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Les effets indésirables des médicaments constituent un probléme majeur de santé publique
et une cause majeure de morbidité et de mortalité dans le monde. Dans le cas des médicaments
antiépileptiques (AED), les réactions indésirables aux médicaments constituent un obstacle a la
réussite du traitement puisqu'elles diminuent 1’adhésion au traitement et impact sur la qualité de

vie des patients (Salam et Omar, 2015).

L'acide valproique (VPA) est I'un des médicaments antiépileptiques les plus prescrits au
monde, il est utilisé pour traiter I'épilepsie, la migraine et les troubles bipolaires. Malgré son
importance pharmacologique, diverses conséquences telles que 1’hépatotoxicité, la néphrotoxicité,
I’infertilité, tératogénicité et la neurotoxicité sont associées a son utilisation (Morsy et al., 2017 ;

Chang et al., 2016).

Le mécanisme exact de la toxicité induite par I’acide valproique reste une source de débat, malgré
un certain nombre de recherche ont étudié¢ la possibilité de son association au stress oxydatif chez
les patients et dans des modeles animaux. Cela est di a la surproduction d'especes réactives de
l'oxygeéne (ROS) et de la capacité antioxydante compromise dans les différents tissus durant sa

métabolisation (Abdella et al., 2014).

Depuis longtemps, et malgré les progres scientifiques, la médecine traditionnelle demeure le
recours principal des populations afin de traiter leurs problémes de santé. Selon 1'organisation
mondiale de la santé, environ 80% des individus dépendent de la médecine traditionnelle dans les
soins primaires danslavie quotidienne (Ladoh et al., 2014). Toutefois, les plantes médicinales ont
des propriétés antioxydantes potentielles qui peuvent contribuer a prévenir la formation de
radicaux libres et les différentes pathologies. Les composés phénoliques et polyphénoliques ainsi
que les flavonoides sont les composés actifs les plus importants avec ces propriétés (Sedighi et al.,
2017). C’est pour cela, la recherche sur les antioxydants dans les plantes s’est beaucoup
développée ces dernieres années, afin de trouver les meilleurs antioxydants possibles dans 1’espoir
de protéger notre santé et méme guérir des différentes maladies.

Plusieurs études ont analysé 1'effet protecteur de différentes plantes médicinales vis-a-vis d’une
toxicité induite par le VPA. Dans ce contexte, de nombreuses plantes médicinales ont été testées
comme antioxydantes afin de maitriser le potentiel del'effet nocif desradicaux libres et de réduire
les dommages causés par le VPA sur les différents tissus. A titre d’exemple, I’extrait de la plante
Foeniculumvulgare qui par sa richesse en composé polyphénoliques a pu réduire les effets nocifs

de ce médicament au niveau du foie et lesreins des rats Albinos Wistar (Al-Amoudi, 2016). Aussi
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bien, I'extrait de safran (Crocus sativusl) a également amélioré les 1ésions cytogénétiques et
testiculaires induites par le VPA chez les rats albinos grace a la présence d'un ou plusieurs
composants antioxydants (Sakr et al., 2014). L’extrait éthanolique des deux plantes Apium
Graveolens et Rosmarinus Officinalis agie par l'intermédiaire de la capacité antioxydante des
composés phénoliques actifs pour restaurer la fonction et l'intégrité du foie et pour créer une
synergie avec les effets antiépileptiques (Hamzaet al., 2016).

C’est dans cette optique s’inscrit 1’objectif du présent travail qui consiste a évaluer I’effet
protecteur des extraits de la plante Centaurea sphaerocephala vis-a-vis la toxicité induite par
I’acide valproique. Dans ce cadre, deux études ont été réalisées parallelement :

Uneétude invitro : cette étude a pour but d’évaluer en premier lieu I’activité antioxydante in vitro
des différents extraits de C. sphaerocephala en réalisant différents tests (teste de DPPH,
peroxydation lipidique, anti cancéreux) et évaluant le taux des phénols et flavonoides.

La deuxiéme partie de cette these c’est I'étude expérimentale in vivo vise a évaluer 1'effet préventif
de I’extrait n-butanol de la plante C. sphaerocephala. C’est 1’étude d’un éventuel effet protecteur
des antioxydants présents dans cet extrait contre la toxicité provoquée par le VPA sur les diftérents

organes desrats : foie, reins, cerveau, testicules.
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|. L’acide valproique
1. Propriétés chimiques et pharmaceutiques de I’acide valproique(VPA)

L’AVP est un acide gras ramifié a huit atomes de carbone (acide-2-propylpentanoique, acide 2-
propylvalérique) (Figurel), dérive de I’acide valérique isolé des rhizomes de la valériane (Valeriana
officinalis), trés proche de la configuration moléculaire des acides gras a chaine moyenne (Bédry et
Parrot, 2004). C’est un antiépileptique majeur utilisé dans le traitement de formes variées d’épilepsie
généralisées, focalisées simples ou complexes. || est aussi prescrit pour traiter |es personnes souffrant
detroublesbipolaireset a ce titre est inscrit sur la liste des médicaments essentiels de I’OMS (perruca,
2002 ; Bolanos et Medina, 2007 ; Chateauvieux et al., 2010). Durant de nombreuses années, le VPA
n’était utilisé que pour ses fonctions de solvant organique, et ce n’est qu’en 1962 que ses propriétés
thérapeutiques furent observées par une équipe francaise. Il fit alors employé dans le but de
solubiliser des produits afin detester leur potentielle d’activité anticonvulsante (Meunier et al., 1963 ;
Thomes et Alixis, 2000). A partir de 1967, le VPA fut commercialisé en France, en Grande-Bretagne
en 1973 et approuvé par la US Food and Drug Administration en 1978 (Lagace et al., 2004).

HsC

OH

HaC
o

Figure 1 : Structure chimique de I’acide valproique (Lheureux et al., 2005).

2. Absorption et métabolisme du VPA

Apres I’administration orale, I’absorption digestive est rapide et quasi-complete, et le pic plasmatique
est atteint en une a deux heures, et entre trois et huit heures pour les formes a libération prolongée.
L’alimentation entraine une absorption retardée mais ne diminue pas I’'importance de celle-ci (Bédry
et Parrot, 2004). Son volume de distribution est de 8 a9 L et il est limité au sang, au liquide céphalo-
rachidien (LCR) et au cerveau (Jezeque et al., 2010). Sa liaison aux protéines plasmatiques est de 80

a 90 %chez I’homme et elle est liée a la concentration de ce médicament. Lafraction libre augmente
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proportionnellement a cette concentration, et est responsable des effets toxiques. Cette liaison
diminue avec I’augmentation des concentrations du médicament et elle devient aussi plus faible chez
les patients agés et les femmes enceintes, et en présence de quantités croissantes d’acide gras (AG)
libre dans le sérum (Hatton et al., 2016). La biodisponibilité sanguine du VPA est de plus 80 % et sa
demi-vie est de 8 a 14 h (Lheureux et Hantson, 2009).

Le VPA est métabolis¢é de fagon importante au niveau hépatique en grande majorité par
Glucuronidation et B-oxydation, méme si d’autres voies métaboliques peuvent intervenir (Figure 2).
Les produits de dégradation de I’acide valproique et qui sont catalysés par le CYP450 : le 4-¢ne-VPA
et le E-2,4-diene-VPA se sont révélés étre hépatotoxiques. Moins de 3% de la dose ingérée est
excrétée sous forme inchangée dans les urines. On peut trouver aussi des traces d’acide valproique
excrété dans la bile, les feces et l'air expiré (Potter et Ketter, 1993 ; Mc Evoy, 1997 ; Silva et al.,
2008).

AR

E-2,4-diene VPA VPA-glucuronide
p-Oxidation M\
Reactive 4-ene VPA Glucuronidation
Metabolite *

Pathway P450 ~ OOH
/\j\/\ p-Oxidation
VPA \ /Vji‘“/\
P450 / N p450

| 2-ene VPA
P450

SoOH VPA /t/t/\ 3-0H VPA ﬂ

4-OH VPA /\n/L/\

3-Keto VPA
Figure 2 : Principales voies de biotransformation de VPA (Chang et Abbott, 2006).
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3. Les effets secondaires de I’acide valproique
Comme chaque médicament 1’acide valproique présente de nombreux effets secondaires qui ont été
décrits dans la littérature et retrouvés avec de nombreux médicaments épileptiques (Hardy et al.,

2001).
3.1. Sur lefoie

L'un des effets indésirables les plus importants attribués au traitement par le VPA est l'insuffisance
hépatique. L.un desindicateurs les plus sensibles et les plus spectaculaires des 1ésions hépatocytaires
est la libération d'enzymes intracellulaires, telles que les aminotransférases I'AST, I'ALT et I'ALP
(Cakmak et Yanardag, 2015). La biopsie hépatique révélait une inflammation portale, une perte

sévere des canaux biliaires et une cholestase ainsi qu’une stéatose et une nécrose hépatique (Saleh et

al., 2012).

3.2. Sur lerein

» Lesindividus prenant un traitement d’acide valproique peuvent développer un syndrome de
Fanconi dont le glucose, les acides aminés, I'acide urique et les électrolytes sont perdus dans
I'urine au lieu d'étre réabsorbés. Ce qui peut avoir un impact dévastateur sur le développement
et la santé de I'enfant (Watanabe et al., 2005 ; Knights et al., 2016).

» Le VPA peut méme conduire a une absorption rénale de glutamine, entrainant par la suite
une augmentation de la production de glutamate et dammoniac (Mallet et al., 2004 ;Mock et
Schwetschenau, 2012 ).

3.3. Sur le systéme nerveux central
> Le traitement par le VPA pourrait causer une anomalie neuronale et contribuer a la
neurogenese aberrante associée a l'activité épileptique chez les rongeurs adultes (Jessberger
et al., 2007).

» Une encéphalopathie hyperammonémique conduisant a : une neurotoxicité, des lésions
cérébrales irréversibles, un cedéme cérébral et a un niveau de conscience altéré (Priester et
al.,2009 ; Larsen et Ostergaard, 2014 ; Zeiler et al., 2016).

» Trouble de lavigilance allant de la somnolence prononcée au coma (Schmitt et al., 2009 ;
Spiller et al., 2000).

» Le VPA parmi plusieurs médicaments antiépileptiques a montré une grande capacité a
induire des symptomes parkinsoniens qui ont été récemment décrit dans la littérature

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

> Des coagulopathies ont été observées chez plus de 4% des enfants traités avec le VPA. Les
symptomes retrouvés dans cette pathologie sont les thrombocytopénies, les dysfonctions
plaguettaires, la maladie de Von Willebrand, des déficits en facteur XIII, des
hypofibrinogénémies ainsi que des carences en Vitamine K (Kose et al.,2009 ; Chenet al.,
2013).

» Une anémie aplasique et une baisse d’hémoglobine. Des rapports antérieurs décrivant la
toxicité hématologique des médicaments anticonvulsifs ont montré une aplasie
érythrocytaire pure associée a un traitement par le VPA. || affecte la fluidité de la membrane
plasmique et modifie les protéines réceptrices exprimées a la fois sur les surfaces internes
et externes de la membrane cellulaire érythrocytaire. (Farkas et al., 2000 ; Konig et al.,
2003 ; Handoko et al., 2006 ; Chateauvieux et al., 2011 ).

» Des niveaux accrus d'anticorps plaquettaires IgG ont été enregistré chez la moitié des
patients recevant du VPA, reflétant une destruction accrue des plaquettes (Hebert et al.,
2017).

> (Coyle et al., 2005) a rapporté que dans trois cas, l'acide valproique était associé a une
leucémie.

3.5. Au niveau dela peau

» Eruption cutanée.

» Des changements de la pousse et |a couleur des cheveux (Baba et al., 2003 ; Korkmazer et
al., 2006), ce qui est due au traitement par le VPA qui diminue le taux du Zinc et I’activité
de I’enzyme biotinidase (Yilmazaet al., 2009).

» Le syndrome d'hypersensibilité (DRESS) peut étre induit chez les patients traités par le VPA,
souffrant de crises épileptiques qui est un type de réactions indésirables cutanées séveres,
caractérisées par des éruptions maculopapulaires aigués générales, accompagnées d'une forte
fievre et d'une atteinte des organes internes, est un événement indésirable rare, mais
potentiellement fatal, avec une mortalité allant de 10% a 40% (Wu et al., 2017).

3.6. Au niveau du systéeme 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. Au niveau du pancréas
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> Des cas de pancréatite et une augmentation de la concentration d’insuline pouvant mettre la
vie en danger ont été rapporté suite au traitement par 1’acide valproique (Neuman et al.,
2001 ; Sztajnkrycer et al.,2002 ;Rauchenzauner et al., 2008 ;).

» Le mécanisme par lequel l'acide valproique induit la pancréatite est inconnu. Cependant, il
a été proposé que L’appauvrissement des capteurs de radicaux libres (SOD, CAT, GPx)
pourrait conduire a la génération de radicaux libres en exces, qui a leur tour conduisent a la
perméabilité endothéliale et a la peroxydation des lipides, entrainant des lésions tissulaires
(Ray et al., 2015).

» 1l a également été suggéré que la réduction de la carnitine provoquée par l'utilisation de
l'acide valproique joue un réle important dans les dommages causés au pancréas (Mahrous
et al., 2016).

3.8. Au niveau destesticules

» Le traitement par 1’acide valproique provoque une diminution significative du poids des
testicules, la concentration des spermatozoides, des spermatozoides vivants et le
pourcentage de spermatozoides progressivement mobiles (Nishimuraet al., 2000 ; Roste et
al., 2003 ; Isojarvi et al., 2004 ; Bairy et al., 2010 ; Cansu €t al., 2011).

» Chez les hommes épileptiques traités par le VPA, le taux de testostérone et la qualité de
sperme ont été significativement diminués ce qui provoque une infertilité (Iamsaard et al.,
2015).

» 1l a été démontré que le traitement chronique par I’acide valproique ralentit la maturation
pubertaire en diminuant le taux de croissance testiculaire et de spermatogenése (Roste et
al., 2001).

3.9. Tératogéne

» Plusieurs études prospectives basées sur le registre ont récemment confirmé que le
traitement par le VPA durant la grossesse augmente le risque de malformations congénitales
somatiques chez la progéniture par rapport a la plupart des autres antiépileptiques et que le
taux de malformations majeures varie de 6 a 11% avec de fortes contre-indications lorsgu'il
est administré au cours du premier trimestre de la grossesse (Sabers et al., 2014 ; Goyal et
al., 2016 ; Stadelmaier et al., 2017).

» L'exposition des feetus au VPA provoque des malformations congénitales majeures (MCM)
et des anomalies neurodéveloppementales. Les MCM sont principalement des anomalies
cardiaques, mais aussi des anomalies du tube neural qui se manifestent souvent sous forme

de spina bifida, entrainant éventuellement un syndrome du valproate feetal (dysmorphismes
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faciaux spécifiques liés a l'acide valproique), une fente labio-palatine, des anomalies des
voies urinaires ou une maformation des membres (Lloyd, 2013).

> L'expodition prénatale a l'acide valproique entraine des altérations généralisées de la
morphologie cérébrale, du comportement et de la capacité cognitive ainsi qu'un risque accru
de trouble du spectre autistique (TSA) chez les enfants (Gao et al., 2016).

» A cause de I'effet tératogene de 1’acide valproique un groupe de travail conjoint de la
Commission européenne des affections de la Ligue internationale contre I'épilepsie et de
I'Académie européenne de neurologie a publié¢ des recommandations sur le moment et la
maniere dont I'acide valproique devrait €tre utilisé pour traiter les femmes et les épileptiques
(Tomson et al., 2016).

. L’acide valproique et stress oxydant

L'acide valproique est I'un des anticonvulsivants les plus couramment utilisés dans le traitement de
certains types de crises, troubles anxieux, troubles de stress post-traumatique, migraine, trouble
bipolaire et types dAlzheimer, ains que d'autres troubles psychiatriques chez I’enfant et 1’adulte
(Ogungbenro et Aarons, 2014 ; Mony et al., 2016). Malgré son efficacité médicale, la tératogénicité,
la pancréatite et la toxicité hépatique grave ont été associées a son utilisation (Perruca, 2002 ;
Lheureux et Hantson, 2009). Les effets secondaires du VPA ont été montrés dans de nombreuses
¢tudes, mais les mécanismes cellulaires impliqués dans cet effet toxique n'ont pas encore été
complétement élucidés (Ubeda et al., 2002 ; El-Shenawy et Hamza, 2016).

Dans des études antérieures, il a été démontré que le VPA augmentait les concentrations
intracellulaires d'espéces réactives de l'oxygene (ROS) dans plusieurs tissus, y compris le foie, le
cerveal, lesreins 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). Cela est due a la
biotransformation de I’acide valproique ou suite a une déficience de la défense antioxydante (Verrotti
et al., 2008).

I1.1. L’hépatotoxicité du VPA

Du point de vue morphologique, 1'hépatotoxicité du VPA chez I'nomme est associé a deux types
d'hépatotoxicité :

v Une toxicité directe dose-dépendante qui se caractérise par une augmentation des
enzymes hépatiques et diminution du fibrinogéne. Ces perturbations peuvent étre
inversées par l'arrét du médicament avec une récupération clinique complete.

v Une toxicité indirecte caractérisée par une stéatose microvésiculaire et une nécrose

hépatique (Komulainene et al., 2015).
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Bien que le mécanisme de la toxicité hépatique n’est pas encore clairement défini, il a été suggéré
que l'effet hépatotoxique du VPA est causé par un dysfonctionnement mitochondrial, avec une
altération de la b-oxydation mitochondriale jouant un role central dans I'accumulation intracellulaire
de triglycérides et le développement de 1’acidose lactique (Pessayre et al., 1999 ;Lee, 2003 ; Begriche
et al., 2011 ;). L’origine de ce dysfonctionnement peut étre non seulement due a I’accumulation des
acides gras dans I’hépatocyte ce qui provoquera une perturbation lipidique caractérisée par une
diminution d’éthanolamine et phosphatidyl-choline ainsi qu’une augmentation de lysophosphatidyl-
choline. Egalement la surproduction des espéces réactives de l'oxygene participe a ce
dysfonctionnement ce qui favorise la peroxydation des lipides qui peut causer la mort cellulaire d’ou
la nécrose tissulaire et peuvent auss participer secondairement a I’activation des cellules de Kupffer
(macrophages résidants dans le foie) et les cellules étoilées qui participent respectivement a
I’inflammation et a la fibrogenese (Berson et al., 1998 ; Natargjan et al., 2006 ; Silvaet al., 2008 ;
Mitchell et al., 2009).

Aussi bien, |e stress oxydatif, en raison de la surproduction d'espéces réactives de 1'oxygene (ROS)
et de la capacité antioxydante compromise, a été supposé dejouer un role dans 1'étiologie de la toxicité
(Abdellaet al., 2014). Les principales voies responsables du métabolisme du VPA sont : I'oxydation
du cytochrome P450, la conjugaison et la B-oxydation de l'acide glucuronique et l'oméga ()
oxydation. Ces voies métaboliques sont associées a une hépatotoxicité due a une synthése accrue de
dérivés d'acide valproique insaturés 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) et a une déplétion des
mécanismes de [-oxydation (Perucca, 2002, Kiang et al., 2010). Ces métabolites toxiques se
conjuguent avec le glutathion réduit (GSH) en tant que mécanisme de détoxification protecteur
conduisant a la consommation de GSH qui est bien connu pour son activité antioxydante en liant les
ROS. Suite a cette déplétion en GSH, les taux intracellulaires de peroxydes s’élevent, provoquant un
stress oxydant via une réaction de Fenton (Zhang et al., 2010 ; Ibrahim et al., 2017).

Hamza et al. (2015) ont détecté une diminution de la production d'ATP chez les rats intoxiqués par
le VPA. L'incapacité des mitochondries a synthétiser I'ATP entraine une acidose et une lésion
osmotique qui aboutit a la lyse de la membrane plasmique des hépatocytes. De plus, Destestsin vitro
réalisés sur des hépatocytes des rats ont montré que les ROS et la peroxydation lipidique (LPO)
produits par le VPA induisent une lésion membranaire lysosomiale hépatocytaires conduisant a la
protéolyse et a la stimulation du processus autophagique aboutissant a la dégénérescence et a la
nécrose des hépatocytes suggérant qu'au moins trois sources intracellulaires différentes : cytochrome

P450, perturbation de la chaine de transfert d'électrons mitochondriale et réaction lysosomale de
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Haber-Weiss sont impliquées dans la formation des ROS produites par le VPA et ses événements
cytotoxiques ultérieurs (Figure 3). Par conséquent, les agents protecteurs qui inhibent ou réduisent le
stress oxydatif "antioxydants et piégeurs de radicaux" protegent les hépatocytes contre la toxicité

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

CYPIEI - 0
—_— N
| . Cytochrome ¢
...'° MPT pore
f'/-—__\\ ....
v “'\'
) H,0,

l\ ----------- Ty
-y

(cathepsins) ‘-:-.;\ ~ cathepting BidBax __,

\.\ _// .
— 2 .

Mitochondrion

Lysosome
" Cytochrome ¢ MPLpee

Digestive proteases

l

Proteolysis

Figure 3 : Mécanisme de I’hépatoxicité du VPA proposé par (Pourahmed et al., 2012).

I1.2. Néphrotoxicité du VPA

Dans les cellules rénales, le stress oxydatif provoqué par les radicaux libres contribue a la pathogenése
de la néphrotoxicité induite par le VPA. La pathogenése de ces formes de néphrotoxicité induite par
le VPA n'est toujours pas claire (Chaudhary et al., 2015). 11 a été rapporté que l'activité cytotoxique
du VPA est le résultat de la production de peroxyde d'hydrogeéne et de la production de radicaux
hydroxyles hautement réactifs. Cela pourrait étre derriere 1'augmentation du niveau du LPO et la
diminution de I'activité enzymatique des (SOD, CAT et GPx) et la capacité antioxydante totale chez
les rats traités par le VPA. Il posseéde également un effet notable sur le tissu rénal des rats traités. Ces
effets apparaissent comme une atrophie des glomérules, une dégénérescence des tubules rénaux et un
cedéme (Tabatabaei et Abbott, 1999). Les dommages rénaux, tels que la néphrite interstitielle et tubule
rénale proximale peuvent aussi apparaitre (Al-Amoudi, 2016). Auss bien les patients traités par le

VPA avaient une déficience des fonctions tubulaires rénales (Verrotti et al., 2000). De méme, les
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enfants épileptiques qui étaient ambulatoires et dépendaient de la monothérapie par le VPA ont
développé une dysfonction tubulaire rénale proximale cliniquement insignifiante (Altunbasak et al.,
2001). Récemment, les enfants sous traitement anti-épileptique avec l'acide valproique ont montré
des signes de dysfonction tubulaire rénale, reflétés par l'index d'activité N-acétyl béta-
glucosaminidase / créatinine (NAG / Cr) (Mazaheri et al., 2011).

