales
de type BV-2 (Awasthi ef al, 2016). Cet effet protecteur a été expliqué par ces chercheurs par
la capacité de la vanilline a réguler les modifications du processus de glycation précoce et
l'agrégation de type amyloide de l'albumine empéchant ainsi tout changement de sa
conformation spaciale.

La rutine pourrait également €tre un bon agent anti-inflammatoire en freinant la sécretion
de ITL-6 induite par les lipopolysaccharides (LPS) ainsi que I’expression de NF-«xB
(Jantrawut et al., 2017), puisque I’inhibition de ces deux médiateurs pro-inflammatoires peut
servir non seulement a mettre fin a I'inflammation mais également a inhiber d'autres cytokines

ou mécanismes susceptibles d’altérer la structure des proteines.

2.5. Activité antidiabétique (Test d’inhibition de I’alpha amylase)

Dans ce test, les deux extraits de C. tougourensis ont donné un effet inhibiteur modéré de
l'activité de D’alpha-amylase, mais l'activité de l'extrait n-BuOH semble étre légerement
supérieure a celle de l'extrait EA. L'activité inhibitrice maximale a été observée a la
concentration de 1000 ug/mL avec des pourcentages d'inhibition respectifs de (61.36 %) pour
I’extrait n-BuOH et (52.27%) pour I'extrait EA, alors que la valeur de l’acarbose utilisé

comme standard dans cette étude était de (94.61 £ 1.14 %) (Figure 44).
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Figure 32. Activité inhibitrice de l'a-amylase par les extraits de C. fougourensis.

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n=3). ANOVA suivie du test multiple de Dunnet. Seuil de signification
39<0.05, ®p<0.01, °p<0.001 est statistiquement significatif par rapport i l'acarbose.

Les valeurs ICso ont également été calculées et étaient (711.5 + 0.03 pg/mL) pour I’extrait

n-BuOH et (962 + 0.02 ng/mL) pour I’extrait EA respectivement tandis que cette valeur était
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de (284.33 + 0.06 pug/mL) pour l'acarbose (Tableau 20). Notant que la différence entre les
résultats des extraits et celui du standard a été trouvée hautement significatives (p<0.001), et

ceci pour toutes les concentrations testées.

Tableau 20. Détermination des valeurs ICso du standard et extraits de C. tougourensis dans le

test d'inhibition de 1'a-amylase.

Extraits / standard ICsp (ng/mL)

Extrait n-BuOH 711.5 £0.03¢
Extrait EA 962 +0.02°¢
Acarbose 284.33 +0.06

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n=3). ANOVA suivie du test multiple de Dunnet. Seuil de signification
3p<0.05, ®p<0.01, °p<0.001 est statistiquement significatif par rapport 4 I'acarbose.

Le diabete de type 2 est I'une des maladies les plus répandues et les plus dangereuses de
cette décennie, qui peut étre le résultat de plusieurs facteurs tels que le dysfonctionnement
mitochondriales des cellules B pancréatiques, la résistance a l'insuline et/ou une intolérance au

glucose (Robertson et Harmon, 2007).

Plusieurs études réalisées dans le secteur de la biotechnologie ont rapporté que les plantes
peuvent prévenir et traiter efficacement le diabete de type 2, en raison de leur richesse en
flavonoides et acides phénoliques qui peuvent s'opposer au processus de stress oxydatif en
particulier la production d'especes réactives de 1'oxygene (ROS) (Pham-Huy et al., 2008).
Parmi ces composés phénoliques, une lactone appelée coumarine a une forte activité

antidiabétique.

Une étude réalisée par Laddha et Kulkarni. (2019) a montré qu'un patient diabétique qui
recevait régulierement des médicaments a base de coumarines, présentait une atténuation
considérable des maladies cardiovasculaires et cérébrovasculaires normalement générées par

les complications du diabete.

Il a également été rapporté que la coumarine peut protéger les glandes salivaires et
pancréatiques des dommages causés par le stress oxydatif; ces glandes sont responsables de la
production de l'alpha-amylase (Li et al., 2017). La coumarine peut également limiter la
production excessive d'alpha amylase et d'alpha glucosidase en activant la voie de

signalisation de la protéine kinase AMP dépendante (AMPK) (Zhao et al., 2015).

Il est bien établi qu'il existe un lien entre le stress oxydatif et 1'activité de 1'alpha-amylase.

En effet, une forte libération de radicaux libres dérégulera automatiquement l'activité de
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I'alpha-amylase dont il a été prouvé que 'accumulation de radicaux libres chez une souche de
S. Cerevisiae pourrait induire une surexpression du gene HAP1 qui a son tour induirait une
surproduction d'alpha-amylase (Martinez et al., 2016). Ce phénomene génére a long terme

plusieurs complications liées au diabete (Asmat et al., 2016).

Il a également été prouvé que dans le modele de rats diabétiques, qu'une réduction du
processus de stress oxydatif augmenterait significativement la sensibilit¢ a I'insuline
(Tangvarasittichai, 2015), ce qui pourrait augmenter l'activité du transporteur GLT4, qui a
pour fonction principale de favoriser I'absorption du glucose afin de réduire la glycémie a un
taux physiologique (Navale et Paranjape, 2016). Une étude menée par Zierath et Wallberg-
Henriksson (2002) a démontré que l'augmentation de GLT4 pourrait €tre due a une
augmentation importante de la voie de transduction du transport dans laquelle des séries de
protéines vont agir via une cascade; ces protéines sont respectivement la phosphatidylinositol-
3 kinase (PI3K), la protéine kinase C (PKC) et les récepteurs activés par les proliférateurs de

peroxysomes (PPAR).

Récemment, une étude réalisée sur huit especes de Centaurea a montré qu'elles pouvaient
diminuer significativement l'activité de l'alpha-amylase et les chercheurs 1’on associée a la
richesse de ces plantes en phénols, flavonoides et tanins (Zengin et al., 2016) ce qui est en

parfait accord avec le constat de cette étude.

Les propriétés antioxydantes et anticancéreuses de la vanilline sont bien connues, mais ce
composé a également un effet anti-hyperglycémiant non négligeable. Lu et al. (2019) ont
montré que ce composé peut réguler le taux sérique de glucose et d'insuline chez le rat
diabétique et méme conserver l'intégrité des tissus pancréatiques. Une autre étude menée par
Iannuzzi et al. (2017) a prouvé que ce composé pouvait prévenir les complications du diabete
en bloquant la glycation de l'insuline, précisément via un processus de liaison non covalente
entre la vanilline et l'arginine 22 (Arg22) chargée positivement de l'insuline. Ce processus
permet a l'insuline de récupérer son effet biologique et de réduire la glycémie a un état
physiologique. Notant qu'un effet hypoglycémiant comparable a été observé chez les rats
diabétiques qui ont été traités a l'aide d'acide 4-hydroxybenzoique et les chercheurs ont noté

en outre, une augmentation importante de la teneur en glycogene hépatique (Peungvicha et

al., 1998).

Une autre étude a montré que le 2-pentadécanone, 6,10,14-triméthyl- pourrait étre un bon
candidat pour traiter le diabéte, via une forte inhibition exercée sur I’activité de I’a-amylase et

également sur celle de I’a-glucosidase (Bahadori ef al., 2016), puisque le processus de
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catabolisme des glucides par ces enzymes est anormale pendant le diabete sucré (Galicia-
Garecia et al., 2020), ce qui suggere que ce composé pourrait effectivement diminuer le taux
de glucose vers des niveaux physiologiques. Les effets neuroprotecteurs et antimicrobiens de

ce composé ont également été rapportés (Naidoo et al., 2014).

2.6. Activité neuroprotectrice

Le systéme nerveux humain est I’'un des systémes corporels les plus complexes et les plus
organisés, il coordonne les activités de 1'ensemble de 1'organisme (Galli ef al., 2003). Mais la
dégénérescence progressive des cellules nerveuses pourrait conduire a des maladies graves et
irréversibles (Forman et al., 2004). Par conséquent, la recherche de nouveaux traitements
pour la maladie d'Alzheimer ainsi que d’autres maladies affectant le systéeme nerveux est
devenu cruciale.

La cholinestérase est indispensable pour le bon fonctionnement du systéme nerveux.
Ainsi, le niveau physiologique d'un neurotransmetteur clé appelé acétylcholine (ACh) est
maintenu par cette enzyme (Kutty, 1980). Mais en situation pathologique, cette enzyme peut
étre responsable d'un taux anormal d'AChE da a une hydrolyse excessive et plusieurs études
suggerent que le manque d'AChE pourrait entrainer des troubles de la mémoire et méme une
démence a long terme (Higley et Picciotto, 2014).

Comme présenté dans les Figure 33 et 44, I’effet inhibiteur le plus significatif de C.
tougourensis sur Dactivité de l'acétylcholinestérase (AChE) et la butyrylcholinestérase
(BChE) a été observé a la concentration de (200 pg/mL) et ceci pour les deux extraits testés.
Cet effet semble étre plus efficace sur ' AChE avec un pourcentage d'inhibition maximal de
(84.71 £ 3.56%) donné par l'extrait n-BuOH tandis que l'extrait EA a montré a la méme dose
un pourcentage d’inhibition de (74.11 £ 0.48%). Les deux extraits ont présenté des
différences statistiquement significatives (p<0.05) par rapport a la galantamine qui a été

utilisée comme référence dans cette étude.
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Figure 33. Activité neuroprotectrice (anti-acétylcholinestérase) des extraits de C.

tougourensis.

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n=3). ANOVA suivie du test multiple de Dunnet. Seuil de signification
3p<0,05, ®p<0,01, °p<0,001 est statistiquement significatif par rapport 2 la galantamine, ™ non significatif.

Dans le test BChE, un effet neuroprotecteur modeste a été observé avec l'extrait n-BuOH
(56.12 £ 2.63 %) a la concentration de 200 pg/mL avec une valeur ICso de 173.53 £ 0.04
ug/mL, en outre un effet non négligeable a été observé avec l'extrait d'EA (17.67 £2.28 %). 11
a été noté que dans les deux tests, l'activité neuroprotectrice des extraits de C. tougourensis
dépendait fortement de la concentration, il s’agit ainsi d’un effet neuroprotecteur dose-
dépendant. Il est également intéressant de constater que la valeur ICso de I'extrait EA dans le
test anti-AChE était de (43.27 + 0.12 pg/mL), tandis que 1'1Cso de I'extrait n-BuOH (9.8 + 0.62
pg/mL) était tres proche de celle de la galantamine (6.27 + 1.15 pg/mL) (Tableau 21), ce qui

est un résultat tres prometteur.
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Figure 34. Activité neuroprotectrice (anti-butyrylcholinestérase) des extraits de C.

tougourensis.

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n=3). ANOVA suivie du test multiple de Dunnet. Seuil de signification
3p<0.05, ®p<0.01, °p<0.001 est statistiquement significatif par rapport 2 la galantamine, ™ non significatif.

Tableau 21. Activités neuroprotectrices (ICso pg/ml) du standard et des extraits et de C.

tougourensis.
Extraits /
standards Activité neuroprotectrice
Activité inhibitrice Activité inhibitrice de la
de I'AChE BChE

ICso (ng/mL) ICso (ng/mL)
Extrait n-BuOH 9.8 £0.62" 173.53 £0.04°

Extrait EA 43.27 £0.12° ND

Galantamine 6.27+1.15 34.75 £1.99

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n=3). ANOVA suivie du test multiple de Dunnet. Seuil de signification
3p<0.05, p<0.01, °p<0.001 est statistiquement significatif par rapport 2 la galantamine, ND : non déterminé.

L’utilisation des plantes pour traiter les troubles neurodégénératifs pourrait étre une
bonne alternative. Une étude récente a montré que les composés naturels contenus dans les
plantes, notamment d’origine phénolique (Phan et al., 2019), pourraient stopper 1'agrégation
de la plaque amyloide surtout de type B induite par l'acétylcholinestérase via l'inhibition de la
toxicit¢ de la protéine B-amyloide, qui est l'une des principales causes de la maladie
d'Alzheimer puisque l'on sait que le déclin de la population neuronale entraine une perte

progressive des fonctions cognitives.
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Une autre étude menée par Aktumsek et al. (2013) sur trois especes de Centaurea, a
savoir C. polypodiifolia var. pseudobehen, C. pyrrhoblephara et C. antalyense a abouti a une
activité inhibitrice modérée sur l'acétylcholinestérase et la butyrylcholinestérase, notant que
les flavonoides et les saponines étaient présents dans ces plantes a des teneurs élevées, ce qui

est cohérent avec les résultats obtenus avec C. tougourensis.

Les cellules gliales sont parmi les populations cellulaires les plus importantes du syteéme
nerveux central. Ces cellules coordonnent I’activité des neurones, fournissent de 1’oxygene et
des nutriments et renforcent la plasticité du systeme nerveux central (Jessen, 2004). Une
étude a montré qu’au niveau des cellules gliales, la quercétine serait capable d’inhiber les
niveaux d'ARNm de la TNF-a et de l'interleukine (IL)-lo normalement induites par le
lipopolysaccharide (LPS) (Geraets et al., 2007), cet effet de la quercétine a pour conséquence
de protéger les cellules gliales d’une éventuelle apoptose et proteége ainsi la population

neuronale (Bureau et al., 2008).

La vanilline est I’'un des polyphénols les plus prometteurs dans le traitement des maladies
liées au systeme nerveux. Ainsi une étude menée par Lan et al. (2019), a montré que ce
composé pouvait diminuer considérablement le volume de l'infarctus cérébral, ainsi que
I',eedéme cérébral et les dommages histomorphologiques chez le rat nouveau-né en atténuant
considérablement les dommages oxydatifs. La vanilline préserverait méme l'intégrité de la
barriere hémato-encéphalique ce qui la place comme candidat prometteur dans le traitement

de I'encéphalopathie hypoxique-ischémique néonatale (Dhanalakshmi et al., 2015).

Une autre étude menée sur les souris a montré que I’acide caféique a des propriétés
neuroprotéctrices remarquables. Les chercheurs de cette étude ont signalé qu’en plus de ’effet
relaxant de ce composé, il pouvait également empécher la dégénéréscence des neurones et des
différentes catégories de cellules gliales surtout les astrocytes et les oligodendrocyte qui sont
vitales pour le maintien d’une fonction nerveuse optimale. L’acide caféique exercerait cet
effet neuroprotecteur en activant la voie de signalisation érythroide nucléaire 2 liée au facteur
héme oxygénase-1 (Nrf2/HO-1) (Morroni ef al., 2018). Plusieurs études ont montré que
’activation de cette voie empécherait I’apparition de la maladie d'Alzheimer (Colonnello et
al., 2020), permetterait la régulation du niveau de calcium dans le sang, réduirait le niveau de
stress oxydatif mitochondrial et activerait d’autres processus tels que 1'autophagie, la nécrose

cellulaire programmée et la régulation de I'horloge biologique (Zhang et al., 2020).

Il a également été trouvé que I’acide trans-férulique pouvait considérablement réduire le

stress oxydatif au niveau cérébral en empéchant la production du peroxyde d'hydrogene
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(H20,) et ainsi la synthese du peptide amyloide béta responsable de beaucoup de
dysfonctionnemt au niveau du systeme nerveux central, surtout de la dégénérescence massive

des neurones conduisant a long terme a la maladie d'Alzheimer (Nagai et al., 2017).

le 2,6-Di-n-propyl-4-(2-furyl) pyridine a un bon effet neuroprotecteur (Lee et al., 2020)
en freinant la dégénéresence progressive des neurones au cours de la maladie d’alzheimer et
de parkinson ou bien lors des traumatismes séveres en inhibant I’ouverture des canaux
potassiques voltage-dépendants (Kv), ce qui a pour effet de lutter contre le stress oxydatif
induit par le glutamate et l'apoptose des lignées cellulaires neuronales hippocampiques de
souris appelées (HT22) (He et al., 2013).

Il a été signalé dans une autre étude que la 2-pentadécanone, 6,10,14-triméthyl- a un effet
neuroprotecteur non négligeable (Naidoo et al., 2014) sur une lignée cellulaire dérivée d'un
phéochromocytome de la médullosurrénale du rat appelé PC12. Ce composé semble
également protéger les neurones contre les blessures induites par les neurotoxines (Yang et
al., 2020), et il serait aussi doté d’une capacité a supprimer la neuro-inflammation protégeant
ainsi les fonctions cérébrales primordiales telles que la mémoire et l'apprentissage (Vauzour
et al., 2008) ainsi que d’autres fonctions cognitives.

Le dl-Allo-cystathionine posséderait également des effets neuroprotecteurs non
négligeables (Lajtha, 2013) comparables a ceux des composés précédement cités. Cependant,
ce composé favoriserait également la survie neuronale en stimulant la secrésion du facteur de
croissance nerveuse (FCN) ainsi que sa liaison a son récepteur respectif (Yuanet al., 2003).
Le dl-Allo-cystathionine régulerait méme le mécanisme de transfert des influx nerveux entre
les neurones en régulant la balance des synapses électriques et synapses chimiques (Cejnar et

al., 2020).

2.7. Activité antimicrobienne

L'activité antimicrobienne de C. tougourensis a été évaluée a 'aide de plusieurs souches
microbiennes dont quatre référencées. Comme le montre le Tableau 22, l'extrait EA de C.
tougourensis était actif sur deux souches microbiennes parmi les sept testées, a savoir:
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) et Escherichia coli pathogene. Cet extrait a montré des
concentrations minimales inhibitrices (CMI) respectives de 0.00625 mg/mL et 0.0125 mg/mL
avec des zones d'inhibition respectives de (8.07 = 0.17 mm) et (7.74 £ 0.22 mm) alors que
I'extrait n-BuOH n'était actif que sur Staphylococcus aureus (ATCC 25923) avec une valeur

MIC de 0.0125 mg/mL et une zone d'inhibition correspondante a 8.68 + 0.37 mm (Tableau
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23). Ceci permet de conclure que l'extrait EA de C. tougourensis a un effet anti-microbien

plus important que 1'extrait n-BuOH.

