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Introduction

1

Introduction

vie des patients (Salam et Omar, 2015).

L'acide v

son

importance pharmacologique,

et la et al., 2017 ;

Chang et al., 2016).

de son association au stress oxydatif chez

les patie

sa

Abdella et al., 2014).

s s

soins primaires dans la vie quotidienne (Ladoh et al., 2014). Toutefois, les

liques ainsi

Sedighi et al.,

2017). cela, la

vis- -

comme antioxydantes afin de le potentiel de l'effet nocif des

le VPA sur . ,

Foeniculum vulgare

de ce au niveau du foie et les reins des rats Albinos Wistar (Al-Amoudi, 2016). Aussi
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2

bien, l'extrait de safran (Crocus sativus

testiculaires induites par le VPA chez plusieurs

composants antioxydants (Sakr et al., 2014). des deux plantes Apium

Graveolens et Rosmarinus Officinalis

et pour

(Hamza et al., 2016).

travail qui

protecteur des extraits de la plante Centaurea sphaerocephala vis- - induite par

Une in vitro : c in vitro

C. sphaerocephala tests (teste de DPPH,

in vivo

n-butanol de la plante C. sphaerocephala.

des cet extrait e par le VPA sur l

organes des rats : foie, reins, cerveau, testicules.



3

:

SYNTHESE
BIBLIOGRAPHIQUE
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I.

1. acide v (VPA)

-2- , acide 2-

) (Figure1), Valeriana

officinalis), ( et

Parrot, 2004). un

. Il est aussi prescrit pour traiter les personnes souffrant

de troubles bipolaires (perruca,

2002 ; Bolanos et Medina, 2007 ; Chateauvieux et al., 2010). le VPA

organique, et

furent

solubiliser des produits afin de tester leur Meunier et al., 1963 ;

Thomes et Alixis, 2000). le VPA fut France, en Grande-Bretagne

and Drug Administration en 1978 (Lagace et al., 2004).

Figure 1 : Structure (Lheureux et al., 2005).

2. Absorption et du VPA

-

diminue pas -ci

et Parrot, 2004). Son et il est -

rachidien (LCR) et au cerveau (Jezequel et al., 2010).

90 %chez elle est La fraction libre augmente
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. Cette liaison

du

les (AG)

(Hatton et al., 2016). du VPA est de plus 80 % et sa

demi- (Lheureux et Hantson, 2009).

Le VPA

Glucuronidation et -oxydation, (Figure 2).

Les produits de et q 450 : le 4- -VPA

et le E-2,4- -VPA se .

(Potter et Ketter, 1993 ; Mc Evoy, 1997 ; Silva et al.,

2008).

Figure 2 : Principales voies de biotransformation de VPA (Chang et Abbott, 2006).
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3. L

Hardy et al.,

2001 .

3.1. Sur le foie

. des

s l'AST, l'ALT et l'ALP

(Cakmak et Yanardag, 2015). La

(Saleh et

al., 2012).

3.2. Sur le rein

Les individus syndrome de

sont perdus dans

l'

(Watanabe et al., 2005 ; Knights et al., 2016).

une augmentation de la production de glutamate et d'ammoniac (Mallet et al., 2004 ;Mock et

Schwetschenau, 2012 ).

3.3. Sur nerveux central

Le traitement par le VPA pourrait causer une anomalie neuronale et contribuer

(Jessberger

et al., 2007).

Une

(Priester et

al.,2009 ; Larsen et Ostergaard, 2014 ; Zeiler et al., 2016).

Trouble de la vigilance allant au coma (Schmitt et al., 2009 ;

Spiller et al., 2000).

(Chateauvieux et al., 2010).
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3.4. Au niveau du sang

avec le VPA. Les

les dysfonctions

plaquettaires, la maladie de Von Willebrand, XIII, des

que des carences en Vitamine K (Kose et al.,2009 ; Chen et al.,

2013).

U

le VPA. Il

plasmique

et externes de la membrane cellulaire (Farkas et al., 2000 et al.,

2003 ; Handoko et al., 2006 ; Chateauvieux et al., 2011 ).

(Hebert et al.,

2017).

(Coyle et al., que dans

.

3.5. Au niveau de la peau

.

Des changements de la pousse et la couleur des cheveux (Baba et al., 2003 ; Korkmazer et

al., 2006), ce qui est due au traitement par le

biotinidase (Yilmaza et al., 2009).

et al., 2017).

3.6. Gastro-intestinal

Perte de poids ou profit accrue, anorexie (Levy et al., 2002 ; Wirrell, 2003 ; Grosso et al.,

2009 ; Zaccara et Tramacere, 2011 ; Brandt et al., 2006 ; Belcanto et al., 2013).

3.7.
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et une augmentation de la concentration mettre la

vie en danger ont Neuman et al.,

2001 ; Sztajnkrycer et al.,2002 ;Rauchenzauner et al., 2008 ;).

(Ray et al., 2015).

et al., 2016).

3.8. Au niveau des testicules

significative du poids des

pourcentag (Nishimura et al., 2000 ; Roste et

al., 2003 ; Isojarvi et al., 2004 ; Bairy et al., 2010 ; Cansu et al., 2011).

de

ce qui provoque et al.,

2015).

pubertaire en diminuant le taux de croissance testiculaire et (Roste et

al., 2001).

3.9

traitement par

somatiques chez la prog

avec de fortes contre-indications lorsqu'il

(Sabers et al., 2014 ; Goyal et

al., 2016 ; Stadelmaier et al., 2017).

cardiaques, mais aussi des anomalies du tube neural qui se manifestent souvent sous forme
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), une fente labio-palatine, des anomalies des

voies urinaires ou une malformation des membres (Lloyd, 2013).

L'exposit

accru

de trouble du spectre autistique (TSA) chez les enfants (Gao et al., 2016).

A cause

ma

(Tomson et al., 2016).

II.

de

certains types de crises, troubles anxieux, troubles de stress post-traumatique, migraine, trouble

bipolaire et types d'Alzheimer, ainsi que d'autres troubles psychiatriques chez et

(Ogungbenro et Aarons, 2014 ; Mony et al., 2016).

(Perruca, 2002 ;

Lheureux et Hantson, 2009). L

(Ubeda et al., 2002 ; El-Shenawy et Hamza, 2016).

Dans

cerveau, les reins et les testicules (Bairy et al., 2010 ; Eskandari et al., 2011 ; Hussein et al., 2013 ;

Knights et al., 2014 ; Hamza et al., 2015 ; Hamza et El-Shenawy, 2017). C la

(Verrotti

et al., 2008).

II.1. du VPA

l'homme

d' :

Une -

Une

et al., 2015).
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onctionnement mitochondrial, avec une

-

(Pessayre et al., 1999 ;Lee, 2003 ; Begriche

et al., 2011 ;).

hosphatidyl- ntation de lysophosphatidyl-

dysfonctionnement ce qui favorise la peroxydation des lipides qui peut

et peuvent aussi participer

(Berson et al., 1998 ; Natarajan et al., 2006 ; Silva et al., 2008 ;

Mitchell et al., 2009).

Aussi bien, le stress oxydatif,

de

(Abdella et al., 2014). u VPA sont : l'oxydation

-

dont les plus importants d'entre eux sont : 4-ene -VPA (Tong et

al., 2003) et E-2.4-diene VPA (Kiang et al., 2011 ; Surendradoss et al., 2012)

-oxydation (Perucca, 2002, Kiang et al., 2010). Ces

conjuguent

qui

ROS. S quant un

et al., 2010 ; Ibrahim et al., 2017).

Hamza et al

De plus, Des tests in vitro

sur des des

produits par le VPA induisent une



11

Haber-

c 3).

s

induite par le VPA (Pourahmed et al., 2012).

Figure 3 : du VPA par (Pourahmed et al., 2012).

II.2. VPA

D ,

induite par

le VPA n'est toujours pas claire (Chaudhary et al., 2015).

du VPA est

du LPO et la

diminution de des (

effet notable sur l Ces

(Tabatabaei et Abbott, 1999).

-Amoudi, 2016). Aussi bien

et al., 2000). les
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et al.,

les enfants sous traitement anti-

- -

(Mazaheri et al., 2011).

II.3.

t dans le cerveau, tels que les antioxydants enzymatiques

(CAT) et

partiellement. La -

perfusion, la crise, les maladies de Parkinson et d'Alzheimer. La antioxydante a

et al., 2017). En effet,

des

cervelet et le cort le VPA (Chaudhary et Parvez, 2012).

II.4. au niveau des testicules

les effets

(Xiaotian et al., 2013).

es humain

y compris l'inhibition de la mob , (Girish

et al., 2014). Les d'un stress oxydatif accru (Hamza et

Amin, 2007).

oxydatifs. Au niveau des testicules, le stress oxydat

une fonction normale (Ourique et al., 2016).

II.5. Le stress oxydant

les pro-oxydants et les antioxydants ce ui

provoquent en agressant toutes les cellules et tous les tissus, en
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(Kehili et al.,

2017 ; Farh et al., 2017).

humaine (Prior et Cao, 1999 ; Laguerre et al., 2007).

Figure 4 : .

II.5.1. Les radicaux libres

que seconds

messagers dans l'activation de plusieurs voies de signalisation,

et al., 2012).Ils

effet, un marqueur de cancer ( -Arrabal

et al., 2013).

Ils
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a) Les superoxyde (O2
-), le radical hydroxyle (OH

nitrique (NO ), le radical peroxyle (ROO ) et le radical alkoxyle (RO ).

b) Les 1O2 2O2), le

nitroperoxyde (ONOOH), les hydroperoxydes organiques (ROOH) -

) (Birben et al., 2012 ; Savini et al., 2013 ; Lefaki et al., 2017). L'ensemble des radicaux libres et de

(Favier, 2003).

5.1.1.

Le radical superoxyde O2
- est le plus actif, intervient dans de nombreux processus physiologiques et

pathologiques (Liu et al., 2017). Il provient de diverses sources cellulaires dont la source

physiologique majeur est la chaine respiratoire mitochondriale

O2
-, . Il est

2 lors de la phagocytose en de la

NADPH-oxydase, . Une autre source peut

en acide urique (Li et Fukagawa, 2010 ; Birben et al., 2012).

le radical hydroxyle (OH ) qui est le plus important des produits. C

xyde et de peroxyde

via la

(Lipinski, 2011 ; Dutta et al., 2017).

H2O2 + Fe +2 Fe3++ OH - + OH .

Ensuite le fer :

Fe 3+ + O2
.- Fe 2+ + O2

de

H2O2 + O2
.- O2 + OH - + OH.

l'oxyde nitrique (NO) qui est -

. S .

-

i (Njoya et al., 2017). Le NO

converti en ion nitrosium (NO+), en anion nitroxyl (NO-) ou en peroxynitrite (ONOO-). Ce dernier se

dissocie pour produire un OH et un radical dioxyde d'azote (NO2.) (Santana et al., 2017).

Le radicale peroxyle (ROO )

simple du radical peroxyle est le radical perhydroxyle (HOO.) protonation du
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superoxyde.

de la tumeur (Phaniendra et al., 2015). Par contre, le radical alkoxyle (RO.) se produit lors de la

(Birben et al., 2012).

l

, en particulier celles contenant des

doubles liaisons (Mor et al., 2014).

