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TPC : Contenu total en polyphénols

VSMC : Molécule d'adhésion de la cellule vasculaire.
XO : Xanthine oxydase.
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Introduction

L'inflammation est I'un des événements courants dans la majorité des maladies débilitantes
aigués et chroniques et représente une cause principale de morbidité a I'ere actuelle du mode de
vie moderne (Dewanjee et al., 2013). Elle implique un réseau complexe de nombreux médiateurs,
une variété de cellules immunitaires et I'exécution de multiples voies (Kulkarni et al., 2006;
Germolec et al., 2018). L'inflammation est une réponse défensive d'un organisme contre l'invasion
par des corps étrangers comme les bactéries, les parasites et les virus. Une réponse inflammatoire
aigué se manifeste par une rougeur, une chaleur, un gonflement, une douleur et une perte de
fonction (Ferrero-Miliani et al., 2007). L'augmentation de la perméabilité vasculaire, I'accélération
du flux sanguin et la sensibilisation des fibres nerveuses sont respectivement associées a un
gonflement, une rougeur et une douleur (Calixto et al., 2003). Les effets protecteurs de la cascade
inflammatoire et le potentiel de destruction des tissus sont généralement équilibrés a I'état normal.
Alors que l'inflammation chronique est genéralement caractérisée par une destruction et une
récupeération substantielle des tissus lésés suite a une réponse inflammatoire (Chung et al., 2010 ;
Laveti et al., 2013). Si elle n'est pas contrdlée, I'inflammation peut survenir dans de nombreux
états pathologiques tels que la polyarthrite rhumatoide, la sclérose en plaques, les maladies
inflammatoires de l'intestin, le psoriasis, les affections inflammatoires immunitaires et les
transformations néoplasiques (Simmons, 2006 ; Debnath et al., 2013; Fangkrathok et al., 2013).

La thérapie actuelle des maladies inflammatoires est limitée aux agents anti-inflammatoires
stéroidiens et non stéroidiens. L'utilisation chronique de ces médicaments entrainerait des effets
indésirables graves tels que des anomalies gastro-intestinales, cardiovasculaires et rénales
(Oguntibeju, 2018). Il existe un besoin massif d'explorer de nouveaux agents anti-inflammatoires
a action sélective et a moindre toxicité. Les plantes et les phytoconstituants isolés sont des sources
prometteuses et intéressantes de nouveaux anti-inflammatoires (Goetz, 2011). L'évaluation
systématique des phytoconstituants peut faciliter I'identification et le développement de pistes anti-
inflammatoires potentielles a partir de sources naturelles (Patil et al., 2019).

Le stress oxydatif est considéré comme un déséquilibre entre la production d'especes
réactives de I'oxygéne (ROS) et leur élimination par des mécanismes de protection, ce qui peut
entrainer une inflammation chronique. Le stress oxydatif peut activer une variété de facteurs de
transcription, qui conduisent a I'expression différentielle de certains génes impliqués dans les voies
inflammatoires. L'inflammation déclenchée par le stress oxydatif est a I'origine de nombreuses
maladies chroniques (Lordan et al., 2019). En effet, I'apport alimentaire d'antioxydants et de leurs
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précurseurs semble avoir des effets bénéfiques contre les manifestations inflammatoires liées au
stress oxydatif dans ces maladies chroniques (Bjarklund et Chirumbolo, 2017).

Des extraits bruts entiers de plantes ont été largement étudiés au cours des derniéres
décennies et plusieurs plantes se sont avérées avoir une activité anti-inflammatoire (Sofowora et
al., 2013) grace a la présence_des métabolites secondaires tel que les alcaloides, les flavonoides,
les polyphénols et les terpenes (Narayanaswamy et Veeraragavan, 2020) . Il a été proposé que les
polyphénols soient utiles comme thérapie adjuvante pour leur effet anti-inflammatoire potentiel,
associé a une activité antioxydante (Hussain et al., 2016).

L'Algérie est caractérisée par une flore riche composée de 4 000 taxons, 917 genres et 131
familles (Benarba et Belhouala, 2021), dont quarante-cing espéces du genre Centaurea, sept
d'entre elles poussant dans le Sahara, ce genre appartenant a la famille des Asteraceae, comprend
plus de 500 especes (Kebbi et al., 2021). Des études phytochimiques sur différentes especes de
Centaurea ont montré leur richesse en métabolites secondaires bioactifs, notamment en
flavonoides et en lactones sesquiterpéniques (Ayad et Akkal, 2019 ; Bensaad et al., 2022). En
raison de cette abondance, les especes de Centaurea ont eté utilisées en medecine populaire pour
leurs propriétés anti-diarrhéiques, anti-rhumatismales, anti-inflammatoires, cholérétiques,
diurétiques, digestives, stomachiques, astringentes, antipyrétiques, cytotoxiques et
antibactériennes (Belkassam et al., 2019). Par consequent, I'adoption d'une approche systématique
pour le criblage anti-inflammatoire des phytoconstituants de genre Centaurea est hautement
souhaitable.

L'objectif principal de ce travail est d'évaluer I'activité antioxydante et anti-inflammatoire
d'une plante médicinale algérienne du genre Centaurea en réalisant plusieurs tests in vivo et in
vitro.

Afin de réaliser cette étude, le travail est divisé en trois chapitres :

» Le premier chapitre traite I'inflammation et les anti-inflammatoires, ainsi que la relation
entre I'inflammation et le stress oxydatif.

» Le deuxieme chapitre est consacré a I'étude botanique du genre Centaurea sp. Sa
composition chimique, son utilisation traditionnelle et ses effets antioxydants et anti-
inflammatoires.

» Le troisieme chapitre comporte matériel et méthodes, les résultats et la discussion.

Enfin, une conclusion qui résume notre travail et les résultats obtenu.
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I. Définition
L'inflammation fait partie d'une réaction de défense complexe des tissus vivants face a une
blessure. Elle est déclenchée par des stimuli nocifs, notamment des agents pathogénes, des
traumatismes physiques, des radiations et des irritants chimiques (Laman et al., 2017). Ou bien
une réponse de I’organisme vivant a une agression exogene ou endogéne et un processus bénéfique
qui mobilise le systétme immunitaire afin d'éliminer l'agent agresseur et réparer les lésions

tissulaires (Demoly, 2001).

L’ inflammation joue deux réles majeurs dans la spécification des dégats et I'amélioration
du traitement des tissus. Bien que lI'inflammation soit utile en assurant une défense contre les agents
infectieux, elle peut devenir incontrdlée dans le cas de la pathogenése d'une maladie inflammatoire

chronique (Kaidama et al., 2015).

I1. Manifestation clinique

Les cellules du systeme immunitaire se déplacent immédiatement vers le site de la blessure

et provoquent une inflammation. Cette réponse est responsable des phénomenes suivante:

e Phénomeénes géneraux:
- la rougeur.
- ladouleur.
- cedéme et augmentation de la chaleur.
e Phenoménes locaux:
I’inflammation se produit dans le tissu conjonctif vascularisé, il provoque une
vasodilatation (Owolabi et al., 2018).

1. Les cellules d’inflammation
Le processus de I’inflammation est effectué par des cellules inflammatoires (Figure 1,
Tableau 1) qui font partie de la réponse de défense naturelle de I'organisme ou de systéme
immunitaire (Geng, 2003).
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Tableau 1: Les différentes cellules de I’'inflammation et leur fonction.

Les types des

cellules

Fonction dans I’'inflammation

Les neutrophiles

Un type de phagocytes qui sont normalement présents dans la circulation
sanguine pendant la phase initiale (aigué) de lI'inflammation, notamment
a la suite dune infection bactérienne ou d'une exposition
environnementale (Jacobs et al., 2010).

Les neutrophiles sont I'une des premiéres cellules inflammatoires a migrer
vers le site de l'inflammation a travers les vaisseaux sanguins, puis a
travers le tissu interstitiel, en suivant des signaux chimiques tels que IL-
8, le Cba, le fMLP, le leucotriene B4 et le H.O, (Witko-Sarsat et al.,
2000).

Les

macrophages

Sont des phagocytes professionnels et sont hautement spécialisés dans
I'élimination des cellules mortes et des débris cellulaires (Eming et al.,
2007).

Elles jouent également un réle anti-inflammatoire et peuvent diminuer les
réactions immunitaires par la libération de cytokines.

Les macrophages qui encouragent l'inflammation sont appelés
macrophages M1, tandis que ceux qui diminuent l'inflammation et
encouragent la réparation des tissus sont appelés macrophages M2 (Mills,
2012).

Les lymphocytes

Font partie du développement d'une réponse immunitaire innée et
adaptative complete.

Les lymphocytes innés servent de cellules sentinelles dans les tissus
associes a I'épithelium, libérant rapidement des cytokines qui contribuent
a la formation de la réponse adaptative.

Les lymphocytes contribuent a la fois a la défense contre les agents
pathogeénes et aux maladies allergiques. Outre les cellules Th2, de
nombreux lymphocytes peuvent participer a l'inflammation allergique,

notamment les cellules Thi, les cellules Th17, les cellules T CD8+, les
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cellules B, les cellules T /3, les cellules tucuses naturelles (NK) et les
cellules T tueuses naturelles (NKT) (Davis et Rothenberg, 2016).

Les éosinophiles

Connus comme cellules effectrices de Il'inflammation induite par les
lymphocytes T de type 2 (Th2).

Se localisent sur le site de I'inflammation. Dans des conditions basales et
pathologiques, et associés a de nombreux constituants cellulaires et sont
donc capables d'interactions intercellulaires.

L'interaction éosinophile-cellule la mieux caractérisée est médiée par
I'expression par les lymphocytes T de l'interleukine-5 (IL-5), qui entraine
une augmentation de I'éosinophilopoiese et de la libération d'éosinophiles
par la moelle osseuse, ainsi que l'activation et la survie des éosinophiles

dans les tissus (Prussin et al., 2013).

Les plaquettes

Sont rapidement déployées sur les sites de blessure ou d'infection, et
modulent potentiellement les processus inflammatoires en interagissant
avec les leucocytes et en sécrétant des cytokines, des chimiokines et
d'autres médiateurs inflammatoires (Wagner et Burger, 2003 ; Weyrich et
Zimmerman, 2004).

Les plaquettes participent aux maladies inflammatoires chroniques
(Boilard et al., 2010).

Les plaguettes sont activées par le récepteur du collagéne, la
glycoproteine 1V (GPVI).

Les microvésicules pro-inflammatoires des plaquettes déclenchent la
sécretion constante de cytokines par les synoviocytes fibroblastiques

voisins, principalement 11-6 et 11-8 (Boilard et al., 2012).

Les monocytes

Les monocytes remplissent trois fonctions principales dans le systeme
immunitaire. 1l s'agit de la phagocytose, de la présentation des antigenes
et de la production de cytokines.

Elles sont également capables de tuer les cellules hotes infectées grace a
une cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des anticorps (Sozzani
et al., 1996).
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D'autres produits microbiens peuvent activer directement les monocytes,
ce qui entraine la production de cytokines pro-inflammatoires et de
cytokines anti-inflammatoires.

Les cytokines typiques produites par les monocytes sont le TNF, I'IL-1
et I'lL-2 (Gomez-Rial et al., 2020).

Les basophiles

Elles apparaissent dans de nombreux types spécifiques de réactions
inflammatoires.

Elles contiennent de I'néparine, un anticoagulant qui empéche le sang de
coaguler trop rapidement.

Elles contiennent également de I'histamine, un vasodilatateur qui favorise

la circulation du sang dans les tissus (VVoehringer, 2009).

Les fibroblastes

Ils jouent un réle précoce dans le déclenchement de l'inflammation en
présence de micro-organismes envahisseurs.

Ils induisent la synthése des chimiokines par la présentation de récepteurs
a leur surface.

Les recepteurs a la surface des fibroblastes permettent également de
réguler les cellules hématopoiétiques et fournissent une voie permettant

aux cellules immunitaires de réguler les fibroblastes (Smith et al., 1997).
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Figure 1: Les composants des réponses inflammatoires aigués et chroniques (Kumar et al.,
2013).
V. Les agents inflammatoires

V.1 Les Agents physiques
o Lachaleur (Brdlure).
o Le froid (Gelure).
0 Les rayonnements ionisants.

Ce qui conduit a des Iésions tissulaires et la libération de produits de dégradation tels que le
collagéne.

V.2 Les agents exogenes ou endogenes
o Chimiques : Acide, Base, des minéraux,...
o Biologiques : Toxines, Virus, Bactérie, Parasite,...
o0 Des composés issus de la réaction immunitaire: Complexes immuns, Anticorps
cytotoxiques,... (Weill et Batteux, 2003).
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V. Types d’inflammation

V.1. L’inflammation aigué

L’inflammation aigué se produit immédiatement apres une blessure et ne dure que quelques
jours, et favorise la migration des cellules vers le site de I'inflammation. Les récepteurs de type
(TLR) reconnaissent les agents pathogenes microbiens. Elle peut étre un mécanisme défensif

visant a protéger les tissus contre les blessures (Hannoodee et Nasuruddin, 2021).

Au début d'une infection, d'une bralure ou d'autres blessures, ces cellules subissent une
activation et liberent des médiateurs inflammatoires responsables des signes cliniques de
I'inflammation (Figure 2). La vasodilatation et I'augmentation du flux sanguin qui en résulte
provoquent la rougeur et l'augmentation de la chaleur. L'augmentation de la perméabilité des
vaisseaux sanguins entraine une exsudation (fuite) de protéines plasmatiques et de liquide dans le
tissu (cedéme), qui se manifeste par un gonflement. Outre les médiateurs d'origine cellulaire,
plusieurs systemes de cascade biochimique acellulaire agissent en paralléle pour initier et propager
la réponse inflammatoire. 1l s'agit notamment du systeme du complément activé par les bactéries
et des systémes de coagulation et de fibrinolyse activés par la nécrose (par exemple, brilure,

traumatisme) (Stevens et al., 2004).

L'inflammation aigué peut étre considérée comme la premiere ligne de défense contre les
blessures. La réponse inflammatoire aigué nécessite une stimulation constante pour étre maintenue
(Kim et al., 2016). Les médiateurs inflammatoires ont une courte durée de vie et sont rapidement
dégradés dans les tissus (Kruger et al., 2015). Par conséquent, I'inflammation aigué commence a
cesser dés que le stimulus a été supprimé (Serhan et al., 2007).
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Figure 2: Les étapes de la réaction inflammatoire aigué (Ibsen et Phelan, 2018).

V.2. L’inflammation chronique

C’est également désigner comme une inflammation lente et a long terme, qui dure de
plusieurs mois a plusieurs années. En général, I'étendue et les effets de I'inflammation chronique
varient selon la cause de la blessure et la capacité de I'organisme a réparer et a surmonter les
dommages. Cette activité passe en revue la pathophysiologie de I'inflammation chronique (Pahwa
et al., 2021), Dans l'inflammation chronique, la plupart des caractéristiques de I'inflammation
aigué se poursuivent : dilatation des vaisseaux sanguins (vasodilatation), augmentation du débit
sanguin, perméabilité des capillaires et migration des neutrophiles dans le tissu infecté a travers la
paroi capillaire (diapédése). Cependant, la composition des globules blancs change rapidement et
les macrophages et les lymphocytes commencent a remplacer les neutrophiles a courte durée de
vie. Les signes particuliers de [l'inflammation chronique sont [l'infiltration des cellules
inflammatoires primaires telles que les macrophages, les lymphocytes et les plasmocytes dans le

site tissulaire, produisant des cytokines inflammatoires, des facteurs de croissance et des enzymes.
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Tout cela contribue a la progression des lésions tissulaires et a la réparation secondaire, notamment

la fibrose et la formation de granulomes (Rajendran et al., 2018).