I1.3. Neurotoxicité du VPA

Le cerveau est tres sensible aux dommages oxydatifs car cet organe contient un grand nombre d'acides
gras facilement oxydés et un systeme antioxydant limité. Afin de piéger les especes réactives de
l'oxygene, divers systémes de défense restent dans |e cerveau, tels que les antioxydants enzymatiques
(CAT) et non enzymatiques (GSH). La génération de radicaux libres peut étre, au moins
partiellement. La base de troubles neurologiques et neurodégénératifs abondants tels que l'ischémie-
réperfusion, la crise, les maladies de Parkinson et d'Alzheimer. La thérapie antioxydante a été bien
enregistrés pour protéger contre les 1ésions du SNC (Morsy et al., 2017). En effet, il a été constaté
une réduction significative de l'activité des GST, GR, GPx, SOD et CAT ainsi qu’une augmentation
significative de l'activité de la xanthine oxydase et des niveaux de peroxydation lipidique dans le
cervelet et le cortex cérébral des rats traité par le VPA (Chaudhary et Parvez, 2012).

I1.4. Toxicité du VPA au niveau destesticules

Malgré les effets bénéfiques du VPA dans le traitement de nombreuses maladies, sa toxicité sur le
systeme reproducteur masculin est une réelle préoccupation pour les patients (Xiaotian et al., 2013).
Des études réalisées sur les animaux et 1’étre humain ont démontré que le VPA a de nombreux effets

indésirables sur la fertilité masculine, y compris|'inhibition delamobilité des spermatozoides, (Girish

et al., 2014). Les effets déléteres du VPA sont accompagnés d'un stress oxydatif accru (Hamza et
Amin, 2007).

Les testicules et les spermatozoides sont riches en acides gras polyinsaturés, ce qui augmente leur
susceptibilité a 'attaque par les especes réactives de I'oxygene (ROS) et par conséquent les dommages
oxydatifs. Au niveau des testicules, le stress oxydatif peut perturber la capacité stéroidogénique des
cellules de Leydig et la capacité de I'épithélium germinal a se différencier en spermatozoides avec
une fonction normale (Ourique et al., 2016).

I1.5. Lestress oxydant

Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicales a été envahi par un nouveau
concept, celui du stress oxydant. Il se définit comme étant un déséquilibre profond de la balance entre
les pro-oxydants et les antioxydants ce qui conduit a 1’accumulation des radicaux libres qui

provoquent des dégats cellulaires irréversibles en agressant toutes les cellules et tous les tissus, en

12



Synthése Bibliographique

provoquant des altérations de I’acide désoxyribonucléique (ADN), en induisant des phénomenes de
peroxydation lipidique, et en stimulant I’expression des produits de I’inflammation (Kehili et al.,
2017 ; Farh et al., 2017). L organisme humain a développé des systémes de défense pour traiter ce
phénomene (stress oxydant) et lutter contre les espéces réactives qui sont préjudiciables a la vie

humaine (Prior et Cao, 1999 ; Laguerre et al., 2007).
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Figure 4 : La balance d’équilibre entre les systémes pro et antioxydants (Favier, 2006).

11.5.1. Lesradicaux libres
Les ROS sont impliqués dans de nombreux événements cellulaires, notamment en tant que seconds
messagers dans I'activation de plusieurs voies de signalisation, conduisant a I'activation de facteurs
de transcription, la mitogenes, l'expression génique et l'induction de 1'apoptose ou mort cellulaire
programmée (Birben et al., 2012).1ls comprennent les espéces réactives de I'oxygéene et de 'azote, qui
jouent un role clé dans l'initiation et la progression des cellules tumorales et améliorent leur potentiel
métastatique. En effet, ils sont maintenant considérés comme un marqueur de cancer (Rios-Arrabal

et al., 2013).

IIssont généralement définis comme des especes chimiques qui posseédent des électrons non appariés.
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a) Les dérivés oxygénés radicalaires : I’anion superoxyde (O2"), leradical hydroxyle (OH"), I’oxyde
nitrique (NO"), leradical peroxyle (ROO") et le radical alkoxyle (RO").
b) Les dérivés oxygénés non radicalaire : I’oxygéne singulet 1O le peroxyde d'hydrogene (H20y), le
nitroperoxyde (ONOOH), les hydroperoxydes organiques (ROOH) et 1’anion peroxynitrite (ONOO
) (Birben et al., 2012 ; Savini et al., 2013 ; Lefaki et al., 2017). L'ensemble des radicaux libres et de
leurs précurseurs est souvent appelé especes réactives de 'oxygene (Favier, 2003).
5.1.1. Formation des espéces réactives oxydantes (ERO)
Leradical superoxyde O™ 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 maeur est la chaine respiratoire mitochondriale ou 2% de 1’oxygéne consommé est
transformé en O2", une telle réaction est catalysée par une cytochrome oxydase mitochondriale. Il est
formé apres réduction d’une molécule d’O2 par un électron lors de la phagocytose en présence de la
NADPH-oxydase, présente dans la membrane plasmique des phagocytes. Une autre source peut
¢galement €tre une source biologique importante c’est la xanthine oxydase qui en présence d’oxygene
catalyse 1’oxydation de la xanthine en acide urique (Li et Fukagawa, 2010 ; Birben et al., 2012).
Autre espéce c¢’est leradical hydroxyle (OH") qui est le plus important des produits. C’est une espece
oxygénée trés réactive qui provient de la coexistence de I’anion superoxyde et de peroxyde
d’hydrogene. Ce dernier va réagir avec le fer et produit du fer oxyde et le radical hydroxyle, viala
réaction de Fenton (Lipinski, 2011 ; Duttaet al., 2017).
H20, + Fe*? » Fe**+OH + OH".
Ensuite lefer ferrique est réduit en fer ferreux par 1’anion super oxyde principalement :
Fe3 + Oy > Fe? + Oy
L’ensemble de ces réactions forme la réaction d’Haber Weiss

H202 + Oz~ » O2+O0OH +OH:

La troisieme espéce c’est I'oxyde nitrique (NO) qui est un médiateur pro-inflammatoire impliqué dans
divers événements physiologiques. Sa production est extrémement importante pour défendre le corps.
Cependant, sa surproduction peut entrainer des lésions tissulaires et I'activation de médiateurs pro-
inflammatoires associés a une inflammation aigué et chronique (Njoyaet al., 2017). Le NO" peut étre
converti enion nitrosium (NO"), en anion nitroxyl (NO) ou en peroxynitrite (ONOO"). Cedernier se
dissocie pour produire un OH" et un radical dioxyde d'azote (NO2) (Santana et al., 2017).

Le radicale peroxyle (ROO") est dérivé de 'oxygene dans les systémes vivants. La forme la plus
simple du radical peroxyle est le radica perhydroxyle (HOO) formé par la protonation du
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superoxyde. 1l initie la peroxydation des acides gras et peut également favoriser le développement
de la tumeur (Phaniendra et al., 2015). Par contre, le radica alkoxyle (RO se produit lors de la
dégradation des hydroperoxydes organiques, ils sont tres réactifs (Birben et al., 2012).
D’autre part, I'oxygeéne singulet est une espece d'oxygene réactif (ROS). Il est hautement réactif et se
met facilement en contact avec une variété de biomolécules, en particulier celles contenant des
doublesliaisons (Mor et al., 2014).
Auss bien, le peroxyde d'hydrogeéne est un oxydant particulierement intéressant en raison de sa
stabilité ; sa durée de vie plus longue qui lui permet de participer soit en tant que molécule messagere
secondaire, soit en tant qu'oxydant létal (Huang et Sikes, 2014). Il provient de la dismutation
enzymatique ou spontanée des anions superoxyde, qui sont les sous-produits d'une variété large et
omniprésente d'oxydases. || peut aussi donner naissance a des radicaux OH® hautement toxiques grace
aux réactions de Fenton et de Haber-Weiss a l'aide d'ions métalliques redox-actifs libres (Cuypers et
al., 2016).

H202+ Fe** » OH +OH + Fe®

Cependant, la réaction entre les radicaux libres oxyde nitrique (NO') et superoxyde (O2") conduit a la

formation contrdlée de la diffusion de peroxynitrite NO3™ qui est un puissant agent oxydant et nitrant
et favorise les dommages nitroxidatifs (Carballal et al., 2015).

O2"+ NOe > NOs

En plus, I’acide hypochlorique (HOCI) a été impliqué dans l'inflammation comme médiateur des

Iésions tissulaires oxydatives et des dysfonctionnements cellulaires entrainant l'initiation et
l'accélération de nombreuses maladies ; telles que la fibrose kystique, les broncho-pneumopathies
chroniques obstructives, la goutte, 'athérosclérose, polyarthrite rhumatoide et le cancer (Chen et al .,
2016). C’est un oxydant puissant formé a partir de peroxyde d'hydrogene et d'ions chlorure (Zhou et
al., 2015).

H.O2 + CI » HOCI|I +HO

Un récapitulatif des principales ERO et de |eurs formations est présenté dans la figure 5.
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Figure5: Cascade de production des principales ERO : en orange ERO non radicalaires et en
jaune ERO radicalaires (Favier, 1997).

5.1.2. Origine des espéces réactives de I’oxygéne
Les ROS peuvent étre produits a partir de sources endogenes ou exogenes. Les sources endogenes de
ROS comprennent différents organites cellulaires tels que les mitochondries, les peroxysomes et le
réticulum endoplasmique, ou la consommation d'oxygene est élevée.

» Lamitochondrie
Laplupart des ROS intracellulaires proviennent des mitochondries (Figure 6).
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Figure 6 : production des ROS mitochondriales (Phaniendra et al., 2015).
» Peroxysomes
Dans les peroxysomes, la voie respiratoire implique le transfert d'électrons de divers métabolites a
l'oxygene qui conduit a la formation de H>O,. Mais n'est pas couplé a la phosphorylation oxydative
pour produire de 'ATP au lieu de libérer de I'énergie libre sous forme de chaleur. Les autres radicaux

libres produits dans | es peroxysomes comprennent H202, O2", OH" et NO'. La B-oxydation des acides
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gras est le principal processus métabolique produisant H2O, dans les peroxysomes. Les différentes
enzymes peroxysomales telles que I'acyl CoA oxydases, la D-aminoacide oxydase, la L-a-hydroxy
oxydase, 'urate oxydase, la xanthine oxydase, la D-aspartate oxydase se sont avérées produire des
ROS différemment (Schrader et al., 2006) (Tableaul).

Tableaul : ROS produisant des enzymes dans |es peroxysomes.

Enzyme Substrat ROS
v AcylCoA-oxydases v' Acidesgras v H0,
v D-aminoacide v' oxydaseD-proline v H0»
v L-ahydroxy v' oxydaseGlycolate v H202
v Urate oxydase v' Acideurique v HO;
v D-aspartate v’ D-aspartate v HO
v Xanthine oxydase v Xanthine V' Oz, H0;

> Réticulum endoplasmique

Les enzymes du réticulum endoplasmique telles que les enzymes du cytochrome P450 et bs et la
diamine oxydase contribuent a la formation des ROS (Bhattacharya, 2015).

Les autres sources endogénes de ROS comprennent la synthése des prostaglandines, |'auto oxydation
de I'adrénaline, les cellules phagocytaires, la riboflavine réduite, FMNH2, FADH2, I'activation des
cellules immunitaires, l'inflammation, le stress, |'exercice excessif, l'infection, le cancer, le
vielllissement, I'ischémie etc... (Pizzino et al., 2017).

D'autre part, les ROS sont également produits dans les systémes biologiques par diverses sources
exogenes indiquées dans le tableau 2 :

Tableau2 : ROS générés a partir de sources exogenes (Pham-Huy et al., 2008)

v Pollutiondel'air et del'eau v Lumiére ultraviolette
v L'alcool v Cuisson (viande fumée, huile usée)
v" Fumée de tabac v' Meétaux de transition (Fe, Cu, Co, Cr)
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v' Métaux lourds (Cd, Hg, Pb, As) v' Haute température

v" Des médicaments tel que : v' Solvantsindustrids

I’halothane, Paracétamol, VPA

5.1.3. Role physiologique des ERO

Physiologiquement, les especes réactives de I'oxygéne existent dans les cellules et dans les tissus a
des concentrations faibles, assurant de nombreuses fonctions utiles.

Les ERO sont des armes mortelles utilisées par les phagocytes et d'autres types cellulaires, tels que
les cellules épithéliales pulmonaires, contre les pathogénes. Ils peuvent auss tuer les agents
pathogénes directement en causant des dommages oxydatifs ou indirectement en stimulant
I'élimination des agents pathogenes par divers mécanismes non oxydatifs. Notamment lasignalisation
des récepteurs de reconnaissance des formes, l'autophagie, la formation de pieges extracellulaires

neutrophiles et les réponses lymphocytaires T (Paivaet Marcelo, 2014) (Figure 7).
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Figure 7: Les ROS favorisent 1'élimination des agents pathogenes par des
mécanismes oxydatifs (Paiva et Marcelo, 2014).

5.1.4. Conséquences du Stress Oxydatif
En raison de leurs caractéristiques chimiques spéciales, les ROS / RNS peuvent initier la
peroxydation des lipides et provoquer des ruptures de brinsd’ADN. En plusils peuvent oxyder de
facon indiscriminée pratiquement toutes les molécules dans les membranes et les tissus

biologiques, entrainant des blessures (Li et al., 2015) (Figure 8).
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Figure 8 : Les conséquences du stress oxydant (Bonnet et al., 2010).
5.1.4.1. Lesdommages oxydatifsa ’ADN

Les dommages oxydatifs de 'ADN sont largement utilisés dans la littérature pour décrire les 1ésions
de I'ADN induites par le stress oxydatif (Valente et al., 2012). Il peut induire environ 10 000
altérations de 1'ADN par cellule et par jour, ce qui représente une partie importante des lésions
endogenes de I'ADN (Dey et al., 2013 ; Tang et al., 2014). Ceci peut induire des cassures monos et
double brin de I’ADN, des modifications des bases, des interactions protéines-ADN, des altérations
génétiques, et des mutations conduisant a I’apparition de cancer (Phaniendraet al. ,2014 ; Kumar et
al., 2017) (Figure 9). Ces attagues sont essentiellement causées par le HO™ qui réagit avec les purines
et les pyrimidines de I'ADN par I'addition de doubles liaisons et |'abstraction dun atome H (H") du
groupe méthyle de la thymine et de chacune des liaisons C-H du 2'-désoxyribose. Il en résulte des
produits, tels que le 5-hydroxyméthyl-uracile, le radical d'addition C8-OH- de la guanine et |a 8-
hydroxyguanine (8-OH-G) (Klaassen et al., 2010).
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Figure9: Les Iésions de I’ADN (Favier, 2003).
5.1.4.2. Leslipides

La peroxydation lipidique peut étre décrite comme un processus dans lequel les oxydants tels que les
radicaux libres ou les especes non-radicaux attaquent les lipides contenant des doubles liaisons
carbone-carbone, en particulier les acides gras polyinsaturés (PUFA) qui impliquent |'extraction
d'hydrogéne du carbone dans les radicaux peroxydes lipidiques et les hydroperoxydes. Ce qui
provogue des changements dans la perméabilité et la fluidité de la bicouche lipidique membranaire
et des altérations de I’intégrité cellulaire (Yin et al., 2011 ; Barrera, 2012). Parmi les produits formés
lors de la peroxydation lipidique, I’isoprostane, le 4-hydroxynonénal (4-HNE) et le
malonyldialdéhyde (MDA). Ce dernier a été largement utilisé pendant de nombreuses années comme
un biomarqueur pratique pour la peroxydation lipidique des acides gras en raison de sa réaction facile
avec |'acide thiobarbiturique (TBA) (Kumar et al., 2017).

Le processus global de la peroxydation lipidique comprend trois étapes : initiation, propagation et
terminaison. Dans I'étape d'initiation de la peroxydation lipidique, les pro-oxydantstels queleradical
hydroxyle font abstraction de 'hydrogéne allylique formant le radical lipidique centré sur le carbone
(L"). Dans la phase de propagation, le radical lipidique (L") réagit rapidement avec I'oxygéne pour
former un radical lipide peroxy (LOO") qui extrait un hydrogene d'une autre molécule lipidique

générant un nouveau L’ (qui continue la réaction en chaine) et hydroperoxyde lipidique (LOOH).
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Dans la réaction de terminaison, des antioxydants comme la vitamine E donnent un atome
d'hydrogene aux especes LOO et forment un radical de vitamine E correspondant qui réagit avec un

autre LOO" formant des produits non radicalaires (Figure 10) (Ayalaet al., 2014 ; Savina, 2014).
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Figure 10 : les différentes étapes de la peroxydation lipidique (Ayalaet al., 2014).
5.1.4.3. Les protéines

Les effets néfastes des niveaux desROS déséquilibrés sur les protéines pendant le stress oxydatif sont
un sujet de recherche principal pour la communauté scientifique (Hohn et al., 2017). Les ROS
oxydent différents acides aminés présents dans les protéines, causant la formation de liaiSons croisées
protéine-protéine. Entrainant la dénaturation et la perte de fonctionnement des protéines. La perte de
l'activité enzymatique et la perte de fonction des récepteurs et des protéines de transport. Les
dommages oxydatifs induits par les ROS des résidus d'acides aminés tels que la lysine, la proline, la
thréonine et I'arginine donnent des dérivés carbonylés dont leur présence dans les protéines a été
considérée comme le marqueur de I'oxydation des protéines induite par les ROS (Phaniendra et al .,
2014).

Les dommages cellulaires causés par les radicaux libres semblent étre un facteur majeur du
vieillissement et des maladies dégénératives du vieillissement telles que le cancer, les maladies
cardiovasculaires, les cataractes, déclin du systéme immunitaire, maladies du foie, diabéte sucré,
inflammation, insuffisance rénale, dysfonctionnement cérébral et stress, entre autres. La
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 : Représentation schématique d'une cellule humaine, qui peut étre endommagée par
les radicaux libres générés par des sources internes et externes (Sanchez, 2016).

5.1.5. Pathologiesliées au stress oxydant

Le stress oxydatif est impliqué dans la pathogenése de plusieurs maladies, comme les maladies

dAlzheimer et de Parkinson, la sclérose latérale amyotrophique, le diabéte, I’hypertension, les
mal adies auto- immunes et le cancer (Kreuz et Fischle, 2016) (Figurel?2).
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Figurel?2 : Stress oxydatif et développement des maladies (Raha et al., 2014).

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

neurodégénératives ainsi que d'une altération de la croissance cellulaire, d'infections chroniques

menant au néoplasie, cancer métastatique et d'angiogenese. Les dommages aux composants

cellulaires tels que les protéines, les genes et la vascularisation sont a 1'origine de ces altérations.

Divers facteurs produits par le stress oxydatif a savoir le TNF, les protéases, les ROS et les kinases,

participent activement a la croissance et a la prolifération tumorale. Ces facteurs sont également

requis pour la dégradation de la membrane, l'invasion des tissus avoisinants et la migration des

cellules tumorales a travers le systéme vasculaire et les canaux lymphatiques pour les métastases

(Rahal et al., 2014).

11.5.2. Le Systéme de défense Anti Oxydant

Les antioxydants sont utilisés pour contrebalancer l'effet des radicaux libres et réduire les signes

néfastes des ROS. Un antioxydant est une molécule stable qui donne un é€lectron a un radical libre
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chargé et met fin a la réaction en chaine avant que les molécules vitales ne soient endommagées. La
propriété de piégeage des radicaux libres des antioxydants retarde ou inhibe les dommages cellulaires

(Kumar et al., 2017). 1l existe différentes sortes d’antioxydants (Figurel3).

| Small MW molecules |

Catalase (CAT) Ascorbic acid (vit C)
Superoxide dismutase (SOD) a-tocopherol (vit E)
Glutathio GSH
Glutathione peroxidase (GPX) = ?Jri:: 2;5 )
Glutathione reductase (GR) Lipoic acid
Coenzyme Q

External sources
(Dietary antioxidants)

Polyphenols
(Flavonoids and phenoclic acids)

Alkaloids
Carotenoids
Curcuminoids

Figure 13 : Les différents types d’antioxydants (Apostolovaet Victor, 2015).

5.2.1. Les antioxydants enzymatiques
v' Lesuperoxyde dismutase

Le superoxyde dismutase (SOD) est une enzyme antioxydante qui régule les niveaux d'especes
réactives de I'oxygéne tellesquel'anion superoxyde (O2) dans les conditions basales du métabolisme
tissulaire et de la santé (Bernardy et al., 2017).

Le mécanisme de dismutation de (02" ") en H202 par le SOD implique une réduction et une
réoxydation alternées d'un métal de transition actif redox, tel que le cuivre (Cu) et le manganese (Mn)
au site actif de I'enzyme, Cela indique que l'activité SOD nécessite un métal catalytique(Fukai et
Ushio-Fukai, 2011) (Figure 14).

Il existe trois types de SOD exprimées dans des cellules de mammiferes : Une SOD contenant du
cuivre/zinc (Cu/ZnSOD, SOD1) est principalement localisée dans le cytosol, bien qu'elle ait été
trouvée dans l'espace inter membranaire des mitochondries. Une SOD contenant du manganése
(MnSOD) (SOD?2) est I'antioxydant mitochondrial qui existe dans les homotétrameéres et se localise
dans la matrice mitochondriale. Une SOD extracellulaire (ECSOD, SOD3) localisée dans l'espace
extracellulaire (Candas et Li, 2014). Ces formes actives des trois isoformes SOD ont été associées a
des maladies de mammiferes de diversité cellulaire variable. En effet, la maladie la plus étudiée qui

possede une mutation SOD est la sclérose latérale amyotrophique (SLA), ou Cu/Zn SOD est
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I'isoforme spécifique associée a cette maladie, ainsi qu’une autre maladie souvent associée a un

déséquilibre de Cu/Zn SOD est latrisomie 21, ou syndrome de Down (Case, 2017).

=

SOD-Mexidized ﬂz' -
02
SOD-Mreduced
O, | +2H*
SO D-Mexidized Hzﬂz
Mexidized preduced - Cu?*/Cu™ for SOD1 and SOD3
~ Mn**/MnZ** for SOD2

Figureld: Mécanisme commun de balayage de O2 *~ par les SOD (Fukai et Ushio-Fukai, 2011).

v' Lesglutathions peroxydases (GPx)

Les glutathion-peroxydases (GPx) sont des non-hémi-thiol-peroxydases appartenant a une famille
denzymes antioxydantes omniprésentes. Ce sont des enzymes formées de quatre sous unités
contenant chacune un atome de sélénium incorporé dans une molécule de sélénocystéine. Ilssont treés
importants dans la désintoxication des especes réactives de 1'oxygene induites par le stress et
protegent ains les cellules contre les dommages oxydatifs graves (IsSlam et al., 2015).

