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L’oxydation, si elle est nécessaire a la vie, peut aussi avoir un effet délétere : le stress

oxydant métabolique peut porter atteinte aux structures cellulaires (membranes, ADN,
protéines..). Le résultat de ces perturbations est un dysfonctionnement cellulaire menant
notamment a des désordres inflammatoires (maladies neurodégénératives, la polyarthrite
rhumatoide, les maladies cardio-vasculaires, les maladies respiratoires ainsi que dans le
processus de vieillissement..). Afin de limiter les effets delétéeres des RLO, notre organisme
synthétise ou fait appel a une source exogene ou endogene d’antioxydants (Phaniendra et al.,
2015).

Le malfonctionnement de la réponse inflammatoire engendre le développement et la
naissance de plusieurs maladies chroniques communes, par exemple I'asthme, les maladies
cardiovasculaires, le diabéte et le cancer (Chen et al., 2018). Ces maladies inflammatoires
représentent un fardeau du point de vue des codts de santé et de la souffrance humaine a la
grandeur de la planéte.

Les organismes vivants ont développé depuis quelques centaines de millions d’années une
diversité moléculaire exceptionnelle illustrée par le nombre, toujours croissant, de métabolites
secondaires (substances naturelles) isolés des plantes, organismes marins et microorganismes
(Dias et al., 2012). Cette diversité moléculaire et structurale est le plus souvent associée a une
diversité d’activités biologiques. Les métabolites secondaires d’origines végétale et marine ou
isolés de microorganismes représentent, encore aujourd’hui, une des principales sources des
médicaments utilisés en chimiothérapie dans différents domaines thérapeutiques,
antibiotiques antitumoraux, traitement des maladies cardiovasculaire, alzheimer (Cragg et
Newman., 2013). Les molécules d’origine naturelle offrent des modéles aux chimistes a partir
desquels de nouvelles molécules peuvent étre synthétisées. Elles peuvent étre aussi utilisées
en tant que matieres premieres, précurseurs, dans la conception de structures originales aux

applications potentielles multiples (Newman, 2016).

L’usage d’antioxydants de synthése tels que le butylhydroxyanisole et le
butylhydroxytoluéne dans les secteurs d’agroalimentaire, cosmétique et pharmaceutique est
suspectée a long terme d’effets tératogenes, mutagénes et cancérigenes. D’un autre cote,
I’usage de facon routiniere des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) conduit a des
effets souvent graves. Ces derniers peuvent engendrer des troubles gastro-intestinaux, rénaux
et asthmatiques. Les plantes constituent une source potentielle de molécules naturelles

bioactives. Elles font I’objet d’études scientifiques rigoureuses pour leur éventuelle utilisation




comme alternative, particulierement pour la protection contre la peroxydation lipidique et le

traitement des maladies anti-inflammatoires (Bourkhiss et al., 2011).

Les especes reactives de I’oxygéne (ROS) libérées par I’organisme humain, au cours des
diverses attaques sont eliminées ou piégeées par des molécules douées de propriétés
antioxydantes. Leurs r6les dépassent de loin celui de simples piégeurs ou de suppresseurs de
radicaux libres, ils sont efficaces dans la prévention et/ ou dans le traitement des affections
parasitaires et non parasitaires. On retrouve des antioxydants dans toutes les plantes, ils sont
qualifiées de metabolites secondaires. Ces composés présentent plusieurs propriétés
pharmacologiques, parmi  lesquelles, propriétés antibactériennes, analgésiques,
vasodilatatrices, anti-inflammatoires, anti-cancérigenes, anti-thrombiques, anti-

athérogéniques, anti-pyrétiques etc... (Deepak et al., 2015).

C’est pourquoi, la poursuite de la recherche sur les plantes s’impose et la recherche des
molécules naturelles, nouvelles, a fort potentiel pharmaceutique constitue une préoccupation
primordiale des chercheurs. Dans cette optique, nous avons choisi deux plantes Onopordum
acanthium et Spartium Junceum, ayant fait I’objet peu d’études phytochimiques et
biologiques antérieures notament en Algérie. Compte tenu de ces constatations relatives a
I’importance de ces plantes sur le plan des ressources biologiques notamment leurs usages
thérapeutiques, ces espéces ont retenu notre attention et ont donc été choisies comme matériel

biologique.