V1. Les étapes de I’'inflammation :

Les étapes de I’inflammation sont divisées en 3 sections :
v Phase vasculaire (initiation).
v" Phase cellulaire (amplification).

v" Phase de résolution et réparation (terminaison).

V1.1. Phase vasculaire (initiation)
Les réponses immunitaires qui interviennent dans l'inflammation aigué se produisent dans

le systeme microvasculaire ; elles apparaissent normalement dans les minutes qui suivent une
Iésion tissulaire ou une infection microbienne, en présence d'autres stimuli inflammatoires appelés
événements vasculaires (Abdulkhaleq et al., 2018). La phase initiale de I'inflammation aigué est
caractérisée par une augmentation du flux sanguin et de la perméabilité du systeme
microvasculaire, un processus dont la médiation est assurée, en partie, par des médiateurs
lipidiques (par exemple, les cystéinyl leucotrienes et les prostaglandines) et d'autres produits
vasoactifs (par exemple, I'histamine et la bradykinine) (Sansbury et Spite, 2016). Elle
s'accompagne également d'une infiltration rapide de neutrophiles polymorphonucléaires (PMN)
(figure 3), puis de celle des monocytes qui se transforment en macrophages. C'est ce qu'on appelle
la diapedese leucocytaire (Figure 3) qui s'effectue grace a I'expression de molécules d'adhérence a
la surface des cellules endothéliales et des leucocytes ainsi que de la formation d'un cedéme qui se
traduit par l'infiltration du tissu conjonctif par un liquide riche en protéine provenant du sang
contenu dans les vaisseaux sanguins, cet cedéme inflammatoire (appelé aussi exsudat) est riche en
albumine, fibrinogéne, facteurs de la coagulation, enzymes diverses, immunoglobulines. Il est

responsable d'un gonflement local (Diebold et al., 1995 ; Isobe et al., 2012).

10
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Figure 3 : Mécanismes de migration des leucocytes a travers les vaisseaux sanguins
(Kumar et al., 2013).

Les leucocytes roulent d'abord, puis s'activent et adhérent a I'endothélium, puis transmigrent a
travers I'endothélium, perforent la membrane basale et migrent vers les chimioattractants émanant
de la source de la blessure._Différentes molécules jouent des roles prédominants dans différentes
étapes de ce processus : les sélectines pour la roulade ;_les chimiokines (liées aux protéoglycanes)
dans l'activation des neutrophiles et augmenter |'affinité des intégrines ;_les intégrines pour
I'adhérence stable a I'endothélium ; et CD31 (PECAM-1) pour la migration a travers la paroi vasculaire.
ICAM-1, molécule d'adhésion intercellulaire-1 ; IL-1, interleukine-1 ; PECAM-1, molécule d'adhésion
des cellules endothéliales plaquettaires-1 ; TNF, facteur de nécrose tumorale (Kumar et al., 2013).

VI.2. Phase cellulaire (amplification)

La phase cellulaire suit donc la phase d'exsudation (Borel et al., 1988), ou les monocytes
prennent le relais et initient la transition vers cette phase par leur transformation en histiocytes
(Diebold et al., 1995). Les neutrophiles arrivent les premiers et leur population est maximale dans
les 6 heures suivant le début de I'inflammation. Les monocytes interviennent 12 h a 48 h apres les
neutrophiles en raison de I'expression plus tardive de molécules spécifiques, d'une part des
molécules endothéliales d'adhésion (VCAM-1), dautre part des chimiokines (CCL2). Les
neutrophiles et les macrophages phagocytent les micro-organismes ou les détruisent en libérant les
composes de la phagocytose dans ce dernier cas les tissus sont 1ésés et I'ensemble des cellules
tissulaires et des leucocytes morts contribue a la formation du pus (Aymeric et Lefranc, 2009). Tout
se passe comme si ce stade de I'inflammation était destineé non seulement a détruire les cellules ou

molécules étrangéres mais méme toutes les zones tissulaires altérées, considérées comme

11
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n‘appartenant plus a I'individu. Le collagéne, molécule la plus abondante des tissus conjonctifs, est

particulierement vise (Borel et al., 1988).

VI1.1. Phase de résolution et réparation (terminaison)

Les lésions tissulaires associées a I'inflammation sont éventuellement suivies d'une forme
de guérison. L'élimination des débris cellulaires inflammatoires et nécrotiques doit précéder une
telle guérison. La cicatrisation se produit rapidement aprés une blessure transitoire telle qu'un seul
épisode traumatique mineur. La guérison est également rapide si l'agent blessant est rapidement
inactivé par la réponse de I'hdte, qu'elle soit inflammatoire ou immunitaire. En cas de blessure
persistante de faible intensité, la guérison se produit en méme temps que lI'inflammation chronique.
Le résultat idéal de la guérison est de ramener le tissu a son état normal (avant la blessure), un
processus appelé résolution (Figure 4). L'élimination des débris associés a la réponse
inflammatoire suffit a ramener un tissu a son état normal si la Iésion est mineure (c'est-a-dire si la
nécrose des cellules parenchymateuses est minime). Aprés élimination des débris cellulaires, les
cellules parenchymateuses nécrosées peuvent étre remplacées par de nouvelles cellules
parenchymateuses du méme type dans un processus appelé régénération. Lorsque la résolution et
la régénération ne sont pas possibles, les cellules nécrotiques sont remplacées par du collagéne ;
on parle alors d'organisation, ou de réparation par formation de cicatrices. Dans de nombreux cas,
une combinaison de processus de gueérison se produit. Le mécanisme de guerison dépend du type
d'inflammation, de I'étendue de la néecrose tissulaire, des types de cellules impliquées et de la

capacité de régénération des cellules parenchymateuses endommagées.

Acute Inflammation Resolution

3 = stop PMN PMN >
infiltration apoptosis I\ Lymph
¢ » ) % node
Macrophages

Y. @ © .

Figure 4 : Processus majeur d'inflammation aigué et résolution (Isobe et al., 2012).
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- La résolution est le résultat idéal de la guérison et se produit dans les réponses
inflammatoires aigués a des blessures mineures ou a celles qui présentent une nécrose minimale
des cellules parenchymateuses. Le tissu est en effet rétabli dans I'état ou il se trouvait avant la

blessure.

- Une cicatrice est une masse de collagene qui est le résultat final de la réparation par
I'organisation et la fibrose. La réparation par la formation de cicatrices se produit lorsque la
résolution échoue dans un processus inflammatoire aigu, lorsqu'il y a une nécrose tissulaire
continue dans une inflammation chronique et lorsque la nécrose des cellules parenchymateuses ne
peut étre réparée par la régénération. Comme nous l'avons vu plus haut, la régénération échoue
lorsque les cellules nécrosées sont des cellules permanentes, lorsque la structure du tissu conjonctif
d'un tissu compose de cellules stables a été détruite ou lorsque la nécrose est si étendue qu'aucune

cellule nest disponible pour la régénération (Devi et Reddy, 2020).

VII. Meéediateurs de I’inflammation
De nombreux médiateurs chimiques provenant du systéeme circulatoire, des cellules
inflammatoires et des tissus lésés contribuent activement a la réponse inflammatoire et la

modifient.

Les médiateurs chimiques libérés comprennent ; des amines vasoactives telle que
I’histamine, les peptides (par exemple : les cytokines) et les eicosanoides (par exemple : les
thromboxanes, les prostaglandines) (Abdulkhaleq et al., 2018). On peut décrire ces médiateurs
sous la forme de systemes d'activation plasmatique d'une part, et de médiateurs cellulaires d'autre
part (Betina-Bencharif, 2014).

VII.1.  Médiateur d’activation plasmatique
Systéemes d'activation par plasma; ce sont des systémes multi-protéiques dont les

composants sont produits a distance du centre inflammatoire (Tableau 2).

Divers composants de ces systémes sont présents dans le sang ou ils restent a I'état de
précurseur inactif jusqu'a ce gu'ils soient mis en la présence d'activateurs spécifiques. Il existe une
relation fonctionnelle entre ces systemes, il peut étre divisé en 4 sections : systeme de contact ;
systeme de coagulation-fibrinogénése et fibrinolyse ; systeme de Kinase /Kallicréine ; Systéme

complémentaire (Betina-Bencharif, 2014).

13
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Tableau 2: Origine et réle des médiateurs d’activation plasmatiques (Rankine, 2004 ; King et al.,

2006).

Médiateurs

Origine

Role

Les Systémes d

e contact

Facteur de Hagman
(FH) ou facteur XII

Plasma

- Intervient dans le systéme de coagulation et
fibrinolyse.

- Clive la prékallikréine.

- Active les kinines.

Les Systemes coagulation / fi

brinolyse

complément inactif.

Facteur activateur | Produit au niveau des: - Vasodilatation

des plaquettes | - membranes des plaquettes. - L’activation des plaguettes, et la libération des

(PAF) - des cellules endothéliales. médiateurs qu’elles contiennent.

- Stimulation de I’attraction des leucocytes et de
leur adhésion a I’endothélium.
- Motive la bronchoconstriction.

Thrombine Plasma - La thrombine clive le fibrinogéne soluble en
monomeres qui polymérisent pour former un
réseau de fibrine insoluble. Ce processus est
associe a l'activation des plaquettes au contact de
la matrice sous-endothéliale.

Fibrine Plasma - Conduisant a la formation de caillots

Plasmine Plasma - Dissout les caillots formés et empéche la
formation d’un exces de fibrine.

Le Systeme de Kinase/Kallicréine
Bradykinine Plasma:  (sous forme de | - Provoque une relaxation des muscles lisses non
Kininogéne). vasculaires dans la circulation systémique
- Augmente la perméabilité vasculaire et
intervient également dans les mécanismes de la
douleur.

Kallicréine Plasma - Transforme le kininogéne en Bradykinine
- Permet une vasodilatation locale et une
perméabilité vasculaire.

Les Systéme de complément
C3a Fraction C3 du complément |- La production du super-oxyde par les
inactif. macrophages, les neutrophiles et les éosinophiles.
- Provoque la libération d’IL-1 par les monocytes.
Cbha Fraction C5 du - Un agent puissant chimiotactique pour les

neutrophiles et les monocytes.

- Stimule la libération d’histamine par les
mastocytes.

- La production d’anions superoxydes par les

neutrophiles.
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VI11.2. Médiateurs cellulaires

Ils sont nombreux, les plus intéressants sont résumes dans le tableau 3:

Tableau 3: I’origine et le rdle de différents médiateurs cellulaires.

Meédiateur Origine Roéle
Histamine Stockés dans les | - L'augmentation de la perméabilité vasculaire, et provoque la
granules des | formation d'cedemes.
mastocytes et des | - Un médiateur pro-inflammatoire.
basophiles. - La libération d'histamine provoque une augmentation transitoire
de la perméabilité aprés une Iésion tissulaire.
- Provoque la contraction des cellules endothéliales.
- Permet le passage du fluide avec les protéines a travers les
jonctions inter-endothéliales (Rankine, 2004 ; Jamet et al., 2006).
ROS - Libéré par certaines | - Exagéré le stress oxydatif.
cellules - Peuvent commencer des voies de signalisation intracellulaires.
inflammatoires. - La production excessive de RL et de peroxydes altére les
- Dérivés de mécanismes antioxydants.
I’oxygene. - Améliore I’expression des géenes pro-inflammatoires (Patil et al.,
2019).
Cytokine
TNF-a Produit par  de | - Le mécanisme d’action du TNF-a agit sur de nombreux types de
nombreuses cellules : | cellules. Certaines de ces actions sont identiques a celles de I'lL1 et
- Monocytes se produisent en synergie (Weill et Batteux, 2003).
- Macrophages
IL-1 - Macrophages - Activation de I'expression et répression de nombreux geénes
- Lymphocytes impligqués.
- Fibroblastes -Synthése de médiateurs inflammatoires (Weill et Batteux, 2003).
IL-6 - Monocytes - IL-6 est le principal inducteur des protéines de la phase aigué de
- Macrophages I’inflammation par les hépatocytes, en synergie avec I’IL-1 et le
- Mastocytes TNF (Weill et Batteux, 2003).
Eicosanoides
Thromboxane | - Les thrombocytes - Effet vasoconstricteur.
- Les polynucléaires | - Induit I’agrégation plaquettaire (Abdulkhaleq et al., 2018).
Prostaglandine | - Les leucocytes - Présente des propriétés antiagrégants.
E2 - Polynucléaires - La conservation du processus inflammatoire en augmentant la
- Neutrophiles perméabilité vasculaire et en renforcent [’action d’autres
- Macrophages médiateurs inflammatoires (kinine, histamine...) (Abdulkhaleq et
al., 2018).
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VIII.  Les anti-inflammatoires
Les anti-inflammatoires sont des médicaments employés dans tous les domaines de la
pathologie. lls font partie de différentes classes chimiques et sont caractérisés par une activité
antipyrétique et analgesique périphérique.Ce sont des traitements symptomatiques (Muster, 2005).
IIs ont aussi une action sur la douleur. Ces molécules différent selon leurs actions sur les
médiateurs biochimiques qui sont libérés pendant l'inflammation et elles sont regroupées en anti

inflammatoires non stéroidiens (AINS) et en corticostéroides (Gentili, 2007).
VIIL.1. Les anti-inflammatoires synthétiques

VI Les anti-inflammatoires non stéroidiens
Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont parmi les médicaments les plus
utilisés dans le monde en raison de leur efficacité a diminuer la douleur et I'inflammation (Ong et
al., 2007). Ce sont des molécules a structure chimiques trés différente et qui n’ont pas de structure
stéroidienne. Il s'agit de médicaments aux propriétés anti-inflammatoires, antipyrétiques et

analgesiques (Devillier, 2001).

Les AINS empéchent la dégradation de I'acide arachidonique (Figure 5), En inhibant
I’activité enzymatique des cyclo-oxygénases (COX1 et COX2) qui synthétisent les
prostaglandines et le thromboxane A2. En plus, ils sont capables d'agir sur la composante cellulaire
de l'inflammation en arrétant la mobilité des cellules, surtout des macrophages. Par rapport aux
AIS, les AINS ont une action plus réduite (Sika, 2020).

Il y a deux isoformes de cyclo - oxygénase (COX1 et COX2). Seulement la COX1 est
constitutive, et donc elle opére en permanence a I'état physiologique, elle est localisée dans les
vaisseaux sanguins, l'estomac, les reins...

La COX-2 est inductible et non constitutive, elle est active lorsque la cellule qui la contient
recoit un stimulus dans le cadre de la réaction inflammatoire (Wirtha et al., 2006).
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Figure 5 : Modes d’action des anti-inflammatoires stéroidiens et non stéroidiens (Kumar et
al., 2013).

VIII1.1.2. Les anti-inflammatoires stéroidiens

Les corticostéroides sont des hormones sécrétées par la corticosurrénale et sont classés
dans la catégorie des glucocorticoides.

