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Introduction

Introduction

Le cisplatine (CP) est I'un des agents chimiothérapeutiques a base de platine,
largement utilisé pour le traitement de diverses tumeurs malignes, a savoir le cancer du
testicule, les tumeurs ovariennes métastatiques, le cancer du poumon, le cancer de la vessie
avancé (Wassem et Parvez, 2013). Son utilisation est souvent limitée en raison de ses effets
secondaires néfastes comme la néphrotoxicité et la neurotoxicité étant les plus séveres
(Karavelioglu et al., 2015).

Bien gue le mécanisme de la neurotoxicité induite par le CP demeure encore inconnu
cependant plusieurs études ont indiqué que les dommages de I'ADN, l'inflammation, le
dysfonctionnement mitochondrial, le stress oxydatif et I’apoptose dans le systéme nerveux
représentent les mécanismes les plus importants de la neurotoxicité induite par le CP
(Almutairi et al., 2017).

D'autre part, I'un des mécanismes les plus importants qui provoque la neurotoxicité par
le cisplatine est la génération des ROS (Chtourou et al., 2015), dans lequel de nombreuses
études ont indiqué que le CP est lié directement a I'ADN neuronal et provoque le stress
oxydatif dans le systeme nerveux (Almutairi et al., 2017).

On outre, le dysfonctionnement mitochondrial induit par le cisplatine conduit a
I'augmentation du stress oxydatif (Owoeye et Onwuka, 2015), ou l'association directe entre
le dysfonctionnement mitochondrial et la toxicité des agents chimiothérapeutiques a été
démontré par (Szewczyk et Wojtczak, 2002).

Par ailleurs, les données obtenues dans une étude antérieure sur des souris méales CD-
1 nude, ont indiqué que le traitement par le cisplatine sous I’effet d’une dose de (10 mg/kg),
provoque une baisse des taux plasmatiques d’antioxydants (Pace et al., 2003).

Afin de réduire et de prévenir la neurotoxicité causée par le CP, divers traitements
(antioxydants) ont été utilisés pour le développement d'interventions protectrices et
thérapeutiques efficaces (Gulec et al., 2013) tels que les agents chimioprotecteurs on cite
I'asérythropoiétine (Orhan et al., 2004), le valproate (Rodriguez-Menendez et al., 2008), la
vitamine E et la vitamine C (Ajith, 2009), la mélatonine (Tuncer et al., 2010), du sélénium
(Karavelioglu et al., 2015), de la méthionine (Hinduja et al., 2015).

L'administration des produits naturels tels que les extraits des plantes médicinales est
I'une des approches efficaces pour réduire les effets secondaires induits par les médicaments
anticancéreux en raison du leur bon profil préventif et de leur tolérance par I'nomme
(Heidari-Soreshjani et al., 2017).
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Introduction

Plusieurs etudes récentes ont rapporté que un grand nombre de produits naturels ont
été utilisés comme agents chimioprotecteurs en termes de leurs effets synergiques a I’égard de
la neurotoxicité induite par le cisplatine, a titre d’exemple, 1'hespéridine (Kamisli et al.,
2015), la curcumine (Al Moundhri et al., 2013), le resvératrol (Akman et al., 2015), et I’
huile de poisson (Kamisli et al., 2014).

Le genre Centaurea comprend plus de 700 especes dont 45 poussent spontanément en
Algérie, notamment 7 au Sahara (Quezel et Santa, 1963). La plante Centaurea est utilisée en
médecine traditionnelle depuis des décennies (Yesilada et al., 1995) en raison des activités
biologiques importantes qui caractérisent ce genre telles que 1’activité antibactérienne,
antifongique (Zater et al., 2016), antioxydante (Aliouche et al., 2019), anti-inflammatoire
(Zaouani et al., 2017) et cytotoxique (Escher et al., 2018).

De plus, les espéces de genre Centaurea sont une source précieuse de métabolites
secondaires bioactifs, en particulier les flavonoides et lactone sesquiterpéne, leur présence a
été signalée par plusieurs études phytochimiques (Seghiri et al., 2009; Grienke et al., 2018).
Cependant, & notre connaissance, aucune etude antérieure n'a évalué I'effet neuroprotecteur de
Centaurea maroccana l'espece endémique du nord du Sahara algérien.

C’est dans cette optique, que s’inscrit 1’objectif de la présente étude qui consiste a
évaluer ’effet protecteur de I'extrait butanolique de la plante Centaurea maroccana sur la
neurotoxicité induite par le cisplatine chez les souris, et de clarifier son role dans la
prévention du stress oxydatif mitochondrial en réponse a I'exposition au CP. Dans ce cadre
deux études expérimentales ont éte réalisés parallélement :

Etude in vitro : vise & évaluer [’activité antioxydante, antiprofélirative et 1’activité

neuroroprotectrice de I’extrait n-BUOH de Centaurea maroccana ainsi qu’une étude

phytochimique.

Etude in vivo : avait pour but d’évaluer 1'effet neuroprotecteur du méme extrait sur la

neurotoxicité induite par le CP.
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Synthese bibliographique

I. Lecisplatine

Le cisplatine également appelé cis-diaminedichloroplatine (I1) (CDDP), est un
composé¢ de coordination métallique (platine). Il s’agit d’une poudre cristalline blanche ou
jaune fonceé a jaune orange a la température ambiante (Dasari et Tchounwou, 2014).

Le cisplatine est I’'un des médicaments de chimiothérapie les plus puissants, largement
utilisé pour le traitement du cancer (Florea et Busselberg, 2011).

1. Lachimie du cisplatine

Le cisplatine est un complexe de métal lourd contenant un atome central de platine
entouré de deux atomes de chlorure et de deux groupements ammoniaque (Mehmood et al.,
2014). 1 s'agit d'un complexe plan carré ou les ligands occupent des positions cis. C’est-a-dire
que les deux ligands chlore sont d'un c6té et les deux ligands amine sont de l'autre (figure 1)

(Rajapakse et Dunuweera, 2017).

Figurel : La structure chimique du cisplatine (Mehmood et al., 2014).

2. Pharmacocinétique du Cisplatine
Le cisplatine réagit facilement avec les groupements thiols des protéines présentes dans le
sang, il est disponible sous deux formes, la forme libre et la forme lié aux protéines du sang
(Rajapakse et Dunuweera, 2017). Cependant la majorité de cisplatine présente dans la
cellule n’est pas liée aux protéines et localisée sur le cytosol (Barabas et al., 2008).
» Absorption, distribution et élimination
v" Aprés une perfusion intraveineuse, le cisplatine diffuse rapidement dans les tissus et se
lie fortement aux protéines plasmatiques (O’Dwyer et al., 2000).
v’ Le cisplatine libre pénétre dans la cellule par diffusion ou par transport actif via des
récepteurs spécifiques (figure 2), il utilise les protéines qui transportent le cuivre pour

atteindre les compartiments intracellulaires (Gomez-Ruiz et al., 2012).
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v Plusieurs étapes de la voie métabolique par laquelle le cisplatine est devenu bioactif
pour une neurotoxicité, ont récemment été identifiées (Zhang et al., 2006). L’enzyme
membranaire gamma-glutamyl transpeptidase (GGT), joue un rble dans le
métabolisme du cisplatine, car cette enzyme clive le conjugué cisplatine-glutathion en
un métabolite toxique (Peres et Dantas da Cunha, 2013).

v' la disparition du platine ultra filtrable, rapide et se produit de maniere bi-phasique.

v L'élimination du cisplatine est essentiellement par voie rénale (O’Dwyer et al., 2000).

Cisplatin —>
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ATP7A and
ATP7B
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Replication \&

enzyme RNA

Figure 2: Le transport / export et les cibles du cisplatine (Gomez-Ruiz et al., 2012).

3. Pharmacodynamique du cisplatine

Le cisplatine est activé par une hydratation impliquant un échange des deux atomes du
chlore périphérique par 1’eau ou des hydroxyles .En présence de fortes concentrations de
chlore, dans un milieu isotonique ou dans le milieu extracellulaire, 1’hydratation n’aura pas
lieu et le médicament restera neutre. Geénéralement le premier effet exercé par le cisplatine sur
la cellule cancéreuse consiste I’inhibition de la synthése de I’ADN, les quantités nécessaires
pour cela sont inférieures a celles nécessaires pour inhiber la synthése de I’ARN et les
protéines (Barabas et al., 2008).

Les dégats causés par le cisplatine sont similaires a ceux provoqués par les agents
alkylants, les deux atomes de chlore sont remplacés par 1’eau puis ils se lient aux deux sites
sur ’ADN. L’interaction entre le cisplatine et I’ADN peut contribuer a la formation des
superoxydes causant ainsi, des degats supplémentaires aux cellules cancereuses (Reed et al.,
2006).
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4. Les principaux mécanismes d’action du cisplatine

Dans des conditions de faible concentration en chlorure, comme dans le cytosol, le
cisplatine subit un processus appelé aquation, dans lequel un ou deux atomes de chlorures
sont remplacés par des molécules d'eau (figure 3). Au cours du processus d’aquation, le
cisplatine devient trés réactif et se lie facilement a diverses biomolécules a I’intérieur de la
cellule (Kartalou et Essigmann, 2001).

5.1. L’interaction avec I'ADN

Le mécanisme d'action du cisplatine est médié par I’interaction avec I'ADN afin de
produire des adduits, alors que le principe d'action consiste a exercer sa cytotoxicité sur les
cellules cancereuses, notamment par des liaisons de réticulation de cisplatine mono-, inter et
intra-strand (Singh et al., 2018). Le cisplatine réagit particulierement avec les sites N7
nucléophiles des bases de la purine, et une double réaction peut lier de maniére covalente des
purines (Rocha et al., 2018).

A
H, c1 H,| OH, H, OH,
/ \ / +H,0 /
Pt Pt [ Pt
HJN/ \ C1 H_‘l\/ \ Cl1 H‘l\/ \ OH
Cisplatin Cisplatin Cisplatin
monoaquated diaquated
B
65% 25% 3-5%
HO~__ i _AH
sHo = TSN, 2 <::3 pr == Hs
3 SSNH,
p i
Pt< *
NH,
I Intrastrand Adduct I Interstrand Crosslink (ICL)

Figure 3: Activation du cisplatine et induction des dommages de I'ADN (Rocha et al., 2018).

5.2. L’apoptose
Les principaux adduits a I'ADN (les adduits intrastrands et réticulants) sont
responsables de I'activation de I'apoptose (Siddik, 2003).
L apoptose implique diverses voies qui convergent vers une seule phase irréversible dans
laquelle les nucléases et les protéases digerent la cellule condamnée. Des d'études antérieures
sur I'apoptose ont mis en évidence de nombreux facteurs au sein de la cellule qui déterminent

la survie de cette derniére. Ces facteurs sont la famille des protéines Bcl-2, le suppresseur de
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Figure 4: Les mécanismes d’action du cisplatine dans le traitement du cancer (Dasari et
Tchounwou, 2014).

5.3. Lecisplatine et les espéces réactives de I'oxygéene (ROS)

A coté des dommages de [I'ADN, le cisplatine induit également la formation des
especes réactives de l'oxygene (ROS) qui déclenchent la mort cellulaire. 1ls induisent une
peroxydation lipidique, un épuisement des groupes sulfhydriles, une modification des voies
de transduction du signal, une homéostasie du calcium et des dommages a I'ADN (Florea et
Busselberg, 2011). Aussi, les ROS peuvent induire l'apoptose par les voies habituelles
extrinseques et intrinseques (Dasari et Tchounwou, 2014).

5.4. Lecisplatine et le dysfonctionnement mitochondrial

Les mitochondries sont des organites vitaux dans les cellules, responsables de la
production d'énergie, elles jouent un rdéle important dans la prolifération cellulaire et la
signalisation de 1’apoptose (Zhan et al., 2013). Le cisplatine s'accumule rapidement dans les
mitochondries peu de temps aprés son administration, ou il avait stimulé la génération des
ROS qui a leur tour ont causé des dommages mitochondriaux, altérant la fonction

métabolique et en induisant d'autres effets cytotoxiques (Choi et al., 2015).
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I1. Le systéme nerveux

Le systeme nerveux est le moyen de communication et de sensation anatomiquement, le
systéme nerveux humain se divise en deux parties principales: le systeme nerveux central
(SNC) et le systeme nerveux périphérique (SNP).

v Le systeme nerveux central, comprend I'encéphale et la moelle épiniere.

v Le systéme nerveux périphérique se divise en deux grandes parties, une partie
somatique (SNS) qui contréle les mouvements corporels et innerver des organes
sensoriels ainsi une partie autonome (SNA) qui innerve des organes viscéraux
(Webb, 2017).

1. Le systeme nerveux central (SNC)

1.1. L’organisation macroscopique

1.1.1. L’encéphale

L’encéphale est une partie spongieuse faite de tissus nerveux et de tissus de soutien. Il

est situé dans la boite cranienne et est protégé par 3 couches. La partie inférieure de
I’encéphale, soit la base, est liée a la moelle épiniére. L’ensemble, I'encéphale et la moelle
épiniere forment le SNC. L’encéphale est composé du cerveau, du cervelet et du tronc
cérébral (Widmaier et al., 2015).

Systéme nerveux central

cerveau

corps calleux

Jthalamus

(X
Vi&@ e e hypothalamus|
ANSD \l
F I
%% hypophyse
Zi =
cervelet < ‘)
S tronc cérébral

Figure 5: Systéme nerveux central (Widmaier et al., 2015).

1.1.1.1. Lecerveau
Le cerveau est issue du point du vue embryonnaire du feuillet externe appelé
ectoderme. Il forme la partie la plus volumineuse de I’encéphale et est impliqué dans le
traitement des informations sensorielles et motrices somatiques ainsi que dans toutes les

pensées et les fonctions intellectuelles conscientes (Marieb et Hoehn, 2012).
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1.1.1.2. Lecervelet
Le cervelet représente environ un dixiéme du cerveau en taille et en poids, et est
situé dans la fosse cranienne postérieure (Roostael et al., 2014). Le cervelet joue un rdle
central dans la coordination motrice réflexive et planifiée aux processus émotionnels et
cognitifs (Witter et De Zeeuw, 2015).
1.1.1.3. Letronc cérebral:

On appelle collectivement tronc cérébral 1’ensemble formé par le bulbe rachidien, le
pont et le mésencéphale. 1l est impliqué dans une multitude de fonctions parmi lesquelles, le
contréle du rythme cardiaque, de la pression artérielle et de la respiration (Crossman et
Neavy, 2004).

1.1.2. Lamoelle épiniére

La moelle épiniere est située dans le canal rachidien mais ne s'étend pas sur toute la
longueur du canal vertébral. Elle contréle les muscles volontaires du tronc et les muscles
supérieurs et inférieurs de ’extrémité (Bican et al, 2013). La moelle épiniére sert de conduit

d’information voyageant entre le cerveau et la périphérie (Cho, 2015).

e I O [y T ™ <
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Dos

racine dorsale
ganglion
rachidien

nerf rachidien racine ventrale

substance grise
= corps cellulaires de neurones et dendrites

Ventre

Figure 6: Structure de la moelle épiniere (Sherwood, 2006).

1.2. Organisation microscopique
e Le tissu nerveux
Le systeme nerveux est composé de deux types des cellules: les neurones et les
cellules gliales (Schmidt et Baier Leach, 2003).
1.2.1. Le neurone
Le neurone est la cellule informative du systeme nerveux. Il est fait d’un corps

cellulaire (noyau, cytoplasme et organites) et de prolongements. Sa structure varie selon sa
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fonction, mais la caractéristique anatomique commune est dans les prolongements du corps
cellulaire, dendrites et axones. Elles ont pour fonction de recevoir, générer et transmettre des
signaux nerveux et elles assurent les différentes fonctions cérébrales (Amiel-Tison et
Gosselin, 2010).
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Figure 7: Neurone et disposition laminaire du cortex (Amiel-Tison et Gosselin, 2010).

1.2.2. Les cellules gliales
Les cellules gliales constituent une grande partie du tissu nerveux. Elles occupent
environ la moitié du volume du cerveau. Elles jouent également un réle majeur dans la
résistance du systéme nerveux aux maladies et aux traumatismes (Jessen, 2004). Il existe de
nombreux types des cellules gliales, dont certains sont spécifiques au SNC, tandis que d'autres
se rencontrent uniguement dans le SNP (Rasband, 2015).
2. Le systéeme nerveux périphérique
Le systeme nerveux périphérique est la partie du systeme nerveux qui comprend les nerfs
et les ganglions qui se trouvent entre le cerveau et la moelle épiniére (Rea, 2015).
Le systeme nerveux périphérique comprend :
2.1.  Systeme nerveux somatique
La partie du systeme nerveux périphérique associée au contrdle volontaire des
mouvements du corps via l'action des muscles squelettiques (Fix, 2012).
2.2. Systéme nerveux autonome
La partie du systeme nerveux responsable des fonctions non soumises au controle
volontaire. Leur prolongement comprend l'ensemble des nerfs et de leurs renflements

(ganglions nerveux) (Hervé, 2009).
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v’ Les nerfs craniens
Le corps humain a 12 paires de nerfs craniens qui contrdlent les fonctions motrices et
sensorielles de la téte et du cou (Romano et al., 2019).
v’ Les nerfs rachidiens
Les nerfs rachidiens (ou les nerfs spinaux) sont aux nombres de 31 paires, ils naissent
a la moelle épiniére, et contrdlent le reste du corps. lls sont constitués d'une racine antérieure
(motrice) et d'une racine postérieure (sensitive) (Rang et al., 2003).
v Les ganglions des racines dorsales
Les ganglions de la racine dorsale (GRD) sont situés dans le systeme nerveux
périphérique (SNP), entre la corne dorsale de la moelle épiniére et les extrémités nerveuses
périphériques, et contiennent divers types de cellules telles que les cellules gliales satellites,
les cellules endothéliales, les macrophages et les neurones sensoriels primaires (Berta et al
,2017).
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Figure 8: Schéma représentant les ganglions des racines dorsales (Berta et al ., 2017).

3. Synapses et neurotransmetteurs
v’ Lessynapses
Une synapse est une jonction anatomique spécialisée entre deux neurones, dans
laquelle I’activité électrique d’un neurone pré-synaptique influence 1’activité électrique d’un
neurone post-synaptique. Sur le plan structural et fonctionnel, on distingue les synapses
électriques et les synapses chimiques (Tortora et Derrickson, 2006).
v Les neurotransmetteurs
Les impulsions chimiques libérés par les neurones, appelés neurotransmetteurs,

permettent aux fibres nerveuses de communiquer des signaux aux autres nerfs voisins (Forati
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et al., 2015). Les deux neurotransmetteurs les plus courants libérés par les neurones du

systéme nerveux autonome (SNA) sont l'acétylcholine et la noradrénaline (McCorry, 2007).

Tableau 1 : Caractéristiques distinctives des neurotransmetteurs du SNA (McCorry, 2007).

Caractéristique

Site de sortie

Récepteur

Résiliation d’activité

Acétylcholine

Tous les neurones pré
ganglionnaires du
SNA; tous les neurones
post ganglionnaires du
systeme
parasympathique;
certains post
ganglionnaires
sympathiques des
neurones aux glandes

sudoripares.

Nicotinique,
muscarinigue

(cholinergique).

Dégradation
enzymatique par

Cholinestérase.

Norépinephrine Epinéphrine

Médullosurrénale

(80% de la sécrétion)

Le plus sympathique
neurones
postganglionnaires;
meédullosurrénale

(20%de la sécrétion).

al,a2,p1

(adrénergique).

al,a2,p1,p2

(adrénergique).

Reprise dans les Transformation

terminaisons métabolique par

nerveuses; catéchol-0-méthyl-
diffusion en fente transférase
synaptique, dans le foie.

transformation
métabolique par
monoamine oxydase
ou catéchol-o-méthyl-
transférase

dans le foie.
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I1l. La neurotoxicité

La neurotoxicité est définie comme tout effet indésirable sur la structure ou la fonction
des systémes nerveux central et périphérique, résultant d'une diversité d'agents biologiques,
chimiques ou physiques (Soleimani et al,. 2016). Certains agissent directement sur les
cellules nerveuses, d’autres interférent avec les processus métaboliques, certains perturbent la
fonction neuronale, alors que d'autres induisent le mauvais développement ou des dommages
du systéme nerveux de I’adulte (Spencer et Lein, 2014). Les principaux mécanismes de la
neurotoxicité sont la production excessive d'especes réactives de I'oxygéne (ERO) entrainant
un stress oxydatif, la libération de cytokines provoquant une neuro-inflammation et des
déréglements de I'apoptose conduisant a la mort neuronale (Teleanu et al., 2019).

1. Laneurotoxicité médicamenteuse

La chimiothérapie, la radiothérapie et les drogues a usage récréatif peuvent conduire a
une neurotoxicité potentielle (Sharma et al., 2014). En outre, de nombreux facteurs du
métabolisme du médicament peuvent augmenter la susceptibilité a la neurotoxicite, tels que
I'état nutritionnel d'un individu, le débit sanguin local et I'absorption tissulaire, I'état de la
barriere hémato-encéphalique, le taux d'absorption du médicament, la voie d'administration du
médicament aux tissus cibles, activation et élimination du médicament et de ses métabolites
(Grill et Maganti, 2011).

2. Les médicaments de la chimiothérapie

La chimiothérapie est un moyen de lutte important contre de nombreux cancers.
Cependant, le but de la chimiothérapie c’est irradier les cellules cancéreuses, mais elle
endommage également les cellules saines, qui va entrainer des effets secondaires (Pearce et
al., 2017).

La neurotoxicité est une complication fréquente et souvent limitant les traitements de la
chimiothérapie (James et al., 2008). Les agents chimio thérapeutiques utilisés fréquemment
qui sont associés a la neurotoxicité comprennent les composés de platine, les taxanes et les

vinca-alcaloides (tableau 2) (Beijers et al., 2012).
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Tableau 2: Les agents de la chimiothérapie causant une neuropathie périphérique (Beijers et
al., 2012).

Les agents chimiothérapetiques

Sel de platine Cisplatine, Oxaliplatine, Carboplatine

Les taxanes Paclitaxel, Docétaxel

Alcaloides de la pervenche Vincristine, Vinblastine, Vinorelbine

2.1. Le mécanisme de la neurotoxicité des agents chimiothérapeutiques:

Le mécanisme pathogene par lequel les agents chimiothérapeutiques endommagent les
structures du systeme nerveux et causent la neuropathie périphérique est multifactoriel, et
implique une perturbation des microtubules, un stress oxydatif et dommages a la gaine
myélinique, dommages d'ADN, processus immunologique d'inflammation (Zajaczkowska et
al., 2019), les changement morphologique des noyaux des neurones des ganglions rachidiens
de la racine dorsale; qui va conduit a 1’altération du fonctionnement des mitochondries dans
les axones, accumulation intra-axonale du sodium et du calcium avec une perturbation des
canaux ioniques dépendant (LaPointe et al., 2013).