Aussi bien, l

; qui

(Huang et Sikes, 2014). Il provient de la dismutation

- arge et

Il peut aussi

- -actifs libres (Cuypers et

al., 2016).

H2O2+ Fe2+ OH. +OH- + Fe 3+

Cependant, l .) et superoxyde (O2
-

3
- qui est un puissant agent oxydant et nitrant

et favorise les dommages nitroxidatifs (Carballal et al., 2015).

O2
-+ NO NO3

-

(HOCl) a

; telles que la fibrose kystique, les broncho-pneumopathies

chroniqu et le cancer (Chen et al.,

2016). (Zhou et

al., 2015).

H2O2 + Cl- HOCl + HO-

principales ERO et de leurs formati 5.
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Figure 5: Cascade de production des principales ERO : en orange ERO non radicalaires et en

jaune ERO radicalaires (Favier, 1997).

5.1.2.

organites cellulaires tels que les mitochondries, les peroxysomes et le

.

La mitochondrie

La plupart des ROS intracellulaires proviennent des mitochondries (Figure 6).

Figure 6 : production des ROS mitochondriales (Phaniendra et al., 2015).

Peroxysomes

H2O2. Mais

libres produits dans les peroxysomes comprennent H2O2, O2
-, OH et NO -oxydation des acides
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gras 2O2 dans les peroxysomes. L

enzymes peroxysomales telles que l'acyl CoA oxydases, la D-aminoacide oxydase, la L- -hydroxy

oxydase, l'urate oxydase, la xanthine oxydase, la D-aspartate oxydas

ROS (Schrader et al., 2006) (Tableau1).

Tableau1 : ROS produisant des enzymes dans les peroxysomes.

Enzyme Substrat ROS

AcylCoA-oxydases Acides gras H2O2

D-aminoacide oxydaseD-proline H2O2

L-a-hydroxy oxydaseGlycolate H2O2

Urate oxydase Acide urique H2O2

D-aspartate D-aspartate H2O2

Xanthine oxydase Xanthine O2 -, H2O2

que les enzymes du cytochrome P450 et b5 et la

(Bhattacharya, 2015).

glandines, l'auto oxydation

DH2, l'activation des

cellules immunitaires, l'inflammation, le stress, l'exercice excessif, l'infection, le cancer, le

vieillissemen etc Pizzino et al., 2017).

D'autre part, produits

2 :

Tableau2 -Huy et al., 2008)

Pollution de l'air et de l'eau

L'alcool Cuisson (viande
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: Solvants industriels

5.1.3.

Physiologiquement

des concentrations faibles, assurant de nombreuses fonctions utiles.

Les ERO laires, tels que

aussi tuer les agents

oxydatifs ou indirectement en stimulant

s non oxydatifs. Notamment la signalisation

(Paiva et Marcelo, 2014) (Figure 7).

Figure 7: par des
(Paiva et Marcelo, 2014).

5.1.4.

er la

peroxydation des lipides et provoquer des ruptures de brins d'ADN. En plus ils peuvent oxyder de

(Li et al., 2015) (Figure 8).
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Figure 8 : (Bonnet et al., 2010).

5.1.4.1. Les dommages oxydatifs

Les dommages oxydatifs de l'ADN sont largement

de l'ADN induites par le stress oxydatif (Valente et al., 2012). Il peut induire environ 10 000

(Dey et al., 2013 ; Tang et al., 2014). Ceci peut induire des cassures monos et

-

(Phaniendra et al. ,2014 ; Kumar et

al., 2017) (Figure 9). Ces attaques sont

et les pyrimidines de l'ADN par l'addition de doubles liaisons et l'abstraction d'un atome H (H

-H du 2'-

produits, tels que le 5- -uracile, le radical d'addition C8-OH- de la guanine et la 8-

hydroxyguanine (8-OH-G) (Klaassen et al., 2010).
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Figure 9 : (Favier, 2003

5.1.4.2. Les lipides

-radicaux attaquent les lipides contenant des doubles liaisons

carbone- qui impliquent l'extraction

carbone dans les radicaux peroxydes lipidiques et les hydroperoxydes. Ce qui

provoque ipidique membranaire

et des cellulaire (Yin et al., 2011 ; Barrera, 2012).

le 4- -HNE) et le

hyde (MDA). Ce dernier

avec l'acide thiobarbiturique (TBA) (Kumar et al., 2017).

Le processus global de la peroxydation lipidique comprend trois initiation, propagation et

terminaison. -oxydants tels que le radical

radical lip

(L ). Dans la phase de propagation, le radical lipidique (L

former un radical lipide peroxy (LOO lipidique

hydroperoxyde lipidique (LOOH).
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n

autre LOO formant des produits non radicalaires (Figure 10) (Ayala et al., 2014 ; Savina, 2014).

Figure 10 la peroxydation lipidique (Ayala et al., 2014).

5.1.4.3.

s

( et al., 2017). Les ROS

sons

- La perte de

. Les

Phaniendra et al.,

2014).

cardiovasculaires, les cataractes,

neutralisation des radicaux libres ou des radicaux peroxydes par un agent antioxydant est importante

pour la protection cellulaire contre le stress oxydatif (Sanchez, 2016) (Figure 11).
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Figure 11 : e par
es sources internes et externes (Sanchez, 2016).

5.1.5. Pathologies

de plusieurs maladies, comme les maladies

d'Alzheimer et de Parkinson

maladies auto- immunes et le cancer (Kreuz et Fischle, 2016) (Figure12).
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Figure12 : s maladies (Rahal et al., 2014).

Le stress oxydatif serait la cause de l'induction d'allergies, de maladies auto-immunes ou

menant

(Rahal et al., 2014).

II.5.2.

les signes

ROS. Un
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(Kumar et al., 2017). sortes (Figure13).

Figure 13 : L (Apostolova et Victor, 2015).

5.2.1. Les antioxydants enzymatiques

Le superoxyde dismutase

Le superoxyde

es que l'anion superoxyde (O2 -

(Bernardy et al., 2017).
-) en H2O2

(Fukai et

Ushio-Fukai, 2011) (Figure 14).

: Une SOD contenant du

cuivre/zinc (Cu/ZnSOD, SOD1)

er membranaire des mitochondries. Une

(MnSOD) (SOD2)

dans la matrice mitochondriale. Une SOD extracellulaire (ECSOD, SOD3

extracellulaire (Candas et Li, 2014).

Cu/Zn SOD est
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l'i une

/Zn SOD est la trisomie 21, ou syndrome de Down (Case, 2017).

Figure14: - par les SOD (Fukai et Ushio-Fukai, 2011).

Les glutathions peroxydases (GPx)

Les glutathion-peroxydases (GPx) sont des non- -thiol-

d'enzy Ce

contenant chacune un atome de Ils sont

importants

nt ainsi les cellules contre les dommages oxydatifs graves (Islam et al., 2015).

Ils catalysent en eau et les hydroperoxydes organiques ou

hydroperoxydes lipidiques en eau

(Jain et Bhatla, 2014 ; Reichel, 2010 ).Chez les Eucaryotes, il existe cinq isoenzymes de la

les liquides extracellulaires et dans les cellules au niveau du cytosol et

des mitochondries: La GPx 1 cytoplasmique et mitochondriale, la GPx2 gastro-intestinale, la GPx3

plasmique, la GPx 4ou PH

GPx5 a plus abondante

(Comhair et Erzurum, 2002).
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Catalase (CAT)

La catalase est une enzyme antioxydante et hydroperoxydase, p

(Dash et

Phillips, 2013). La catalase dissocie

2O2 en l'utilisant pour

en oxyder une autre (Bi et al., 2017).

peroxysomes de diverses cellules, dans les plaquettes

-Franch et al., 2011).

5.2.2. Les antioxydants non enzymatiques

Le glutathion(GSH)

-L-glutamyl-L- -

corps humain. Bien que ses fonctions soient complexes et restent l'objet de recherches actuelles. Il est

verses

fonctions physiologiques ;

immunostimulant. Il intervient aussi dans le cycle de deux vitamines antioxydantes la vitamine E et

la vitamine C (power et jakson, 2008 ; Honda et al., 2017 ; Kobayashi et al., 2017). Il est l'un des

intracellulaire - . Il a deux

formes stables principales : le thiol (GSH) et le disulfure (GSSG). Il est

-glutamyl ase (GSH1) et la

glutathion synthase (GSH2). (Fukushima et al., 2017 ; Uchida et al., 2017).

Le glutathion se comporte comme un antioxydant notamment au niveau mitochondrial en

de GPx Il minime effet nocif tel

que la peroxydation lipidique (Lu, 2013).

La figure 15 .
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Figure15 : .

La -

La vitamine E, est une vitamine liposoluble qui fonctionne comme un antioxydant. Huit formes de

dont la plus

active est l' - (Figure16).

Figure16 : La structure chimique -tocopherol) -Albert et al., 2003).

Elle .

En particulier, elle de leur radical hydroxyle

(ROO.) et alkoxyle (RO. peroxydation

lipidique. membranes biologiques, notamment au

niveau de la membrane mitochondriale qui contient de forts taux de vitamine E et qui est riche en
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aux libres.

Wang et

al., 2016 ; Ambrogini et al., 2016 ; Chabory, 2009 ; Magosso et al., 2013).

La vitamine C

L'acide ascorbique (vitamine C, Vit. C) (Figure17) est une vitamine hydrosoluble importante pour les

(Chenet al., 2017).

toxines. Elle

facilite aussi

l'intestin

Hah et al., 2017).

Figure 17 : La structure chimique de la vitamine C (acide ascorbique) -Albert et al.,
2003).

La vitamine A

La vitamine A (retinol) est un micronutriment essenti . Ce qui signifie

la maladie (Clugston et Blaner, 2014). Elle est liposoluble et obtenue

: all-trans it. - it. A), et

mitate).

peroxydation des lipides (Petiz et al., 2017) (Figure 18).
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Figure18 : Les
-trans-

-trans- -

(RA) (Metzler et Sandell, 2016).

L'acide urique est

de purines,

(El Ridi et Tallima, 2017).

L comme

l'oxydation de l'acide

fer. Il peut

par le peroxynitrite, la peroxydation de r aussi les LDL contre
2+ (So et Thorens, 2010).

La bilirubine

anti-inflammatoires,

radicalaires.

accrue et offrent une protection contre les maladies induites par le stress oxydatif. Elle se

contre la peroxydation lipidique. Une fois que la bilirubine agit comme un antioxydant,
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en biliverdine qui sera alors

bilirubine (Haleng et al., 2007 ; Karadag et al., 2017 ; Dwarka et al., 2017).

Les oligo-

Les oligo- sont principalement des cofacteurs aux enzymes antioxydantes

(Grait,

2006). Parmi les principaux oligo- : et joue un

. le superoxyde

pertinents.

De er les

membranes cellulaires (Mut-Salud et al., 2015).

III.