Tableau 22. Sensibilité de certaines souches microbiennes aux extraits de C. tougourensis.

Extraits /
Antibiotiques
Bactéries Gram positives
Sa PSa

Extrait n-BuOH + -
Extrait EA + -
Pénicilline + +
Gentamicine + +

Souches microbiennes

Bactéries Gram négatives

Ec PEc

+

Pa

+

Kp

+

Levure

Ca

Sa :Staphylococcus aureus (ATCC 25923), PSa : Staphylococcus aureus pathogéne, Ec : Escherichia coli (ATCC 25922),
PEc : Escherichia coli pathogene, Pa : Pseudomonas aeruginosa (ATCC 1117), Kp : Klebsiella pneumonia, Ca : Candida

albicans (ATCC 90029).

Tableau 23. Calcul des diametres des zones d'inhibition et de la concentration minimale

inhibitrice (MIC) des souches microbiennes téstées.
Diameétre de la zone d'inhibition (mm)
Souches microbiennes

Extraits / Concentration
antibiotiques (mg/ml)
Extrait n-BuOH 0.1
0.05
0.025
0.0125
0.00625
CMI (mg/ml) /
Extrait EA 0.1
0.05
0.025
0.0125
0.00625
CMI (mg/ml) /
Pénicilline /
Gentamicine /

Staphylococcus aureus

ATCC 25923
9.95 +0.14%

9.32 +0.08%
8.94 +(.23%

8.68 +0.37%

0.0125

12.04 +0.89%
10.19 +0.38%®
9.85+0.21%®
9.42 +0.25%®
8.07 £0.17%
0.00625
32+0.0
34 +0.0

pathogene

9.08 +£0.3%
8.67 +0.45%®
8.39 +0.28%®
7.74 +£0.22%
0.0125
32+0.0
36 +0.0

Escherichia coli

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n=3). ANOVA suivie du test multiple de Dunnet. Niveau de
signification p< 0.001 ; extraits vs différentes substances standards ; *p<0.001 est statistiquement significatif par rapport a la

pénicilline, ®p<0.001 2 la gentamicine, (CMI) concentration minimale inhibitrice.

Sur la base de certains résultats de recherche, il semble que les especes de Centaurea

possedent des activités antibactériennes non négligeables. Une étude récente menée par

Naeim ef al. (2020) sur divers extraits de Centaurea pumilioa montre un effet antimicrobien
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considérable avec l'extrait acétate d'éthyle contre des bactéries multirésistantes telles que
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Enterobacter aerogenes (ATCC13048), Klebseilla
pneumonia (ATCC 700603), Proteus mirabilis (ATCC 14153), Enterococcus faecalis (ATCC
29212) et Salmonella enterica (ATCC 14028), mais en revanche, leur extrait n-butanolique
n'a montré aucun effet antibactérien, ce qui est conforme aux résultats obtenus avec C.
tougourensis. Notant que les doses utilisées dans notre étude sont approximativement les
mémes que celles utilisées dans 1'étude précédemment citée.

L'extrait acétate d'éthyle d'une autre espece de Centaurea nommée C. babylonica a
montré presque les mémes résultats contre une bactérie et une levure formant des endospores,
respectivement Bacillus cereus et Candidas albicans (Giivensen et al., 2019), ce qui est
cohérent avec les résultats obtenus avec C. fougourensis. Une étude récente (Jurca ef al.,
2020) impliquant quatre souches de Streptococcus a montré que les composés bioactifs de la
plante, en particulier les polyphénols et dont les anthocyanes pourraient exercer un effet
antibactérien important via une interaction avec des lipopolysaccharides bactériens ; les
rendant plus exposés parceque ceci conduit a une augmentation significative de l'expression
du facteur nucléaire kappa B (NF-kB), diminuant ainsi l'expression du facteur de transcription
(STAT3), ce qui améliore la réponse antibactérienne.

Une étude a montré que le composé (2H-Furo[2,3-b]indole, 3,3a,8,8a-tétrahydro-2,3-
diméthyl-) pourrait a long terme inhiber une enzyme bactérienne appelée MenB, la 1,4-
dihydroxy-2-naphtoyl-CoA synthase pour prévenir la tuberculose, mais aussi inhiber le
processus de réplication du Vibrio cholerae du fait que cette bactérie est responsable du
choléra (Gang, 2011), ce qui suggerent que ce composé identifié pourrait étre un bon candidat
pour 1'élaboration d'antibiotiques plus efficaces.

Il a également été rapporté que le benz[c]pyran-1,3-dione, 4,4-diméthyl- est efficace
contre plusieurs souches bactériennes pathogenes telles que pseudomonas aeruginosa et
Staphylococcus aureus (Gilbert et al., 2021). Plusieurs études ont également montré que ce
composé posséderait des propriétés antivirales (Hashem et al., 2007) et antiparasitaires
(Rathelot et al., 2002) remarquables.

Un autre composé identifi¢é dans I’extrait n-BuOH de C. fougourensis nommé 3-
trifluoroacétoxypentadécane a montré des effets antimicrobiens non négligeables contre
plusieurs souches pathogenes dont cinq étaient des bactéries et quatorze des champignons et
levures (Hadi et Hussein, 2016).

Il est également tres intéressant de constater que la vanilline présente de fortes propriétés

antimicrobiennes avec une activité démontrée contre un certain nombre de souches de levures
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et de moisissures (Cava-Roda et al., 2021), ce qui explique pourquoi ce composé est associé
a plusieurs conservateurs, surtout dans les boites de jus et les boites de conserves.

L’acide caféique possederait également une activité antibactérienne non négligeable
contre plusieurs souches pathogenes comme les staphylocoques mais semble agir surtout sur
les bactéries anaérobies, en particulier contre les cocci (Georgopoulou et al., 1994). Des
effets antimicrobiens comparables ont été rapportés avec la rutine, ce composé semble Etre
plus inhibiteur de la prolifération des bactéries Escherichia coli et est considéré comme agent
potentiel d’inhibition de la formation de biofilm de Klebsiella pneumoniae en entravant

I’expression d’un gene appelé MrkA (Wang et al., 2021).

Quatre autres composés identifiés dans les extraits de C. tougourensis posséderaient
également une activité antimicrobienne contre les souches pathogenes citées précédemment,
ceux-ci ont un effet comparable a celui des autres molécules identifés et cités précédemment.
Ces composés sont respectivement l'acide octadécanoique, 9-oxo-, ester méthylique, le 2-
pentadécanone, 6,10,14-triméthyl, le 3-méthyl-4-(phénylthio)-2-prop-2-ényl-2,5-
dihydrothiophéne 1,1-dioxyde et le tétrapentacontane, 1,54-dibromo- (Sharma et al., 2020;
Divya et al.,, 2016; Rahman et al, 2014; Naidoo ef al, 2014). Le silanediamine, 1,1-
diméthyl-N, N'-diphényl- qui est un autre compos¢ identifi¢ au niveau de I’extrait n-BuOH de

C. tougourensis semble également agir sur les bactéries gram positif mais de maniere tres

faible (Van Wyk, 2020).
3. Résultats d’évaluation des activités biologiques in vivo

3.1. Evaluation de la toxicité aigue

Au cours des deux semaines d'observation, aucun signe de toxicité ou de déces n'a été
enregistré. L'activité locomotrice et la consommation d'aliments et d'eau par jour de chaque
souris étaient régulieres. Il n'y a pas eu de réactions allergiques ni de perte de poils. Ces
résultats suggerent que C. tougourensis est dénudé de toxicité et ceci méme pour une dose de
2000 mg/kg, ce qui en accord avec les résultats précédemment rapportés sur une autre espece
du genre Centaurea nommé C. repens pour laquelle les chercheurs ont testé 3 doses, 1000 ;
2000 et 5000 mg/kg et aucune d’entre elles n’a révélé de signes de toxicité (Moradi et al.,
2017).

De plus, les diverses analyses biochimiques et hématologiques menées par ces chercheurs
sur C. repens ont montré des valeurs physiologiques de divers parametres, notemment, le taux

de GR, GB, plaquette sanguine, granulocytes, lymphocytes, albumine et globuline.
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En raison de la tres faible toxicité des plantes de la famille des Astéraceae (Medeiros-
Neves et al., 2018), ces especes sont trés convoitées et font l’objet de beaucoup
d’investigations. Beaucoup de plantes de cette famille sont utilisées en médecine
traditionnelle pour soigner diverses maladies, surtout de type chronique telles que le diabete,

I’arthrite et méme pour soulager les maux de téte et la migraine (Mahadeo et al., 2018).

Une autre étude testant la toxicité chronique et sub-chronique de Centaurium erythraea
chez les rats a révélé le caracteére non toxique de cette espece (Tahraoui et al., 2010) ; cette
investigation menée sur les rongeurs a également démontré la non toxicité de cette espece
pour les doses de 100, 600 et 1200 mg/kg. De plus, les examens histologiques de divers
organes, notamment le foie et les reins n’ont révélé aucun signe de lésion ou de congestion
vasculaire. Les chercheurs de cette étude ont rapporté par la suite que la DLso de cette espece

était de 8000 mg/kg, ce qui suggere que la toxicté de cette plante est négligeable.

Le test de toxicité aigue de divers extraits de Centaurea phyllocephala, notamment le n-
BuOH, EA et méthanolique n’a révélé aucun signe de toxicité sur les modeles murins de
I’étude et ceci pour de diverses doses testées (100-2000 mg/kg) ; malgré la richesse de ces
extraits en alcaloides et en tannins (Twaij ef al., 1983). En effet les plantes tres riches en ces
deux classes de métabolites secondaires sont généralement toxiques. Ces résultats sont en

accord avec ceux obtenus avec C. tougourensis.

Un autre travail mené par Bourhia et son équipe (2019) sur un mode¢le murin, a montré
que les saponines et les flavonoides avaient un grand pouvoir préventif et protecteur contre la
toxicité et plus précisement I’overdose qui est généralement provoquée par la consommation
d’une dose excessive d’une drogue. D’autres travaux, cette fois-ci a I’échelle clinique, ont
également prouvé le potentiel anti-toxique des anthocyanes et des terpenes extraits de diverses
especes de la famille des Astéraceae (Koc et al., 2015 ; Stefanescu et al.,, 2020), ce qui

montre une fois de plus le caractere médecinal de ces plantes.

3.2. Activité analgésique centrale

Le test de la plaque chauffante d'Eddy est tres utilis€é pour comprendre les mécanismes
centraux de la douleur, en particulier la modulation centrale des signaux nociceptifs (Garland
et al,, 2012). Comme le montre la Figure 35. Les résultats de 'expérience ont révélé qu’a
trente minutes apres les pré-traitements oraux ; seul le groupe ayant recu I’aspirine a exprimé
un temps de réaction trés prolongé (18.26 + 0.71 sec) et considéré comme hautement

significatif (p<0.001) par rapport au groupe témoin.
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Le groupe de souris qui a été prétraité par la dose (400 mg/kg) de I’extrait n-BuOH de C.
tougourensis a pris un meilleur temps de réaction par rapport au groupe traité par la dose (200
mg/kg). Cependant, un temps de réaction tres similaire a été observé pour ces deux groupes a
soixante minutes apres leurs pré-traitements respectifs. Les valeurs étaient (14.78 £ 0.88 sec
et 14.91 £ 0.99 sec) respectivement et sont considérées comme légerement plus élevées par
rapport au groupe témoin (12.87 + 1.15 s) mais toutefois non significatives. Le groupe traité a
’aspirine a montré le meilleur temps de réaction au méme moment (25.2 + 1.04 sec) avec une
différence hautement significative (p<0.001) par rapport au groupe témoin.

L'extrait n-BuOH de C. tougourensis a montré l'effet antinociceptif maximal a cent vingt
minutes apres le traitement (15.33+1.33 sec) et a été considéré comme significatif (P<0.05)
par rapport au groupe témoin alors que la dose de 200 mg/kg était juste (10.42 + 1.14 sec) et
cela peut étre interprété par le fait que la régulation de la réponse a la douleur par la plante
n'était pas vraiment significative, ce qui suggere un petit effet inhibiteur de C. fougourensis
sur la libération de certains médiateurs inflammatoires clés comme I'histamine, la sérotonine,
la bradykinine et la substance P qui sont directement impliqués dans le processus douloureux

(Ellis et Bennett, 2013).

u Témoin
W Aspirine (10 mg/kg)

Extrait n-BuOH (200 mg/kg)
m Extrait n-BuOH (400 mg/kg)

Temps de réaction (Sec)

30min 60min S0min

Temps (min)

Figure 35. Effet de 'administration orale de I’extrait n-BuOH de C. tougourensis sur le temps

de réaction des souris au stimulis nociceptif.

Toutes les valeurs sont moyennes = SEM, n=6. ANOVA suivie du test multiple de Dunnet. Seuil de significativité *p<0,05,
5p<0,01, °p<0,001 par rapport au groupe témoin, ™ non significatif.

L'inhibition de ces médiateurs conduit a une diminution significative de l'action
nociceptive sur les terminaisons sensorielles qui minimisent généralement la sensation de la
douleur (Smith ef al., 2007) mais le role de la sérotonine dans la douleur n'est pas bien connu

jusqu’a présent car il semble favoriser et inhiber le processus douloureux en méme temps
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(Marks et al., 2009). Cela peut expliquer cette augmentation importante du temps de latence
et la suppression temporaire de la sensation de douleur chez les souris (Zhang ef al., 2014).

Une autre hypothese pourrait étre la capacité de C. fougourensis a stimuler la libération
de certains neurotransmetteurs clés appelés endorphines via l'activation de la matiere grise
périaqueducale (PAG), dont I'une des fonctions principales de ces petits neuropeptides est
l'inhibition de la transmission des impulsions douloureuses au niveau synaptique dans la corne
dorsale (Foley ef al., 1979). Une autre étude a prouvé que I'endorphine peut également inhiber
la libération d'un autre neuropeptide appelé substance P (SP) afin d’éviter la transmission
périphérique et centrale des impulsions nociceptives (Chen et al., 2014).

Une étude réalisée par Djeddi et al. (2012) a montré qu'une espece algérienne endémique
appelée Centaurea pullata exprimait une activité analgésique élevée en raison de la présence
de terpenes appelés eudesmanolides. Une autre étude suggere que les composés phénoliques
pourraient agir comme agents anti-nociceptifs via la stimulation des récepteurs opioides
(Lavich et al., 2005), ce qui pourrait diminuer I'hyperalagésie thermique et la libération de
substances pro-nociceptives. Osama et Ikram (2018) ont montré une activité analgésique
remarquable de leur plante dans le modele expérimental utilisant des souris et des rats et ont
suggéré que les flavonoides présents dans leur plante retardaient le métabolisme de l'acide
arachidonique de la voie des cyclooxygénases, ce qui expliquerait 1’activité anlgésique de C.
tougourensis.

Une autre étude a montré que le N-[3-[2-(2,3-dihydro-3-hydroxy-2-oxo-3-indolyl)-1-
oxoéthyl]p possede un bon effet analgésique et cytotoxique en particulier contre la lignée
cellulaire cancéreuse MCF-7 du sein (Kaplancikli et al., 2012). L’effet analgesique de ce
composé serait généré via une interférence a la transduction du signal induite par la protéine
G, ce qui a pour conséquence d’inhiber la synthese des prostaglandines (Cashman,1996).

Un autre composé identifi¢ dans 1’extrait n-BuOH de C. tougourensis nommé 2-(oxan-3-
yl) éthanamine possaiderait des propriétés analgésiques remarquables (Rani et al., 2014). Ce
composé serait capable de limiter considérablement la sensation de la douleur générée par des
stimuli tels que la chaleur, en se liant aux récepteurs neuronaux qui activent une voie de
signalisation neuronale appelé 5-HT afin d’augmenter la liberation de neuropeptides clés tel
que I’endorphine (Ossipov et al., 2014) pour soulager la sensation de douleur. Une autre
hypothese indiquerait que ce composé exercerait un effet analgésique comparable a celui des
opioides via une inhibition des neurones GABAergiques ou bien l’activation des neurones

glutamatergiques (Zhu et al., 2019).
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Il semble que les alcaloides aient également une bonne activité analgésique en interférant
avec l'activité des neurotransmetteurs clés impliqués dans le processus inflammatoire comme
la sérotonine, la dopamine et la norépinéphrine, ce qui réduit considérablement la production
du médiateur chimique de l'inflammation (Bribi et al., 2015). Les flavonoides peuvent
également augmenter la quantité de sérotonine endogene ou peuvent interagir avec les
récepteurs 5-HT2A et 5-HT3 pouvant étre impliqués dans le mécanisme de l'activité
analgésique centrale (Cortes-Altamirano et al., 2018). Il est également tres intéressant de
constater que C. fougourensis utilisée dans la présente étude contient des flavonoides, des
terpenes et des alcaloides qui peuvent étre impliqués dans cet effet protecteur comme indiqué
dans les études de recherche citées ci-dessus.

Dans cette étude, deux composés clés ont été identifiés dans l'extrait n-BuOH de C.
tougourensis, nommés hydromorphone et norhydrocodone. Ces derniers peuvent soulager
efficacement la sensation de douleur, en particulier la douleur neuropathique (Murray et
Hagen, 2005 ; Navani et al,, 2013), en raison de leur effet analgésique comparable a ceux
précédemment rapportés avec la morphine, partageant d’ailleurs les mémes récepteurs
opioides (Jones et al., 1999) et divers tests cliniques I'ont prouvé (Hayek et al., 2016). 1l a
également été rapporté que I'hydromorphone peut réguler le processus respiratoire en agissant
sur la moelle allongée pour coordonner les mouvements expiratoires et inspiratoires.