Les anti-inflammatoires stéroidiens (glucocorticoides) sont un groupe de médicaments
ressemblant par leur structure et leur pharmacologie a I'hormone endogeéne cortisol et qui assurent
différentes fonctions comme l'action anti-inflammatoire, immunosuppressive, antiproliférative et
vaso-constrictive (Yasir et al., 2021).

Les corticostéroides affectent de nombreuses étapes de la voie inflammatoire. Par leur effet
direct sur les vaisseaux (Muster, 2005). La molécule de stéroide diffuse a travers les membranes
cellulaires, se lie a un récepteur intracellulaire spécifique, ce qui entraine un changement de
conformation du récepteur, le complexe récepteur-glucocorticoide est capable de se déplacer vers

le noyau, ou il se lie aux éléments de réponse des glucocorticoides en agissant sur la transcription
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de I’ADN en ARN et sur la régulation post-transcriptionnelle des ARN messagers (Cole et al.,
2019).

Ces agents sont responsables a :

e L’inhibition des facteurs de transcription qui contrdlent la synthése des médiateurs pro-
inflammatoires, notamment les macrophages, les éosinophiles, les lymphocytes, les
mastocytes et les cellules dendritiques.

e L’inhibition de la phospholipase A2, qui est responsable de la production de nombreux
médiateurs inflammatoires (Figure 6).

e L’inhibition des génes responsables de I'expression de la cyclooxygénase-2, de la synthese
d'oxyde nitrique inductible et des cytokines pro-inflammatoires.

e Les corticostéroides provoquent une régulation positive de la lipocortine et de I'annexine
Al, une protéine qui réduit la synthese des prostaglandines et des leucotriénes, inhibe
I'activité de la cyclooxygénase-2 et réduit la migration des neutrophiles vers les sites

inflammatoires (Williams, 2018).

VIIL.2. Les anti-inflammatoires naturels
Le traitement de l'inflammation repose essentiellement sur la médecine chimique,
notamment les anti-inflammatoires non stéroidiens et les glucocorticoides, qui ont divers effets
secondaires. Par conséquent, les composés anti-inflammatoires naturels a base de plantes ont attiré
I'attention de nombreux chercheurs pour traiter les maladies inflammatoires (Gautam et Jachak,
2009).

Les produits naturels ou substances phytochimiques désignent les métabolites secondaires
ayant des effets anti-inflammatoires en agissant sur différents voies de signalisation cellulaire, ils
comprennent principalement monoterpene, diterpéne, triterpene, phénylpropanoide, lignanoide,

coumarine, flavonoide, anthraquinone, alcaloide, et polyphénol (Wang et Zeng, 2019).

Les composeés anti-inflammatoires pourraient agir par un ou plusieurs mécanismes. Le
blocage de la biosynthése du mediateur pro- inflammatoire, la réduction de I'expression des
enzymes clés, l'inhibition de la libération du médiateur, le blocage de l'interaction entre le
médiateur et ses récepteurs sont peu nombreux a resumer (Figure 6) (Patil et al., 2019). Diverses

cibles des anti-inflammatoires naturels dans lI'inflammation sont illustrées a la figure suivante :
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Figure 6 : Cibles des anti-inflammatoires naturels dans I'inflammation (Patil et al., 2019).

PLA2, Phospholipase A2; PLC, Phospholipase C; PKC, protéine kinase C; PAF, facteur d'activation
des plaquettes; DAG, diacylglycérol; IP3, triphosphate d'inositol; COX, cyclooxygénase; LOX,
lipoxygénase; PG, Prostaglandines; LT, leucotrienes; MMP, métalloprotéinase matricielle; HLE,
élastase leucocytaire humaine; ILs, interleukines, TNF-a, facteur de nécrose tumorale alpha; NF-xB,
facteur nucléaire kappa béta; AP-1, protéine activatrice-1; MAPK, protéine kinase activée par un
mitogene; P38, kinase P38; c-JUN, kinase N-terminale c-Jun; ERK, kinase régulée par le signal
extracellulaire. Les fleches sur la figure représentent le processus et la fourchette représente
I'inhibition de la cible

IX. L’inflammation et le stress oxydatif
L'inflammation et le stress oxydatif sont des processus physiopathologiques étroitement
liés. L'un d'eux peut apparaitre avant ou apres l'autre, mais lorsque I'un d'eux apparait, I'autre est

le plus susceptible d’apparaitre ; puis tous deux participent a la pathogenese de nombreuses
maladies chroniques (Biswas, 2016).
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IX.1. Le stress oxydatif : un activateur majeur des voies inflammatoires
Les radicaux libres (ROS), molécules hautement réactives, sont créés par les processus
cellulaires normaux, le stress environnementaux et les radiations UV. Les principaux ROS présents
dans les systéemes biologiques sont I'anion superoxyde (O27), le peroxyde d'hydrogéene (H20), le
radical hydroxyle hautement réactif (HO'), I'oxygene singulet (10>) et I'ozone (O3). Les especes
réactives de l'azote comprenant I'oxyde nitrique (NO) et le radical réactif, I'anion peroxynitrite
(ONOO").

La réaction des ROS, a forte concentration, avec les composants biologiques entraine des
dommages a I'ADN, aux glucides, aux protéines et aux lipides, causant des lésions au niveau
cellulaire et tissulaire, ce qui peut entrainer une inflammation, des troubles du vieillissement
prématuré et plusieurs maladies, notamment le cancer, le diabéte et I'athérosclérose (Ranneh et al.,
2017).

Les ROS Peuvent initier une cascade de signaux intracellulaires qui augmentent
I'expression des genes pro inflammatoires. lls interferent aussi dans la régulation de plusieurs
types de kinases et de facteurs de transcription tels que iINOS et COX-2 et NF-«B , lls jouent
également le réle de second messager dans les voies de transduction du signal intracellulaire et
dans l'activation de I’inflammasome NLRP3 (un composant essentiel du systeme immunitaire
inné, intervient dans l'activation de la caspase-1 et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires
telles que IL-15 et IL-18) (Biswas, 2016 ; Ranneh et al., 2017).

IX.2. Le stress oxydatif est la conséquence de I’'inflammation

L'inflammation est une condition pathologique caractérisée par des infiltrations cellulaires
(monocytes, macrophages, lymphocytes, PMN et plasmocytes) dans la paroi vasculaire,
extravasation des cellules immunitaires dans les tissus et libération de ROS (comme I'anion
superoxyde (O2") (Burgos-Mordn et al., 2019), le peroxyde d'hydrogéne (H20.), I'oxyde nitrique
et les cytokines) par ces cellules conduisant a des Iésions tissulaires. Les PMN générent des ROS
principalement via I'enzyme NADPH oxydase 2, dont l'activité est médiée par I'assemblage de la
sous-unité catalytique gp91lphox (NOX2). L’anion superoxyde produit spontanément ou
enzymatiquement (SOD) se dismute en H2O>. Ce dernier, donne également naissance a d'autres
radicaux hautement réactifs, tels que le radical hydroxyle (‘OH) ou I'acide hypochloreux (HOCI)
lorsqu'il est catalysé par I'enzyme MPO. Ces deux radicaux peuvent causer des lésions tissulaires

en plus d'oxyder une variété de protéines, etc. Les troubles du systeme immunitaire ont été associés
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a une augmentation de I'expression de médiateurs pro-inflammatoires, notamment les cytokines,
la NADPH oxydase, la NF kappa B, la myeéloperoxydase et I'iINOS (Synthase d'oxyde nitrique
inductible). Les ROS générés par les cellules inflammatoires (en plus de provoquer un stress
oxydatif direct pour éliminer les agents pathogénes) stimulent également les voies qui conduisent
a l'amplification de l'inflammation (Soomro, 2019 ; Chatterjee, 2016). Cet environnement
inflammatoire / oxydatif déclenche un cercle malsain, qui peut nuire aux cellules stromales et
épithéliales saines, qui apres une longue période peuvent declencher une carcinogenese (Figure 7).
Dans un état corporel normal et sain, il existe un équilibre entre la formation d'espéces réactives
de l'oxygene / les radicaux libres et les mecanismes de défense antioxydants endogenes.
Cependant, si cet équilibre est perturbé, il peut entrainer un stress oxydatif et des dommages
associes. Cette condition de stress oxydatif peut endommager tous les composants cellulaires
vitaux tels que I'ADN, les protéines et les lipides membranaires et peut entrainer la mort cellulaire.
En conséquence, il peut provoquer de nombreuses maladies, notamment le diabete, les maladies
cardiovasculaires, I'inflammation, le cancer, les maladies dégénératives, l'ischémie et I'anémie.
(Arulselvan et al., 2016).

Cellular oxidan [Sq:rur imental agents
l W

Low ROS generation High ROS generation

Lipids

¥ ,], T Proteins
Signaling pathways Oxidative stress LA,
*
4 4 Mutation
Fro-inflammatory mediators ‘J'
Cellular
i transformation
Inflammation — "l'
Carcinogenasis
l !
]
L 4 i

- s 1 f . I - ¥ : _ ? K
| Cell proliferation | | Cell survival | | Cell invasion/angiogenesis |

| Cell growth and tissue remodeling !

Figure 7 : La relation entre radicaux libre, stress oxydatif, inflammation, physiologie et
pathologie cellulaires (Chatterjee, 2016).
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I. Présentation de la plante étudiee
1.1. La famille des Astéraceées

Les Astéracées, également appelées Compositae, la famille des asters, des marguerites ou
des composites de l'ordre des Astérales, est I'une des plus grandes familles de plantes (Ayad et
Akkal, 2019), elle comprend plus de 1 600 genres et 23 000 especes individuelles (Gao et al.,
2010). Le genre Centaurea L est I'un des plus grands genres de la famille Asteraceae (Bona, 2015).
La majorité des membres de cette famille sont des plantes médicinales qui ont des applications
thérapeutiques, aussi une importance économique (Achika et al., 2014).

Ces plantes ont généralement des feuilles poilues et aromatiques (Achika et al., 2014), elles
contiennent tres souvent avec les tiges des canaux sécréteurs de résine ou de latex. Elles peuvent
étre alternes, opposées ou verticillées. Elles sont souvent profondément ou autrement incisées.

Ses fleurs sont regroupées en inflorescences compactes (tétes) qui ressemblent
superficiellement a des fleurs individuelles. Chaque téte est généralement sous-tendue par des
involucres de petites feuilles modifiées (bractées). De plus, chez plus de la moitié des membres de
la famille, les fleurs des rangées les plus extérieures de la téte ont une corolle modifiée qui est
typiquement plate et allongée et ressemble aux pétales individuels de la plupart des autres fleurs
(Rustaiyan et Faridchehr, 2021).

1.2. Le genre Centaurea
Le genre Centaurea appartenant a la famille des Astéracées, contient plus de 700 espéces
réparties dans le monde entier. En Algérie, il est représenté par 45 especes; parmi ces especes:

® Centaurea acaulis L.

® Centaurea calcitrapa.

® Centaurea choulettiana.

® Centaurea hyalolepis (Azzouzi et al., 2016 ; Rebbas et al., 2021).

Les plantes du genre Centaurea sont beaucoup plus adaptés au sec
et liés au climat méditerranéen (Hilpold et al., 2014). Le genre botanique Centaurea
est assez proche des chardons, mais s'en distingue par des feuilles alternes,
polymorphes et non épineuses. Les Centaurea sp sont des plantes herbacées,

annuelles ou vivaces. Une caractéristiqgue de toutes les especes de
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Centaurea est l'involucre a la base des fleurs qui est constitué de petites bractées qui se
chevauchent comme des bardeaux.

Certaines especes sont caractérisées par bractées qui sont frangées ou légerement poilues,
tandis que d'autres sont entiéres. Leurs fleurs sont disposées en tétes. Leurs couleurs varient
principalement entre le rose, le violet et le pourpre. Le réceptacle est tapissé d'une soie abondante.
Les anthéres sont soudées a la base ; le style est une branche courte, avec des glands a feuilles

persistantes ou a feuilles caduques (Figure 8) (Khammar et Djeddi, 2012).

Figure 8 : Photographies des especes du genre Centaurea (Hilpold et al., 2014).

(A), C. ornata . (B), C. cyanus. (C), C. lycopifolia. (D), C. benedicta. (E), C. akamantis. (F), C.
hierapolitana. (G), C. hyrcanica. (H), C. exarata. (1), C. patula. (J), C. tenorei. (K), C. alba. C.
pulvinata. (M), C. horrida. (N), C. princeps. (O), C. panormitana.

1.3.  Classification de la plante Centaurea sp

Embranchement : Spermatophytes
Sous Embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones

Ordre : Astérales
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Famille : Compositae

Sous famille : Tubuliflores

Tribu : Cynarées

Genre : Centaurea

Espéce : Centaurea sp (Quezel et Santa, 1962; 1963)

1.4. Habitat

Le genre Centaurea est le quatriéme plus grand genre de la famille des Asteraceae, avec
plus de 600 espéces distribuées dans le monde entier, en particulier en Asie occidentale. Sont
distribuées dans les zones cotieres méditerranéennes, la Mer Rouge et les régions du Nil en Egypte
(Reda et al., 2021).

La Turquie est le principal centre de diversité des espéces de Centaurea (Uzunhisarcikli et
al., 2007), est représenté 192 taxons en et elle est connue comme “zerdali dikeni”, “coban kaldiran”
and “Timur dikeni” en Turquie (Erdogan et al., 2017), et en Algérie, il est représenté par 45 espéces
(Azzouzi et al., 2016).

1.5. Utilisation traditionnel de genre Centaurea

Certaines espéces de Centaurea étaient utilisées depuis longtemps dans la médecine
traditionnelle pour traiter diverses maladies telles que des problémes gynécologiques, digestifs et
dermatologiques. Plusieurs études biologiques ont révélé des activités importantes telles que anti-
inflammatoire, antipyrétique, antalgique, antiplaquettaire, cicatrisante, antiulcérogene,
hépatoprotectrice, antiplasmodiale, cytotoxique, antioxydante, antibactérienne, antifongiques,
antivirales (Erel et al., 2014 ; Reda et al., 2021), antidiabétiques, antidiarrhéiques,
antirhumatismaux, digestifs, stomachiques, diurétiques, menstruels, astringents, hypotenseurs,
antipyrétiques par les médecins publics, et sont utilisées seules ou en mélange (Arif et al., 2004).
Les plantes importantes de cette espece qui avaient été explorées jusqu'a présent comprennent C.
calcitrapa, C. cyanus, C. solstitialis, C. urvillei, C. iberica, C. stoebe et C. pullata, etc (Khammar
et Djeddi, 2012).

En Egypte, C. alexandrina est utilisés comme agents antibactériens et antidiabétiques. C.
calcitrapa est largement utilisée en médecine traditionnelle en Afrique du Nord ; la plante entiere
est amere-astringente, apéritive, stomachique et est utilisée pour la fiévre intermittente et les

maladies oculaires. De plus, les racines et les fruits sont diurétiques et les graines sont utilisées
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pour les calculs rénaux. En Syrie, les graines et les racines sont utilisées comme stimulant de
I'appétit et contre la diarrhée. En Turquie, l'infusion de la plante est utilisée pour traiter la fievre
(Reda et al., 2021).