1.

antioxydants naturels, en particulier les ,

notamment anti-inflammatoires, antivieillissement, anti- . En effet, la

recherche scientifique appuie fortement sur les des un grand

n

chroniques, telles

. Mais la

cardiovasculaires. Ils

pharmacologiques (Xu et al., 2017 ; Zamora-Ros et al., 2014 ; Figueira et al., 2017) (Figure 19).
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Figure 19: Effets biologiques des (Martin et Andriantsitohaina, 2002).

Les

es flavonols, les flavones, les anthocyanes,

les flavanones et les isoflavones sont les classes les plus importantes

aliments. Les sous-classes de dihydroflavonols, de flavan-3,4-diols, de chalcones, de

dihydrochalcones et d'aurones sont des composants mineurs de notre alimentation. Les classes les

plus importantes de non- (Mattera

et al., 2017) (Figure 20).
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Figure 20 : Structure principaux groupes de
(Mattera et al., 2017).

2. Les es

Flavones

yle et malonyle igure

21

le es

monocytes aux LDL in vitro et s

(Hostetler et al., 2012).
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Figure 21 : Structures des communs de flavones (Hostetler et al., 2012).

Flavonols

La structure la plus simple du flavonols a le squelette 3-hydroxyflavone. L'action biologique des

hydroxyle sur le squelette du flavonols

vasorelaxantes

-dihydroxyflavonol

iques des flavonols est dans

la Figure 22 (Leo et Woodman, 2015).
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Figure22 : (Leo et Woodman, 2015).

Isoflavones

Les isoflavones sont un sous-

secondaires aromatiques olisme des

par exemple, le

les lignanes (Medjakovic et al., 2010).

Les flavan-3-ols

Flavan-3-ols, la sous- complexe chimiquement contient un groupe

hydroxyle en position 3 du C-

-

-) -

la (-) - -) - -3-O-gallate et (-) - -3-O-gallate

ique en position 3 du cycle

C. Les flavan-3-

(Fantini et al., 2015).
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Les non-

L

d'esters, de glycosides ou d'amides dans la nature, mais pas sous leur forme libre. Le facteur

hydroxyles sur le cycle aromatique (Teodoro et al., 2015) (Figure 23).

Figure 23 : acides (Teodoro et al., 2015).

Les

font partie d'un vaste groupe de

-trihydroxy-trans-

nol phytoalexine bien connu qui se trouve principalement dans la peau du raisin. Il

ovasculaires - iques et neuroprotectrices

(Reinisalo et al., 2015).
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Les lignanes

qui

lignanes : ceux

diglucoside (SDG), l'isolariciresinol, le

et ceux om de

fibres, y compris les graines de , l'orge,

le seigle et l'avoine. Les soja ; et des

(Imran et al., 2015).

3.

Les par deux :

3.1

aromatiques dans les plantes et les micro- aromatiques.

une transamination et

(Ragusa et al., 2017 ; Tsao,

2010).

3.2 :

- CoA

-

tyl-CoA carboxylase (Fleeger et Flipse, 1964 ; Richter, 1993).

4. B

Puisque les fournissent la

.

aux taux de nts dans le sang ou l'urine. Mais

d'acide glucur ylation (ajout d'un

groupe sulfate). Ce dans
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les ), mais leur biodis

(Amawi et al., 2017 ; Mouhid et al., 2017).

4.1 Le des

proportion de

I, les ubissent

- (Kumar et Pandey, 2013 ; Cassidy et

Minihane, 2017) (Figure 24).

Figure 24 : des (Cassidy et Minihane, 2017).

4.2.

Les sont (Figure 25)
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Figure 25 (Panche et al., 2016)

4.2.1. A

antioxydante. En effet, d'action antioxydante peut comprendre : la suppression de la

formation des

radicaux libres tels que les radicaux

hydroxyles et superoxyde ainsi que

oxydases et la xanthine oxydase. Ils peuvent aussi stimuler

d'autres enzymes qui ont antioxydante dont la catalase et la superoxyde dismutase

(Quideau et al., 2011 ; Mishra et al., 2013 ; Kumar Pandey, 2013 ).

4.2.2.

Les

potentielles ( -Calvo et al., 2017). Ils sont capables de supprimer un certain nombre de

antibiotiq avaient une utilisation conjointe avec des

(Daglia, 2012).

4.2.3.

Les important dans le traitement

des



39

foie, du poumon, de la glande mammaire ou de la peau. De nombreux , tels que les

-3-gallate, l'acide

gallique et Tous ont

bien que (Li et al., 2014).

Les

progression du cycle cellulaire , la promotion de l'apoptose ,et la modulat

enzymatiques (Vauzour et al., 2010) : Par exemple, l'augmentation de la glutathion peroxydase, de la

catalase, de la NADPH- -

enzymatique du cytochrome P450 par les , ents

(Khan et al.,1992)

(c'est- -dire MAPK kinase et phosphatidyl inositide 3 kinase (PI3 Kinase)

Dhillon et al., 2007 ; Hopfner et al., 2008 ; Ramos, 2008).

4.2.4.

L'apport alimentaire de

(Bhullar et Vasantha,

2013).

duction et l'accumulation des ROS, dont l'accumulation est

(Basli et al.,

2012).

4.2.5. protectrice

Les importants car

diminuant l'oxydation des acides

gras, en diminuant le stress oxydatif et l'inflammation ainsi que les principaux facteurs responsables

Aguirre et al., 2014).

e de concentrations de 1-

aminotransferase (AST) et de l'alanine

aminotransferase (ALT) 4
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ses orales de 50, 100 et 200 mg/

taux d'hydroxyproline

et d'acide sialique dans le foie.

l Wu et al., 2006 ;Kumar et

Abhay, 2013 ). La Silymarine applications cliniques dans le traitement de la cirrhose, des

et al., 2001).

4.2.6. :

La protection du rein par les

(Rodrigo et al., 2001 ; Rodrigo et Bosco, 2006).

Epigallocatechin-3-

(Zhou et al.,

2013) cis platine (Sahin et al., 2010 ;Pan et al., 2015 )

-reperfusion (Kakuta et al., 2011)

extracorporelle (Twal et al., 2013) Ribaldo et al., 2009 ;Yoon et al., 2014

) (Tsai et al., 2011) (Peng et al., 2011).

les

chant la peroxydation des lipides, la carbonylation

(Thangapandiyan

et Miltonprabu, 2014 ; Gao et al., 2016).

5. Centaurea sphaerocephala

5.1 Introduction

et al., 2013).

Po et la

valor parmi ces derniers : Centaurea sphaerocephala.

Centaurea L. (nom commun :

,
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(Ozenda,1958 ; Quezel et Santa, 1963 ;Korga et

al., 2017 ).

5.2 Description botanique de la plante

Comme pour tous ou fleurons

le pourpre et le violet, mais il existe aussi quelque

Figure 26 : Centaurea (Asteraceae) (Azzouzi, 2017).
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5.3 Centaurea sphaerocephala

f

pleines, plus ou moins semi-

de 5 lancinaient

(Bayer et al., 1989).

Figure 27 : Centaurea sphaerocephala

https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Centaurea_sphaerocephala&oldid

5.3.1 Classification botanique de la plante

Tableau 3 : Centaurea sphaerocephala

Embranchement Angiospermes

Classe

Ordre Asterales

Famille

Sous-famille Tubiflores

https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Centaurea_sphaerocephala&oldid


43

Tribu

Genre Centaurea

Centaurea sphaerocephala

5.3.2 Centaurea sphaerocephala

sous-esp

aglycones de type chrysoeriol et apigenine, de glucosides de typechrysoeriol 7-O- -

glucoside. Ces de types

germacranolide et elemadienolide, de lignanes de type matairesinol,arctigenine, arctiin, deux

- ou structurel de lappaol A, et un nouveau

notons que la fraction des acides gras et des dominante dont l'acide

le principal composant de l'huile de C. sphaerocephala (Geppert et al., 1983 ;

Bastos et al., 1990 ; Bruno et al., 1994 ; Senatore et al., 2006 ; Bentamene et al., 2008 ; Bentamene

et al., 2010).

5.3.3

Centaurea

dans de nombreux pays. Par exemple :

E Centaurea cyanus oulager la

l'infusion de Centaurea calcitrapa

comme ; Centaurea jacea menstruel,

pour soulager la constipation et augme (Baytop, 1999 ; Arif et al., 2004). En Tunisie,

Centaurea furfuracea (Alapetite,

1981), astringent (Fakhfakh, 2007).

de Centaurea incana

(Aclinou et al., 1982).

5.3.4 Centaurea

secondaires

Centaurea font le sujet d'une large investigation

titre d'exemples : les
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Centaurea importantes : anti inflammatoire, anti

tumeur, cytotoxique, antimicrobienne, hypothermique, antifongiques, antiplasmodiales,

.

- - -lactone qui leur

-11 C-

possedant un cyclopentyle, si ce

cycle comporte un atome de chlore. Les

20 fois moins actives (Bicha, 2011 ;Albayra et al., 2017 ;).

de Centaurea

sphaerocephala.
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:

In vitro et In vivo



Etu

1.

Les Centaurea sphaerocephala ,

sur la base de Quezel et Santa

(1963) par le Professeur

-EK-

ALG-

Mentouri Constantine 1.

2.

Les feuilles et les fleurs (2000 g) de C. sphaerocephala

-eau (70 : la

sous agitatio

n-butanol (n-BuOH). Les solutions

(Na2S04),

commun et conc C) pour obtenir les extraits suivants : CHC13 (5 g),

EtOAc (4,94 g) et n-BuOH (34 g) (Figures 28).

Mme Bouchehem Ratiba, doctorante en chimie.
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0) 3 fois successive (24-

48h)

Filtration

3COO) 4Pb

Filtration

Extraction 3 fois par 2SO4

2SO4

n-butanol*Filtration

*Filtration

Figure 28 : Protocol a plante Centaurea sphaerocephala.

=fleures+feuilles) (2000g)

thanolique

Filtrat

Phase organiquePhase aquatique

Extrait chloroformique(5g)Phase organiquePhase aquatique

(4,94g)

Phase aquatique Phase organique

Extrait n-butanol (34g)
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3. Etude phyto-chimique

3.1. des dans les deux extraits

butanoliques plante C.

sphaerocephala a -Ciocalteu s

et al mL.

-

, on ajoute 30

(20%). 2

spectrophoto

suivante.

Absorbance = 0.001 x [acide gallique]

3.2.

deux extraits n-butanol C.

sphaerocephala (Ordonez et al., 2006). A chaque 0.5 ml des

3

la La

en suivante.

Absorbance

3.3. Evaluation du pouvoir antiradicalaire (DPPH)

deux extraits (n-butanol et d C. sphaerocephala

le radical DPPH (2,2- -1- et al., (2001).

Le DPPH, la vitamine C et les deux

en triple. Puis les tubes

une

m e

:

I % = [(A0-

A0 : Absorbance de la solution de DPPH seule

A1 : Absorbance de la solution de DPPH + l'extrait ou de la vitamine C.
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Les concentrations inhibi

la variation du

pourcentage d'inhibition du radical DPPH (I %) en fonction des concentrations croissantes des extraits

et de la vitamine C.

3.4. Inhibition de la peroxydation lipidique (LPO)

de la plante

la concentration du MDA

et al., 2005). urique. A 0.5

4

ou de la vitamine C C pendant

une heure.

thiobarbiturique

I % = [(A0- .

de l'extrait ou de la vitamine C.