3. La neurotoxicité du cisplatine

La neurotoxicité par le cisplatine occupe la troisieme place, cependant les parties les
plus touchées du systéme nerveux sont les nerfs sensoriels périphériques. La neuropathie
systématique, les convulsions et I’encéphalopathie constituent la neuropathie périphérique
chez les patients traités par le cisplatine (Aldossary, 2019).

L'accumulation du cisplatine dans les neurones du ganglion de la racine dorsale (GRD)
sous la forme d'adduits de platine-ADN serait I'un des principaux mécanismes de la
neurotoxicité (Zhu et al., 2016).

En outre, plusieurs autres mécanismes contribuant a la neurotoxicité induite par le
cisplatine ont été suggérés, notamment la détérioration des neurones sensoriels périphériques,
des modifications des cascades de signalisation cellulaire, des modifications de I'hnomeostasie
et de la signalisation calciques, du stress oxydatif, du dysfonctionnement mitochondrial et de
I'induction de I'apoptose a la suite de la platination de 'ADN (Starobova et Vetter, 2017).
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IV.Le stress oxydatif et systeme antioxydant
Le stress oxydatif se définit comme étant un déséquilibre profond de la balance

entre les prooxydants et les antioxydants en faveur des premiers, ce qui conduit a des dégats
graves (Kumar Keshari et al., 2015).
1. Les radicaux libres

Les radicaux libres sont les produits du métabolisme cellulaire normal, un radical
libre est défini comme un atome ou une molécule contenant un ou plusieurs électrons non
appariés dans une coquille de valence ou une orbite externe, et est capable d'une existence
indépendante. Les ROS peuvent étre classés en deux groupes des composés, a savoir,
radicalaires et non radicalaires (tableau 3). Les radicaux libres les plus importants qui sont
produits lors des réactions métaboliques sont 1’anion superoxyde et le radicale hydroxyle
(Phaniendra et al., 2014).

Tableau 3: Résumé des espéces réactives d'oxygene (ROS) (Sharma, 2014).

Les especes réactives d'oxygene Les especes réactives d'azote
Radicalaires Non radicalaires Radicalaires Non radicalaires
Anion superoxyde Peroxyde d’hydrogene | L'oxyde nitrique Peroxynitrite (ONOOQO)

O;) (H20;) (NO)
Le radical hydroxyle L’acide hypochloreux | Dioxyde nitrique Nitrites (NO;)
(OH) (HOCQI) (NOS)
le radical peroxyle Ozone (Os) Nitrates (NO3)
(ROO")
Le radical alcoxyle L’oxygéne singlet Nitrosyle (NO™)
(RO) (‘'0,)

Plus important encore, I'excés des ROS peut endommager les lipides cellulaires, les
protéines et I'ADN, ce qui entraine une augmentation du stress oxydatif dans diverses
maladies, inhibant ainsi les voies de transduction du signal et les fonctions cellulaires

normales (Handa et al., 2016).
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1.1. Les différents types des radicaux libres oxygénés (ROS)

Tous les dérivés d'oxygene hautement reactifs peuvent étre qualifies d'especes
réactives de I'oxygene (ROS). Ce groupe comprend les especes radicalaires et les non
radicalaires qui sont des agents oxydants ou sont facilement convertis en radicaux libres
(Russell et Cotter, 2015).

Lumissce UV

- [
/

Oxygéne singuler Oxygéne

Superoxyde

Cycles redax dismvatascs
e L NADPH ox l

muiochondne

¥
Monoxyde d'azote Anten superoxyde

oNnOO | — . @

perexynitrite Radical hydroxyle
Nitration des Activation Oxvydation Peroxydation Oxydation de
protéines des cascades des protéines lipidigue I"'ADN

de Kinases

Figure 9: L’origine des différents radicaux libres oxygénés impliqué en biologie (Favier,
2003).

1.1.1. Les ROS radicalaires
< L’anion superoxyde (O;")
Le radical superoxyde (Oz'_) provient formellement de 1’addition d’un seul électron sur le
dioxygeéne (O2) (Gardeés-Albert, 2006).
Oy +é ——> 07
Le superoxyde est le principal précurseur de la plupart des ROS, Sa principale source dans
une cellule est le complexe | et le complexe Il de la chaine de transport d'électrons
mitochondriale (Piechota-Polanczyk et Fichna, 2014), il possede la plus faible réactivité vis-
a-vis des substrats bio-organiques en raison, d’une vitesse faible constante (Migdal et Serres,
2011).
% Le radical hydroxyle (OH")
Il est I'un des radicaux libres les plus importants, car il est extrémement réactif avec
presque tous les types de biomolécules y compris les acides aminés, les sucres, les lipides et
les nucléotides. Le radical hydroxyle est généré par divers mécanismes, mais le plus important

est le mécanisme in vivo da a la décomposition du superoxyde et du peroxyde d’hydrogéne
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O," + H,0——OH+ OH + 0,
Dans la réaction de Fenton, le peroxyde d’hydrogéne peut réagir avec le fer Il (ou le cuivre I)
pour générer un radical hydroxyle (Engwa, 2018).
H,0;, + Fe’— »OH+ OH™ + Fe™
% Le radical peroxyle (ROO") et le alcoxyle (RO")

Les radicaux peroxyle (ROO) et alkoxyle (RO) sont de bons agents oxydants.
L'irradiation par la lumiére UV ou la présence d'ions des metaux de transition peut provoquer
une décomposition des peroxydes pour produire des radicaux peroxyle et alkoxyle.

ROOH——— ROO+H’
ROOH +Fe” — »RO0™+ Fe"*+ OH*
Le (ROQ’) est formé a partir des lipides, protéines, ADN et glucides lors des dommages
oxydatifs. Ils sont générés par une réaction directe de I'oxygene avec des radicaux alkyles (R).
(Ozcan et Ogun, 2015).
1.1.2. Les ROS non radicalaires
% Peroxyde d’hydrogéne (H,0,)

Il posséde des propriétés oxydantes et réductrices en méme temps, peu réactif en
I’absence des métaux de transition. La principale production de H,O; résulte de la dismutation
de 'O, par la SOD selon la réaction suivante :

20, +2H—32_, H,0,+0;,

Le peroxyde d’hydrogéne diffuse rapidement a travers les membranes cellulaires. 11
est possible qu’il soit éliminé en O, et H,O par I’action de la catalase, soit par action directe
apres interaction avec certaines biomolécules, soit par action indirecte en étant le précurseur
des radicaux hydroxyles OH’ (Bensakhria, 2018).

< L’oxygene singlet (‘Oy)

C’est un agent oxydant trés puissant qui peut directement oxyder des protéines,
I'ADN et des lipides et causer des dommages tissulaires (Halliwel, 2006). Il est également
formé in vivo par l'activation des neutrophiles, des éosinophiles et par certaines autres
réactions enzymatiques catalysées par des enzymes, comme les lipoxygénases, les
dioxygénases et la lactoperoxydase (Phaniendra et al, 2014).

¢ L’acide hypochloreux (HOCI)

L’acide hypochloreux est synthétise en grande partie par l'action de la
myéloperoxydase dans des cellules phagocytaires (par exemple, des neutrophiles) en utilisant
le H,O, et I'ion de chlore comme substrats.

H,O,+ CI Myéloperoxydase HOCI + OH

)
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D’autre part, I'acide hypochloreux peut étre le précurseur des especes oxydantes
puissantes qui réagissent avec les protéines, les lipides, les acides nucléiques et les glucides
(Rucker, 2015).
1.2. Lessources des ROS
Les especes réactives de I'oxygene peuvent étre produites d’une maniere endogene
par l'organisme vivant ou provoqueées via des sources exogenes.
1.2.1. Les ROS exogénes
Peuvent étre générés par :

v L'exposition a I'ozone peut entrainer une peroxydation des lipides, un afflux de
neutrophiles dans I'épithélium des voies respiratoires et une libération des médiateurs
inflammatoires tels que MPO et LDH.

v L'hyperoxie peut augmenter la production des especes réactives d'oxygene
(Sahiner et al., 2018).

v La fumée de cigarette contient quant a elle des composés organiques et de nombreux
radicaux, comme le superoxyde et I'oxyde nitrique.

v Les ions des métaux lourds tels que le fer, le cuivre, le cadmium et le mercure,
peuvent induire la génération de radicaux réactifs et provoquent des lésions cellulaires.

v Les radiations ionisantes en présence de 1’0, convertissent les radicaux hydroxyles,
les superoxydes et les radicaux organiques en especes d'hydro peroxydes qui
réagissent avec les ions métalliques actifs et induisent un stress oxydatif (Birben et
al., 2012).

1.2.2. Les ROS endogenes ou cellulaires

Dans les organismes vivants, les ROS sont générés dans plusieurs systemes
cellulaires localisés sur la membrane plasmique, dans le cytosol, dans les peroxysomes et sur

les membranes des mitochondries et du réticulum endoplasmique (Di Meo et al., 2016).
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Figure 10: Sources cellulaires de production des ROS (Di Meo et al., 2016).

v La NADPH oxydase est une enzyme présente dans la paroi vasculaire et qui génére le
(02'_) en utilisant le NADH ou NADPH comme substrat.

v La xanthine-oxydase joue un role important dans la production des ERO
(particuliérement 02: et H,0,), lors de I’ischémie/reperfusion.

v Enzymes de la voie de D’acide arachidonique, lors du métabolisme de 1’acide
arachidonique, ce dernier peut étre oxyde soit par les cyclooxygenases, soit par les
lipooxygenases (métallo-enzymes a fer), pour former entre autre des hydroperoxydes
qui sont des précurseurs de leucotriénes, puissants médiateurs de 1’inflammation
(Salvayre et al., 2003).

v les mitochondries représentent la principale source intrinseque des ROS via le

systeme de transport d'électrons ou la chaine respiratoire (Abdal Dayem et al., 2017).
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Figure 11: Le transport d’électrons a travers la chaine respiratoire et la production des ROS.

Complexe | : NADH déshydrogénase, Complexe Il : succinate déshydrogénase, Complexe I11 : Coenzyme Q-
cytochrome ¢ réductase, Complexe IV : Cytochrome ¢ oxydase, CoQ10 : Coenzyme Q10. (Li et al., 2017).
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v’ Les complexes I-1V sont localisés dans la membrane interne mitochondriale. Au cours du
transfert des électrons via la chaine respiratoire, si le complexe 1l ne peut pas recevoir des
électrons du CoQo, les électrons seraient captés par O2, qui pourrait produire les ROS et
engendrer le stress oxydatif (Li et al., 2017).

v Les enzymes de la famille des cytochromes Pyso-, assurent 1’oxydation des acides
gras insaturés (et certains xénobiotiques), réduisent I’oxygeéne moléculaire pour former le

O, et/ou H,0,.

v Réticulum endoplasmique, les ERO ainsi produits semblent intervenir dans la
régulation redox de certaines fonctions essentielles du réticulum endoplasmique telles
que I’adressage et la sécrétion des protéines.

v Les peroxysomes sont une source endogene de H,O,, par certaines enzymes qu’ils
renferment comme les (glycolate oxydase, D-aminoacide oxydase, urate oxydase,
hydroxy acide oxydase, acyl-CoA oxydase...) (Beaudeux et al., 2006).

1.3. Les Dommages moléculaires induits par les ROS
Le flux continu des ROS endogene et exogene entraine des dommages oxydatifs aux
composants cellulaires et altere de nombreuses fonctions cellulaires. Les protéiques (Les
enzymes), les membranes lipidiques et I’ADN (figure 12) sont parmi les cibles biologiques les

plus vulnérables aux dommages oxydatifs (Kohen et Nyska, 2002).

Cell : lonizing ] uv
Metabolism [Radiations [ LiT\t ] [Inflammaﬁoﬂ {Pathogera

Antioxidants !
stress
ROS scavengers ROS

R TN DNA Proteins
s vers sAggregation and
« Lipid Peroxidation sDNA strand breaks fragmentation
*Damage to membranes sMutations leading to cancer =Enzyme Inhibition
and lipoproteins sChoromosome instability

sAlteredgene expression

Figure 12 : Les possibles effets du stress oxydatif (Sharma, 2014).
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1.3.1. Dommages des lipides membranaires

Les radicaux hydroxyles sont capables de provoquer une peroxydation lipidique dans
la membrane plasmique ou celle de tout organite contenant des grandes quantités des chaines
latérales des acides gras polyinsaturés(AGPI) (Burton et Jauniaux, 2011).

Le mécanisme général de la peroxydation des AGPI implique [’abstraction
d’hydrogéne d’une molécule lipidique (LH) par un initiateur (R) pour générer un radical libre
a base de carbone (L") qui réagit rapidement avec 1’oxygéne moléculaire pour former le
radical peroxyle (LOQO") connu pour propager la réaction en chaine (figure 13). Ce dernier
réagit avec les fractions d’AGPI, produisant des hydroperoxydes lipidiques (LOOH) et
perpétuant la réaction en chaine. Les hydroperoxydes peuvent en outre se dissocier en especes
radicalaires dangereuses telles que les aldéhydes bioactifs qui endommagent d'autres

composants cellulaires (Ziad et al., 2019).

LH+R' —» RH+L % 100 L, LOOH+ L

Figure 13: Processus général de la peroxydation lipidique (Ziad et al., 2019).

1.3.2. Dommages de PADN

Les dommages oxydatifs causés a I'ADN peuvent étre les plus dangereux pour les
cellules, car ils affectent le cycle cellulaire et entrainent des mutations et des cancers.
L'oxydation de la guanine par le radical hydroxyle (OH") en 8-hydroxy-2-désoxyguanosine
(8-OH-G), qui conduit finalement a un GC — TA transversions lors de la réplication
ultérieure de I'ADN. L'altération de I'ADN aurait été en partie responsable des processus du
vieillissement, du diabéte, des maladies inflammatoires et les maladies du foie (Velavan ,
2011).

O
N . HN N, OH N
HN HN
/k\jjl\> + OH —>HN/Q\\ | NXH — )\\ | N\>—0H|
[H.NT N7 TN X NT N HNT NN
guanine (G) C8-OH-radical adduct ?étgﬂr_t)é;(guanme

Figure 14: La réaction de la base guanine avec le radical hydroxyle (Jomova et Valko,
2011).
1.3.3. Altérations des protéines
L’oxydation intracellulaire par les ERO peuvent attaquer les chaines latérales des

acides aminés des protéines, et peuvent générer des protéines carbonylées, qui sont
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considérées comme des marqueurs du stress oxydant des protéines qui s’accumulent au cours
du vieillissement ou de diverses pathologies liées a I’age. Bien que la plupart des acides
aminés puissent €tre modifiés, certains d’entre eux comme la cystéine, la tyrosine et la
méthionine sont particuliérement sensibles a 1’action des radicaux hydroxyles, comme 1’acide
peroxynitreux et 1’acide hypochloreux (Therond, 2006).

Les effets de I'oxydation des protéines peuvent étre observés en cas de repliement
des protéines, d'oxydation des chaines latérales et de fragmentation du squelette, entrainant
une perte de leur fonction et un arrét de nombreux processus biochimiques (Rosangela et al.,
2016). Les protéines qui sont sensibles & 1’oxydation sont les phosphatases, les kinases, les
facteurs de transcription et les enzymes métaboliques (Deavall et al, 2012).

2. Stress oxydant et pathologies humaines

Un dénominateur commun dans la pathogénie de la plupart des maladies chroniques
est I'engagement du stress oxydatif, affectant des processus cellulaires différents, comme la
prolifération, le métabolisme, la différenciation et la survie (Gasparrini et al, 2017), et des

organes spécialisés ou les systéemes, notamment les poumons, le foie et les reins, le systéeme

nerveux et le systeme cardio-vasculaire (Palipoch et Koomhin, 2015).

Tableau 4 : les relations entre les maladies et le stress oxydant (Favier, 2006).

Maladies dues a
une production
insuffisante
de radicaux libres

» Agranulomatose
septique
* Psoriasis.

Maladies ou le stress
oxydant est la cause
primordiale

 Cancers

* Autoimmunité

* Cataracte,
Dégeénérescence
maculaire, Sclérose
latérale amyotrophique

» Photo-veillissement
cutané

*Photosensibilisation
e Irradiation

* Intoxications : CCly,
Cd, Fe, alcool,

* Hémochromatose.

Maladies ou le stress
oxydant
fait partie des
facteurs déclencheurs

* Maladie d’Alzheimer
* Stérilités masculines
» Maladies virales

* Rhumatismes

* Athérome

* Asthme

eInsuffisance
respiratoire.

Maladies entrainant
un stress oxydant
secondaire
* Diabéte
* Insuffisance rénale
* Mucoviscidose
» Sida, Choc septique
* Infarctus du myocarde
Ischémies/reperfusion
« Parkinson, Brilures

* Thalassémie, Greffes
d’organes.

Traitements :
* Anticancéreux
* Oxygene hyperbare.
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3. Les systemes antioxydants
3.1. Les antioxydants

Le concept d'antioxydant biologique désigne tout composé qui, lorsqu'il est présent
a une concentration inférieure a celle d'un substrat oxydable, est capable de retarder ou
d'empécher I'oxydation de ce substrat.

Les premiers types de systeme de défense antioxydants mis au point contre les
dommages oxydatifs sont ceux qui empéchent la formation des ROS et ceux qui bloquent et
capturent, les radicaux qui se forment (Pisoschi et Pop, 2015).

Il existe deus systemes antioxydants trés complexes (enzymatique et non
enzymatique), qui travaillent en synergie, et en combinaison les uns avec les autres pour
protéger les cellules et les organes du corps contre les dommages des radicaux libres
(Rahman, 2007).

3.2. Les différents types d’antioxydants
3.2.1. Systéme antioxydant enzymatique

< Les superoxydes dismutases

Les superoxydes dismutases (SOD) constituent la premiére ligne de protection contre

les dérivés radicalaires de I'oxygene. (Vergely et Rochette, 2003). Ils sont présents dans
presque toutes les cellules aérobies et dans les liquides extracellulaires. (Kabel, 2014). Les
SOD sont l'un des antioxydants les plus puissants, ils catalysent la conversion d'anions
superoxydes en dioxygene et en peroxyde d'hydrogene (Kurutas, 2016).

% Lacatalase

La catalase est une enzyme oxydoréductrice, car elle joue un réle crucial dans la
désactivation des espéces réactives de 1’oxygene (ROS). Par conséquent, il agit comme un
antioxydant qui protege la cellule contre le stress oxydatif. Le mécanisme du fonctionnement
de cette enzyme implique la décomposition ultérieure de (H,O;) en oxygene et en eau,
réduisant ainsi le stress oxydatif causé par ce substrat (Kaushal et al., 2018).

+« La glutathion peroxydase

La glutathion peroxydase (GPx) est une enzyme cytosolique qui catalyse la
réduction du peroxyde d'hydrogene en eau et en oxygene (Fanucchi, 2014). De plus, la GPx
fait partie du réseau antioxydant enzymatique cellulaire responsable de 1’élimination des

peroxydes organiques et inorganiques (Morris et al., 2014).
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2H,0

Figure 15 : Activité de balayage radicalaire des SOD, CAT et GPx (Nimse et Pal, 2015).

«  Le systéme thiorédoxine

Le systeme thiorédoxine comprenant le NADPH, la thiorédoxine réductase (Trx R)

et la thiorédoxine (Trx), est un systtme majeur a base de disulfure réductase (Lu et

Holmgren, 2014) capable de protéger les cellules du stress oxydatif au moyen de leur site

actif, la 2-cystéine, qui réagit avec les ROS et capable de réduire les protéines oxydées. Elles

servent également de donneurs d'’hydrogene aux peroxydes réductases dépendantes de la

thiorédoxine (Marengo et al., 2016).
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Figure 16: Systéemes antioxydants enzymatiques (Favier, 2006).
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3.2.2.  Systemes antioxydants non enzymatiques (les molécules antioxydantes)
< Le Glutathion (GSH)

Le glutathion (GSH) est un composé de faible poids moléculaire composé de trois
acides aminés (acide glutamique, glycine, cysteine). Il s'agit d'un antioxydant soluble présent
dans le cytoplasme, les mitochondries et le noyau. Le GSH en tant qu'antioxydant participe a
plusieurs lignes de défense contre les ROS, joue un rdle important dans la réparation des
cellules et les molécules endommagees (protéines, acides nucléiques et lipides) dans les
processus de peroxydation. Le GSH régénere d'autres antioxydants oxydés en petites
molécules, par exemple la vitamine C et la vitamine E (Mironczuk-Chodakowska et al.,
2018).

% Lesvitamines

v Vitamine C

L’acide ascorbique est un antioxydant hydrosoluble et fonctionne mieux en milieu
aqueux que la vitamine E. Le rdle de la vitamine C en tant qu'antioxydant est double, il peut
directement piéger les radicaux superoxydes, hydroxyles et hydroperoxydes lipidiques. De
plus, la vitamine C joue un r6le important dans le recyclage de la vitamine E a son état réduit
(Powers et al., 2004).

v/Vitamine E

La vitamine E est le principal antioxydant liposoluble du systéeme antioxydant
cellulaire et provient exclusivement de 1’alimentation. La vitamine E protége les acides gras
polyinsaturés et les autres composants des membranes cellulaires et des lipoprotéines de basse
densité de I'oxydation par les radicaux libres. La forme la plus importante est le a-tocophérol
(Béhm, 2018).

% Les caroténoides

Les caroténoides sont un groupe des pigments naturels responsables de la
pigmentation des plantes et des micro-organismes, mais jouent également un role crucial dans
les systéemes biologiques (Young et Lowe, 2018). Les propriétés antioxydantes des
caroténoides sont liées a leur grande capacité de don d'électrons. Les caroténoides caractérisés
comme des piégeurs excellents des radicaux peroxyles, et jouent un réle important dans la
protection des membranes cellulaires et des lipoprotéines contre ces radicaux (Santos-
Séanchez et al,.2019).