Une étude a montré que la vanilline peut se lier au récepteur vanilloide de la méme
maniere que l'eugénol afin de produire un effet analgésique ainsi qu’un effet de relaxation
musculaire (Ueno ef al., 2019). Plusicurs études (Wu et al., 2017 ; McArthur et al., 2019)
utilisant 1’approche de la sensibilité thermique ou bien 1’allodynie mécanique statique
provoquée par I’application d’un léger champ éléctrique sur la peau a démontré que la
vaniline pouvait supprimer la douleur générée par ce phénomene en se liant a deux récepteurs,
I’'un appelé; potentiel de récepteur transitoire ankyrine 1 (TRPA1) et ’autre potentiel de
récepteur transitoire vanilloide de type 1 (TRPV1). Une autre étude a méme montré que la
vanilline pourrait agir sur le systeme nerveux périphérique afin de réduire les sensations de
douleur mais le mécanisme exact n’a pas encore ¢été illucidé.

Une autre étude a indiqué que I’acide tannique est un bon agent analgésique (Zhang et
al., 2015) en modulant ’activité des canaux M/Kv7 K(+) ainsi que les canaux de type CI(-)
activés par le calcium et les canaux Na(+) voltage-dépendants exprimés dans les ganglions de
la racine dorsale (DRG) qui jouent un rdle important dans la nociception. Ce composé a été

identifi€é dans les extraits n-BuOh et EA de C. fougourensis ce qui suggere que cette plante
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pourrait étre un candidat idéal pour le traitement des douleurs inflammatoires liées a

I'arthrose, 1'arthrite rhumatismale et les brilures (Lindler et al., 2020).

3.3. Activité anti-inflammatoire
3.3.1. (Edéme de la patte induit par la carraghénane

Le Tableau 24 montre qu'au cours de la phase précoce et précisément 1 h apres
l'injection de carraghénane, il y avait une augmentation significative de I'eedéme de la patte de
souris dans tous les groupes traités. Ceci a été immédiatement suivi d'une diminution
progressive de l'cedéme. Cette diminution était hautement significative (p<0.001) pour
presque tous les groupes traités lorsqu’on la compare a celle du groupe témoin.

Au cours de la phase tardive (4 jusqu’a 24 h), l'inhibition de l'eedéme de la patte par
lI'extrait n-BuOH de la plante était efficace aux deux doses (200 et 400 mg/kg), mais la dose
de 400 mg/kg avait un effet légerement meilleur. 24 h apres l'injection de carraghénane, les
pourcentages d'inhibition de I'cedéme de la patte était de (53.15 %) pour la dose de 200 mg/kg
et (55.26 %) pour la dose de 400 mg/kg, tandis que le groupe traité par I’indométhacine
présentait une réduction d’cedéme de (60 %) au cours de la méme période.

Le groupe traité par I’indométhacine a montré une légeére augmentation du diametre de la
patte (0.1 mm) 24 h apres l'injection de carraghénane tandis que des diminutions non
négligeables de 1'cedéme de la patte ont été observées chez les groupes traités par les deux
doses d'extrait n-BuOH (1.78 = 0.04 mm et 1.7 £ 0.03 mm) pour les doses 200 mg/kg et 400

mg/kg, respectivement.

Tableau 24. Effet de l'administration orale de I’extrait n-BuOH de C. fougourensis sur le

diametre des pattes des souris avant et apres 1’administration du carraghénane.

Echantillons Dose Diametre
(mg/kg) de la patte
(mm)
Avant le Apres le
traitement traitement
1h 2h 3h 4h 5h 6h 24h
Témoin 1.75+£0.06 335+0.14 3.78+0.25 3.99+0.19 4.29+0.24 4.68 £0.09 4.02+0.12 3.8+0.13

Indométhacine 20 mg/kg 1.69£0.03"  2.12£0.03° 1.91+0.05 1.720.04° 1.59+0.1° 1.4£0.02° 142+006° 1.52+0.02°

(36.71%) (49.47%) (57.39%) (62.93%) (70.08%) (64.67%) (60%)
) 200mg/kg 1 74+0.02"  3.1+0.14"  296+0.09° 266+0.06° 246+008 229+005 2.13£0.05 1.78+0.04°
n‘::]’;‘urg‘;l (7.46%) (21.69%) (33.33%) (42.65%) (51.06%) (47.01%) (53.15%)

400meg/kg 1 724:0.03™  27920.1°  27320.12°  2.53+£0.04°  239£0.05 227+0.04°5 2090045  1.7+0.03°
(16.71%) (27.77%) (36.59%) (44.28%) (51.49%) (48%) (55.26%)

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM, n=6. ANOVA suivie du test multiple de Dunnet. Seuil de
signification %p<0.05, °p<0.01, °p<0.001 par rapport au groupe témoin, ™ non significatif. Les valeurs données entre
parenthéses représentent le pourcentage d'inhibition de I'eedéme de la patte.
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L'cedéme de la patte induit par la carraghénine est un modele expérimental bien connu
utilisé pour déterminer le potentiel anti-inflammatoire d'extraits de plantes. Le test se déroule
en deux phases. Au cours de la premiere phase, il ya une augmentation de 1'cedéme de la patte
qui pourrait s'expliquer par I’importante libération d'histamine et de sérotonine, entrainant une
libération de bradykinine et une augmentation de la perméabilité vasculaire (Jiang et al,

2015).

Les résultats obtenus dans cette étude indiquent un effet anti-inflammatoire possible de C.
tougourensis, et ils sont en accord avec le fait établi que la réduction de I'cedéme a lieu dans
les deuxieme et troisieme heures apres l'injection de carraghénane (Erel et al., 2014). La
diminution de I',edéme de la patte dans les groupes traités par C. fougourensis au cours de la
phase tardive pourrait étre due a une forte inhibition de I’expression du monoxyde d'azote
synthétase (iNOS) et les cyclooxygénases (COX-1 et COX-2) ce qui a pour conséquence
d’empécher la liberation des prostaglandines E2 (PGE2) et le monoxyde d'azote (NO) qui

sont les principaux médiateurs pro-inflammatoires de cette phase (Isailovic et al., 2015).

Cela pourrait également étre du a un blocage du recrutement de la cytokine (IL-1B) qui
est normalement impliquée durant la deuxieme phase, bloquant ainsi l'apparition de cette
phase (Ferraccioli ef al.,, 2010). Le groupe traité par I’indométhacine a montré une 1égere
augmentation du diametre des pattes 24 h apres l'injection de la carraghénane, probablement
due a une légere réactivation du processus inflammatoire (Lu et al., 2007).

Dans certains tests utilisant des rats, il a été rapporté que l'acétamide, N-[3-[2-(2,3-
dihydro-3-hydroxy-2-oxo-3-indolyl)-1-oxoéthyl]p possede une activité anti-inflammatoire
non négligeable en réduisant considérablement 1'cedéme de la patte et les taux plasmatiques de
COX-1, COX-2 (Autore et al., 2010 ; Rani et al., 2014). Un effet anti-inflammatoire
comparable du Benz[c]pyran-1,3-dione, 4,4-dimethyl- a également été rapporté par Shehab et
al. (2016). Notant que ces deux composés ont été identifiés au niveau de I’extrait n-BuOH de
C. tougourensis.

Concernant l'extrait acétate d'éthyle de C. rougourensis; certains composés identifi€s ont
déja montré des propriétés pharmacologiques remarquables. Une étude réalisée par Nadkarni
(1954) ont démontré que l'ester S-(2-aminoéthylique) de 1'acide thiosulfurique (H2S203) a un
effet anti-inflammatoire significatif, en particulier contre I'inflammation affectant les bronches
appelée bronchite et peut également prévenir l'inflammation liée aux articulations, aux
muscles et a l'arthrite (Patil ef al., 2006). Une étude récente (Kurade ef al., 2021), a montré

que ce composé est déja utilis€ dans le processus de filtration des eaux usées et de bons
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résultats ont été rapportés, ce qui est une bonne étape en biotechnologie et surtout pour la
préservation de I'écosysteme.

Les parametres hématologiques et biochimiques ont également été analysés afin de mieux
comprendre le mécanisme d’inflammation induite par la carraghénane mais surtout de
confirmer si I’extrait n-BuOH de C. tougourensis avait un effet protecteur contre I’apparition
d’oedémes. Ainsi comme le montre le Tableau 25, ’analyse des paramétres hématologiques
a révélé que les groupes de souris qui ont été traités par I’indométacine ou bien par I’extrait n-
BuOH (400 mg/kg) ont affiché des taux trés faibles de globules blancs et de plaquettes par
rapport au groupe témoin non sain et la difference a été considérée comme hautement
significative (p<0.001), ce qui suggere que la plante et I'indométacine ont réduit et maitrisé la
réponse inflammatoire treés rapidement par rapport au groupe de témoin non sain, empéchant
ainsi I’intervention des cytokines pro-inflammatoires (Naseri et al.,2018) surtout de la
prostaglandine D2 (PGD2) pour réduire la réponse inflammatoire. Il est trés connu que
I'indométacine a un effet inhibiteur persistant sur la fonction plaquettaire pendant au moins 24
heures (Cheung et al., 1999).

Toutefois, ces deux groupes ont exprimé un pourcentage élevé de lymphocytes (77.3 +
2.19%) pour le groupe n-BuOH (400 mg/kg) et (82.17 + 2.24%) pour le groupe
indométhacine ; ce qui signifie qu'un nombre important de lymphocytes a été recruté pour
contrdler et réguler le processus inflammatoire induit par l'administration de carraghénane
(Cronkite et Strutt, 2018). Par ailleurs, des niveaux comparables de globules rouges,
d’hématocrite et d’hémoglobine ont été retrouvés pour les trois groupes traités et la difference

a été ainsi considérée comme non-significative.

Tableau 25. Effet de D’extrait n-BuOH de C. fougourensis sur les divers parametres
hématologiques apres induction de 1'cedéme de la patte par le carraghénane chez les souris.

Echantillons/ Paramétres GR GB PLT HT HB Lym
hématologiques (10%uL) (10%uL) (10%uL) (%) (g/dL) (%)
Témoin non sain 7.96 +0.45 590.17 289 +19.31 34£1.76 14.4 £091 47.72 £3.08

Indométhacine (20mg/kg) 794 +0.69 " 2.29+0.02° 187.5+16.23¢ 41.03+ 1.04% 12,7 £1.3" 82.17 +£2.24°

Extrait n-BuOH 762+ 1.11" 3.2+0.08" 168 +13.58°  349x225"  13.05+186" = 7732.19°
(400mg/kg)
Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM, n=6. ANOVA 2 sens unique suivie de plusieurs tests de Dunnet.
Niveau de signification 2p<0,05, ®p<0,01, °p<0,001 par rapport au groupe témoin non sain. Abréviation; GR : globules
rouges, GB : globules blancs, PLT : plaquettes, HT : hématocrite, HB : hémoglobine, Lym : lymphocytes.
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D’autre part, les résultats biochimiques des deux parametres étudiés, a savoir la protéine
C-réactive (CRP) et l'albumine, sont €lucidés dans le Tableau 26. La CRP est un marqueur
bien connu qui révele le degré d'inflammation en fonction de son niveau dans le sang
(Anderson ef al., 1998). Un taux sanguin élevé de CRP indiquerait forcément un processus
inflammatoire en cours (Sproston et Ashworth, 2018). Les résultats obtenus dans cette étude
ont révélé que le niveau du CRP pour les groupes traités par les deux doses de I’extrait n-
BuOH (200 et 400 mg/kg), était le méme que celui du groupe traité par I’'indométhacine
s’exprimant dans les deux cas par une valeur nulle. Cette différence a été considérée comme
trés hautement significative (P<0.001) par rapport au groupe témoin non sain. La production
de CRP et d'interleukine-6 (IL-6) est fortement liée puisque la sécrétion du CRP est stimulée
et dépend beaucoup de 11L-6 (Del Giudice et Gangestad, 2018). De plus, I'[L-6 est un
puissant agent pro-inflammatoire ce qui signifie que I’extrait n-BuOH (400 mg/kg) et
I'indométacine ont peut étre inhibé significativement la production d'IL-6.

La concentration sanguine d'albumine des groupes traités par les deux doses d'extrait n-
BuOH (200 et 400 mg/kg) de C. tougourensis et ceux traités par le médicament était
significativement plus élevée (p<0.001) que celle du groupe témoin non sain, ce qui indique
que l'inflammation dans ces trois groupes est inférieure a celle du groupe témoin non sain.

Plusieurs recherches (Ballmer, 2001 ; Ishida et al., 2014) ont montré que
I’hypoalbuminémie indiquait une augmentation des phénomenes inflammatoires pouvant

conduire a long terme a I’apparition d’un cedéme.

Tableau 26. Effet de I’extrait n-BuOH de C. tougourensis sur les divers parametres
biochimiques apres induction de I'eedéme de la patte par le carraghénane chez les souris.

Echantillons / Paramétres Albumine CRP
biochimiques (g/L) (mg/L)
Témoin 29.56 £1.17 16.5+0.73
Indométacine (20 mg/kg) 64.80 £1.69°  0+0.00°

Extrait n-BuOH (200 mg/kg) 46.72 +1.45° 0+ 0.00¢

Extrait n-BuOH (400 mg/kg) 50.03 +2.89°¢ 0 +0.00°

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM, n=6. ANOVA 2 sens unique suivie de plusieurs tests de Dunnet.
Niveau de signification 3p<0.05, ®p<0.01, °p<0.001 par rapport au groupe témoin. Abréviation; CRP : protéine C réactive.

L'étude histopathologique utilisant la coloration a 'hématoxyline et a I'€osine a montré
que les groupes de souris prétraitées avec l'indométacine ou bien par l'extrait n-BuOH de C.
tougourensis a une dose de 400 mg/kg n'ont présenté aucun signe d'inflammation, comme le

montrent respectivement la Figure 36C et la Figure 36E. Plusieurs sections ont montré une
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peau kératinisée a épithélium pavimenteux reposant sur un derme composé de structures
annexes de morphologie normale. De plus, il y avait des faisceaux de muscles striés et de
trabécules osseuses entourant les espaces médullaires qui contenaient des éléments
hématopoiétiques de richesse normale.

Une hyperkératose a été observée dans le groupe traité par l'extrait n-BuOH de C.
tougourensis a la dose de 200 mg/kg (Figure 36D), probablement due a une réponse
inflammatoire. En revanche, une congestion vasculaire a été observée dans le groupe témoin
non sain appelé témoin-carraghénane (Figure 36B), ce qui laisse suggérer 'apparition d'une
réaction inflammatoire. Cependant, cette congestion pourrait également résulter d'un
traumatisme pendant 1I’expérimentation, par exemple lors de la coupure de la patte.

Les résultats de cette étude permettent de déduire qu'une dose élevée de I’extrait n-BuOH de
C. tougourensis peut bloquer le processus inflammatoire en raison de ses teneurs importantes
en phénols et en tanins. En effet, plusieurs travaux antérieurs (Debbache-Benaid et al.,
2013 ; de Oliveira et al, 2014) ont montré qu'une teneur élevée en tanins peut étre
responsable d'effets pharmacologiques tels qu'une inhibition importante des complications

macro et microvasculaires.

aul i " i A )

Figure 36. Coupes histologiques des pattes des souris apres injection sous-plantaire de

carraghénane.

Coloration effectuée a ’aide d’hématoxyline et éosine (H&E), grossissement x 100; (A) Témoin sain, (B) Témoin non sain,
(C) Indométhacine (20 mg/kg), (D) Extrait n-BuOH (200 mg/kg), (E) Extrait n-BuOH (400 mg/kg). Fleche noir indique une
congéstion vasculaire ou bien une stéatose.
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3.3.2. (Edeme de I’oreille induit par ’huile de croton

Comme indiqué dans le Tableau 27, I'extrait n-BuOH de C. tougourensis a montré une
suppression non négligeable de lI'eedéme de l'oreille induit par l'huile de croton avec un
pourcentage d'inhibition maximale de (39.58 %), et ceci, pour la plus élevée concentration
testée (400 mg/kg), tandis que la valeur d'indométacine était légerement plus élevée (47.91
%). Ces résultats ont été considérés comme hautement significatifs (p<0.001) par rapport au
groupe témoin. Notant qu'une faible variation de poids de ’oreille (10.35 %) a été observée
dans le groupe de souris qui ont recu I'extrait n-BuOH (400 mg/kg), alors que celle du groupe

témoin était tres importante (38.27 %).

Tableau 27. Effet de I'extrait n-BuOH de C. tougourensis sur 1'edéme de l'oreille induit par

I’huile de croton chez les souris.

Echantillons Dose Diamétre de 1'oreille Poids de I'oreille
(mg/kg) (mm) (mg)
Avant le Apres le Oreille gauche  Oreille droite ~ Variation du
traitement traitement (témoin) (traitée) poids
2h 4h

Témoin . 0.28 + 0.02 045 0.01 048 +0.01 37.15 £ 1.61 75.42 2,79 38.27%

Indométhacine 20 mg/kg 023 0.01* 026 +0.01° 025 +0.00° 37.8222.81" 42.26  2.06° 4.44%
(42.22%) (47.91%)

Extrait n-BuOH 200 mg/kg 026+ 0.01™ 036 0.01° 0350.01° 36.11 22" 52.53+3.25° 16.42%
(20%) (27.08%)

Extrait n-BuOH 400 mg/kg 026+ 0.01™ 032%0.01¢ 0.29+0.01° 33.56  0.69" 43.91  2.66° 10.35%
(28.96%) (39.58%)

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM, n=6. ANOVA suivie du test multiple de Dunnet. Seuil de
signification %p<0.05, ®p<0.01, p<0.001 par rapport au groupe témoin, ™ n'est pas significatif. Les valeurs données entre
parentheses représentent le pourcentage d'inhibition de l'cedéme de l'oreille.