Les concentrations inhibit 50) la plante

variation du pourcentage d'inhibition de la peroxydation lipidique (I %) en fonction des

et de la vitamine C.

3.5. extraits des plantes sur des lignes cellulaires in vitro

n-butanol a s HeLa (human

cervix carcinoma). Cette a xCELLigence

(RTCA) dans les laboratoires
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Les lignes cellulaires HeLa (human cervix carcinoma)

2

bovin (FBS) (Sigma, Allemagne) et 2% d'une solution

-80%

de confluence.

es du fond des boites de culture par 10 ml d'une

solution de trypsine-

coniques s

chaque suspension

T

Avant de commencer la manipulation, la hotte de culture cellulaire ainsi que qui y seront

la contamination.

Une plaque de s

2 pendant 15 minutes

tous les puits

es trois derniers qui seront

du milieu de culture sans cellules). La plaque est l min. Ensuite, la

2

et al -

- mL. A la fin,

avec du milieu de culture DMEM. Trois puits

avec des cellules HeLa non , positif.



Etu

teur pendant 51 h. La

3.6. Inhibition des dommages oxydatifs de l'ADN

le

plasmidique 2O2) (Russo et

al., 2001).

Escherichia coli.

microtubes eppendorf. Dans le premier gr n-butanol

suivi par 4 2O2 seulement 4 2O2

groupe es

Tous les microtubes eppendorf

ture ambiante. Un aliquote de 1

illa

(C0).

(Vilber).

4. mentations animales Etude in vivo

4.1. C. sphaerocephala

(300mg/kg)

rats males de la souche Wistar Albinos (Institut Pasteur, Alger) pesant entre

(200- s en groupe de 7 rats dans des cages

standards

. Ils sont maintenus

une . Ces

exp h du matin.
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protecteur n-butanol de la plante Centaurea

sphaerocephala vis- - , sur les rats durant

jours. Les rats huit groupes de 7 rats chacun comme suit :

: non

Groupe Vit E /kg pendant 14jours.

Groupe Ext .

Groupe Ext . 14 jours.

Groupe VPA (300mg/kg) pendant 14 jours.

Groupe VPA-Ext.50mg/kg : ose 50mg/kg et le VPA par gavage

Groupe VPA-Ext .100mg/kg :

Groupe VPA-Vit E

la dose 300mg /kg pendant 14 jours.

4.2. P sang et des organes

t la collecte du

ou secs

plasma ou des transaminases (qui sont des

biomarq sont

ont . Les

p

Kits commerciale (Spinreact, Espagne).

4.3.

de drainer tout le sang restant dans les organes.

4.4. Evaluation biochim

4.4.1. Dosage :
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Le dosage des indicateurs d

(Bergmeyer et al., 1987).

4.4.2. Dosage de

Le dosage du

2O2 -Aminophenazone do

omposant de couleur rose. Leur

4.4.3. Les t s

de la

phosphoryl

-3- -5-di phosphate (ADP).

Le G3P est alors transfo

(H2O2) par le GPO. A la fin 2O2 it avec du 4- -

AF) et du p-

4.4.4.

et al., 1979) dans un milieu basique, en utilisant

nm.

4.4.5.

glucose-

oxydase (GOD) catalyse l'oxydation de glucose en acide gluconique. Le peroxyde (H2O2)

-AF), en

ur est

glucose

oxydase, peroxydase, 4 et le standard
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e e

4.4.6. Dosage du

La peroxydation lipidique est estim de

(Uchiyama et Mihara, 1978). des acides gras

) par les rad stress. En milieu acide et chaud

( acide (TBA)

dans la figure ci-

dessus (Figure 29)

Figure 29 : Principe de dosage du Malondialdehyde.

la concentration .

4.4.7. Dosage de glutathion (GSH)

Le dosage du GSH est selon Son principe est

-Dithiobis2- ,

selon 30) :
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Figure 30 : Principe du dosage de glutathion.

Les concentrations g tissue.

4.4.8.

Flohe et

Gunzler (1984). 2O2) en

du GPx

:

H2O2 + 2 GSH GSSG + 2H2O

4.4.9. du catalase (CAT)

2O2 dans

Catalase

2 H2O2 2H2O + O2

de de tampon phosphate (0.1 M, pH 7.4) et 975

e trois fois successive chaque 60

240

gramme d

1/A2

A1 :



Etu

A2 :

T : Intervalle de temps en minute.

Lowry (1951). Sous les

albumine bovine

4.4.10.

en utilisant un kit commercial

4.5. Etude histologique

de KCL (1.15%) afin de drainer tout le sang restant dans les organes. L

pr foie, reins, cerveau et testicules)

(formol). Les fragments des organes en utilisant des

tions allant en ordre croissant.

durant 24 heures pour chacun. Le

pour faciliter

coupes.

-

L

c

- Bir

Constantine.
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4.6. Etude statistique

s -

t de Student t peut affirmer que les

p tel que :

ns ; p

* ; 0,05 > p

**; 0,05 > p

*** ; p



in vitro

1. nols

Le choix de quantifier les

fait que les incluant principalement les

pouvoirs anti- es

comme la classe la plus importante des nols (Fadili et al., 2017 ; Rebey et al., 2017).

des en nols concernant les deux

extraits de la plante C. Sphaerocephala totaux est celle de

butanolique extrait.

Figure 31
C. Sphaerocephala.

n-butanol on note

et 273 respectivement.
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Figure 32 : La teneur en C.
Sphaerocephala.

2. Evaluation du pouvoir anti radicalaire :

antiradicalaire de la plante C. Sphaerocephala vis- -

les deux extraits. Selon les

pouvoir antioxydant. Une diminution dose- ors du

traitement. n- s

le radical libre DPPH avec une IC50

respectivement.

Les figures (33,34 ,35) montrent une

radical DPPH, cela est due

vitamine C qui est prise comme un antioxydant de

Le pouvoir antiradicalaire de la Vitami concentration

n- tion de 20 87.62% et 60.17%

respectivement.

C.

Sphaerocephala s .

qui peuvent

ou un proton pour neutraliser les radicaux libres.
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200

250

300

350

-butanol



Figure 33 : Le pouvoir anti radicalaire de l C.
sphaerocephala .

Figure 34 : Le pouvoir anti radicalaire C.
sphaerocephala .
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Figure 35 : radicalaire ( )
de la plante C. sphaerocephala et de la vitamine C.

3. Le pouvoir d'inhibition de la peroxydation lipidique

total de la plante. La peroxydation lipidique implique la formation et la propagation de radicaux

lipidiques avec d

(Gul et al.,2013). Da ,

C. Sphaerocephala inhiber la peroxydation lipidique

induite par le FeSO4, en utilisant un homo de (Figure 36, 37).

Une diminution dose- peroxydation

dont IC50= IC50 de la Vitamine C est de La

peroxydation butanolique de la plante est due

pouvoir antioxydant et antiradicalaire.
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Figure 36 : Inhibition de la peroxydation lipidique (formation du MDA) par
butanolique de la plante C. sphaerocephala concentrations.

Figure 37 : formation du MDA) de
C. sphaerocephala et de la vitamine C (moyenne de
trois ).
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4. Inhibition des dommages oxydatifs de l'ADN

que l'ADN est susceptible de subir des dommages oxydatifs induits

par les radicaux libres dans plusieurs maladies telles que le cancer (Russo et al., 2011).

C. Sphaerocephala vis- -vis des

dommages oxydatifs

(H2O2 le rayonnement UV.

l et

ou la forme native se trouvant normalement in vivo (CR)

ainsi que butanolique)

d'ADN . Ces formes se produisent naturellement

lorsque l'ADN est co ,

photolyse de et

les dommages induits par H2O2. Ce

plante C. Sphaerocephala

Figure 38 : Effet de l'extrait n-butanol de la plante C. sphaerocephala sur l'ADN plasmidique
2O2

l'extrait de n-butanol. Forme I : ADN circulaire double
brin ouvert. Forme III



5. in vitro

C. Sphaerocephala sur

(human cervix carcinoma)

recherche biologique (Lucey et al., 2009 ; Manosroi et al., 2012).

Le suivi de la

. Durant les51heures,

, exhibe une -

. Comme le montre la figure 39

comparant

et au milieu de culture (niveau de

reuses positives de l'extrait

butanolique de la plante C. sphaerocephala

en particulier dont d leurs effets

protecteurs contre certaines maladies comme le cancer (Samet et al., 2014 et al., 2015 ; Abay

et al., 2015). l'isocoreopsine, la butrine et l'isobutrine qui jouent un

(Teoh et al., 2017).

, y compris la prostate, les

glandes mammaires (Yaglioglu et al., 2014).

Bentamene

et al., 2010 ; Oke-Altuntas et al., 2016 ; Erenler et al., 2016).



Figure 39 : Centaurea
sphaerocephala sur la ligne cellulaire HeLa (2,5X104 cell/well). Trois concentrations d'extrait

n = 3) en utilisant
l'instrument xCELLigence RTCA.

Control Milieu de culture
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in vivo

2

2.1. Effet butanolique de la plante Centaurea sphaerocephala sur les
marqueurs biochimiques

2.1 .1. effet sur des transaminases (AST et ALT)

a

enzymatique des aminotrasferases aminotransferase (AS aminotransferase

(ALT). C cette augmentation hautement significative (p <

0.001). Tandis que, chez les rats butanolique de la plante C. sphaerocephala et

la Vitamine E kg) une diminution significative (p < 0.01 et p < 0.001) de

T comparant aux rats tra respectivement.

(p < 0.05 et p < 0.01) de ces deux enzymes dans

50 mg/kg (Figure 40).

Figure 40 : butanolique de la plante C. sphaerocephala (50,100mg/kg)
et de la Vit E sur la

. Test de Student : *: p < 0.05, **: p < 0.01, *** p < 0.001
a:
b: au groupe VPA.
ns : non significatif par rapport au groupe VPA

a***

a***
b*

b**

b**

b**
b***

b***
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2.1.2. effet sur le taux du glucose

41) on une augmentation significative

(p < 0.001) de la concentration du glucose dans le plasma

par rapport au groupe VPA, une diminution

significative (p < 0.01) et (p < 0.001) de la concentration du glucose plasmatique chez

) ainsi que par la Vit E (100mg/kg)

respectivement.

Figure 41 : butanolique de la plante C. sphaerocephala
(50 ,100mg/kg) et de la Vit. E sur la concentration du glucose dans le plasma. Les valeurs sont

. Test de student : *: p < 0.05, **: p < 0.01, *** p < 0.001
a:
b: au groupe VPA.
ns : non significatif par rapport au groupe VPA

a***

b** b** b***

0

0,5

1

1,5
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2,5

3
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Ext50 Ext100 Vit E VPA Ext50+VPA Ext100+VPA Vit E+VPA
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2.1.3. L sur la concentration de la

e aux rats a induit une augmentation significative

(p < 0.001) de la concentration plasmatique revanche,

une diminution significative (p < 0.01) dans le plasma des rats

,100mg/kg) et la Vit. E

(Figure 42).