En Turquie, C. pulchella, C. drabifolia, C. solstitialis ssp.solstitialis, C. iberica et C.
virgata sont utilisés pour le traitement de l'ulcére peptique, du paludisme, du rhume, des maux
d'estomac, des douleurs abdominales et des infections herpétiques autour des levres. Les feuilles
basales de C. triumfettii et C. urvillei sont utilisés comme denrées alimentaires et consommes frais.
Les fleurs séchées de C. cyanus, qui sont principalement disponibles dans I'ouest et le sud-ouest
de I'Anatolie, sont utilisées (infusion a 5%) pour soulager la diarrhée, gagner de I'énergie,
augmenter lI'appétit et soulager I'oppression thoracique. C. behen qui pousse dans I'est de I'Anatolie
est utilisé pour les problémes d'estomac et le debut des menstruations. C. calcitrapa qui pousse
dans le nord-ouest de I'Anatolie est utilisé (infusion de 2 & 6 %) comme antipyrétique. Une autre
espece, C. jacea, est utilisée pour réduire la fievre, déclencher les menstruations, soulager la
constipation et augmenter l'appétit. Une recherche sur les herbes traditionnellement utilisées
comme une sorte de médicament par le public a révélé que C. iberica a été utilisé pour les douleurs

abdominales et pour guérir les pigdres d'insectes et de serpents).

Les médecins traditionnels chinois utilisent C. uniflora depuis toujours contre

I'intoxication. L'extrait acétate d'éthyle de C. uniflora présente des effets anti-athérosclérotiques.

En Espagne, I'infusion de C. aspera, C. seridis var. maritima et C. melitensis sont utilisés
pour I'nypoglycémie (Khammar et Djeddi, 2012).

Les utilisations les plus courantes de C. ornata sont celles pour traiter les ulceres gastriques
et les plaies. 1l est également administré par voie topique dans des bains, des lavages, en cataplasme
de racine fraiche, séchée ou rétie et en appliquant de I'huile d'olive ou les morceaux de racine
avaient été préalablement frits. Pour les douleurs a I'estomac ou les problemes de circulation, il est
administré par voie orale. De plus, a Badajoz (Estrémadure, Espagne), il est utilisé contre les
boutons, les douleurs aux jambes, I'inflammation, les hémorroides, les pigdres d'insectes, les
frottements, les rhumatismes, I'arthrose, les douleurs générales, la circulation, les maux d'estomac,
le cancer de la peau, la gangrene, tout, la panacée " remede universel ». C. ornata est également
utilisé dans d'autres régions espagnoles et portugaises pour soigner l'arthrite et les rhumatismes
(Khammar et Djeddi, 2012).

En Algérie, comme le rapportent de nombreuses études pharmacologiques, divers extraits

bruts et composés isolés d'especes centaurées algériennes ont montré des activités biologiques
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importantes, telles que cytotoxiques, antimicrobiennes, antioxydantes et antiplasmodiales (Ayad
et Akkal, 2019).

I Les Métabolites secondaires
Les métabolites secondaires des plantes sont des composés chimiques produits par la
cellule végétale par des voies métaboliques dérivees celles du métabolisme primaires telles que
(les protéines, les glucides, et les lipides) (Hussein et ElI Anssary, 2019). Elles jouent un réle
majeur dans l'adaptation des plantes a leur environnement. Ces composés contribuent largement a
I'interaction avec les écosystemes. Elles ont été décrites comme antibiotiques, antifongiques et

antivirales, et donc capables de protéger les plantes contre les agents pathogenes.

Les composeés secondaires des plantes sont classés en fonction de leurs voies de
biosynthese. Trois grandes familles de composés sont généralement considérées : les composés

phénoliques, les alcaloides et les terpenes (Bourgaud et al., 2001).

1.1. Les composés phénoliques
Les composeés phénoliques, I’une des principales classes de métabolites secondaires ; Ce
sont des substances phytochimigques comprenant au moins un cycle aromatique et un ou plusieurs
groupes hydroxyle (Macheix et al., 2005). Ils sont biosynthétises a partir des hydrates de carbone

via la voie de I’acide shikimique et la voie de I’acétate.

La structure des composés phénoliques va du simple noyau aromatique de faible poids
moléculaire jusqu’aux tanins complexes de trés haut poids moléculaire, ils peuvent étre classés
par le nombre et I’arrangement des atomes de carbone les composant en fonction de la nature de
leur squelette carboné et en fonction de la longueur de la chaine aliphatique liée au noyau
benzénique. Ils peuvent étre répartis en deux grands groupes : les flavonoides et les non-
flavonoides (Chira et al., 2008).

I1.1.1. Les Flavonoides

Les flavonoides sont des substances phytochimiques qui existent soit sous forme
d'aglycones libres, soit sous forme de conjugués glycosidiques (Middleton et al., 2000). Ils jouent
divers roles dans les plantes en tant que métabolites secondaires, étant impliqués dans les processus
de défense contre les UV, la pigmentation, la stimulation des nodules de fixation de l'azote et la

résistance aux maladies (Crozier, 2003).
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Chimiquement, ils sont polyphénoliques et possedent une structure de phénylbenzopyrone
(C6-C3-Ce) (Middleton et al., 2000). Les flavonoides peuvent étre subdivisés en différents sous-
groupes en fonction du carbone du cycle C sur lequel est fixé le cycle B et du degré d'insaturation
et d'oxydation du cycle C.

Les flavonoides dans lesquels le cycle B est lié en position 3 du cycle C sont appelés
isoflavones; dont le cycle B est lié en position 4 sont appelés néoflavonoides, tandis que ceux dont
le cycle B est lié en position 2 peuvent étre subdivisés en plusieurs sous-groupes sur la base des
caractéristiques structurelles du cycle C, catégorisee principalement en flavones, flavonols,

flavanones, isoflavones, flavanonols et flavanols (Figure 9) .

o

Flavanols

Flavone Flavanonol

Flavonol O

Isoflavone
()

Flavonone

Figure 9 : Structure chimique générale des flavonoides et de leurs différentes classes
(Ravishankar et al., 2013).
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11.1.2. Les non flavonoides
11.1.2.1. Les Acides phénoliques

Le terme "acides phénoliques", en général, désigne les phénols qui possedent un groupe
fonctionnel acide carboxylique. Les acides phénoliques d'origine naturelle contiennent deux
structures carbonees distinctes : les structures hydroxycinnamique et hydroxybenzoique (Figure
10) (Balasundram et al., 2006).

11.1.2.1.1. Les acides hydroxybenzoiques (Ces-C1)

Les acides hydroxybenzoiques dérivant de l'acide benzoique (Lafay et Gil-lzquierdo,
2008). lls se présentent surtout sous forme libre que sous forme combinée a I'état d'esters ou
d'hétérosides (Macheix et al., 2005).
11.1.2.1.2. Les acides hydroxycinnamiques(Cs-Cs3)

Les acides hydroxycinnamiques dérivent de I’acide cinnamique (Lafay et Gil-1zquierdo,
2008). Ses composés sont produits sous forme d'esters simples avec le glucose ou bien les acides
hydroxy carboxyliques (Balasundram et al., 2006).

Acides phénoliques

RS COOH RS =, COOH
R4 R2 R4 R2
R3 R3
acides benzoigues R2 R} R4 RS acides hydroxycinnamiques
acide phydroxybenzoique H H OH H acide pcoumarique
acide protocatéchique H OH OH H acide caféque
acide vanilhgque H OCH; OH H acide femuhique
acide gallique H OH OH OH
acide syringique H OCH; OH OCH; acide smapique
acide salicylique OH H H H
acide gentisique OH H H OH

Figure 10 : Structures des acides phénoliques (Chira et al., 2008).

11.1.2.2. Les lignines
Les lignines sont des polymeéres aromatiques, complexes et tridimensionnels qui sont
présents principalement dans les parois cellulaires vegeétales ; ils jouent un réle important dans la

croissance et le développement des plantes (Rogers et Campbell, 2004 ; Vanholme et al., 2008).
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Les lignines sont dérivées par la polymérisation de sous-unités monomeres appelées monolignols,
ces derniéres sont des composés phenylpropanoides en (Cs-Cz). Trois différents monolignols
peuvent étre incorporés dans le polymeére de lignine notamment I'alcool p-coumarylique, I'alcool

coniférylique ou I'alcool sinapylique (Figure 11) (Rogers et Campbell, 2004).

CH,OH CH,OH CH,OH
T > =
OCH, H,CO OCH,
OH OH OH
p-Coumaryl alcohol Coniferyl alcohol Sinapyl alcohol

Figure 11 : Les trois différents précurseurs monomeres (les monolignols) qui peuvent étre

incorporés dans les polymeres de lignine (Rogers et Campbell, 2004).

11.1.2.3. Les Coumarines

Les coumarines (2H-1-benzopyran-2-one) constituent la plus grande classe de dérivés du
1-benzopyranne, Elles sont présentes en abondance dans diverses familles de plantes; La plupart
des coumarines naturelles sont oxygénées en C-7 (Sarker et Nahar, 2007). Ils sont aussi les dérivés
de Ce-Ca. lls sont présents dans toutes les parties de la plante et se trouvent dans la nature sous

forme libre ou liée (sucres) (Stringlis et al., 2019).

HO O

Llimb=dlilerons = = H
Scopoledn R = OMe

Figure 12 : Structure de base de coumarines (Sarker et Nahar, 2007).

11.1.2.4. Les Tanins
Ils sont largement distribués dans la flore végétale. Ce sont des composés phénoliques de

haut poids moléculaire. Les tanins sont solubles dans I'eau et I'alcool. Ils se trouvent dans la racine,
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I'écorce, la tige et les couches extérieures des tissus végetaux. Les tanins ont la particularité de
tanner, c'est-a-dire de transformer les choses en cuir. lls ont une réaction acide et cette réaction

acide est attribuée a la présence de phénoliques ou de groupes carboxyliques (Doughari, 2012).

Figure 13 : Structure de base de tanins (Schofield et al., 2001).

1.2 Les alcaloides
Les alcaloides sont des produits naturels qui contiennent des atomes d'azote
hétérocycliques et ont un caractere basique. Le nom alcaloides dérive de I'expression "alcalin™ et
il était utilisé pour décrire toute base contenant de I'azote ; Ils sont naturellement synthétisés par
un grand nombre d'organismes, notamment les animaux, les plantes, les bactéries et les

champignons.

Les alcaloides sont si nombreux et présentent une telle variété de structures moléculaires
regroupées en familles, selon le type de systéeme d'anneau hétérocyclique (Figure 14) (Saxena et
al., 2013).
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Figure 14 : Structures des alcaloides importants présents dans la nature (Saxena et al.,
2013).

Les Terpéenes

Les terpénes appartiennent a la plus grande classe de métabolites secondaires et sont
essentiellement composeés d'unités isoprénes a cing carbones qui sont reliées entre elles de
plusieurs fagons. Les terpenes sont des hydrocarbures simples, tandis que les terpénoides sont une
classe modifiée de terpénes avec différents groupes fonctionnels et des groupes méthyles oxydés
déplacés ou supprimés a diverses positions. Les terpénoides sont divisés en monoterpénes,

sesquiterpénes, diterpenes, sesterpenes et triterpénes en fonction de leurs unités de carbone.

La plupart des terpénoides dont la structure varie sont biologiquement actifs et sont utilises
dans le monde entier pour le traitement de plusieurs maladies. De nombreux arémes et parfums
agréables sont composeés de terpénes en raison de leur odeur agréable. En méme temps, ils jouent
un réle diversifié dans les aliments, les médicaments, les cosmétiques, les hormones et les

vitamines (Perveen, 2021).

I11. Les metabolites secondaires les plus courants du genre Centaurea

Le genre Centaurea a fait I'objet de nombreuses recherches phytochimiques mettant en
évidence sa richesse en métabolites secondaires bioactifs et qui ont montré que les principaux
métabolites secondaires de ce genre sont les composes phénoliques tels que les flavonoides, les

lignanes et les lactones sesquiterpéniques (Figure 15) (Ayad et Akkal, 2019 ; Yildirim et al., 2022).
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Figure 15: Les composants chimiques du genre Centaurea algérienne (Ayad et Akkal, 2019).

I11.1. Les flavonoides

Des rapports ont montré que 119 flavonoides de divers types isolés de Centaurea spp.
Certains se sont averés biologiquement actifs. L'apigénine, la lutéoline et leurs glycosides sont les
flavonoides les plus courants chez les especes de Centaurea. L'apigénine, la circimaritine,
I'eupatorine, l'isoschaftoside, I'isovitexine, le kaempférol 3-0.glucoside, le kaempférol 3-méthyl
éther et la 6-méthoxylutéoline 3', 4' ,7-triméthyl éther possédant des propriétés antibactériennes
(Al-Easa et Rizk, 1992).

La présence de flavonoides a été signalée dans la majorité des Centaurea algériens et des
genres apparentés. En fait, 65 flavonoides de différentes classes ont été trouvés, dont 33
flavonoides aglycones et 32 flavonoides glycosides.

Les espéces de Centaurea algériennes présentent un profil flavonoide comprenant des
flavones, des flavonols, une seule flavanone, des O-glycosides de flavone, des glycosides de

flavonol, deux glycosides de flavanone et des C-glycosides de flavone (Figure 16).

F lavanones |i1
Flavanone glycosides -
Flavone C-glycosides | ND &

Flavenols | “ 11

Flavone O-glycosides | 11
Flavonaol glycosides lh 13

Figure 16: Classification des flavonoides des Centaurées algériennes et des genres apparentés
(Ayad et Akkal, 2019).
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I11.2. Les lactones sesquiterpenes

Les espéces de Centaurea se caractérisent par la présence des lactones sesquiterpéniques
comme le guaianolide et le germacranolide, certains elemanolides et eudesmanolides ont
également été isolés d'especes de Centaurea.

Certaines de ces lactones sesquiterpéniques se sont avérées biologiquement actif. L'une des
découvertes les plus intéressantes est l'activité cytostatique marquée des lactones
sesquiterpéniques chlorées, a savoir que les chlorohyssopifolines. Le Cynaropicrin et le
deacylcynaropicrin ont également été signalées comme supprimant les activités cytotoxiques.

La cnicine a été signalée comme un agent hypoglycémiant et phytotoxique et posséde une
activité antibactérienne (Al-Easa et Rizk, 1992).

En Algérie, une recherche bibliographique a permis d'isoler et d'identifier un total de 59
lactones sesquiterpéniques différentes a partir de genres Centaurea. Les lactones
sesquiterpéniques les plus abondantes rapportées jusqu'a present étaient : Germacranolides (12
composés), les élémanolides (12 composés), les eudesmanolides (8 composés) et les guainolides
(27 composés) (Ayad et Akkal, 2019).

111.3. Les lignanes

Les lignanes sont des composeés dimériques formés essentiellement par l'union de deux
molécules d'un dérivé du phénylpropéne (Hussein et EI Anssary, 2019). Se trouvent souvent dans
le bois des Gymnospermes et dans les tissus soumis a lignification chez les Angiospermes (Krief,
2003).

Les especes du genre Centaurea ont montré la présence de ces substances dans de
nombreuses espéces (Yildirim et al., 2022).