% Coenzyme Qg
CoQo est une vitamine liposoluble, un cofacteur essentiel dans la phosphorylation

oxydative mitochondriale. Il agit comme d’un porteur d'électrons mobiles (Belviranli et
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Okudan, 2015). Il neutralise les radicaux libres méme aprés leur formation. Le r6le important
de ce coenzyme est la régénération de la vitamine E. Ce coenzyme est présent dans toutes les
cellules et les membranes et joue un réle important dans d'autres processus de métabolisme
cellulaire. (Mehta et Gowder, 2015).
%  Les oligo-éléments
Plusieurs oligo-éléments sont impliqués dans l'activité catalytique et une
conformation particuliére des enzymes antioxydantes, peuvent contribuer a atténuer le
stress oxydatif (Hosseinimehr, 2015) et dans ce cadre, elle incombe sur trois oligo-
éléments le cuivre, le zinc et le sélénium. A concentration physiologique, le cuivre et le
zinc agissent comme “antioxydants” en étant les deux cofacteurs responsables de la bonne
activité de la SOD, ainsi que le zinc qui est impliqué dans la synthése des métallothionines
antioxydantes. Le sélénium est le co-facteur de la GPx qui favorise 1’élimination des
lipides oxydés (Pincemail et al., 2009).
% L’acide urique
Produit final majeur du métabolisme des purines chez I’homme, un piégeur puissant
des radicaux (OH’, ROO’, NOQ'...), ces réactions conduisent a des espéces radicalaires qui
seront a leur tour réduites (notamment par la vitamine C) (Haleng et al., 2007).
<  Biomolécules d’origine végétale
En fait, les antioxydants, en particulier les composés phénoliques, sont abondants
dans plusieurs plantes médicinales (Djeridane et al., 2006). Récemment, ces composés
phénoliques d'origine naturelle sont révélés par leur activité antioxydante indirecte, pouvant
entrainer une réduction du stress oxydatif (Das et al., 2014). Cette capacité antioxydante est
due a leur structure, en particulier la facilité avec laguelle un atome d'hydrogene d'un groupe

hydroxyle aromatique peut étre donné aux radicaux libres (Choudhary et Swarnkar, 2011).
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Figure 17: Représentation schématique du site du systeme de défense antioxydant

(enzymatique et non enzymatique) au niveau cellulaire (Mehta et Gowder, 2015).
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V.  Les polyphénols
1. Définition

Les composes phénoliques sont des métabolites secondaires des plantes que l'on
trouve naturellement dans tous les végétaux, y compris les produits alimentaires a base des
plantes (Huyut et al., 2017). Ces composes phénoliques représentent une grande famille des
composés organiques avec de multiples unités phénoliques.

Les polyphénols jouent un réle important chez les plantes et les animaux, y compris la
régulation des hormones en tant que molécules de signalisation, les prévention des UV, les
effets antioxydants et la prévention des infections microbiennes (Dai et al., 2019).

2. Classification chimique des polyphénols

Les polyphénols comprennent une gamme diversifiée de molécules, plus de 8000
polyphénols ont été identifiés a ce jour, qui a en commun un ou plusieurs noyaux aromatiques
hydroxylés au sein de leur structure. Sur la base de leurs caractéristiques chimiques, les
polyphénols peuvent étre classés en différents groupes en fonction du nombre des cycles
phénoliques contenus et des éléments structurels qui lient ces cycles entre eux (Piccolella et
Pacifico, 2015).

Ces molécules comprennent de multiples sous-classes telles que les acides
phénoliques, les flavonoides, les stilbenes et lignanes, comme illustré dans la (figure 18).
D’autant plus que, ces flavonoides constituent le groupe le plus largement connu de ces

composés (Cutrim et Cortez, 2018).

Stilbenes Lignans Others

POLYPHENOLS
/ ¢

Phenolic acids Flavones
Ferulic acid Anthocyaning «— Flavonoids Apigenin
Caffeic acid / / \ \ Apigenin 7-glucosidd
i e Flavonols
Caffeic acid derivatives: : Flavanals Flavanones Chalcones
o Quercetin
p-Coumaric acid Catechin Naringenin
Rutin
Rosmarinic acid (quercein-3-ufinoside)  Eyicaechin Eriodictyol
Chlorogenic acid Hesperetin

Dihvdroguercetin

Figure 18 : Classification des polyphénols avec exemples pour chaque classe.
(Boros et al., 2010).
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2.1. Les flavonoides

Les flavonoides sont des substances phénoliques hydroxylées et sont synthétisés par
les plantes en réponse a une infection microbienne (Karak, 2019), ils représentent la classe
majeure du ces composés polyphénoliques et qui sont des métabolites secondaires naturels
des plantes et trouvés en grande partie dans les aliments et les boissons, tels que les fruits,
légumes, céréales, thé, café etc ... (Seleem et al., 2017).

La structure générale des flavonoides montre que ces composées sont constitues d'un
squelette a 15 atomes de carbone, contenant 2 cycles benzéniques reliés par une chaine de
liaison a 3 atomes de carbone, selon la structure chimique, le degré d'oxydation et
I'insaturation de la chaine de liaison (C3) (Rodriguez-Garcia et al.,2019), les flavonoides
sont classés en six sous-classes en fonction de leurs structures chimiques: flavones, flavonols,
flavanones, isoflavones, flavan-3-ols et anthocyanidines (Choy et al.,2019).

Tableau 5: Les sous-classes des flavonoides et leurs sources alimentaires (Karak, 2019).

Sous-classe des flavonoides Exemples de composés Source de nourriture
Flavonol Kaempferol,quercétine, Oignon, vin rouge, chou frisé,
myricétine et tamarixétine. huile d'olive, pommes de

brocoli, cerises, baies et

pamplemousse et thé.

Flavones Chrysine, apigénine Rutine, Peaux de fruits, vin rouge,
lutéoline et sarrasin, poivron rouge, peau de
glucosidestangeretin. tomate, persil.
Flavonones Naringine, naringénine, Agrumes, pamplemousses,
taxifoline et hespéridine. citrons et oranges.
Flavan-3-ols Catéchine, épicatéchine, Pomme, thé.

épigallocatéchine, glausan-3-

épicatéchine.

Anthocyanidines Apigénidine, cyanuration, Cerises, framboises, fraises et
delphinidine, pelargonidine. raisins.
Isoflavones Genistein, daidzein. Féves de soja, Iégumineuses.
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2.2. Les stilbénes
Les stilbénes sont des composés phénoliques trouvés dans divers familles des plantes,
leur structure est basée sur le squelette C6 — C2 — C6, definie par deux cycles aromatiques par
un pont éthylene. Le stilbene le plus connu et le mieux caractérisé est le resvératrol (3, 40,5-
trihydroxystilbéne). La présence des stilbénes dans Il'alimentation humaine est cependant
limitée & quelques aliments comme le raisin, le vin rouge, les arachides et certains types de
baies (El Khawand et al., 2018).
2.3. Les lignanes
Les lignanes sont formés de deux unités phényl-propane et d'un pont a quatre
carbones, ce qui conduit & de nombreuses structures chimiques différentes dans la nature. La
plus grande quantité de ces composes se trouve dans les graines de lin, et d'autres sources
précieuses sont les céréales et certains légumes. Les lignanes sont I'une des principales classes
de phytoestrogénes, avec les isoflavones (Mrduljas et al., 2017).
2.4. Les acides phénoliques
Les acides phénoliques sont l'une des principales classes de composés phénoliques
présents dans les plantes et se présentent sous forme d'esters, de glycosides ou d'amides, mais
rarement sous forme libre. La variation structurelle des acides phénoliques dépend du nombre
et de la position des groupes hydroxyle sur le cycle aromatique. Les acides phénoliques ont
deux structures distinctes: I'acide hydroxycinnamique et I'acide hydroxybenzoique. Les acides
benzoiques les plus communs sont I'acide vanillique, gallique, syringique et Protocatechuique.
Les acides cinnamiques les plus courants sont l'acide p-coumarique, caféique, férulique
(Tanase et al., 2019).

Hydroxybenzoic acids Hydroxycinnamic acids
R, Ry
= R
R, o
OH N
RS OH
R;= R>= OH, R3; = H : Protocatechuic acid R, = OH : Coumaric acid
R;= R;= R3= OH : Gallic acid R, = R, = OH : Caffeic acid

R; =0OCH3, R; = OH : Ferulic acid

HO

Flavonoids
[ L300 )
(o} = H
H
Q CH OH
@ ‘ Chlorogenic acid

See Figure 2

Stilbenes Lignans
HO CHZ0 O H_OH
HO
Resveratrol O Secoisolariciresinol

OCH,
OH

Figure 19 : Structures chimiques des polyphénols courants (Cutrim et Cortez, 2018).
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3. Effets biologiques des polyphénols
Dans le corps humain, les polyphénols exercent le role d’antioxydants et ont diverses

propriétés biologiques (Kumar et Baojun, 2017).

Anti-tumor
activity

Cardio-vascular
diseases Anti-obesogenic
prevention

Dietary
polyphenols

Anti-diabetic

Antiinflammatory Antioxidant

Figure 20 : Les propriétés biologiques des polyphénols alimentaires sont importantes dans la
prévention des maladies liées au mode de vie (Koch, 2019).

3.1. L’activité antioxydante
Il s'agit probablement de l'activité biologique la plus étendue et la plus fréquemment
décrite des polyphénols, qui en raison de leurs structures peuvent étre liées a presque tous les
composés de ce groupe. Le mécanisme d'action de ces composés peut inclure plusieurs voies
différentes exemple le balayage direct des ROS; inhibition des enzymes ou des oligo-éléments
chélateurs, qui sont impliqués dans la génération de radicaux libres (par exemple, le cuivre ou
le fer); augmentation de la production des antioxydants endogénes (par exemple, SOD (Super
Oxyde Dismutase et glutathion) (Koch, 2019).
3.2. Activité antimicrobienne
Parmi les polyphénols, les flavan-3-ols, les flavonols et les tanins attirer le plus
d'attention en raison de leur activité antimicrobienne élevée par rapport a d'autres
polyphénols, et du fait que la plupart d'entre eux sont capables de supprimer un certain
nombre de facteurs de virulence microbienne (I'inhibition de la formation de biofilms, la

réduction de I'adhésion des ligands de I'n6te et la neutralisation des toxines bactériennes) et

ER

montrent une synergie avec les antibiotiques (Daglia ,2012).
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3.3. Activité anti inflammatoire
Les flavonoides, la curcumine, le lycopéne (un caroténoide hydrocarboné linéaire
insaturé présent dans la tomate) et les stilbénoides ont inhibeé les facteurs de transcription pro-
inflammatoire (NF-xB, AP-1) pour supprimer la synthese et la libération de TNF-a, IL-6,
synthase inductible de I'oxyde nitrique. Ainsi que dans les modéles in vivo, le resvératrol, la
curcumine et les flavonoides ont inhibé I'activité des enzymes métabolisant I'acide
arachidonique, la COX et la lipoxygenase, et ont supprimé la production de médiateurs de
I'inflammation, de I'acide arachidonique, des prostaglandines et des leucotriénes, grace a la
modulation des seconds messagers (AMPc, GMPc, protéines kinases et calcium) (Naoi,2019).
3.4. Activité anti cancérigéne
Les composés polyphénoliques ont la capacité d'inhiber la prolifération des différents
types de cancer tels que les cancers de la prostate, de la vessie, des poumons, gastro-
intestinaux, du sein et des ovaires. Par exemple, la quercétine, le resvératrol, les polyphénols
de thé vert, I'épigallocatéchine-3-gallate et la curcumine ont démontré leur efficacité en tant
gue composés anticancéreux. Les polyphénols sont capables de prévenir I'initiation du cancer
(cyto-protecteur), la progression, la récidive et les métastases dans les organes distants (effet
cytotoxique) (Yahfoufi et al., 2018).
3.5. Activité neuroprotectrice
Plusieurs mécanismes neurochimiques sous-jacents a l'action protectrice des
polyphénols ont été décrits: propriétés chélatantes du fer; modulation des voies de
signalisation liées a la survie et a la différenciation neuronales; inhibition des processus
neuropathologiques; et régulation de la fonction mitochondriale. D'autres mécanismes par
lesquels les flavonoides peuvent étre neuroprotecteurs incluent leur réle positif sur le flux
sanguin périphérique et cérébrovasculaire, affectant finalement les processus de plasticité
synaptique et la fonction cognitive (Figueira et al., 2017).
4. Apercu bibliographique sur le genre Centaurea
4.1. Le genre Centaurea
Le genre Centaurea de la famille des Astéracées est I'un des genres de plantes les plus
répandus dans le monde. Ce genre comprend plus de 500 espéces, dont 45 poussent
spontanément en Algérie, dont 7 espéces localisees au Sahara (Belbache et al., 2017). Les
Centaurees sont des plantes a résine ou a essence sans latex, ils se multiplient par touffes ou
par semis, généralement au printemps. Elles se rencontrent sur différents types d’habitats
(Hellwing, 2004).
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Figure 21 : Photographies du genre Centaurea, avec un accent particulier sur le sous-genre
Centaurea et la secte (Hilpold et al., 2014).

4.2. Description botanique du genre Centaurea

Les centaurées sont des plantes annuelles (rarement biannuelles) ou herbacées, comme
pour toutes les especes des Asteraceae; leurs fleurs sont disposées en capitule constituée de
fleurs centrales tubulaires hermaphrodites et plus ou moins irréguliéres et de fleurs
périphériques stériles, leurs couleurs varient le plus souvent entre le rose, le pourpre et le
violet. L’involucre peut étre ovoide ou globuleux a bractées inégales imbriquées sur plusieurs
rangs par fois surmontées par un appendice. Le réceptacle est garni de soie abondante. Les
antheres sont soudées a la base, le style est a branches courtes, si les aigrettes sont présentes

E
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4.3. L’espéce Centaurea maroccana
C’est une plante épineuse florale qui s’épanouie en fin de printemps. Ses tiges sont de

longueur qui varie entre 20 et 40 cm et ses fleurs avec épines sont de couleur jaune et de taille

moyenne (Bentamene, 2004).

Embranchement: Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Ordre : Asterales

Famille : Composées
Sous-famille : Tubiflores

Tribu : Cynarées

Genre : Centaurea

Espéce : Centaurea maroccana

Figure 22 : Classification botanique de I’espéce Centaurea maroccana (Bentamene, 2004).

4.4. Composition chimique du genre Centaurea

Les especes de Centaurea sont bien connues pour leur grande diversité structurale
dans les principaux composés bioactifs, notamment les triterpenes, les flavonoides, les
lignanes, les acides gras et les lactones sesquiterpéniques (Belbache et al., 2017).

Les flavonoides ont été signalés dans de nombreuses especes Centaurea et pres de 80
taxons ont été étudiés pour leur contenu en flavonoides, isolées a partir des feuilles, des
parties aériennes et parfois des racines de nombreuses especes de Centaurea, et identifiés
comme des flavones, des flavonols, 6-deoxyflavones, et leurs O-et C-glycosides (Mishio et
al., 2006).

4.5. Les vertus médicinales et les propriétés biologiques des Centaurées

Différentes especes du genre Centaurea sont traditionnellement utilisées pour
plusieurs affections, notamment l'abces, I'asthme, les maux d'estomac, les hémorroides, la
diarrhée et le rhume (Zengin et al.,2016), en raison de leurs activités biologiques importantes
qui caractérisent les différentes especes appartenant a cette plante (Khammar et Djeddi.,

2012) telles que antipelliculaire, anti-diarrhéique, antirhumatismales, anti-inflammatoire,
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cholérétique, diurétique, digestive, stomachique, astringent, antipyrétique, cytotoxique et
antibactériennes pour ces espéces (Bulent Kose et al.,2007).

Parmi les effets biologiques exercés par les especes de Centaurea, il a été noté que plusieurs
especes ont été particulierement recommandées contre :

v Les cas inflammatoires tels que les abces (Centaurea iberica Trev. Ex Sprengel),
I'asthme (Centaurea iberica Trev. Ex Sprengel), les hémorroides (Centaurea
drahifolia Sm.)

v’ Les thés préparés a partir des parties aériennes de différentes especes Centaurea sont
également utilisés comme hypoglycémiants, tels que Centaurea ornato, Centaurea
aspera, Centaurea seridis var. maritima et Centaurea melitensis (Akkol et al., 2009).

v Des tests de recherche des activités biologiques d’extrait chloroformé de I’espéce
algérienne C. musimomum a montré des activités cytotoxiques et antiparasitaires
(Medjroubi et al., 2005).
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Etude expérimentale Matériel et méthodes

I. Matériels et méthodes

1. Etude in vitro

1.1. Matériel biologique végetal

Notre étude a porté sur une plante endémique algérienne d’intérét biologique, il s’agit de
Centaurea maroccana, qui a été collectée au stade de floraison dans la région de Biskra
(coordonnées GPS: 34°50'13.326"N et 5°45'3.7728" E) et authentifiée par le professeur M.
Kaabeche (Laboratoire de Phytothérapie Appliquée aux Maladies Chroniques, Département
de biologie, Université Ferhat Abbas, Sétif 1, Algérie) sur la base de (Quezel et Santa, 1963).
Un spécimen de piéce justificative (CCM12 / 04/02) a été dépose a I'Herbier du Département
de Biologie de I'Université Fréres Mentouri, Constantine 1.

1.2. Préparation de I’extrait
Les parties aériennes sechées a lair (feuilles et fleurs, 2700g) de Centaurea

maroccana ont été réduites en poudre (broyage léger a température contrélée, jusqu'a 35 ° C)
et macérées a température ambiante avec MeOH /H,0 (80:20, v / v) trois fois (24 heures pour
chaque fois). Les filtrats ont été combinés, concentrés sous pression réduite (jusqu'a 35 °C),
dilués dans H,O (1000 ml) sous agitation magnétique et maintenus a 4°C pendant une nuit
pour précipiter un maximum de chlorophylles. Aprés filtration, la solution résultante a été
extraite successivement avec des solvants de polarités croissantes: chloroforme (CHCly),
d'éthyle acétate (EtOAC) et n-butanol (n-BuOH). Les couches organiques ont été séchées avec
du Na,SO, anhydre, filtrées et concentrées sous vide a température ambiante (Zater et al.,
2016) pour obtenir les rendements des extraits suivants CHCI3 (12,5 g, rendement: 0,46%),
EtOAc (20 g, rendement: 0,74%) et n-BuOH (40 g, rendement: 1,48%). Ce travail a été
réalisé au niveau de 1’Unité de Recherche Valorisation des Ressources Naturelles, Molécules
Bioactives et Analyses Physicochimiques et Biologiques (VARENBIOMOL), Faculté des

Science Exactes, Université des Fréres Mentouri.
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Matiére végetale (la partie aérienne
feuilles et fleurs, 2700 g)

Extrait CHCI3 12,59

e Macération a froids dans un mélange

MeOH/ H,0 (80:20; v/v) répétée 3 fois

v e Filtration

Extrait méthanolique

Concentration non a sec (t= 35 C°)

Dilution avec H,0 distillée

Précipitation de la chlorophylle par le
(CH3COO0), Pb.

v Filtration

(rendement: 0.46%).

e Extraction par du CHCI3 (X3)

¥ e Décantation
Phase aqueuse

Extrait AcOEt 20g
(rendement: 0,74%).

Extrait n-BuOH 40 g

\l/ e Extraction par de I’AcOEt (X3)

e Décantation
Phase aqueuse

(rendement: 1,48%).

l e Extraction par du n- BuOH (X3)

e _Décantation
Phase aqueuse

Remarque :

Les extraits sont séchés avec du Na,SO,

anhydre, filtrés et concentrés a sec 35 °C).

Figure 23 : Protocole d’extraction de la plante Centaurea maroccana.
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1.3.Etude phyto-chimique
1.3.1.Détermination de la teneur totale en phénols

La teneur totale en composés phénoliques de I'extrait a été déterminée par
spectrophotométrie (les mesures des bio-activités ont été effectuées sur un lecteur
microplaque a 96 puits «Perkin Elmer EnSpire » au Centre National de Recherche en
Biotechnologie, Constantine), en employant le réactif de Folin-Ciocalteu (Muller et al.,
2010), avec une modification mineure. Ensuite 1 mg d’extrait est dissout dans un volume de 1
ml de méthanol, et 20 ul d'extrait a diverses concentrations ont été mélangés avec 100 ul de
réactif de Folin-Ciocalteu dilué a 1:10 et 75 pl de solution de carbonate de sodium (75g/l)
dans les puits de la microplague dans l'obscurité a la température ambiante. Apres 2 h,
I'absorbance a été mesurée a 740 nm. Un blanc est préparé de la méme maniere en remplacant
I’extrait par le solvant utilis¢ (Méthanol).

La quantification des polyphénols totaux a été faite a 1’aide d’une courbe d’étalonnage,
réalisée par I’acide gallique a différentes concentrations. La teneur totale en composés
phénoliques a été exprimée en pg d’équivalent d’acide gallique par mg d’extrait (ug GAE/mg
d’extrait).

1.3.2. Détermination de la teneur totale en flavonoides

La mesure de la teneur totale en flavonoides de I'extrait était basée sur la méthode décrite
par (Topcu et al.,, 2007) avec des légeres modifications pour une détermination sur
microplaque & 96 puits. Dont 1 mg d’extrait est dissout dans un volume de 1 ml de méthanol
A un volume de 50ul d’extrait & diverses dilutions on ajoute 130 pul (MeOH), 10 pl de
potassium acétate (CHsCOOK) préparés dans de 1’eau et 10 ul de la solution aqueuse de
nitrate d’aluminium (AI(NO3)2, 9H20). L’absorbance est lue a 415 nm, apres incubation a
température ambiante pendant 40 min. Un blanc échantillon est préparé en remplacant les
réactifs par le méthanol (50ul extrait +150ul méthanol).

La quantification des flavonoides est déduite a partir d’'une gamme d’étalonnage établie
avec la quercétine, comme contrdle positif. Les résultats sont exprimés en ug d’équivalent de
quercétine par mg d’extrait (ug QE/mg d’extrait).

1.3.3. Analyse par chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie
de masse (LC-MS/MS)

Une analyse LC-MS/MS a été réalisée pour quantifier et identifier les polyphénols
présents dans 1’extrait n-butanol dans le laboratoire de chimie, Département de chimie,

Faculté des sciences et des lettres, Université Tokat Gaziosmanpasa, Turquie, en utilisant une
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colonne Thermo Scientific -Dionex Ultimate 3000 -TSQ Quantum avec Thermo ODS
Hypersil 250 x 4,6 mm, une colonne de 5 um a été utilisée pour Il'analyse quantitative, le
volume d'injection était de 20 pl. La phase mobile comprenait I'éluant A : I'eau avec 0,1%
d'acide formique et I'éluant B : du méthanol, le débit était de 0,7 ml/min a 40 °C. Le
programme de gradient a eté fixé comme suit: 0-1 min, 100% A, 5-20 min, 95% A, 1-22 min,
5% A, 25 min, 5% A, 30 min 0% A, le processus total a duré 30 min. L’extrait a été préparé a
Img/iml et analysé et la relation entre la surface du pic et la concentration s'est avérée
linéaire de 0,5 a 10 mg/l (ppb) pour chaque composé. La linéarité a été évaluée en utilisant
une analyse de régression linéaire de six points pour chaque composé et le trace linéaire se
compose de trois répétitions par point. Pour toutes les analyses, les coefficients de corrélation
(valeurs R,) étaient >0,99.

Les valeurs LOD et LOQ des composés pour la méthode LC-MS / MS sont effectuées et
la LOD et la LOQ ont été déterminées en utilisant des mesures de blancs réactifs dopés avec
de faibles concentrations d'analyse selon EURACHEM GUIDE. La solution a blanc a été
enrichie de 0,1 ppm (Abid et al.,2017).