Figure 42 : butanolique de la plante C. sphaerocephala (50,100mg/kg)
et de la Vit. E sur

. Test de Student. *: p < 0.05, **: p < 0.01, *** p < 0.001
a:
b: au groupe VPA.
ns : non significatif par rapport au groupe VPA

a***

b** b** b**

0
1
2
3
4
5
6
7
8

Ext50 Ext100 Vit E VPA Ext50+VPA Ext100+VPA Vit E+VPA
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2.1.4. L sur le taux du ch

Les significative (p < 0.001) des taux du

dans le plasma des par rapport aux rats

ns. butanolique des doses(50,100mg/kg) et la Vit.

E (100mg/kg) on une diminution significative (p < 0.01) par rapport aux

Aussi bien, et comparant aux groupe une diminution

significative (p < 0.01, p < 0.001) des chez les rats

butanolique (50,100mg /kg) et la Vit. E (Figure43).

Figure 43 : ffet de VPA, de C. sphaerocephala (50,
100mg/kg) et de la Vit. E sur la concentration plasmatique du taux de c

. . Test de Student : *: p < 0.05,
**: p < 0.01, *** p < 0.001
a:
b: au groupe VPA.
ns : non significatif par rapport au groupe VPA

a***

a***

b**

b**

b**
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b**

b***
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2.2. ffet Centaurea sphaerocephala sur les
marqueurs du stress

2.2.1. L le taux MDA au niveau du foie et des reins

une augmentation significative (p < 0.01) et (p < 0.001)

du taux au niveau du foie et les reins respectivement

par rapport aux . Par contre o

diminution significative du taux du MDA chez et la Vit. E

(100mg/kg) au niveau du foie (p < 0.01) et au niveau des reins (p < 0.001). Mais et comparant aux

au niveau du butanolique

(Figure 44).

Figure 44 : du C. sphaerocephala (50,100mg/kg)
et la Vit. E sur MDA au niveau du foie et les reins.

. Test de Student *: p < 0.05, **: p < 0.01, *** p < 0.001
a: .
b: au groupe VPA.
ns : non significatif par rapport au groupe VPA.
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2.2.2. L le taux MDA au niveau du cerveau et des testicules

significative (p < 0.001) du taux MDA dans le cerveau et les testicules

En revanche, une diminution significative (p < 0.01) et (p <

0.001)

butanolique (50,100mg/kg) et la Vit. E(100mg/kg) respectivement. Ainsi

hautement significative (p < 0.001) du taux MDA au niveau des testicules

(50,100mg/kg) et la Vit. E (100mg/kg) comparant aux ra

par le VPA (Figure 45).

Figure 45 : de C. sphaerocephala (50,100 mg/kg)
et la Vit. E sur MDA au niveau du cerveau et l

. Test de Student : *: p < 0.05, **: p < 0.01, *** p < 0.001
a: .
b: au groupe VPA. .
ns : non significatif par rapport au groupe VPA
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2.2.3. L sur le taux du GSH au niveau du foie et des reins

La figure 48 montre une diminution significative (p < 0.001) du taux de GSH au niveau

du foie et les reins aux rats Par ailleurs, on a

p < 0.05 et p < 0.01), (p < 0.01) du taux de GSH au niveau

du foie

(50,100mg/kg) et la Vit E(100mg/kg) respectivement. Aussi bien, une diminution significative (p <

0.001 et p <0.05), (p < 0.001) du taux de GSH e au niveau des reins

p (50,100mg/kg) et la Vit. E (100mg/kg) respectivement comparant aux rats

(Figure 46).

Figure 46 : C. sphaerocephala (50,100mg/kg)
et la Vit. E sur le taux du GSH dans le foie et les reins. Les valeurs sont
Ecart type. Test de Student *: p < 0.05, **: p < 0.01, *** p < 0.001
a: .
b: au groupe VPA.
ns : non significatif par rapport au groupe VPA
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2.2.4. L sur le taux du GSH au niveau du cerveau et des testicules

La Figure 47 indique aux diminution

significative (p < 0.001) du taux de GSH au niveau du cerveau et testicules par rapport

En revanche on significative (p < 0.001 et p < 0.01),

(p < 0.001) du taux de GSH au niveau du cerveau

(50,100mg/kg) et la Vit. E On a

au niveau des testicules une augmentation significative (p < 0.05), (p < 0.01)

chez les rats p . E (100mg/kg) respectivement par

. Par contre on a

non significative du taux de GSH au niveau des testicules chez les rats

.

Figure 47 : C. sphaerocephala (50,100 mg/kg)
et la Vit. E sur le taux de GSH dans le cerveau et les testicules

. Test de Student. *: p < 0.05, **: p < 0.01, *** p < 0.001
a:
b: au groupe VPA.
ns : non significatif par rapport au groupe VPA
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2.2.5. L au niveau du foie et des reins

Comparant aux l diminution

significative (p < 0.001) du glutathion peroxydase (GPx)

dans le foie et les reins. Par contre et chez ,100mg/kg)

et la Vit. E (100mg /kg) augmentation significative (p < 0.001) de

GPx au . On a aussi

une augmentation significative (p < 0.01), (p < 0.001) de cette enzyme au

,100mg/kg) et la Vit. E

(100mg/kg) respectivement (Figure 48).

Figure 48 : C. sphaerocephala (50,100mg/kg)
et la Vit. E sur GPx au niveau du foie et des reins. Les valeurs sont

. Test de Student. *: p < 0.05, **: p < 0.01, *** p < 0.001
a:
b: au groupe VPA.
ns : non significatif par rapport au groupe VPA
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2.2.6. L au niveau du cerveau et des testicules

ultats obtenus dans la figure 49 indiquent hautement

significative (p < 0.001) (GPx) au niveau du

cerveau et des testicules Par contre

o (p

< 0.01), (p < 0.001) de GPx au niveau du cerveau

butanolique de la plante (50,100mg/kg) et la Vit E (100mg/kg) respectivement. Ainsi

des testicules une diminution significative (p < 0.01, p < 0.05), (p < 0.001) de cette enzyme a

(50,100mg/kg) et la Vit. E

(100mg/kg) respectivement par rapport aux .

Figure 49 : e C. sphaerocephala et la Vit. E sur

type. Test de Student. *: p < 0.05, **: p < 0.01, *** p < 0.001
a: .
b: au groupe VPA.
ns : non significatif par rapport au groupe VPA

a***
a***

b**

b**

b**

b*

b***

b***

0

0,01

0,02

0,03

0,04

0,05

0,06

0,07

0,08

0,09

GPx Cerveau GPx TESTICULE

Ext50

Ext100

Vit E

VPA

Ext50+VPA

Ext100++VPA

Vit E+VPA



76

2.2.7. de la catalase au niveau du foie et des reins

enzymatique de la catalase(CAT) a significativement dimi e au niveau du foie et des

reins (p < 0.01), par . Par ailleurs,

le (100mg /kg) et la Vit. E (100mg/kg) a induit une

augmentation significative (p < 0.05), (p < 0.01) respectivement de

. Par contre une augmentation non

significative de cette enzyme 50mg/kg par

. Aussi bien on a une augmentation

significative (p < 0.01) enzyme au

butanolique (50,100mg/kg) et la Vit. E (100mg/kg) respectivement, comparant aux rats

(Figure 50).

Figure 50 : C. sphaerocephala et la Vit. E sur
de la catalase au niveau du foie et les reins.

. Test de Student. *: p < 0.05, **: p < 0.01, *** p < 0.001.
a: .
b: au groupe VPA.
ns : non significatif par rapport au groupe VPA
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2.3. Etude histologique

2.3.1 Au niveau du foie :

nguins (image A). O

de cytologie

radiaire au pourtou centrolobulaire (image B).

structuraux chez les rats. (Image C, D). Par contre l

par une congestion vasculaire (image E, a), une (image E, b ; E, (E,

c

dysfonctionnement de cet organe. Tels dommages ont (image F, G)

(image H) (Figure

51).



C : Histologie du foie de groupe
-butanol

(50mg/kg) (G

D : Histologie du foie de groupe
-butanol

(100mg/kg) (G

(E, a) : Histologie du par
VPA (congestion vasculaire(CV)) (G

(E, b)
(ST)) (G

B : Foie la Vit E

(100mg/kg) (G X100).

A (G X100).

Veine Centrolobulaire (VC)

VC
VC
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Figure 51 : Observation microscopique des coupes histologiques du foie des rats (G x100, x400).

(E, c) : Histologie du foie
( (ST) (NC)) (G

(F) : Histologie
(300mg/kg).

( (HC)) (G

(G)

(300mg/kg). ( e (HC))
(G .

(H)
et VPA (300mg/kg) ( (HC) en

G

HC

HC

HC

NC

ST
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2.3.2. Au niveau des reins

(image A, B). La section

par l'extrait n-butanol de la plante (50, 100mg/kg) a

hist L'examen microscopique des coupes

tion) au

niveau des tubes

F, G), de

pour le

ux et des 2).
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A
(GN)).

(G x400)

B
avec la vitamine E (100mg/kg)

(GN)). (G x400)

C
n-butanol (100mg/kg)

(GS)). (G x400)

D
n-butanol

(GN) (TS)).
(Gx400)

E :
(NC) au niveau des tubes

). (Gx400)

GNGN

GS GN
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Figure 52 : Observation microscopique des coupes histologiques des reins des rats

(G x400).

F :
n-butanol (50mg/kg) +

VPA (300mg/kg) (GS)
sains(TS)). (G

x400)

H :
(GS)

(TS)). (Gx400)

G :
n-butanol (100mg/kg) + VPA

(GS) et
(TS)). (G x400)

TS

GS

TS

GS

GS

TS
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2.3.3. Au niveau des testicules

L'examen histologique des testicules des

(image C). Aussi bien Chez les rats

n-butanol c

D, E). Par contre l

(300mg/kg) montrent des malformations

Le traitement des rats avec n-butanol (50 et

100 mg / kg) (image H, I) et par la vitamine E (100mg/kg) (image J) en concomitance avec le VPA

(Figure 53).
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A : (tubes

e maturation : stade de
(SPZ)) (G 100)

B : Testicule du groupe d

flagelle (SPZ)) (G 400)

C Vit E (100mg/kg) : tubes
e (SC)

(G 400).
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F VPA
(300mg/kg) : Malformation des

(M-FPZ) (flagelle court)
(G 400).

G
VPA (300mg/kg) Absence totale des

G .

D
n-butanol

(
bien e (SC). (G 400)).

E
n-butanol 100mg/kg) (Tubes

e (SC). (G 400)).

SC
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Figure 53 : Observation microscopique des coupes histologiques des testicules des rats
(G x100, x400).

H
50mg/kg) + VPA (300mg/kg) :

presque e (SC) (G 400).

I : Testicule du
mg/kg) + VPA (300mg/kg) :

presque e (SC). (G 400).

J la vit E (100mg/kg) + VPA
(300mg/kg)

e (SC) (G 400).

SC

SC
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3. Discussion
L'acide

(Silva et al.,

2008). peut induire des

effets secondaires tels que Eadie et al., 1988

Natarajan et al., 2006 ;Said et El-Agamy , 2010 ; Aires et al., 2010 ) et une (Tong et al.,

2005 ;Kiang et al., 2010 ), Atrophie testiculaire et anomalie du sperme (Nishimura et al., 2000 ;

Sveberg Roste et al., 2002), , et (Perruca, 2002 ;

Lheureux et Hantson, 2009) (Gravemann et al., 2008).