Dans ce contexte, nous avons fixé les objectifs suivants : (1) Extraction et évaluation
quantitative et qualitative des extraits organiques d’O. acanthium et  S. junceum, (2)
Evaluation de I’activité antioxydantes in-vitro des différentes extraits des deux plantes, (3)
Evaluation de I’activité  anti-inflammatoire in vivo des feuilles d’Onopordum acanthium,
activité analgésique des feuilles et des tiges d’Onopordum acanthium et de Spartium junceum

respectivement et enfin, activité antipyrétique des feuilles d’Onopordum. acanthium.

-
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1.1 Introduction

L’utilisation des plantes a des fins thérapeutiques remonte a I’aube de I’humanité. Les
plantes sont riches en métabolites secondaires, entre autres les polyphénols et leurs dérivés
substitués tels que les tanins. Ces métabolites sont doués de propriétés antioxydantes et

participent largement dans I’élaboration de médicaments (Wachtel-Galor et Benzie., 2011).

L’inflammation est I’'un des moyens qui permettent a I’organisme de régler ou de
supprimer un probléme. A court terme, elle nous aide & combattre le rhume ou la grippe ou
nous protége contre les allergenes. Cependant, lorsque I’inflammation persiste a long terme,
elle devient chronique, elle cesse d’étre bénéfique et peut contribuer au développement de
diverses maladies (Medzhitov, 2010).

La thérapeutique anti-inflammatoire est généralement menée par des molécules de
synthéses de type anti-inflammatoire non stéroidien ou stéroidien (corticoides), ce sont des
médicaments depuis tres longtemps, puisque I’écorce de salix alba (le saule), contenant la
salicine, était appréciée dans I'Antiquité pour ses propriétés antalgique et antipyrétique. A
I'neure actuelle, les AINS demeurent une des classes thérapeutiques les plus utilisées dans le
monde, que ce soit dans le contexte de la prescription médicale ou celui de lI'automédication.
On estime ainsi que plus de 30 millions de personnes prennent quotidiennement un AINS
pour les soulager d'affections aussi diverses que les poussées inflammatoires rhumatismales,
la symptomatologie douloureuse associée aux pathologies musculo-tendineuses, post-
opératoires, migraineuses, ou aux dysménorrhées. Ils sont cependant considérés comme «une
arme a double tranchant» puisque leurs effets secondaires sont parfois graves, en particulier
la toxicité sur le systeme rénal et digestif (irritations digestives pouvant aller jusqu’a
I’ulcération gastrique) (Bjarnason et al., 2018).

1.2 Les antalgiques et les antipyreétiques

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont largement prescrits en raison de leur
efficacité dans la prise en charge de la douleur, de la fievre, de I’inflammation et des troubles
rhumatismaux. Cependant, leur utilisation thérapeutique a long cours est souvent associée a
des effets indésirables tels que les ulceres gastro-intestinaux et I’insuffisance rénale
(Blumenthal et al., 2017) .

Les AINS possédent la capacité a inhiber la synthése des prostaglandines et de leurs
dérivés, importantes entités chimiques impliquées dans la réponse inflammatoire et qui

contribuent a la douleur et I’inflammation. Cette inhibition a pour origine le blocage des

-



diverses isoformes de cyclooxygénases (COX 1 et 2). L’activité thérapeutique des AINS
notamment celle de I’acetaminophene et I’aspirine est indissociable des effets indésirables.
Ces AINS perturbent I’homéostasie de certains tissus, dont la muqueuse gastro-intestinals
entrainant des troubles digestifs (Jay et Byron., 2015). Des stratégies sont nécessaires pour
développer de nouveaux inhibiteurs de COX qui maintiendraient les propriétés thérapeutiques
des AINS sans en conserver les effets secondaires indésirables (Brune et Patrignani., 2015;
Ricciotti et FitzGerald., 2011).
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Figure 1. Mécanisme d’action des AINS (Brune et Patrignani., 2015).