1.4.Evaluation de I'activité antioxydante

1.4.1. Effet anti-radicalaire par le test au DPPH’
L'activité anti-radicalaire libre est déterminée par spectrophotométrie par le dosage du
DPPH (Blois, 1958). En bref, 40 ul de solution de MeOH d’extrait a diverses concentrations
ont été ajoutés a 160 pl de DPPH (0,1mM). Le mélange réactionnel agité vigoureusement et
I'absorbance du DPPH restant a été mesurée a 517 nm aprés 30 min. Le BHA et le BHT ont

été utilisés comme standards antioxydants pour la comparaison de l'activité. La capacité de

piégeage du radical DPPH a été calculée en utilisant I'équation suivante :

Ab trole — Abs Extrait
Iﬂh[b[t[ﬂﬂ% — 5 COREYOLE F EXCFEL x100

Abs controle

*Abs contrdle est I’absorbance de la réaction ne contenant que les réactifs.
*Abs Extrait est I’absorbance de la réaction contenant les réactifs et 1’extrait.
Les résultats ont été donnés sous forme d’IC50 (ug/ml) correspondant a la concentration
de 50% d'inhibition.
1.4.2.Essai de décoloration du radical cation ABTS™
L'analyse spectrophotométrique de l'activité de piégeage ABTS™ a été déterminée
conformément a la méthode de (Re et al., 1999). Le radical cation ABTS est généré en

mélangeant 7 mM d’une solution aqueuse d’ABTS avec 2,45 mM de persulfate de potassium,
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le tout est conservé a 1’abri de la lumiére et a la température ambiante durant 16 h avant
utilisation, la solution obtenue est diluée avec 1’éthanol pour obtenir une absorbance de
0,7+0,025 a 734 nm. Ensuite, 160 ul de solution ABTS ont été ajoutés a 40 ul de solution
d’extrait dans le méthanol a différentes concentrations. Apreés 10 min, l'absorbance a été
mesurée a 734 nm. Le méthanol a été utilisé comme témoin, le BHA et le BHT ont été utilises
comme des normes antioxydants pour la comparaison de l'activité d’extrait.

La capacité de piégeage de I’ABTS™" a été calculée en utilisant I'équation suivante:

Ab trole — Abs Extrait
Iﬂh[b[t[ﬂﬂ% — 5 ControLe 5 EXTTal x100

Abs controle

1.4.3. Test de la capacité antioxydante par réduction du cuivre (CUPRAC)

L’activit¢ antioxydante par réduction cuprique a été déterminée selon la méthode
CUPRAC (Apak et al., 2004). Dans chaque puits, le mélange réactionnel contenant 40 ul de
I’extrait a différentes concentrations, 50 ul d'une solution de chlorure de cuivre (1) (Cu CI2,
2H20), 50 pul de solution alcoolique de néocuproine et 60 pl de tampon aqueux d'acétate
d'ammonium a pH 7.

Aprés une heure de temps et a 1’aide d’un lecteur de microplaques, 1’absorbance a été
enregistrée a 450 nm. Les résultats ont été calculés a titre de A (50 (ug/ml) correspondant a la
concentration indiquant 0,50 d’absorbance. Le BHA et le BHT ont ét¢ utilisés comme des
normes antioxydants.

1.4.4. Test de blanchissement de g-carotene

L'activité de blanchissement de la S-caroténe a été évaluée en utilisant la méthode décrite
par (Marco, 1968). Une masse de 0.5 mg de p-caroténe dissoute dans 1 ml de chloroforme
puis ajoutée a un volume de 25 pul d’acide linoléique et de 200 pl de Tween 40, en donnant un
mélange émulsifiant. Aprés 1’évaporation sous vide du chloroforme, 50 ml d’eau distillée
saturée en oxygene, sont ajoutés sous agitation vigoureuse. L'absorbance de la solution est
ajustée entre 0,8 et 0,9 nm. 160 pl de cette solution sont ajoutés a 40 pl de solution d’extrait a
différentes concentrations. L'absorbance a été mesurée a 470 nm a l'aide d'un lecteur
microplaques a 96 puits. Le systeme d'eémulsion a été incubé pendant 2 h a 50 °C, un blanc
dépourvu de p-carotene, a été préparé pour la soustraction de fond. BHA et BHT ont été
utilisés comme standards. Le taux de blanchissement de pg-caroténe (R) était calculé selon
I’équation suivante : R=In (a/b)/t

e In : log népérien
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e a : I’absorbance au temps 0
e b : I’absorbance au temps t (120 mn)
L’activité antioxydante (AA) a été calculée en termes de pourcentage d’inhibition relatif

au contrdle utilisant 1’équation suivante :

Abs controle — Abs Extrait

AA %= x100

Abs controle

1.4.5. L activité de piégeage des radicaux superoxydes

L’activité de piégeage des radicaux superoxydes par DMSO alcalin est déterminée par la
méthode de (Rao et Kunchandy, 1990). La réduction du NBT par le superoxyde a été
déterminée en présence et en l'absence d'extraits. Au mélange réactionnel contenant du 30 pl
NBT (1 mg/ml dans de 1'eau distillée) et 40 ul d'extrait a diverses dilutions ont été ajoutés a
130 ul de DMSO alcalin (20 mg de NaOH est dissoute dans 1 ml de DMSO et compléter par
le DMSO a 100 ml) pour donner un volume final de 200 pl et l'absorbance a été mesurée a
560 nm en utilisant un lecteur microplaque.

La diminution de I'absorbance a 560 nm avec des antioxydants, indique la consommation
de superoxyde géneéré, et le pourcentage de balayage a été calculé en utilisant la formule

suivante:
Absz Extrait — Abs Controle

Imhibition % = x100

Abs Extrait

1.4.6. Dosage du pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur de l'extrait a été déterminé (Bouratoua et al., 2017). Afin de
déterminer l'activité du pouvoir réducteur, 10 ul d'extrait dilué en série ont été ajoutés dans
une microplaque. Aprés cela, 40 pl de tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 50 ul de
potassium ferricyanide (1%) ont été ajoutés a chaque puit et la plaque a été incubée a 50 °C
pendant 20 min. Enfin, 50 ul de TCA (10%) et d'eau distillée (40 ul) et 10 ul de FeCls (0,1%)
ont été ajoutés dans chaque puits afin de mesurer I'activité du pouvoir réducteur. Ensuite,
I'absorbance a été mesurée a 700 nm. Une absorbance plus élevée du mélange réactionnel a

montré un pouvoir réducteur supérieur.
1.5.Evaluation in vitro de la propriété neuroprotectrice de I'extrait n-
butanol de C. maroccana

1.5.1. Activité d'inhibition de la peroxydation lipidique
Le nitroprussiate de sodium par la libération de cyanure et / ou d'oxyde nitrique (NO)

(Bates et al., 1991) pourrait conduire a la formation de radicaux hydroxyles (OH) (Graf et

B




Etude expérimentale Matériel et méthodes

al.,1984) qui induisaient la peroxydation des acides gras insaturés dans la membrane bicouche
lipidique dans les homogénats du cerveau des souris. Pour évaluer I'effet d'inhibition LPO de
BECM, les cerveaux ont été obtenus a partir des rats Wistar albinos, disséqués et
homogénéisés avec un polytron dans un tampon Tris — HCI glacé (20 mM, pH 7, 4,1: 10 w/v)
pour produire un tissu cérébral homogénat (100 mg/ml) et centrifugé (15 000 x g pendant 10
min). Le surnageant (100 ul) a été incubé avec 50 pl d'un oxydant fraichement préparé
(nitroprussiate de sodium, 5 uM) et différentes concentrations de BECM, une eau distillée a
été ajoutée pour atteindre un volume total de 300 pl a 37 ° C pendant 1 h.

Des réactions colorées ont été obtenues en ajoutant 200 et 500 pL de SDS a 8,1% chacun,
(200 pl), d'acide acetique (500 pL; pH 3,4) et 0,6% de TBA (0,38 ml), puis le mélange a été
chauffé & 80 °C pendant 20 min. Aprés centrifugation a 3000 tr/min pendant 10 min, le
complexe malondialdéhyde (MDA) -TBA dans le surnageant a été mesuré par son absorbance

a 532 nm. Le rapport d'inhibition (%) a été calculé en utilisant la formule suivante:

Inhibition (%) = (1 - Absorbance de I'échantillon / Absorbance
du contrdle) x 100.

1.5.2.L’activité d'inhibition de I'acétylcholine estérase

L'activité de lI'acétylcholine estérase (AChE) a été mesurée sur la base de la méthode de
(Ellman et al., 1961), adaptée pour une détermination sur microplaque. Le test est basé sur
I'nydrolyse de I'ATCI par I'enzyme et la formation d'anion 5-thio-2-nitrobenzoate suivie d'un
complexe avec DTNB pour donner un composé de couleur jaune qui est détecté avec un
spectrophotomeétre a c6té du temps de la réaction. En bref, pour chaque point des données de
test, 50 ul de DTNB 3 mM, 50 pl d'homogénat (préparés a 10% (p/v) selon (Carter et al.,
2007) et (Tarhoni et al., 2011), 35 ul de 50 mM Tris / HCI pH 8,0 et 40 pl des différentes
concentrations d'extrait de plante ont été mélanges et incubés a 37 °C. Le test a été initié par
I'ajout de 25 pl de 15 mM (ATCI), avec production de 5-thio- 2- Anion nitrobenzoate lu a
412 nm toutes les 30 s pendant 10 min a I'aide d'un lecteur microplaque. Le chlorhydrate de
donépézil a été utilisé comme contrdle positif pour l'activité d'inhibition de I'AChE et le

pourcentage d'inhibition a été calculé en utilisant I'équation suivante:

Inhibition (%) = (1 - Absorbance de I'échantillon / Absorbance
du controle) x 100.
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1.6.Détermination de I'activité antiproliférative in vitro de I'extrait

n-butanol de C. maroccana

L’activité antiproliférative de ’extrait n-butanol a été évaluée sur des lignées cellulaires
C6 (Rattus norvegicus brain glioma) et HT29 (Homo sapiens colorectal adenocarcinoma).
Cette activité a été évaluée par le dosage de la sulforhodamine B (SRB) dans le laboratoire de
la biologie moléculaire et de génétique, Université Tokat Gaziosmanpasa, Turquie.

1.6.1. Culture des cellules
Des lignées cellulaires C6 (Rattus norvegicus brain glioma) et HT29 (Homo sapiens
colorectal adenocarcinoma) ont été cultivées dans du DMEM (Sigma-Aldrich; St. Louis,
MO). Tous les milieux ont été complétés avec 10% de sérum bovin feetal (FBS) et 1% de Pen
IStrep. Les cellules ont été cultivées a 37 °C dans une atmosphére humidifiée avec 5% de
CO,. L'extrait a été dissous dans de I'eau bidistillée et les solutions meres ont été filtrées en
utilisant des filtres a seringue de 0,45 um (Minisart, Sartorius Stedim Biotech, Goettingen,
Allemagne) et elles ont été conservées a 4°C pour une utilisation ultérieure et diluées aux
concentrations souhaitées dans un milieu avant le traitement.
1.6.2. Test de cytotoxicité

Le dosage de la sulforhnodamine B (SRB) a €été utilisé pour déterminer le pourcentage de
viabilité cellulaire des lignées cellulaires (C6, HT29) traitées avec diverses concentrations
d'extrait n-butanol comme décrit dans la méthode de (Vichai et Kirtikara, 2006). En bref,
7500 cellules ont été ensemenceées par puits dans une plaque & 96 puits (fond plat).

Apres 24 h dincubation, les cellules ont été traitées avec diverses concentrations de
I'extrait et incubées pendant 72 h. Ensuite, les cellules ont été fixées avec de l'acide
trichloroacétique a 10% (TCA) pendant 1,5 heure a 4 °C et lavées 4 fois avec ddH0. 0,4% de
colorant SRB (dissous dans 1% d'acide acétique) a été ajouté a chaque puit dans I'obscurité et
les plaques ont été incubées pendant 30 minutes supplémentaires a température ambiante.
Apres lavage, les plagues ont été séchées et le colorant a été solubilisé en incubant les cellules
avec une solution de base Tris 10 mM pendant 15 minutes sur un agitateur. Ensuite, une
lecture spectrophotométrique a été effectuée a 565 nm avec un lecteur de microplaques
Multiskan FC (Thermo Scientific, MA, USA) et des valeurs de DO ont été utilisées pour

I'analyse.
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2. Etude in vivo
2.1. Evaluation de ’activité neuroprotectrice de I'extrait n-butanol de

C. maroccana contre la neurotoxicité induite par le cisplatine

Les animaux utilisés dans cette étude sont des souris méle de souche Wistar Albinos
pesant (2 £ 30g) émanant de I’animalerie de I’institut de Pharmacie, Constantine. Ils ont été
placés aléatoirement dans des cages standards pour une période d’acclimatation de deux
semaines avant d’étre soumis a 1’étude. Pendant cette période les animaux nourris ad libitum
et ils sont maintenus dans une animalerie & une température constante (2 + 22) C” et soumis &
un cycle de lumiére /obscurité de 12/12h.

2.1.1. Induction et traitement de la neurotoxicité des souris

Pour provoquer une telle neurotoxicité, les souris ont recu par voie intra péritonéale
(Ip) une dose de cisplatine (cis- dichlorodiammine- platine I, CP) Mylon 1mg/ml (obtenu du
centre anti cancéreux de Constantine). Pour évaluer les effets neuroprotecteurs du BECM
contre la neurotoxicité induite par le CP.

Vingt- quatre souris divisées en quatre lots (6 souris dans chaque lot):
Lot témoins: recoivent par gavage 1ml d’eau physiologique (NaCl 0.9 %) pendant 10 jours.
Lot CP: recoit par voie orale 1ml de I’eau physiologique (NaCl 0.9 %) pendant 10 jours, au
dernier jour, une heure apres le gavage, une dose unique (8mg/kg) de CP (Aydin et al.,2016)
a été injectée par voie intra péritonéale.
Lot Vit E- CP: recoit par voie orale 100mg/kg de la vitamine E (Stojiljkovic et al., 2018),
pendant 10 jours, au dernier jour, une heure apres le gavage, une dose unique (8mg/kg) de CP
a été injectée par voie intra péritonéale.
Lot EXT- CP: recoit par voie orale 200 mg/kg de BECM pendant 10 jours, au dernier jour,
une heure aprés le gavage, une dose unique (8mg/kg) de CP a été injectée par voie intra
péritonéale.

2.1.2. Le sacrifice et la dissection des souris

Tous les lots ont été sacrifiés au 11°™ jour par décapitation aprés 18 heures
d’induction par le CP, aprés la dissection les fragments du cerveau ont été récuperés pour la
préparation des fractions cytosoliques et mitochondriales et conservés & -80 C  ont été
utilisées pour le dosage des parameétres du stress oxydatif et deux tests biochimiques.

2.1.3. Préparation de la fraction cytosolique et mitochondriale

Les fragments des cerveaux récupérés aprés la dissection, rincés avec 1’eau

physiologique puis homogénéisés dans 3ml de solution tampon Tris- EDTA (0.1mM, PH 7.6)
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contenant du KCI (1.15%) puis destine aprés centrifugation (1000 tours/min pendant 10 min a
4 C°) au dosage du MDA.

*Préparation de la fraction cytosolique

Le surnageant collecté est centrifugé une deuxieme fois a 9600 tours/min pendant 45
min a 4 C° en vue d’obtenir la fraction cytosolique qui est destinée au dosage de I’activité
enzymatique de la catalase (CAT), superoxyde dismutase (SOD), glutathion -S- transférase
(GST), glutathion peroxydase (GPx) et glutathion réduit (GSH).

*Préparation de la fraction mitochondriale

L'isolement des mitochondries cérébrales a été effectué a 4°C en utilisant une

procédure standard basée sur une centrifugation différentielle (Johnson et Lardy, 1967).
Brievement les fragments des cerveaux ont été rapidement immergés dans un tampon
d'isolement glacé (mannitol 220 mmol/l, saccharose 70 mmol/l, acide morpholinopropane
sulfonique 5 mmol/l, pH 7,4). Les tissus hachés ont été homogéneisés dans des milieux
d’homogénéisation supplémentaires (tampon d'isolement plus EGTA 2 mmol / 1) 10 volumes
dans un homogénéisateur Potter Elvehjem a 1’aide d’un pilon en Téflon lache (quatre coups).
L'homogénat a ensuite été centrifugé pendant 10 min a 700 x g. Le surnageant a été recueilli
et centrifugé a nouveau pendant 10 min a 10 000 x g a 4 °C. Le surnageant a été utilisé
ensuite pour I'estimation de I'activité de la LDH et le culot a été remis en suspension dans un
tampon d'isolement et centrifugé deux fois pendant 10 min a 7000 x g (le cycle de lavage a été
répété trois fois pour une purification supplémentaire des mitochondries). Ensuite le culot a
été mis en suspension dans le tampon. La fraction mitochondriale cérébrale a été utilisée pour

I'estimation du stress oxydatif.
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Figure 24 : Les différentes étapes du protocole expérimental.
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2.2. Dosages biochimiques

2.2.1. Dosage du lactate déshydrogénase

Les lactates déshydrogénases (LDH) sont des isoenzymes cyto- plasmiques présentes
dans tous les tissus catalysant la transformation réversible du lactate - pyruvate. L'activité de
la LDH dans le tissu cérébral a été évaluée (Kornberg, 1955). Le substrat utilisé était du
pyruvate de sodium, le pH du tampon a été maintenu a 7,5 a 37 ° C. En présence de I’enzyme,
I'acide pyruvique est transformé en acide lactique. De plus, I'acide pyruvique réagit avec la
2,4-dinitrophényl hydrazine et forme une hydrazone brune intensément colorée, qui a une
absorbance élevée a 400-500 nm. L'activité LDH a été exprimée en U/g de tissu.

2.2.2. Dosage de D’activité de 1'acétylcholine estérase

L'activitt AChE a été déterminée dans le cerveau des souris selon la méthode de
(Ellman et al., 1961) comme décrite ci-dessus, (sans ajouter I'extrait de plante). L'activité
AChE a été calculée en utilisant le coefficient d'extinction molaire du chromophore (1,36 x
10* M em™) et les résultats ont été exprimés en pg/mg de protéine.

2.3.Détermination du statut oxydatif
Le statut oxydatif a été estimé au niveau de la fraction cytosolique et mitochondriale.
2.3.1.La peroxydation lipidique
La peroxydation lipidique a été évaluée en dosant le taux du (MDA) (Ohkawa et al.,

1979). Le malondialdéhyde (MDA) est I’un des produits terminaux de I’oxydation des acides
gras polyinsaturés par les radicaux libres libérés au cours du stress oxydant. En milieu acide et
a chaud (100C°), une molécule de MDA est condensée avec deux molécules de
thiobarbiturique acide (TBA) pour former un complexe coloré en rose ayant une absorbance

maximale a 532 nm suivant la réaction :

s

bk s ch ol
(i Ba) [TT] Anice thiobarb itu g ue

{(A) (TEA)

Dénve MDA CT'BA]?
coloré enrose i

=L

Figure 25 : Principe de dosage du Malondialdehyde.
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L’absorbance a ét¢ mesurée a 1’aide d’un spectrophotomeétre a 532 nm et les résultats
sont exprimés en nmol/mg de protéine (nmol/mg protéine) en utilisant le coefficient
d’extinction molaire 1.56x 10° cm™M™.

2.3.2. Dosage du glutathion réduit
L'estimation des concentrations du glutathion réduit (GSH) a été réalisée d’aprés
(Sedlak et Hanus , 1982). Le principe consiste a scinder la molécule d’acide 5.5’dithiodis-2-
nitrobenzoique (DTNB) par le GSH et la libération d’un complexe de couleur jaune (I’acide
thionitrobenzoique TNB), ce dernier a PH (8-9) présente une absorbance maximale a 412 nm.

Les concentrations sont exprimées en nmol de GSH/mg de protéine selon la réaction

suivante :
NO:
COOH
NQ2
9 SH
COOH
OOH
b comem—
DI'NB - GSH N =
L NO:
|
G TNB
OOH absorbant
Acide glutathionyl-dithio-nitrobenzoigque
NO,

Figure 26 : Principe du dosage de glutathion.
2.3.3. Dosage de la glutathion-S- transferase
Le dosage de I’activité de la glutathion-S-transférase (GST) a été réalisé d’apres (Habig
et al., 1974). La GST catalyse la réaction de conjugaison entre le glutathion et le 1- chloro—
2.4 dinitrobenzen (CDNB) comme substrat. La conjugaison se fait par le biais du groupement
thiol du glutathion comme le montre la réaction suivante :
GSH + CDNB GST N conjugué GS-DNB + HCI

L’augmentation de I’absorption est proportionnelle a I’activité de la GST de I’échantillon,
cette derniere est déterminée par la mesure du produit (GSH-DNB) a 340 nm pendant 3 min
issu de la réaction de conjugaison du CDNB avec le glutathion réduit. Les résultats sont
déduits en utilisant un coefficient d’extinction molaire de CDNB : 9.6 cm™ mM™ et exprimés
en U/mg de protéine (U: pmol de conjugué CDNB formé/min).

2.3.4. Dosage de la glutathion peroxydase

Le dosage de la glutathion peroxydase (GPx) a été effectué d’apres (Rotruck et al., 1973).

La GPx de I’homogénat tissulaire oxyde le glutathion, et simultanément le H,O, est réduit en
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2H,0. La quantité du glutathion restante réagit avec la solution DTNB pour donner un
composé coloré qui est mesuré par spectrophotométrie a 420 nm. L’activité du GPx est
exprimée en U/mg de protéine (U: nmol de GSH oxydé/min).

2.3.5. Evaluation de ’activité enzymatique de la catalase

L’activité de la catalase a été calculée suivant (Aebi, 1984). Le principe repose sur la
disparition du H,O, a 25C° en présence de source enzymatique dans la fraction cytosolique
comme le montre la réaction suivante :

2H,0; Catalase ~ 2H0+ 0O

N

La quantité de H,O, décomposée est proportionnelle & la concentration en substrat et
la concentration en enzyme. L’absorbance est lue a 240 nm chaque minute dans un intervalle
de temps de 2 min et les résultats sont exprimés en U/mg de protéine (U: umol de H,0,
consommeé/ min).

2.3.6. Dosage de la superoxyde dismutase

L’activité enzymatique de la SOD a été estimée conformément a (Marklund et
Marklund, 1974) son principe repose sur la capacité d’inhibition de 1’auto-oxydation du
pyrogallol par la SOD.

L’activité de I’enzyme est exprimée en U/mg de protéine du tissu. Une unité de 1’activité
de la SOD est définie comme 1’enzyme qui causerait 1’inhibition de 50% de 1’auto-oxydation

du pyrogallol. L’activité de I’enzyme est calculée comme suit.

Inhibition totale = Densité optique du blanc — Densité optique de 1’échantillon X100
Densité optique du blanc

L’Unité de SOD/mg de protéine = inhibition totale

n x50

n : mg de protéines en mg présentes dans le volume de I’échantillon utilisé.

L'estimation des protéines dans le tissu cérébral a été analysée par la méthode de (Lowry
et al., 1951) en utilisant la sérum albumine bovine comme standard.