Il est admis que le VPA

du VPA

la production de pl (Abbott et Anari, 1999).

um pendant l'administration de VPA

Raza et al., 2006). En effet risques toxicologiques est

de souci principal et doit prendre Lors de ce

plante Centaurea sphaerocephala ce (

au niveau du foie, rein, cerveau et testicules des rats.

le VPA, est par voie

une dose de 300 mg/kg pendant 14 jours . Ce qui

a e par une augmentation significative des taux plasmatiques

des transaminases AST et ALT (p < et qui est donc

Ceci pourrait due qui

de la membrane plasmatique. Donc la fuite des enzymes du tissu vers le plasma

(Abdel-Reheim et al., 2015).

(Salli et al., 1991 ; Tong et al., 2003 ; Raza et al.,

2006). L augmente taux de

(vidya et Subramanian, 2006). En effet, augmentation

significative (p < par

le VPA
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tifs dans les reins (Chang et al., 2016). s

(El-Shenawy et al., 2016).

significative (p < 0.001) chez par le VPA par rapport

aux qui a

El-Shenawy et al., 2016). Ces effets sont semblables aux observations

et al., 1996 et Watanabe et al., 2005.

et les patients et que ce

causer des dommages et un dysfonctionnement du rein.

significativement (p < comparant aux

Les travaux de recherche et al., 2013

(Tong et al.,

2005). Ces effets secondaires de VPA

(Binek et al., 1991 ; Davis et al., 1994 ; Oyesanmi et al., 1999 ; Hamza et Amin 2007 ;

Sokmen et al., 2012).

Un certain nombre de recherche ont par le VPA soit

(Raza et al., 1997) en

(ROS) leurs tours, constituent un

facteur de risque important , le dysfonctionnement organique et la

(Pippenger et al., 1991 ; Pourahmad et al., 2012). En plus de

nombreuses r

laquelle son s (Tang et Abbott,

1996) y compris 4-ene-valproate qui est (Sadeque et al., 1997; Kiang et

al., 2010 ) ainsi que N- connu sous le nom de (E) -2,4- -VPA (Tang et Abbott,

1996 ; Kinag et al., 2011;Surendradoss et al., 2012 ) qui sont capable de diminuer la teneur en

GSH dans le foie des rats (Kassahun et al., 1994; Tang et al., 1995 ;Gopaul et al., 2000 )

sont (Gopaul et al., 2000). Ceci

(Kassahun et al., 1991 ; Gupta et al., 2004 ; Vidya et Subramanian, 2006). C par
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(p

0.01) du taux en MDA dans le foie des rats

Cette augmentation montre bien est capable de promouvoir la

formation excessive des radicaux libre qui se traduit par la peroxydation lipidique dans les tissus

(Raza et al., 1997).

(ALT, AST) et leur passage dans le

sang. Ces observations sont en accord avec Na et al., 2003 ; Defoort et al., 2006

; Fu et al., 2010). (Sokmen et al., 2012) provoque

une augmentation de la peroxydation lipidique et un appauvrissement du GSH dans le foie des

rats (Tong et al., 2005) (Yuksel et al., 2001 ; Hamed et al., 2004) une augmentation

par le VPA, aussi Cengiz et al., 2000 ont les

. En plus, le VPA,

potentiel d'

au VPA, indiquant une diminution des activit Exp., Glutathion

peroxydase) (Pippenger et al., 1991 des oligo- Exp

qui servent comme cofacteurs pour les enzymes antioxydantes (Liu et al., 1998 ; Wilder et Hurd,

1991).

les pro-oxydants et les antioxydants Sung et al., 2013 . La peroxydation lipidique est

par les radicaux libres et qui est donc

xcellent biomarqueur du stress Messaoudi et al., 2009).

des

augmentation significative (p 0.001) du

diminution dans le taux Cette

avec la

GSH.

et

(Nau et al.,1992 ; Kassahun et al.,1994). En effet, les

travaux de Raza et al.,

le traitement par

Tabatabaei et Abbott ,1999 est le
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hautement , c

diminution de l totale des

rats.

la cause de la

peroxydation lipidique une cause importante de dommages neuronaux. Il est

aussi riche qui est faible dans

(Halliwell, 1999 ; Jellinger, 2003 ; Mariani et al., 2005 ; Pederzolli et al., 2010).

des radicaux libres dans cet organe pourrait aussi

neuronale par la peroxydation des lipides membranaires (Cengizu et al., 2000).

p 0.001) dans le cerveau des rats suite

. C

dans le cerveau qui est due au stress oxydatif.

(Leipnitz et al., 2010 ;Chaudhary et Parvez,

2012 ). Ils ont que les provoquaient une induction significative

s rats.

Les testicules (Tomascik-Cheeseman et al.,

2004). erme

(Nishimura et al., 2000 ; SvebergRoste et al., 2002).

des cellules germinales qui u sperme et au stress oxydatif au

niveau des testicules (Khan et al., 2011).

(Agarwal et al., 2006 ; Aitken et Baker, 2006 ; Aitken et

Roman, 2008)

(p

(Sakr et al., 2014 ; Vidya et

Subramanian, 2006 ; Hamza et Amin, 2007)

et une diminution

significative des taux d'antioxydants enzymatiques (superoxyde dismutase [SOD], CAT et
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glutathion peroxydase [GPx]) et non enzymatiques (glutathion [GSH]) au niveau des testicules, ce

ces dommages u stress oxydatif

du VPA

une des principales causes de la

(Aitken et Roman, 2008 ; Kao et al.,

2008).

au VPA,

VPA Tang et al., 1995 ; Seckin et al., 1999) et /

(Graf et al., 1998).

et la fonction de la structure cellulaire

normale en

(Cakmak et al., 2015).

provoque une diminution significative (p 0.001) des niveaux du GSH dans les organes : foie,

rein, cerveau et testicules chez les rats par rapport aux .

un stress ox .

(Aycicek et al., 2007 ; Rani et

Chandravadana, 2008 ;Bairy et al., 2010 ; kiang et al., 2011 ; Saber et al., 2014 ; Amrani et al.,

2013 ; Amrani et al., 2016 ;).

la de la cellulaire

contre le . Ces enzymes regroupent plusieurs familles, parmi

lesquelles figurent GPx et la CAT.

La plupart des enzymes antioxydantes deviennent inactives en raison de l'exposition au VPA

Kiang et al., 2011 ,

.

Dans notre travail l du

diminution significative de p < 0.001) dans les organes foie, rein, cerveau et

testicules foie et des reins (p < 0.01) respectivement

, ce qui

(Baran et al.
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,2004 ;Chaudhary et Parvez, 2012 ; El-Shenawy et Hamza, 2016 ;, Al-Amoudi, 2016) qui indiquent

et CAT

par (Cotariu et al., 1990)

(100-750m

(Oktay et al., 2015)

du GPx chez d le VPA.

des changements histologiques du foie des rats recevant

rchitecture du foie

qui touche la structure des . en

des changements histopathologiques des (Khan et al., 2005

; Isharwal et al., 2009 ; Al-Amoudi, 2016 ;). Raza et al., 2000 que le

.

r L le

. (Galaly et

al., 2016). tubulaire surtout dans les tubules

le VPA (500 mg/kg / jour) pendant 15 jours (Gezginci-Oktayoglu et al., 2016).

En effet, une diminution du nombre de

ainsi

cliniques indiquant que le traitement par le

(Ourique et al., 2016) (Bairy et al., 2010). conclu que le

valproate de sodium provoque une modification

icules.

la plante Centaurea

Sphaerocephala
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C.

sphaerocephala (50mg/kg,100mg/kg)

d T comparant aux rats p

< 0.01 et p < 0.001) respectivement.

membrane cellulaire contre les effets toxiques

(Rani et Chandravadana,2008) qui ont que le traitement par

la plante Spirulina fusiformis dans le

des rats en diminuant les niveaux de peroxydation des lipides dans le plasma

et le stress oxydatif par . Les travaux de

recherche de (Jassim, 2013 hepatoprotecteure de Petrose linumcrispum vis- -

vis la

100mg/kg). (Vidya et Subramanian, 2006).

plante aux la

. Ce r due, soit

C Al-Amoudi, 2016).

C.

sphaerocephala (50mg/kg, 100mg/kg) significative le taux du MDA dans les

: foie, rein, cerveau et testicules comparativement aux rats par le

Ces

recherches

dommages le VPA. En effet, (Abdel-Wahab et Metwally, 2011) ont

de la plante Ginkgo biloba avec les deux doses (25 et 50mg/kg) dans la

st due la dose 200mg/kg. Cet effet

MDA et une augmentation des niveaux du GSH et

du GPx au niveau du cerveau des rats. Les travaux de Saber et al., 2014 ont

extrait du safran (Crocus sativusL) entraine une diminution MDA et
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une augmentation significative des enzymes antioxydantes dans les testicules des rats recevant

.

C. sphaerocephala (50mg/kg,

100mg/kg) le ta dans comparativement

butanolique est en accord avec (Said et El-Agamy, 2010)

resveratrol induite par le VPA.

/kg) comparativement aux rats

par le VPA. Morsy et al., 2017) qui ont

extrait de Nigella Sativa

l'administration de VPA. En outre, le traitement par

antioxydante non enzymatique, la concentration de peroxydation des lipides et des lipides

l'act oxydante et la catalase(CAT)

du foie et du cerveau.

Nos n-butanol de la plante C. sphaerocephala

(50mg/kg, 100 mg

: e vrai

semblablement

sont en accord avec les travaux de (Raza et al., 2006) qui ont

Timoquinone qui

Nigella sativa contre les dommages toxiques et qui ont

Un tel r (Rani et Chandravadana, 2008) et leurs collaborateurs qui

Spirulina fusiformis et le

s par le VPA chez les rats.

n-butanol de la plante C. sphaerocephala la

, ce qui une limitation

et une

par , .
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La vitamine E

-

(Catalgol et Ozer, 2012). En outre, la Vit E peut minimiser efficacement le stress oxydatif, la

peroxydation lipidique et les effets

biologiques (Claycombe et Meydani, 2001).

montrent que Vit

E (100mg/kg) T (p <

0.001) C concordent avec la recherche de Abdou

et al., 2014. On diminution significative du taux de

p 0.01 et p

(p < 0.01)

comparativement par le VPA.

(P < 0.001)

.

foie (p < 0.01), rein, cerveau et testicules (p < 0.001)

comparativem .

-

. les travaux de (Baran et al., 2004 ; Aly et al., 2009)

Les niveaux de

(Na et al.,

2003 ; Spaniol et al., 2003) peut ou

. Ces

oncordent avec la recherche de (Baran et al., 2004 ; Aktas et al., 2010).
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Conclusion :

l'extrait n-butanol et de la plante Centaurea sphaerocephala

puissantes due

:

- Le traitement des rats :

Une

du taux de

enzymes antioxydantes (catalase, GPx).

des

. Aussi

l des aminotransferase (AST, ALT)

Des tissulaires - -dire

histoarchitecture

- :

R tres biochimiques .