Les flavonoides sont capables d'empécher l'activation d'un facteur de transcription clé
appelé facteur nucléaire-kappa (NF-kB) qui joue un rdle crucial dans I'établissement des
réponses immunitaires et inflammatoires, les flavonoides peuvent également empécher
lI'interaction de ce facteur avec des sites de liaison a I'ADN spécifiques de plusieurs
médiateurs pro-inflammatoires (Panaro et al., 2012), puisque l'on sait que (NF-kB) est
responsable de nombreuses productions de cytokines telles que les lipoxygénases (LOX), la
cyclooxygénase 2 (COX -2), le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a) et plusieurs
interleukines (IL-1, IL-6 et IL-8). D’autres chercheurs ont suggéré que les flavonoides
pouvaient générer cet effet anti-inflammatoire via I’activation de la voie p38 MAPK

(Goettert et al., 2010) mais pourraient également empécher la transcription de I'ARNm de
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l'oxyde nitrique synthase (iNOS) (Catarino et al, 2014) qui représente un agent pro-
inflammatoire important.

La sérotonine est un neurotransmetteur treés important qui coordonne la communication
neuronale, aide I'homme a contrdler ses émotions, a surmonter le stress, a digérer les
nutriments, a développer les fonctions cérébrales du feetus (Jenkins et al.,, 2017; Lv et Liu,
2017) et il est également considéré comme un agent pro-inflammatoire clé (Wu et al., 2019),
générant ces effets en agissant sur son récepteur appelé récepteur de la sérotonine 1A (5-
HT1A) ou sur d'autres sous-types de ce récepteur comme le 5S-HT2A et le 5-HT®6.

Plusieurs études (Dennis Bilavendran et al., 2019 ; Kamat ef al., 2020) ont rapporté que
la 2, 6-Di-n-propyl-4-(2-furyl) pyridine et la 3, 5-Diethyl-4-(2-furyl) pyridine peuvent exercer
un effet anti-inflammatoire en limitant les interactions entre la sérotonine et son récepteur et
méme entre les analogues de la sérotonine et son récepteur sans exception. Une autre
hypothese indique que ces deux composés génerent une suppression temporaire du processus
de dégranulation des neutrophiles, ce qui entrainerait une diminution significative de la
libération de médiateurs pro-inflammatoires puisque ces granules contiennent de la
sérotonine, de I'histamine, des interleukines (IL), des protéases et d'autres pro-inflammatoires
(Tordera et al., 1994). Le 3, 5-diéthyl-4-(2-furyl) pyridine a également un bon effet
anticonvulsivant (Kumar et al., 2010) et le 2,6-Di-n-propyl-4-(2-furyl) pyridine a une
puissante propriété vasodilatatrice (Trcka et Vejdelek, 1956).

L'examen histopathologique des oreilles a révélé que les groupes de souris qui ont été
traités avec I’'indométacine (20 mg/kg) (Figure 37C) ou bien les deux doses d’extraits n-
BuOH (200 et 400 mg/kg) de C. rougourensis (Figure 37D et 37E) ont préservé 1'épaisseur et
l'intégrité de l'oreille. Cependant, une hyperplasie épidermique a été observée au niveau du
groupe témoin non sain (huile de croton) (Figure 37B) et était bordée par une importante
infiltration de neutrophiles qui s'est propagée jusqu'aux zones cartilagineuses et musculaires
striées, cela laisse supposer la survenue d’une réponse inflammatoire importante. Plusieurs

cedemes ont également étaient observés dans la couche dermique.
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Figure 37. Coupes histologiques des tissus de 1'oreille des souris.

Coloration effectuée a I’aide d’hématoxyline et éosine (H&E), grossissement x 100; (A) Témoin sain, (B) Témoin non
sain (Huile de Croton), (C) Indométhacine (20 mg/kg), (D) Extrait n-BuOH (200 mg/kg), (E) Extrait n-BuOH
(400 mg/ kg). CA: cartilage. DE: derme. E: cedéme. EP: épiderme. G:graisse. MS: muscle strié. IN: infiltration
de neutrophiles.

3.4. Activité antipyrétique

Comme le montre le Tableau 28, les résultats obtenus ont révélé que 16 h apres
l'induction de la fievre par la levure de biere ; I’extrait a concentration de 200 mg/kg a montré
un effet antipyrétique non négligeable tandis que des résultats plus considérables ont été
observés pour la concentration la plus élevée de 400 mg/kg avec une température rectale
correspondante réduite a (32.36 + 0.18 °C) 5h apres le traitement. Il est également intéressant
d'observer que pendant les premieres heures de traitement, le pourcentage d'inhibition de
I'hyperthermie était presque le méme pour les groupes paracétamol (150 mg/kg) et extrait
(400 mg/kg), et était considéré en général comme significatif (P<0.05) par rapport au groupe
témoin. Cependant, pendant les 4°™ et 5°™ heures qui ont suivi le traitement ; la propriété

antipyrétique de la plante €tait supérieure a celle du groupe paracétamol a la concentration de
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(400 mg/kg) et a atteint (90.18%), alors que la valeur du groupe paracétamol n'était que de

(79.2%).

Tableau 28. Effet de I'extrait n-BuOH de C. tougourensis sur la température rectale avant et

apres l'injection de la levure de biere.

Echantill Dose Température
chantillons (mg/kg) rectale (°C)
16h Apres |
PR P Apres le
Normal injection de la .
traitement
levure
1h 2h 3h 4h 5h
Témoin 32.66 +0.22 3473+ 0.24 34.66 + 0.24 34.48+0.26 34.41+0.25 34.08 +0.27 33.56+0.23
Paracétamol 150 mg/kg  32.15+0.23" 34.9 £0.23" 33.93+0.11™ 33.48 +0.16" 33.130.12° 32,96+ 0.14° 32.73%0.17*
(35.27%) (51.63%) (64.36%) (70.54%) (79.2%)
200 mg/kg 3246 +0.24"  34.48+0.18" 34.1£0.23" 33.85+0.26" 33.56+0.3% 33.21+0.29% 32.88+0.23"
18.819 1.189 45.549 2.879 99
Extrait n-BuOH (18.81%) (31.18%) (45.54%) (62.87%) (78.9%)
400 mg/kg  32.1+0.22™ 34.75 +0.27™ 33.76 +0.31% 33.43+0.29% 33.06 + 0.26° 32.53+0.2° 32.36+0.18°
(37.35%) (49.84%) (63.77%) (83.75%) (90.18%)

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM, n=6. ANOVA a sens unique suivie de plusieurs tests de Dunnet.
Niveau de signification #p<0.03, ®p<0.01, °p<0.001 par rapport au groupe témoin, " non significatif. Les valeurs données
entre parentheses indiquent le pourcentage d'inhibition de la pyrexie.

Les résultats obtenus signifient que C. fougourensis contient de nombreux composés
bioactifs qui interferent dans la libération de prostaglandines (PG), en agissant directement sur
I'hypothalamus (Harms et al., 1973). En effet, plusieurs travaux de recherche (Makonnen et
al., 2003 ; Kwon et al., 2011) ont montré que la présence de flavonoides, de tanins et de
saponines a été corrélée au potentiel antipyrétique de leurs plantes. Ces composés pourraient
également agir via un processus synergique.

Il est bien connu que pendant la fievre; il y a une libération importante de
prostaglandines (PG) qui sont des cytokines pro-inflammatoires clés. La diminution
importante de la température rectale enregistrée dans cette étude pourrait etre expliquée par le
fait que les composés de C. tougourensis ont la capacité d’inhiber la production de cette
cytokine. Une étude récente (Siswadi et al.,, 2021) a montré que l'acide octadécanoique, 9-
oxo-, ester méthylique possede la capacité de s'opposer aux processus de biosynthese et de
libération des prostaglandines (PG) suggérant un blocage possible des activités de la
cyclooxygénase et de la lipooxygénase (Hrdy et al., 2020).

Une autre étude (AKkKol ef al., 2009) réalisée sur deux especes de Centaurea; C. depressa
et C. solstitialis a révélé que la forte teneur en terpenes de ces especes notamment les lactones
sesquiterpéniques est responsable de leurs activités antipyrétiques en agissant sur le systeme

nerveux central (SNC) puisque I’hypothalamus agit comme un centre de thermorégulation
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(Tan et Knight, 2018), ce qui est en parfait accord avec les résultats obtenus, puisque C.
tougourensis contient une quantité considérable de terpenes.

Les composés bioactifs des plantes peuvent également inhibier ’effet pyrogene de
nombreux microbes. Des tests cliniques tres récents ont méme montré que certaines classes de
composés comme les saponines et les flavonoides pourraient diminuer l'augmentation
anormale de la température suite au rejet de greffe ou a des Iésions tissulaires (Relja et al.,
2020). Cette capacité de molécules bioactives permettra ainsi la fabrication de médicamenst
plus efficaces avec moins d’effets secondaires que les médicaments présents actuellement sur
le marché, notamment, les antibiotiques et les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

(Davis et Robson, 2016).

3.5. Activité antiulcéreuse

Les résultats macroscopiques (Figure 38) et histopathologiques (Figure 39) ont révélé
qu'a l'exception du groupe témoin (Figures 38B et 38B), qui présentait des congestions
vasculaires visibles et des I€sions tissulaires, presque tous les groupes traités ne présentaient
aucun signe d'ulcere.

Les effets anti-ulcéreux observés dans cette étude sont en accord avec les résultats
d'autres travaux de recherche impliquant des modeles murins et qui ont montré des effets anti-
ulcéreux significatifs de certaines especes de Centaurea telles que C. solstitialis et C. cyanus
via la prévention de la formation de l€sions au niveau de la muqueuse gastrique en raison de
leur teneur élevée en phénols et en flavonoides (Giirbiiz et Yesilada, 2007). Ces composés
réduisent le risque de développer des maladies inflammatoires de l'intestin telles que la
rectocolite hémorragique (RCH) et la maladie de Crohn en inhibant les voies de signalisation
JAK2/STAT3 et NF-«B (Hong et al., 2019).

Une étude de Pirvu et al. (2015) a démontré que les polysaccharides peuvent agir en
synergie avec les polyphénols pour renforcer les effets gastroprotecteurs de Centaurea
cyanus. Cela pourrait étre expliqué par le fait que les polysaccharides fournissent une couche
protectrice qui consolide la couche muqueuse gastrique.

Les mucilages se sont avérés étre utiles dans le traitement de plusieurs maladies gastro-
intestinales. Une étude sur des groupes de rats ulcérés a montré que les mucilages réduisaient
significativement l'acidité du suc gastrique et augmentaient le pH gastrique (Banji et al,
2010). Cela suggere que les mucilages peuvent agir comme des barrieres qui proteégent le tube
digestif des diverses enzymes digestives et exces d'acidité gastro-intestinale (Sharma et al.,

2014). Dans cette étude, il a été constaté que C. fougourensis contenait des niveaux élevés de
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mucilages et la procédure utilisée dans la préparation de l'extrait a favorisé l'extraction de ces
molécules.

La quercétine a un effet protectreur trés important sur les cellules gastro-intestinales
(Penissi et al., 2003), principalement en régulant la voie de signalisation MAPK/ERK, ce qui
a également pour effet la stabilité le pH du jus gastrique empéchant ainsi ’apparition d’ulcére.
Ce composé permettrait méme la régénération et la réparation de la muqueuse gastrique
endommagée (Alarcon de la Lastra ef al., 1994).

La rutine limiterait considérablement la sécrétion d’acide chlorhydrique, de pepsine, de
leucotrienes, d’especes réactives de 1'oxygene (ROS) empéchant ainsi ’apparition de 1’ulcére
peptique. Ce dernier est un type d’ulcere affectant l'cesophage, le jéjunum et le site
anastomotique gastrique (Brito et al., 2018). Ce qui prouve une fois de plus le potentiel
pharmacologique des flavonoides.

Une autre étude menée sur les rats a montré que le N-[3-[2-(2,3-dihydro-3-hydroxy-2-
oxo-3-indolyl)-1-oxoéthyl]p posseéde une bonne activité antiulcéreuse, en particulier contre
l'ulcere gastroduodénal et la rectocolite hémorragique (Alasmary et al., 2018). Ce composé
se comporterait comme un antagoniste de I’histamine en se fixant sur son récepteur et en
empéchant ainsi la liberation excessive du suc gastrique (Amagase et al., 1996), puisque il est
bien connu qu’une libération massive du suc gastrique est I’'un des facteurs contribuant a
I’apparition d’ulcere. Une approche récente utilisant le docking moléculaire a méme confirmé

ce résultat (Zahran et al., 2021).

Figure 38. Effet de l'extrait n-BuOH de Centaurea tougourensis sur 1'aspect macroscopique

de la muqueuse gastrique dans le test de l'ulcere induit par 1'éthanol chez les souris.

(A) Témoin sain, (B) Témoin non-sain, (C) Oméprazole (20 mg/kg), (D) Extrait n-BuOH (200 mg/kg), (E) Extrait n-BuOH
(400 mg/kg).
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Figure 39. Examen histopathologique des tissus des glandes gastriques des souris.

Coloration effectuée a 1’aide d’hématoxyline et €éosine (H&E), grossissement x 100;(A) Témoin sain, (B) Témoin non-sain,
(C) Oméprazole (20 mg/kg), (D) Extrait n-BuOH (200 mg/kg), (E) Extrait n-BuOH (400 mg/kg). Fleche noir indique une
congéstion vasculaire.

3.6. Activité cicatrisante

Ce test a été éfféctué selon le modele de plaie provoquée par excision. Comme le montre
le Tableau 29, la superficie des plaies des cinq groupes a été observée durant une période de
18 jours afin de connaitre le rythme de cicatrisation et I’efficacité de 1’extait de la plante.
Apparemment les deux doses de I’extrait n-BuOH (200 et 400 mg/kg) de C. tougourensis ont
réduit la superficie des plaies de maniere tres significative (p<0.001) par rapport au témoin
non sain. Il est également tres intéressant de constater que ’efficacité des deux doses de
’extrait était presque la méme jusqu’au 10°™ jour de traitement. Cependant, la dose de 400
mg/kg a montré une efficacité plus importante le 14°™ jour, dont la surface de la plaie a été
réduite a (34.83 + 1.54 mm?), alors que pour celle du groupe traité avec la dose de 200 mg/kg
la réduction a abouti a (79.47 + 1.08 mm?).

Au bout de la 18°™ journée de traitement, le groupe de souris qui a été traité par la plus
forte dose de I’extrait a atteint un pourcentage de réduction de la zone de la plaie presque
parfait (99.80%). Il est a noter que les superficies ont été calculées a I’aide du logiciel image J
et un exemple de calcul de la superficie d’une plaie est présenté au niveau de la figure 41.

Les résultats ont aussi montré que les souris du groupe véhicule traités par un mélange,
principalement a base de paraffine bio ont cicatris€ rapidement. Ce groupe a affiché le
meilleur pourcentage de réduction de la surface de plaie (28.45%) au début du traitement par

rapport aux autres groupes pour atteindre vers la fin un pourcentage considérable de
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(93.57%). Cette effet serait peut etre du a la paraffine bio a base de cire d’abeille qui est trés
utilisé pour soulager les brlilures. Plusieurs civilisations anciennes telles que les azteques, les
chinoises 1’ont incorporé dans leur préparation destinée a fermer rapidement les plaies afin de
stopper le saignement pour éviter de contracter des infections liées a I’entrée des germes via
ces plaies (Kurek-Goérecka et al., 2020). Cependant, le groupe qui a été traité avec la
pommade Bétadine n’a pas montré de bons résultats durant les premiers jours de traitement,
mais a partir du 10°™ jour, la réduction de la superficie des plaies de ce groupe a nettement
diminué (64.23.+ 1.27 mm?). Cette diminution a été considérée comme trés hautement
significative par rapport au groupe témoin non sain. Le groupe traité par la bétadine a donné

un pourcentage maximal de réduction de la surface de la plaie de (95.43%).

Tableau 29. Effet de I'extrait n-BuOH de C. tougourensis sur I’évolution de la superficie des

plaies durant 18 jours

Echantillons Superficie des plaies (mm?)

Jour 0 Jour 3 Jour 6 Jour 10 Jour 14 Jour 18

Témoin non sain 268.39 £2.11 254.97 + 1.68 229.10 +2.80 148.93 +1.42 78.52 £0.82 50.77 £ 1.36

Véhicule 27565+ 127" 19722+ 1.49° 105.34+ 1.86° 88.59+1.74° 61.74 £2.42% 17.71 + 1.64°
(28.45%) (61.78%) (67.86%) (77.60%) (93.57%)

Bétadine 264.58 +1.73™ 25128 £0.89™ 15943 £1.05° 64.23.£1.27° 48.90 +0.81° 12.08 + 1.24°
(5.02%) (39.74%) (75.72%) (81.56%) (95.43%)

Extrait n-BuOH 27307 £1.77™ 183611955  160.56 £ 1.68° 99.12 +1.23° 79.47 +1.08"™ 2231 +1.62°
(200 mg/kg) (32.76%) (41.20%) (63.70%) (70.89%) (91.82%)

Extrait n-BuOH 27329+ 1.48™ 190.95+2.16° 159.73+ 1.18° 91.48 £0.95° 34.83+ 1.54° 0.54 £0.04°
(400 mg/kg) (30.12%) (41.55%) (66.52%) (87.25%) (99.80%)

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM, n=6. ANOVA a sens unique suivie de plusieurs tests de Dunnet.
Seuil de signification *p<0.05, ®p<0.01, °p<0.001 par rapport au groupe témoin non sain. " non significatif. Les valeurs
données entre parentheses indiquent le pourcentage de réduction de la zone de la plaie.