IIs catalysent la réduction du peroxyde d'hydrogéne en eau et les hydroperoxydes organiques ou
hydroperoxydes lipidiques en eau alcool en utilisant du glutathion réduit (GSH) comme
réducteur(Jain et Bhatla, 2014 ; Reichel, 2010 ).Chez les Eucaryotes, il existe cing isoenzymes de la
GPx qui sont présentes dans |es liquides extracellulaires et dans les cellules au niveau du cytosol et
des mitochondries: La GPx 1 cytoplasmique et mitochondriae, la GPx2 gastro-intestinale, la GPx3
plasmique, la GPx 4ou PHGPx localisée a I’interface de la membrane interne du cytoplasme et la
GPx5¢épididymaire. La plus abondante est la GPx 1 et elle est exprimée dans la plupart des cellules
(Comhair et Erzurum, 2002).

25



Synthése Bibliographique

v’ Catalase (CAT)
La catalase est une enzyme antioxydante et hydroperoxydase, protége 1'environnement cellulaire des
effets néfastes du peroxyde d'hydrogeéne en facilitant sa dégradation en oxygéne et en eau (Dash et
Phillips, 2013). La catalase dissocie directement le peroxyde d'hydrogene dans I'eau et le dioxygene
par des réactions de redox a deux électrons ou les peroxydases éliminent le H2O> en |'utilisant pour
en oxyder une autre (Bi et al., 2017).
La catalase est principalement localisée dans les peroxysomes de diverses cellules, dansles plaquettes
et le stroma des érythrocytes (Codoner-Franch et al., 2011).

5.2.2. Les antioxydants non enzymatiques

v Leglutathion(GSH)
Le glutathion, y-L-glutamyl-L-cystéinyl-glycine, est un tripeptide présent dans chaque cellule du
corps humain. Bien que ses fonctions soient complexes et restent |'objet de recherches actuelles. 1 est
largement utilisé dans les industries médicale, alimentaire et cosmétique en raison de ses diverses
fonctions physiologiques; agissant comme antioxydant, détoxifiant des xénobiotiques et
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 I'un des
molécules importantes qui protégent les cellules contre les ROS et maintiennent I'homéostasie redox
intracellulaire sous 1’action de glutathion S-transférase (GST) et la glutathion peroxydase. Il a deux
formes stables principales: le thiol (GSH) et le disulfure (GSSG). Il est synthétisé a partir de ses
acides aminés constitutifs via deux étapes catalysées par la y-glutamyl cystéinesynthase (GSH1) et la
glutathion synthase (GSH2). (Fukushimaet al., 2017 ; Uchidaet al., 2017).
Le glutathion se comporte comme un antioxydant notamment au niveau mitochondria en présence
de GPx dépendante du sélénium. Il minime le peroxyde d’hydrogene empéchant tout effet nocif tel
gue la peroxydation lipidique (Lu, 2013).

Lafigure 15 explique les différentes réactions antioxydantes mettant en jeu le glutathion.
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Figurel5 : Les réactions impliquant le glutathion (Lu, 2013).

v' Lavitamine E (a-tocophérol)
Lavitamine E, est une vitamine liposoluble qui fonctionne comme un antioxydant. Huit formes de

cette vitamine ont été identifiées comme pertinentes pour la nutrition humaine et animale dont laplus

active est I'a-tocophérol (Figurel6).

HO

CieHaa

Figurel6 : Lastructure chimique de la vitamine E (a-tocopherol) (Gardese-Albert et al., 2003).

Elle défend les membranes biologiques, les lipoprotéines et les réserves de lipides contre I'oxydation.
En particulier, elle protege les acides gras insaturés par 1’hydrogénation de leur radical hydroxyle
(ROO) et akoxyle (RO) en permettant ainsi la terminaison du mécanisme de la peroxydation
lipidique. Elle joue son réle antioxydant principal dans les membranes biologiques, notamment au
niveau de la membrane mitochondriale qui contient de forts taux de vitamine E et qui est riche en

acides gras polyinsaturés cibles du stress oxydant.
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Cette activité antioxydante est liée a sa capacité a capter 1'électron célibataire des radicaux libres.

De plus, la vitamine E est essentielle au maintien de la qualité de la chair, a la résistance normale des
globules rouges a I'némolyse et a la perméabilité des capillaires et des muscles cardiaques (Wang et
al., 2016 ; Ambrogini et al., 2016 ; Chabory, 2009 ; Magosso €t al., 2013).

v LavitamineC

L'acide ascorbique (vitamine C, Vit. C) (Figurel?) est une vitamine hydrosol uble importante pour les
humains et les autres especes (Chenet al., 2017). La vitamine C est également un antioxydant,
protégeant le corps contre les effets délétéres des radicaux libres, des polluants et des toxines. Elle
facilite auss la conversion du cholestérol en acides biliaires et augmente 1'absorption du fer dans
I'intestin. Des carences en vitamine C ont été associées a 1'anémie, aux infections, a la tendance aux

saignements et a la cicatrisation retardée des plaies (Hah et al., 2017).

0
HOH,C(HO)HC 0

HO OH

Figure 17 : La structure chimique de la vitamine C (acide ascorbique) (Gardese-Albert et al .,
2003).
v' Lavitamine A
Lavitamine A (retinol) est un micronutriment essentiel chez les animaux supérieurs. Ce qui signifie
qu'elle doit étre obtenue dans I'alimentation pour maintenir la santé et prévenir le développement de
lamaladie (Clugston et Blaner, 2014). Elle est liposoluble et obtenue a partir de différents composés
. dl-transrétinol (considéré comme la molécule Vit. A), B-caroténe (précurseur Vit. A), et rétinol
esters (rétinol estérifié a d'autres molécules, telles que le palmitate). L'arrangement de longues chaines
de doubles liaisons conjuguées, communes a tous les rétinoides, permet a la structure d'exercer des
propriétés de piégeage des ROS. Habituellement, cette activité est impliquée dans la prévention de la

peroxydation des lipides (Petiz et al., 2017) (Figure 18).
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Figurel8 : Les différents composés rétinoides par rapport au groupe terminal polaire a
l'extrémité de la chaine. Le compos¢ all-trans-rétinol (ROL) peut étre converti de manicre
réversible en all-trans-rétinal (RAL) ou en esters de rétinyle (RE). Le caroténoide -carotene
peut étre converti en RAL. RAL peut étre oxydé de maniere irréversible en acide rétinoique
(RA) (Metzler et Sandell, 2016).

v' L’acide urique
L'acide urique est synthétisé principalement dans le foie, les intestins et d'autres tissus tels que les
muscles, les reins et 1'endothélium vasculaire en tant que produit final du métabolisme de purines,
dérivé en grande partie de protéines animales. De plus, les cellules vivantes et mourantes dégradent
leurs acides nucléiques, 1'adénine et la guanine en acide urique (El Ridi et Tallima, 2017).
L'acide urique a été reconnu cCOmmeun puissant antioxydant qui piege I'oxygéne singulet, les radicaux
oxygene et les métaux de transition peroxynitrite et chélates, pour réduire I'oxydation de I'acide
ascorbique médiée par les ions fer. Il peut également empécher la nitrosation des protéines induite
par le peroxynitrite, la peroxydation des lipides et des protéines et protéger aussi les LDL contre
l'oxydation 4 médiation par Cu?* (So et Thorens, 2010).

v Labilirubine

La bilirubine, produit final du métabolisme de I'héme, est un antioxydant endogene aux propriétés
anti-inflammatoires, capable de piéger les radicaux peroxyle, 1’oxygene singulet et le radical
hydroxyle, protégeant ainsi I’albumine et les acides gras liés a I’albumine des attaques radicalaires.
Des concentrations élevées de bilirubine sérique sont associées a une capacité antioxydante totale
accrue et offrent une protection contre les maladies induites par le stress oxydatif. Elle se défend

¢galement contre la peroxydation lipidique. Une fois que la bilirubine agit comme un antioxydant,
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elle est oxydée en biliverdine qui sera alors immédiatement réduite par la biliverdine réductase en
bilirubine (Haleng et al., 2007 ; Karadag et al., 2017 ; Dwarka et al., 2017).

v' Lesoligo-éléments

Les oligo-¢éléments sont principalement des cofacteurs aux enzymes antioxydantes impliqués dans
toutes les voies métaboliques et notamment dans la protection contre les especes radicalaires (Grait,
2006). Parmi les principaux oligo-éléments : le sélénium qui a une importance particuliére et joue un
role important en tant qu’un cofacteur d'enzymes antioxydantes telles que la GPX et la thiorédoxine
réductase. Son role dans le superoxyde dismutase (SOD) et sa capacité a inhiber les oxydases NADPG
qui catalysent la transformation de 1'oxygene en radical oxygene singulet sont également pertinents.
Deméme, il a été constaté que le zinc peut empécher la peroxydation des lipides et donc protéger les

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

1. Définition

Les antioxydants naturels sont largement distribués dans les plantes alimentaires et médicinales. Ces
antioxydants naturels, en particulier lespolyphénols, présentent un large éventail d'effets biologiques,
notamment anti-inflammatoires, antivieillissement, anti-athérosclérose et anticancéreux. En effet, |la
recherche scientifique appuie fortement sur les propriétés antioxydantes des polyphénols ou un grand
nombre d'études cliniques, précliniques et épidémiologiques ont suggéré un réle possible dans la
prévention des maladies chroniques, telles que les maladies cardiovasculaires, le diabéte, les cancers,
l'ostéoporose et les maladies neurodégénératives. Mais la plus forte preuve d'effets bénéfiques pour
la santé concerne les maladies cardiovasculaires. Ils peuvent également servir de base au
développement de nouveaux compos€s thérapeutiques et contribuer ainsi a des interventions

pharmacologiques (Xu et al., 2017 ; Zamora-Ros et al., 2014 ; Figueiraet al., 2017) (Figure 19).

30



Synthése Bibliographique

Action sur les cellules du )
systéme immunitaire Anti-tumoraux

Anti-oxydant

!

Détoxifiant «— POLYPHENOLS<_———> Anti-inflammatoire <

\ Anti-agrégant

Vasodilatateur Anti-thrombotique

A
eNOS NO

NF-xB

iINOS

Anti-angiogénique Anti-apoptotique

Figure 19: Effets biologiques des polyphénols (Martin et Andriantsitohaina, 2002).

Les polyphénols sont classés en flavonoides et non flavonoides, en fonction du nombre de cycles
phénoliques et d'éléments structuraux liés a ces cycles. Les flavonols, |les flavones, les anthocyanes,
les flavanones et | es isoflavones sont | es classes | es plus importantes de flavonoides présents dans les
aiments. Les sous-classes de dihydroflavonols, de flavan-3,4-diols, de chalcones, de
dihydrochal cones et d'aurones sont des composants mineurs de notre alimentation. Les classes les
plusimportantes de non-flavonoides sont les acides phénoliques, les stilbénes et les lignanes (Mattera
et al., 2017) (Figure 20).
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Figure 20 : Structures chimiques représentatives des principaux groupes de polyphénols
(Matteraet al., 2017).

2. Lesflavonoides

v Flavones

Les flavones sont une classe de flavonoides trouvés dans une variété de fruits et de légumes et sont

les plus abondants dans les tétes d'artichauts, le persil et le céleri. Sous leur forme native, ils sont

conjugués a des sucres, a des acides simples (acétyle et malonyle) et a des acides cinnamiques (Figure

21) plutot qu'a des aglycones. Des études in vitro démontrent que la flavone apigénine inhibe les

cellules cancéreuses humaines du poumon, du colon, du sein, de la prostate, du cerveau et de la peau,

le cancer de la langue et la leucémie. L'apigénine et la lutéoline réduisent également I'adhésion des

monocytes aux LDL in vitro et stades initiaux de 1'athérosclérose. De plus, des études chez 1’animale

avec des flavones démontrent la capacité a atténuer la réponse inflammatoire (Hostetler et al., 2012).
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Figure 21 : Structures des dérivés communs de flavones (Hostetler et al., 2012).

v Flavonols

La structure la plus ssmple du flavonols a le squelette 3-hydroxyflavone. L'action biologique des
flavonols peut étre modifiée par modification chimique. Par exemple, le nombre de groupes
hydroxyle sur le squelette du flavonols influence sa puissance antioxydante et ses propriétés
vasorelaxantes. D'apres les études précédentes, les flavonols ayant la plus grande activité vasculaire
sont la quercétine, qui est la plus abondante dans les fruits et Iégumes, et le 3 ', 4'-dihydroxyflavonol

(DiOHF), un composé synthétique. Un résumé des actions biologiques desflavonols est présenté dans

laFigure 22 (Leo et Woodman, 2015).
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Figure22 : Résumé des actions biologiques des flavonols (Leo et Woodman, 2015).
v' Isoflavones

Les isoflavones sont un sous-groupe de phénols végétaux, qui constituent un groupe de métabolites
secondaires aromatiques de plantes dérivés de la voie du shikimate et du métabolisme des
phénylpropanoids. Ces composés sont largement distribués dans toutes les especes végétales et
comprennent le phénol simple, les acides phénoliques, les acides phénylacétiques, les acides
hydroxycinnamiques (acide caféique, acide férulique), les coumarines, les stilbénes (par exemple, le

resvératrol), les flavonoides, leslignanes et les tanins condensés (Medjakovic et al., 2010).

v Lesflavan-3-ols
Flavan-3-ols, la sous-classe de flavonoides la plus complexe chimiquement contient un groupe
hydroxyle en position 3 du C-anneau. Ils existent sous des formes monomeres, oligomeéres et
polymeres et ne sont pas glycosylés dans les aliments. Les monomeres les plus simples sont la (+) -
catéchine et son isomere (-) - épicatéchine, dont I'hydroxylation génére de la (+) gallocatéchine et de
la (-) - épigallocatéchine. Le (-) - épicatéchine-3-O-gallate et (-) - épigallocatéchine-3-O-gallate
(EGCQG) sont formés par une estérification supplémentaire avec 1'acide gallique en position 3 du cycle
C. Les flavan-3-ols se trouvent principalement dans les fruits, les baies, les céréales, les noix, le

chocolat, le vin rouge et le thé (Fantini et al., 2015).
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v' Lesnon-flavonoides
e Les acides phénoliques
Les acides phénoliques sont des dérivés des acides hydrocinnamique, hydrobenzoique,
phénylacétique et phénylpropionique. Les acides phénoliques existent couramment sous forme
d'esters, de glycosides ou d'amides dans la nature, mais pas sous leur forme libre. Le facteur
déterminant pour la caractérisation des acides phénoliques est le nombre et I'emplacement des groupes

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

Hidroxybenzoic acids derivates Hydroxycinnamic acids derivates
R R
== —— COOH
> V4
R R
N\ COOH N\ >
R
R=R'=R"=H, benzoic acid R=R'=R"=H, cinnamicacid
R=R"=H 6 R'= OH; p~-hydroxybhenzoicacid R=R"=H, 6 R'= OH; p-coumaric acid
R=R'=0H,R"=H; protocatechuicacid R=R'=0H,f R"=H; caffeic acid
R=0OCH, R'= OH,R"=H; vanillic acid R= C'CHa,R' OH,R"=H; ferulic acid
R=R'=R"=0H, gallic acid R=R"=0CH; R'=0H, sinapicacid
R=R"=0CH; R'= OH; syringicacid
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OOH —— — COOH
/ R
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R=0H,R'=H; 4-Hydroxyphenylaceticacid FR=0H,R'=H; 4- Hydroxyphenylpropionicacid
R=R"= OH; 3 4-Dihydroxyphenyacstic acid R=R'= OH,; 3 4-Dihydroxyphenypropionicacid

Figure 23 : Structures chimiques générales des acides phénoliques (Teodoro et al., 2015).

v’ Lesstilbénes

Les composés de stilbéne font partie d'un vaste groupe de polyphénols de défense naturelle présents
dans de nombreuses espéces végétales. Le resvératrol (3.5,4'-trihydroxy-trans-stilbéne) est un
polyphénol phytoaexine bien connu qui se trouve principalement dans la peau du raisin. Il a attiré
une attention scientifique considérable en raison de ses avantages potentiels pour la santé liée a ses
propriétés cardiovasculaires, chimiopréventives, anti-obésité, antidiabétiques et neuroprotectrices
(Reinisao et al., 2015).
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v' Leslignanes

Parmi les composés présentant une activité biologique, les composés phénoliques qui présentent un
intérét particulier. Les lignanes, classes trés complexes de composés phytochimiques
polyphénoliques bioactifs, formés par le couplage de deux résidus d'alcools coniféryliques sont
largement distribués dans le régne végétal. Il existe deux types généraux de lignanes : ceux trouvés
dans les graines végétales comme le sécoisolaricirésinol diglucoside (SDG), l'isolariciresinol, le
matairesinol, le laricirésinol et ceux trouvés chez les animaux et les humains connus sous le nom de
lignanes de mammiferes. Les lignanes phénoliques se retrouvent dans la plupart des plantes riches en
fibres, y compris les graines de citrouille, les graines de sésame, les céréales telles que le blé, l'orge,
le seigle et I'avoine. Les Iégumineuses telles que les haricots, les lentilles et les féeves de soja ; et des

légumes comme 1'ail, les asperges, le brocoli et les carottes (Imran et al., 2015).
3. Biosynthése des composés phénoliques

Les polyphénols sont synthétisés par deux voies biosynthétiques :

3.1 La voie de I’acides shikimique
La voie de l'acide shikimique est la voie la plus importante pour la biosynthése des composés
aromatiques dans les plantes et les micro-organismes, y compris les acides aminés aromatiques.
L’acide shikimique conduit a une transamination et désamination aux acides cinnamiques et a leurs
nombreux dérivés tels que les acides benzoiques ou les phénols simples. (Ragusaet al., 2017 ; Tsao,
2010).

3.2 La voie de I’acide malonique / I’acétate :
La glycolyse et la B-oxydation aboutissent a la formation de I’acétyl COA donnant le malonate. C’est
a travers cette voie que s’effectue la cyclisation des chaines polycétoniques, obtenues par
condensation répétée d’unités « Acétate » qui se fait par carboxylation de I’acétyl-CoA. Cette réaction
est catalysée par I’enzyme acétyl-CoA carboxylase (Fleeger et Flipse, 1964 ; Richter, 1993).

4. Biodisponibilité des polyphénols
Puisgue les polyphénols fournissent la plus grande efficacité dans la prévention des maladies, il est
essentiel de connaitre leur biodisponibilité. La plupart des études portent sur la biodisponibilité liée
aux taux de polyphénols présents dans le sang ou I'urine. Mais peu déterminent la biodisponibilité
dans les tissus cibles, ce qui peut étre plus déterminant pour affirmer leur application a une maladie
spécifique. Apres hydrolyse intestinale, les polyphénols sont conjugués par glucuronidation (addition
d'acide glucuronique), méthylation (addition d'un groupe méthyle), ou sulfurylation (gout d'un

groupe sulfate). Ce qui facilite souvent leur élimination urinaire. Ainsi, ils sont bien absorbés dans
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lestissus ou ils sont métabolisés (intestin et foie), mais|eur biodisponibilité dans les tissus cibles est
faible en raison de leur élimination rapide du corps (Amawi et al., 2017 ; Mouhid et al., 2017).
4.1 L e métabolisme des flavonoides

Les flavonoides sont généralement consommés sous forme de glycosides avec une proportion de
l'aglycone libérée soit dans I'épithélium ou la lumiere de l'intestin gréle. Contrairement aux
macronutriments alimentaires et aux micronutriments, une grande partie des flavonoides ingérés ne
sont pas absorbés dans l'intestin proximal et atteignent le cdlon ou ils sont exposés a I'hydrolyse et a
la fermentation du microbiome. Dans I'épithélium, les flavonoides subissent un métabolisme de phase
I, lesmétabolites résultants étant transportés dans le foie par la veine porte. Dans le foie, ils subissent
d'autres métabolismes de phase I et de phase II qui aboutissent a des composés plus polaires, qui
interviennent dans un éventail d'effets biologiques dans les tissus cibles. L'efflux de flavonoides du
corps se fait par le rein, a partir de I'épithélium intestinal, et par I'excrétion biliaire. Les flavonoides
sécrétés par la voie biliaire dans le duodénum sont soumis a l'action d'enzymes microbiennes et
peuvent étre réabsorbés et subir un recyclage entéro-hépatique (Kumar et Pandey, 2013 ; Cassidy et
Minihane, 2017) (Figure 24).
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Figure 24 : métabolisme des flavonoides (Cassidy et Minihane, 2017).

4.2. Propriétés biologiques des flavonoides

Les flavonoides sont caractérisés par un grand nombre de propriétés biologiques (Figure 25)
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Figure 25 : Les différents roles des flavonoides (Panche et al., 2016)

4.2.1. Activité antioxydante

Les composés phénoliques et plus particuliérement les flavonoides sont treés connus par leur propriété
antioxydante. En effet, leur mécanisme d'action antioxydante peut comprendre : la suppression de la
formation des ROS, soit par l'inhibition des enzymes, soit par la chélation des éléments traces
impliqués dans la génération des radicaux libres. Piéger les radicaux libres tels que les radicaux
hydroxyles et superoxyde ains que I’inhibition des enzymes génératrices des ERO comme la
myéloperoxydase (MPO), les NADPH oxydases et |a xanthine —oxydase. IIs peuvent aussi stimuler
d'autres enzymes qui ont une activité antioxydante dont la catalase et la superoxyde dismutase
(Quideau et al., 2011 ; Mishraet al., 2013 ; Kumar Pandey, 2013 ).

4.2.2. Activité antimicrobienne
Les polyphénols ont également démontré des activités antibactériennes, antifongiques et antivirales
potentielles (Vazquez-Calvo et al., 2017). lls sont capables de supprimer un certain nombre de
facteurs de virulence microbienne, tels que la réduction de 1'adhésion des ligands hétes, I'inhibition
de la formation de biofilm, la neutralisation des toxines bactériennes et la synergie avec les
antibiotiques. Il a été prouvé que les polyphénols avaient une utilisation conjointe avec des
antibiotiques afin de potentialiser leur efficacité, de réduire la dose d'antibiotique et, par conséquent,
de réduire les réactions indésirables aux antibiotiques (Daglia, 2012).