A les .

pourcentage des changements morphologiques
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Abstract

This work is devoted to study the protective effect of n-butanol extract of Centaurea sphaerocephala

(c. sphaerocephala) against the impact toxic of valproic acid (VPA) associated with oxidative stress

For that, n-Butanol extract of C. sphaerocephala

(50mg/kg and 100mg/kg) and VPA (300mg/kg) were administered by gavage for 14days. At the end

of the experiment or in the 15th day, animals were scarified, dissected and different organs (liver,

kidney, brain and testicular) were removed, homogenized and used for determination of lipid

peroxidation and antioxidant enzymes (catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx) and the level

of reduced glutathione (GSH)). A small species of these organs were used for histopathological

examination.

The dysfunction caused by the VPA is expressed by a significant increase of lipid peroxidation

reported by a determination of the level of tissues MDA and a significant decrease in GSH level and

activity of enzymes antioxidant enzymes activities (catalase and GPx). This accompanied by a

changes in biochemical parameters characterized especially by an increase in the concentration of

creatinine, blood sugar, cholesterol levels, triglycerides and Aminotransferase (AST, ALT) which are

released once that liver cells damaged and their membrane perforated.

istoarchitecture of the different

tissues studied: liver, kidney and testicular.

Indeed, the pretreatment of rats by n-butanolic extract of C. sphaerocephala (50mg/kg, 100mg/kg)

and Vit E (100mg/kg) restored the biochemical parameters to their normal values and also improved

the antioxidant parameters as well as the histological appearance of the different tissues studied.

n-butanol extract of this plant has a protective effect action against the oxidative stress resulting from

the treatment of rats by the VPA due to its antioxidant effect.

The in vitro Antioxidant tests (scavenging the radical DPPH, inhibition of LPO,) of the extracts the

different phases (ethyl acetate and n-butanol) of C. Sphaerocephala indicated that various extracts

have the role of free scavengers. In addition, these activities are strongly correlated with the

levels of flavonoids and total phenols which are relatively high.

The anticancer test was carried out using (HeLa) cell line by analyzing the different doses of the

n-butanol extract of C. sphaerocephala plant. The results indicate that the extract has an anti-cancer

effect concentrations dependent.

Keywords: Centaurea sphaerocephala; oxidative stress; valproic acid; antioxidant activities; lipid

peroxidation; plant extract; phenolic compounds
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ABSTRACT
The objective of the present study was to evaluate the protective effect of n-butanol extract of Centaurea sphaerocephala
(C.sphaerocephala) and Vitamin E against sodium valproate-induced hepatotoxicity and oxidative stress in male rats. Male
rats were divided into eight equal groups treated with plant extract (50mg/kg, 100mg /kg), Vit. E (100mg/kg) and VPA
(300mg/kg). At the end of the experiment, animal were scarified and tissue) were removed
isolated for biochemical and histological study. VPA-treated rats showed hepatic injury characterized by a significant
increase in biochemical parameters (serum transaminase, cholesterol and triglycerides). Also, VPA induced oxidative
stress exhibited a significant increase in MDA level and significant decrease in GSH levels, CAT and GPx activities. These
effects were accompanied by histopathological changes in liver. While the pretreatment by n-butanol extract of C.
sphaerocephala reversed the alteration induced by VPA and reduced its toxic effects. The results showed a significant

ities of GPx, CAT enzymes were
significantly increased. Histopathological observations correlated with the biochemical parameters. VPA-induced
hepatotoxicity involved free radical production, the antioxidant and free radical scavenging property of Centaurea
sphaerocephala would have provided the protection against hepatic damage.

Keywords: Valproic acid; Centaurea sphaerocephala L; Hepatotoxicity; Oxidative stress; Lipid peroxidation; protective
effect.

INTRODUCTION
Valproic acid (VPA) is a well-established anticonvulsant
drug used in the treatment of many forms of generalized
epilepsy and psychiatric disorders to control epileptic
seizures and regulate the mania associated with bipolar
disorder1,2. VPA is well tolerated at therapeutic doses and
it has inherent toxicity3. Two types of serious side-effects
limit the use of this drug: hepatotoxicity and
teratogenicity4 However, Administration of VPA produced
many metabolic and morphological aberrations in the
liver5. Also, histopathological and biochemical studies
indicated that VPA evoked hepatic necrosis, apoptosis and
steatosis6.
Furthermore, VPA increased intracellular reactive oxygen
species (ROS) levels in several tissues, including liver,
brain and small intestine7. But the mechanism by which
VPA induces liver injury remains unknown8. A possible
VPA biotransformation and/or alterations in natural
antioxidants might contribute to the VPA associated
complications.
However, the main cause of VPA hepatotoxicity was
shown to be due to generate the free radical scavenger9.

Oxidative stress, as a result of compromised antioxidant
capacity and/or increased production of reactive oxygen
species (ROS) has been also proposed as one mechanism
for VPA-induced hepatotoxicity10.
Lipid peroxidation may be involved as an additional
mechanism of VPA-induced liver damage in rats11.
Injection a single dose of VPA in to rats resulted in a dose-
dependent elevation levels of lipid peroxidation in plasma
and liver12. However, antioxidants were the primary
candidates to counteract such toxic effect. Glutathione
(GSH) as a major antioxidant and redox regulator play an
important role in the defense against oxidants and
electrophiles13. Consequently, any mechanism which
removes ROS or prevents hepatic GSH depletion or induce
activation and production of GSH dependent enzymes may
provide protection for hepatotoxicity in VPA-treated
patient14. Also Cells can be protected from oxygen-derived
radical injury by naturally occurring free- radical
scavengers and antioxidant pathways, including vitamins
A, C, E, SOD, catalase and glutathione peroxidase15.
Moreover, many therapeutic studies are offered to plants
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since plants are a natural source of antioxidants and hence
reduce oxidative stress16.
The genus Centaurea (Asteraceae) contained more than
500 species. 45 species growing in Algeria, including 7 in
the Sahara17,18. Many species of the genus Centaurea have
been used in traditional medicine to cure various ailments
(diabetes, diarrhea, rheumatism, malaria, hypertension)19.
To our knowledge, no traditional uses or pharmacological
studies are reported so far for this species. So, as a part of
our ongoing research program on beneficial health effects
of plants and herbs20,21 , we investigate in the present study,
the ability of the protective effect of n-butanol extract of
Centaurea sphaerocephala an Algerian endemic plants
and vitamin E on VPA-induced liver damage in male rats.

MATERIALS AND METHODS
Plant material and extraction procedure
Aerial parts of C. sphaerocephala were collected from the

E) in May 2012 and authenticated on the basis of Quezel
and Santa (1963)18 by Professor M. Kaabache, specialist in
the identification of Algerian Centaurea species (Ferhat
Abbas University, Setif 1, Algeria). A voucher specimen
(CSA0512-EK-ALG-65) was deposited in the Herbarium

University Constantine 1.
The leaves and flowers (2000 g) of this plant were
macerated for 24 h, three times with methanol-water
(70:30, v/v) at room temperature. After filtration, the

remaining solution (400 mL) was dissolved in distilled
H2O (800 mL) under magnetic stirring and maintained at 4

chlorophylls. After filtration, the resulting solution was
extracted successively with chloroform (CHCl3), ethyl
acetate (EtOAc) and n-butanol (n-BuOH). The organic
solutions were dried with sodium sulfate (Na2SO4), filtered
using common filter paper and concentrated in vacuum (up

3(5 g),
EtOAc (4.94 g) and n-BuOH (34 g).
Animals and Treatment
Male Wistar albino rats weighing (150-200 g) were
obtained from Pasteur institute (Algiers, Algeria). Animals
were housed in plastic cages, with controlled laboratory
conditions of light/dark cycle (12 h/12 h), temperature

humidity, with food and tap water.
Rats were adapted for 2 weeks before the indicated
treatments. All experimental procedures were performed
between 8 10 a.m. and care was taken to avoid stress full
conditions. Also, all experimental assays were carried out
in conformity with international guidelines for the care and
use of laboratory animals. Animals were left for 10 days
before being randomized into experimental groups of 8
animals and four animals per cage. The study protocol was
approved by the Institutional Animal Ethical Committee.
Rats were housed four per cage and were randomly divided
into 8 groups (8 animals in each group):
Group1, non-treated served as control; Group2 and Group
3, received plant extract (50 mg/kg) and (100mg/kg)
respectively; Group 4 treated with 300 mg/kg per day

sodium valproate; Group 5, rats received Vitamin E
(100mg/kg); Groups 6, 7, 8 received respectively, plants
extract (50 and 100mg/kg), vitamin E (100 mg/kg) 1 hour
before treatment with VPA (300mg/kg).Treatments were
given for 14 days by gavage.
After treatment, blood samples were drawn from the
caudal vena cava, collected in test tubes containing EDTA,
and centrifuged to obtain serum for analysis of
biochemical parameters. The rats were sacrificed by
decapitation after deep ether anesthesia; livers were
isolated to measure the levels of antioxidant enzymes,
MDA and histopathological studies.
Preparation of tissues samples
Livers were perfused with ice NaCl 0.9% solution to
remove blood cells, removed quickly and placed in the
same solution. After blotted on filter paper, weighed, and
homogenized in ice-cold KCl 1.015% with the addition of
6
formation of new peroxides during the assay. The
homogenization procedure was performed under
standardized condition. Homogenates (20%) were
centrifuged and the supernatant was kept on ice until
assayed or conserved in freezer
Lipid peroxidation determination
Lipid peroxidation (LPO) was determined by measuring
the formation of TBRAs using the colorimetric method of
Uchiyama22. 3ml of phosphoric acid (1%) and 1ml of
thiobarbituric acid (TBA, 0.67%), aqueous solution were
added to 0.5 ml of liver homogenate (20%) pipetted into
centrifuge tube. The mixture was heated for 45 min in a
boiling water bath. Then the mixture was cooled at room
temperature, and 4 ml of n-butanol was added and mixed
vigorously. After centrifugation, the absorbance was
measured at 532 nm. MDA was used as the standard.
Measurement of reduced glutathione
Reduced glutathione (GSH) content in the liver was
measured chemically according to the method described
by Elman23

-dithiobis-(2-nitrobenzoic
acid) by sulfhydryl group to yield a yellow color with
maximum absorbance at 412 nm against reagent blank.
Evaluation of GPx activity
GPx activity in the liver was measured chemically
according to the method described by Flohe24. This method
is based on the reduction of H2O2 in the medium by GPx
in the presence of GSH. Briefly 0.2ml supernatant obtained
from tissues, 0.4ml GSH (0.1 mM), 0.2ml TBS solution
(Tris 50mM, NaCl 150mM PH 7.4) were added to the

of H2O2 (1.3mM) was added in the mixture. The reaction
was stopped after 10 min by addition of 1 ml
trichloroacetic acid (TCA 1%, w/v), and then the tubes
maintained at 0-
centrifugation, 0.48ml supernatant was taken and added to
each tube, and then 2.2 ml TBS solution and 0.32 ml
DTNB (1mM) were added. The optical density was
measured at 412 nm in the spectrophotometer after 5 min.
Evaluation of the catalase activity
The enzymatic activity of catalase was measured as
described by (Claiborne, 1985)25. The homogenate was
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supernatant is the source used for the evaluation of the
activity of catalase. The disappearance of H2O2 was
determined spectrophotometrically at 240 nm. Catalase
activity was expressed as U/mg of protein. In order to
express the antioxidant enzyme (GPx, catalase) activities
per gram of protein, total protein concentration was
determined calorimetrically by using the method of
(Lowry, 1951)26.
Plasma biochemical analysis
The liver marker enzymes, aspartate transaminase (AST)
and alanine transaminase (ALT) also, total cholesterol and
triglycerides were estimated using commercial kits
(Spinreact, SPAIN).
Histopathological examination
For histopathological analysis, hepatic tissue fragments
were taken and fixed in neutral formalin 10 % solution.
The fixed specimens were then trimmed, washed and
dehydrated in ascending grades of alcohol. These
specimens were then embedded in paraffin, cut into 5 m
thick sections and stained with Harris hematoxylin and
eosin for microscopically examination27.
Statistical analysis
Data are
interferences were based on student's test for mean values
comparing control and treated animals using Graph Pad
Prism 5.01 Retail+5.02 Update, Version 5. The statistical
significance was accepted at a level of P<0.05.