IV. L’activité anti oxydante des polyphéenols et des flavonoides

Les composés phénoliques sont des antioxydants et sont étudiés notamment afin de trouver
des molécules capables de protéger le corps humain contre les effets des espéces réactives de
I'oxygéne (ERO) et de remplacer les antioxydants synthétiques, qui peuvent avoir une certaine
toxicité (Albayrak et al., 2010).

Ces antioxydants phénoliques, surtout les acides phénoliques et les flavonoides ont des

propriétés de piégeage des radicaux libres, de chélation et de réduction des métaux, et peuvent
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également empécher les systémes enzymatiques responsables de la génération de ROS (Lee et al.,
2008).

IV.1. Mécanisme de piégeage des radicaux libres par les flavonoides

La capacité des flavonoides a piéger les radicaux libres est principalement associée a la
présence de groupes hydroxyle des cycles A et B. Le potentiel de piégeage des groupes hydroxyle
phénoliques du cycle B est plus forte que celle du cycle A et la position de I'hydroxyle phénolique
3" est la plus importante (Wang et al., 2021). Ce potentiel est lié a la capacité d’un flavonoide (FI-
OH) a transférer I'atome d'hydrogene phénolique a un radical libre. Le processus de transfert est

décrit par la formule suivante (Weinberg et al., 2012) :

FI-OH + RO® ----------- FI-O° + ROH

La réaction ci-dessus donne les radicaux phénoxyles (FIO®°) et une molécule stable (ROH).
Les radicaux phénoxyles sont moins actifs par rapport a R°. lls réagissent ensuite pour former des
composés non réactifs, par l'interaction suivante (Amic¢ et al., 2003) :

FIO® + R®------- FIO-R

FIO®+ FIO®------ FIO-OF!

IV.2. Effet des flavonoides sur les enzymes productrices de radicaux libres
Les flavonoides sont capables d'inhiber les activités de plusieurs enzymes impliquées dans
la génération de radicaux. Parmi ces enzymes, la xanthine oxydase, la lipoxygénase, la cyclo-

oxygenase, la peroxydase et la tyrosine kinase sont les plus étudiées (Loannou et Ghoul, 2012).

Comme de nombreux autres flavonoides, la quercétine peut contribuer au traitement de la
goutte et de I'ischémie en réduisant la quantité d'acide urique et d'anion superoxyde dans les tissus
par I'inhibition de la XO (Kaurinovic et VVastag, 2019). Les groupes hydroxyle en positions C-5 et
C-7 ainsi que la double liaison C2-C3 sont essentiels a l'activité inhibitrice de la XO (Atmani et
al., 2009).

Certains flavonoides inhibent la production de NO dans les cellules RAW 264.7 activées
par le lipopolysaccharide (Kim et al., 1999) et leur activité inhibitrice pourrait étre due a la
réduction de I'expression de I'enzyme iNOS (Raso et al., 2001) qui peut étre une source importante

de ROS. Elle peut réduire I'oxygéne moléculaire au lieu de transférer des électrons a la L-arginine,
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produisant ainsi de I'0O2™ En absence de cofacteurs suffisants comme la tétrahydrobioptérine pour

la catalyse enzymatique (Atmani et al., 2009).

IV.3. Pouvoir chelateur des flavonoides
Les ions de fer (Fe?*) et de cuivre (Cu™), peuvent étre des cofacteurs de diverses enzymes
impliquées dans le systéeme de défense antioxydant des cellules. Ils sont également responsables

de la production du radical hydroxyle par la réduction du peroxyde d’hydrogéne (OH-) selon la

reaction suivante (Loannou et Ghoul, 2012) :
HZOZ + Fe2+ (CU+) ----------- OHo + OH- + Fe3+ (Cu+)

Les flavonoides forment un complexe stable avec les métaux de transition (Fe*, APP*, Cu?*,
Zn?*) ; la steechiométrie du complexe et le site de chélation dépendent de la nature du flavonoide
surtout de la présence de la partie catéchol (Le Nest et al., 2004) et du pH (Cornard et Merlin,
2002). De plus, ce phénomene de chélation est parfois accompagné de I'oxydation du flavonoide
(Cu?*, Fe®"). La chélation se déroule le plus souvent sur les groupes hydroxyle en position 3' et 4'
du cycle B, sur la position 3 du groupe hydroxyle du cycle A et sur les positions 3 et 4 du groupe
carbonyle du cycle C (Figure 17) (Pietta, 2000).

Figure 17 : les sites de chélation au niveau des flavonoides (Pietta, 2000).

V. Larelation entre la structure des flavonoides et leur effet antioxydant

Les flavonoides constituent I'un des groupes les plus importants de composés bioactifs
parmi les métabolites secondaires. Le nombre total et la configuration des groupes hydroxyle

existant sur les composes augmentaient les effets antioxydants des flavonoides.
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La nature chimique des substances polyphénoliques dépend de leur classe structurelle, du
degré d'hydroxylation, dautres substitutions et conjugaisons. Leurs différents effets
pharmacologiques dépendent principalement de leur structure (Figure 18). Les effets protecteurs
des flavonoides dans les systéemes biologiques sont attribués a leur capacité a transférer de
I'nydrogéne ou des électrons aux radicaux libres, a activer les enzymes antioxydantes, a chélater

les catalyseurs métalliques et a inhiber les oxydases (Sarian et al., 2017).

» Le -OH en position 4' sur le cycle B et le -OH en position 7 sur le cycle A possédaient une
activité antioxydante élevée ; le cycle B et/ou le cycle A avec des groupes -OH adjacents pouvaient
augmenter considérablement leur capacité antioxydante (Zhang et al., 2014).

» Les flavonoides inhibent les enzymes impliquées dans la production de ROS (Nile et al.,
2018).

» Des études de structure-réactivité ont démontré que les activités antiradicalaires/
antioxydantes sont liées a des critéres structurels tels que : la présence d'un ortho-hydroxyle sur le
cycle B, la présence d'un ou plusieurs groupes hydroxyle libres, la présence d'une double liaison
C2-C3 dans le cycle C, ou la présence d'un groupe 3-hydroxyle (Cherrak et al., 2016).
> Une structure 3'.4'-catéchol dans I'anneau B renforce fermement l'inhibition de la
peroxydation lipidique. Cette caractéristique des flavonoides fait d'eux les piegeurs les plus
efficaces des radicaux peroxyle, superoxyde et peroxynitrite (Heim et al., 2002).
> On a constaté que l'alkylation et I'acétylation des groupes phénoliques en positions C-5, C-
7 et C-8 (c'est-a-dire les groupes méthoxy ou acétate) diminuaient les activités antioxydantes et de

piégeage (Sarian et al., 2017).

Figure 18 : Structure de base du flavonoide (Cherrak et al., 2020).

VI. Activités antioxydants et anti radicalaires des especes Centaurea :

Il existe de nombreux articles dans la littérature sur les effets antioxydants des différents

extraits et composés de nombreuses espéces de Centaurea (Yildirim et al., 2022).
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Zengin et al. (2018) ont determiné que les extraits aqueux et méthanoliques et acétate
d’éthyle de Centaurea saligna possedaient une forte activité de piégeage des radicaux DPPH et
ABTS. lls ont prouvé que L'extrait aqueux avait la teneur phénolique la plus élevée (extrait de
30,18 mg de GAE/qQ), et l'activité de piégeage des oxydants la plus puissante (120,53, 111,90,
68,43 et 157,88 mg de TE/g d'extrait, pour CUPRAC, FRAP, DPPH et ABTS). Dans la méme
étude, il a été rapporté que la teneur totale en flavonoides de ces extraits était de 25,81, 43,16 et
6,33 mg RE/qg, respectivement (Yildirim et al., 2022).

Le Patuletin 7-O-B-glucopyranoside a eté isolé de I'extrait n-butanol de C. acaulis. La
capacité antioxydante de ce glycoside a été réalisée a l'aide de méthodes de piégeage des radicaux
DPPH, de peroxydation lipidique et de piégeage du radical hydroxyle. L'effet piégeur du DPPH
exerce par le patuletin-7-OB-glucopyranoside (97,92 %) était meilleur que celui de la vitamine C
standard (95,00 %). De plus, le pourcentage d'inhibition de la peroxydation lipidique a 100ug/mL
de patuletin-7-O-B-glucopyranoside s’est avéré étre 51,93% inférieur & celui trouvé pour la
vitamine C (86,95%). D'autre part, la valeur IC50 de ce composé et de I'acide ascorbique était de
25,16 et 10,53ug/mL, respectivement, en utilisant la méthode de piégeage du radical hydroxyle
(Bicha et al., 2013).

VII. Meécanisme d’action anti inflammatoire des composés phénoliques

Les composés phénoliques peuvent inhiber l'activité ou l'expression génétique des
médiateurs pro-inflammatoires en plus de la COX (Tareq et al., 2020). En outre, certains composés
phénoliques peuvent réguler a la hausse ou a la baisse des facteurs de transcription, comme le
facteur nucléaire kB (NF-kB) ou Nrf-2, dans les voies inflammatoires et antioxydantes (Ambriz-
Pérez et al., 2016).

La structure des composés phénoliques influence fortement leurs mécanismes d'action anti-
inflammatoire. Par exemple, l'insaturation du cycle C confere une stabilité aux espéeces radicalaires
intermédiaires par résonance. Par ailleurs, une double liaison située en C2-C3 induit une
coplanarité entre les cycles A et C, stimulant l'interaction du flavonoide avec le site actif
enzymatique (Lattig et al., 2007). Le groupe catéchol au niveau du cycle B aide a I'oxydation
enzymatique, induisant la formation d'espéces électrophiles permettant I'addition nucléophile.
Enfin, les ligands des composés phénoliques participent a la formation de liaisons covalentes entre

les flavonoides et les macromolécules (Lago et al., 2014).
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VIIL.L1.  Mécanisme d’action anti inflammatoire des flavonoides

Les flavonoides ont des propriétés anti-inflammatoires, inhibent les enzymes régulatrices
ou les facteurs de transcription importants pour le contrble des médiateurs impliqués dans
I'inflammation (Maleki et al., 2019).

Certains membres des flavonoides affectent significativement la fonction du systeme
immunitaire et des cellules inflammatoires (Kumar et Pandey, 2013). Les flavonoides peuvent
affecter spécifiquement la fonction des systémes enzymatiques impliqués de maniére critique dans
la génération des processus inflammatoires, en particulier les protéines kinases tyrosine et sérine-
thréonine (Garcia-Lafuente et al., 2009). L'inhibition des kinases est due a la liaison compétitive
des flavonoides avec I'ATP sur les sites catalytiques des enzymes. Ces enzymes sont impliquées
dans la transduction des signaux et les processus d'activation cellulaire impliquant les cellules du
systéeme immunitaire. 1l a été signalé que les flavonoides sont capables d'inhiber I'expression des
isoformes de I'oxyde nitrique synthase inductible, de la cyclooxygénase et de la lipooxygenase,
qui sont responsables de la production d'une grande quantité d'oxyde nitrique, de prostanoides, de
leucotriénes et d'autres médiateurs du processus inflammatoire tels que les cytokines, les
chimiokines ou les molécules d'adhésion (Tunon et al., 2009). Les flavonoides inhibent également
les phosphodiestérases impliquées dans I'activation cellulaire. Une grande partie de I'effet anti-
inflammatoire des flavonoides se situe au niveau de la biosynthese des cytokines protéiques qui
médient I'adhésion des leucocytes circulants aux sites de blessures. Certains flavonoides sont de
puissants inhibiteurs de la production de prostaglandines, un groupe de puissantes molécules de

signalisation pro-inflammatoires (Manthey, 2000).

VIIL. Activité anti-inflammatoire des especes Centaurea

De nombreux rapports suggerent que les especes de Centaurea exercent des propriétés anti-
inflammatoires dans un modéle de rat de maladie inflammatoire de l'intestin (MI1) (Al-Saghir et
al., 2009), d'cedeme de la patte induit par le carraghénane (Koca et al., 2009 ¢; Erel et al., 2014 ),
la formation de I'eedéme de Il'oreille induit par le TPA (Koca et al., 2009), trés probablement par
inhibition de I’expression du COX 2 et du facteur nucléaire-«kf. II a été démontré que l'extrait de
C. nerimaniae provoque une inhibition de 92,16 + 3,49 % de COX-1 et de 68,03 £ 4,90 %
d'inhibition de COX-2 a 10 mg/mL. Cependant, ce niveau d'inhibition est significativement plus
faible par rapport a I'indométhacine qui s'est avérée provoquer une inhibition de 97,1 + 0,1 % de
la COX-1 a 0,005 mg/mL et une inhibition de 95,92 + 2,2 % de la COX-2 a 0,050 mg/mL
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(Melikoglu et al., 2018). De méme, Centaurea anthiocia s'est avéré inhiber a la fois les enzymes
COX-1 et COX-2 (Ozsoy et al., 2015). Ces résultats confirment l'activité anti-inflammatoire
rapportée des espéces Centaurea. Les activités anti-inflammatoires des espéces de Centaurea ont
été expliquées par leur teneur en lactones sesquiterpéniques (SL), obtenues a partir de nombreuses
plantes de cette famille (Al-Saghir et al., 2009). 1l a été rapporté que les flavonoides présentent
des activités anti-inflammatoires remarquable in vitro et in vivo. Il a été rapporté que la capacité
de certains flavonoides, tels que la rutine, la quercétine, I'apigénine et la centauréidine, a inhiber
I'expression de la cyclooxygénase-2, peut contribuer aux propriétés anti-inflammatoires des
especes Centaurea (Orallo et al., 1998). L'activité anti-inflammatoire de I'hispiduline, une flavone
naturelle trouvée dans C. nerimaniae, a été étudiée dans le modéle d'cedéme de I'oreille de la souris
induit par le TPA et s'est avérée active (Patel et Patel, 2017 ; Melikoglu et al., 2018).
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Matériel et Méthodes

I. Matériel

I.1. Materiel végétal

La plante Centaurea sp a été récoltée en juin 2018 de la région de Djebel ElI Ouahch a
Constantine. Les parties aériennes (les fleurs et les feuilles) de la plante sont nettoyées, puis
séchées dans un endroit sec et aeré et a I'abri de la lumiere. Elles sont ensuite broyées a l'aide d'un

broyeur électrique, la poudre obtenue est préte a la préparation de I’extrait méthanolique.

1.2. Matériel animal

Les differentes activités biologiques in vivo ont été effectuées sur des souris Swiss albinos
et des rats Wistar albinos provenant de I’institut Pasteur (Alger) de sexe femelle et dont le poids
varie entre (20-28) g pour les souris et (150-200) g pour les rats. Ces animaux ont été répartir dans
des cages en plastique a la température ambiante avec un régime alimentaire de granulés d’origine
ONAB et de I’eau ad libitum.

1.3. Réactifs Chimiques et solvants

Méthanol, Eau distillé, Eau Ultra pure, DPPH, Na.COgs, AICIz, Folin-Ciocalteu, NaCl,
Aspirine, Carragenine, Xyléne, ABTS, K2S20g, Phénanthroline, FeClz, KaFe (CN)s, TCA, Nitrite
d’Argent, Citrate trisodique....

1.4. Appareil utilisés

Balance, évaporateur rotatif de type BUCHI, vortex de type TechnoKartell, balance de
précision, spectrophotometre UV-visible de type SHIMADZU, Agitateur magnétique, pied a

coulisse numérique, micro pipettes, eppendorf, lecteur de microplaque, PH metre.