2.4. Détermination de la capacité antioxydante totale

Le statut antioxydant total dans le tissu cérébral a été évalué selon le kit de test (T-AOC).
Les analyses de la capacité antioxydante totale peuvent étre largement classées en analyses
basées sur le transfert d'électrons et sur le transfert d'atomes d'hydrogene (Koracevic et al.,

2001). Le tissu cérébral a été homogénéisé mécaniquement dans un bain d'eau glacée
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(solution saline normale; 1: 9) puis centrifugé a 1000 x g pendant 5 min a 4 °C, le surnageant
collecté a été utilisé pour la mesure de la capacité antioxydante a l'aide d'un lecteur des
microplaques (414 nm). Trolox qui est un analogue de la Vit. E a été utilisé comme référence
et les résultats ont été exprimés en nmol trolox Equivalent / mg de protéine.
2.5. Etude histologique
Des petits fragments de cerveaux ont été fixés dans le formol & 10% et ont été traités par
une méthode standard. Les échantillons ont été sectionnés par un microtome (coupes de 5 um
d'épaisseur), suivis d'une coloration a I'hnématoxyline et a I'éosine (H&E). A partir de coupes
préparées histologiquement, le nombre de cellules neuronales endommageées a été obtenu
comme une moyenne de 10 champs choisis au hasard de quatre coupes par cerveau. Les
modifications histopathologiques ont été classées selon un score semi-quantitatif décrit
précédemment (Meyerholz et Beck, 2019). La notation microscopique des coupes cérébrales
a été réalisée en utilisant cing paramétres noyaux pycnotiques sombres dans les neurones,
cellules pyramidales dégénératives, infiltration cellulaire, congestion vasculaire, vacuolisation
des neuropiles (chacun 0-6).
2.6. Analyse statistique
Pour I’étude in vivo (n =6) les résultats sont exprimés comme valeurs de moyenne +
écart-type. L'évaluation statistique a été réalisée au moyen d'une analyse de variance
(ANOVA) suivie du test de différence significative honnéte (HSD) de Tukey utilisé comme
test post hoc pour comparer la signification entre les groupes a p <0,05 et p <0,01, en utilisant
le programme Open stat 2014. L’étude in vitro a éte réalisée en triplet et les résultats exprimés
en moyenne + ecart-type. Des différences significatives entre les moyennes ont été
déterminées par le test t de Student, des valeurs de p <0,05 ont été considérées comme

significatives.
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Il. Résultats
I1.1. Résultats de I’étude expérimentale in vitro

1. Etude phyto-chimique

1.1. Dosage des polyphénols et des flavonoides

Les résultats dans le tableau 6, montrent que I’extrait butanolique de la plante Centaurea
maroccana (BECM) est assez riche en polyphénols (242,30+1, 44 ug GAE/mg d’extrait) et
malgré cette richesse de cette fraction, elle ne renferme que (23,34+ 1,28 pug QE/mg d’extrait)
des polypheénols sous forme de flavonoides.

Tableau 6 : Teneur en polyphénols totaux et des flavonoides d'extrait n-BuOH de Centaurea

maroccana.
fraction Teneur en polyphenols (ng Teneur en flavonoides (ug
GAE/mg extrait) QE /mg d’extrait)
BECM 242,30 + 1,44 23,34+ 1,28

1.2.  Analyse par chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de
masse
La LC-MS/MS est une technique utilisée pour I'analyse et 1’identification des composés
phénoliques (Abid et al., 2017). Le profil LC-MS de la fraction n-BuOH de C. maroccana est
illustré dans la (figure 27). Plusieurs composés ont été décelés, seuls onze composés
phénoliques qui ont été identifiés dans la phase butanolique en comparant leurs temps de
rétention avec ceux des normes commerciales disponibles (tableau 7). Ces composés étaient
des dérivés phénoliques des acides hydroxycinnamique, hydroxybenzoique et des flavonoides,

le plus abondant était I'acide férulique.
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Figure 28: Chromatogramme des standards.
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Tableau 7: Le profile LC-MS des composés phénoliques de I’extrait n-BuOH de C.
maroccana.

MS/MS lons étudiés mg
Ne Nom Polari | LOD | Log | rT | Phenol
Parent |Produit| CE té /Kg
Extrait
80.5 25 -
1 Acide galique 169.7 126.2 16 i 0.058| 0.091| 10.1| 82571
2 | Acide gentisique | 1537 | 1095 1 21 1 - 50581 039 13.87| 584.000
Acide 86.5 43 -
3 chlorogénique 3534 192.1 21 -
' 0.051| 0.072| 14.25| 31.978
Acide p- 66.6 38 -
4 | Hydroxybenzoiqu 137.9 946 17 i
e ’ 0.243| 0.519| 14.64| 746.669
135.2 27 -
5 | Acide caféique 179.7
1362 1 18 | - 10042 0.058] 15.26| 394.358
Acide p- 943 | 33 | -
6 coumarigue 163.9 120.2 17 -
q ) 0.069| 0.109| 16.97| 180.929
. 134.3 44 -
Acide
7 o 359.2 69772.4
rosmarinique 162.2 20 - 0029| 0050| 17.86 71
89.4 30 +
8 | Acide férulique 195.4 140963.
17741 7 * 10063 0118]17.88| 099
147.1 20 +
9 Naringénine 273
153 124 |+ 19052| 0068|2046 8554
152.1 23 -
10 Quercétine 301
1799 120 | - 1 9441| 0181|2051 7.224
153 33 +
11 Kaempferol 287
165 | 28 |+ | 5188| 0447]21.92| 15.618

2. L'activité antioxydante in vitro de [Pextrait n-butanol de C.

maroccana.

Dans cette étude, la propriéte antioxydante de BECM a été déterminée par six essais
complémentaires, & savoir, le blanchissement du S-caroténe, I’inhibition des radicaux DPPH’,
ABTS™, les radicaux superoxydes par DMSO alcalin, le test de réduction CUPRAC et le
pouvoir réducteur. Les résultats, sauf pour le dosage CUPRAC, le pouvoir réducteur, ont été

enregistrés a la concentration 50% d'inhibition (I1Cs).
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2.1.  L’effet anti-radicalaire par le test au DPPH’

La capacité anti-radicalaire de I'extrait butanolique de C. maroccana a piégé le radical
DPPH’ (figure 29) et les standards utilisés dans ce test sont le BHT et le BHA. L'extrait et les
standards ont montré une diminution significative (p <0,05) de la concentration des radicaux
DPPH". L’extrait testé a présenté une activité antiradicalaire plus élevée (ICsp=12, 09+0,54

pg/ml) méme supeérieure a celle du standard BHT (22, 32+1,19 pg/ml), tandis que 1Cso BHA
était de (5,73x0,41 pg/ml).

En-BuOH extract EBHT U BHA
ICs5y n-BuOH=12,09+0.54 ng / ml
ICso BHT=22, 32+1,19 ug/ ml
100 - ICs, BHA=5,73 +0.41pg/ ml

% Of inhibition

3,125 6,26 12.5 25 50 100 200
Concentration ( pg/mlL)

Figure 29 : L’activité antioxydante de 1’extrait n-BuOH de C. maroccana a I’égard du
radical DPPH’. Chaque point représente la moyenne + SD (n=3).

2.2.  L’activité de Piégeage du radical cation ABTS™

La (figure 30) montre que le radical cationique ABTS™a été significativement inhibé a
toutes les concentrations testées. Une bonne activité antiradicalaire du cation ABTS™ a été
observée dans I'extrait butanolique avec (ICso = 15,13 £ 0,87 pg/ml) par rapport aux standards

BHT (ICs50=1,29 + 0,30 pg/ml) et BHA (ICso= 1,81 + 0,10 pg/ml).
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#n-BuOH extract @ BHT “ BHA
Cs5on-BuOH=15,13+0,87 ug/ ml
120 ICso BHT=1.29+0.30ng/ ml
ICs,BHA=1.81%0.10ug/ ml
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Figure 30 : L’effet scavenger d’ABTS™ de I’extrait n-BUOH de Centaurea maroccana et
les standards BHT, BHA. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n=3).

2.3. L’activité antioxydante (CUPRAC)

D’aprés les résultats (figure 31), on a remarqué que 1’absorbance du radical CUPRAC
augmente en fonction de la concentration de I’extrait. Une forte activité antioxydante
réductrice du CUPRAC a été remarquée dans I'extrait de C. maroccana suivie d'une valeur
Aoso (Aoso = 9,80 £ 0, 43 pg/ml) qui est tres proche de celle du BHT (A os0 = 9,62 + 0,87
pg/ml), alors que celle de BHA (A os0 = 3,64 + 0,19 pg/ml). En outre, a la concentration de
200 pg/ml, la méme activité réductrice a été observée dans l'extrait et le BHA (3, 48 + 0,
13%; 3,93 + 0,01%) alors que le BHT était de (2,32 + 0,28%).

< E@n-BuOH extract @ BHT u BHA
A 0.50 -BuOH=9,80+0.43 ng/ml
A 050BHT=9.62+0.87ug/ml
a Ao0.50 BHA=3.64+0.19ug/ml
E 3
=)
ur
-
]
2
=
2
:o: 1
=
-
0
3.125pug  6.25pg 125 pg 25ug 50 ug 100 pg 200 pg
Concentration ( ng/mL)

Figure 31 : Histogramme représentant le pouvoir inhibiteur de 1’extrait butanolique de C.

maroccana (CUPRAC).
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2.4.  L’activité de blanchissement de la g-caroténe

Les résultats présentés dans I’histogramme (figure 32) ont démontré que le pouvoir
d’inhibition de blanchissement du pg-caroténe de I'extrait n-BuOH augmente de maniére
significative (p <0,05) avec l'augmentation de la concentration. En ce qui concerne 1’1Cso,
I'extrait et les standards BHT, BHA sont dans l'ordre suivant: (11, 08 + 0, 30pg/ml; 1.05 +
0.01 pg/ml; 0.90 £ 0.02 pg/ml), donc basés sur les valeurs ICsp, et on constate donc que

I'extrait butanolique est moins actif que les standards.

En-BuOH extract EBHT 4 BHA
IC5¢ n-BuOH=11,08+0,30ug/ ml
120 IC5 BHT=1.05+0.01pg/ ml
1C5o BHA=0.90+0.02pg/ ml

==

% Of inhibition

3;125 6,26 12.5 25 50 100 200
Concentration ( pg/mL)

Figure 32: Histogramme représentant I'activité antioxydante de C. maroccana sur la -

caroténe/acide linoléique. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n=3).

2.5. L’activité de neutralisation des radicaux superoxydes par le DMSO alcalin

L’histogramme (figure 33) montre que I'extrait butanolique inhibe la formation du radical
anion superoxyde genéré in vitro par le systéme alcalin DMSO de maniére dose-dépendante.
L'inhibition maximale de la réduction du NBt par le superoxyde (91,57 + 0,51%) a été
observée dans I’extrait a une concentration ¢levée (200 pg/ml) par rapport aux normes
antioxydantes de l'acide tannique et de I’a-tocophérol (97,54 + 0,68%, 96,86 + 1,53%)
respectivement. L'extrait n-BuOH a manifesté une excellente activité inhibitrice des
superoxydes (ICso =4,50+0,33 pg/ml) et qui est plus proche de celle des deux standards
utilisés (1Csp= < 3,125 pg/ml et < 3,125 pg/ml).
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En-BuOH extract ETannic acid  a-tocopherol
ICs5q n-BuOH=4,50=0,33png/ml
120 1C5q acide tannique = < 3,125pg/ml
1C5y u-tocopherol =< 3,125ug/ml

% Of inhibitione

3.125 6.25 125 25 50 100 200
Concentration ( pg/mL)

Figure 33 : Histogramme représentant le pouvoir inhibiteur de I’extrait butanolique du C.
maroccana (DMSO).

2.6.  Le pouvoir réducteur

La (figure 34) montre que I’extrait n-BuOH de C. maroccana a un pouvoir de réduire le
ferricyanide ferrique en augmentant I'absorbance avec la concentration ou il a présenté une
absorbance de (1,11+0,09) a la concentration (50 pg/ml), tandis que les standards utilisés le
BHT, BHA et I'acide ascorbique ont présenté une absorbance de (0,43+0,02), (3,53+0,19),
(3,87£0,27) respectivement a la méme concentration. D'ou cet extrait (Aoso = 14,19£0, 96 pg
/ml) a un pouvoir réducteur fort par rapport au BHT (Ags0= > 50), BHA (Ao s0= 8.41+0.67), et

I’acide ascorbique (Ao so = 9,01+1,46).

En-BuOH extract @BHT wBHA ®EAscAcid
Ay, 50N-BUOH=14, 190, 96 g/ ml
4,5 Ao 50 BHT=> 50 pg/ml

g 4 Ay, 50 BHA=8.41+0.67pg /ml
= 35 Aoy 50ACide Asc=9, 01+1, 46 Hg/ ml
c r
~ 3
@) 5
S
2 2
81,5
2 1
=]
®Q,5

0

0.78125 1.5625 3.125pug 6.25ug 12.5pg 25ug 50 g
ug ug Concentration ( pg/mL

Figure 34 : Pouvoir réducteur de I’extrait n-BuOH de C.maroccana et les standards BHT,

s

BHA, acide ascorbique. Les valeurs sont exprimées en moyenne + SD (n=3).
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3. Propriété neuroprotectrice de I'extrait n-butanol de C. maroccana

3.1.  L’activité d'inhibition de la peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique dans les homogénats du cerveau des souris a été induite a l'aide
de nitroprussiate de sodium et I'effet antioxydant potentiel du BECM a été déterminé. Les
résultats (figure 35) ont révélé que le BECM (59,90 £ 0,849%) avait une bonne protection et
réduit le LPO généré a une concentration de 400 pg/ml par rapport au trolox (82,88+1,52%).
La valeur ICso du BECM et du trolox est réveélée a : 245,78 + 30,68 pg/ml et 69,89 + 2,73
pg/ml respectivement.

90
-o-BECM
80 |
-+Trolox
70 F
2 60 f :
e
o]
s 50 f
=
= BECM IC50 : 245.78£30.68 pg/mL
'é a0 Trolox 1€50: 69.89+2.73 pg/mlL
g
30 }
20
10 | /
0 L 1 1 1 1 1 1
0 100 200 300 400 500 600
Concentration (pg/mL)

Figure 35 : L’inhibition de la peroxydation lipidique (%) du BECM et du trolox. Chaque
valeur représente une moyenne + SD (n = 3), (p<0,01).

3.2.  L’activité inhibitrice de 1'acétylcholine estérase (AChE)

Les résultats des activités inhibitrices de I'AChE du BECM ainsi que du contréle positif,
le chlorhydrate de donépézil, sont présentés dans la (figure 36). Le BECM a inhibé
significativement (p<0,01) I'augmentation de 'AChE d’ou a la concentration de 400 pg/ml le
pourcentage d’inhibition est de 73,15+1,87%, ce qui indique qu'il s'agit d'une bonne source
d'inhibiteur cholinergique. La valeur ICso du BECM s'est avérée de 186,57+5,08 pg/mi,
comparée au chlorhydrate de donépézil (ICso= 31,10 + 1,31 pg/ml).

)



Etude expérimentale Résultats

100
1 -s-Donepezil hydrochloride
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< Donepezil hydrochloride IC, : 31.10£1.31 pg/mL
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Figure 36 : Activité inhibitrice de I'AChE (%) de BECM et le contrdle positif

chlorhydrate de donépézil. Chaque valeur représente une moyenne + SD (n = 3), (P<0,01).

4. L'activité antiproliférative de I'extrait n-butanol de C. maroccana

Aprés avoir effectué un dépistage de cytotoxicité a l'aide du test SRB, la (figure 37)
montre que l'extrait n-BuOH diminue significativement le pourcentage de la viabilité des deux
lignées cellulaires cancéreuses (C6 - lignée cellulaire de gliome, HT29 - lignée cellulaire
d'adénocarcinome colorectal) avec des concentrations croissantes la plage de 50 a 300 pg/ml.

L'effet cytotoxique du BECM était tres similaire pour les deux lignées des cellules
cancéreuses. A une concentration de 300 pg/ml, la viabilité cellulaire était inférieure a 50%
par rapport aux cellules témoins (aucun traitement) a la fois en C6 et HT29, alors que les
valeurs d’ICsg sont: 219,6 pg/ml et 267,3 pg/ml respectivement. Ensuite, nous avons examiné
I'effet d'un traitement combiné avec BECM et le cisplatine, L'association du CP et le BECM a
provoqué une légeére diminution de la viabilité cellulaire par rapport au traitement par le CP

uniquement pour les deux lignées cellulaires.
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Figure 37 : Cytotoxicité de I'extrait n-butanol de C. maroccana sur des lignées cellulaires
C6 et HT29.

Boxplots montrant le pourcentage de viabilité cellulaire des lignées cellulaires traitées avec des
concentrations d'extrait de n-butanol indiquées (BuOH ext.) et /ou cisplatine. La cytotoxicité a été
mesurée a l'aide du test SRB et 5 uM de cisplatine ont été utilisés dans ces expériences. Boxplots

bleues indiquent les traitements combinés avec le cisplatine.

11.2. Résultats de I’étude expérimentale in vivo de I’activité neuroprotectrice

du BECM contre la neurotoxicité induite par le cisplatine
1. Les activités de la LDH et de PAChE

L'administration du CP (8 mg/kg) aux souris a induit une altération cérébrale marquée,

comme le témoigne 1’élévation significative (p <0,01) des taux d'AChE et une réduction

significative (p <0,01) des taux de LDH dans le tissu cérébral, par rapport au groupe témoin.

Le prétraitement des animaux par le BECM a la dose de (200 mg/kg) et la Vit. E a la dose
de (100 mg/kg) pendant 10 jours a rétabli I'activité du LDH (79,55%) et a inhibé I’activité

d’AChE (71,25 %) significativement (p <0,01) dans le cerveau par rapport au groupe Vit. E

(86,10%, 85,41%) respectivement (figure 38).
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Figure 38 : L'effet de BECM (200 mg / kg) sur les niveaux d'AChE et LDH dans le cerveau
chez les souris traités par le CP (8mg/kg).

Les valeurs sont moyennes + SD, (n = 6), *: groupe CP vs groupe témoin; (** p <0,01). ¥: groupe CP
vs groupe CP + Vit. E; (¥¥ p <0,01); : groupe CP vs groupe CP + BECM (T T p <0,01); £: groupe CP
+ Vit. E vs groupe CP + BECM (££ p <0,01). Les valeurs entre parenthéses indiquent le pourcentage
de protection. Le % de protection est calculé comme suit: 100 x (valeurs de CP) - valeurs
d'échantillons / (valeurs de CP) - valeurs de contrdle.

2. Marqueurs du stress oxydant dans la fraction cytosolique du cerveau

2.1. La peroxydation lipidique

Les souris traitées avec le CP, ont développé une augmentation significative (p<0,01) de
la peroxydation lipidique (MDA) dans la fraction cytosolique du cerveau.

Le prétraitement des animaux par BECM a la dose de (200 mg/kg PC) et par la Vit E a la
dose de (100 mg/kg; pc) a fourni une protection significative (p <0,01). Les niveaux élevés de
MDA sont diminués lors du traitement par le BECM, dans la fraction cytosolique (77%) du
cerveau par rapport au groupe Vit E (82,5%) (figure 39a).

2.2. L’activité enzymatique de la CAT et de la SOD

L'exposition des souris a le CP a provoqué une réduction significative (p <0,01) des
activités des SOD et CAT.

Le prétraitement par le BECM et la Vit E a significativement inversé l'activité CAT
(57,85%, 72,28%; p <0,01) et a inverse les niveaux du SOD (71,42%, 84,24%; p <0,01) dans

la fraction cytosolique cérébrale (figure 39a).

2



Etude expérimentale Résultats

2.3. L’activité enzymatique du systeme glutathion

Le traitement par le CP était également accompagné d'une déplétion significative (p<0,01)
du taux de GSH et d'une réduction significative (p<0,01) des deux activités GPX, GST chez
les souris traitées au CP par rapport aux animaux témoins.

Nos résultats ont clairement montré que le prétraitement par I'extrait n-BuOH du C.
maroccana a régulé significativement (p <0,01) les changements dans les niveaux d'enzyme
métabolisant le glutathion dans la fraction cytosolique cérébrale. Le prétraitement par le
BECM a inversé les niveaux du GSH (69,20%, p<0,01) en montrant l'effet préventif
comparable du BECM et de la Vit E (89,32%).

Les activités de GPx (61,89%, p <0,01) et de GST (68,33%, p <0,01) ont été
significativement rétablies par I'administration préalable de BECM a également montré I'effet
préventif comparable a la Vit E de GPx (88,4%, p <0,01) et de GST (85%, p <0,01)
respectivement (figure 39 b).

3. Les marqueurs du stress oxydatif dans la fraction mitochondriale du

cerveau

Le statut oxydant mitochondrial a été évalué au niveau des mitochondries isolées du
cerveau des souris traités par 1’extrait n-BuOH (200 mg/kg) et le CP (8 mg/kg). Les souris
traitées par le CP ont présentaient une déplétion du taux de GSH mitochondrial associée a une
diminution significative de I’activité des enzymes antioxydants SOD, CAT, GPx, GST et
accompagnée d’une augmentation significative du taux du MDA, marqueur principal de la
peroxydation lipidique.

Le prétraitement des souris par le BECM (200 mg/kg) a réduit le taux du MDA a
(74, 54%) (figure 40 a), et a restauré d’une maniére significative le taux du GSH a (68, 14%)
(Figure 39b), et a rétabli les activités des enzymes du systeme antioxydant, la SOD a (67,
87%), la CAT a (63,36%), le GPx a (57, 14%), et le GST a (69,82%) (figure 40 a;b)
respectivement. Ces résultats sont comparables a ceux obtenus avec le prétraitement des
souris par la vitamine E MDA (82,72%), GSH (85, 84%), SOD (86, 28%), CAT(80, 36%),
GPx (83, 52%), et GST (83, 62%) respectivement (figure 40 a, b).
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Figure 39 (a ; b) : L’effet protecteur de BECM (200 mg/kg) sur les marqueurs de stress
oxydatif de la fraction cytosolique du cerveau chez des souris traités par le CP (8mg/kg).

Les valeurs sont moyennes + SD, (n = 6), *: groupe CP vs groupe témoin; (** p <0,01). ¥: groupe CP
vs groupe CP + Vit. E; (¥¥ p <0,01); T: groupe CP vs groupe CP + BECM (T T p <0,01); £: groupe CP
+ Vit. E vs groupe CP + BECM (££ p <0,01). Les valeurs entre parentheses indiquent le pourcentage

de protection. Le % de protection est calculé comme suit: 100 x (valeurs de CP) - valeurs
d'échantillons / (valeurs de CP) - valeurs de contrdle.
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Figure 40 (a ; b) : L’effet protecteur de BECM (200 mg/kg) sur les marqueurs de stress
oxydatif de la fraction mitochondriale du cerveau chez des souris traitées par le CP (8 mg/kg).