L’examen macroscopique a révélé un rythme de cicatrisation tres rapide pour les
groupes de souris ayant recu les deux doses d’extrait n-BuOH (200 et 400 mg/kg) de C.
tougourensis (figures 40 et 42) et aucun signe d'inflammation n'a été détecté dans ces deux
groupes (figures 42D et 42E). Cependant, une discrete infiltration neutrophilique a été notée
suggérant le début du processus de cicatrisation. Il est également important de souligner que
seul le groupe qui a été traité par la plus forte dose de C. tougourensis a cicatrisé

completement au bout de 18 jours.
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Un processus inflammatoire significatif a été observé a la fois dans les groupes véhicule
et groupe témoin non sain (figures 42A et 42B). Ceci a été confirmé par 1’observation de
plusieurs congestions vasculaires marquées par les cercles rouges ainsi qu’une infiltration
importante de granulocytes dans les sites de 1ésions. Il a également été noté que le groupe de
souris qui a recu de la bétadine n’a pas ciactris€ compleétement. Sur le plan microscopique, il
n'y avait pas d'effet anti-inflammatoire en raison de la présence de plusieurs congestions

vasculaires mais aussi d'une propagation importante de neutrophiles (figure 42C).

Jour 0 Jour 3 Jour 6 Jour 10 Jour 14 Jour 18

Figure 40. Examen macroscopique de 1’évolution de la surface des plaies des souris durant

une période de 18 jours.

Zone de contraction de la plaie a différents jours apres l'excision de ; (A) Témoin non sein, (B) Véhicule, (C) Bétadine, (D)
Extrait n-BuOH (200 mg/kg), (E) Extrait n- BuOH (400 mg/ kg).
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Figure 41. Exemple d’un traitement de la superficie d’une plaie par le logiciel Image J.
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Figure 42. Coupes histologiques des tissus de la peau des souris.

Coloration effectuée a I’aide d’hématoxyline et éosine (H&E), grossissement x 100; (A) Groupe témoin non sein, (B)
Véhicule, (C) Bétadine, (D) Extrait n-BuOH (200 mg/kg), (E) Extrait n-BuOH (400 mg/kg). Cercle rouge (congestion
vasculaire). Fleche noire (infiltration de neutrophile).

Les saponines exercent des effets anti-inflammatoires remarquables en bloquant
directement l'inflammation (Kim et al., 1998). Elles diminuent l'infiltration des neutrophiles
en diminuant ainsi la réponse inflammatoire basée sur 1'immunité. Des recherches récentes
impliquant des triterpenes ont suggéré que ces composés ont des propriétés anti-

inflammatoires importantes, par exemple, la cicatrisation rapide des plaies en accélérant
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I'implication de plusieurs médiateurs appelés « cascade de cicatrisation » aux niveaux
cellulaire et moléculaire (Agra et al, 2015). Les événements résultant, réduisent
considérablement le temps de fermeture de la plaie.

Plusieurs enzymes et protéines telles que la métalloprotéinase matricielle de type 9
(MMP-9), intégrine et progranuline sont synthétisées au tout début de la réaction
inflammatoire afin de permettre [’instalation des premicres réponses cellulaires a la
cicatrisation des plaies (Cole ef al.,, 2001). Ainsi, la réponse aux lésions tissulaires implique
de multiples évenements cellulaires et extracellulaires, respectictivement, la coagulation,
lI'inflammation, la ré-épithélialisation et I'angiogenese. Celles-ci sont suivies d'une fibroplasie
avec synthese de collageéne, contraction et enfin ferméture de la plaie (Palmieri ef al., 2017).

Les flavonoides peuvent prévenir les lésions microvasculaires liées a l'infarctus du
myocarde et aux troubles du myocarde (Fauci, 2018) en améliorant le processus
d'hématopoiese via une élévation des niveaux de Ca** cytosolique (Borst et al., 2014). Elle
résulte d'une cascade moléculaire : la protéine G active la phospholipase C (PLC) qui a son
tour conduit a la syntheése d'inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) et de diacylglycérol (DG)
(Williamson et al, 1985). Ce phénomene augmente considérablement l'agrégation
plaquettaire et d'autres éléments sanguins afin d’accélérer le processus de cicatrisation dans la
zone de la 1ésion (Brass et Joseph, 1985).

Une autre étude a montré qu’il ya un lien trés important entre les composés bioactifs des
plantes et les especes réactives de 1'oxygene produites par les mitochondries (mtROS) (Xu et
Chisholm, 2014). Un autre mécanisme clé régulant la cicatrisation des plaies est le stress
oxydatif, les mtROS favorisent la cicatrisation des plaies épithéliales en favorisant le
recrutement des fibroblastes riches en filaments d'actine (Doillon ef al., 1987 ; Kopecki et
Cowin, 2016) et ceci a été prouvé avec différents modeles animaux, ce qui est en accord avec
les résultats obtenus avec C. tougourensis.

Une étude (Kapoor et al., 2004) a montré que la catéchine est capable d’induire une
accélération et amélioration significative du processus de cicatrisation dans le modele de plaie
induit par incision chez le rat. Cet effet de la catéchine se traduit par stimulation de la
maturation et orientation des fibres de collagene afin de renforcer la cicatrisation au niveau du
site 1ésé. De plus, une augmentation du nombre de nouveaux vaisseaux sanguins a été
observée ainsi qu’une nette augmentation de I’expression du facteur de croissance endothélial
vasculaire (VEGF), ce qui en accord avec les résultats obtenus avec C. tougourensis puisque

la catéchine a été identifiée dans I’extrait n-BuOH.
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Une autre étude menée sur les souris a montré que les dérivés de la catéchine tels que 4'-
O -méthylépicatéchine-3-O-gallate, 4'-O-méthylépigallocatéchine-3-O-gallate, 1'épigallo-
catéchine-3-O-férulate et le  4-O-méthylépigallocatéchine-3-O-férulate ~ peuvent
significativement renforcés le processus de cicatrisation en augmentant la migration et la
prolifération des fibroblastes au niveau du site 1ésé (Schmidt et al., 2010) et ceci serait du en
partie a I’inhibition exercée par ces composés sur la voie de signalisation p38a MAPK. Il a
¢été prouvé que I’inhibition de cette voie réduirait considérablement la production de cytokines
pro-inflammatoires et cette information est treés importante puisque la cicatrisation des plaies
est altérée par la présence d'une inflammation chronique non résolutive (Medicherla et al.,
2009). Cette méme ¢étude a montré que [D'inhibition de cette voie augmenterait
significativement le processus de réépithélialisation chez les souris diabétiques. Ces dérivés
participeraient méme a la régulation de la voie NF-kB, cette derniere est trés importante
puisqu’elle permet de réguler la cicatrisation des plaies induite par la fibroine en modulant les

protéines cibles telles que le collagéne (Pollini et Paladini, 2020 ; Park et al., 2018).

3.7. Activité hépatoprotectrice

Les résultats biochimiques issus de I’étude de l'activité hépatoprotectrice indiquent
clairement que C. tougourensis a un bon effet hépatoprotecteur et ceci avec les deux
concentrations testées (200 et 400 mg/kg), mais les meilleurs résultats ont été obtenus avec la
concentration la plus élevée, qui était plus efficace pour tous les parametres testés. La
différence a été est hautement significative (p<0.01) par rapport au groupe témoin non sain dit
témoin-paracétamol (Tableau 30), et ceci pour la plupart des parametres testés.

Dans cette étude, une silymarine naturelle a également été testée, isolée et purifiée a partir
d’une espece de plante appelé Silybum marianum. Ce composé a donné des résultats presque
similaires par rapport a la silymarine industrielle, notamment pour les parametres dosés
suivants: urée, créatinine et ALAT. Notant que l'influence de la silymarine naturelle sur les
quatre parametres testés liés au métabolisme des lipides était également comparable a celle de

la silymarine industrielle.
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Tableau 30. Effet de I’extrait n-BuOH de C. rougourensis et de deux types de silymarine sur

divers parametres biochimiques chez les souris apres induction d'hépatotoxicité.

Groupes traités par le paracétamol

Parametres Témoin
biochimiques sain
Témoin- Silymarine Silymarine n-BuOH n-BuOH
Paracétamol industrielle naturelle (200 mg/kg) (400 mg/kg)
(100 mg/kg) (100 mg/kg)
Urée (mmol/L) 0.10+£0.01 021 0.0l  0.16+0.03®  0.15+0.03*  0.16+0.01"  0.15+0.012
Créatinine (mmol/L)  0.18 £0.05 0.26 £0.06 0.23+0.1™ 0.23 +0.04™ 0.2+0.1" 0.21 +0.02™
ASAT (U/L) 69.08+1.57 9496+ 1.6 64 +2.37° 84.07 + 1.82™  69.42 +0.25° 67.19 + 1°
ALAT (U/L) 19.98 + 1.11 30.4+£0.25 19.75 £ 0.35% 22.2+0.28™ 19.43 £ 2.45% 10.29 + 1.35°¢
Phosphatase alcaline  35.65+2.75  53.84x14 48.05+1.64™ 5927 +0.81™ 43.96+0.88"  36.65+1.15°
(U/L)
Triglycérides 0.20 £ 0.00 0.22+0.02 0.21 +£0.08™ 0.23 +£0.06™ 0.3 +£0.03™ 0.2+0.01™
(mmol/L)
Cholestérol total 0.3+0.04 0.5+0.01 0.39 £0.07™ 0.39 £0.05™ 0.33 +£0.02" 0.34 +0.09"
(mmol/L)
HDL-C (mmol/L) 0.25 +0.05 0.37+0.05 0.26 +0.03™ 0.28 £ 0.06™ 0.27 £0.06™ 0.21 #£0.05%
LDL-C (mmol/L) 0.03 £0.00 0.05 +0.00™ 0.04 +£0.01™ 0.03 £ 0.00™ 0.04 +0.00™ 0.03 +0.00™

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM, n=6. ANOVA 2 sens unique suivie de plusieurs tests de Dunnet.
Seuil de signification *p<0.03, ®p<0.01, p<0.001 par rapport au groupe témoin paracétamol, ™ non significatif. ALAT:
Alanine aminotransférase. ASAT: Aspartate-aminotransférase. HDL-C : cholestérol a lipoprotéines de haute densité. LDL-C:
cholestérol a lipoprotéines de basse densité.

La catéchine semble exercer des effets hépatoprotecteurs non negligeables. Une étude
menée par Venkatakrishnan et al. (2018) a montré que ce flavonoide pouvait diminuer le
stress oxydatif excercé sur les hépatocytes en augmentant de facon significative ’activité
antioxydante de plusieurs enzymes clés telles que la glutathion réductase (GR), la catalase
(CAT) et la superoxyde dismutase (SOD); ce qui a également pour effet d’empécher
I’apparition de stéatose hépatique ainsi que le maintien de niveau physiologique de LDL,
HDL et de triglycerides via la propriété hypolipidémique de ce composé (Kah et al., 2020).

Chez le modele murin, plusieurs études (Domitrovi¢ et al., 2012 ; Liu et al., 2017) ont
montré que la rutine pouvait atténuer I’hépatotoxicité exercée par le tétrachlorure de carbone
(CCL4.) Ainsi, des niveaux tres faibles d’ALAT et d’ASAT sanguins ont été rapportés. Ces
études ont également montré que la rutine pouvait partiellement freiner la production des
radicaux libres surtout les especes réactives d’oxygene (ROS), réguler 1’expression des genes
lipogéniques et réguler également I'expression du gene du récepteur alpha qui est

physiologiquement activé par les proliférateurs de peroxysomes (PPAR-a). De plus les
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exames histoloigques du foie réalisés par ces chercheurs ont révélé des tissus avec des signes
d’inflammation legere.

L’activité hépatoprotective de certains acides phénoliques tels que I’acide 4-
hydroxybenzoique, ’acide caféique ainsi que celle de divers dérivés de I’aicde cinamique a
également été rapportée, ces deux composés peuvent inhiber de maniere dose-dépendante
I’activité de la S-lipoxygénase puisque ’activité de cette enzyme est associée a plusieurs
troubles de la fonction hépatique (Sal'nikova ef al.,, 1989 ; Shah et Verma, 2012). Ces deux
composés pourrait également augmenter ’activité de plusieurs enzymes anti-oxydantes telles
que la glutathion réductase et la glutathion transférase (Pérez-Alvarez ef al., 2001) mais aussi

inhiber la peroxydation lipidique (Hohmann ef al., 2013) et ainsi diminuer le stress oxidatif

exercé sur les hépatocytes.

L'investigation histopathologique a révélé que les groupes de souris qui ont été traités
avec les deux extraits n-BuOH (200 et 400 mg/kg) de C. tougourensis ne présentaient aucun
signe d'inflammation (Figure 43E et 43F). Cependant, une congestion vasculaire (cercle
rouge) a été observée dans le groupe traité par la silymarine naturelle (100 mg/kg) mais
l'aspect général des hépatocytes était normal et quelques nécroses (fleche bleue) ont été
observées dans le groupe traité par la silymarine industrielle (100 mg/kg) (figures 43C et

43D) respectivement.
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Figure 43. Coupes histologiques des tissus hépatiques des souris apres induction

d'hépatotoxicité.

Coloration effectuée a 1’aide d’hématoxyline et €osine (H&E), grossissement X 100; (A) Contrdle normal, (B) Contrdle
paracétamol, (C) Silymarine naturelle (100 mg/kg), (D) Silymarine industrielle (100 mg/kg) (E) Extrait n-BuOH (200
mg/kg), (F) Extrait n-BuOH (400 mg/kg). Fleche noire (veine centrale). Fleche verte (infiltration de neutrophiles). Cercle
rouge (congestion vasculaire).

Un autre composé identifié dans cette étude nommé 2H-Furo [2,3-b] indole, 3,3a,8,8a-
tétrahydro-2,3-diméthyl- posseéde un puissant effet hépatoprotecteur, qui pourrait s'expliquer
par sa capacité a prévenir la fibrose hépatique, conséquence d'un processus inflammatoire
chronique (Suleria et Goyal, 2021). Les chercheurs stipulent que cet effet protecteur est
généré par une forte inhibition exercée par ce phytocomposé sur un complexe protéique
appelé Ga-Interacting Vesicle Associated protein (GIV) pour empécher son interaction avec
les sous-unités de la protéine G alpha (Lopez-Sanchez et al, 2014), ce qui limite
considérablement les voies de signalisation pro-fibrogéniques, en particulier la voie
RTK(active)-pTyrGIV-PI3K (Lin et al., 2011) ; et ce composé identifié dans I’extrait n-
BuOH serait a I’origine des résultats obtenus, en jouant le role expliqué par ces auteurs.

L'effet hépatoprotecteur de la silymarine industrielle est bien connu par la communauté

scientifique. Plusieurs recherches ont déja rapporté l'effet anti-inflammatoire de la sylimarine
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sur les cellules hépatiques animales et humaines mais aussi pour préserver les fonctions
hépatiques et I’intégrité histologique du foie (Trappoliere et al., 2009 ; Freitag et al., 2015).

Le potentiel hépatoprotecteur des polyphénols est bien connu en particulier celui des
flavonoides et des terpenes et les chercheurs 1'ont expliqué par le fait que ces biocomposés
peuvent ralentir et méme empécher le processus de nécrose des cellules hépatiques (Roy et
al., 2006), et cela a été démontré dans plusieurs études en utilisant le paracétamol ou bien le
(CCls) comme agents hépatotoxiques (Rezende et al., 2014 ; Zhang et al., 2020).

Il existe une relation importante entre les processus antioxydant et hépatoprotecteur
puisque le foie est le principal centre de détoxification. En situation de stress oxydatif, les
polyphénols sont capables d'activer une voie importante appelée voie de signalisation Nrf-2
qui en retour augmente considérablement l'expression d'enzymes clés a savoir ; 1'heme
oxygénase-1 (HO-1) et la phosphoramidite adénine dinucléotide quinone oxydoréductase-1
(NQO-1) pour réduire considérablement les dommages causés par le stress oxydatif dans les
tissus hépatiques en améliorant le processus d'élimination des radicaux libres (Hseu et al.,
2012). Une autre étude a suggéré que les phytocomposés pourraient réguler le processus
d'échange par canaux membranaires, en particulier ceux des hépatocytes, ce qui contribuent a
un échange optimal de fluides a travers la membrane (Schulze et al., 2019).

Une autre étude a montré que la quercétine pouvait aider a détruire la lignée cellulaire de
cancer du foie humain de type Hep-G2 en renforcant I’effet cytotoxique d’autres composés
exercé sur cette ligné tumorale. Ce composé réduit également le stress oxydatif que subissent
les hépatocytes par des agents pro-oxydants tels que le H2O> et réduirait aussi
considérablement le niveau plasmatique d’ASAT et d’ALAT et ceci a été démontré chez le
modele d’hépatotoxicité induite chez le rat par le paracétamol (Tzankovaet al., 2017), ce qui
est en accord avec les résultats obtenus avec C. tougourensis. Ce flavonoide serait méme
capable d’inhiber [D’activit¢é des virus responsables de I'hépatite A et de I'hépatite B
(Miltonprabu et al., 2017), notant que le mécanisme exact n’a pas encore ¢€té illucidé.