I1. Méthodes
11.1. Préparation de I’extrait méthanolique

Une quantité de 55 grammes du matériel végétale broyée a été macerée dans 400 ml d’un
solvant hydro-méthanolique (MeOH/H-O, 80/20, v/v), il a été bien agite et laissé a température

ambiante et a l'abri de la lumiére pendant 72 h. Ce processus est répété 3 fois avec un
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renouvellement du solvant chaque 24 h. Ce mélange est filtré sur papier filtre Whatman, le filtrat
obtenu est évaporé et concentré sous basse pression a 35 - 40 °C a l'aide d'un évaporateur rotatif,
afin d’obtenir un extrait méthanolique brut. Ce dernier est finalement pesé et conservé a 4°C dans

un flacon stérile.

11.2. Dosage des métabolites secondaires de la plante Centaurea sp

1.2.1. Dosage des composés phénoliques totaux (TCP)

Le dosage des composés phénoliques totaux dans les différents extraits a été effectue par
le réactif de Folin-Ciocalteu (Zhang et al., 2006). Ce dernier est un acide jaune, formé d'un
mélange d'acide phosphotungstique et d'acide phosphomolybdique qui sont réduits pendant
I'oxydation des phénols pour donner un mélange d'oxydes bleus de tungsténe et de molybdéne
(Lakache et al., 2021).

20 ul d'extrait méthanolique dilué est mélangée avec 100 pl de réactif de Folin-Ciocalteu
et 1580 ul d’eau distillé, apres 8 minute, 300 ul de Na.COg est ajoutée au mélange, apres agitation,
le mélange est incubé & température ambiante et dans le noir pendant deux heures. Les essais ont
été effectues en triple. La densité optique est ensuite lue a une longueur d'onde de 765 nm. La
concentration des composés phénoliques totaux dans I'extrait a été déterminée en g d'équivalents

d'acide gallique (GAE) par mg d'extrait en utilisant I’équation suivante : (Singleton et Rossi, 1965).

Absorbance = 0.001 x [acide gallique]
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11.2.2. Dosage des flavonoides

Selon La méthode du trichlorure d’aluminium de Bahorun et al, les groupes hydroxyle
(OH) des flavonoides forment une liaison covalente avec le trichlorure daluminium afin de
produire un complexe jaune dont I'absorbance maximale est de 430 nm (Lakache et al.,
2021).L’AlCIs forme un complexe stable avec les groupes hydroxyles en C- 3 ou C-5 des groupes
hydroxyle des flavones et des flavonoides (Figure 19) (Makuasa et Ningsih, 2020).

H A—q
- s HO 0 !
AL
—_—-
m U D I'D
A
a a

Figure 19 : Formation du complexe flavonoide-chlorure d'aluminium (AICl5)

500 pl d'extrait méthanolique dilué est mélangée avec 500ul d’AlCI3 (2%), apres agitation,
le mélange est incubé a température ambiante et dans I’obscurité pendant une heure. Les essais ont
été effectués en triple. La densité optique est ensuite lue a une longueur d'onde de 430 nm (Wang,
2008). La concentration totale des flavonoides a été calculée en pg d'équivalents de quercétine

(QE) pour 1 mg de I'extrait a I'aide de I’équation suivante :

Absorbance = 0.034 x [quercétine (ug)] +0.015
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11.3. Activité antioxydante
11.3.1. Activité de piégeage du radical DPPH*

La capacité des extraits de plantes a piéger le radical libre DPPH a été déterminé selon la
méthode de Braca et al. Ou, Le test DPPH mesure I'activité de donneur d'un atome d’hydrogene
(ou électron) et fournit donc une évaluation de l'activité antioxydante due a la réduction des
radicaux libres. Le radical 2,2-diphényl-I-picrylhydrazyle (DPPH), un radical libre stable de
couleur violette, est réduit en diphénylpicrylhydrazine non-radicalaire de couleur jaune (Figure
20) (Bracaet al., 2002).

N AH A N
= NH
OzN NO32 OzN NO3
NO3 NOz
DPFH (2, 2-diphenyl-1-picrayl hydrazyl) alpha,alpha-diphenyl,-beta-picryl hydrazine
Purple Yellow

Figure 20 : La réaction du DPPH avec un antioxydant (AH) (Saber et al., 2019).

Un volume de différentes concentrations de I’ extrait est ajouté a 3 ml de la solution
méthanolique du DPPH (0,004 %) fraichement préparée. Les essais ont été effectues en triple et
les tubes ont été incubés a I’obscurité et a température ambiante pendant 30 minutes.
L’absorbances a été ensuite mesurée a 517 nm a I’aide d’un spectrophotometre. Les absorbances
mesurées servent a calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPH, qui est proportionnel au
pouvoir anti radicalaire de I’extrait (Bentabet et al., 2014). Le pourcentage d’activité de piégeage

de DPPH (1%) a été calculé selon I’équation suivante :
1% = [(Al - A2)/A1] x 100

Al: absorbance du contrdle (solution du DPPH sans extrait).

AZ2: absorbance en présence d’extrait.
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Les concentrations inhibitrices médianes ICso permettent de calculer la concentration de
I’échantillon testé nécessaire pour réduire 50 % des radicaux DPPH. Les ICso ont été calculéees
graphiquement a partir des équations des courbes de tendances linéaires basées sur la variation du
pourcentage de I’inhibition du radical DPPH (1%) en fonction des concentrations croissantes des

extraits et de la vitamine C (Bentabet et al., 2014).
11.3.2. Activité de piégeage du cation radical ABTS™

L’activité de piégeage d’ABTS est déterminée par la méthode de Re et al. (1999). Cette
méthode est basée sur la production directe d'ABTS** de couleur bleue/verte, obtenu par la réaction
entre I'ABTS incolore et le sulfate de potassium. Alors que l'ajout d'antioxydants a I'ABTS™*

préformé conduit a sa réduction en ABTS.
+ Préparation de ’ABTS™

S1: 19,2 mg (ABTS) ont été mélangés avec 5 ml de H>O.
S2 : 3,3 mg de k2S20s ont été dissous dans 5 ml de H2O.
Le mélange (S1+S2) a été bien agité et placé dans I'obscurité pendant 16 heures.
+ Procédure

Pour évaluer Il'activité de piegeage du radical ABTS™ de I'extrait utilisé dans cette étude,
40 pl de I'extrait hydrométhanolique a concentrations croissantes (ou de méthanol pour le blanc)
ont été ajoutés a 160 ul de la solution ABTS® et incubée a température ambiante pendant 10
minutes, puis, La mesure de I'absorbance a éte effectuée a 734 nm. Le BHT et le BHA sont utilisés
comme standards dont I’absorbance a été mesurée dans les mémes conditions que les échantillons.

Le pourcentage d'inhibition a été calculé selon I’équation suivante :

Inhibition %= [(A controle — A extrait)/ A controle] *100

Ou A contrale €St I'absorbance du contrdle, et A extrait I'absorbance de I'extrait/standard.
11.3.3. Test de Phénanthroline

L’activité de phénanthroline est déterminée par la méthode de Szydlowska-Czerniaka
(2008). Cette méthode est utilisée pour déterminer la capacité antioxydant des extraits des plantes
et basée sur la réduction de Fe®* en Fe?* qui se produit en présence d'un agent antioxydant dans
I'échantillon. Les ions de Fe?" réagissent avec la phénanthroline pour donner un complexe rouge-

orange.
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+ Préparation des solutions

S1:0.01g de 1,10-Phenanthroline dissoute dans 2ml de MeOH.
S2 : 0.006g de FeClz dissoute dans 3ml de H20.

+ Procédure

A l'aide d'une micropipette et dans 24 puits d'une microplaque, 10ul de différentes
concentrations de 1'extrait méthanolique ont ét¢ déposés avec 50ul de FeCls (0,2%), 30ul de
phénanthroline (0,5%) et 110ul de MeOH. Le contrdle négatif a été préparé de la méme maniére,
en remplagant le volume de l'extrait par 10ul du méthanol. La microplaque contenant les solutions
a été incubée dans une étuve a 30°C et a I'obscurité pendant 20 minutes. Ensuite, la densité optique

des solutions a été mesurée a la longueur d'onde de 510 nm. Le BHT est utilisé comme standard.

Les résultats ont été calculés a titre de A0.5 (ug/ml) correspondant a la concentration indiquant

0,50 d’absorbance.

11.3.4. Test de la réduction du fer FRAP

Le pouvoir réducteur du fer est déterminé par la méthode d’Oyaizu (1986) avec une légére
modification. Cette méthode repose essentiellement sur le pouvoir réducteur des échantillons
antioxydants, ces derniers peuvent réduire la forme oxydée de Fe*" du ferricyanure a la forme
réduite (Fe?"). Par conséquent, la couleur jaune de la forme de Fe® * se transforme en différents

degrés de couleur verte et bleue de Fe?*.
+ Préparation des solutions

S1:0.03 g de KsFe(CN) ¢ dans 3 ml H,0.
S2:0.3 gde TCA dans 3 ml H2O.
S3:0.001 g de FeClz dans 1 ml H20.

+ Procédure

Differentes concentrations de I'extrait méthanolique de Centaurea sp (10ul) ont été
ajoutées a 40ul d’une solution tampon phosphate (pH 6.6) et a 50ul d’une solution de ferrycanide de
potassium (1%) KsFe(CN)e. Aprés20 min d’incubation a 50C°, 50ul d’acide tri-chloroacétique
(TCA), 40pl d’H20 et 10ul de chlorure de fer (0,1%) ont éte ajoutés. Méme préparation pour le
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blanc, mais avec le remplacement de I'extrait végeétal par du méthanol. La lecture de I'absorbance

est réalisée a 700 nm.

L’acide ascorbique et le a-Tocopherol sont utilisés comme standards dont I’absorbance a
été mesuree dans les mémes conditions que les échantillons .Une augmentation de I’absorbance

correspondent a une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés.

Les résultats ont été calculés a titre d’A0.5 (ug/ml) correspondant a la concentration indiquant 0,50

d’absorbance.

11.3.5. Le Test de nanoparticule d’argent SNP

L’activité de nanoparticule d’argent (SNP) est déterminée selon la méthode d’Ozyiirek,

(2012). Qui est basée sur la réduction de I’Ag* en nanoparticules d'argent sphériques Ag’.
+ Préparation des solutions

S1:0.04 de nitrate d’argent a été préparé avec 25 ml HO ultra pure.
S2 :0.03 de citrate trisodique a été mis dans 2.5 ml H2O.
+ Lasolution SNP : 25 ml de nitrate d’argent (AgNOs3) ont été chauffés pendant 10 minutes,
puis 2,5 ml de citrate trisodique ont été additionnés goutte a goutte jusqu'a ce que la couleur
de la solution devienne jaune pale. Enfin, la solution a été laissée a température ambiante

pour refroidir.

+ Procédure

Un volume de 20 pl de I'extrait a été place dans une microplaque, suivi de I'ajout de 130 pl
de la solution de SNP et de 50 pl de H2O. Le tout a été incubé a 25 °C pendant 30 minutes.
L'absorbance a été lue a une longueur d'onde de 423 nm. L’acide ascorbique et le Trolox sont

utilisés comme standards.
11.4. Activité anti-inflammatoire

11.4.1. Edeme de la patte induit par le carraghénane (ou carraghénine)

L'activité anti-inflammatoire de I'extrait végétal sur I'cedéme de la patte induit par le
carraghénane a été déterminée selon Hanfer et al. (2017). Vingt rats ont été divisés en quatre

groupes de cing chacun, les groupes ont recu respectivement par voie orale (gavage) le vehicule
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(eau distille), I’aspirine (300 mg/kg) et I’extrait méthanolique de la plante Centaurea sp (300 et
400 mg/kg).

Soixante minutes plus tard, un cedéme de la patte a été induit en injectant 0,1 ml de
carraghénine (1%) dans le tissu sous-plantaire de la patte arriére gauche des rats. La progression
de I'cedéme a été évaluée a l'aide d'un pied a coulisse numérique (millimetre) avant et a 1h, 2h, 3h,
4h, h5 et 24h apres I’injection.

L'cedéme a éte exprimé par l'augmentation de I'épaisseur (mm) due a l'inflammation. Le
pourcentage d'inhibition de I'inflammation a été calculé a partir de la formule :

% d'inhibition = [(D0-Dt)/D0] x 100
DO : est la moyenne de I'inflammation (cedéme de la patte arriere) du groupe témoin a un moment
donné.
Dt : est la moyenne de l'inflammation des rats traités par le médicament ou I’extrait au méme

moment.

11.4.2. Edéme de I’oreille induit par le xyléne

Les souris ont été divisées en 4 groupes de 5 chacun. Une heure apres I'administration orale
de I’eau distillé, I’extrait méthanolique de la plante Centaurea sp (300 ou 400 mg/Kg) et de
I'Aspirine (300 mg/kg), 300ul de xylene ont été appliqués sur les surfaces antérieures et
postérieures de l'oreille droite. L'oreille gauche a été considérée comme un contrdle. 15 minutes
apres l'application du xylene, les souris ont été sacrifiées et les deux oreilles ont été retirées et
pesées (Hosseinzadeh et al., 2002).

La différence entre les oreilles droite et gauche a été déterminée pour chaque groupe, et le
pourcentage d'inhibition de lI'inflammation a été calculé a partir de la formule :

% d'inhibition = (différence de poids de I'oreille dans le groupe témoin - différence de poids de

I'oreille dans le groupe testé)/différence de poids de I'oreille dans le groupe témoin x100.

I11. Etude statistique
Les résultats sont exprimés en moyenne + ecartype. L'évaluation de ces résultats a été

effectuée a I'aide d'une analyse de variance unidirectionnelle (ANOVA) suivie du test post hoc de
Tukey a l'aide du logicel GraphPad Prism Version 5.01 (GraphPad Software Inc. San Diego, CA,
USA). La signification statistique a été établie a p<0,05.
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Résultats

I. Détermination du rendement

Les résultats obtenus montrent que I’extrait méthanolique de la plante Centaurea sp
représente un rendement de 47,46 % par rapport a la matiere végétale seche.

I1. Dosage colorimétrique des polyphénols totaux et des flavonoides

Les résultats obtenus sont exprimés en milligrammes équivalents d’acide gallique par
gramme d’extrait (mg GAE/g). L’estimation quantitative des polyphénols totaux montre que
I’extrait de méthanol de la plante Centaurea sp est riche en composés phénoliques
(161,66+0,037mg GAE/g d’extrait).

Les résultats du dosage des flavonoides sont exprimes en milligrammes équivalents de
quercetine (mg EQ/g d’extrait. Nos résultats montrent que I’extrait de méthanol de la plante

Centaurea sp (28,87+£0,31 mg EQ/g d’extrait) est riche en flavonoides.