Les valeurs sont moyennes + SD, (n = 6), *: groupe CP vs groupe témoin; (** p <0,01). ¥: groupe CP
vs groupe CP + Vit. E; (¥¥ p <0,01); T: groupe CP vs groupe CP + BECM (T T p <0,01); £: groupe CP
+ Vit. E vs groupe CP + BECM (££ p <0,01). Les valeurs entre parentheses indiquent le pourcentage
de protection. Le % de protection est calculé comme suit: 100 x (valeurs de CP) - valeurs
d'échantillons / (valeurs de CP) - valeurs de contrdle.
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4. La capacité antioxydante totale

L'inhibition de la couleur bleue-verte du radical ABTS™ par les antioxydants dans le
BECM était proportionnelle a la concentration des antioxydants totaux.

La capacité antioxydante totale a été significativement réduite (p<0,01) dans le
groupe CP par rapport au groupe témoin (figure 41). Le BECM a révélé une bonne
protection, comme en témoigne 1’élévation significative (p<0,01) des niveaux de TAC
(70,66%) par rapport a la Vit.E (92,08%).
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Figure 41: L'effet du BECM (200 mg/kg) sur la capacité antioxydante totale (TAC).

Les valeurs sont moyennes + SD, (n = 6), *: groupe CP vs groupe témoin; (** p <0,01). ¥: groupe CP
vs groupe CP + Vit. E; (¥¥ p <0,01); T: groupe CP vs groupe CP + BECM (T T p <0,01); £: groupe CP
+ Vit. E vs groupe CP + BECM (££ p <0,01). Les valeurs entre parentheses indiquent le pourcentage
de protection. Le % de protection est calculé comme suit: 100 x (valeurs de CP) - valeurs
d'échantillons / (valeurs de CP) - valeurs de contrdle.

5. L’examen histopathologique

L'exposition des souris au CP a provoqué des lésions cérébrales importantes et a
provoqué des altérations histopathologiques pouvant entrainer des Iésions cérébrales, comme
en témoigne la désorganisation des neurones en taille et en forme, la vacuolisation des
neuropiles, l'infiltration des cellules inflammatoires et la congestion vasculaire (figure 42; B1,
B2, B3). Le prétraitement par le BECM a atténué et minimisé les altérations
histomorphologiques induites par le cisplatine et a empéché ces changements prouvés par une
légere dégenérescence du tissu cerébral avec une altération histopathologique modérée (figure

42; C) par rapport a la Vit. E (figure 42; D et figure 43).
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A : Groupe témoin : coupes histologiques du cortex cérébelleux montrant une
histo-architecture normale: couche moléculaire (ML; population de neurones),
cellule pyramidale (pyr; fleche), cellule de neuroglie (ng), capillaire (cp) .neuropil (
np) (H&E. 400 x).
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(B1) (82) (B3)
/ B: Bl B2, B3: Groupe CP: \
Modifications histologiques multifocales de la ML du cortex cérébral. La structure du cortex était désorganisée (B1, B2, B3).

Vacuolisation neuropile (npv), dégénérescence neuronale (nd; B1, B2); fleche), cellules pyramidales endommagées irréguliéres et
rétrécissement cytoplasmique, noyaux pycnotiques colorés foncés (pyc; fleche;B3),cellules pyramidales vacuolées et
hétérochromatiques (pyv; B3), infiltration cellulaire (Cif; B3), la congestion vasculaire et I'hémoragie (CV H; pointes de fléches;

B2), (H & E.100 x).
\ j

(D)

C: (Groupe CP+BECM):diminution de I'incidence des D: (Groupe CP+ Vit. E) : aspect histologique presque
lésions neuropathologiques: moins de vacuolations, moins des normal, architecture cérébrale préservée et cellules
neurones endommagés, des cellules pyramidales presque pyramidales réguliéres (H & E.400 x).

normales, (H&E. 100 x).

Figure 42: Photomicrographie de ’analyse histopathologique des tissus cérébraux des souris.
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Figure 43 : Score du dommage histologique.

Les groupes : CP + BECM et CP + Vit.E avaient des scores des dommages histologiques inférieurs a ceux
des souris traitées par le CP.
Les valeurs sont la moyenne + SD, * groupe CP vs groupe témoin; (** p <0,01). ¥: groupe CP vs groupe
CP + Vit.E; (¥¥ p <0,01); T: groupe CP vs groupe CP + BECM (T T p <0,01).
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I11. Discussion

I11.1. Discussion de I’étude expérimentale in vitro

Les antioxydants sont censés jouer un réle trés important dans le systéeme de défense
contre les ROS ou les radicaux libres dans I’organisme vivant (Ncir et al., 2017). De ce fait la
prévention contre les effets secondaires causés par les radicaux libres permet la préservation
des constituants cellulaires et leur bon fonctionnement, est le réle le vital des antioxydants
(Aktumsek et al., 2013).

De ce fait, des études expérimentales se sont penchées sur des produits naturels
inoffensifs en 1’occurrence les polyphénols. Ces derniers sont des métabolites secondaires
importants présents dans les plantes (Noreen et al., 2017), ces composés phénoliques sont
doués d’une activité antioxydante importante, ce qui leur permet de réduire ou méme
d’éliminer le stress oxydatif (Das et al., 2014).

Dans certains pays, diverses especes de la plante Centaurea ont été exploitées en
médecine alternative pour lutter contre plusieurs maladies (Aktumsek et al., 2011), en raison
de leurs importantes activités biologiques qui caractérisent les différentes espéces appartenant
a cette plante (Khammar et Djeddi, 2012).

C’est pourquoi cette présente étude se veut d’étudier les effets neuroprotecteurs de
I’extrait n-BuOH de Centaurea maroccana contre la neurotoxicité induite par le cisplatine
chez les souris Albino wistar comme modele biologique.

Dans la présente étude, un dosage des flavonoides et des polyphénols totaux s’est imposé
afin de caractériser 1’extrait utilisé a partir de la partie aérienne de la plante C. maroccana. La
raison principale du choix de quantifier les polyphénols parmi les différentes substances
phytochimiques, réside en le fait que ces composés ont la capacité de démontrer de
nombreuses activités biologiques a savoir, l'activité antioxydante, anti-inflammatoire,
antimicrobienne et le pouvoir anticancéreux. De méme pour les flavonoides qui sont
considérés comme la classe la plus importante des polyphénols (Fadili et al., 2017; Tel-
Cayan et al., 2018).

Les résultats de I’analyse quantitative révélent la richesse de 1’extrait butanolique de C.
maroccana en termes des polyphénols (242, 30 ug GAE/mg d’extrait) renfermant (23, 34 pg
QE/mg d’extrait) sous forme de flavonoides cela suggere que les polyphénols présents ne sont

pas tous des flavonoides, ce qui explique la présence d’autres composés phénoliques.
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v' L’activité antioxydante

Il existe plusieurs méthodes pour déterminer l'activité antioxydante, Six tests in vitro
ont éte réalisé dans cette étude pour déterminé 1’activité antioxydante de 1’extrait n-BuOH de
la plante C. maroccana.

Le test a la p-caroténe-acide linoléique a éte utilisé pour estimer le taux d'inhibition de
la peroxydation lipidique (Oztiirk et al., 2011). L'oxydation de I'acide linoléique produit des
radicaux libres sont des dérivés hydro peroxydes en raison de I’élimination d'un atome
d'’hydrogéne des groupes méthyléne de l'acide linoléique (Laggoune et al., 2016), tandis que
ces radicaux libres peroxydés créés dans une émulsion, attaquent le chromophore S-caroténe
dont le resultat est le blanchiment de ce dernier, en perdant sa couleur jaune. L'existence d’un
antioxydant dans ce mélange réactionnel piége les radicaux et inhibe 1’oxydation (Tel-Cayan
etal., 2018).

L’extrait de C. maroccana a manifesté une activité antioxydante intéressante de
blanchissement du p-carotene avec ICsq =11, 08+0, 30pg/ml. Nos résultats sont en accord
avec ceux obtenus par (Chaouche et al., 2014) qui ont montré que ’extrait de la plante
Haloxylon articulatum a manifesté une activité antioxydante d’ ICsyp =14,66+1,55 pg/ml au
cours d’une étude réalisée pour 1’évaluation de 1'activité antioxydante des extraits de certaines
espéces médicinales du sud Algeérien. Cet effet est di soit a I’inhibition de la péroxydation de
I’acide linoléique ou au piégeage des radicaux hydroperoxydes issus de la péroxydation de
I’acide linoléique (effet scavenger) (Tepe et al., 2005).

Le test a la DPPH a été freqguemment utilisé pour évaluer le potentiel antioxydant de
plusieurs produits naturels ou il est considéré comme une méthode rapide et peu codteuse
(Krishnamoorthy et al., 2011). A température ambiante, le radical DPPH®° présente une
intense coloration violette qui disparait au contact d’une substance capable de saturer sa
couche électronique. Cette réduction de la couleur rend compte du pouvoir piégeur des
molécules testeées. Ainsi, toute substance capable d’induire un changement de couleur du
DPPH® du violet au jaune est considérée comme un piégeur du radical DPPH®° et par
conséquent comme un antioxydant (Nabavi et al., 2012).

Les résultats obtenus dans notre étude par le test DPPH®, montrent que 1’extrait
butanolique de la plante C. maroccana a manifesté a son tour une activité antiradicalaire
élevée a 1’égard de ce radicale d’ICsp = 12, 09+0,54 pg/ml. Nos résultats sont en accord avec
ceux de (Khalfallah et al., 2017) qui ont démontré que I’extrait butanolique de Evax

pygmaea posséde une meilleure activité de piéger le radical DPPH® (ICso = 10.47 + 0.18

7o)

pg/ml).
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La méthode de piégeage des radicaux ABTS est la méthode la plus fiable qui inclut la
détermination de la disparition des radicaux libres (Chandrashekhar et al., 2009). Cette
méthode est basée sur la capacité d’une molécule a piéger le radical ABTS™ de couleur bleue
pour le convertir a sa forme non radicalaire sans couleur (Besbes Hlila et al., 2017).

L’évaluation du potentiel antioxydant en fonction du cation ABTS™ montre que
I’extrait butanolique dispose d’un bon pouvoir antioxydant (ICsp = 15,13 £ 0,87 ug/ml).
Comparativement a (Berhail Boudouda et al., 2015), le résultat du test ABTS dans notre
¢tude se rapproche d’une maniere significative 1C50=10.10+0.2ug/ml, alors que 1’activité
antiradicalaire de notre extrait est inférieure a celle obtenue par (Ferhat et al., 2017) 1Cso =
29.08 + 1.29 pg/ml.

Le radical superoxyde est le précurseur des espéces les plus réactives, reconnu comme
I'une des espéces les plus nuisibles pour les inclusions cellulaires (Kumar et al., 2012). La
capacité de piéger les superoxydes par les antioxydants présents dans I'extrait est déterminée
par la diminution de l'absorbance ou il s’est avéré que I’extrait n-butanolique de C.
maroccana a une excellente activité inhibitrice des anions superoxydes générés in vitro par le
systeme DMSO alcalin avec 1Cso =4,50+0,33 pg/ml. Les résultats de cet étude sont en accord
avec ceux de (Trifa et al., 2020) ICsp =3,04+0,16 pg/ml, qui ont indiqués que 1I’extrait
butanolique des feuilles de Nicotiana glauca récoltées en Algérie, avait une efficacité élevée
pour piéger le radical superoxyde.

Afin de relier le potentiel antioxydant de cet extrait a la présence des composes
bioactifs qui servent a donner des électrons induisant la réduction des métaux de transition,
I'activité antioxydante a été évaluée par le test CUPRAC et le pouvoir réducteur.

Le test CUPRAC nécessite un équipement relativement standard, ou il est largement
utilisé pour déterminer les capacités antioxydantes des extraits des plantes, il a également
fourni des résultats rapides et reproductibles (Tusevski et al., 2014). La méthode CUPRAC
est basée sur la réduction du Cu*® en Cu** par des réducteurs (antioxydants) présents dans
I’extrait (Nemati et al.,2017). Une forte capacité antioxydante réductrice du CUPRAC a été
observée a travers I'extrait n-BuOH de la plante C. maroccana suivi d'une valeur Agso = 9,80
+ 0,43ug /ml qui est comparée avec celle de (Bensouici, et al., 2016) concernant 1’extrait
butanolique de la plante Sedum caeruleum. Ils ont observé une activité inhibitrice avec
Ao 50 = 23.52+0.44 pg/ml qui est supeérieure a la notre.

Habituellement, le pouvoir réducteur est utilise pour évaluer le potentiel et la capacité
d'un antioxydant naturel a donner des électrons (Jamuna et al., 2012), ou il existe une

corrélation entre les propriétés réductrices et I'existence des électrons réducteurs (Saha et al.,
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2008). Alors que ces derniers jouent un role essentiel dans la conversion du (Fe**) de couleur
jaune en (Fe?*) de couleur bleu-vert. Dans cette étude, I’extrait de la plante C. maroccana a
montré un fort pouvoir réducteur a Agso = 14,19+0, 96 ug/ml, cela a été démontré par sa
capacité de réduire le ferricyanure ferrique en augmentant 1’absorbance avec la concentration.
Nos résultats sont en accord avec celles rapportés par (Mouffouk et al., 2019) dont Agso =
12.13 + 0.52 pg/ml, qui ont trouvés que I’extrait butanolique de I'espéce algérienne Scabiosa
stellata L. présente une activité réductrice intéressante.

A travers ces résultats, nous pouvons déduire que les niveaux élevés de I’activité
antioxydante in vitro via I'extrait butanolique étaient dus a leur richesse en composés
phénoliques et aux flavonoides qui ont une puissante activité antioxydante. Il est indiqué que
les composés phénoliques avaient une bonne corrélation avec l'activité antioxydante (Tel-
Cayan et al., 2011), qui est essentiellement due a leurs propriétés redox qui permettent de
piéger les radicaux et les formes réactives de 1’0xygeéne, et de jouer le rdle des chélateurs
métalliques, des donneurs d’hydrogéne et des agents réducteurs (Phang et al.,2013), et jouent
également un role important dans la stabilisation de la peroxydation lipidique (Vindhya et
Leelavathi, 2015).

v' Evaluation de la propriété neuroprotectrice

De nombreux agents chimioprotecteurs tels que les polyphénols auraient un effet
neuroprotecteur, en particulier la curcumine (Al Moundhri et al., 2013), I'nespéridine
(Kamisli et al., 2015), la rutine et la quercétine (Azevedo et al., 2013).

L’acétylcholinestérase (AChE) est une sérine hydrolase, son réle principal est I'arrét de
la transmission du flux nerveux au niveau des synapses cholinergiques par 1’hydrolyse rapide
de l'acétylcholine (Ranjan et Kumari, 2017).

(Giacobini, 2004) a rapporté plusieurs inhibiteurs d'activité d'AChE traitaient les
troubles du motoneurone, tels que la tacrine, la galantamine, le donépézil et la rivastigmine.
De plus, des inhibiteurs naturels d'activité d’/AChE ont été également étudiés, comme les
polyphénols (Khan et al., 2009).

Les résultats obtenus dans la présente étude suggeérent que I'extrait n-BuOH de la
plante C. maroccana peut posséder une bonne inhibition de I'activité AChE in vitro
(ICsp = 186,57 +5,08 ug/ml) comparativement a la référence donepezil (1Cso = 31,10 + 1,31
pg/ml). Nos resultats sont relativement similaires a ceux obtenus par I’extrait butanolique de
Azorella glabra Wedd d’1Cso =113.08 £ 5.18 ug/ml, qui a une activité inhibitrice d’AChE

observée dans le travail de (Faraone et al., 2019).
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(Bar-On et al., 2002) ont rapporté que les inhibiteurs d'AChE, qui comprennent des
terpénes, des flavonoides et d'autres composés, semblent agir comme des inhibiteurs non
compétitifs en se liant aux sites anioniques périphériques (PAS) d'AchE. A T’intérieur du
cycle aromatique (cycle B), qui contient des groupes OH peut établir des liaisons avec le site
PAS pour l'inhibition d'AChE, le groupe OH du c6té phényle (cycle B) montre une liaison
hydrogéne avec des résidus dans le sous-site PAS (Karmakar et al., 2019).

Les résultats in vitro ont clairement démontré la capacité du BECM a agir
éventuellement en neutralisant les radicaux des acides gras polyinsaturés résultant du
traitement prooxydant au nitroprussiate de sodium des homogénats cérebraux des souris.

Des études ont montré que le nitroprussiate de sodium induit I'effet oxydant par la
libération de cyanure et / ou d'oxyde nitrique (Bates et al., 1991), ce qui pourrait conduire & la
formation d'especes oxygenées hautement réactives, telles que les radicaux hydroxyles
suivant la réaction de Fenton (Graf et al., 1984).

Cependant, un traitement in vitro par le BECM a pu inhiber la peroxydation lipidique
(LPO) induite par le le nitroprussiate de sodium (SNP), interrompant éventuellement les
réactions en chaine, qui, a leur tour, pourraient mettre fin a la réaction en chaine de la
peroxydation lipidique.

Cette capacité inhibitrice de la peroxydation lipidique par I’extrait n-BuOH de la
plante est due a son pouvoir antioxydant et antiradicalaire.

v' Evaluation de activité antiproliférative

La prolifération cellulaire est une étape obligatoire lors de tout remodelage ou
régénération des tissus (Fajas-Coll et al., 2014). Fait intéressant, ce processus est étroitement
controlé dans les cellules normales, tandis que les cellules cancéreuses possédent une
prolifération cellulaire excessive en raison du maintien de la signalisation proliférative et
échappent aux suppresseurs de croissance (Peng et al., 2019).

Parmi les produits naturels, les composés d'origine végétale ont été une source
importante des plusieurs agents antiprolifératives notamment anticancéreux cliniquement
utiles (Tietbohl et al., 2017).

Dans la présente étude, I'effet cytotoxique de I'extrait butanolique de C. maroccana a
été réalisé sur la lignée cellulaire HT29 (adénocarcinome du colon humain) qui a été utilisée
pour étudier différents aspects de la biologie des cancers humains (Martinez-Maqueda et al.,
2015) et C6 qui est la lignee cellulaire la plus couramment utilisee en neuro-oncologie pour

étudier la croissance et l'invasion des gliomes de haut grade. (Giakoumettis et al., 2018).
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Nos résultats ont suggérer que le BECM posséde une activité antiproliférative
significative sur les deux lignés cellulaires, ce qui appui des résultats antérieurs qui ont trouvé
que certaines espéces de Centaurea avaient présenté des effets cytotoxiques (anticancereux)
contre certaines lignées cellulaires cancéreuses (Alper et Glnes, 2019 ; Lahneche et al.,
2019).

Dans notre étude, on peut avancer que la propriété antiproliférative positive de
I’extrait n-BuOH de C. maroccana pourrait étre attribuée a la présence des composés
phénoliques.

La prévention contre le cancer est I'une des propriétés biologiques des polyphénols.
Leurs effets sur les lignées cellulaires cancéreuses humaines afin de protéger et de limiter le
nombre ou la croissance des tumeurs (Basli et al., 2017).

Ainsi, les polyphénols sont considérés comme des sources moléculaires potentielles pour le
traitement de diverses tumeurs malignes (Ding et al., 2020).

L'effet cytoprotecteur (c'est-a-dire  chimiopréventif) des polyphénols est
principalement attribué a leur activité antioxydante. Cependant, I'efficacité anticancéreuse
réelle des polyphénols est due a leurs mécanismes indépendants des antioxydants, y compris

leur action pro-oxydante dans les cellules cancéreuses (Amawi et al., 2017).

[11. 2. Discussion de I’étude expérimentale in vivo

Les neurones sont des cellules trés sensibles et son susceptibles d’étre fortement
affectés par I'utilisation des médicaments antitumoraux pour le traitement de diverses tumeurs
malignes (Yadav et al., 2009).

Différents mécanismes ont été proposés pour élucider I'effet neurotoxique du
cisplatine (CP), parmi lesquels le stress oxydatif, le dysfonctionnement mitochondrial, le
dysfonctionnement cholinergique, les dommages de I'ADN, l'activation des cytokines pro-
inflammatoires et I'apoptose (Turan et al., 2014).

Le tissu du systéme nerveux est l'un des tissus les plus sensibles au stress oxydatif, en
raison de 1’abondance en acides gras polyinsaturés dans ses inclusions, de sa forte
consommation d'oxygene et de la présence de certains métaux de transition redox actifs
(Halliwell, 2006; Dietrich et al., 2015). A cet effet, Il apparait que les métabolites réactifs de
l'oxygéne, notamment les O,~, H,0,, OH issus de I’utilisation du CP ont joué un role

important dans I'induction de la peroxydation lipidique (Khan et al.,2012).
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Le dysfonctionnement cholinergique est un signe principal de la neurotoxicité. Dans la
présente etude, la toxicité cérébrale induite par le CP a été caractérisée par une augmentation
significative de I'activité AChE, ce qui est en accord avec des études précédentes (Chtourou
et al., 2015; Jangra et al .,2016). 1l a été rapporté que I'expression de I'AChE peut étre liee a
I'apoptose et au stress oxydatif (Melo et al., 2003; Pick et al., 2006). L'augmentation de la
production des ROS est peut étre I'une des raisons de I'augmentation de I'activité AChE. On a
constaté que les ROS avaient provoqué la peroxydation de la membrane plasmique qui affecte
I'intégrité et la fonctionnalité du systeme cholinergique (Abdel-Wahab et Moussa, 2019).

En outre, le CP a augmenté de maniere significative I'activité de LDH dans le cerveau.
La LDH est une enzyme cytoplasmique présente dans le cerveau est libérée dans le sang
lorsque le neurone est altéré, par conséquent son augmentation sérique, refléte le degré de
Iésions cérébrales (El-gazar et al., 2015).

D’autre part, les niveaux accrus de la LDH dans le cerveau peuvent refléter la nécrose
cellulaire cérebrale diffuse. L'oxydation des AGPI les rend plus hydrophiles, ce qui modifie la
structure de la membrane cytoplsmique, aboutissant a des modifications de la fluidité et de la
perméabilité membranaire pouvant causer des fuites de la LDH (Sharma et al., 2005).

Le pré-traitement par le BECM (200 mg/kg) pendant 10 jours réduit les déficits
cognitifs induits par le CP, le dysfonctionnement cholinergique par la régulation a la baisse de
I'expression de I'AChE et en réduisant considérablement le niveau de la peroxydation
lipidique induite chez les souris traités qui peut prouver la restauration de I'activité normale de
la LDH.

Le stress oxydatif, qui est I'un des résultats les plus importants de la neurotoxicité
induite par le CP, a été clairement prouvé dans la présente étude avec des souris exposées a la
CP (8 mg / kg), comme l'indique le degré élevé de la peroxydation lipidique et la diminution
du statut antioxydant.

La production excessive de MDA a était associée a une déplétion marquée du GSH
dans le compartiment mitochondrial et cytosolique du neurone. L'épuisement du GSH semble
également étre un facteur déterminant, permettant la production de la peroxydation lipidique
dans le groupe traité par le CP (Sims et al., 2004; Kamisli et al.,2014). Le GSH, est le
principal antioxydant intracellulaire et un agent de conjugaison, s'est avéré épuisé et ca
fonction altérée dans les lésions cérébrales induites par le CP (Kaya et al., 2016 ; Koza et
Linseman 2019).