4.2.3. Activité anticancéreuse
Les polyphénols pourraient jouer un role tres important dans le traitement. Les effets anticancéreux

des polyphénols ont été observés au niveau de la bouche, de l'estomac, du duodénum, du cdlon, du
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foie, du poumon, de la glande mammaire ou de la peau. De nombreux polyphénols, tels que les
proanthocyanidines, les flavonoides, le resvératrol, les tanins, 1'épigallocatéchine-3-gallate, |'acide
galiqueet I'anthocyanine, ont été testés. Tousont montré des effets protecteurs dans certains mod¢les,
bien que leurs mécanismes d’action été différents (Li et al., 2014).
Les polyphénols peuvent exercer leurs effets anticancéreux par divers mécanismes, notamment
I'élimination des agents cancérogenes , la modulation de la signalisation des cellules cancéreuses , la
progression du cycle cellulaire , la promotion de I'apoptose ,et la modulation des activités
enzymatiques (Vauzour et al., 2010) : Par exemple, I'augmentation de la glutathion peroxydase, de la
catalase, de la NADPH-quinone oxydoréductase, de la glutathion S-transférase et / ou de l'activité
enzymatique du cytochrome P450 par les polyphénols, ce qui peut aider la détoxification des agents
cancérogénes(Khan et al.,1992) . En outre, ils peuvent moduler I'activité des voies de signalisation
(C'est-a-dire MAPK kinase et phosphatidyl inositide 3 kinase (P13 Kinase)), qui sont impliquées dans
la prolifération des cellules cancéreuses (Dhillon et al., 2007 ; Hopfner et al., 2008 ; Ramos, 2008).
4.2.4. Activité neuroprotectrice
L'apport alimentaire de polyphénols est connu pour atténuer le stress oxydatif et réduire le risque de
maladies neurodégénératives telles que la maladie d'Alzheimer, les accidents vasculaires cérébraux,
la sclérose en plaques, la maladie de Parkinson et la maladie de Huntington. Les polyphénols
présentent un fort potentiel pour traiter 1'étiologie des troubles neurologiques car ils atténuent leur
physiologie complexe en modulant plusieurs cibles thérapeutiques a la fois (Bhullar et VVasantha,
2013).
Plusieurs mécanismes d'action neuroprotecteurs ont été proposés, suggérant que les polyphénols
exercent leurs activités en réduisant la production et |'accumulation des ROS, dont |'accumulation est
susceptible de jouer un role pathologique crucial dans le vieillissement cérébral, réduisant le stress
oxydatif et modulant I'activité intracellulaire des molécules de transduction de signal (Badli et al.,
2012).
4.2.5. Activité hépatoprotectrice
Les polyphénols présentent des effets hépatoprotecteurs importants car ils réduisent 1'accumulation
de graisse hépatique, principalement en réduisant la lipogenése et en diminuant |'oxydation des acides
gras, en diminuant le stress oxydatif et I'inflammation ainsi que les principaux facteurs responsables
des Iésions hépatiques ( Aguirre et al., 2014).
Il a été rapporté que les flavonoides a une gamme de concentrations de 1-100 pg/mL ont amélioré
la viabilité cellulaire et inhibé la fuite cellulaire de l'aspartate aminotransferase (AST) et del'alanine

aminotransferase (ALT) hépatocytaires causées par un le CCls. De méme, dans une expérience in
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vivo, des flavonoides a des doses orales de 50, 100 et 200 mg/kg ont significativement réduit les
niveaux d'AST, d'ALT, de protéines totales et d'albumine dans le sérum et les taux d'hydroxyproline
et dacide sidique dans le foie. Les examens histopathologiques ont également révélé une
amélioration du foie endommagg¢ suite au traitement par les flavonoides (Wu et al., 2006 ;Kumar et
Abhay, 2013 ). La Silymarine a des applications cliniques dans le traitement de la cirrhose, des
dommages ischémiques, et de ['hépatite toxique induites par de diverses toxines comme

acétaminophen, et les champignons toxiques (Saller et al., 2001).

4.2.6. Activité néphroprotectrice :

Laprotection du rein par lespolyphénols a également été rapportée. Cet effet rénoprotecteur a pu étre
observé beaucoup plus souvent chez les humains ayant une consommation chronique de vin rouge
(Rodrigo et al., 2001 ; Rodrigo et Bosco, 2006).
Epigallocatechin-3-gallate (EGCG), un composant purifié et actif du thé vert a été rapportés dans
diverses maladies rénales aigués et chroniques, notamment la néphropathie obstructive (Zhou et al .,
2013), la néphrotoxicité du cis platine (Sahin et al., 2010 ;Pan et al., 2015) la Iésion rénale de
l'ischémie-reperfusion (Kakuta et al., 2011), les Iésions rénales induites par la circulation
extracorporelle (Twal et al., 2013), néphropathie diabétique (Ribaldo et al., 2009 ;Y oon et al., 2014
) néphrite lupique (Tsai et al., 2011) et glomérulonéphrite chronique (Peng et al., 2011).
I1 réduit significativement le stress oxydatif et l'inflammation dans le rein, attesté par la réduction du
taux de MDA, l'augmentation de l'activité SOD, et la réduction de l'activité MPO en récupérant les
especes réactives de 1'oxygene et de 1'azote, empéchant la peroxydation des lipides, la carbonylation
des protéines et rétablissant ainsi le sérum altéré et les marqueurs rénaux urinaires (Thangapandiyan
et Miltonprabu, 2014 ; Gao et al., 2016).

5.  Apercu bibliographique sur la plante Centaurea sphaerocephala

5.1 Introduction

L’ Algérie, avec ses milliers d’hectares de forét et de paturage, regorge de plantes condimentaires et
médicinales qui sont encore méconnues et exploitées de fagon artisanale. En effet, I'utilisation des
plantes médicinales et aromatiques pour I’industrie cosmétique et pharmaceutique, ainsi que pour la
production alimentaire, reste un domaine vierge en Algérie (Miara et al., 2013).
Pour cela, nous espérons apporter de nouvelles données pour la phytothérapie en Algérie et la
valorisation des composés bioactifs issus des plantes parmi cesderniers: Centaurea sphaerocephala.
Centaurea L. (nom commun : knapweed) est un genre botanique appartenant a la famille des

Asteraceae qui contient plus de 600 espéces,45 d'entre eux se développent spontanément en Algérie,
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avec 7 espéces localisées dans la région du Sahara (Ozenda, 1958 ; Quezel et Santa, 1963 ;Korga et
al., 2017).
5.2 Description botanique de la plante

Les centaurées sont des plantes herbacées annuelles, bisannuelles, ou vivaces, a feuilles alternes.
Comme pour tous les composés, les fleurs, ou fleurons, sont disposées en capitule, entourées d’un
involucre de bractées. Dans le cas des centaurées, les fleurs sont toute tubulées, celles de la périphérie
(souvent stériles) s’ouvrant largement en cinq lobes. Leur couleur varie le plus souvent entre le rose,
le pourpre et leviolet, maisil existe auss quelque espece a fleurs jaunes. L’involucre est composé de
bractées inégales sur plusieurs rangs, a la manicre des artichauts. Ces bractées peuvent étre ciliées

(cas le plus fréquent) ou épineuse (Bensouna, 2014).

Centauree alpestre Centauree rude - Centauree deschamps ou  Centaurée jacée -
Centaurea alpestris Centaurea aspera Bleuet - Cenlaurea cyanus Cenfaurea jacea

Centaurée des montagnes Centaurée noirdtre - Centauree scabieuse - Centaurea unifiora
- Centaurea montana Centaurea nigrescens Centaurea scabiosa

Centaurée a grosse téte - Centauree de Malte - Centaurée blanchatre -
Centaurea macrocephala Cheirolophus crassifolius  Centaurea dealbata

Figure 26 : Quelques especes de genre Centaurea (Asteraceae) (Azzouzi, 2017).
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5.3 L’espéce Centaurea sphaerocephala

C'est une plante d'environ 25 a 50 cm de hauteur. Plante vivace, ascendante jusqu'a la verticale. Les
feuilles sont trés polymorphes avec une certaine pilosité, la pointe épineuse, les inférieures, jusqu'a 8
cm de long, avec des lobes pointus grossierement dentées. Feuilles supérieures dentelées a marges
pleines, plus ou moins semi-contreventées. Les fleurs se sont réunies en petits groupes dans des tétes
solitaires aux extrémités des tiges. Involucre jusqu'a 3,5 cm de large. Les échelles envahissent les
ombellations avec 5 a 13 épines brunes tirant vers le rouge, retournées. Toutes les fleurs tubulaires
de 5 lancinaient, jusqu'a 1,5 cm de long, pourpre, les externes sont stériles et élargies, les inférieures
sont plus petites et plus fertiles. Fruit atteignant 4,5 mm de long, couronne de poils ciliés, absente des

akénes les plus externes (Bayer et al., 1989).

Figure 27 : Centaurea sphaerocephala

https://es.wikipedia.org/w/index.php?itle=Centaurea_sphaerocephaa&oldid
5.3.1 Classification botanique dela plante
Tableau 3: Classification systématique de la plante Centaurea sphaerocephala

Embranchement Angiospermes
Classe Dictotylédones
Ordre Asterales
Famille Composées
Sous-famille Tubiflores
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Tribu Cynarées
Genre Centaurea
Espéce Centaurea sphaerocephala

5.3.2 Principaux métabolites secondaires isolés de la plante Centaurea sphaerocephala

Des études antérieures sur cette espece et/ou sous-espece ont conduit a l'isolement de flavonoides
d’aglycones de type chrysoeriol et apigenine, de flavonoides glucosides de typechrysoeriol 7-O-3-
glucoside. Ces études ont également permis 1’isolement de lactones sesquiterpéniques de types
germacranolide et elemadienolide, de lignanes de type matairesinol,arctigenine, arctiin, deux
sesquilignans de type lappaol A et un isomére stéréo- ou structurel de lappaol A, et un nouveau
dithiénylacétylene. La composition chimique de I'huile essentielle de cette espece a également été
rapportée notons que la fraction des acides gras et des hydrocarbures était dominante dont |'acide
hexadécanoique était le principal composant de |'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 Utilisation en médecine traditionnelle
Dans la littérature, plusieurs especes du genre Centaurea sont référenciées pour leur large utilisation
en médecine traditionnelle dans de nombreux pays. Par exemple :
En Turquie, des fleurs séchées de Centaurea cyanus sont utilisées comme infusion pour soulager la
diarrhée, gagner de I'énergie et augmenter I’appétit ; I'infusion de Centaurea calcitrapa est utilisée
comme fébrifuge ; Centaurea jacea est utilisé pour réduire la fievre, pour régulier le cycle menstruel,
pour soulager la constipation et augmenter 1'appétit (Baytop, 1999 ; Arif et al., 2004). En Tunisie,
Centaurea furfuracea, une espéce endémique de la région désertique du Nord de I'Afrique (Alapetite,
1981), est utilisée comme astringent et diurétique (Fakhfakh, 2007). Alors qu'en Algérie, les racines
de Centaurea incana sont utilisées dans la région d'Aures pour le traitement des maladies du foie
(Aclinou et al., 1982).

5.3.4 Intéréts biologiques du genre Centaurea et de ses principaux métabolites

secondaires

Récemment plusieurs especes du genre Centaurea font le sujet d'une large investigation
phytochimiques en raison de leur richesse en métabolites secondaires connues pour leurs diverses
activités biologiques, on cite a titre d'exemples : les flavonoides, les lignanes, ’acétyléne, les

sesquiterpenes lactones. Ces derniers sont les substances les plus fréquentes chez les especes du genre
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Centaurea, caractérisées par des activités biologiques trés importantes : anti inflammatoire, anti
tumeur, cytotoxique, antimicrobienne, hypothermique, antifongiques, antiplasmodiaes,
cytogénétiques, antiulcérogenes, antioxydantes, antivirales, anti protozoaires. Ces activités sont
accentuées par la présence du groupe a-méthyléne-y-lactone qui leur confére une activité 10 a 100
fois plus importante que celles ou la double liaison C-11 — C-13 est réduite. Ces activités sont
¢galement accentuées dans le cas des lactones sesquiterpéniques possedant un cyclopentyle, si ce
cycle comporte un atome de chlore. Les lactones sesquiterpéniques qui n’en possedent pas sont 10 a
20 fois moins actives (Bicha, 2011 ;Albayraet al., 2017 ;). La richesse en métabolites secondaires de
ce genre nous a incités a entreprendre I’investigation phytochimiques de I’espeéce Centaurea

sphaerocephala.



Deuxieme Partie .

Partie Expérimentale
In vitro et In vivo



Etude expérimentale in vitro et in vivo

I. Matériels et Méthodes

1. Matériel végétal

Les parties aériennes de Centaurea sphaerocephala ont été collectées dans la région d'El Kala,
Algérie (21 m, 36 © 53'44 "N, 8 ©26' 35" E) en mai 2012 et identifiées sur la base de Quezel et Santa
(1963) par le Professeur M. Kaabache, spécialiste de l'identification des especes algériennes de
Centaurées (Université Ferhat Abbas, Sétif 1, Algérie). Un spécimen de référence (CSA0512-EK-
ALG-65) a été déposé dans I'Herbarium de l'unité de recherche VARENBIOMOL, Université Freres
Mentouri Constantine 1.

2. Préparation des extraits

Lesfeuilleset lesfleurs (2000 g) de C. sphaerocephala ont été macérées pendant 24 h, trois fois avec
du méthanol-eau (70 :30, v / v) a latempérature ambiante. Apres filtration, le filtrat a été concentré
sous vide (jusqu'a 35 © C), la solution restante (400 ml) a été dissoute dans de I'eau distillée (800 ml)
sous agitation magnétique et maintenue a 4 °C pendant une nuit pour précipiter un maximum de
chlorophylles. Apres filtration, la solution résultante a été extraite successivement avec du
chloroforme (CHCI13), de l'acétate d'éthyle (EtOAc) et du n-butanol (n-BuOH). Les solutions
organiques ont été séchées avec du sulfate de sodium (NaS0a4), filtrées en utilisant un papier filtre
commun et concentrées sous vide (jusqu'a 35 °C) pour obtenir les extraits suivants : CHC1s3 (5 g),
EtOAC (4,94 g) et n-BuOH (34 g) (Figures 28).

L’extraction a été réalisée par Mme Bouchehem Ratiba, doctorante en chimie.
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La matiere végétal (la partie aérienne
=fleures+feuilles) (20009)

» Traité par méthanol /eau (70/30) 3 fois successive (24-
48h)
» Filtration

Extrait éthanolique

» Concentré a 35°¢
» Traité par I’eau distillée

» Précipitation de la chlorophylle(CH3COO) 4Pb

v Filtration

» Traité par le chloroforme 3 fois

v » Décantation

[ Phase aquatique ] [ Phaseorganique]

» Extraction 3 fois par AcOEt*Séchée par le NaxSOs

¥ > Décantation *Filtration

*Concentrée a 35°¢c

[ Phase aquatique } [ Phase organique ] Extrait chloroformique(5g)

» Extraction 3 fois parle*Séchée par le NaxSOs

n-butanol* Filtration

» Décantation *Concentrée a 35°C v
@thyle acétate (4,94q)
v

[ Fhase aquatique ] [ Phase organique ]

*Filtration
*Concentrée a 35°C Extrait n-butanol (349)

Figure 28 : Protocol d’extraction de la plante Centaurea sphaerocephala.
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3. Etude phyto-chimique
3.1. Détermination des polyphénols dansles deux extraits
La teneur totale en phénols dans les extraits butanoliques et éthyle acétate de la plante C.
sphaerocephala a été déterminée en utilisant le réactif Folin-Ciocalteu selon la méthode de Singleton
et al., (1999). Les extraits sont solubilisés dans le méthanol (MeOH) a une concentration de Img/mL.
A chaque 20 pl des solutions d'extraits préparés, 100 pl de Folin-Ciocalteu et 1580 ul d'eau distillée
ont été ajoutés successivement. Trois minutes plus tard, on goute 300 ul de carbonate de sodium
(20%). Apres 2h a température ambiante l'absorbance est mesurée a 765 nm en utilisant un
spectrophotométre (Shimadzu, Kyoto, Japan). La concentration des composés phénoliques totaux a
été déterminée en ng d'équivalent d'acide gallique (GAE) par mg d'extrait en utilisant l'équation
suivante.
Absorbance = 0.001 x [acide gallique]

3.2. Détermination de la teneur totale des deux extraits en flavonoides
La teneur totale en flavonoides dans les deux extraits n-butanol et éthyle acétate de la plante C.
sphaerocephala a été déterminée selon la méthode de (Ordonez et al., 2006). A chague 0.5 ml des
extraits préparés dans le méthanol a une concentration de Img/ml, 0.5 ml d'AICl3 a 2% a été ajouté.
Apres | h d'incubation a la température ambiante, I'absorbance a ét¢ mesurée a 420 nm. La
concentration des flavonoides a été déterminée en pg d'équivalent de quercétine (QE) par mg d'extrait
en utilisant I'équation suivante.

Absorbance = 0.034 x [quercétine (ug)] +0.015
3.3. Evaluation du pouvoir antiradicalaire (DPPH)
La capacité des deux extraits (n-butanol et d’éthyle acétate de la plante C. sphaerocephala a piéger
leradical DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle) a été évaluée par la méthode de Braca et al., (2001).
Le DPPH, lavitamine C et les deux extraits sont préparés préalablement dans le méthanol. Ensuite,
3 ml de solution de DPPH (0.004%) a été ajouté a des concentrations croissantes d'extraits ou de la
vitamine C préparés dans le méthanol. Les essais ont été effectués en triple. Puis les tubes ont été
incubés dans l'obscurité et a une température ambiante pendant 30 min. L'absorbance a été ensuite
Mmesurée a 517 nm. La vitamine C a été utilisée comme contrdle positif et le pourcentage d'activité de
piégeage de DPPH (I %) a été calculé en utilisant I'équation suivante :
I % =[(AO-A1) /A0] x100.
A0 : Absorbance de la solution de DPPH seule

A1 : Absorbance de la solution de DPPH + |'extrait ou de lavitamine C.
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Les concentrationsinhibitrices médianes (IC50) des deux extraits et de la vitamine C ont été calculées
a partir des équations des courbes de tendances linéaires obtenues des graphiques de la variation du
pourcentage d'inhibition du radical DPPH (1 %) en fonction des concentrati ons croissantes des extraits
et delavitamine C.
3.4. Inhibition dela peroxydation lipidique (L PO)
La capacité de I’extrait delaplante a inhiber la peroxydation lipidique a été évaluée par le dosage de
la concentration du MDA, qui résulte de la peroxydation lipidique suivant la méthode de (Banerjee
et al., 2005). Cette méthode est basée sur la réaction de jaune d’ceuf et I’acide thiobarbiturique. A 0.5
ml d'homogénat de vitellus d'ceuf a 10%, 50 pl de FeS04 (0.07 M) ont été ajouté. Le mélange a été
incubé ensuite avec des concentrations croissantes de I’extrait ou de la vitamine C a 37 °C pendant
une heure.
Apres incubation, on ajoute successivement I ml de TCA 20% (acide trichloracétique) et 1.5 ml de
TBA 1% (acide thiobarbiturique). Les échantillons ont ét¢ mélangés puis incubé pendant 15 minutes
a 95°C.
Apres centrifugation des échantillons, les substances réactives thiobarbiturique résultantes (TBARS)
ont été mesurées dans le surnageant a 532 nm.
La vitamine C a été utilisée comme controle positif et le pourcentage d'inhibition de la peroxydation
lipidique (I %) a été calculé en utilisant I'équation suivante

I % =[(AO-A1) /A0] x100.
A0 est I'absorbance de témoin (sans I’extrait ou vitamine C) et A1 est I'absorbance de 1'échantillon +
de I'extrait ou de lavitamine C.
Les concentrations inhibitrices médianes (ICso) de I’extrait de la plante et de la vitamine C ont été
calculées a partir des équations des courbes de tendances linéaires obtenues des graphiques de la
variation du pourcentage dinhibition de la peroxydation lipidique (I %) en fonction des
concentrations croissantes de I’extrait et de lavitamine C.
3.5. Etude de I’effet des extraits des plantes sur deslignes cellulaires cancéreuses in vitro
L’activité anticancéreuse de I’extrait n-butanol a été évaluée sur des lignes cellulaires HeLa (human
cervix carcinoma). Cette activité aété évaluée par I’analyseur de cellules en temps réel XCELLigence

(RTCA) dansleslaboratoires Plant Research a 1’université de Cankiri en Turquie.
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v Culture des cellules et préparation de la suspension cellulaire

Leslignes cellulaires HeL a (human cervix carcinoma) ont été cultivées a 37 © C dans une atmosphere
humidifiée a 5% de CO2 dans un milieu d'aigle modifié par Dulbecco (DMEM, Sigma), supplémenté
avec 10% du sérum feetal bovin (FBS) (Sigma, Allemagne) et 2% dune solution
pénicilline/streptomycine (Sigma, Allemagne) dans des boites de Pétri pour culture cellulaire, stériles.
Toutes les cellules ont été soumises a des passages par trypsinization lorsqu'elles atteignent 70-80%
de confluence.

Lors de I'expérience, les cellules HeLa ont été détachées du fond des boites de culture par 10 ml d'une
solution detrypsine-EDTA. Apres le détachement des cellules, la trypsinization est arrétée par 10 ml
de milieu de culture et mélangée soigneusement. Les suspensions ont été transférées dans deux tubes
coniqueset placésdans la centrifugeuse. Le surnageant est aspiré par vacuum et les cellules qui restent
au fond des tubes sont diluées dans 4 ml de milieu. La concentration cellulaire de chague suspension
obtenue a été mesurée par CEDEX HiRes compteur des cellules qui utilise le bleu de Trypan.

v Préparation de I’extrait

L’extrait est préparé dans le diméthylfoxyde (DMSO) a une concentration de 20mg/ml puis stockés
a 4°C dans I’obscurité.

v Traitement des cellules par I’extrait et mesure de la prolifération cellulaire

Avant de commencer la manipulation, la hotte de culture cellulaire ainsi que les matériels qui y seront
utilisés dedans doivent étre stérilisés par de 1'éthanol a 70% pour éviter |a contamination.

Une plague de 96 puits stériles a été utilisée. Premiérement on a ajouté 50 pl du milieu de culture
DMEM dans tous les puits de la plaque et on la laissée dans la hotte pendant 15 minutes, puis dans
I'incubateur a CO2 pendant 15 minutes supplémentaires. Aprés ce temps, une mesure de nombre des
cellules a été effectuée pour confirmer que le milieu nutritionnel n'est pas contaminé par des cellules.
Ensuite, on a ajouté 100 pl de la suspension cellulaire (2.5 x 104 cellules/100 pl) dans tous les puits
de la plaque a l'exception les trois derniers qui seront utilisés comme controle négative (contiennent
du milieu de culture sans cdlules). La plague est laissée dans la hotte pendant 30min. Ensuite, la
plaque a été insérée dans l'instrument XCELLigence dans l'incubateur a CO2 et une mesure a été
effectuée pendant 80 min. (Abay et al., 2015). Apres, 50-20 et 10ul de la solution d’extrait (dissoudre
au DMSO) sont ajoutés dans les puits respectivement pour les doses 250-100 et 50ug/mL. A lafin,
le volume final a été complété dans les puits a 200 pl avec du milieu de culture DMEM. Trois puits

avec des cellules Hela non traitées, utilisées comme controle positif.
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La plaque a été insérée ensuite dans l'instrument XCELLigence dans I'incubateur pendant 51 h. La
prolifération des cellules en présence et en absence de I’extrait est mesurée par xCELLigence durant
toutes les 51 h et suivi a I'aide d'un ordinateur lié a I'instrument.