I11. Evaluation du potentiel antioxydant

I11.1. Test de I’activité scavenger du radical DPPH*

La méthode de piégeage du radical libre DPPH est largement utilisée pour évaluer le
pouvoir antioxydant des extraits végetaux. Dans cette technique, I’effet antioxydant peut étre
facilement évalué en suivant la diminution de I’absorption de DPPH a 517 nm. Nos résultats
représentés sur la Figure 21 montrent que I’extrait de méthanol de la plante Centaurea sp est
capable de piéger le radical DPPH en fonction de ses concentrations, et son activité atteint plus de
80 % a 200 ug/ml. La valeur ICso calculée pour les trois échantillons indique que I’activité de notre
extrait (IC50 = 96,45 + 0,2 pg/ml) est plus élevée par rapport a la vitamine C (ICso =5 + 0,1
ug/ml).
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Figure 21 : Activité antiradicalaire d’extrait hydromeéthanolique de la plante Centaurea sp sur le
radical libre DPPH.

I11.2. Test de I’activité scavenger du cation radical ABTS*

Pour déterminer I'effet antioxydant des extraits de plantes, leur activité de piégeage a été
estimée par le test ABTS. C'est une méthode colorimétrique et dépend principalement de la
diminution de I'absorption, c'est-a-dire du changement de l'intensité de la couleur bleue du radical
ABTS™ jusqu'a sa disparition compléte sous l'influence des antioxydants présents dans
I'échantillon et elle est mesurée a 734 nm. Selon les résultats indiqués sur la courbe (Figure 22) le
pourcentage d'inhibition du cation radical ABTS™ est directement proportionnel a l'augmentation
de la concentration de I’extrait méthanolique de la plante Centaurea sp. Ou la valeur 1Cso de
I'extrait a été estimée a (ICso = 73,01 + 2,67 pug/ml), et elle est supérieure a la standard BHT (1C50=
1,29 + 0,30 pg/ml), ce qui montre que l'activité de pi¢geage de l'extrait est inférieure a l'activité de

standard.
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Figure 22 : Pourcentages d’inhibition du cation radical ABTS™ par I’extrait hydro-méthanolique
de Centaurea sp et I’antioxydant de référence (BHT).

I11.3. Activité du pouvoir réducteur test FRAP

Le potentiel réducteur de I'extrait est déterminé par la méthode colorimétrique qui est basée
sur la réduction d'un complexe ferrique Fe** a la forme ferreuse (Fe?*), et I'on obtient une couleur
bleue intense avec une absorption maximale a 700nm. Nos résultats (Figure 23) montrent que
I'extrait végetal utilisé dans notre étude a un pouvoir reducteur augmenté en fonction des
concentrations (A0.5=68,74+2,71 pg/ml). Mais moins efficace que I’acide ascorbique qui présente

un excellent pouvoir réducteur (A0.5 = 6,77+1,155 pg/ml).

Centaurea Ascorbic acid
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Figure 23 : Pouvoir réducteur [Test FRAP (Ferric Reducing antioxidant Power)] de I’extrait
hydro-methanolique de Centaurea sp et I’antioxydant de référence (Acide ascorbique).
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I11.4. Activité de réduction par la formation du complexe Fe*?>-phénantroline

Le pouvoir de réduction d’échantillon est mesuré en fonction de l'intensité de I'apparition
de la couleur rouge-orange du complexe Fe2-phénantroline, ou l'absorption est maximale a 510 nm.
Et notre étude a prouvé (Figure 24) que l'extrait méthanolique de Centaurea sp a une bonne
capacité de réduction (A0.5 =18,96+1,69 pg/ml), mais elle est faible par rapport aux deux
standards BHA (A0.5 = 0,93+0,07 pg/ml) et BHT (A0.5 = 2,24+0,17 pg/ml).
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Figure 24 : Pouvoir réducteur (Absorbance du complexe Fe*2- phénantroline) de I’extrait hydro-

methanolique de Centaurea sp et les antioxydants de référence.

I11.5. Activité nanoparticule d’argent SNP

Cette méthode repose sur le développement progressif de la couleur jaune pale de la
solution colloidale SNP vers le brun foncé, indiquant la réduction d’Ag* et la formation d’Ag°
sphérique. L'augmentation de I'absorption est en proportion avec la concentration d'antioxydants

présents dans I'échantillon.

Les résultats de pouvoir réducteur de I’extrait sont représentés dans la figure 25 qui montre
les courbes de la capacité réductrice d’Ag" en fonction des concentrations en extrait ou standards.
L analyse de ces résultats révele une proportionnalité entre les absorbances des échantillons et
leurs concentrations. Plus I’absorbance est élevée, plus le pouvoir réducteur est important (Figure
25). On remarque que I’extrait methanolique de Centaurea sp a la capacité de réduire I’Ag* en Ag® mais
il y a une différence dans la puissance réductrice entre I’extrait (Aos5=241,83+4,98ug/ml) et I’acide

ascorbique (Aos=7,14+0,05ug/ml), le Trolox (Ao5=34,17+1,23 pug/ml) tant que standards.
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Figure 25 : Pouvoir réducteur [SNP (réduction de I’Ag*)] de I’extrait hydro-methanolique de

Centaurea sp et les antioxydants de réeférence.

IV. Criblage de I’activité anti-inflammatoire
IV.1. Inhibition de I’cedéme induit par la carragénine

L’étude de I’activité anti-inflammatoire de I’extrait méthanolique de la plante Centurea sp
est réalisée par la mesure de I’cedeme induit par la carragénine chez quatre lots de rats (témoin,
essais (300mg/kg et 400 mg/kg) et référence) en absence et en présence d’un traitement anti-
inflammatoire. Les résultats sont représentés sous forme de courbe et histogramme mettant en

valeur I’évolution du volume de I’cedéme en fonction du temps (Figure 26 et 27).

L'injection de 100ul de carragénine a 1 %, au niveau de la patte postérieure gauche du rat,
provoque une inflammation visible dans I’heure qui suit cette injection (I’cedéme est de 2,95mm),
L'cedéme augmente progressivement et atteint une intensité maximale au bout de cing heures
(I’cedéme atteint les 3,85mm) (Figure 26).

L’administration préventive de molécule de référence (aspirine) se traduit par une
réduction de I'cedéme de fagon progressive. L’aspirine (300 mg/kg) agit a partir de la premiére
heure et atteint son maximum d’activité a la cinquieme heure avec un pourcentage d’inhibition de
55%. Le prétraitement des rats, par I’extrait methanolique (300 mg/kg et 400 mg/kg) entraine un
changement de I’évolution du volume de I’cedeme (Figures 26). L’analyse de ces résultats montre
que la dose 300mg/kg a induit une diminution significative (p<0.05) de I’cedéme (Figure 26 et 27).
Cet effet est visible & partir de la premiere heure. L’inhibition est maintenue presque au méme
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niveau durant 5 heures, avec un pourcentage d'inhibition de I’ordre de 31% (Figures 26 et 27). De
méme, le prétraitement des rats par la dose 400mg/kg a induit une forte inhibition de
I’inflammation pendant les Cinque heure respectivement de 45, 57, 58, 57 et 60% (Figures 26 et
27).
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Figure 26 : Courbe de I’évolution de I’cedéme en présence d’un prétraitement par voie orale une
heure avant I’injection de la carragénine (0,1 ml ; 1%), chez 4 lots de rats : Lot de référence
(ttmoin négatif : eau physiologique), Lot témoin positif : aspirine, Lot de extrait 300mg/kg, et
Lot de extrait 400mg/kg. Chaque point représente une moyenne de 5 animaux.
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Figure 27 : Inhibition de I’cedéme chez les différents lots de rats, en présence d’un
prétraitement, par voie oral, par I’extrait méthanolique (300mg/kg et 400mg/kg) et la molécule
de références (aspirine 300mg/kg).
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IV.2. Inhibition de I’cedéme de I’oreille induit par le xyléne

L administration de 300 mg/kg de I’aspirine par voie orale une heure avant I’induction de
I’cedéme provoque une diminution significative (p< 0.01) de I’cedéme de I’oreille comparé a celui
des souris du groupe témoin. L’cedeme de I’oreille a été ainsi réduit d’environ 67,81% par rapport
aux souris du groupe temoin (Figure 28). Le traitement des souris par I’extrait hydro-méthanolique
de Centaurea sp (300 mg/kg et 400 mg/ kg) par voie orale induit une atténuation significative
(p<0.05) de I’inflammation par rapport aux souris du groupe témoin, cette inhibition est de 46 et
53,12 % respectivement (Figure 29). Pas de différence significative entre le groupe traité par

I’extrait hydro-méthanolique 400 mg/kg et le groupe de référence (Aspirine).
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Figure 28: Effet des extraits sur I’cedéme de I’oreille induit par le xyléne chez la souris.
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Figure 29: Inhibition de I’cedéme de I’oreille chez les différents lots de souris en
présence d’un prétraitement, par voie oral, par I’extrait méthanolique (300mg/kg et 400mg/kg) et
la molécule de références (aspirine 300mg/kg).
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Discussion

L'intérét pour les plantes médicinales est aujourd'hui le résultat de nombreuses recherches
menées par des scientifiques et des chercheurs pour découvrir les propriétés biologiques et
chimiques les plus importantes de ces plantes. 1ls ont prouvé que beaucoup parmi elles contiennent
des substances naturelles efficaces qui ont des effets medicinaux et pharmaceutiques et qui ont eté
utilisées dans la médecine alternative.

Les plantes du genre Centaurea a attiré I'attention des chercheurs, car il a été prouvé dans
de plusieurs études qu'elle a de nombreuses propriétés thérapeutiques. C’est le sujet de notre étude
actuelle dans laquelle ses activités antioxydantes et anti-inflammatoires ont été évaluées in vitro
et in vivo.

Les plantes contiennent des substances phytochimiques telles que les flavonoides, les
acides phénoliques, qui présentent une activité biologique notable (Asif, 2015), et la présence de
ces composés dans les extraits de plantes est responsable de son effet de piégeage des radicaux
libres. Les flavonoides sont considérés comme l'une des plus grandes classes de métabolites
secondaires, produits dans les diverses parties de la plante, et sont caractérisés par des propriétés
antioxydantes effectives (Gorniak et al., 2019). Cela est di a la présence de groupes hydroxyle et
carboxyle, qui peuvent se lier aux radicaux libres et les désactiver, ainsi qu'a leur capacité a donner
un électron ou un atome d'hydrogene aux radicaux libres non appariés (Gurung, 2020). C’est pour
cela qu’il est utile de déterminer la quantité des polyphénols et des flavonoides totaux dans I’extrait
de la plante Centaurea sp que nous avons étudié.

Pour identifier les substances actives dans une plante du genre Centaurea, les teneurs des
composés phénoliques et des flavonoides dans I’extrait hydrométhanolique de la plante Centaurea
sp ont été déterminées en utilisant respectivement le protocole de Folin-Ciocalteu et la méthode
colorimetrique du trichlorure d’aluminium (AIClz). Ces teneurs ont été exprimées en équivalents
d'acide gallique (mg GAEs g*) et de quercétine (mg QEs g*) respectivement.

La quantité des polyphénols a été estimée a (161,66+0,037mg GAE/g d’extrait) et celle
des flavonoides a (28,87+0,31 mg EQ/g d’extrait). Les taux élevé de composés phénoliques et de
flavonoides obtenus dans notre étude peuvent indiquer que I’extrait méthanolique de cette plante
a une activité antioxydante. Cette activité dépend généralement de la teneur totale en polyphénols
et elle est due principalement a leur capacité d'agir en tant que donneurs d'’hydrogéne, agents
réducteurs et piégeurs de radicaux (Benabdallah et al., 2016). La présence d'un nombre élevé de

groupes hydroxyles phénoliques dans la molécule augmente les propriétés antioxydantes (Erel et
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al., 2014). L'activité antioxydante de I'extrait méthanolique de la plante Centaurea sp a été étudiée
en utilisant le test de DPPH. Le DPPH (2,2-diphényl 1-picrylhydrazyle), un radical stable de
couleur violette, lorsqu'il réagit avec un antioxydant, se transforme et devient un compose jaune
stable (diphényl-picrylhydrazine). Il peut étre mesuré a une longueur d'onde de 517 nm (Aktumsek
et al., 2011). L’extrait méthanolique de la plante Centaurea montre une activité antioxydante et
une capacité de piegeage des radicaux libres proportionnelle a l'augmentation de la concentration
(Figure 21). Cela peut étre expliqué par la richesse de I’extrait de Centaurea sp en flavonoides et
en polyphénols.

L'activité de piégeage du DPPH de I’extrait et de I'antioxydant synthétique (vitamine C) a
été évaluée en utilisant les valeurs ICso. Une faible valeur ICso indique une forte activité
antioxydante de I’extrait (Ismaili et al., 2017). Nos résultats montrent que I'extrait méthanolique
de la plante Centaurea (ICso =96,45 +0,2 ug/ml) présente une activité antioxydante modérée par
rapport & la vitamine C (1Cso =5 £0,1 pg/ml). Une relation linéaire significative a été trouvée entre
les deux teneurs phénoliques et flavonoides, et la capacité de piégeage du DPPH. La corrélation
positive indique qu’un taux élevé des polyphénols et flavonoides conduisent a une activité
antioxydante plus forte (Baharfar et al., 2015).

Pour confirmer I’effet scavenger de I’extrait methanolique de la plante Centaurea sp, nous
avons également utilisé le test de piégeage du radical-cation ABTS™. Le test est basé sur
I'interaction entre I'antioxydant et le cation radical ABTS™ qui a une couleur caractéristique
montrant une absorption maximale a 734. Il mesure la capacite relative des antioxydants a piéger
I'’ABTS™, ce dernier est créé en faisant réagir un agent oxydant fort (k.S20s) avec un sel d'ABTS.
La réduction de 'ABTS™ bleu-vert par les antioxydants donneurs d'hydrogéne est mesurée en
diminuant I'absorption, au cours de cette réaction, le cation radical ABTS™* bleu est reconverti en
sa forme neutre incolore (Boligon et al., 2014). Les résultats du calcul des pourcentages d’inhibition
indiquent que I’extrait methanolique de la plante Centaurea sp possedent clairement une activité
antiradicalaire modéré par rapport au standards (Figure 22), cette activité est proportionnelle a
I’augmentation des concentrations. Ou la valeur ICso de I'extrait de Centaurea sp a été estimée a
(ICs0="73,01 +2,67 ug/ml). Le pouvoir scavenger de notre extrait est probablement liée a présence
et sa richesse en composés antioxydant telle que les polyphénols particuliérement les acides
phénoliques, les flavonoides. Une forte activité de piégeage des radicaux des composés
phénoliques peut étre attribuée a leur degré élevé d’hydroxylation des cycles aromatiques, a la
disposition du groupe hydroxyle, ainsi qu'au nombre de groupes ortho-hydroxyle, sur la structure

du noyau benzénique (Luo et al., 2011). Les résultats de notre étude sont en accord avec les
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résultats de plusieurs études (Boga et al., 2016 ; Zengin et al., 2018 ; Keser et al., 2020 ; Yildirim
et al., 2022).

Zengin et al. (2018) ont montré que les extraits aqueux, méthanolique et d'acétate d'éthyle
de C. saligna possedent une forte activité de piégeage des radicaux ABTS._lIs ont prouvé que
I'équivalent Trolox des extraits aqueux, d'acétate d'éthyle et méthanolique = 157,8, 48,87 et 112,98

mg TE/g d'extrait, respectivement.

Keser et al. (2020) ont_trouvé que les extraits aqueux, éthanolique, méthanolique et
acétonique de C. saligna inhibe 94,81 %, 50,43 %, 99,94 % et 60,04 % de radical ABTS a une
concentration de 500 ug/ml, respectivement. Nos résultats sont comparables aux résultats de cette

étude.