RESULTS
Impact of VPA, vitamin E and n-butanol extract of
Centaurea sphaerocephala on serum transaminases
levels.
As shown in Figure 1, the administration of toxic dose of
VPA (300mg/kg) caused a significant increase in liver
enzymes (AST and ALT) with the values 130.32 l,
95.72 respectively. This increase was statistically
significant (P<0.001) compared to control group

66.63 respectively. Animals
pretreated with n-butanol extract (100mg/kg) and Vit. E
(100mg/kg) showed a significant decrease (P<0.01, P
<0.001) in these liver enzymes compared to VPA-treated
animals. While, plasma levels of these enzymes in rats
pretreated group with extract (50mg/kg) were significantly
decrease (P<0.05) and (P<0.01) respectively.
The protective effect of n-butanol extract of C.
sphaerocephala and vitamin E on cholesterol and
triglycerides levels.
The VPA treated rats exhibited a significant increase
(p<0.001) the cholesterol and triglyceride serum levels
compared to control group. The pretreatment with both
doses of plant extract and Vit. E (100mg/kg) decreased
significantly (p<0.01) the total cholesterol compared to
VPA-group. A significant reduction in triglycerides was
observed in rats pretreated with n-butanol extract
(50mg/kg, 100mg/kg) (p<0.01, p<0,001) and Vit E
(p<0,001) compared to VPA-treated rats (Figure 2).
The protective effect of n-butanol extract of C.
sphaerocephala and vitamin E on VPA- induced lipid
peroxidation in liver

The administration of VPA induced a significant increase
(P<0.01) in lipid peroxidation in liver tissue compared to
control. While the pretreatment with n-butanol extract
(100mg/kg) and Vit E (100 mg/kg) produced a significant
decrease (P<0.01) in lipid peroxidation in liver compared
to VPA group (Fig 3).
Effect of VPA, n-butanol extract of C. sphaerocephala and
Vitamin E on liver GSH levels
As showed in Figure 4, a significant decrease in GSH
levels of liver tissue was observed in VPA group
(P<0.001) compared to control or untreated rats. While co-
administration of plant extract (100mg/kg) and vit E
(100mg/kg) with VPA increased significantly (P<0.01) the
level of GSH compared to VPA group, in the other side,
group pretreated with 50mg/kg has significant decrease
with (P<0.05) in GSH level.
Effect of VPA, n-butanol extract of C. sphaerocephala and
Vitamin E on GPx activity in liver.
As illustrated in Figure 5, VPA induced significant
decrease (P<0.001) in GPx activity compared to control or
normal group. Furthermore, there was found a marked
significant increase (P<0.001) in GPx activity after co-
treatment with plant extract (100mg/kg, 50mg/kg) and
VitE (100mg/kg) compared to VPA group (Figure5).
Effect of VPA, n-butanol extract of C. sphaerocephala and
Vitamin E on Catalase activity in
CAT activity was significantly decreased (P<0.01) in liver

(300mg/kg)
compared to control. Furthermore, n-butanol extract of C.
sphaerocephala (100mg/kg) and Vit E (100mg/kg)
showed a significant increase (P<0.05; P<0.01)
respectively in catalase activity compared to its activity in
VPA group (Figure 6).
Histological examination
Effect of VPA and n-butanol extract of C. sphaerocephala
on liver histology
As shown in Figure 7 (A) the liver of control or untreated
rats showed normal histological architecture. VPA
treated-rats (300mg/kg), showed dilatation and vascular
congestion (D, a); steatosis (D, b) and hepatic necrosis (D,
c). While the liver section of plant extract treated rats
showed a normal histological picture that closely
approximate of the control group (Figure7 B, C).
Also, sections belonging to groups pretreated or co-
administrated by VPA and Vit. E or VPA and n-butanol
extracts showed relatively normal ultrastructure compared
to VPA group (Figures 7, G, F and H).

DISCUSSION
The use of VPA as an anticonvulsant has been supported
by clinicians, which was subsequently challenged due to
its side-effects and induced toxicity28. The most serious of
those being hepatotoxicity29, teratogenicity30 and
neurotoxicity31 which are associated with increased
reactive oxygen species (ROS) formation32.
The mechanism of hepatic injury has been studied
extensively but is still unclear. Some authors hypothesized
that VPA aberrant metabolism with the formation of toxic
metabolites or mediation of lipid peroxidation might be
the underlying mechanism of serious hepatic reactions33,34.
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Figure 1: Effect of VPA (300mg/kg), Vit. E (100mg/kg) and n-butanol extract (50mg/kg, 100mg/kg) of C.
sphaerocephala L. on serum aspartate transaminase (AST) and alanine transaminase (ALT) levels in experimental

VPA group.

Figure 2: The protective effect of n-butanol extract of C. sphaerocephala (50mg/kg and 100mg/kg) and Vit E
(100mg/kg) against VPA-

p, b: group compared to VPA group. (*P<0.05; **P<0.01;
***P<0.001).

Lipid peroxidation is one of the excessive ROS
consequences while causing cell damage. It was shown
that VPA induced lipid peroxidation in rat hepatocyte
cultures35,36.
In the present study, administration of VPA to rats caused
a significant increase of lipid peroxidation as indicated by
the significant increase in MDA level compared to the
control group; suggesting that VPA activated the
formation of free radicals in hepatic tissue. These results
confirmed by others findings which demonstrated that
VPA exposure stimulated the generation of ROS37,38. Also,
study reported elevated serum LPO levels in epileptic
children who had VPA therapy when compared to
pretreatment group39. Another study reported increased in
plasma LPO levels in epileptic adults who were treated
with VPA40.

It is well known that reduced glutathione (GSH) is a major
antioxidant and redox regulator, which is present in all cell
types. Is the most abundant cellular thiol, and plays an
important role in the defense against oxidants and
electrophiles 41. Also it is a substrate for glutathione
peroxidase (GPx) and detoxifies foreign compounds and
biotransformation drugs42. In our investigation, GSH level,
CAT and GPx activiti liver of VPA-
treated group compared to control animals. The increased
production of ROS caused inactivation of antioxidant
enzymes which reflects their consumption through the
oxidative stress. In agreement with this finding, the
significant decrease of GSH content in VPA-treated rats
suggested that it might be due to exhaustion of GSH stores
and increase in the oxidative stress. These results are in
agreement with others studies43,44.
Also, the activity of erythrocytes GPx decreased in patients
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treated with VPA45 and in rats administered VPA
intraperitonally 46.
One of the most sensitive and dramatic indicators of
hepatocyte injury is the release of intracellular enzymes
such as AST, ALT after VPA administration. The elevated
activities of these enzymes indicated a hepatocellular
damage47. Our results showed that VPA administration
caused severe acute liver damage in rats, demonstrated by
the significant elevation of plasma AST and ALT levels,
suggesting that excessive VPA might cause critical injury
to the organ. These findings concurred with the results of
other studies48,49 . Also, in the current study; the VPA-
treated rats exhibited significantly higher Cholesterol and

triglycerides levels than the control rats. This increase
consistent with the finding of other study which reported
that administration of VPA caused significant increase in
the levels of lipid profile (cholesterol, triglycerides,
phospholipids and free fatty acids)11. Moreover,
histological studies of VPA-induced toxicity have shown
extensive factor lead to sever distortion of liver
architecture, vascular congestion, microvesicular steatosis
with and hepatic necrosis which is in agreement with
other studies50,51.
Plants produced significant amount of antioxidants such as
polyphenols, phenols and flavonoids. These compounds
scavenge a wide range of free radicals, including the most

Figure 3: Effect of VPA (300mg/kg), n-butanol extract of a C. sphaerocephala (50mg/kg, 100mg/kg) and vitamin E
Data are reported as means

**P<0.01; ***P<001).) ns: non-significant. a: compared to control group, b: compared to VPA group.

Figure 4: The effect of n-butanol extract of C. Sphaerocephala (50mg/kg, 100mg/kg), Vitamin E (100mg/kg) and VPA

compared to VPA group. (*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001).
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active hydroxyl radical, which may initiate lipid
peroxidation and prevent the loss of the lipophil -
tocopherol) and hydrophilic (ascorbate) antioxidants, by
repairing tocopheryl and ascorbate radicals52.
In our study, administration of n-butanol extract of C.
sphaerocephala (50mg/kg,100mg/kg) or vitamin E (100
mg/kg) simultaneously with VPA to male rats resulted in
normalization of lipid peroxidation process as well as
glutathione content, glutathione peroxidase and catalase
activity in livers . Permitting the prevention of hepatic
dysfunction and maintaining the normal level of serum
transaminases, cholesterol and triglycerides following
inhibition of their hepatic leakage by preventing lipid
peroxidation. So, the protective efficacy of C.
sphaerocephala may be due to the presence of several

active components. These results are in agreement with
other studies which demonstrated that the antioxidant and
free radical scavenging property of medicinal plants
extract would have provided the protection against hepatic
damage caused by valproic acid53,54. Also, in this study we
showed that, treatment with C. sphaerocephala improved
histological changes in the liver caused by VPA.

CONCLUSION
Results of this study showed that VPA administration
reduced antioxidants and increased lipid peroxidation
which leads to organ damage. Also, it was observed that C.
sphaerocephala exerted significant protection against
VPA-induced toxicity by its ability to ameliorate the lipid

Figure 5: Effect of VPA (300mg/kg), n-butanol extract of C. sphaerocephala (50mg/kg, 100mg/kg) and vitamin E
(100mg/kg) on GPx . (*P<0.05; **P<0.01). a: compared to

control group, b: compared to VPA group.

Figure 6: Effect of VPA (300mg/kg), n-butanol extract of C.sphaerocephala (50mg/kg, 100mg/kg) and Vit. E

group, b: group compared to VPA group. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.
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peroxidation through the free radical scavenging activity,
which enhanced the levels of antioxidant defense system.
This effect could be attributed to its antioxidant properties.
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