3.6. Inhibition des dommages oxydatifsdel'ADN

Le pouvoir de I’extrait butanolique a inhiber les dommages oxydatifs de 'ADN a été testé dans le
laboratoire Plant Research a l'université de Cankiri Karatekin en Turquie, utilisant un ADN
plasmidique photolysé par rayonnement UV en présence de peroxyde d'hydrogene (H202) (Russo et
al., 2001).

Dans la premiére étape, un ADN plasmidique 46966 a été extrait des bactéries Escherichia coli.
Ensuite des aliquotes de 1pl de plasmides 46966 (200 pg/ml) ont été mis dans deux groupes de
microtubes eppendorf. Dans le premier groupe, on a ajouté séparément 50ug de I’extrait n-butanol
suivi par 4ul de H2O2 a 3% et dans le deuxiéme groupe on a ajouté seulement 4ul de H>O2 a 3% et ce
groupe est servi comme contrdle irradié (CR).

Tous les microtubes eppendorf sont ensuite placés directement sur la surface d'un transilluminateur
UV (300 nm) pendant 10 min a température ambiante. Un aliquote de 1l de plasmides 46966 a été
mis dans un autre microtube eppendorf et laissé sur paillasse pour servir comme contrdle non irradié
(CO).

La séparation d'ADN a été réalisée par une électrophorése sur gel d'agarose a 1%. Tous les
échantillons ont été soumis dans les puits du gel d'agarose par ordre. Les échantillons de contrdle non
irradié (CO) et de contrdle irradié¢ (CR) sont placés respectivement dans les premiers puits. Apres la
migration, le gel d'agarose est photographi¢ au moyen d'un systéme d'imagerie au gel de Lourmat
(Vilber).

4. Expérimentations animales Etudein vivo

4.1. Effet préventif de C. sphaerocephala sur la toxicité induite par I’acide valproique
(300mg/kQ)

Dans cette étude, les rats males de la souche Wistar Albinos (Institut Pasteur, Alger) pesant entre
(200-250g) sont utilisés. Dés leurs réceptions, les rats sont divisés en groupe de 7 rats dans des cages
standards pour une période d’acclimatation (2 semaines) avant d’étre utilisés dans des différentes
expériences. Pendant cette période les animaux ont un acces libre a la nourriture et a I’eau (croquettes
provenant de la société de production des aliments d’animaux, Bouzaréat, Alger). IIs sont maintenus
dans une animalerie a une température constante a un cycle de lumiére/obscurité de 12/12h. Ces

expériences ont toujours lieu de 8h a 10h du matin.
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Cette étude a pour but d’évaluer I’effet protecteur de I’extrait n-butanol de la plante Centaurea
sphaerocephala vis-a-vis d’une toxicité induite par le VPA, sur les rats durant une période de 14
jours. Lesrats sont répartis en huit groupes de 7 rats chacun comme suiit :
Groupe témoin : NON traité.
Groupe Vit E : regoit la vitamine E par gavage a la dose 100mg /kg pendant 14jours.
Groupe Ext .50mg/kg : regoit I’extrait par gavage a la dose 50mg/kg pendant 14 jours.
Groupe Ext .100mg/kg : recoit I’extrait par gavage a la dose 100mg/kg pendant 14 jours.
Groupe VPA : regoit le médicament par gavage a la dose (300mg/kg) pendant 14 jours.
Groupe VPA-Ext.50mg/kg : traités avec I’extrait par gavage a la dose 50mg/kg et le VPA par gavage
a la dose 300mg/kg pendant 14 jours.
Groupe VPA-Ext .100mg/kg : traités avec I’extrait par gavage a la dose 100mg/kg et le VPA par
gavage a 300mg/kg pendant 14jours.
Groupe VPA-Vit E : traité par la Vitamine E par gavage a la dose 100mg/kg et le VPA par gavage a
la dose 300mg /kg pendant 14 jours.
4.2. Prélévement du sang et des organes

Apres les différents traitements, les rats sont décapités par dislocation cervicale et |a collecte du
sang s’effectue a partir de la veine porte dans des tubes héparines ou Secs, puis centrifugée pour
récupérer le plasma ou sérum. Les activités enzymatiques des transaminases (qui sont des
biomarqueurs de la fonction hépatique), le cholestérol, triglycérides ainsi que la glycémie sont
mesurées. Aussi bien les biomarqueurs de la fonction rénale (la créatinine) ont été estimé. Les
parametres cités précédemment sont déterminés par des méthodes colorimétriques en utilisant des
Kits commerciale (Spinreact, Espagne).
4.3. Préparation d’homogénat et de cytosol

Apres le sacrifice des rats, une perfusion aura lieu avec une solution froide de KCL (1.15%) afin
de drainer tout le sang restant dans les organes. En suite les organes sont coupés en petits morceaux,
pesés, homogénéisés pour doser ’'MDA, le GSH et I’activité enzymatique de GPx. L’homogénat est
centrifugé 4°C pour obtenir le surnageant qui sera utilisé comme une source de CAT. Le dosage des

protéines dans les fractions cytosoliques est réalisé par la méthode de Lowry (1951).

4.4. Evaluation biochimique et mesure des parameétres de stress
4.4.1. Dosage d’AST et ’ALT :
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Le dosage des indicateurs de la fonction hépatique AST et ALT est réalisé selon la méthode de
(Bergmeyer et al., 1987).

4.4.2. Dosage de cholestérol

Le dosage du cholestérol est réalisé selon la méthode de (Naito, 1984). Ce dosage est basé sur la
transformation des esters de cholestérol au cholestérol libre, ensuite leur oxydation donne la naissance
de peroxyde d’hydrogéne (H202) qui réagit avec le phénol et le 4-Aminophenazone dont la présence
de I’enzyme de peroxydase pour donner un composant de couleur rose. Leur densité augmente
proportionnellement avec la concentration de cholestérol dans I’échantillon a 505 nm.

4.4.3. Lestriglycérides

Le dosage des triglycérides est réalisé a l'aide d'un kit commercial (Spinreact, Espagne) et selon la
méthode enzymatique et colorimétrique de (Fossati et principe, 1982). Les triglycérides incubés avec
de la lipoprotéine lipase (LPL) libérent du glycérol et des acides gras libres. Le glycérol est
phosphorylé par la glycérophosphate déshydrogénase (GPO) et de I'ATP en présence de glycérol
kinase (GK) pour produire du glycérol-3-phosphate (G3P) et de 1'adénosine-5-di phosphate (ADP).
Le G3P est alors transformé en dihydroxiacétone phosphate (DAP) et en peroxyde d'hydrogeéne
(H202) par le GPO. A lafin, le peroxyde d'hydrogene (H202) réagit avec du 4-aminophénazone (4-
AF) et du p-chlorophénol, réaction catalysée par la peroxydase (POD), ce qui donne une couleur
rouge. L'intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de triglycérides présents
dans I'échantillon a 505 nm.

4.4.4. Dosage de la créatinine

La créatinine est dosée selon la méthode de (Spierto et al., 1979) dans un milieu basique, en utilisant
I’acide picrique qui va réagir avec la créatinine pour former un complexe coloré, sa densité lue a 510
nm.

4.4.5. Dosage de la glycémie

Le dosage de la glycémie est réalisé a I'aide d'un kit commercial (Spinreact, Espagne). La glucose-
oxydase (GOD) catalysel'oxydation de glucose en acide gluconique. Le peroxyde d'hydrogene(H202)
produit se détecte avec un accepteur chromogene d'oxygene, phénol, 4—aminophénazone (4-AF), en
présence de la peroxydase (POD). L'intensité de la couleur estProportionnelle a la concentration de
glucose présente dans 1'échantillon.

Un volume de 10 ul de plasma est mélangé avec 1 ml de réactif (TRIS pH 7.4, phénol, glucose

oxydase, peroxydase, 4 — aminophénazone). Le blanc est constitué de 1 ml de réactif et le standard
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est préparé par 10 pl de la solution étalon de glucose et 1 ml de réactif. Aprés 10min d'incubation a
37°C, l'absorbance est mesurée a 505 nm.

4.4.6. Dosage du MDA au niveau d’homogénat

La peroxydation lipidique est estimée par le dosage de malondialdéhyde (MDA) selon la méthode de
(Uchiyama et Mihara, 1978). L’MDA est I’un des produits terminaux de 1’oxydation des acides gras
polyinsaturés (AGPI) par les radicaux libres libérés au cours de stress. En milieu acide et chaud
(100°C) une molécule d’MDA est condensée avec deux molécules de thiobarbiturique acide (TBA)
pour former un complexe coloré en rose. Le principe de cette méthode est résumé dans la figure ci-

dessus (Figure 29)

iz o ndialds hyde [H]

(MDA) Acide thiobarbitungque

(A D (TEA)

Deénwve MDA ('I'BA)Z

coloré en rose

Figure 29 : Principe de dosage du Malondial dehyde.
La densité optique du complexe formé entre le MDA de I'échantillon et le TBA est mesurée a 532 nm et
la concentration du MDA est exprimée nmol/g tissue.
4.4.7. Dosage de glutathion (GSH)
Ledosage du GSH est réalisé selon la méthode colorimétrique d’Ellman (1959). Son principe est basé
sur la réaction d’oxydation du GSH par I’acide 5,5’-Dithiobis2-nitrobenzoique (DTNB), libérant ainsi

I’acide thionitrobenzoique (TNB) selon la réaction suivante (Figure 30) :
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Figure 30 : Principe du dosage de glutathion.

Les concentrations sont exprimées en nmol/g tissue.
4.4.8. Evaluation de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx)
L’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GPx) a été mesurée par la méthode de Flohe et
Gunzler (1984). Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde d’hydrogene (H202) en
présence de glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé en (GSSG) sous I’influence du-GPx
selon la réaction suivante :

H202+ 2 GSH » GSSG + 2H20

La densité optique a été mesurée a 412 nm et I'activité GPx a été exprimée en pmol GSH/mg protéine).

4.4.9. Evaluation de ’activité enzymatique du catalase (CAT)
L'activité de la catalase a été estimée selon la méthode de Claiborne, (1985). Le principe est basé sur
la disparition du peroxyde d'hydrogéne (H202) du fait de l'activité de la catalase présente dans
I'échantillon selon la réaction suivante :
Catalase
2H20:2 > 2H20 + O2

Un volume de 25 ul decytosol a été mélangé avec 1 ml detampon phosphate (0.1 M, pH 7.4) et 975ul
du peroxyde d'hydrogene (0.019 M). La densité optique a été mesurée troisfois successive chaque 60
secondes a 240 nm. L'activité de la catalase a été exprimée en unité internationale par minute et par
gramme de protéine (Ul / min/g de protéine), selon I’équation suivante :

Ul/g= (2.3033/T) % (logA1/A2) /g de protéine

Al : Absorbance a la premiere minute.
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A2 : Absorbance a la deuxieéme minute.
T : Intervalle de temps en minute.
La concentration cytosolique des protéines est évaluée par la méthode de Lowry (1951). Sous les
mémes conditions, une gamme étalon est établie en utilisant (0 a 0,5 mg) de protéine avec le sérum
albumine bovine. L absorbance est mesurée a 750 nm.
4.4.10. Dosage de protéine total
Le dosage des protéines totales est réalisé par la méthode de Biuret en utilisant un kit commercial
(Spinreact, Espagne). Les protéines de I'échantillon donnent une couleur violette/bleue avec le réactif
de Biuret. L'intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de protéines totales
dans I'échantillon.
4.5. Etude histologique
Apres le sacrifice des animaux et leurs dissections, une perfusion aura lieu avec une solution froide
deKCL (1.15%) afin dedrainer tout le sang restant dansles organes. Les organes sont immédiatement
prélevés (foie, reins, cerveau et testicules) coupés en petits morceaux, et conservés dans un fixateur
(formal). Les fragments des organes sont déshydratés par submersion en utilisant des bains d’éthanol
a des concentrations alant en ordre croissant. Aprés déshydratation par I’éthanol, les échantillons
subissent deux bains de xylene et deux autres de paraffine fondue durant 24 heures pour chacun. Le
xyleéne occupe la place de I’eau pour faciliter la pénétration de la paraffine puisque cette derniere est
hydrophobe. Les échantillons sont placés dans des moules (barres de Leucart) et recouverts de
paraffine fondue. Apres refroidissement, les blocs sont préts a la réalisation des coupes.
- Réalisation des coupes et coloration :
Les blocs sont placés dans le microtome afin de réaliser des coupes de Sum d’épaisseur. A ’aide
d’une pince trés fine, les coupes sont placées sur des lames couvertes de gélatine qui sont ensuite
déparaftinées par chauffage a I’étuve pendant une heure. Apres ringage par 1’eau distillée, les coupes
réhydratées sont placées dans un bain d’hématoxyline pour colorer les noyaux. Elles sont mises
ensuite dans un bain d’éosine (8 min) pour colorer le cytoplasme. Les lames ainsi colorées sont
couvertes de lamelles et prétes a I’observation microscopique (objectif x 10 et x 40).

L’étude histologique s’effectue dans les laboratoires d’anatomie pathologique de la cité El- Bir

Constantine.
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4.6. Etude statistique

Les résultats ont été exprimés sous forme de moyennes et écart-types. L’évaluation statistique est
effectuée en utilisant le test t de Student. La valeur trouvée par le calcul du t peut affirmer que les
populations sont différentes avec un risque d’erreur p tel que:

ns; p> 0,05 = la différence n’est pas significative-

*,0,05>p> 0,01 = la différence est significative:

**:0,05>p> 0,001 = la diftérence est hautement significative-

**% - p<0,001 = la différence est trés hautement significative.
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I1. Résultats et discussion

II. 1 Résultats et discussion de I’étude expérimentale in vitro
1. Extraction et dosage des phénols totaux et des flavonoides

Le choix de quantifier les polyphénols parmi les différentes substances phytochimiques, résulte du
fait que les polyphénols ont des activités biologiques trés importantes incluant principalement les
pouvoirs anti-inflammatoire, antimicrobien, anticancéreux, antiviral, ainsi que la prévention des
maladies cardiovasculaires et dégénératives. De méme pour les flavonoides qui sont considérés

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

Les résultats de la présente étude ont montré des teneurs variés en polyphénols concernant les deux
extraits de la plante C. Sphaerocephala. La teneur la plus élevée en polyphénols totaux est celle de
I’éthyle acétate 357+11.32 pg d’équivalent d’acide gallique/mg comparativement a I’extrait

butanolique 202.5+1.5d’équivalent d’acide gallique/mg de I’extrait.

400 -

350 -

pg de I'acide gallic equivalent /mg extrait
des plantes
N
3

Ethyl acétate n-butanole

Figure 31 : La teneur en phénols totaux des extraits (butanolique et éthyle acétate) de la plante
C. Shaerocephala.

Concernant la teneur en flavonoides des deux extraits de la plante éthyle acétate et n-butanol on note

283.2+4.17 et 273.8+5.38 pg/mg respectivement.
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350 -
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Figure 32 : Lateneur en flavonoides des extraits (butanolique et éthyle acétate) de la plante C.
Sohaerocephala.

2. Evaluation du pouvoir anti radicalaire:

L’activité antiradicalaire delaplante C. Sphaerocephala vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée dans
les deux extraits. Selon les résultats enregistrés, les deux extraits de la plante sont dotés d’un bon
pouvoir antioxydant. Une diminution dose-dépendante du radical DPPH a été observé lors du
traitement. L’extrait éthyle acétate et n-butanol de la plante ont manifestés une capacité puissante sur
le radica libre DPPH avec une ICsp équivalente a 11.59+0.04 pg/mL et 16.67+0.11 pg/mL
respectivement.

Les figures (33,34 ,35) montrent une augmentation significative du pourcentage de piégeage du
radical DPPH, cela est due a la capacité des deux extraits a capter ce dernier comparativement a la

vitamine C qui est prise comme un antioxydant de référence.

Le pouvoir antiradicalaire de la Vitamine C a la concentration Spg/ml est de 95% tandis que celui de
I’extrait éthyle acétate et n-butanol a la concentration de 20ug/ml est de 87.62% et 60.17%
respectivement.

Les résultats obtenus concernant I’effet antiradicalaire des deux extraits de la plante C.
Sohaerocephala ont montrés une activité intéressante. Cette activité pourrait &tre attribuée a la
présence de composés phénoliques comme les flavonoides qui peuvent céder facilement un électron

Ou un proton pour neutraliser les radicaux libres.
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Figure 33 : Le pouvoir anti radicalaire de I’ extrait butanolique de la plante C.
sphaerocephala a différentes concentrations.
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Figure 34 : Le pouvoir anti radicalaire de L’extrait éthyle acétate de la plante C.
sphaerocephala a différentes concentrations.
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Figure 35 : I’activité anti radicalaire (DPPH®) de I’extrait butanolique et éthyle
acétate de la plante C. sphaerocephala et de lavitamine C.

3. Lepouvoir d'inhibition dela peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique est un parametre trés important pour déterminer le potentiel antioxydant
total de la plante. La peroxydation lipidique implique la formation et |a propagation de radicaux
lipidiques avec de nombreux effets délétéres, y compris la destruction des lipides membranaires, les
troubles métaboliques et 1'inflammation (Gul et al.,2013). Dans la présente étude, nous avons évalué
la capacité de I’extrait butanolique de la plante C. Sphaerocephala a inhiber 1a peroxydation lipidique
induite par le FeSO4, en utilisant un homogénat de vitellus d'ceuf (Figure 36, 37).

Une diminution dose-dépendante de la peroxydation lipidique a été noté avec 1’extrait butanolique
dont 1C50=340.94+7.49 nug/mlL, tandis que 1Cso de la Vitamine C est de 20,62+0,93 pg/mL. La
capacité inhibitrice de la peroxydation lipidique par I’extrait butanolique de la plante est due a son

pouvoir antioxydant et antiradicalaire.
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Figure 36 : Inhibition de la peroxydation lipidique (formation du MDA) par 1I’extrait
butanolique de la plante C. sphaerocephala a différentes concentrations.
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Figure 37 : I’activité inhibitrice de la peroxydation lipidique (formation du MDA) de
I’extrait butanolique de la plante C. sphaerocephala et de la vitamine C (moyenne de
trois répétitions).
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4. Inhibition des dommages oxydatifsde|'ADN

De nombreuses études ont prouvé que l'’ADN est susceptible de subir des dommages oxydatifsinduits
par les radicaux libres dans plusieurs maladiestelles que le cancer (Russo et al., 2011).

La capacité de I’extrait butanolique de la plante C. Sphaerocephala a protéger I’ADN vis-a-vis des
dommages oxydatifs a été testée sur le plasmide 46966 qui a été exposé au peroxyde d'hydrogéne
(H202) photolysé par le rayonnement UV. Selon les résultats de 1’électrophorése sur gel d’agarose,
I'ADN non irradié et non traité (C0) a généré une bande qui correspond a un ADN circulaire
superenroulée ou laforme native se trouvant normalement in vivo. Alors que le contrdle irradié (CR)
ains que 'échantillon (contenant 50 pg de I'extrait butanolique) ont montré deux nouvelles formes
d'ADN : la forme circulaire relachée et la forme linéaire. Ces formes se produisent naturellement
lorsgue I'ADN est coupé et endommagé. Dans cette expérience, I’ajout de I’extrait a généré des
résultats semblables au contrdle irradié ce qui signifie qu’il n’a pas conservé I’ADN dans sa forme
superenroulée et donc ne présente pas une activité efficace contre la photolyse de I’ADN par I'UV et
les dommages induits par H20>. Ce qui implique que les molécules antioxydantes de 1’extrait de la
plante C. Shaerocephala exercent leur pouvoir biologique par d’autres moyens autres que la
protection d’ADN.

Form Il

Form I
Formm 1|

Figure 38 : Effet del'extrait n-butanol de la plante C. sphaerocephala sur I'ADN plasmidique
46966 contre les dommages oxydatifs causés par H2Ozphotolysé aux UV. CO = ADN non irradié
non traité, CR = ADN non irradié¢ aux UV et échantillon = ADN irradi¢ aux UV traité avec
I'extrait de n-butanol. Forme | : ADN plasmidique surenroulé. Forme II : ADN circulaire double
brin ouvert. Forme 1l : ADN linéaire.
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5. L’effet des extraits des plantes sur des lignées cellulaires cancéreuses in vitro

L’activité anticancéreuse de I’extrait butanolique de la plante C. Sphaerocephala a été réalisée sur
une lignée cellulaire HeLLa (human cervix carcinoma) qui a été la premicre lignée cellulaire humaine
¢tablie en culture et est devenue la lignée cellulaire humaine la plus largement utilisée dans la
recherche biologique (Lucey et al., 2009 ; Manosroi et al., 2012). Les résultats obtenus montrent que
I’extrait butanolique possede une activité anticancéreuse treés significative.

Le suivi de laprolifération des cellules HelLa en présence et en absence de I’extrait butanolique par
I’analyseur de cellules en temps réel Xcelligence (RTCA) a été effectué. Durant lesSlheures, I’extrait
a la concentration 50 a 250 pg / mL, exhibe une activité antiproliférative dose-dépendante
intéressante contre les cellules HeLa. Comme le montre la figure 39 I’extrait butanolique a montré
une activité rapide et efficace contre les cellules HeLLa a une concentration de 250 pg / mL. comparant
au controle (prolifération des cellules Hel.a sans traitement) et au milieu de culture (niveau de
prolifération est zéro). En effet, la concentration élevée a fortement affecté la prolifération cellulaire
et la viabilité ce qui montre une activité antiproliférative maximale.

Selon cette étude, on peut suggérer que les propriétés anticancéreuses positives de I'extrait
butanolique de la plante C. sphaerocephala pourraient étre attribuées a la présence de composés
phénoliques en particulier les flavonoides dont de nombreuses études ont rapporté leurs effets
protecteurs contre certaines maladies commele cancer (Samet et al., 2014 ; Koldas et al., 2015 ; Abay
et al., 2015). Parmi ces flavonoides se trouve |'isocoreopsine, la butrine et I'isobutrine qui jouent un
role essentiel dans la chimioprévention du cancer du colon (Teoh et al., 2017).