Boga et al. (2016) ont évalués l'activité de piégeage des radicaux cationiques ABTS pour
les extrait acétonique, méthanolique et aqueux des trois especes de Centaurea (C. balsamita, C.
depressa et C. lycopifolia)._La valeur ICso de I'extrait méthanolique de C. balsamita, C. depressa
et C. lycopifolia a été trouvée respectivement a 24,21, 70,08 et 89,05ug/ml. L’extrait methanolique
de Centaurea sp a montre une activité antioxydante comparable aux résultats du test ABTS des

especes de Centaurea rapportés par Boga et al. (2016).

Certains métaux lourds sont connus pour générer des radicaux libres qui peuvent entrainer

un stress oxydatif et causer d'autres dommages cellulaires. Le mécanisme de génération des ROS
est spécifique au type de métal lourd. Parmi eux, le fer, qui produit un radical hydroxyle (OH")

par la réaction de Fenton, les radicaux hydroxyles produits peuvent oxyder les membranes

lipidiques par un processus connu sous le nom de peroxydation lipidique (Engwa et al., 2019).

Pour estimer le pouvoir réducteur de I'extrait méthanolique de la plante Centaurea sp,
plusieurs tests ont été effectués, le pouvoir réducteur, I’activité phénanthroline et SNP. Ces tests
sont basés sur la reduction des ions de fer et d’argent par les antioxydants et les donneurs
d'hydrogéne présents dans les extraits végétaux. Les trois tests mentionnés précédemment ont
montré de bons résultats en calculant des valeurs de A0,5 ; FRAP (A0.5 pg/mL= 68.74+2.71),
Phenanthroline (A0.5 pg/mL =18.96+1.69), SNP (Aos pg/mL =241.83+4.98), ce qui prouve la
capacité réductrice de I'extrait hydro-méthanolique de Centaurea sp. Cette activité est dose
dépendante (Figure 23, 24, 25). Le pouvoir réducteur de I’espéce Centaurea sp est probablement

dd a la présence de groupement hydroxyle dans les composés phénoliques qui peuvent servir
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comme donneur d’électron. Par conséquent, les antioxydants sont considérés comme des
réducteurs et inhibiteur des oxydants (Hajimahmoodi et al., 2008). Quelques études antérieures
ont également montré que le pouvoir réducteur d’un composé peut servir comme un indicateur
significatif de son activité antioxydante potentielle (Torres et al., 2019).

Les composés phénoliques possédent une activité antioxydante grace a leurs propriétés
redox, par lesquelles ils peuvent agir comme agents réducteurs, et donneurs d'hydrogene, etc. Ou
les propriétés reductrices sont géneralement liées a la présence de réductones , et leur action
antioxydante repose sur la rupture de la chaine radicalaire en donnant un atome d’hydrogéne
(Mruthunjaya et Hukkeri, 2007).

L'inflammation est une réponse du systeme immunitaire de I'organisme destinée a le
protéger contre les infections et les blessures causées par des agents extérieurs. Elle se caractérise
par un gonflement, une fieévre, une rougeur, une douleur et une perte de fonction des tissus. Elle
implique la libération de médiateurs pro-inflammatoires trés actifs tels que les prostaglandines, les
leucotrienes, I'histamine, les cytokines et les radicaux libres (Chen et al., 2018 ; Adebayo et Amoo,
2019).

Les AINS comptent parmi les médicaments les plus utilisés dans le traitement des maladies
inflammatoires. Leurs principaux effets pharmacologiques proviennent de I'inhibition de I'activité
enzymatique de la COX. Les AINS, couramment utilisés comme agents anti-inflammatoires
témoins positifs, ont montré des effets anti-inflammatoires puissants sur le modéle d'cedeme de

I'oreille induit par le xyléne et sur celle de la patte induit par la carragénine (Ma et al., 2013).

Le test de I',edeme de la patte induit par la carragénine est un test tres utilisé pour
déterminer le potentiel anti-inflammatoire des produits naturels. Le développement de I'cedéme
dans la patte postérieure du rat qui suit I'injection de carragenine a été décrit comme un événement
biphasique (Kim et al., 2020). La phase précoce observée vers 1 heure et associée a la sécrétion
de I’histamine, la sérotonine et la bradykinine qui favorisent la vasodilatation, la transsudation
plasmatique et I’cedéme. Tandis que la phase tardive (aprés 1 heure) est attribuée a l'infiltration
des neutrophiles et a une production supplémentaire du prostaglandine produites par la
cyclooxygénase (COX) comme médiateurs qui augmentent la perméabilité vasculaire; en plus la
libération de radicaux libres dérivés des neutrophiles, I'oxyde nitrique (NO) et les cytokines pro-
inflammatoires telles que le facteur de nécrose tumorale-o. (TNF-a) et l'interleukine-1  (IL-1 B)
(Mansouri et al., 2015 ; Dzoyem et al., 2017).
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Les résultats obtenus dans cette étude indiquent un effet anti-inflammatoire de la plante
Centaurea sp (Figure 26), puisque le traitement des rats avec la dose (300mg/kg) de I’extrait
méthanolique de Centaurea a conduit a une réduction significative du volume de I',edéme a partir
de la premiére heure avec un taux d'inhibition égal a 31% par rapport a celui obtenu dans le groupe
témoin et inférieur a celui de I’aspirine 36.60%. Pareil pour la dose (400 mg/kg), elle induit une
forte réduction de I’inflammation pendant les cing heures tout comme la précédente dose et avec
un pourcentage d'inhibition égal a 45, 57, 58, 57 et 60% respectivement et donc elle est supérieur
a celui de I’aspirine, ce qui peut étre expliqué par I'inhibition de la sécrétion de médiateurs précoces
tels que I'histamine, la sérotonine et les kinines et par l'inhibition de la cyclo-oxygénase dans la
phase tardive (El Cadi, 2012). Les flavonoides possédent des activités anti-inflammatoires et leur
capacité a inhiber I'expression de la cyclo-oxygénase-2 pourrait contribuer aux propriétés anti-
inflammatoires des espéces de Centaurea (Melikoglu et al., 2018).

Nos résultats sont en accord avec ceux publiés par Erel et ses collaborateurs (2014) qui ont
rapporté que I’administration orale a dose 50 mg/kg de I’extrait chloroformique de la plante
Centaurea athoa a démontré des effets dans les deux phases de I'inflammation aigué de maniere
dose-dépendante, ses effets peuvent étre médiés par l'inhibition des médiateurs proinflammatoires
tels que INOS et COX-2 en bloquant I'activation du NF-kB.

Dans une autre étude, Bensaad et al., (2021) ont montrés que I'extrait n-BuOH de la plante
Centaurea tougourensis (400mg/kg) a exercé une diminution de I'cedeme de la patte au cours de
la phase tardive de I’inflammation (& partir du 2 ™ heure) en inhibant I'expression de I'oxyde
nitrique (iNOS) et des cyclooxygénases (COX-1 et COX-2). Cela pourrait également impliquer le
blocage du recrutement de la cytokine clé (IL-1p) qui est normalement impliquée dans la deuxiéme

phase, bloquant ainsi I'apparition de cette phase.

L'cedeme de I'oreille induit par le xyléne est un modele animal simple utilisé pour évaluer
les agents anti-inflammatoires potentiels (Uka et al,. 2021). L'application de xyléne induit un
cedéme neurogénique, qui est partiellement associé a la substance P (Eddouks et al., 2012). La
substance P est un neuropeptide, largement distribué dans le systeme nerveux central et
périphérique, qui fonctionne comme un neurotransmetteur. Elle est libérée par les neurones du
mésencéphale, ou elle facilite la neurotransmission dopaminergique, et par les neurones sensoriels
de la moelle épiniere en réponse a des stimuli nocifs, ou elle excite les neurones dorsaux (Jain,
2021). 1l joue un rdle trés important dans I'inflammation neurogénique, car sa libération provoque
une vasodilatation et une extravasation plasmatique (Oluwatoyin et al., 2019) en interagissant avec

les cellules endothéliales, les mastocytes, les cellules immunitaires et les artérioles. Il est
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également reconnu que les neurones sensoriels comprennent des cyclo oxygénases pouvant
synthetiser des prostaglandines pro-inflammatoires (Richardson et VVasko, 2002).

Nos résultats obtenus montrent que le traitement des souris par I’aspirine par gavage réduit
significativement (67,93 %) le développement de I’cedéme de I’oreille (p< 0.01) compareé a celui
des souris du groupe témoin. Le mécanisme d’action de I’aspirine sur I’inflammation est basé sur
I’inhibition de la synthese des prostaglandines pro-inflammatoires.

Tout comme l'aspirine, I’extrait méthanolique de la partie aérienne de la plante Centaurea
sp présentent une efficacité remarquable dans la réduction (dose dépendante) de l'oedéme
inflammatoire induit par le xyléne. Avec une inhibition de (53.12%) pour la plus forte dose utilisée
(400mg/kg) et une autre moindre (46.09%) pour la dose (300mg/kg). Cela peut étre di aux
substances biologiquement actives dans I'extrait qui réduisent la libération de la substance P ou
d'autres médiateurs inflammatoires tels que I'histamine, la quinine ou la fibrinolysine ou en
ontagoniser les actions (Bagad et al., 2013).

Eidi et al. (2016) ont publié que I'administration de I'extrait éthanolique d’Artemisia
dracunculus L. (50 et 100 mg/kg) qui appartient a la famille des Astéracées, tout comme la plante
Centaurea sp que nous avons étudiée a réduit significativement I'eedéme de I'oreille induit par le
xyléne avec un pourcentage d’inhibition 32.67% et 63.36% respectivement. Ces résultats ont
prouvé que cette plante a une activité anti-inflammatoire supérieure a celle de Centaurea sp et a
tres faible dose.

Voici une seconde étude effectuée par Rahman et al. (2018) qui ont signalé que I'extrait
éthanolique de Gynura Nepalensis (Asteracées) utilisé aux doses de 250 et 500 mg/kg a inhibé de
maniére significative lI'inflammation induite par le xyléne dont le pourcentage d'inhibition est de
19,16 % et de 36,32 % pour chaque dose. On peut dire, grace a ces résultats, que cette plante a une

activité anti-inflammatoire moindre que celle de la plante Centaurea sp.
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Conclusion

De nos jours, I’utilisation des plantes médicinales en phytothérapie a recu un grand intérét
dans la recherche biomédicale et devient aussi importante que la chimiothérapie. Ce regain
d’intérét vient d’une part du fait que les plantes médicinales représentent une source inépuisable
de substances et de composes naturels bioactifs et d’autre part du besoin de la recherche d’une
meilleure médication par une thérapie plus douce sans effets secondaires. Les extraits naturels
issus des plantes contiennent une variété de composés phénoliques qui posséde des propriétés

antioxydantes et anti inflammatoires.

Dans ce contexte de recherche de nouvelles molécules naturelles, nous nous sommes
intéressés a effectuer une étude phyto-chimique sur la plante médicinale Centaurea sp
(Astéracées), ainsi une évaluation des activités antioxydantes et anti-inflammatoires de l'extrait

méthanolique de cette plante.

L’étude phytochimique de I'extrait méthanolique de Centaurea sp a montré que I’extrait

est riche en composés phénoliques et en flavonoides.

L'étude de l'activité antioxydante de I'extrait méthanolique dans les différents tests
utilisés (DPPH, ABTS, FRAP, Phénanthroline et SNP) a montré que I'extrait de Centaurea sp
posséde une capacité d'inhibition des radicaux libres, et cela est dd a la qualité des phénols et
des flavonoides présents dans I'extrait. Aussi, il a montré une activité antioxydante/capacité
réductrice modéré par rapport au standards utilisés (Acide ascorbique, tocophérol, Trolox, BHA
et BHT).

Les résultats de I'étude in vivo ont clairement indiqué que le prétraitement des rats et des
souris avec I'extrait méthanolique de Centaurea a montré une forte activité anti-inflammatoire,
car il a réduit le volume de I',edeme de la patte induit par la carragenine et de I',edeme de I'oreille
induit par le xyléne.

Des études complémentaires sont recommandées pour isoler le principe actif responsable

de ces activités.
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Résumeé

L’objectif de cette étude est d’évaluer 1’activité antioxydante et anti-inflammatoire d'une

plante médicinale algérienne du genre Centaurea.

Le screening phytochimique a montré la richesse de I’extrait méthanolique de Centaurea
sp en polyphénols (161,66+£0,037mg GAE/g d’extrait) et en flavonoides (28,87+0,31 mg EQ/g
d’extrait).

L'évaluation du potentiel antioxydant a été effectuée par cing méthodes : DPPH, ABTS,
FRAP, SNP, lactivit¢ de la phénanthroline. L'extrait méthanolique de Centaurea sp a
démontré une activité antioxydante et une capacité réductrice considérable. Cette activité est
probablement due a la presence de composes phénoliques et de flavonoides dans I'extrait,
qui peuvent agir comme des donneurs d'électrons en raison de sa richesse en groupements

hydroxyles.

In vivo, l'activité anti-inflammatoire de I'extrait méthanolique de Centaurea sp a été
déterminée par I'cedéme de la patte induit par la carragénine chez les rats et I'edéme de l'oreille
induit par le xyléne chez les souris. L’extrait a différentes doses (300 mg/kg, 400 mg/kg) a
montré une activité anti-inflammatoire significative dans les deux modeéles ; ainsi que son effet

d'inhibition de I'cedeme était comparable au contréle positif (Aspirine 300 mg/kg).

En conclusion, que l'extrait méthanolique de la plante Centaurea sp est riche en
substances bioactives (polyphénols, flavonoides) et possede une bonne activité anti-

inflammatoire et antioxydante.

Mots clés : Inflammation, Stress oxydatif, Centaurea sp, Polyphénols, Anti-

inflammatoires, Antioxydants.



Abstract

Abstract

A phytochemical and biological study of an Algerian medicinal plant of the genus
Centaurea was carried out, with the objective is to evaluate the antioxidant and anti- inflammatory

activity of this plant.

The phytochemical screening showed the richness of the methanolic extract of Centaurea
sp in polyphenols (161.66+0.037mg GAE/g extract) and flavonoids (28.87+0.31 mg QE/g extract).

The evaluation of antioxidant potential was performed by five methods: DPPH, ABTS,
FRAP, SNP and phenanthroline activity. The methanolic extract of Centaurea sp showed
considerable antioxidant activity and reducing capacity. This activity is most likely due to the
presence of phenolic compounds and flavonoids in the extract, which can act as electron donors

as a result of its high content of hydroxyl groups.

In vivo, the anti-inflammatory activity of methanolic extract of Centaurea sp was
determined by carrageenan-induced paw edema in rats and xylene-induced ear edema in mice. At
the doses 300 mg/kg, 400 mg/kg the extract showed significant anti-inflammatory activity in both
models; whereas its edema inhibition effect was comparable with the positive control (Aspirin 300
mg/Kkg).

In conclusion, the methanolic extract of Centaurea sp is valuable source of bioactive

substances (polyphenols, flavonoids) with powerful anti-inflammatory and antioxidant properties.

Keywords : Inflammation, Oxidative stress, Centaurea sp, Polyphenols, Anti-

inflammatoire, Antioxidants.
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