Une étude menée par Bioud et al. (2017) sur des souris de sexe male a montré que
Centaurea choulettiana a la capacité de réguler plusieurs parametres hématologiques et
biochimiques et surtout de potentialiser 1’activité de plusieurs enzymes antioxydantes telles
que la GSH (63.29%), la glutathion peroxydase (66.38%), la catalase (67.61%) et la
superoxyde dismutase (68.16%). Néanmoins, ces chercheurs ont également rapporté des
niveaux bas de MDA dans le sang pour les lots qui ont €té traités avec cette espece. Ainsi, un
pourcentage d’inhibition maximal de ce marqueur a été rapporté (54.90%) pour la dose de 150

pg/ml de I’extrait n-BuOH de cette plante, également une diminution d’un autre marqueur du
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stress oxydatif appelé myéloperoxydase (MPO) avec un pourcentage de (52.21%) et les
résultats histopathologiques du foie et des reins ont revélé des tissus sains pour les lots qui ont

été traités par cette plante.

3.8. Activité antihyperglycémiante
3.8.1. Test de tolérance au glucose (OGTT)

Dans cette étude, I'activité hypoglycémiante de C. tougourensis a été évaluée sur la base
du test de tolérance au glucose par voie orale (OGTT), en raison de sa fiabilité et de son
importance pour diagnostiquer le pré-diabete et le diabete (Kim ef al., 2016). D’autre part ce
test visait la mise en évidence de 1'impact de la plante sur la sensibilité a l'insuline et son taux
de libération (Mari et al., 2001). Comme indiqué dans la figure 44, I'extrait n-BuOH de C.
tougourensis (400 mg/kg) a diminué significativement (P<0.01) la glycémie 30 min apres
I’induction du diabéte (1.63 + 0.34 g/l) avec un pourcentage anti-hyperglycémique de (35.57
%) tandis que le groupe de référence traité par la glibenclamide (10 mg/kg, ip) avait
seulement un taux de (21.34 %) au méme moment. C'est intéressant de voir que pendant la
premiere heure du traitement; l'effet anti-hyperglycémiant de C. fougourensis est resté
supérieur a celui du groupe glibenclamide. Néanmoins, pendant les 90-120 min apres le
traitement, l'effet antidiabétique du glibenclamide est devenu plus significatif (P<0.05) que le
groupe de souris traité par C. tougourensis, par rapport au groupe témoin mais I'écart de

différence entre leurs activités a été réduit a la fin de I'expérience.
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Figure 44. Effet anti-hyperglycémiant de ’extrait n-BuOH de C. tougourensis (test OGTT).

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM, n=6. ANOVA suivie du test multiple de Dunnet. Seuil de
signification p<0.03, ®p<0.01, °p<0.001 est statistiquement significatif par rapport au groupe témoin diabétique.

Selon l'organisation mondiale de la santé (OMS), en 2020; pres de 442 millions de

personnes dans le monde souffraient du diabete, en particulier dans les pays du tiers monde ou
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les revenues sont faibles. Il est également rapporté que le diabete est la septieme cause de
déces chez les adultes (Khan et al., 2020). Les plantes sont considérées comme de nouvelles
ressources alternatives pour traiter diverses pathologie dont le diabete de type 2 (Levy, 2019).
Cette diminution importante du niveau glycémique dans le groupe traité par C. fougourensis
suggere que la plante pourrait fortement stimuler les cellules  pancréatiques pour produire et
libérer de l'insuline dans la circulation sanguine afin de réduire 1'exces du glucose sanguin
(Roder et al.,, 2016) en augmentant sa consommation (Koeti et al.,2016) ou en le stockant
sous forme de molécule de réserve appelée glycogene (Wang et al, 2016).

Les composés bioactifs de 1'extrait n-buOH de C. fougourensis, en particulier les classes
de flavonoides, triterpenes, mucilages, alcaloides et saponines identifiés par criblage
phytochimique, peuvent expliquer son effet anti-hyperglycémiant significatif. Plusieurs
travaux de recherche (Coskun et al., 2005; Kang et al., 2018; Ghorbani ef al., 2019) ont
démontré que certaines plantes peuvent traiter efficacement 1'hyperglycémie postprandiale
grace a leur richesse en flavonoides, iridoides et alcaloides.

Une autre étude réalisée sur des rats diabétiques a montré que les métabolites secondaires
notamment les flavonoides peuvent cicatriser et régénérer les cellules béta endommagées en
stoppant le stress oxydatif exercé sur elles par un radical libre appelé peroxyde d'hydrogene
(H202) qui conduit a une récupération optimale et physiologique de la sécrétion d'insuline
(Lapidot et al., 2002).

Une étude réalisée sur Centaurea bruguierana a révélé la remarquable activité
antidiabétique de cette espece, en utilisant le rat comme modele expérimental. Les chercheurs
de cette étude ont suspecté une forte inhibition du processus de glycogénolyse hépatique
(Khanavi et al, 2012). Une autre espece de Centaurea, nommée Centaurea horrida, a
montré des résultats comparables chez la souris et ceci pour toutes les doses testées (Raafat et
al., 2013). Ces résultats pourraient &tre dus aux teneurs élevées en anthocyanes, acides
phénoliques, alcaloides et tanins identifiés dans les especes Centaurea, ce qui a été démontré
par (Al-Easa et Rizk, 1992) sur 132 especes Centaurea.

La richesse de Centaurea alexanderina en flavonoides et en sesquiterpéniques lactones
pourrait expliquer la forte activité antidabétique enregistrée chez cette espéce (Ahmed et al.,
1970 ; Ismail ef al., 1986 ; Kubacey et al. 2012), ce qui est en accord avec les résultats de
notre étude. Une recherche récente menée par Wang et al. (2019) utilisant des souris a prouvé
que les saponines peuvent améliorer la résistance a l'insuline via l'activation de la voie de
signal AMPK/NF-kB qui conduit a la régulation du métabolisme énergétique. Ces données

pourraient conduire a I'avenir a comprendre mais surtout a mieux prévenir ’apparition et
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I'évolution des complications macro- et microvasculaires liées au diabete de type 2 non
diagnostiqué (Hemmingsen et al., 2015), mais des recherches supplémentaires doivent &tre
menées pour mieux comprendre ce processus.

Dans notre étude, un autre composé a également été identifié mais en faible proportion
(0.12 %), nommé 2-Déoxy-D-galactose. Ce composé favorise 1'absorption du galactose par
Escherichia coli, mais il est également considéré comme un meilleur substrat pour le systéeme
de transport du galactose, en particulier le systeme de transport du méthyl galactoside (Mgl)
(Henderson et al., 1977), ce qui permettra a ’avenir de lutter plus efficacement contre
Escherichia coli, puisque l'exces de cette flore bactérienne dans le corps humain est la cause
d’infections urinaires emphysémateuse chez plus de 70% des cas de patients diabétiques et
dans 40% d’une cholécystite emphysémateuse (Suri ef al, 2009). Une étude menée par
Hollman et al. (1999) a montré que que la quercétine favorise considérablement 1’aborption
intestinale du glucoce via un mécanisme impliquant un co-transporteur intestinal Na*

dépendant appelé (SGLT1). Ce qui a pour effet de diminuer considérablement la glycémie.

3.8.2. Diabete induit par la streptozotocine

Les résultats de I'activité antidiabétique donnés par ce test sont présentés au niveau de la
figure 45, l'extrait n-BuOH de C. tougourensis a significativement réduit 1'hyperglycémie
exercée par la streptozotocine, surtout avec la concentration testée de 400 mg/kg. La glycémie
a été réduite progressivement des le 1 jour de traitement pour atteindre la valeur de (93.2 +
3.61 mg/dL) a la fin de la 3°™ semaine, ce qui correspond 2 un pourcentage d'inhibition de
I'hyperglycémie de (68.29%). 1l est également intéressant de constater que ces valeurs sont
proches de celles exprimées par le glibenclamide (5 mg/kg) utilisé comme standard dans cette
étude et qui a montré une glycémie moyenne de (82.8 + 2.31 mg/dL), correspondant a un
pourcentage d'inhibition de (71.83 %). Notant que ces données ont été considérées comme

hautement significatives (p<0.001) par rapport au groupe témoin diabétique.
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Figure 45. Effet de I’extrait n-BuOH de C. tougourensis sur la glycémie des souris.

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM, n=6. ANOVA suivie du test multiple de Dunnet. Seuil de
signification *p<0.05, ®p<0.01, °p<0.001 est statistiquement significatif par rapport au groupe témoin diabétique.

Les plantes sont connues pour leurs effets antidiabétiques, en particulier les especes du
genre Centaurea telles que C. alexanderina qui a montré une capacité remarquable a réguler
la glycémie dans différentes pathologies du diabete notamment le diabete de type 2 qui est
marqué par une €lévation anormale du taux de glycémie (Kubacey et al., 2012). Plusieurs
études (Ota et Ulrih, 2017 ; Rocha et al,, 2020) ont rapporté que pendant le diabete, des
composés tels que les tanins, les saponines et les alcaloides peuvent augmenter la sensibilité et
la sécrétion d'insuline pour réduire la glycémie a un état physiologique, ce qui peut expliquer
l'effet anti-hyperglycémiant de C. fougourensis.

Parmi ces composés, le 3-O-Méthyl-D-glucose a démontré dans des travaux antérieurs
une forte activité antidiabétique. Ainsi une étude réalisée par Shamni et al. (2017) a montré
que ce composé peut augmenter de maniere significative 'activité intrinseque du transporteur
de glucose de type 4 (GLUT-4) qui favorise 1'absorption du glucose musculaire en particulier
par les muscles squelettiques pendant l'exercice (Richter ef al., 2013), mais aussi dans les
tissus adipeux (Flores-Opazo et al., 2018), en conduisant a une importante réduction de
I'hyperglycémie. Ce composé avait éventuellement procédé de la sorte pour donner les
résultats de cette étude.

Le 3-O-méthyl-D-glucose est également impliqué au cours de la premiere phase de
développement embryonnaire appelée myogénese et peut augmenter les activités de transport
de GLUT-4 et d'hexoses dans les myotubes, indépendamment des voies de signalisation

Akt/PKB ou AMPK (Shamni et al., 2017).
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Les groupes de souris traités par C. tougourensis a la concentration de 400 mg/kg ont
également montré une diminution significative (p<0.01) des divers parametres biochimiques
testés dans cette étude, notamment l'urée (0.26 £ 0.02 g/L), 'ASAT (270 + 1.3 U/L) et
I’ALAT (40.5 = 2 U/L), par rapport au groupe témoin diabétique.

Ces valeurs ont été meilleures que celles enregistrées par le glibenclamide. Cependant, les
résultats des triglycérides, du cholestérol total, du HDL-C et du LDL-C étaient élevés dans

presque tous les groupes traités (Tableau 31).

Tableau 31. Effet de I’extrait n-BuOH de C. rougourensis et du glibenclamide sur les divers

parametres biochimiques chez les souris apres induction du diabete

Groupes traités par la streptozotocine

Parameétres Témoin sain
biochimiques
Témoin Glibenclamide n-BuOH n-BuOH
diabétique (5mg/kg) (200 mg/kg) (400 mg/kg)
Urée (g/L) 0.235+0.01 0.34 +0.02 0.28 +0.04" 0.31 +0.04™ 0.26 +0.02?
Créatinine (mg/L) 4 +0.00 4 +0.00 4 +0.00" 4 +0.00" 4 +0.00"
ASAT (U/L) 238+3.5 414 £2.81 325 £2.26% 335+ 1.65™ 270 +1.3°
ALAT (U/L) 30.5+1.75 64 +2.48 48.5+2.75 51 +2.96 40.5 +2°
Triglycérides (g/L) 1.16 £0.04 1.73+0.25 1.51 £ 0.46™ 1.74 +0.25" 1.72 +0.28"
Total cholestérol (g/L)  0.85+0.03 1.26 +£0.03 0.94 + 0.042 1.31 +£0.13" 1.26 +0.17™
HDL-C (g/L) 0.52 £0.02 0.74 +0.02 0.51+0.12 0.83+0.11™ 0.83 +0.09™
LDL-C (g/L) 0.05 £0.01 0.20 +0.04 0.19 +0.12™ 0.16 £ 0.02™ 0.08 +0.02°

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + SEM, n=6. ANOVA a sens unique suivie de plusieurs tests de Dunnet.
Seuil de signification p<0.05, ®p<0.01, °p<0.001 par rapport au groupe témoin diabétique, ™ non significatif. ALAT:Alanine

aminotransférase. ASAT: Aspartate-aminotransférase. HDL-C: cholestérol a lipoprotéines de haute densité. LDL-C:
cholestérol a lipoprotéines de basse densité.

Il est bien connu que le risque de développer un diabete de type 2 est fortement lié a une
élévation anormale des concentrations sanguines de créatinine, d'urée, d'ALAT et d'ASAT
(Kanazawa et al., 2011 ; Xie et al., 2018), considérées comme les principaux marqueurs de
dysfonctionnement rénal et hépatique mais également responsables de la pancréatite aigiie,
qui en conséquence augmente la résistance a l'insuline et supprime sa sécrétion, conduisant
ainsi a une hyperglycémie anormale. Plusieurs études ont montré que les biocomposés
présents dans les plantes peuvent réduire considérablement la synthese d'urée et de créatinine
en empéchant le métabolisme des protéines car les acides aminés comme la méthionine,

l'arginine, la glycine, l'alanine, la citrulline et le glutamate sont les éléments de base de leur

production (da Silva et al., 2009 ; Cao et al., 2018).
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Il semble que les flavonoides possedent également un effet diurétique remarquable, qui
contribue de maniere significative a I'élimination d'une quantité excessive d'urée et de
créatinine de I’organisme (Vargas et al., 2018). Les flavonoides participent activement a la
régulation de l'activité des enzymes hépatiques clés telles que la glucose-6-phosphate
déshydrogénase, 'ALAT et 'ASAT en régulant la voie de la néoglucogenese hépatique
(Zareei et al., 2017).

Une étude a montré que 1’acide gallique a un potentiel antidiabétique non négligeable en
favorisant le transport du glucoce par le transporteur de type GLT4 et sa consommation par
les cellules musculaires afin de produire de 1’énergie (Variya et al., 2019). Cet acide
phénolique semble également agir sur le récepteur gamma activé par les proliférateurs de
peroxysomes (PPAR vy) (Sawant et al., 2018) aussi sur la voie de signalisation PI3K/AKT
(Huang et al., 2018), ce qui a pour conséquance de stimuler la sécrétion de I’insuline mais
surtout d’augmenter sa sensibilité afin de diminuer le niveau anormal de la glycémie.

La quércétine semble également jouer un rdle trés important dans la régulation de la
glycémie. Une étude menée sur des rats a montré que ce composé pouvait significativement
réduire 1’hyperglycémie provoquée par la streptozotocine en inhibant I’activité de la
glucokinase hépatique (Vessal et al, 2003). Cette étude a aussi montré une réduction
importante du taux de cholestérol et des triglycérides. Il est également tres intéressant de
souligner que ces effets ont été obtenus en tres faible dose de quercétine.

Plusieurs études ont montré qu'il existe un lien trés important entre les réponses
antidiabétiques et anti-inflammatoires (Wellen et al., 2005 ; Katsiki et al.,, 2020), car 'effet
antidiabétique des métabolites secondaires peut réduire considérablement le processus de
saignement et les complications microvasculaires liées a l'inflammation chronique en
diminuant de maniere significative la libération locale de cytokines citées précédemment et
méme la sécrétion d'une protéine clé impliquée dans le processus inflammatoire appelée
protéine C-réactive (CRP) (Shi et al., 2011 ; Kothari et al., 2016).

L'examen histopathologique des tissus hépatiques a révélé que les groupes de souris
traitées avec du glibenclamide (5 mg/kg) ou bien avec de I'extrait n-BuOH de C. fougourensis
a une concentration de 400 mg/kg ne présentaient aucun signe d'inflammation au niveau des
sinusoides, mais des granulocytes (fleche jaune) ont été observés autour de la veine centrale,
voire disséminée dans le parenchyme hépatique (figure 46C).

Un autre phénomene appelé vacuolisation a été observé au niveau du foie des groupes
traités par l'extrait (400 mg/kg), qui peut étre expliqué par l'installation d'une sclérose ou

I'existence d'une stéatose (Figure 46E). Une infiltration importante de neutrophiles (fleche
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jaune) a été observée dans le groupe contrdle-diabétique mais également une nécrose (fleche
bleue) et une congestion vasculaire autour de la veine centrale (cercle rouge) dans ce groupe
(Figure 46B).

Concernant le groupe de souris qui ont été traitées avec l'extrait n-BuOH a une
concentration de 200 mg/kg, de petites I€sions indiquent une discréte congestion, dont
l'atténuation pourrait étre le résultat de l'action de I’extrait de la plante. Cependant, des
nécroses cellulaires ont été décelées, comme le montre les fleches bleues (Figure 46D). Cela

pourrait étre dii au processus de réponse inflammatoire, ce qui suggere le début de la réponse
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Figure 46. Coupes histologiques des tissus hépatiques des souris apres induction du diabete.

Coloration effectuée a 1’aide d’hématoxyline et d’éosine (H&E), grossissement x 100; (A) Témoin sain, (B) Témoin
diabétique, (C) Glibenclamide (5 mg/kg), (D) Extrait n-BuOH (200 mg/kg), (E) Extrait n- BuOH (400 mg/kg ). Fleche noire
(veine centrale). Fleche bleue (nécrose). Cercle rouge (congestion vasculaire). Fleche jaune (infiltration de neutrophiles).

Par ailleurs, I'étude histopathologique du pancréas a révélé que les groupes de souris qui
ont été traitées avec les extraits n-BuOH (200 et 400 mg/kg) de C. tougourensis (Figure 47D
et 47E) ou bien avec du glibenclamide (5 mg/kg) (Figure 47C) ont conservé l'intégrité des
ilots de Langerhans (fleche verte) et n'ont présenté aucun signe d'inflammation. Cependant,

plusieurs congestions vasculaires (cercle rouge) ont été observées dans le groupe témoin-

diabétique (Figure 47B).
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Figure 47. Coupes histologiques des tissus du pancréas des souris apres induction du diabete.