Ces résultats ont confirmé d'autres études qui ont rapporté que les especes de Centaurea contiennent
un agent anticancéreux puissant contre diverses malignités humaines, y compris la prostate, les
poumons, le colon, I'estomac, les reins, le pancréas et les glandes mammaires (Y aglioglu et al., 2014).
Cet effet bénéfique a été attribué a la présence de grandes quantités de polyphénols en particulier les
lactones sesquiterpéniques qui en plus de leurs activités antioxydantes, elles inhibent le
développement du cancer grace a un certain nombre de mécanismes essentiels cellulaires (Bentamene

et al., 2010 ; Oke-Altuntas et al., 2016 ; Erenler et al., 2016).
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Figure 39 : L’activité anticancéreuse de I’extrait butanolique de la plante Centaurea
sphaerocephala sur laligne cellulaire HelLa (2,5X104 cell/well). Trois concentrations d'extrait
ont été appliquées aux cellules représentées par des couleurs différentes (50, 100, 250 pg / ml).
Chaque concentration a été testée en deux expériences et en trois répétitions (n = 3) en utilisant

I'instrument XCELLigence RTCA.
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I1.2. Résultats et discussion de I’étude expérimentale in vivo

2. Résultats

2.1. Effet préventif de I’extrait butanolique de la plante Centaurea sphaerocephala sur les
mar queur s biochimiques

2.1 .1. L’effet sur Pactivité enzymatique destransaminases (AST et ALT)

Le traitement des rats par 1’acide valproique a provoqué une augmentation significative de 1’activité
enzymatique des aminotrasferases, 1’aspartate aminotransferase (AST) et 1’alanine aminotransferase
(ALT). Comparant au groupe témoin, Cette augmentation était tres hautement significative (p <
0.001). Tandis que, chez lesrats prétraités par 1’extrait butanolique de la plante C. sphaerocephala et
laVitamine E a la dose (100 mg/kg) on a noté une diminution significative (p < 0.01 et p < 0.001) de
I’activité de ’AST et ’ALT comparant aux rats traités par le VPA respectivement. On a également
enregistré une diminution significative (p < 0.05 et p < 0.01) de I’activité de ces deux enzymes dans

le groupe prétraité avec la dose 50 mg/kg (Figure 40).

140 - arx*

—_

d 120

=)

‘;‘ H controle

£ 100 u EXt50

>

'é 80 = Ext100

@ uVitE

% 60

E 1 VPA

E 40 H Ext50+VPA
n

g 20 o Ext100+VPA
= 2 Vit E+VPA

0

AST ALT

Figure 40 : Effet de VPA, de I’extrait butanolique de la plante C. sphaerocephala (50,100mg/kg)
et de la Vit E sur la libération des transaminases AST et ALT. Les valeurs sont données en
moyenne + Ecart type. Test de Sudent : *: p< 0.05, **: p<0.01, *** p< 0.001

a Comparé au groupe témoin,

b: Comparé au groupe VPA.

ns: non significatif par rapport au groupe VPA
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2.1.2. L’effet sur letaux du glucose

D’apres les résultats obtenus (Figure 41) on a remarqué une augmentation trés hautement significative
(p < 0.001) de laconcentration du glucose dans le plasma chez le groupe traité par I’acide valproique
par rapport au groupe témoin. Par contre et comparant aux rats traités par le VPA, une diminution
significative (p < 0.01) et (p < 0.001) de la concentration du glucose plasmatique a été observé chez
les rats prétraités par 1’extrait butanolique (50 et 100 mg/kg) ans que par la Vit E (100mg/kg)
respectivement.
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Figure 41 : L’effet de VPA, de I’extrait 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
données en moyenne + Ecart type. Test de student : *: p <0.05, **: p< 0.01, *** p <0.001

a Comparé au groupe témoin,

b: Comparé au groupe VPA.

ns: non significatif par rapport au groupe VPA
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2.1.3. L ’effet sur la concentration dela créatinine

L’administration de I’acide valproique aux rats ainduit une augmentation tres hautement significative
(p < 0.001) delaconcentration plasmatique de la créatinine comparant aux rats témoins. En revanche,
une diminution significative (p < 0.01) de la concentration de la créatinine dans le plasma des rats
prétraités par I’extrait butanolique (50,100mg/kg) et la Vit. E (100mg/kg) par rapport aux rats traités
par I’acide valproique (Figure 42).
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Figure42: L’effet de VPA, de I’extrait butanolique delaplante C. sphaerocephala (50,100mg/kg)
et de la Vit. E sur la concentration plasmatique de la créatinine. Les valeurs sont données en
moyenne + Ecart type. Test de Student. *: p < 0.05, **: p< 0.01, *** p <0.001

a Comparé au groupe témoin

b: Comparé au groupe VPA.

ns: non significatif par rapport au groupe VPA
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2.1.4. L effet sur letaux du cholestérol et des triglycérides

Lesrésultats obtenus montrent une augmentation trés hautement significative (p < 0.001) destaux du
cholestérol et triglycérides dans le plasma des rats traités par 1’acide valproique par rapport aux rats
témoins. Concernant les rats prétraités par I’extrait butanolique a des doses(50,100mg/kg) et la Vit.
E (100mg/kg) on a remarqué une diminution significative (p < 0.01) du cholestérol par rapport aux
rats traité par le VPA. Auss bien, et comparant aux groupe traité par le VPA une diminution
significative (p < 0.01, p < 0.001) destriglycérides a été enregistré chez lesrats prétraités par 1’extrait
butanolique (50,100mg /kg) et laVit. E (Figure43).
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Figure 43 : L’effet de VPA, de I’extrait butanolique de la plante C. sphaerocephala (50,
100mg/kg) et de la Vit. E sur la concentration plasmatique du taux de cholestérol et les
triglycérides. Les valeurs sont données en moyenne + Ecart type. Test de Sudent : *: p < 0.05,
**:p<0.01, *** p<0.001

a Comparé au groupe témoin

b: Comparé au groupe VPA.

ns: non significatif par rapport au groupe VPA
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2.2. L’effet préventif de I’extrait butanolique de la plante Centaurea sphaerocephala sur les
marqueursdu stress

2.2.1. L’effet sur letaux d’M DA au niveau du foie et desreins

D’aprées les résultats obtenus, on a remarqué une augmentation significative (p < 0.01) et (p < 0.001)
du taux d’MDA au niveau du foie et |es reins respectivement chez les rats recevant 1’acide valproique
par rapport aux rats témoins. Par contre et comparant aux rats traités par le VPA, on a enregistré une
diminution significative du taux du MDA chez les rats prétraités par 1’extrait butanolique et laVit. E
(100mg/kg) au niveau du foie (p < 0.01) et au niveau desreins (p < 0.001). Mais et comparant aux
rats traités par I’acide valproique, on a enregistré une augmentation non significative du taux d’MDA
au niveau du foie et des reins chez les rats prétraités par la dose (50mg/kg) de I’extrait butanolique
(Figure 44).
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Figure 44 : L’effet du VPA, I’extrait butanolique de la plante C. sphaerocephala (50,100mg/kg)
etlaVit. Esur le taux d’MDA au niveau dufoie et lesreins. Les valeurs sont données en moyenne
+ Ecart type. Test de Sudent *: p < 0.05, **: p< 0.01, *** p < 0.001

a compar¢ au groupe témoin.

b: comparé au groupe VPA.

ns: non significatif par rapport au groupe VPA.
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2.2.2. L’effet sur letaux d’M DA au niveau du cerveau et des testicules

Le traitement des rats par I’acide valproique a provoqué une augmentation trés hautement
significative (p < 0.001) du taux d’MDA dans le cerveau et les testicules comparé aux rats témoins.
En revanche, et comparant aux rats traité par le VPA une diminution significative (p < 0.01) et (p <
0.001) du taux d’MDA au niveau du cerveau a été enregistré chez les rats prétraité par 1’extrait
butanolique (50,100mg/kg) et la Vit. E(100mg/kg) respectivement. Ains qu’une diminution tres
hautement significative (p < 0.001) du taux d’MDA au niveau des testicules a été notée chez les rats
prétraités par I’extrait butanolique (50,100mg/kg) et la Vit. E (100mg/kg) comparant aux rats traités
par le VPA (Figure 45).
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Figure 45 : L’effet de VPA, I’extrait butanolique de la plante C. sphaerocephala (50,100 mg/kg)
et laVit. E sur le taux d’MDA au niveau du cerveau et les testicules. Les valeurs sont données
en moyenne + Ecart type. Test de Sudent : *: p<0.05, **: p<0.01, *** p<0.001

a comparé au groupe témoin.

b: comparé au groupe VPA. .

ns: non significatif par rapport au groupe VPA
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2.2.3. L’effet sur letaux du GSH au niveau du foie et desreins

Lafigure 48 montre une diminution trés hautement significative (p < 0.001) du taux de GSH au niveau
du foie et lesreins des rats traités par I’acide valproique comparé aux rats témoins. Par ailleurs, on a
enregistré une augmentation significative (p < 0.05 et p < 0.01), (p < 0.01) du taux de GSH au niveau
du foie comparé aux rats traités par 1’acide valproique chez les rats prétraités par 1’extrait butanolique
(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 a été observée au niveau desreins chez les rats prétraités
par I’extrait butanolique (50,100mg/kg) et la Vit. E (100mg/kg) respectivement comparant aux rats
traités par le VPA (Figure 46).
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Figure 46 : L’effet de VPA, I’extrait butanolique de la plante C. sphaerocephala (50,100mg/kg)
et laVit. E sur letaux du GSH danslefoie et lesreins. Les valeurs sont données en moyenne +
Ecart type. Test de Sudent *: p< 0.05, **: p<0.01, *** p< 0.001

a comparé au groupe témoin.

b: comparé au groupe VPA.

ns: non significatif par rapport au groupe VPA
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2.2.4. L’effet sur letaux du GSH au niveau du cerveau et destesticules

La Figure 47 indique que 1’administration de 1’acide valproique aux rats a provoqué une diminution
trés hautement significative (p < 0.001) du taux de GSH au niveau du cerveau et testicules par rapport
aux rats témoins. En revanche on a remarqué une augmentation significative (p < 0.001 et p < 0.01),
(p < 0.001) du taux de GSH au niveau du cerveau chez les rats prétraités par 1’extrait butanolique
(50,100mg/kg) et la Vit. E (100mg/kg) respectivement comparant aux rats traités par le VPA. On a
¢galement enregistré au niveau des testicules une augmentation significative (p < 0.05), (p < 0.01)
chez lesrats prétraités par 1’ extrait butanolique (50mg/kg) et la Vit. E (100mg/kg) respectivement par
rapport aux traités par le VPA. Par contre et comparant aux rats traités par I’acide valproique on a
enregistré une augmentation non significative du taux de GSH au niveau des testicules chez les rats

prétraités par I’extrait butanolique a la dose 100mg/kg a été enregistré.
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Figure 47 : L’effet de VPA, I’extrait butanolique de la plante C. sphaerocephala (50,100 mg/kg)
et laVit. E sur le taux de GSH dans le cerveau et les testicules. Les valeurs sont  données en
moyenne + Ecart type. Test de Student. *: p < 0.05, **: p< 0.01, *** p <0.001

a Comparé au groupe témoin

b: Comparé au groupe VPA.

ns: non significatif par rapport au groupe VPA
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2.2.5. L effet sur ’activité enzymatique du GPx au niveau du foie et desreins

Comparant aux rats témoins, le traitement des rats par I’acide valproique a provoqué une diminution
trés hautement significative (p < 0.001) de I’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GPx)
danslefoie et lesreins. Par contre et chez les rats prétraités par 1’ extrait butanolique (50,100mg/kg)
et la Vit. E (100mg /kg) on a noté une augmentation trés hautement significative (p < 0.001) de
I’activité du GPx au niveau du foie par rapport aux rats traité par 1’acide valproique. On a auss
enregistré une augmentation significative (p < 0.01), (p < 0.001) de I’activité de cette enzyme au
niveau des reins chez les rats prétraités par 1’extrait butanolique (50,100mg/kg) et la Vit. E
(100mg/kg) respectivement comparant aux rats traités par le VPA (Figure 48).
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Figure 48 : L’effet de VPA, I’extrait butanolique de la plante C. sphaerocephala (50,100mg/kg)
et la Vit. E sur I"activité enzymatique du GPx au niveau du foie et des reins. Les valeurs sont
données en moyenne + Ecart type. Test de Sudent. *: p< 0.05, **: p<0.01, *** p < 0.001

a Comparé au groupe témoin

b: Comparé au groupe VPA.

ns: non significatif par rapport au groupe VPA
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2.2.6. L effet sur ’activité enzymatique du GPx au niveau du cerveau et destesticules

Les résultats obtenus et illustrés danslafigure 49 indiquent qu’il y a eu une diminution trés hautement
significative (p < 0.001) de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx) au niveau du
cerveau et destesticules chez les rats recevant 1’acide valproique comparé aux rats témoins. Par contre
et comparant aux rats traités par I’acide valproique, On a enregistré une augmentation significative (p
< 0.01), (p <0.001) de I’activité de GPx au niveau du cerveau chez les rats prétraités par 1’extrait
butanolique de la plante (50,100mg/kg) et la Vit E (100mg/kg) respectivement. Ains qu’au niveau
des testicules ou une diminution significative (p < 0.01, p < 0.05), (p < 0.001) de cette enzyme a été
notamment observée chez les rats prétraités par 1’extrait butanolique (50,100mg/kg) et la Vit. E
(100mg/kg) respectivement par rapport aux rats traités par le VPA.
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Figure 49 : L’effet de VPA, I’extrait butanolique de la plante C. sphaerocephala et la Vit. E sur
I’activité enzymatique du GPx au niveau du cerveau et des testicules. Les valeurs sont données
en moyenne + Ecart type. Test de Sudent. *: p<0.05, **: p<0.01, *** p<0.001

a Comparé au groupe témoin.

b: Comparé au groupe VPA.

ns: non significatif par rapport au groupe VPA
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2.2.7. L’effet sur activité enzymatique de la catalase au niveau du foie et desreins

L’activité enzymatique de la catalase(CAT) aété significativement diminuée au niveau du foie et des
reins (p < 0.01), chez les rats traités par 1’acide valproique comparant aux rats témoins. Par ailleurs,
le prétraitement des rats par 1’extrait butanolique (100mg /kg) et la Vit. E (100mg/kg) a induit une
augmentation significative (p < 0.05), (p < 0.01) respectivement de I’activité de la catalase au niveau
du foie par rapport aux rats traités par 1’acide valproique. Par contre on a noté une augmentation non
significative de cette enzyme chez les rats prétraités par 1’extrait butanolique a la dose 50mg/kg par
rapport aux rats traités par 1’acide valproique. Auss bien on a enregistré une augmentation
significative (p < 0.01) de I’activité de cette enzyme au niveau des reins chez les rats prétraités par
I’extrait butanolique (50,100mg/kg) et la Vit. E (100mg/kg) respectivement, comparant aux rats
traités par le VPA (Figure 50).
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Figure 50 : L’effet de VPA, I’extrait butanolique de la plante C. sphaerocephala et la Vit. E sur
I’activité enzymatique de la catalase au niveau du foie et les reins. Les valeurs sont données en
moyenne + Ecart type. Test de Student. *: p <0.05, **: p<0.01, *** p <0.001.

a Comparé au groupe témoin.

b: Comparé 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:

Le foie des rats témoins a montré une architecture histologique normale. Les lobules hépatiques ont
montré des veines centrales a partir desquelles les hépatocytes rayonnaient sous forme de cordes. Ces
cordons ont été séparés par des sinusoides sanguins (image A). On a noté chez les rats traités par la
Vit E (100mg/kg) un parenchyme hépatique d’architecture conservée, hépatocyte de cytologie
normale se disposant de facon radiaire au pourtour d’une veine centrolobulaire (image B).
L’administration de I’extrait butanolique a la dose (50,100mg/kg) uniquement n’a pas eu comme
conséquence des changements structuraux chez lesrats. (Image C, D). Par contre |’histologie du foie
des rats traités par 1’acide valproique (300mg/kg) révele des changements histologiques caractérisés
par une congestion vasculaire (image E, a), une stéatose (image E, b ; E, ¢) ainsi qu'une nécrose (E,
C). Ces altérations graves de la structure affectent la fonction hépatique et peuvent contribuer a un
dysfonctionnement de cet organe. Tels dommages ont été amélioré (image F, G) apres le traitement
des rats par I’extrait butanolique (50,100mg/kg) ainsi que par la Vit E(100mg/kg) (image H) (Figure
51).
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A : Foie d’un rat témoin (G X100).

Veine Centrolobulaire (VC)

B : Foie d’un rat traité avec la Vit E

(100mg/kg) (G X 100).

N

\ ( ', ko "{‘\": p
?:’:' 'rﬁu"}*&gi.";’-i

Ziute AR
S T ALY i

C : Histologie du foie de groupe
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D : Histologie du foie de groupe
traité par I’extrait n-butanol
(100mg/kg) (G x 100).

(E, &) : Histologie du foie traité par
VPA (congestion vasculaire(CV)) (G
*400).

(E, b) : Histologie du foie traité par
VPA (Stéatose(ST)) (G x400).
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(E, ©) : Histologie du foie traité par VPA
(Stéatose(ST) et nécrose(NC)) (G x400).

(F) : Histologie du foie prétraité par (G) : Histologie du foie prétraité par

I’extrait(50mg/kg) et VPA (300mg/kg). I’extrait (100mg/kg) et VPA

(Hépatocyte conservée(HC)) (G x400). (300mg/kg). (Hépatocyte conservée(HC))
(G x400).

s

| |

(H) : Histologie du foie prétraité par Vit E(100mg/kg)
et VPA (300mg/kg) (Hépatocyte conservée(HC) en
début de nécrose) (G x400).

Figure 51 : Observation microscopique des coupes histol ogiques du foie des rats (G x100, x400).
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2.3.2. Au niveau desreins

L’étude histologique des reins du groupe témoin et le groupe traité par la vitamine E a montré un
aspect histologique bien conservé ou on observe un glomérule normale (image A, B). La section
rénale des rats traités par l'extrait n-butanol de la plante (50, 100mg/kg) a montré une image
histologiques proche de celle du groupe témoin (image C, D). L'examen microscopique des coupes
rénales des rats traités par le VPA (300mg/kg) a montré un début de nécrose (une liquéfaction) au
niveau des tubes rénaux (image E), alors que le rein des rats traitées par le VPA et ’extrait (50 et
100 mg / kg) a révélé une régénération des tubules rénaux et des glomérules (image F, G), de méme
pour le rein des rats traitées par le VPA et la vitamine E (100 mg / kg) d’ou une structure normale

des tubules rénaux et des glomérules (image, H) (Figure 52).
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A : Rein d’un rat du groupe B : Rein d’un rat du groupe traité
témoin (Glomérule normal (GN)). avec lavitamine E (100mg/kg)
(G x400) (Glomérule normal (GN)). (G x400)

C : Rein d’un rat traité avec D : Rein d’un rat traité avec 1’extrait
I’extrait n-butanol (100mg/kg) n-butanol (50mg/kg) (Glomérule
(Glomérule sain (GS)). (G x400) (GN) et tubes rénaux normal (TYS)).

(Gx400)

E : Rein d’un rat traité avec I’acide Valproique
(300mg/kg) (Début de nécrose (NC) au niveau des tubes
rénaux (une liquéfaction). (Gx400)
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F : Rein d’un rat traité avec G : Rein d’un rat traité avec I’extrait
I"extrait n-butanol (50mg/kg) + n-butanol (100mg/kg) + VPA
VPA (300mg/kg) (Glomérule (GS) (300mg/kg) (Glomérule (GS) et
i;gg;es rénaux sains(TS)). (G tubes rénaux sains (TS)). (G x400)

H : Rein d’un rat traité avec la vitamine E
(100mg/kg) + VPA (300mg/kg) (Glomérule(GS)
et tubes rénaux sains(TS)). (Gx400)

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

(G x400).
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2.3.3. Au niveau destesticules

L'examen histologique des testicules des rats témoins (image A) montre des tubes séminiféres avec
spermatogenese conservé jusqu'a maturation : stade de spermatozoides et des spermatozoides avec
téte lancéolée et flagelle (image B) ainsi que chez les rats traités par la vitamine E (100mg/kg) ou
on observe des tubes séminiféres avec spermatogenése conservé (image C). Auss bien Chez lesrats
traités par D’extrait n-butanol (50et 100mg/kg) on observe des Tubes séminiferes avec
spermatogenése bien conservé (image D, E). Par contre les testicules des rats traités par le VPA
(300mg/kg) montrent des malformations des spermatozoides (flagelle court) (image F) avec une
absence totale des spermatozoides (image G). Le traitement des rats avec 1’extrait n-butanol (50 et
100 mg / kg) (image H, 1) et par lavitamine E (100mg/kg) (image J) en concomitance avec le VPA
a grandement amélioré les lésions testiculaires ou on remarque des tubes séminiféres avec

spermatogenese presque conservé (Figure 53).
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A : Testicule du groupe témoin (tubes B : Testicule du groupe témoin (détaille
séminiféres avec spermatogenese des spermatozoides avec téte lancéolée et
conservée jusqu'a maturation : stade de flagelle (SPZ)) (Gx 400)
spermatozoides(SPZ)) (Gx 100)

C : Testicule du groupe traité avec la Vit E (100mg/kg) : tubes
séminiferes avec spermatogenése Conservée (SC)

(Gx 400).




D : Testicule du groupe traité par
I’extrait n-butanol a la dose (50mg/kg)
(Tubes séminiferes avec spermatogenése

bien conservée (SC). (Gx400)).

E : Testicule du groupe traité par I’extrait
n-butanol a la dose (100mg/kg) (Tubes
séminiféres avec spermatogeneése bien

conservée (SC). (Gx400)).

F : Testicule du groupe traité avec VPA
(300mg/kg) : Malformation des
spermatozoides (M-FPZ) (flagelle court)
(Gx400).

G : Testicule du groupe traité avec
VPA (300mg/kg) Absence totale des
spermatozoides. (Gx100).
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| : Testicule du groupe traité avec
I’extrait (100mg/kg) + VPA (300mg/kg) :
Tubes séminiféres avec spermatogenése
presgue conservée (SC). (Gx400).

H : Testicule du groupe traité avec
Pextrait (50mg/kg) + VPA (300mg/kg) :
Tubes séminiferes avec spermatogenése
presque conservée (SC) (Gx400).

J : Testicule du groupe traité avec lavit E (100mg/kg) + VPA
(300mg/kg) : Tubes séminiféres avec spermatogenése presque
conservée (SC) (Gx400).

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

86



Etude expérimentale in vitro et in vivo

3. Discussion de I’étude expérimentale in vivo
L'acide valproique a été utilisé dans le monde entier comme un médicament antiépileptique a

large spectre avec des indications spécifiques pour de nombreuses formes d'épilepsie (Silvaet al.,
2008). Néanmoins, avec les effets souhaités, le traitement par 1’acide valproique peut induire des
effets secondaires tels que I’hépatotoxicité qui se caractérise par une stéatose (Eadie et al., 1988
Natargjan et al., 2006 ;Said et EI-Agamy , 2010 ; Aireset al., 2010 ) et une nécrose (Tong et al.,
2005 ;Kiang et al., 2010 ), Atrophie testiculaire et anomalie du sperme (Nishimura et al., 2000 ;
Sveberg Roste et al., 2002), hyperammonémique, pancréatite et tératogénicité (Perruca, 2002 ;

Lheureux et Hantson, 2009) ainsi qu’une neurotoxicité (Gravemann et al., 2008).

Il est admis que le VPA est presque uniquement métabolisé par le foie qui est I’organe cible
dominant de la toxicité du valproate. Le sort métabolique du VPA est trés complexe et conduit a
la production de plus de 50 métabolites différents (Abbott et Anari, 1999).