L'accumulation du CP dans des différents compartiments du cerveau pourrait étre due

a sa pénétration, y compris dans le cortex cérébral, a travers une détérioration de la barriére
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hémato-encéphalique médiee par les radicaux libres (Charest et al., 2013). Ainsi, la déplétion
en GSH intracellulaire peut étre expliquée par la conjugaison du CP avec le GSH cérébral
(Townsend et al., 2003).

D’autre part, I'administration du CP a également montré une diminution marquée des
activiés des enzymes antioxydantes (SOD, CAT, GPx et GST), ce qui explique la défaillance
du systéme de défense antioxydant du cerveau.

Une approche similaire; a été rapportée concernant la diminution significative des
enzymes de défense antioxydants neuronales induites par le CP (Kamisli et al., 2014; Kaya
etal., 2016). La SODL1 et la SOD2 constituent les premiers composants du systeme de défense
contre les effets déléteres des oxyradicaux dans les compartiments cellulaires ou le H,0,
résultant, peut étre détruit par le GPx ou CAT (Moneim, 2014). Le GSH, qui est doté d’un
réle multifactoriel dans le mécanisme de défense antioxydante, est un substrat nécessaire a
I'activité du GPx et de la GST (Ribas et al., 2014; Hanfer et al., 2018). La GST joue un role
primordial dans la catalyse de la conjugaison du GSH avec de nombreux électrophiles,
métabolites physiologiques et xénobiotiques (Zeng et al., 2008). De plus, le GPx joue un réle
important dans la réduction du GSH et par conséquent I'accumulation du H,O, (Tabassum et
al., 2010).

Les mitochondries sont considérées comme des cibles des médicaments
anticancéreueux (Zsengellér et al., 2012). Une association directe entre le dysfonctionnement
mitochondrial et la toxicité des agents chimiothérapeutiques a été rapportée par (Szewczyk et
Wojtczak, 2002). Le stress oxydatif et le dysfonctionnement mitochondrial sont fréqguemment
impliqués dans la neurotoxicité par le CP (Tacka et al., 2004).

D’une autre part, les effets néfastes du CP sont étroitement associes aux dommages et
au dysfonctionnement de I'ADN mitochondrial (Pascoe et Roberts, 1974). Il a été suggéré
également que le CP peut s'accumuler dans les mitochondries et former des adduits avec
I'ADN mitochondrial (ADN mt) et les protéines (Melli et al., 2008), qui a leur tour peuvent
induire la production des ROS, entrainant ainsi une altération de la synthese des protéines
dans la chaine respiratoire ( Yang et al., 2006; Kang et al., 2012). Alors que, une respiration
mitochondriale altérée et I'inhibition du systtme OXPHOS (Kim et al., 2008) peuvent étre a
I’origine d’un échec de production d'énergie (Turrens, 2003).

La présente étude, montre que le statut oxydatif mitochondrial soit I'une des réponses
importantes des lésions cérébrales induites par le CP. Le stress oxydatif mitochondrial et la

déplétion du GSHmt sont des phénomenes centraux des Iésions cérébrales induites par le CP;
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la diminution de l'activité du SODmt a été egalement accompagnée d'une diminution des
activités a la fois du GPxmt et GSTmt.

Bien que la GPx1 soit la principale isoforme localisée dans le cytosol, il semble qu'une
petite fraction puisse se présenter dans la matrice mitochondriale (Arai et al., 1999). Le
GSHmt est également le principal moyen de défense contre les dommages oxydatifs des
membranes mitochondriales (Ribas et al., 2014) en assurant la réduction des groupes
hydroperoxydes sur les phospholipides et autres lipido-peroxydes par l'action des GST-S
transférases mitochondriales (GSTmt) (Sims et al., 2004). Il a été rapporte également que le
systétme du cycle redox du glutathion existe a la fois dans les compartiments cytosolo-
mitochondriaux de la cellule (Zhang et al., 2007).

Cependant, la présence de I'enzyme catalase dans les mitochondries cérébrales est
controversée. Quelques études ont rapporté une diminution de l'activité de la catalase dans la
fraction cérébrale et ont suggéré une absence de cette activité dans les mitochondries des
cellules des mammiferes, a I'exception des mitochondries du cceur des rats (Radi et al., 1991).
D'autre part, plusieurs études contredisent cette hypothése et révelent la présence d'une
activité catalase dans les mitochondries des cellules de mammiféres (Ahmed et al., 2014).

Nos résultats sont en partie en accord avec de nombreux travaux qui ont indiqué la
présence de la catalase dans la fraction mitochondriale de différentes parties du cerveau.
(Yadav et al., 2009; Munro et al., 2016) ont mentionné que les mitochondries cérébrales sont
susceptibles de réguler le H,O, de la méme maniére que les mitochondries musculaires, car
elles dépendent également des voies dépendantes de la respiration pour la consommation d’
H.0,, avec une implication minimale de la catalase mitochondriale.

De méme, notre étude a également montré que les résultats biochimiques et
histopathologiques ont été conformes, ce qui a été montré dans la neurodégénérescence du
tissu marqué dans le groupe CP.

Le prétraitement avec le BECM pendant une période de 10 jours a considérablement
atténué les dommages oxydatifs dans le cerveau, ce qui a permis de restaurer les antioxydants
dans les fractions mitochondriale et cytosolique, de la méme maniere que l'effet de la
vitamine E qui a été rapporté comme un bon agent neuroprotecteur (Urso et Clarkson, 2003).

L'effet neuroprotecteur du BECM via la normalisation des différents parameétres pris
en compte pourrait étre dd a sa richesse en polyphénols. Ceci a été confirmé par I'analyse
LC/MS, permettant I'identification du plusieurs composes dans le BECM, qui sont des types

phénoliques et flavoniques, parmi lesquels les antioxydants les plus abondants et les plus
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puissants, I'acide férulique (Zdunska et al., 2018) et l'acide rosmarinique (Adomako -Bonsu,
etal., 2017).

En outre, les interactions synergiques avec d'autres contenus antioxydants identifiés
tels que I'acide p-hydroxybenzoique, I'acide gentisique, I'acide caféique, lI'acide p-coumarique,
I'acide gallique, I'acide chlorogénique et les flavonoides ; le kaempférol, la naringénine et la
quercétine, pourraient étre les principaux contributeurs aux capacités antioxydantes du BECM
(Joshi et al., 2012; Kurek-Gorecka et al., 2013; Rashmi et al., 2018; Tresserra-Rimbau et
al., 2018).

Nos précédentes études phytochimiques menées sur Centaurea maroccana
(Bentamene et al., 2007; Bicha et al., 2011) ont montré la présence des nombreux composes
bioactifs parmi eux, les sesquiterpénes, lactones et flavonoides qui sont les principaux
constituants du genre Centaurea, qui sont doués de propriétés antioxydantes du BECM.

L'effet antioxydant de Centaurea maroccana a été soutenu par (Baali et al., 2020).

i



Conclusion et perspectives



Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives

Dans la présente étude I’extrait n-BUOH de Centaurea maroccana posséde une forte
activité antioxydante en piegeant plusieurs radicaux libres, cela est dii au contenu élevé en
polyphénols et flavonoides présents dans la plante, cela indique la bonne corrélation entre ses
propriétés et les teneurs phénoliques. Ces composée sont doués d’une activité antiproliférative
importante.

D’autre part, la neurotoxicité sous 1’effet d’une dose de (8mg/kg ; pc) de cisplatine
chez les souris a été évidente. Cet agent chimiothérapeutique est susceptible de provoquer :

Un déficit cognitif et un dysfonctionnement cholinergique par une élévation du
taux d'AChE, aussi bien qu’une réduction du taux du LDH dans le tissu
cerébral.

Une diminution significative du systeme de défense antioxydant (CAT, SOD,
GST, GPyx) et du taux du GSH a été enregistrée dans les deux fractions
cérébrales cytosolique et mitochondriale ainsi qu’une diminution de la capacité
antioxydante totale (TAC), et une augmentation significative de la
peroxydation lipidique signalée suite a une estimation du taux du MDA.

Des modifications neurodégénératives remarquables au niveau des tissus
cerébraux.

Le prétraitement des souris par le n-BuOH de Centaurea maroccana (BECM) a permis de :
Atténuer les marqueurs de dysfonctionnement cérébral (activités AChE et
LDH).

Empéché les dommages cérébraux induits par le CP en rétablissant les défenses
antioxydantes des (SOD, CAT et glutathion métabolisant les niveaux
d'enzymes) et en réduisant le taux du MDA.

Réduction du pourcentage des changements histomorphologiques provoqués
par le cisplatine.

Nous concluons que I'effet neuroprotecteur du BECM pourrait étre d0 a sa diversité
phytochimique et semble étre lié a la richesse en polyphénols confirmée par I'analyse LC/
MS.

De ce fait, nous espérons que nos résultats ouvriront I’horizon pour d'autres études
approfondis notamment au niveau moléculaire, pour pouvoir élucider et démonter si les
produits naturels de la plante étudiée peuvent interférer avec certaines voies moléculaires afin

d’assurer une meilleure neuroprotection.
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Résumé

Cette étude vise a étudier les effets protecteurs possibles de 1’extrait n-BuOH des
parties aériennes de la plante Centaurea maroccana Ball contre la neurotoxicité induite par le
cisplatine chez les souris méles Wistar albinos. Les propriétés neuroprotectrices potentielles
du BECM ont été étudiées in vitro et in vivo. L'étude in vitro a montré que I'extrait n-butanol
de Centaurea maroccana posséde une forte activité antioxydante apres les differents tests,
avec les DPPH°, ABTS™, DMSO alcalin, pouvoir réducteur, p-caroténe-acide linoléique et
CUPRAC. Le BECM a Egalement démontré une activité antiproliférative élevée contre le C6
(gliome cérébral de Rattus norvegicus) et HT29 (adénocarcinome colorectal Homo sapiens)
par la diminution de la viabilité des deux lignées cellulaires cancéreuses. De plus, le BECM a
montré des propriétés neuroprotectrices, par l'inhibition du taux d'acétylcholinestérase
(AChE) et de la peroxydation lipidique (LPO) en fonction de la concentration, dans le tissu
cérébral. D'autre part, I'étude in vivo a montré que I'administration d'une dose unique de CP (8
mg/kg) a induit des lésions cérébrales marquées, se manifestant par une augmentation
significative des activités d’AChE et LDH. Le stress oxydatif a également été évident dans le
groupe CP par l'augmentation du taux du MDA (résultant de la peroxydation lipidique ) et la
diminution de la capacité antioxydante totale (TAC), ainsi qu'une diminution remarquable de
I'activité des enzymes antioxydants telle que, la catalase (CAT), la superoxyde dismutase
(SOD) et I'enzyme métabolisant le glutathion (glutathion «GSH», glutathion peroxydase
«GPx», glutathion S-transférase «GST») dans les fractions cérébrales cytosoliques et
mitochondriales. A cet effet, le stress oxydatif cérébral a été accompagné de modifications
histologiques multifocales dans le cortex cérébral. Le prétraitement des souris par le BECM
(200 mg/kg) pendant 10 jours a significativement ameélioreé les altérations induites par le CP a
travers tous les paramétres mentionnés précédemment, ainsi que 1’aspect histologique du tissu
cérébral. Intéressant que, le BECM possede une activité neuroprotectrice comparable a celle
de la vitamine E (100 mg/kg) dans la plupart des paramétres étudiés. En conclusion, il
apparait que I'extrait n-butanol de Centaurea maroccana fournit un pouvoir protecteur contre
la neurotoxicité induite par le CP qui semble étre lié a sa richesse en polyphénols prouvée par

I'analyse au LC-MS.

Les mots clés: Cisplatine, Centaurea maroccana, Neurotoxicité, Stress oxydative, Activités

antioxydantes, Composés phénoliques, Souris Wistar albinos.



Abstract

This study aims to investigate the possible protective effects of n-BuOH extract of
Centaurea maroccana Ball aerial parts against CP-induced neurotoxicity in male Wistar
albino’s mice. The potential neuroprotective properties of BECM were studied in vitro and in
in vivo model. The in vitro study revealed that n-butanolic extract of Centaurea maroccana
possessed a strong antioxidant activity by using different assays, namely DPPH", ABTS™,
DMSO alkalin, Reducing power, p-carotene-linoleic acid and CUPRAC. Also it has
demonstrated a high anti-proliferative activity against C6 (Rattus norvegicus brain glioma)
and HT29 (Homo sapiens colorectal adenocarcinoma) by the decreases viability of both
cancer cell lines. Furthermore, BECM exhibited neuroprotective properties, by the inhibition
of acetylcholinesterase (AChE) level and lipid peroxidation (LPO) depending on the
concentration in the brain tissue. On the other hand, the in vivo study revealed that the
administration of a single dose of PC (8 mg/kg; bw) induced a marked brain damage
manifested by a significant increases of both AChE and LDH activities. Also oxidative stress
was evident in CP-group by the elevation in lipid peroxidation level (MDA), and the decrease
in total antioxidant capacity (TAC), as well as a marked decrease in activity of catalase
(CAT), superoxide dismutase (SOD), and the glutathione metabolizing enzyme ( glutathione
peroxidase “GPx”, glutathione S-transferase “GST”) and GSH level in brain mitochondrial
and cytosolic fractions. Moreover, the brain oxidative stress was associated with multifocal
histological changes in cerebral cortex. While, the pretreatment of mice with BECM (200
mg/kg; bw) for 10 days significantly improved the alterations induced by CP in all the
parameters mentioned previously with better recovery in the brain tissue. Interestingly, the
BECM achieved neuroprotection comparable to vitamin E (100 mg/kg; bw) in most of the
evaluated parameters. Thus, it appears that the n-butanolic extract of Centaurea maroccana
provides a protective potency against CP-induced neurotoxicity which seems to be linked to

its richness in polyphenols confirmed by LC-MS analysis.

Key words: Cisplatin, Centaurea maroccana, Neurotoxicity, Oxidative Stress, Antioxidant

activities, Phenolic compounds, Wistar albino’s mice.
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The aim of the present study is to evaluate the total phenolic contents, antioxidant and
anti-proliferative activities of the n-BuOH extract of Centaurea maroccana (BECM).
The total phenolic and flavonoid of the butanolic extract of the plant were assessed by
using Folin-Ciocalteau and aluminium chloride colorimetric assays, respectively, and the
quantitative estimation of total flavonoids and phenols revealed the richness of the extract
in these compounds. Antioxidant activity was evaluated using standard lab colorimetric
methods, while the anti-proliferative activity was evaluated using sulforhodamine B
(SRB) assay against C6 (Rattus norvegicus brain glioma) and HT29 (Homo sapiens
colorectal adenocarcinoma) cell lines. The n-butanolic extract of Centaurea maroccana
showed a strong antioxidant activity through DPPH, ABTS"*, DMSO alkalin, Reducing
power, 3-Carotene-linoleic acid and CUPRAC assays. Furthermore, the anti-proliferative
activity against C6 and HT29 of Centaurea maroccana exhibited a high effect by the
decrease in viability of both cancer cell lines. Our results suggest a possible use of
Centaurea maroccana as a source of natural antioxidant and chemo-preventive agents

Keywords:

Centaurea maroccana,
phenolic contents,
antioxidant activity,
anti-proliferative activity.

against cancer.

INTRODUCTION

Antioxidants are inhibitors of the oxidation of an oxi-
dizable substrate while at relatively low concentrations
when compared with the substrate [1]. Preventing diseases
caused by free radicals and preserving human health are
the most vital roles of antioxidants [2]. Antioxidants, espe-
cially phenolic compounds, are abundant in several medici-
nal plants [3], where polyphenols are the most common
present secondary metabolites [4]. In recent times, phenolic
compounds of natural origin have been investigated, as their
indirect antioxidant activity may lead to oxidative stress
reduction [5].

About the Mediterranean zone and West Asia, the genus
Centaurea is represented by approximately 500 species [6].
In Algeria alone, 47 species of this genus are common [7].

* Corresponding author
e-mail: chawkiislam@yahoo.fr

In some countries, various species of Centaurea plant have
been exploited in folk medicine to treat several diseases [8].
This is the outcome of recognizing their significant biologi-
cal activities [9]. Among these are: antioxidant activity [10],
anti-inflammatory [11], and antimicrobial [12] antiviral, anti-
bacterial, and antifungal [13] and cytotoxic [14] activities.
In addition, several Centaurea species are considered to be
valuable sources of bioactive secondary metabolites, par-
ticularly, flavonoids and sesquiterpene lactones [15] — which
are significant chemotaxonomic indicators [16].

Centaurea maroccana is an endemic herb in the north of
Algerian Sahara [17], thus, the aim of the present study was
to assess the in vitro antioxidant and the anti-proliferative
activities of an n-BuOH extract of Centaurea maroccana
(BECM) and to correlate the results with the total phenolic
content and the amount of flavonoids through colorimetric
methods.

© 2021 Author(s). This is an open access article distributed under the Creative Commons Attribution-NonComercial-No Derivs licence

(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/)



Antioxidant and antiproliferative activities of the n-butanol extract of Centaurea maroccana Ball aerial parts

MATERIALS AND METHODS

Plant material

Centaurea maroccana was collected from the area
of Biskra in the South of Algeria and authenticated by
Prof. M. Kaabeche (Biology department, University of Setif,
Algeria) according to Quezel and Santa [18]. A voucher
specimen (CCM12/04/02) was then deposited in the Her-
barium of the Biology Department of Mentouri University
of Constantine.

Extraction

Air-dried aerial parts (leaves and flowers, 2700 g) of
Centaurea maroccana were powdered (slight grinding with
controlled temperature, up to 35°C) and macerated at room
temperature with MeOH-H,O (80:20, v/v) three times (24
hours for each time). The filtrates were combined, concen-
trated under reduced pressure (up to 35°C), diluted in H,O
(1000 ml) under magnetic stirring and maintained at 4°C for
one night to precipitate a maximum of chlorophylls. After
filtration, the resulting solution was successively extracted
with solvents with increasing polarities: chloroform (CHCL,),
ethyl acetate (EtOAc) and n-butanol (n-BuOH). The organic
layers were dried with anhydrous Na SO, filtered and con-
centrated under vacuum at room temperature to obtain
CHCI, (12.5 g, yield: 0.46%), EtOAc (20 g, yield: 0.74%)
and n-BuOH (40 g, yield: 1.48%) extracts. A part of the
Centaurea maroccana n-BuOH extract (designated BECM)
was used in the current study.

Spectral measurements and chemicals used

The measurements and calculations of the activity results
were established by using a 96-well microplate reader
(PerkinElmer Multimode Plate Reader EnSpire, USA) at the
National Center of biotechnology Research. The chemical
products and reagents used were: Folin-ciocalteu’s reagent
(FCR), 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), butylated-
hydroxylanisole (BHA), Butylatedhydroxyltoluene (BHT),
a-Tocopherol, B-carotene, linoleic acid, polyoxyethylene
sorbitan monopalmitate (Tween-40), Neocuproine,2,2>-
azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonicacid)diammoni-
umsalt (ABTS), Trichloroacetic acid (TCA), Ethylenediami-
netetraacetic acid (EDTA), Nitro blue tetrazolium (NTB),
Diméthyl sulfoxyde (DMSO), Sulforhodamine B (SRB), and
were obtained from Sigma Chemical Co. j(Sigma-Aldrich
GmbH, Stern-heim, Germany), while Sodium Carbonate,
Aluminum Nitrate, Iron (III) chloride (FeCl,), Iron (II)
chloride, Sodium bicarbonate, Potassium acetate, were
obtained from Biochem Chemopharma. All other chemicals
and solvents were of analytical grade.

Determination of total bioactive compounds

Determination of total phenolic content (TPC)

The total phenolic content in the extract was determined
spectrophotometry via Folin-Ciocalteu reagent according to
the method of Muller et al. [19], with a minor modification. In
doing so, 1 mg of extract was dissolved in a volume of 1 mL
of methanol, then 20 pL of extract at various concentrations
were mixed with 100 pL of Folin-Ciocalteu reagent diluted

6

to 1:10 and 75 pL of sodium carbonate solution (75 g/L)
in the wells of a 96-well microplate in the dark at room
temperature. After 2 h, the absorbance was measured at
740 nm. A blank is prepared in the same way by replacing
the extract with the solvent used (Methanol). Total poly-
phenols was quantified by employing a gallic acid calibra-
tion curve at different concentrations. The total content of
phenolic compounds was expressed as micrograms of gallic
acid equivalents per milligram of extract (ug EAG/mg). All
bio-activity measurements were carried out using a 96-well
microplate reader (Perkin Elmer Enspire, USA).

Determination of total flavonoid Content (TFC)

The establishment of total flavonoid content of the extract
was based on the method described by Topgu et al. [20],
with slight modifications for determination on a 96-well
microplate. Accordingly, Img of extract was dissolved
in a volume of 1 mL of methanol. Subsequently, 130 uL.
(MeOH), 10 uL of potassium acetate (CH,COOK) prepare
in water and 10 pL of the aqueous solution of aluminium
nitrate (Al (NO,),, 9H,0) was added to a volume of 50 pL
of extract at various dilutions. The absorbance was read at
415 nm, after incubation at room temperature for 40 min.
A blank sample was prepared by replacing the reagents with
methanol (50 pL extract + 150 uL methanol). The quantifi-
cation of flavonoids was deduced from a calibration range
established with quercetin, as a positive control. The results
were evaluated as micrograms of quercetin equivalents per
milligram of extract (ug EQ/mg).

Determination of antioxidant activity
DPPH' scavenging assay

The free anti-radical activity was determined spectro-
photometry via DPPH assay [21]. Briefly, 40 uL of MeOH
extract solution at various concentrations was added to
160 pL of DPPH (0.1 mM). The reaction mixture was then
shaken vigorously and the absorbance of the remaining
DPPH was measured at 517 nm after 30 min. BHA and BHT
were used as antioxidant standards for activity comparison.
The scavenging capability of DPPH radical was calculated
using the following equation:

Control~

A

Control

Sample

DPPH scavenging effect (%) = x 100

» Abs control is the absorbance of the reaction containing
only the reagents.

» Abs Extract is the absorbance of the reaction containing
the reagents and the extract.
The results were given in the form of IC_ value (ug/mL)

corresponding to the concentration of 50% inhibition.

ABTS cation radical Assay

The ABTS™ scavenging activity was derived according
to the method of Re ef al. [22]. The cation radical ABTS
was generated by mixing 7 mM of an aqueous solution of
ABTS with 2.45 mM of potassium persulfate, the whole was
then stored protected from light and at room temperature
for 16h before use. The solution obtained was subsequently
diluted with ethanol to obtain an absorbance of 0.700+0.025
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at 734 nm. After this, 160 uL of ABTS solution was added
to 40 pL of methanol extract solution at different concentra-
tions. After 10 min, the absorbance was measured at 734 nm.
Methanol was used as a control; BHA and BHT were used as
antioxidant standards for the comparison of extract activity.