Coloration effectuée a 1’aide d’hématoxyline et d’éosine (H&E), grossissement x 100; (A) Témoin sain, (B) Témoin
diabétique, (C) Glibenclamide (5 mg/kg), (D) Extrait n-BuOH (200 mg/kg), (E) Extrait n- BuOH (400 mg/kg). flots de
Langerhans (fleche verte). Cercle rouge (congestion vasculaire).

Une étude réalisée par Zengin et al. (2018) a montré que I'hespéridine, un flavonoide
isolé de Centaurea saligna, pourrait jouer un role important dans le traitement du diabete de
type 2 en empéchant et/ou en réduisant I'hyperglycémie et 1'hyperlipidémie (Jugran et al.,
2021) observées au cours du diabete via I'activation de la voie de signalisation AMPK, qui en
retour, réactive et améliore la fonction des cellules B pancréatiques conduisant ainsi a la
régulation de la sécrétion d'insuline. Ce processus empéche également I’apoptose anormale de
ces cellules B en inhibant directement l'activation de Cdk2 ainsi que du facteur pro-

apoptotique Bax (White et al., 2018).
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Conclusion générale et perspectives

L’industrie pharmaceutique fait face aujourd’hui a de nombreux challenges et I’apparition
récente de la pandémie de la covid-19 a poussé la communauté scientifique a revoir son
approche de la thérapie en se tournant vers des ressources plus naturelles, plus saines mais
surtout plus respectueuses de 1’écosystéme, telles que les plantes qui représentent également
une source pharmacologique inestimable. Ces progres ont permis a beaucoup de médicaments
de voir le jour et I’éradication de plusieurs épidémies. Les patients souffrant de maladies
chroniques telles que le diabete, l'asthme, l'insuffisance rénale, ou bien les maladies
cardiovasculaires ont pu ainsi retrouver une vie plus harmonieuse et plus équilibrée.

Les résultats obtenus au cours de la présente étude indiquent que le criblage
phytochimique qualitatif de I’extrait brut éthanolique de C. tougourensis a permis de déceler la
présence de plusieurs classes de métabolites secondaires, principalement les tanins, les
flavonoides, les triterpenes, les alcaloides, les saponines et les mucilages qui étaient présents en
grande quantité, tandis que les quinones et les anthocyanes étaient présents en quantité
modérée. Cependant, les stéroides, les composés cyanogenes et les glycosides cardiotoniques
étaient absents. Le criblage qualitatif de 1’activité antiradicalaire vis-a-vis du DPPH a
également été effectué et a révélé de bons résultats.

L’analyse quantitative des extraits n-BuOH et EA de C. tougourensis a révélé des contenus
en polyphénols, en flavonoides et en tanins trés importants pour les deux extraits avec une
légere pré-dominance de I’extrait EA pour la teneur totale en polyphénols et tanins tandis que
I’extrait n-BuOH a montré une meilleure teneur en flavonoides.

La chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectroscopie de masse (GC-MS) a
permis d’identifier 45 composés dans l'extrait de n-BuOH et 23 composés dans l'extrait EA de
C. tougourensis, et certains des composés majoritaires présents dans cette plante ont déja
prouvé un bon potentiel pharmacologique, ce qui expliquerait en partie les bons résultats in
vitro et in vivo obtenus dans cette étude.

L’analyse par HPLC-DAD a révélé au niveau de ces deux extraits la présence de 13
composés qui €taient principalement des flavonoides et des acides phénoliques, respectivement
la catéchine, la quercétine, la rutine, la coumarine, la vanilline, 1’acide trans-férulique, I’acide
gallique, I’acide cinnamique, I’acide trans-cinnamique, 1’acide 4-hydroxybenzoique, 1’acide
tannique, ’acide caféique, et I’acide chlorogénique. Ces composés sont treés connus pour leurs

propriétés antioxydante, anti-inflammatoire, anticancéreuse et antidiabétique.
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L’approche in vitro a révélé de bons résultats pour les extraits n-BuOH et EA de C.
tougourensis, qui ont évolué d’une maniére doses-dépendante. Cependant, 1’extrait n-BuOH a
donné de meilleurs résultats. Dans cette partie, diverses techniques ont été utilisées ; la capacité
antioxydante a été testée via les tests DPPH, ABTS, CUPRAC, FRAP, GOR ainsi que le test
de chélation des ions de fer avec la phénanthroline. L’activité neuroprotectrice a été évaluée et
a montré la capacité des deux extraits a inhiber I’activité de l'acétylcholinestérase et de la
butyryl-cholinestérase.

L’activité anti-inflammatoire in vitro des deux extraits a révélé de bons résultats, que ce
soit pour le test de stabilisation des membranes des globules rouges, ou bien celui de
dénaturation de 1I’albumine bovine serique (BSA) et celle de I’ceuf de la poule.

Les deux extraits de C. fougourensis ont également montré une bonne activité inhibitrice
de ’alpha amylase, ce qui suggere le potentiel antidiabétique de cette espece.

L’activité photoprotectrice des deux extraits a été évaluée en calculant le facteur de
protection solaire (SRF) et les divers résultats obtenus, en plus des directives de la Commission
européenne, ont permis de dire que I’extrait n-BuOH a un SRF élevé tandis que le SRF de
I’extrait EA est faible.

Concernant I’activité antimicrobienne, 1’extrait n-BuOH a été actif sur une seule souche de
bactérie qui était Staphylococcus aureus (ATCC 25923) tandis que I’extrait EA a été actif sur
cette souche mais également sur une autre souche appelée Escherichia coli pathogene.

En raison des bons résultats in vitro obtenus avec I’extrait n-BuOH, il a été préférable de
continuer I’axe in vivo avec cet extrait afin de comprendre tout son potentiel. Aussi, le test de
toxicité aigiie n’a révélé aucun signe de toxicité de la plante et ceci méme pour la dose testée
de 2000 mg/kg.

L’activité analgésique centrale a été évaluée avec le test de la plaque chauffante, et a
montré la capacité de la concentration de 400 mg/kg de I’extrait n-BuOH a prolonger la durée
et la résistance des souris vis-a-vis de stimuli thermiques douloureux.

Les divers résultats obtenus, suggerent que C. fougourensis posséderait également une
bonne activité anti-inflammatoire et les deux approches utilisées, celle de I’inflammation
provoquée par la carraghénane et I’autre provoquée par I’huile de croton, le prouvent. D’autres
activités ont également été évaluées telles que les activités antiulcéreuse, antipyrétique et
hépatoprotectrice et ceci pour les deux concentrations testées (200 et 400 mg/kg) mais les
résultats ont été plus significatives avec la concentration de 400 mg/kg. De plus, les divers
dosages biochimiques et hématologiques effectués a partir du sang prélevé des souris, ont
permis de renforcer et d’appuyer les résultats de cette étude.
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L’activité cicatrisante a été étudiée selon le modele de plaie provoquée par excision et le
calcul des diametres des plaies a été calculé pour la premiere fois en utilisant une approche
moderne a I’aide du logiciel Image J, en plus des examens macroscopique et microscopique.

Cette plante a également montré une bonne activité antidiabétique, que ce soit pour le test
de tolérance au glucose (OGTT) ou bien du diabete induit par la streptozotocine.

Les tissus d’organes prélevés a la fin de chaque activité ont été soumis a un examen
macroscopique puis microscopique afin d’identifier un éventuel signe d’inflammation telles
qu’une congestion vasculaire, une infiltration des neutrophiles ou bien une hyperkeratose.

Cette étude a ainsi permis de lever le voile sur les propriétés phytochimiques et
pharmacologiques de Centaurea tougourensis.

Cependant, pour I’approfondissement et la continuité de ce travail, plusieurs pistes doivent
étre envisagées surtout sur le plan physiologique, voire génétique, afin de comprendre et de
déterminer les voies de signalisations et enzymes a I’origine des propriétés pharmacologiques
des divers composés identifiés dans C. tougourensis, en s’appuyant en partie sur ’approche de
la microscopie a fluorescence.

Une autre perspective serait la détermination du possible effet synergique entre les divers
composés identifiés dans les extraits de C. tougourensis, et de cerner le potentiel

pharmacologique des fractions minoritaires de cette espece.
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Résultats du criblage qualitatif

Figure 1. Résultats de screening phytochimique des flavonoides.

Figure 2. Résultats de screening phytochimique des anthocyanes.

Figure 3. Résultats de screening phytochimique des terpenes.
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Figure 4. Résultats de screening phytochimique des alcaloides.

Figure 5. Résultats de screening phytochimique des quinones.

Figure 6. Résultats de screening phytochimique des saponines.
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Figure 7. Résultats de screening phytochimique des tanins.

Figure 8. Résultats de screening phytochimique des stéroides.

Figure 9. Résultats de screening phytochimique des hétérosides cardiotoniques.
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Figure 10. Résultats de screening phytochimique des composés cyanogéniques.

Figure 11. Résultats de screening phytochimique des mucilages.
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Résultats de 1'analyse quantitative
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Figure 13. Développement de la réaction de quantification des flavonoides.
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Extrait n-BuOH Extrait EA

Figure 14. Développement de la réaction de quantification des tanins.

Activité antimicrobienne
Préparation des milieux de culture

Afin de préparer le milieu de culture des bactéries, 38 g de gélose Mueller-Hinton a été
ajouté a 1L de DMSO, tandis que pour le champignon, 65 g de gélose de sabourraud a été

ajouté a 1L de DMSO. Les milieux sont ensuite chauffés a 100 °C et I’observation d’une

couleur jaune foncée ou allant vers ’orange indique qu’ils sont préts a I’utilisation.
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Abstract

Purpose: To determine the anti-inflammatory and anti-ulcer properties of the aerial parts of Centaurea
tougourensis Boiss. & Reut.

Methods: The effects of n-butanol (n-BuOH) extract of the aerial part of Centaurea tougourensis on
carrageenan-induced paw edema and ethanol-induced gastric mucosal damage were determined at 2
doses (200 and 400 mg/kg, po) in a mouse model. For each test, the animals were randomly divided
into negative and positive control groups, as well as extract-treated groups. The mice were observed for
any sign of inflammation for a period of 24h.

Results: Reduction of paw edema by C. tougourensis extract was highly significant (p < 0.001) at a
dose of 400 mg/kg 24 h after carrageenan injection, with 55.26 % inhibition, followed very closely by
53.15 % inhibition at the dose of 200 mg/kg; indomethacin group showed an inhibition of 60 %.
Histological examination supported the inhibition results. A significant reduction in inflammation by the
extract at a dose of 400 mg/kg was also observed. No sign of ulcer was observed with C. tougourensis
at the two doses (200 and 400 mg/kg). The total polyphenol content of the n-BuOH extract was 85.44
ug gallic acid equivalent/mg of extract. Tannins were the most abundant fraction (51.87 ug tannic acid
equivalent/mg of extract), followed by flavonoids (25.55 ug quercetin equivalent/mg of extract).
Conclusion: The results indicate that C. tougourensis may have potential beneficial effects in the
treatment of diseases associated with inflammation and pain, besides its protective effect on the
gastrointestinal tract.
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INTRODUCTION especially those that interfere with the normal

functions of the immune system, leading to
It is well known that chronic inflammation is serious and chronic diseases. As a result,
associated with several physiological disorders, inflammatory pain is generated by these stimuli
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due to peripheral tissue damage [1].
Unfortunately, the use of synthetic anti-
inflammatory treatments is often associated with
undesirable side effects. Therefore, there is
urgent need for identification and use of more
natural and more efficient medications for chronic
inflammation.

The inflammatory response is a complex process
that involves key coordination mediators such as
prostaglandins (PGs), nitric oxide (NO), tumor
necrosis factor-a (TNF-a), interferon y (IFNy),
interleukin-1 (IL-1) and IL-6 [2]. These factors
ensure good response and the maintenance of
internal  homeostasis, especially against
infections and microbial pathologies which are
responsible  for some  serious chronic
inflammations.

In the long term, these inflammatory reactions
may damage the gastrointestinal tract, leading to
the formation of ulcers [3]. One of the ulcer
diseases most frequently seen is peptic ulcer
which occurs in the stomach, the first portion of
the intestine.

The pharmaceutical industry has considerably
evolved during the last decade, allowing for the
treatment of several diseases. Thus, the world
population now benefits from the contributions of
folk medicine, recognizing the empirical
knowledge of ancestors [4]. The therapeutic use
of medicinal plants is practiced in many countries
of the world, especially in developing countries.
One of the reasons for resort to medicinal plants
is the lack of a modern medical system.

Centaurea is one of the largest genus of
herbaceous plants, with more than 500 species
mainly distributed in the Mediterranean and West
Asia regions. Over the years, studies on
Centaurea species have demonstrated their
pharmacological potential such as antioxidant,
anti-microbial, anti-diabetic, cytotoxic, anti-
hemolytic and anti-inflammatory properties.
These effects are due to their richness in
bioactive secondary metabolites, especially
flavonoids, terpenes, polyphenols, alkaloids,
tannins and saponins [5,6].

EXPERIMENTAL
Plant material

A sample of C. tougourensis was collected in
spring 2019 from Belezma National Park in the
municipality of Fesdis, Algeria (GPS coordinates:
latitude 35.621975; longitude 6.241327). The
sample was identified by taxonomists in the
Agronomy Department of the Batna-1 University

(Algeria), where a voucher specimen (no.
CT/2019/LPTPCMB) was deposited.

Experimental animals

Female Swiss Albino mice weighing 25 — 30 g
were purchased from Pasteur Institute, Algiers,
and maintained at ambient temperature of 22 +
1°C under 12 h light/12 h dark cycle, with free
access to feed and water for two weeks, to
acclimatize them to laboratory conditions. The
experiments were performed in line with the
guidelines of the National Research Council [7].
The study was approved by the Biology Animal
Ethics Committee of University of Batna-2,
Algeria (approval no. was 14/DBO/FSNV/
UB2/2017).

Preparation of plant extract

The aerial parts of C. tougourensis were dried in
a dry, ventilated place away from sun rays, and
then ground to obtain 300 g of fine powder.
Maceration was carried out three times with 3 L
of EtOH-H20 at a volume ratio of 70: 30 at room
temperature for 3 days. Thereafter, liquid-liquid
extraction was carried out with the following
solvents: hexane, ethyl acetate and n-butanol.

Preliminary phytochemical screening

Qualitative analysis of the phyto-constituents
present in C. fougourensis was carried out using
standard procedures based on precipitation and
colorimetric reactions. The main secondary
metabolite classes investigated in phytochemical
screening were tannins, steroids, flavonoids,
anthocyanins, triterpenes, alkaloids, quinones,
saponins, mucilages, cyanogenic compounds
and cardiotonic glycosides.

Determination of total phenolic (TPC),
flavonoid (TFC) and tannin (TTC) contents

These tests were performed according to the
method of Makkar et al [8]. To estimate total
phenolic content (TPC), a mixture consisting of 1
mL of extract or standard (gallic acid), 1.8 mL of
10 % Folin—Ciocalteu reagent and 1.2 mL of 7.5
% sodium carbonate was prepared. Absorbance
was measured 1 h later at 765 nm. Results were
expressed as ug gallic acid equivalent (GAE) per
mg extract (ug/mg) and as mg/g of plant powder.

In the determination of flavonoid content (TFC), a
solution consisting of 500 pL of extract or
standard (quercetin) and 150 pL of 5 % sodium
nitrite was vortexed and allowed to stand for 5
min. Then, it was incubated again for 6 min after
the addition of 150 pL of aluminum trichloride (10
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%). Thereafter, 2 mL of sodium hydroxide (5%)
was added to the solution and the final volume
was adjusted to 5 mL with distilled water. The
absorbance at 510 nm was measured 15 min
later. The total flavonoids content was expressed
as pg of quercetin equivalent (QE) per mg
extract, and as mg/g of plant powder.

Total tannin content (TTC) was estimated as
follows: for every replicate; 500 pL of plant
extract was added to 100 mg of
polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) and incubated
for 4 h at 4 °C. The tubes were then vortexed
and centrifuged at 3000 rpm for 10 min at 4 ° C.
Then, 100 pL of the resultant supernatant
containing non-tannin phenolics was adjusted to
1 mL with distilled water. Folin-Ciocalteu reagent
(1 N, 0.5 mL) was added to each test tube,
followed by addition of 2.5 mL of 5 % sodium
carbonate. The resultant solution was vortexed
and incubated in the dark at room temperature
for 40 min. The amount of TTC was expressed
as ugof tannic acid equivalent (TAE) per mg of
plant extract, and as mg/g of plant powder.

Evaluation of acute toxicity

Oral acute toxicity test was carried out using
female Wistar mice (n = 6). A single dose of
2000 mg/kg was tested in accordance with the
Organization for Economic Development (OECD)
guideline no. 425 [9]. The animals were observed
individually during 14 days for any clinical signs
of toxicity.

In vivo anti-inflammation test

This test was performed to evaluate anti-
inflammatory potential of the plant extract. The
mice were divided into four groups (n = 6), and
pre-treated orally as follows: group 1 (negative
control) received 0.9 % NaCl at a dose of 10
ml/kg, p.o.; group 2 (reference) was given
indomethacin at a dose of 20 mg/kg, i.p., while
groups 3 and 4 received n-butanol extract of
Centaurea tougourensis at doses of 200 and 400
mg/kg, respectively, p.o. After 30 min of the pre-
treatment, right hind paw edema was induced in
each mouse using sub-plantar injection of 0.1 mL
of 1 % carrageenan. The diameter of the edema
was measured using a digital caliper before, and
at 1, 2, 3, 4, 5, 6 and 24 h after the injection of
carrageenan [10].