L'un des indicateurs les plus sensibles et dramatiques de la lésion des hépatocytes est la
libération d'enzymes intracellulaires telles que AST, ALT. L'augmentation des activités de ces
enzymes dans le sérum pendant I'administration de VPA est donc révélatrice d'un dommage
hépatocellulaire (Raza et al., 2006). En effet I’évaluation de son risques toxicologiques est
considérée une source de souci principal et doit prendre une treés grande importance. Lors de ce
travail, nous nous sommes intéressés a étudier 1’effet protecteur de 1’extrait butanolique de la
plante Centaurea sphaerocephala sur la toxicité provoquée par ce médicament (I’acide
valproique) au niveau du foie, rein, cerveau et testicules des rats.

Pour évaluer la toxicité engendrée par le VPA, le médicament est administré par voie orale a
une dose de 300 mg/kg pendant 14 jours pour assurer une toxicité chronique chez les rats. Ce qui
acausé une Iésion hépatique, démontrée par une augmentation significative des taux plasmatiques
des transaminases AST et ALT (p < 0.001) par rapport au groupe témoins € qui est donc
révélatrice d’un dommage hépatocellulaire. Ceci pourrait aussi étre due a 1’hépatotoxicité qui
mene a Ialtération delamembrane plasmatique. Donc lafuite des enzymes du tissu versle plasma
(Abdel-Reheim et al., 2015). L’augmentation de ’activité enzymatique de ces enzymes est en
accord avec les résultats de plusieurs recherches (Salli et al., 1991 ; Tong et al., 2003 ; Razaet al.,
2006). L’acide valproique augmente généralement les taux de cholestérol total et des triglycérides
(vidya et Subramanian, 2006). En effet, dans notre étude nous avons enregistré une augmentation
significative (p < 0.001) du cholestérol et des triglycérides au niveau de plasma des rats traités par

le VPA comparant aux rats témoins.
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L’acide valproique a également été documenté comme une cause majeure entrainant des
changements dégénératifs danslesreins (Chang et al., 2016). La créatinine est I’un des marqueurs
de la fonction rénale qui est utilisés pour diagnostiquer des maladies rénales aigués et chroniques
(El-Shenawy et al., 2016). Les résultats obtenus montrent qu’il y a eu une augmentation
significative (p < 0.001) du taux sérique en créatinine chez les rats traités par le VPA par rapport
aux témoins. Cette augmentation est éventuellement liée a la toxicité de 1’acide valproique qui a
induit des 1ésions rénales (El-Shenawy et al., 2016). Ces effets sont semblables aux observations
rapportées par Fukuda et al., 1996 et Watanabe et al., 2005. Puisqu’ils ont remarqué des anomalies
de la créatinine chez les animaux et les patients recevant 1’acide valproique et que ce dernier a
causer des dommages et un dysfonctionnement du rein.

D’aprés nos résultats on note que la concentration du glucose a été augmentée
significativement (p < 0.001) aprés le traitement des rats par 1’acide valproique comparant aux
témoins. Les travaux de recherche d’Amrani et al., 2013 ont également démontré que
I’administration de 1’acide valproique a provoqué une augmentation significative du glucose.

Le mécanisme exact de la toxicité induite par le VPA reste une source de débat (Tong et al.,
2005). Ces effets secondaires de VPA ont été¢ démontrés dans de nombreuses études, mais les
mécanismes cellulaires impliqués dans cet effet toxique n'ont pas encore été complétement
¢lucidés (Binek et al., 1991 ; Daviset al., 1994 ; Oyesanmi €t al., 1999 ; Hamza et Amin 2007 ;
Sokmen et al., 2012).

Un certain nombre de recherche ont étudié la possibilité que le traitement par le VPA soit
associé a un stress oxydatif chez les patients et dans les modeéles animaux (Raza et al., 1997) en
raison de la surproduction d'espéces réactives d'oxygene (ROS) qui, a leurs tours, constituent un
facteur de risgue important pour les Iésions tissulaires, le dysfonctionnement organique et la

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

nombreuses recherches sur le métabolisme du VPA ont été stimulées par I'hypothése selon
laquelle son hépatotoxicité résulte de la formation de métabolites réactif toxique (Tang et Abbott,
1996) y compris 4-ene-valproate qui est catalysé par le CYP450 (Sadeque et al., 1997; Kiang et
al., 2010 ) ainsi que N-acétylcystéine connu sous le nom de (E) -2,4-diéne-VPA (Tang et Abbott,
1996 ; Kinag et al., 2011;Surendradoss et al., 2012 ) qui sont capable de diminuer la teneur en
GSH dans lefoie desrats (Kassahun et al., 1994; Tang et al., 1995 ;Gopaul et al., 2000 ) et qu’ils
sont éliminés dans les urines (Gopaul et al., 2000). Ceci conduit a une déficience en antioxydants
(Kassahun et al., 1991 ; Guptaet al., 2004 ; Vidyaet Subramanian, 2006). Cet effet est prouvé par

les résultats obtenus. Cependant on a observé une diminution significative des niveaux du GSH et
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des activités enzymatiques du GPx et catalase ce qui explique I’augmentation significative (p <
0.01) du taux en MDA dans le foie des rats recevant 1’acide valproique par rapport aux rats
témoins. Cette augmentation montre bien que 1’acide valproique est capable de promouvoir la
formation excessive des radicaux libre qui se traduit par |a peroxydation lipidique dans les tissus
hépatiques (Raza et al., 1997). Ce constat est susceptible d’expliquer les modifications
histopathologiques et la fuite des transaminases hépatiques (ALT, AST) et leur passage dans le
sang. Ces observations sont en accord avec plusieurs études (Naet al., 2003 ; Defoort et al., 2006
; Fuet al., 2010). De méme (Sokmen et al., 2012) ont rapportés que 1’acide valproique 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) ont rapporté une augmentation
des taux plasmatiques de LPO chez les enfants et les adultes épileptiques qui avaient un traitement
par le VPA, aussi Cengiz et al., 2000 ont proposé que la thérapie par 1’acide valproique chez les
enfants atteints d'épilepsie a été associée avec une diminution modérée des taux de GSH dans les
érythrocytes. En plus, sur la base de rapports initiaux chez des patients traités par le VPA,
I’accumulation des ROS a été proposé comme un mécanisme potentiel d'hépatotoxicité associée
au VPA, indiquant une diminution des activités des enzymes antioxydantes (Exp., Glutathion
peroxydase) (Pippenger et al., 1991) et des niveaux réduits des oligo-éléments (Exp., Le sélénium)
qui servent comme cofacteurs pour les enzymes antioxydantes (Liu et al., 1998 ; Wilder et Hurd,
1991).

Le stress oxydatif cellulaire rénal se produit souvent lors de I'apparition du déséquilibre entre
les pro-oxydants et les antioxydants (Sung et al., 2013). La peroxydation lipidique est
probablement le produit le plus largement considéré créer par les radicaux libres et qui est donc
considéré comme un excellent biomarqueur du stress (Messaoudi et al., 2009). Durant I’exposition
des rats a I’acide valproique, nos résultats révelent que ce médicament a provoqué une
augmentation significative (p < 0.001) du taux en MDA au niveau des reins ainsi qu’une
diminution dans le taux des antioxydants (GSH et I’activité enzymatique du GPx et CAT). Cette
augmentation est liée éventuellement avec latoxicité de I’acide valproique qui induit des troubles
rénaux caractérisés par la production du MDA et I'épuisement du GSH. Ces données sont
compatibles avec des effets hépatotoxiques et néphrotoxiques reconnus suite a 1’induction de
I’acide valproique chez le rat et ’homme (Nau et al.,1992 ; Kassahun et al.,1994). En effet, les
travaux de Razaet al., 1997 ont montré que le taux du MDA a été augmenté dans les reins des rats
males apres le traitement par 1’acide valproique avec une diminution du niveau de GSH.

Tabatabaei et Abbott ,1999 ont rapporté que l'activité cytotoxique de 1’acide valproique est le
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résultat de la génération de peroxyde d'hydrogene et de la production de radicaux hydroxyles
hautement réactifs, cela pourrait étre la raison de l'augmentation du niveau de LPO et de la
diminution de l'activité enzymatique (SOD, CAT et GPx) et la capacité antioxydantes totale des
rats.

Le cerveau est particuliérement sensible au stress oxydatif car il utilise la plus grande quantité
d'oxygene par rapport aux autres organes corporels. Le cerveau contient également des
concentrations élevées d'acides gras polyinsaturés qui sont susceptibles d'étre la cause de la
peroxydation lipidique qui est également une cause importante de dommages neuronaux. Il est
aussi riche en fer, ce qui peut catalyser la formation de radicaux hydroxylés et qui est faible dans
l'activité CAT (Haliwell, 1999 ; Jellinger, 2003 ; Mariani et al., 2005 ; Pederzolli et al., 2010).
[.’augmentation des radicaux libres dans cet organe pourrait auss provoquer une dégénérescence
neuronale par la peroxydation des lipides membranaires (Cengizu et al., 2000). Nos résultats ont
montré une augmentation significative du taux en MDA (p < 0.001) dansle cerveau desrats suite
au traitement par 1’acide valproique comparativement aux témoins. Cette augmentation peut étre
attribuée a l'inactivation d'enzymes antioxydantes dans le cerveau qui est due au stress oxydatif.
Ces résultats sont en concordance avec les résultats de (Leipnitz et al., 2010 ;Chaudhary et Parvez,
2012). lls ont constaté que les acides gras polyinsaturés provoquaient une induction significative
des contenus LPO dans le cervelet ainsi que dans le cortex cérébral du cerveau desrats.

Les testicules étant particulierement sensibles au stress oxydatif (Tomascik-Cheeseman et al.,
2004). L'administration a long terme de l'acide valproique est connue pour favoriser une déficience
reproductive médiée par I'augmentation du stress oxydatif testiculaire et une anomalie du sperme
(Nishimura et al., 2000 ; SvebergRoste et al., 2002). Le VPA peut aussi provoquer une toxicité
des cellules germinales qui est associée aux 1ésions de 'ADN du sperme et au stress oxydatif au
niveau des testicules (Khan et al., 2011).

Les testicules et les spermatozoides sont trés riches en acides gras polyinsaturés, ce qui
augmente leur susceptibilité a l'attaque par des especes réactives d'oxygene (ROS) et par
conséquent des dommages oxydatifs (Agarwal et al., 2006 ; Aitken et Baker, 2006 ; Aitken et
Roman, 2008). Dans la présente étude, nous avons noté une augmentation significative du
taux en MDA testiculaire (p < 0.001) apres I’administration du VPA par rapport aux témoins.
Ces résultats concordent avec ceux de nombreuses autres études (Sakr et al., 2014 ; Vidya et
Subramanian, 2006 ; Hamzaet Amin, 2007) qui ont démontré que le traitement des rats par I’acide
valproique a entrainé une augmentation significative du Malondialdehyde et une diminution

significative des taux dantioxydants enzymatiques (superoxyde dismutase [SOD], CAT et
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glutathion peroxydase [ GPx]) et non enzymatiques (glutathion [GSH]) au niveau destesticules, ce
qui suggére que ces dommages induits chez les rats peuvent étre attribués au stress oxydatif
généré par le VPA. De méme, il a été décrit que I'effet négatif du VPA sur le systéme reproducteur
masculin est associé au stress oxydatif, ce qui est clairement une des principaes causes de la
fonction défectueuse du sperme et de la stérilité masculine (Aitken et Roman, 2008 ; Kao et al.,
2008).

I1 existe un certain nombre d'études suggérant que la génération excessive d'intermédiaires de
radicaux libres est associé¢e au VPA, éventuellement en conséquence de la biotransformation de
VPA, des altérations de I'noméostasie du glutathion (Tang et al., 1995 ; Seckin et al., 1999) et /
Ou I’épuisement des cofacteurs requis pour la défense antioxydantes (Graf et al., 1998).

Il est bien connu que GSH est impliqué dans la protection et lafonction delastructure cellulaire
normale en maintenant I'homéostasie redox, en étanchant les radicaux libres et en participant a des
réactions de désintoxication (Cakmak et al., 2015). Cette étude montre que 1’acide valproique
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 témoins.

L’épuisement significative du taux du GSH confirme le potentiel de 1’acide valproique
d’induire un stress oxydant dans les différents organes. Des résultats similaires ont été également
rapportés dans les différents organes suite a 1I’exposition au VPA (Aycicek et al., 2007 ; Rani et
Chandravadana, 2008 ;Bairy et al., 2010 ; kiang et al., 2011 ; Saber et al., 2014 ; Amrani €t al.,
2013 ; Amrani €t al., 2016 ;).

Les enzymes antioxydantes sont considérées comme la premiere ligne de ladéfense cellulaire
contre les différentes especes oxydantes. Ces enzymes regroupent plusieurs familles, parmi
lesquelles figurent GPx et la CAT.

La plupart des enzymes antioxydantes deviennent inactives en raison de |'exposition au VPA
(Kiang et al., 2011), la diminution de ces enzymes peut augmenter la vulnérabilité des tissus au
stress oxydatif en raison du déséquilibre entre les antioxydants et les oxydants.

Dans notre travail |’évaluation du systéme enzymatique antioxydant a mis en évidence une
diminution significative de I’activité du GPx (p < 0.001) dans les organes foie, rein, cerveau et
testicules ainsi que dans I’activité du CAT au niveau du foie et desreins (p < 0.01) respectivement
apres I’exposition au VPA chez les rats comparativement aux témoins, ce qui montre 1’effet
perturbateur de 1’acide valproique sur le systéme enzymatique antioxydant dans les différents

organes. Nos résultats sont en accord avec les autres rapports publiés (Baran et al.

91



Etude expérimentale in vitro et in vivo

,2004 ;Chaudhary et Parvez, 2012 ; El-Shenawy et Hamza, 2016 ;, Al-Amoudi, 2016) qui indiquent
que la diminution de I’activité du GPx et CAT est corrélé avec le traitement par I’acide valproique.

Des résultats obtenus par (Cotariu et al., 1990) ont montré que 1’administration de I’acide
valproique par voie intra péritonéale (100-750m /kg) a provoqué une diminution de 1’activité du
GPx dans I’homogénat du foie des rats, aussi (Oktay et al., 2015) ont signalé une diminution de
l'activité du GPx chez des patients traités par le VPA.

Dans notre étude, on a également noté des changements histol ogiques du foie des rats recevant
I’acide valproique caractérisés par une congestion vasculaire, stéatose ainsi qu'un phénomene de
nécrose cellulaire comparativement aux témoins. L’installation de changement de
I’histoarchitecture du foie pourrait étre due essentiellement a un effet toxique de 1’acide valproique
qui touche la structure des hépatocytes. Ces études sont en accord avec d’autres qui ont montré
des changements histopathol ogiques des hépatocytes apres exposition au VPA (Khan et al., 2005
; Isharwal et al., 2009 ; Al-Amoudi, 2016 ;). Les études de (Raza et al., 2000) ont rapportés que le
traitement des souris avec de l'acide valproique induit une dégénérescence graisseuse des
hépatocytes, un gonflement et un nombre accru de cellules kupffer.

L’acide valproique a également causé des changements histologiques marqué dans le rein des
rats par rapport aux témoins. Les signes les plus importants étaient le début de nécrose au niveau
des tubes rénaux ainsi qu’une liquéfaction. Des résultats similaires ont été décrits par (Galaly et
al., 2016). Il a été également observé une perturbation tubulaire surtout dans les tubules
proximaux, la nécrose dans les zones glomérulaires et tubulaires, 1'accumulation de fibres de
collageéne dans les zones nécrotiques et l'infiltration de cellules mononucléaires dans le tissu rénal
de rats traités avec le VPA (500 mg/kg / jour) pendant 15 jours (Gezginci-Oktayoglu et al., 2016).

Cette étude a également montré une anomalie de 1’histologie des testicules chez les rats traités
par 1’acide valproique comparativement aux témoins. En effet, une diminution du nombre de
spermatozoides et augmentation des anomalies de la téte du sperme a été observée ainsi qu’une
diminution significative des tubules séminiféres et leurs diametres de hauteurs épithéliales a été
enregistrés. Ces données concordent avec les études cliniques indiquant que le traitement par le
VPA a long terme est associ¢ a une mauvaise qualité¢ du sperme chez les humains, en particulier
la motilité altérée (Ourique et al., 2016) (Bairy et al., 2010). Une autre étude a conclu que le
valproate de sodium provoque une modification réversible de la motilité du sperme, du nombre de
spermatozoides, de la morphologie et de la cytoarchitecture des testicules.

En revanche, le traitement des rats par I’extrait butanolique de la plante Centaurea

Sohaerocephala a entrainé une amélioration des effets délétere de ce médicament notamment la

92



Etude expérimentale in vitro et in vivo

variation des parametres biochimiques, parameétres de stress ainsi que I’histoarchitecture des
différents organes étudiés chez le rat.

Dans nos conditions expérimentales, I’addition de 1’extrait butanolique de la plante C.
sphaerocephala (50mg/kg,100mg/kg) aux rats traités par 1’acide valproique a engendré une
diminution significative de I’activité de I’AST et ’ALT comparant aux rats traités par le VPA (p
< 0.01 et p < 0.001) respectivement. En effet, I’extrait butanolique de la plante a pu stabiliser la
membrane cellulaire hépatique contre les effets toxiques de 1’acide valproique. Ces résultats sont
conformes a ceux obtenus par (Rani et Chandravadana,2008) qui ont montré que le traitement par
la plante Spirulina fusiformis a considérablement diminué 1’activités des transaminases dans le
sérum des rats en diminuant les niveaux de peroxydation des lipides dans le plasma. Suggérant
qu’elle offre une protection en préservant l'intégrité structurale de la membrane hépatocellulaire
contre 1’hépatotoxicité et le stress oxydatif provoqués par 1’acide valproique. Les travaux de
recherche de (Jassim, 2013) ont montré 1’effet hepatoprotecteure de Petrose linumcrispum vis-a-
vis-a toxicité induite par le VPA. Une amélioration significative a été notée dans les taux de
cholestérol et triglycéride chez les rats traités par 1’extrait butanolique de la plante (50mg/kg et
100mg/kg). Ces résultats concordent avec les travaux de (Vidya et Subramanian, 2006).

L’administration de 1’extrait butanolique de la plante aux rats traités par le VPA a restauré la
concentration plasmatique de la créatinine. Ce résultat peut €tre due, soit a I’activité antioxydante
remarquable de cette plante, soit a ces actions bénéfiques au niveau des reins. En effet, 1’extrait
butanolique de la plante a pu protéger les reins des rats contre les effets néfastes de I’acide
valproique. Ces résultats sont en accord avec I’é¢tude de (Al-Amoudi, 2016).

D’apres les résultats obtenus, 1’administration de 1’extrait butanolique de la plante C.
sphaerocephala (50mg/kg, 100mg/kg) a réduit de manicre significative le taux du MDA dans les
différents organes des rats : foie, rein, cerveau et testicules comparativement aux ratstraités par le
VPA. Cela révele la capacité de la plante administrée simultanément avec le VPA d’atténuer les
dommages causés par I’acide valproique. Ces observations sont en bon accord avec d’autres
recherches ou il a été prouvé I’effet protecteur des différents extraits des plantes contre les
dommages oxydatifs causés par le VPA. En effet, (Abdel-Wahab et Metwally, 2011) ont montré
le role de I’extrait de la plante Ginkgo biloba avec les deux doses (25 et 50mg/kg) dans la
prévention du stress oxydatif qui est due au traitement par le VPA a la dose 200mg/kg. Cet effet
est caractérisé par une diminution du taux d’MDA et une augmentation des niveaux du GSH et
I"activité du GPx au niveau du cerveau des rats. Les travaux de Saber et al., 2014 ont expliqué

qu’un extrait du safran (Crocus sativusL) entraine une diminution significative du taux d’MDA et
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une augmentation significative des enzymes antioxydantes dans les testicules des rats recevant
I’acide valproique.

Apreés le traitement des rats par 1’extrait butanolique de la plante C. sphaerocephala (50mg/kg,
100mg/kg) letaux du GSH est nettement augmenté danstous les organes étudiés comparativement
aux rats traités par le VPA. Cette amélioration de la teneur en GSH en présence de 1’extrait
butanolique est en accord avec I’étude de (Said et EI-Agamy, 2010) qui a été réalisé pour évaluer
la capacité du Curcumin et resveratrol a prévenir I'hépatotoxicité induite par le VPA.

L’activité enzymatique de GPx et CAT a été également amélioré dans les différents organes
des rats recevant I’extrait butanolique de la plante (50mg/kg,100mg /kg) comparativement aux rats
traités par le VPA. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par (Morsy et al., 2017) qui ont
révélé que le traitement par 1’extrait de Nigella Sativa a amélioré significativement les niveaux
¢levés de biomarqueurs neurotoxiques et hépatotoxiques qui ont été élevés en raison de
I'administration de VPA. En outre, le traitement par 1’extrait de NSO a amélioré la concentration
antioxydante non enzymatique, la concentration de peroxydation des lipides et des lipides
hépatiques (LPO), le glutathion (GSH), I'activité enzymatique antioxydante et |a catalase(CAT)
du foie et du cerveau.

Nos résultats ont prouvé que I’addition de I’extrait n-butanol de la plante C. sphaerocephala
(50mg/kg, 100 mg /kg) aux rats traités par le VPA a entrainé une amélioration significative dans
I’histoarchitecture des organes étudiés : foie, rein et testicules. Cette amélioration est due vrai
semblablement a I’effet protecteur de 1’extrait de la plante contre la toxicité du VPA. Ces résultats
sont en accord avec les travaux de (Raza et al., 2006) qui ont expliqué le role bénéfique de la
Timoquinone qui est le principal constituant actif de I'huile volatile obtenue a partir de différentes
especes de Nigella sativa contre les dommages toxiques causé par le VPA et qui ont indiqué que
la Timoquinone se comporte comme un antioxydant et proteége le foie contre les effets néfastes de
ce médicament.

Untel résultat a été signalé aussi par (Rani et Chandravadana, 2008) et |eurs collaborateurs qui
ont montré I’effet protecteur des algues bleue Spirulina fusiformis contre I’hépatotoxicité et le
stress oxydatif provoqués par le VPA chez lesrats.

L’effet protecteur de I’extrait n-butanol de la plante C. sphaerocephala est attribué a la
présence des phénols et flavonoides, ce qui permet d’avoir des effets bénéfiques, par unelimitation
des phénomenes radicalaires €t une réparation des dommages oxydantes.

Afin de surmonter I'effet nocif potentiel des radicaux libres et de réduire les dommages causés

par I’acide valproique, de nombreuses substances naturelles ont été essayées comme antioxydants.
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La vitamine E représente I'une des ressources naturelles les plus fascinantes qui ont le potentiel
d'influencer un large éventail de mécanismes sous-jacents a la santé humaine et a la maladie
(Catalgol et Ozer, 2012). En outre, la Vit E peut minimiser efficacement le stress oxydatif, la
peroxydation lipidique et les effets toxiques des especes réactives d'oxygéne dans les systémes
biol ogiques (Claycombe et Meydani, 2001).