The scavenging capacity of the ABTS™" was calculated
using the following equation:

ot - 0/ — AComrol-ASample
ABTS™ Scavenging effect (%) =—4 — — x 100

Control

Superoxide radical scavenging assay by alkaline DMSO

The scavenging activity of superoxide radicals by
alkaline DMSO was obtained by the method of Rao and
Kunchandy [23], with the reduction of NBT by superoxide
being assessed in the presence and in the absence of extracts.
In accomplishing this, the reaction mixture containing NBT
(1 mg/mL in distilled water) and 40 pL of extract at various
dilutions were added to 130 pL of alkaline DMSO (1 mL
of DMSO containing, 5 mM NaOH in 0.1 mL of water)
to give a final volume of 200 pL and the absorbance was
measured at 560 nm using a microplate reader (Perkin Elmer
Enspire, USA). The decrease in absorbance at 560 nm with
antioxidants indicates the consumption of the superoxide
generated, and the percentage of scanning was calculated
using the following formula:

Sample_ Contro

Inhibition (%) = x 100

Sample
Reducing power assay

The reducing power of the tested extract was established
according to the method of Aicha Bouratoua [24]. In order to
determine the reducing power activity, 10 pL of serial diluted
sample were added into a 96 well round-bottomed plate.
Following this, 40 uL of 0.2 M phosphate buffer (pH 6.6)
and 50 pL of potassium ferricyanide (1%), were added to
each well and the plate was incubated at 50°C for 20 min.
Finally, 50 pL of TCA (10%) and distilled water (40 pL) and
10 pL of ferric chloride (0.1%) were added into each well
in order to measure the reducing power activity. After this,
the absorbance was measured in a microplate reader (Perkin
Elmer Enspire, USA) at 700 nm. Note: higher absorbance
of the reaction mixture indicates greater reducing power.

f-carotene/linoleic Acid bleaching assay

The bleaching activity of f-carotene was evaluated using
the method described by Marco [25]. A mass of 0.5 mg of
f-carotene dissolved in 1 ml of chloroform was added to
a volume of 25 pL of linoleic acid and 200 mg of Tween
40, giving an emulsifying mixture. After evaporation of the
chloroform in vacuo, 50 mL of distilled water saturated with
oxygen was added with vigorous stirring. The absorbance
of the solution was then adjusted between 0.8-09 nm. 160 pL.
of this solution was added to 40 pL of extract solution at dif-
ferent concentrations. Absorbance was measured at 470 nm
using a 96-well microplate reader (Perkin Elmer Enspire,
USA). The emulsion system was subsequently incubated
for 2 h at 50°C, while a blank devoid of f-carotene, was
prepared for the background subtraction. BHA and BHT
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were used as standards. The bleaching rate (R) of f-carotene
was calculated according to the following equation:

R =(Ina/b)/t

The antioxidant activity (AA) was derived in terms
of percent of inhibition relative to the control, using
the following equation:

Control

AA (%) =

Sample

x 100

Control

Cupric reducing antioxidant capacity (CUPRAC)

The antioxidant activity by cupric reduction was assessed
according to the method of Apak ef al. [26]. A reaction
mixture containing 40 pL of the extract at different concentra-
tions, 50 pL of a copper (II) chloride solution, 50 pL of neo-
cuproin alcoholic solution and 60 pL of ammonium acetate
aqueous buffer at pH 7 was placed in each well of a 96-unit
microplate. After 30 min, the absorbance was recorded
at 450 nm. The results were calculated as A, (ug/mL)
corresponding to the concentration indicating 0.50 of absor-
bance. BHA and BHT were used as antioxidant standards.

Determination of in-vitro Antiproliferative Activity
Cell Culture

C6 (Rattus norvegicus brain glioma) and HT29 (Homo
sapiens colorectal adenocarcinoma) cell lines were cultured
in DMEM (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO). All media were
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and
1% Pen/Strep. Cells were grown at 37°C in a humidified
atmosphere with 5% CO,. The plant extract was dissolved
in double distillated water, and stock solutions were filtered
using 0.45 pm syringe filters (Minisart, Sartorius Stedim
Biotech, Goettingen, Germany). Stock solutions were kept
at 4°C for further use and diluted to desired concentrations
with media before treatment.

Cytotoxicity Assay

Sulforhodamine B (SRB) Assay was used to determine
percent cell viability of cell lines (C6, HT29) treated with
various concentrations of Centaurea maroccana extract as
described in Vichai and Kirtikara [27]. Briefly, 7500 cells
were seeded per well in a 96-well plate (flat bottom). After
24 h incubation, cells were treated with various concentra-
tions of the extract (n-butanolic extract of Centaurea maroc-
cana) and further incubated for 72h. The cells were then
fixed with 10% trichloroacetic acid (TCA) for 1.5 hours at
4°C and washed with ddH,O for 4 times. Following this,
0.4% SRB dye (dissolved in 1% acetic acid) was added to
each well in the dark and the plates were incubated for an
additional 30 min at room temperature. After washing with
ddH, O for 4 times, the plates were dried and the dye was
solubilized by incubating the cells with 10 mM Tris base
solution for 15 minutes on a shaker. Spectrophotometric
reading was then performed at 565 nm using a Multiskan
FC microplate reader (Thermo Scientific, MA, USA). OD
values were used for analysis.
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Statistical analysis

All data on all activity tests were the average of tripli-
cate analyses. The data were recorded as mean + standard
deviation (SD). Significant differences between means were
determined by Student’s-test, p values <0.05 were regarded
as significant.

RESULTS AND DISCUSSION

Total phenolic content

Phenolic compounds are secondary metabolites that have
antioxidant, anti-inflammatory, antimicrobial, and anti-can-
cer activities [28]. Research indicates that phenolic content
correlates with antioxidant activity [29]. The antioxidant
activity of phenolic contents comes about due to their redox
properties that permit them to scavenge radicals, metal
chelators, singlet oxygen quenchers, hydrogen donors, and
reducing agents [30]. Hence, it is important to quantify and
assess the effect of the phenolic content on the antioxidant
activity in our extract.

In our work, the total phenolic content of BECM was
determined using the Folin-Ciocalteu reagent and expressed
as micrograms of gallic acid equivalents per milligram
of extract. The derived valued was calculated from the
linear regression equation of a standard curve (y = 0.0056
x+0.0948, R? = 0.9953). Results show that the n-butanol
extract of Centaurea maroccana (BECM), in particular, had
high phenolic content at 242.30+1.44 ug GAE/mg.

Total flavonoids content

Flavonoids are naturally occurring polyphenols existing
in almost all plant resources [31]. The high antioxidant
potential of flavonoids lies in their ability to eliminate free
radicals and injurious ROS that arise from several cellular
activities and lead to oxidative stress [32]. In the present
study, the concentrations of flavonoids was determined
using the aluminum chloride colorimetric method and was
calculated from the linear regression equation of a standard
curve of quercetin (y = 0.0098x + 0.0623, R*> = 0.985).
The quantification is expressed as micrograms quercetin
equivalents per milligram of extract. The results reveal that
the amount of flavonoids in the n-butanol extract of BECM
is 23.34+1.28 pg QE/mg.

Antioxidant properties

In this study, the antioxidant activity of an n- butanol
extract of Centaurea maroccana was established through
by applying six in-vitro assays: DPPH radical scavenging,
ABTS cation radical scavenging, superoxide radical scav-
enging assay by alkaline (DMSO), S-carotene-linoleic acid
bleaching, cupric reducing antioxidant capacity (CUPRAC)
and reducing power activity.

The DPPH assay has frequently been used for assessing
the anti-oxidative potential of natural products as it is con-
sidered a rapid and least cost method [33]. DPPH at room
temperature is a stable free-radical that receives an electron/
hydrogen radical to become a stable diamagnetic molecule
[34]. Antioxidants interact with DPPH, changing its deep
violet color to yellow.

The ability of the BECM extract to scavenge the DPPH
radical is shown in Table 1. The reference compounds used
in this test are BHT and BHA. It can be seen that a sig-
nificant decrease (p < 0.05) in the concentration of DPPH
radicals was exhibited by the extract and standards. In our
work, the IC_ value of BECM extract was found to be
12.09+0.54 pg/mL. This figure is higher than that of the
BHT standard (22.32+1.19 ug/mL), but lower than the IC,
of BHA at 5.73+0.41 ng/mL. Thus, these results reveal that
the n-butanol extract has a high DPPH radical scavenging
effect that is comparable with the standards.

Table 1. DPPH radical scavenging activity of BECM and the
standards butylated hydroxy toluene (BHT) and butylated
hydroxyl lanisole (BHA)

o % Inhibition in DPPH Assay

Hg/mL BECM BHT BHA
3.125 17.1241.57 11.69+1.88 28.95+1.16
6.25 26.77+3.42 22.21%1.30 54.33+1.59
12.5 50.3543.03 37.1241.80 76.7641.65
25 84.70+1.49 52.63+2.70 84.09+0.35
50 84.95+0.23 56.0240.53 87.53+0.82
100 85.76+0.95 83.60+0.23 87.73+0.15
200 86.31+1.67 87.28+0.26 88.43£0.23
IC,, pg/mL 12.09£0.54 22.3241.19 5.730.41

The ABTS radical scavenging method is a most depend-
able method for determining free radicals destruction [35].
The ABTS chromophore is generated during the reaction
of ABTS and potassium persulfate through the transforma-
tion of ABTS into a radical cation. The color of this radical
cation is blue and absorbs light at 734 nm [36].

Table 2 shows that ABTS™* cation radical was sig-
nificantly inhibited at all concentrations tested. However,
at the high concentration of 200 pg/mL, the percentage inhi-
bition by the BECM reached 93.054+0.65%. This outcome is
similar to BHT and BHA (96.68+0.39% and 95.39+2.62%,
respectively). Hence, good ABTS™ free-radical scavenging
activity was revealed by BECM at IC, = 15.13+0.87 ug/mL,
in relation to the standards BHT (IC,, = 1.2940.30 pg/mL)
and BHA (IC,, = 1.8140.10 pg/mL).

Table 2. Free radical scavenging activity of n-butanol extract
of Centaurea maroccana on ABTS (2, 2-azinobis-3-ethylbenzothia-
zoline-6-sulfonic)

o % Inhibition in ABTS Assay

Hg/mL BECM BHA BHT
3.125 12.5242.61 83.42+4.09 59.2240.59
6.25 24.68+1.70 93.5240.09 78.55+3.43
12.5 47.49+3.09 93.58+0.09 90.36+0.00
25 73.77+2.88 93.63+0.16 92.18+1.27
50 90.36+1.76 93.63+0.95 93.3740.86
100 92.73+1.42 94.20+0.90 94.87+0.87
200 93.05+ 0.65 95.39+2.62 96.68+0.39
IC,, pg/mL 15.13+0.87 1.81£0.10 1.29+0.30

BHT and BHA were used as standards
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The superoxide radical is the precursor of more reactive
species and is recognized as one of the most damaging
species for cellular constituents [37]. The super oxide
scavenger capacity of antioxidants present in the extract
is determined by the decrease in absorbance at 560 nm.
Table 3 shows that the BECM inhibits the formation of the
super oxide anion radical generated in vitro by the DMSO
alkaline system in a dose-dependent manner. The maximum
inhibition of NBt reduction by super oxide (91.57+0.51%)
was observed at the high concentration of 200 pg/mL and
was comparable to Tannic acid and a-Tocopherol standards
(97.54%0.68%, 96.86+1.53%, respectively). Of signifi-
cance, however, is that the butanolic extract of Centaurea
maroccana has a stronger super oxide scavenging activity
(IC,, = 4.50+0.33) than the two standards used (IC,, = <
3.125 and < 3.125).

Table 3. Superoxide radical scavenging assay by alkaline DMSO of
butanolic extract of Centaurea maroccana

that the lipid peroxidation inhibitory ability of the BECM
increases significantly (p 0.05) with increasing concentra-
tion. Here, the bleaching inhibitory activity of the extract
tested at the highest concentration of 200 pg reached a per-
centage of 83.48+3.97%, whereas the positive standards
of BHT reached 95.28+3.25%, while that of BHA reached
99.76+0,91. Thus, BECM has revealed itself to have inter-
esting antioxidant activity in B-carotene bleaching, having an
IC,, = 11.08+0.30 ug/mL, in comparison to the standards of
BHT and BHA, which are in the following order: 1.05+0.01
pg/mL, 0.90+0.02 ng/mL, respectively.

Table 4. Antioxidant activity of Centaurea maroccana by reducing
power assay

o % Inhibition in DMSO alcalin assay
Hg/mL BECM Tannic acid a-Tocopherol
3.125 47.73+4.47 83.58+1 70.09+1.84
6.25 64.83+3.77 88.35+0.61 79.07+2.54
12.5 74.40+2.73 92.66+0.42 85.1+1.36
25 80.66+1.08 94.98+0.85 89.48+0.88
50 85.97+1.03 96.53+0.23 94.76+0.28
100 88.28+0.52 96.95+0.81 96.62+0.29
200 91.57+0.51 97.54+ 0.68 96.86+1.53
IC,, pg/mL 4.50+0.33 < 3.125 <3.125

Tannic acid and a-Tocopherol were used as standards

Reducing power activity is used to assess the potential
and the capacity of natural antioxidants to donate electrons
[38], and there is a correlation between both the reducing
properties and the existence of reductones [39]. These
reductones convert yellowed coloured ferric iron (Fe**) to
blue-green coloured ferrous iron (Fe?"). Hence, reducing
activity is determined by measuring the formation of Pearl’s
Prussian blue at 700 nm. In this study, BECM had the power
to reduce ferric ferricianide through increasing the absor-
bance via concentration. In our experiment, it exhibited an
absorbance (1.11+0.09) at the concentration of 50 ng/mL,
while the positive references BHT, BHA and Ascorbic Acid
exhibited an absorbance of 0.43+0.02, 3.53+0.19, 3.87+0.27,
respectively, at the same concentration (Table 4). Thus,
this extract (A, = 14,1940,96 pug/mL) has a strong effect
compared with BHA (A ,, =>50), BHA (A, = 8.41+0.67)
and Ascorbic Acid (A, = 9.01+1.46).

We used the B-carotene-linoleic acid method to detect the
inhibition level of lipid peroxidation [40]. In the B-carotene/
linoleic acid system, the oxidation of linoleic acid produces
peroxyl free radicals owing to the abstraction of a hydrogen
atom from the diallylic methylene groups of linoleic acid
[41]. The resulting peroxy-free radicals participate in an
emulsion attack upon the chromophore -carotene, result-
ing in bleaching and loss of yellow color. The presence
of antioxidant in this reaction mixture brings about the
scavenging of radicals and the suppression of oxidation
[28]. The results as shown in Table 5, and demonstrate
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Concentration AbseiiEines

Ho/mL BECM BHA BHT  |Ascorbic Acid
0.78125 0.13+0.00 | 0.09+0.00 | 0.07+0.00 | 0.09+0.00
1.5625 0.16+0.00 | 0.11+0.01 | 0.08+0.00 | 0.11%0.00
3.125 0.17+0.02 | 0.18+0.02 | 0.10£0.01 | 0.16%0.01
6.25 0.31£0.02 | 0.36+0.04 | 0.13+0.02 | 0.33%0.04
12.5 0.44£0.02 | 0.78+0.07 | 0.22+0.04 | 0.76%0.16

25 0.71£0.08 | 1.74£0.07 | 0.28+0.05 | 2.02+0.23

50 1.11£0.09 | 3.53£0.19 | 0.43+0.02 | 3.87+0.27

A, 5, Hg/mL 14.19£0.96 | 8.41%0.67 >50 9.01£1.46

BHT, BHA and Ascorbic Acid were used as standards

Table 5. Antioxidant activity of Centaurea maroccana by the
B-carotene-linoleic acid.

CEmEETERGER % Inhibition in B-carotene assay

Hg/mL BECM BHA BHT
3.125 27.99+6.82 84.23+1.14 81.14+0.84
6.25 38.57+4.12 90.11+0.68 86.0.9+1.04
12.5 51.40+5.36 94.59+0.77 87.52+4.24
25 69.15+2.36 96.09+0.02 91.67+0.52
50 77.19+3.07 97.35+1.08 94.11+0.42
100 83.34+2.28 99.59+0.14 94.41+0.32
200 83.48+3.97 99.76+ 0.91 95.28+3.25
IC50 pg/mL 11.08+0.30 0.90+0.02 1.05+0.01

BHT and BHA were used as standards

The CUPRAC assay necessitates the use of comparatively
standard equipment, where it is applied extensively to deter-
mine the antioxidant abilities of plant extracts, and gives
quick and repeatable results [42]. The method is founded on
the follow-up of the reduction in the augmented absorbance
of Neocuproine (Nc) copper (Cu**) [Nc, Cu'], wherein
the existence of an antioxidant agent reduces the complex
(copper-neocuproine). This reaction is measured at 450 nm.
In our work, Centaurea maroccana extract revealed a strong
CUPRAC reducing antioxidant ability with an A value
equal to 9.80+0.43 pg/mL. This is similar to the standards
used, with BHT at A , = 9.62+0.87ug/mL, and BHA at A |
=3.64+0.19ug/mL. At 200 pg/mL concentration, roughly
same reducing activity was observed via extract and BHA
at 3.48+0.13% and 3.93+0.01%, respectively, while BHT
was 2.32+0.28% (Table 6).
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Table 6. Antioxidant activity by the cupric reducing antioxidant
capacity (CUPRAC) assay of Centaurea maroccana butanolic
extract

Concentration Abseiiznes

Hg/mL BECM BHA BHT
3.125 0.23+0.00 0.46+0.00 0.19+0.01
6.25 0.39 £0.06 0.78+0.01 0.33+0.04
12.5 0.59+0.02 1.34+0.08 0.66+0.07
25 1.02 £0.06 2.36£0.17 1.03+0.07
50 1.76+0.14 3.45£0.02 1.48+0.09
100 2.49£0.29 3.76£0.03 2.04+0.14
200 3.48+0.13 3.93£0.01 2.32+0.28
A, ., na/mL 9.8040.43 3.64+0.19 9.62+0.87

In summary, it can be deduced that the high levels
of antioxidant activity exhibited by BECM were due to its
richness of phenolic components and flavonoids, wherein
phenolic components display antioxidant activity and play
a significant role in stabilizing lipid peroxidation [43].

Antiproliferative Activity

After performing cytotoxicity screening using SRB
Assay, we observed that n-butanolic extract of C. maroc-
cana (BuOH ext.) significantly decreased percent viability
of both cell lines (C6-glioma cell line, HT29-colorectal
adenocarcinoma cell line) with increasing concentrations in
the range of 50-300 pg/mL (Fig. 1), and with highly similar
cytotoxic effect. At 300 pg/mL concentration, cell viability
was less than 50% compared to control cells (no treatment)
in both C6 and HT29.

We then examined the effect of a combined treatment
of BECM and cisplatin, a common chemotherapeutic drug,
on these cancer cell lines. The outcome of this was that
the combination of cisplatin with BECM treatment caused
a slight decrease in cell viability for both cell lines compared
to cisplatin treatment alone.

Boxplots showing percent cell viability of cell lines
treated with indicated n-butanol extract concentrations
(BuOH ext.) and/or cisplatin. Cytotoxicity was measured
using SRB assay and 5 pM cisplatin was used in these
experiments. Blue boxplots indicate combination treatments
with cisplatin.

CONCLUSION

In conclusion, the results of this study indicate that the
n-butanolic extract of Centaurea maroccana possesses high
total phenolic content and exhibits strong antioxidant activity
through scavenging several free radicals. This synergistic
antioxidant ability owing to the phenolic compounds present
in the plant emphasizes the good correlation among anti-
oxidant properties and phenolic content. Furthermore, we
observed that the n-butanolic extract of Centaurea maroc-
cana significantly decreases the percent viability of both cell
lines (Co—glioma cell line, HT29—colorectal adenocarcinoma
cell line) with increasing concentration. The present investi-
gation showed that Centaurea maroccana can be considered
as a source of bioactive compounds that could be used in the
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Figure 1. Cytotoxicity of n-butanol extract of Centaurea
maroccana on C6 and HT29 cell lines

pharmaceutical and food industries. Further studies focusing
on the isolation and identification of the principle bioactive
molecules of antioxidant and antiproliferative activity are,
however, needed.
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Résumé
Cette étude vise a étudier les effets protecteurs possibles de 1’extrait n-BuOH des parties aériennes

de la plante Centaurea maroccana Ball contre la neurotoxicité induite par le cisplatine chez les souris
males Wistar albinos. Les propriétés neuroprotectrices potentielles du BECM ont été étudiées in vitro et
in vivo. L'étude in vitro a montré que l'extrait n-butanol de Centaurea maroccana posseéde une forte
activité antioxydante aprés les différents tests, avec les DPPH°, ABTS™, DMSO alcalin, pouvoir
réducteur, pS-carotene-acide linoléique et CUPRAC. Le BECM a Egalement démontré une activité
antiproliférative élevée contre le C6 (gliome cérébral de Rattus norvegicus) et HT29 (adénocarcinome
colorectal Homo sapiens) par la diminution de la viabilité des deux lignées cellulaires cancéreuses. De
plus, le BECM a montré des propriétés neuroprotectrices, par l'inhibition du taux d'acétylcholinestérase
(AChE) et de la peroxydation lipidique (LPO) en fonction de la concentration, dans le tissu cérébral.
D'autre part, I'étude in vivo a montré que l'administration d'une dose unique de CP (8 mg/kg) a induit des
lésions cérébrales marquées, se manifestant par une augmentation significative des activités d’AChE et
LDH. Le stress oxydatif a également été évident dans le groupe CP par I'augmentation du taux du MDA
(résultant de la peroxydation lipidique ) et la diminution de la capacité antioxydante totale (TAC), ainsi
gu'une diminution remarquable de l'activité des enzymes antioxydants telle que, la catalase (CAT), la
superoxyde dismutase (SOD) et l'enzyme métabolisant le glutathion (glutathion «GSH», glutathion
peroxydase «GPx», glutathion S-transférase «GST») dans les fractions cérébrales cytosoliques et
mitochondriales. A cet effet, le stress oxydatif cérébral a été accompagné de modifications histologiques
multifocales dans cortex cérébral. Le prétraitement des souris par le BECM (200 mg/kg) pendant 10 jours
a significativement amélioré les altérations induites par le CP a travers tous les paramétres mentionnés
précédemment, ainsi que 1’aspect histologique du tissu cérébral. Intéressant que, le BECM possede une
activité neuroprotectrice comparable a celle de la vitamine E (100 mg/kg) dans la plupart des paramétres
étudiés. En conclusion, il apparait que I'extrait n-butanol de Centaurea maroccana fournit un pouvoir
protecteur contre la neurotoxicité induite par le CP qui semble étre lié a sa richesse en polyphénols

prouvée par l'analyse au LC-MS.

Mots clés : Cisplatine, Centaurea maroccana, Neurotoxicité, Stress oxydative, Activités antioxydantes,
Composés phénoliques, Souris Wistar albinos.
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