In addition, the percentage inhibition of
inflammation was calculated using Eq 1.

Inhibition (%) = [((VC — VT))VC]x 100 .... (1)

where VC represents the mean edema volume in
the control group at a given time, while VT is the
mean edema volume in the group treated with
the vehicle or extract at the same time.

Anti-ulcer studies

Ethanol-induced ulcer model was used to
determine the effect of the extract on gastric
mucosal damage. After a fasting period of 12 h,
the mice were divided into five experimental
groups (n = 6) and pre-treated orally as follows:
Groups 1 and 2 served as negative control and
received 0.9 % NaCl at a dose of 10 ml/kg, p.o.;
group 3 (positive control) received omeprazole at
a dose of 20 mg/kg, i.p., while groups 4 and 5
received n-butanol extract of C. fougourensis at
doses of 200 and 400 mg/kg, respectively, p.o.
After 1 h of ulcer induction with administration of
90 % ethanol at a dose of 10 ml/kg, p.o., the
animals were sacrificed and their stomachs were
removed and examined, first macroscopically,
and later microscopically [11].

Histological examination

Paws and stomachs were fixed in formaldehyde
solution (10 %) and dehydrated with a gradient
mixture of ethanol and xylene, followed by
paraffin embedding. Tissue sections were
stained with hematoxylin and eosin, and
examined under a light microscope.

Statistical analysis

Data are expressed as mean + SEM, and were
statistically analyzed with one-way ANOVA for
comparison amongst groups. The GraphPad
Prism (version 8) software was used for data
analysis. Values of p < 0.05 were considered
indicative of statistical significance.

RESULTS

Phytochemical profile and phenolic contents

Different fractions were obtained after extractions
with 1.58 % n-butanol, 1.03 % ethyl acetate and
0.42 % n-hexane. Phytochemical screening of
C. tougourensis revealed the presence of several
classes of secondary metabolites namely
tannins, flavonoids, anthocyanins, triterpenes,
quinones, saponins and mucilages. Alkaloids
were also present but at low levels. These results
are presented in Table 1. The quantitative results
presented in Table 2 indicate that n-BuOH
extract of C. fougourensis contained high
amounts of polyphenols (1.34 + 0.06 mg/g of
plant powder). However, the tannin content in
this fraction (51.87 + 0.02 ug tannic acid

Trop J Pharm Res, August 2021; 20(8): 1649



Bensaad et al

Table 1: Phytochemical profile of C. tougourensis aerial extract

Phytochemical Test Result
Tannins Ferric chloride test +++
Steroids Liebermann Burchard test -
Flavonoids Shinoda’s test +++
Anthocyanins Borntrager test ++
Triterpenes Liebermann Burchard test +++
Alkaloids Dragendroff test +
Quinones NaOH test ++
Saponins Foam test +++
Mucilages Ethanol test +++

Cyanogenic compounds
Cardiotonic glycosides

Guignard sodium picrate test -
Keller Kiliani test -

Key: - = absent; + = low level; ++ = moderate level; +++ = high level

Table 2: Phenolic contents of n-BuOH extract of C. tougourensis

Total polyphenol content

Flavonoid content

Total tannin content

(ug GAE/mg) (mg/g plant (ug QE/mg
extract powder) extract)
85.44 + 3.89 1.34 £ 0.06 2555+ 1.11

(mg/g plant (ug TAE/mg (mg/g plant
powder) extract) powder)
0.40 £ 0.01 51.87 £ 0.02 0.81 +0.01

All values are expressed as mean + SD (n = 3)

equivalent/mg of extract) was higher than the
flavonoid content (25.55 + 1.11 ug quercetin
equivalent/mg of extract). In terms of mg/g of
plant powder, the tannin and flavonoid contents
were 0.81 £ 0.01 and 0.40 £ 0.01, respectively.

Acute toxicity

During the two weeks of observation, no signs of
toxicity or death were recorded. The locomotor
activity, and feed and water intake per day of
each mouse were regular. There were no allergic
reactions or loss of fur. These results suggest the
non-toxic nature of C. fougourensis.

In vivo anti-inflammation activity

Table 3 showed that during the early phase and
precisely 1 h after carrageenan injection, there
was a significant increase in mouse paw edema
in all treated groups. This was followed
immediately by a gradual decrease in paw
edema. This decrease was highly significant for
almost all treated groups, when compared to
control group (p < 0.001).

During the late phase (4 — 24 h), the inhibition of
paw edema by the plant extract was good at both
doses (200 and 400 mg/kg), but was slightly
higher at the dose of 400 mg/kg. The n-BuOH
extract of C. tougourensis at doses of 200 and
400 mg/kg showed the highest percentage
inhibition of paw edema 24 h after carrageenan
injection (53.15 % inhibition for the dose of 200

mg/kg, and 55.26 % inhibition for the dose of 400
mg/kg), while indomethacin group had 60 %
reduction in paw edema within the same period.
The indomethacin group showed a slight
increase in paw circumference (0.1 mm) 24 h
after carrageenan injection, while non-negligible
decreases in paw edema were produced by the
two doses of n-BuOH extract (1.78 + 0.04 mm
and 1.7 £+ 0.03 mm for 200 mg/kg and 400
mg/kg, respectively).

The histopathological investigation  using
hematoxylin & eosin staining showed that the
groups of mice pre-treated with indomethacin or
n-BuOH extract of C. tougourensis at a dose of
400 mg/kg did not present any signs of
inflammation, as shown in Figure 1 C and Figure
1 E, respectively. Several sections showed
keratinized skin with squamous epithelium
resting on dermis composed of annexal
structures with normal morphology. In addition,
there were bundles of striated muscles and bone
trabeculae surrounding the medullary spaces
which contained hematopoietic elements of
normal richness. Hyperkeratosis was observed in
the group treated with n-BuOH extract of C.
tougourensis at a dose 200 mg/kg (Figure 1 D),
probably due to inflammatory response. In
contrast, vascular congestion was observed in
the carrageenan-control group (Figure 1 B),
which suggested onset of inflammatory response
reaction. However, this congestion could also
have resulted from trauma due to cutting of the
paw.
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Table 3: Effect of oral administration of n-BuOH extract of C. tougourensis and indomethacin on mice paw

thickness
Paw diameter (mm)
Treatment Dose Before After treatment
(malkg) treatment 1h 2h 3h 4h 5h 6h 24h
Control - 1.75+0.06 3.35+0.14 3.78+0.25 3.99+0.19 4.29+0.24 468+0.09 4.02+0.12 3.8+0.13
Indomethacin 20 mg/kg  1.69 £0.03"s 212 + 191+ 1.7+0.04™ 159+0.1™ 1.4+0.02™ 142 + 152+
0.03™ 0.05™ (57.39%) (62.93%) (70.08%) 0.06™ 0.02™
(36.71%) (49.47%) (64.67%) (60%)
n-BuOH 200 1.74+0.02" 3.1+0.14" 296+ 0.09" 2.66+ 2.46 229+ 213+ 1.78 £
extract mg/kg (7.46%) (21.69%) 0.06™ 0.08™ 0.05™ 0.05™ 0.04™
(33.33%) (42.65%) (51.06%) (47.01%) (53.15%)
n-BuOH 400 1.72+0.03™ 279+0.1" 273 % 253 ¢ 239+ 2.27 + 2.09 £ 1.7+0.03™
extract mg/kg (16.71%) 0.12™ 0.04™ 0.05™ 0.04™ 0.04™ (55.26%)
(27.77%) (36.59%) (44.28%) (51.49%) (48%)

Values are mean + SEM (n = 6). One-way ANOVA, followed by multiple Dunnet's test. *P < 0.05, **p < 0.01, ***p
< 0.001, compared with control group. ™ Not significant. Values given in parentheses represent percentage
inhibition of paw edema

Figure 1: Histopathologic features of mouse paw
tissues after sub-plantar injection of carrageenan
(H&E stain, x100). (A) Normal control, (B)
carrageenan control, (C) indomethacin-treated group
(20 mg/kg), (D) n- BuOH extract-treated group (200
mg/kg), (E) n-BuOH extract-treated group (400 mg/kg)

Anti-ulcer effect of Centaurea tougourensis

Macroscopic (Figure 2) and histopathological
(Figure 3) results revealed that except for the
control group (Figure 3B) which showed visible
vascular congestion and tissues lesions, almost
all treated groups did not present any sign of
ulcer.

DISCUSSION

Previous phytochemical studies on Centaurea

Figure 2: Effect of n-BuOH extract of Centaurea
tougourensis on the macroscopic appearance of
gastric mucosa in EtOH-induced ulcer in mice; (A)
normal control, (B) ulcer-control, (C) omeprazole-
treated group (20 mg/kg), (D) n-BuOH extract-treated
group (200 mg/kg), (E) n-BuOH extract-treated group
(400 mg/kg)

species reported high levels of tannins,
flavonoids, polyphenols and terpenes in these
species. This finding is consistent with the results
obtained in this study. Similar results were
reported by Zengin et al [12].

These researchers correlated the pharmacolo-
gical potential of eight Centaurea species with
their high contents of polyphenols, flavonoids
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and tannins, especially in C. triumfettii, C. patula
and C. pulchella. Qualitative and quantitative
analyses of n-BuOH fraction of Centaurea
choulettiana Pomel revealed high levels of
phenolic compounds and flavonoids [13]. On the
other hand, Joujeh et al [14] demonstrated dose-
effect relationship between phenolic content of
Centaurea iberica and anti-hemolytic effect.

Figure 3: Histopathologic examination of mice
stomach tissues after EtOH-induced ulcer (H&E stain,
x 100); (A) normal control, (B) ulcer-control, (C)
omeprazole-treated group (20 mg/kg), (D) n-BuOH
extract-treated group (200 mg/kg), (E) n-BuOH
extract-treated group (400 mg/kg)

Carrageenan-induced paw edema in a rodent
experimental model is a well-known test used to
determine the anti-inflammatory potential of plant
extracts. The test occurs in two phases. The
increase in paw edema during the first phase
could be explained by the huge release of
histamine and serotonin, resulting in release of
bradykinin and increase in vascular permeability
[15]. The results obtained in this study indicate a
possible  anti-inflammatory effect of C.
tougourensis, and they are in agreement with the
established fact that reduction in edema take
place in the second and third hours after
carrageenan injection [16]. The decrease in paw
edema in C. fougourensis groups during the late
phase could be due to a strong inhibition exerted
by the n-BuOH extract on prostaglandin E2
(PGE2) and nitric oxide (NO) which are the
principle  pro-inflammatory  mediators, by
inhibiting the expressions of nitric oxide
synthetase (iNOS) and cyclooxygenases (COX-1
and COX-2) [2]. This could also imply blockage
of the recruitment of key cytokine (IL-1B) which is

normally involved in the second phase, thereby
blocking the appearance of this phase [17]. The
indomethacin group showed a slight increase in
paw diameter 24 h after carrageenan injection,
probably due to slight reactivation of
inflammatory process [10].

Saponins exert remarkable anti-inflammatory
effects by directly blocking inflammation [18].
They decrease neutrophil infiltration, thereby
lowering inflammatory response based on
immunity. Recent research involving triterpenes
suggested that these compounds have
significant anti-inflammatory properties e.g.,
wound healing by accelerating the involvement of
several mediators called ‘cascade of healing’ at
cellular and molecular levels. These events result
in reduction of wound closure time.

The results of this study suggest that a high dose
of n-BuOH extract of C. fougourensis may block
the inflammatory process due to its appreciable
phenolic and tannin contents. Indeed, previous
work showed that high tannin content may be
responsible for pharmacological effects such as
significant disabling of macro- and micro-
vascular complications [20].

The anti-ulcer effects seen in this study are in
agreement with results of other research works
involving murine models which showed
significant anti-ulcer effects of some Centaurea
species via prevention of formation of gastric
mucosa lesions due to their high phenolic and
flavonoid contents [21]. These compounds
reduce the risk of developing inflammatory bowel
diseases such as ulcerative colitis (UC) and
Crohn's  disease, by suppressing the
JAK2/STAT3 and NF-kB signaling pathways [22].
A study by Pirvu et al demonstrated that
polysaccharides may act in synergy with
polyphenols to enhance the gastroprotective
effects of Centaurea cyanus [23]. This could be
explained by the fact that polysaccharides
provide a protective layer that consolidates the
gastric mucous layer.

Mucilages have been shown to be useful in the
treatment of several gastrointestinal diseases. A
study on ulcerated rat groups showed that
mucilages significantly reduced the acidity in the
gastric juice and increased the gastric pH [23].
This suggests that mucilages may act as barriers
that protect the digestive tract from the various
digestive enzymes and excess gastrointestinal
acidity [24]. In this study, it was found that C.
tougourensis contained high levels of mucilage,
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and the procedure used in extract preparation
favored the extraction of these molecules.

CONCLUSION

This study has demonstrated the phytochemical
and pharmacological potentials of Centaurea
species. Further investigations are required for
better understanding of the chemical composition
and the full potentials of Centaurea tougourensis.
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Résumé

Afin de contribuer a I’¢laboration d’une pharmacopée algérienne, ainsi qu’a la sauvegarde
du patrimoine lié a l'utilisation des plantes spontanées en médecine traditionnelle, ce travail
s'est intéressé a 1’étude des propriétés chimiques et pharmacologiques d’une espéce de plante
de la région des Aures nommée Centaurea tougourensis Boiss. & Reut. Sur le plan
phytochimique, cette espece a montré une richesse en diverses classes de métabolites
secondaires, avec une teneur en polyphénols élevé pour I’extrait n-BuOH et EA qui était de
(85.44 £ 3.89ug EAG mg/ d’extrait) et (124.02 = 1.57ug EAG mg/ d’extrait) respectivement.
L’analyse par HPLC-DAD a révélé au niveau de ces deux extraits la présence de 13 composés
qui étaient principalement des flavonoides et des acides phénoliques. L’analyse par GC-MS a
permis d’identifier 45 composés dans l'extrait n-BuOH et 23 composés dans 'extrait EA de C.
tougourensis.

Sur le plan pharmacologique, I’extrait n-BuOH a montré de meilleurs résultats par rapport
a ’extrait EA et les résultats ont évolué d’une mani¢re dose-dépendante. Les différents tests
antioxydants ont montré de bonnes valeurs d’ICso et d’Aos pour I'extrait n-BuOH, qui se
rapprochaient pour certains tests des valeurs des standards. Ces valeurs étaient de 0.72 + 0.07
pug/mL pour le test DPPH, 8.04 + 0.21ug/mL pour le test ABTS, 4.46 + 0.55 pg/mL pour le test
de la phénanthroline, 4.25 + 0.6 pg/mL pour le test GOR, 11.16 +0.64 pg/mL pour le test FRAP
et inférieur a 3.125 pg/mL pour le test CUPRAC. Cet extrait a accéléré le temps de coagulation
avec un pourcentage maximal de (86.71%) pour la concentration testée de 4 mg/mL. L’activité
neuroprotectrice de ’extrait n-BuOH était également considérable avec des valeurs 1Cso de 9.8
+ 0.62 pg/mL pour le test d'inhibition de l'acétylcholinestérase et de 173.53 £+ 0.04 ug/MI pour
le test d'inhibition de la butyrylcholinestérase. L’activité anti-inflammatoire in-vitro a été testée
par deux tests, le test de stabilisation des membranes des globules rouges, qui a révélé une
valeur ECso de I’extrait n-BuOH de 154.15 + 0.14pug/mL et le test de dénaturation des protéines
ayant révélé des valeurs ECso pour le méme extrait, qui était de 335 = 0.03 pg/mL pour le test
BSA et 120.81 £ 0.2ug/mL pour celui de I’ceuf de poule. L’inhibition de I’activité de I’alpha
amylase a également été évaluée et les deux extraits n-BuOH et EA semblent avoir un effet
d’inhibition comparable sur cette enzyme. Les valeurs ICso étaient de 711.5 = 0.03ug/mL pour
I’extrait n-BuOH et 962 + 0.02 pour EA. L’extrait n-BuOH a montré un facteur de protection
solaire maximal de (56.035). Concernant 1’activité antimicrobienne, I’extrait EA a été plus actif
et a montré des concentrations minimales inhibitrices (CMI) de 0.00625 mg/mL contre
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) et 0.0125 mg/mL contre Escherichia coli pathogene.

La partie in-vivo a été réalisée avec I’extrait n-BuOH, le test de toxicité aigu€ n’a révélé
aucun signe de toxicité de la plante et ceci méme pour la dose testée de 2000 mg/kg. Les divers
résultats obtenus suggerent que C. fougourensis posséderait une bonne activité analgésique,
anti-inflammatoire, antipyrétique, antiulcéreuse, hépatoprotectrice et cicatrisante et ceci pour
les deux concentrations testées (200 et 400 mg/kg) mais les résultats ont été considérés
meilleurs avec la concentration de 400 mg/kg. Cette plante a également montré une bonne
activité antidiabétique, que ce soit pour le test de tolérance au glucose (OGTT) ou bien du
diabete induit par la streptozotocine. Les divers examens histologiques ont appuyé€ les résultats
obtenus, ainsi que I’analyse des paramétres biochimiques et hématologiques.

Ces résultats encourageants montrent le potentiel pharmacologique des especes Centaurea
et indiquent que C. tougourensis pourrait avoir des effets thérapeutiques prometteurs dans le
traitement de plusieurs maladies chroniques associées a I'inflammation et au diabete.

Mots clés: Centaurea tougournsis, phytochimie, activités biologiques, parametres
biochimiques, parametres hé matologiques, histologie.