Les résultats obtenus dans la présente étude montrent que le prétraitement des rats par la Vit
E (100mg/kg) a réduit de maniére significative 1’activité enzymatique de I’AST et 'ALT (p <
0.001) par rapport aux rats traité par le VPA. Ces résultats concordent avec larecherche de Abdou
et al., 2014. On a également noté un rétablissement par une diminution significative du taux de
cholestérol et triglycérides (p < 0.01 et p <0.001) respectivement chez les rats prétraités par la Vit
E(100mg/kg) comparativement aux rats recevant le VPA, cet effet a été également enregistré au
niveau de la créatinine ou nous avons noté une diminution significative (p < 0.01)
comparativement aux rats traités par le VPA. 1l a été aussi démontré que la Vit E (100mg/kg) a
diminué significativement (P < 0.001) la concentration du glucose par rapport aux rats traités par
I’acide valproique.

Nos résultats montrent également que le prétraitement des rats par la Vit E(100mg/kg) a
diminué le taux du MDA au niveau du foie (p < 0.01), rein, cerveau et testicules (p < 0.001)
comparativement aux rats traités par le VPA. En effet, Les antioxydants protégent les cellules des
dommages causés par les radicaux libres qui sont des sous-produits naturels du métabolisme de
I’oxygéne. Ces résultats sont en accord avec lestravaux de (Baran et al., 2004 ; Aly et al., 2009)
qui ont montré 1’effet protecteur de la Vit E contre la toxicité induite par le VPA.

Les niveaux de GSH étaient significativement augmentés chez les rats prétraités par la Vit E
(100mg/kg) dans les différents organes comparativement aux rats traités par le VPA (Naet al.,
2003 ; Spaniol et al., 2003) ont expliqué que la toxicité du VPA peut étre diminuer ou méme
disparu, en raison de I’utilisation d’un agent antioxydant comme la Vit E.

Le prétraitement des rats la Vit E (100mg/kg) a amélioré 1’activité enzymatique de GPx et
CAT dans les différents organes étudiés.

L’étude actuelle a révélé que la Vit E (100mg/kg) a pu protéger les différents organes des rats
des changements morphologiques observés chez les rats traités par I’acide valproique. Ces

résultats concordent avec larecherche de (Baran et al., 2004 ; Aktas et al., 2010).
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Conclusion

Conclusion :

Dans la présente étude |'extrait n-butanol et acétate d’éthyle de la plante Centaurea sphaerocephala
révélent des propriétés antioxydantes puissantes due a la présence d’un contenu élevés des
polyphénols et flavonoides. Ces composés s’averent d’un pouvoir anti cancéreux et anti radicalaire

important comparés a la vitamine C.
Les résultats obtenus nous ont permis de tirer les conclusions suivantes :
- Letraitement desrats par I’acide valproique a provoqué -

Une augmentation significative de la peroxydation lipidique signalée suite a une détermination du
taux d’MDA tissulaire ainsi qu’une diminution significative du taux de GSH et de I’activité des
enzymes antioxydantes (catalase, GPx).

des changements notables des paramétres biochimiques caractérisés surtout par une élévation de la
concentration de la créatinine et la glycémie ainsi que le taux de cholestérol, des triglycérides. Aussi
bien on a constaté une augmentation de I’activité des aminotransferase (AST, ALT) qui sont libérés
une fois que les cellules hépatiques 1ésées et leurs membranes perforées.

Des altérations tissulaires des différents organes étudiés (foie, rein et testicules). C’est-a-dire

I’histoarchitecture des différents tissus étudiés : hépatique, rénale et testiculaire.
-Le prétraitement des rats par I’extrait butanolique de la plante a permis de :

Rétablir les parametres biochimiques a leurs valeurs normales.
Améliorer |es parametres antioxydants.

Réduction du pourcentage des changements morphologiques provoqué par le VPA.
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Résumé :

Ce travail est consacré a 1’étude de D’effet préventif de I’extrait n-butanol de la plante
Centaurea sphaerocephala (C. sphaerocephala) contre I’impact toxique de 1’acide valproique (VPA)
associé au stress oxydatif sur les différents tissus des rats Wistar albinos. Pour atteindre cet objectif,
I’extrait n-butanol a des doses (50 et 100 mg/kg) combiné a un traitement par le VPA (300mg/kg) ont
¢té administrés par gavage aux rats males pendant 14jours. Les animaux sont sacrifiés et disséqués
au 15éme jour. Une ablation suivie d’une homogénéisation des organes (foie, reins, cerveau et
testicules) a été réalisées pour 1’étude de la peroxydation lipidique et le dosage des antioxydants :
catalase (CAT), glutathion peroxydase (GPx) et glutathion réduit (GSH). Des petits morceaux de ces

organes sont prélevés et utilisés pour 1’étude histologique.

Le dysfonctionnement provoqué par le VPA s’exprime par une augmentation significative de la
peroxydation lipidique signalée suite a une détermination du taux d’MDA tissulaire ainsi qu’une
diminution significatif du GSH et de I’activité des enzymes antioxydantes (catalase, GPx),
accompagné aussi par des changements notables des paramétres biochimiques caractérisés surtout
par une ¢€lévation de la concentration de la créatinine et la glycémie ainsi que le taux de cholestérol,
des triglycérides et des aminotransférase (AST, ALT) qui sont libérés une fois que les cellules
hépatiques l1ésées et leurs membranes perforées . Aussi bien, et sur le plan histologique, les résultats
ont montré clairement des altérations de I’histoarchitecture des différents tissus étudiés : hépatique,

rénale et testiculaire.

En revanche, le prétraitement des rats par 1’extrait n-butanol de C. sphaerocephala a des doses (50 et
100mg/kg) et la vitamine E a la dose (100mg/kg) a permis de rétablir les paramétres biochimiques a
leurs valeurs normales et améliorer également les parameétres antioxydants ainsi que I’aspect
histologique des différents tissus €tudiés. On a enregistré 1’absence totale des spermatozoides au

niveau des testicules.

L’extrait N-butanol de la plante posséde une action protectrice vis-a-vis du stress oxydatif résultants

du traitement des rats par le VPA grace a son effet antioxydant.

Les tests antioxydants in vitro (piégeage de radica DPPH, inhibition de LPO,) des extraits des
différentes phases (éthyle acétate et butanolique) de la plante C. Sphaerocephala ont indiqué que les
différents extraits jouent le role de scanvenger des radicaux libres, de plus ces activités sont fortement

corrélées avec les teneurs en flavonoides et phénols totaux qui sont relativement élevées.



Le test anticancéreux a été réalisé en utilisant une souche cellulaire (HelLa) en analysant les différentes
doses del'extrait n-butanol delaplante C. sphaerocephala. Les résultats indiquent que I'extrait exerce

un effet anticancéreux selon des concentrations dépendantes.

Les mots clés . Centaurea sphaerocephala, 1’acide valproique, stress oxydative, activités

antioxydantes, composés phénoliques.



Abstract

Thiswork is devoted to study the protective effect of n-butanol extract of Centaurea sphaerocephala
(c. sphaerocephal@) against the impact toxic of vaproic acid (VPA) associated with oxidative stress
on different tissues in male Wistar albino’s rats. For that, n-Butanol extract of C. sphaerocephala
(50mg/kg and 100mg/kg) and V PA (300mg/kg) were administered by gavage for 14days. At theend
of the experiment or in the 15" 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 biochemica parameters characterized especialy 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.

As well, the histological’ results showed clear alterations in the histoarchitecture 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 biochemica 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.

Thein 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 therole of freeradical’s 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 (HeL @) 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 agai nst sodium val proate-induced hepatotoxicity and oxidative stressin malerats. Male
rats were divided into eight equal groups treated with plant extract (50mg/kg, 100mg /kg), Vit. E (100mg/kg) and V PA
(300mg/kg). At the end of the experiment, animal were scarified and samples (blood and liver’s tissue) were removed
isolated for biochemical and histological study. VVPA-treated rats showed hepatic injury characterized by a significant
increase in biochemical parameters (serum transaminase, cholesterol and triglycerides). Also, VPA induced oxidative
stress exhibited asignificant increasein MDA level and significant decreasein 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
decrease in serum markers and liver’s lipid peroxidation whereas GSH level and the activities of GPx, CAT enzymes were
significantly increased. Histopathologica 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: Vaproic acid; Centaurea sphaerocephala L ; Hepatotoxicity; Oxidative stress; Lipid peroxidation; protective

effect.

INTRODUCTION

Vaproic acid (VPA) is a well-established anticonvulsant
drug used in the treatment of many forms of generdized
epilepsy and psychiatric disorders to control epileptic
seizures and regulate the mania associated with bipolar
disorder2. VPA is well tolerated at therapeutic doses and
it has inherent toxicity®. Two types of serious side-effects
limit the use of this drug: hepatotoxicity and
teratogenicity* However, Administration of VPA produced
many metabolic and morphological aberrations in the
liverS. Also, histopathological and biochemical studies
indicated that VPA evoked hepatic necrosis, apoptosis and
steatosis?.

Furthermore, VPA increased intracellular reactive oxygen
species (ROS) levels in severa tissues, including liver,
brain and small intestine” But the mechanism by which
VPA induces liver injury remains unknown®, A possible
VPA biotransformation and/or dterations in natura
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 scavenger®.

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 hepatotoxicity°.

Lipid peroxidation may be involved as an additiona
mechanism of VPA-induced liver damage in rats'’.
Injection asingle dose of VPA-A to ratsresulted in adose-
dependent elevation levels of lipid peroxidation in plasma
and liver'?, However, antioxidants were the primary
candidates to counteract such toxic effect. Glutathione
(GSH) as a mgjor antioxidant and redox regulator play an
important role in the defense against oxidants and
electrophiles’®. 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
patient'4. Also Cells can be protected from oxygen-derived
radical injury by naturally occurring free- radica
scavengers and antioxidant pathways, including vitamins
A, C, E, SOD, catalase and glutathione peroxidase?®.
Moreover, many therapeutic studies are offered to plants

* Author for Correspondence: atrouzl @umc.edu.dz
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since plants are a natural source of antioxidants and hence
reduce oxidative stress'®,

The genus Centaurea (Asteraceae) contained more than
500 species. 45 species growing in Algeria, including 7 in
the Sahara'”!8. Many species of the genus Centaurea have
been used in traditional medicine to cure various aillments
(diabetes, diarrhea, rheumatism, malaria, hypertension)*®.

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 plantsand herbs?®?!, 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.

MATERIALSAND METHODS

Plant material and extraction procedure

Aerial parts of C. sphaerocephala were collected from the
area of El Kala, Algeria (21 m, 36° 53' 44" N, 8° 26’ 35"
E) in May 2012 and authenticated on the basis of Quezel
and Santa (1963)*® by Professor M. Kaabache, specialist in
the identification of Algerian Centaurea species (Ferhat
Abbas University, Setif 1, Algerid). A voucher specimen
(CSA0512-EK-ALG-65) was deposited in the Herbarium
of the VARENBIOMOL research unit, Fréres Mentouri
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
filtrate was concentrated under vacuum (up to 35 °C), the
remaining solution (400 mL) was dissolved in distilled
H>0 (800 mL) under magnetic stirring and maintained at 4
°C overnight to precipitate a maximum amount of
chlorophylls. After filtration, the resulting solution was
extracted successively with chloroform (CHCI3), ethyl
acetate (EtOAC) and n-butanol (n-BuOH). The organic
solutions were dried with sodium sulfate (NaxSO.), filtered
using common filter paper and concentrated in vacuum (up
to 35 °C) to obtain the following extracts: CHCl3(5 @),
EtOACc (4.94 g) and n-BuOH (34 g).

Animals and Treatment

Mae Wistar albino rats weighing (150-200 g) were
obtained from Pasteur ingtitute (Algiers, Algeria). Animals
were housed in plastic cages, with controlled laboratory
conditions of light/dark cycle (12 h/12 h), temperature
(22+2°C) and relative 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 guidelinesfor the care and
use of laboratory animals. Animals were left for 10 days
before being randomized into experimental groups of 8
animals and four animal s 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):

Group1l, 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 venacava, 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 KCI 1.015% with the addition of
6 pl of 250 uM butylated hydroxytoluene to prevent the
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 — 80°.

Lipid peroxidation determination

Lipid peroxidation (LPO) was determined by measuring
the formation of TBRAS using the colorimetric method of
Uchiyama??. 3ml of phosphoric acid (1%) and 1ml of
thiobarbituric acid (TBA, 0.67%), agueous 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 Elman?® using Elman’s reagent. This method is based
on the reactive cleavage of 5, 5'-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 Flohe?. This method
is based on the reduction of H2O; in the medium by GPx
inthe presence of GSH. Briefly 0.2ml supernatant obtai ned
from tissues, 0.4ml GSH (0.1 mM), 0.2ml TBS solution
(Tris 50mM, NaCl 150mM PH 7.4) were added to the
tubes and mixed. After 5 min incubation at 25 °C, 0.2 ml
of H20, (1.3mM) was added in the mixture. The reaction
was stopped after 10 min by addition of 1 ml
trichloroacetic acid (TCA 1%, wi/v), and then the tubes
maintained at 0-5°C in an ice bath for 30min. After
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 optica 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)%. The homogenate was
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centrifuged at 10000 rpm for 45 min at 4° C; the final
supernatant is the source used for the evaluation of the
activity of catalase. The disappearance of H»O, 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)%,

Plasma biochemical analysis

The liver marker enzymes, aspartate transaminase (AST)
and alanine transaminase (ALT) also, total cholesterol and
triglycerides were estimated using commercia 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 S5um
thick sections and stained with Harris hematoxylin and
eosin for microscopically examination?’.

Satistical analysis

Data are expressed as mean = SD and statistical
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 alevel 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+2.11U/,
95.72+4.14U/1 respectively. Thisincrease was statistically
significant (P<0.001) compared to control group
75.14+£2.42U/1, 66.63+1.01U/1 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’s 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 (Figures).
Effect of VPA, n-butanol extract of C. sphaerocephala and
Vitamin E on Catalase activity in rats’ liver

CAT activity was significantly decreased (P<0.01) in liver
rat’s tissue after administration of  VPA (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

Asshownin Figure 7 (A) the liver of control or untreated
rats showed normal histological architecture. Liver’s VPA
treated-rats (300mg/kg), showed dilatation and vascular
congestion (D, a); steatosis (D, b) and hepatic necrosis (D,
¢). While the liver’s section of plant extract treated rats
showed a normal histologica 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 VPPA 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 toxicity?. The most serious of
those being hepatotoxicity?®, teratogenicity®* and
neurotoxicity®® which are associated with increased
reactive oxygen species (ROS) formation®?,

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 reactions®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) levelsin experimental
rats. Data are reported as means + SD. (*P<0.05; **P<0.01; ***P<001). a: compared to control group, b: compared to
VPA group.
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Figure 2: The protective effect of n-butanol extract of C. sphaerocephala (50mg/kg and 100mg/kg) and Vit E
(100mg/kg) against VPA-induced toxicity. Effect on serum cholesterol and triglycerides levels in rat’s liver. Data are
reported as means = SD. a: group compared to control group, 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
cultures®:3,

In the present study, administration of VPA to rats caused
asignificant 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 ROS®"*, Also,
study reported elevated serum LPO levels in epileptic
children who had VPA therapy when compared to
pretreatment group®. Another study reported increased in
plasma LPO levels in epileptic adults who were treated
with VPA%,

It iswell known that reduced glutathione (GSH) isamgjor
antioxidant and redox regulator, whichispresent in all cell
types. Is the most abundant cellular thiol, and plays an
important role in the defense against oxidants and
electrophiles . Also it is a substrate for glutathione
peroxidase (GPx) and detoxifies foreign compounds and
biotransformation drugs®. In our investigation, GSH level,
CAT and GPx activities decreased in rats’ 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 studies*44,

Also, theactivity of erythrocytes GPx decreased in patients
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Figure 3: Effect of VPA (300mg/kg), n-butanol extract of a C. sphaerocephala (50mg/kg, 100mg/kg) and vitamin E
(100mg/kg) on lipid peroxidation (TBARSs content) in rat’s liver. Data are reported as means + SD. *P<(.05;
**P<0.01; ***P<001).) ns. non-significant. a: compared to control group, b: compared to VPA group.
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Figure 4: The effect of n-butanol extract of C. Sphaerocephala (50mg/kg, 100mg/kg), Vitamin E (100mg/kg) and V PA
(300mg/kg) on GSH level in rat’s liver. Data are reported as means = SD. a: group compared to control group, b: group
compared to VPA group. (*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001).

treated with VPA* and in rats administered VPA
intraperitonally 6.

One of the most sensitive and dramatic indicators of
hepatocyte injury is the release of intracellular enzymes
suchas AST, ALT after VPA administration. The elevated
activities of these enzymes indicated a hepatocellular
damage®’. 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 studies®* . 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). Moreover,
histological studies of VPA-induced toxicity have shown
extensve factor lead to sever distortion of liver
architecture, vascular congestion, microvesicular steatosis
with  and hepatic necrosis which is in agreement with
other studies®®St,

Plants produced significant amount of antioxidants such as
polyphenols, phenols and flavonoids. These compounds
scavenge a wide range of freeradicals, including the most
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active hydroxyl radical, which may initiate lipid
peroxidation and prevent the loss of the lipophilic (a-
tocopherol) and hydrophilic (ascorbate) antioxidants, by
repairing tocopheryl and ascorbate radicals®.

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 mae rats resulted in
normalization of lipid peroxidation process as well as
glutathione content, glutathione peroxidase and catal ase
activity inrats’ 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 severa

active components. These results are in agreement with
other studies which demonstrated that the antioxidant and
free radica scavenging property of medicina plants
extract would have provided the protection against hepatic
damage caused by valproic acid>***. Also, inthisstudy we
showed that, treatment with C. sphaerocephala improved
histological changesin 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

0.18 ~
0.16 -
0.14 -
0.12 -
0.1 -
0.08 -
0.06 -
0.04 -
0.02 -
0

GPx activity (mmol/GSH/g)

Different treatments

Figure 5: Effect of VPA (300mg/kg), n-butanol extract of C. sphaerocephala (50mg/kg, 100mg/kg) and vitamin E

(100mg/kg) on GPx activity in liver’s rats. Data are reported as means + SD- (*P<0.05; **P<0.01). a compared to
control group, b: compared to VPA group.

0.45 -

04 -

0.35 A

**

0.3 -

= 0.25 -
‘S

2 02
B

= 015 -
o0

g 0.1 -

0.05 -

0
N
& S N N
ge& @4’ @“}' 4~ @x @)S . $3<4
4 Q> N
2y 5
Different treatments

Figure 6: Effect of VPA (300mg/kg), n-butanol extract of C.sphaerocephala (50mg/kg, 100mg/kg) and Vit. E
(100mg/kg) on catalase enzyme activity in rat’s liver. Data are reported as means + SD. a: group compared to control

group, b: group compared to VPA group. *P<0.05; **P<0.01; *** P<0.001.
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Figure 7: Photomicrographs of rat’s liver section (H&E, x100, x400). (A): Control group showing normal hepatic
architecture, (x 100). (B & C): Rats’ livers treated with n-butanol extract of C. sphaerocephala alone (50 mg/kg and
100 mg/kg) respectively. Treated group showed normal histology almost similar to the control group (x100). (D): VPA
(300mg/kg) treated group showing distortion of normal architecture and irregularly-shaped hepatocytes as; vascular
congestion (D, a), (x400); Steatosis (D, b), (x400) and necrosis, dilated and congested sinusoids veins (D, c), (x400).
(E), (F): Livers ‘section of rats treated with VPA (300mg/kg) and C. sphaerocephala extract (50mg/kg or 100mg/kg)
respectively showed conserved hepatocytes (x400). (G): Livers ‘section of rats treated with VPA (300mg/kg) and
vitamin E (100mg/kg) showing a histological picture comparable to that of the control group with minima damage of

hepatocytes (x400).

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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Résumé :

Ce travail est consacré a 1’étude de I’effet préventif de 1’extrait n-butanol de la plante Centaurea
sphaerocephala (C. sphaerocephala) contre I’impact toxique de 1’acide valproique (VPA) associé au stress
oxydatif sur les différents tissus des rats Wistar albinos. Pour atteindre cet objectif, 1’extrait n-butanol a des
doses (50 et 100 mg/kg) combiné a un traitement par le VPA (300mg/kg) ont été administrés par gavage
aux rats males pendant 14jours. Les animaux sont sacrifiés et disséqués au 15°™ jour. Une ablation suivie
d’une homogénéisation des organes (foie, reins, cerveau et testicules) a été réalisées pour 1’étude de la
peroxydation lipidique et le dosage des antioxydants: catalase (CAT), glutathion peroxydase (GPx) et
glutathion réduit (GSH). Des petits morceaux de ces organes sont prélevés et utilisés pour 1’étude
histol ogique.

Le dysfonctionnement provoqué par le VPA s’exprime par une augmentation significative de la
peroxydation lipidique signalée suite a une détermination du taux d’MDA tissulaire ainsi qu’une diminution
significatif du GSH et de 1’activité des enzymes antioxydantes (catalase, GPx),accompagné aussi par des
changements notabl es des parametres biochimiques caractérisés surtout par une élévation de la concentration
de la créatinine et la glycémie ainsi que le taux de cholestérol, des triglycérides et des aminotransférase
(AST, ALT)qui sont libérés une fois que les cellules hépatiques 1ésées et leurs membranes perforées . Auss
bien, et sur le plan histologique, les résultats ont montré clairement des altérations de 1’histoarchitecture des
différents tissus étudiés : hépatique, rénale et testiculaire.

En revanche, le prétraitement des rats par 1’extrait n-butanol de C. sphaerocephala a des doses (50
et 100mg/kg) et la vitamine E a la dose (100mg/kg) a permis de rétablir les paramétres biochimiques a leurs
valeurs normales et améliorer également |les paramétres antioxydants ainsi que 1’aspect histologique des
différents tissus étudiés. On a enregistré 1’absence totale des spermatozoides au niveau des testicules.

L’extrait n-butanol de la plante posséde une action protectrice vis-a-vis du stress oxydatif résultants
du traitement des rats par le VPA grace a son effet antioxydant.

L es tests antioxydants in vitro (piégeage de radical DPPH, inhibition de LPO,) des extraits des différentes
phases (éthyle acétate et butanolique) de la plante C. Sphaerocephala ont indiqué que les différents extraits jouent
le role de scanvenger des radicaux libres, de plus ces activités sont fortement corrélées avec les teneurs en flavonoides
et phénols totaux qui sont relativement élevées.

Le test anticancéreux a été réalis¢ en utilisant une souche cellulaire (HeL a) en analysant les différentes doses
de l'extrait n-butanol de la plante C. sphaerocephala. Les résultats indiquent que I'extrait exerce un effet
anticancéreux selon des concentrations dépendantes.

L es mots clés : Centaurea sphaerocephala, 1’acide valproique, stress oxydative, activités antioxydantes,

composé€s phénoliques.