1.2.1 Douleur et traitement

La recherche de nouveaux procédés dans le domaine de la douleur en particulier la douleur

chronique est un probléme d’actualité. Malgré les avancées dans le domaine médical, la




recherche de nouveaux antalgique plus efficace et induisant moins d’effets secondaires

demeure une préoccupation majeure (Max et Stewart., 2008)

La douleur est une sensation désagréable et anormale ressentie par I’organisme dont le
systéme nerveux détecte un stimulus nociceptif, elle correspond donc a un signal d’alarme de
I’organisme pour traduire une agression extérieure qui met en cause son intégrité physique
(Guichet, 2010).

Les antalgiques périphériques dont font partie les AINS, agissent sur les voies
périphériques de la douleur. Les capteurs périphériques des stimuli nociceptifs ne sont pas
des structures précisement identifiées sur le plan histologique. Ils sont constitués par les
arborescences terminales des fibres C et Ad localisées dans la peau, les muscles striés
squelettiques ainsi que dans la paroi des visceres. Ces neurones, dont les corps cellulaires sont
localisés dans les ganglions spinaux, véhiculent les messages nociceptifs vers les premiers
relais centraux localisés dans la corne postérieure de la moelle épiniere (Dubin et
Patapoutian., 2010).

Selon I'lASP (International Association for the Study of Pain), deux types de douleurs sont
a distinguer : la douleur aigiie et la douleur chronique. La douleur chronique est definie
comme « une douleur qui persiste au-dela de la période de guérison, récupération

généralement observée (Ducourneau., 2013).

Selon I’OMS (Organisation Mondiale de la Santé) les antalgiques sont classer en trois
niveaux. Cette échelle permet une hiérarchie des analgésiques en fonction de leur niveau de
puissance et de leurs rapports bénéfices-risques. Cette échelle se définit ainsi (World Health
Organization., 1996.) :

v Palier 1: ce sont des analgésiques non morphiniques, appelés aussi analgésiques
périphériques. 1ls sont représentés par le paracétamol, I’aspirine et les anti-inflammatoires non
stéroidiens (AINS). Leur mécanisme d’action antalgique et antipyrétique de ces médicaments
est lié a I’inhibition du cyclo-oxygénase, démontré in-vivo et in-vitro. L’action anti-
inflammatoire est vraisemblablement due a I’inhibition sélective des prostaglandines.

v’ Palier 2: ce sont des agonistes morphiniques faibles. Ils sont utilisés seuls (tramadol,
codéine pédiatrique), ou en association avec un analgésique de niveau 1

(dextropropoxyphéne/paracétamol, codéine/paracétamol, tramadol/paracétamol).

-



v’ Palier 3: regroupe des agonistes morphiniques forts (morphine, péthidine) et des agonistes
antagonistes (pentazocine et nalbuphine) qui permettent de répondre a des douleurs intenses
ou en cas d’échec d’une molécule de palier I1.

La douleur aigiie est un signal d’alerte, en général d’intensité forte et relevant, pour une
grande partie d’entre elles, de I’'urgence. Elle est définie comme durant moins de 3 mois et

assimilée a un symptdome. (Merskey et al., 1995).

Pour lutter contre la douleur, on a recourt a des analgésiques ou antalgiques. Ce sont des
substances qui abolissent ou atténuent les sensations douloureuses sans provoquer une perte
de conscience ou une dépression des autres sensations. Ils sont repartis en deux grands

groupes qui sont:
+ Les analgésiques ou antalgigues centraux

La morphine est un analgésique d’action centrale qui empéche la remontée de I’influx
généré aux extrémités périphériques des fibres C et Ad par une action sur les voies
ascendantes de la douleur. L’effet des morphiniques a pour médiateurs les récepteurs des
opioides (U, K, 8) (Gardon, 2014).

Les récepteurs opioides mu sont distribués préférentiellement dans le thalamus, le
striatum, le locus coeruleus et le noyau du tractus solitaire.

Les récepteurs delta sont trouvés surtout au niveau du cortex, le striatum et les noyaux du
pont.

Les récepteurs kappa dans I’hypothalamus, le noyau accumbens, la substance noire, I’aire

tegmental ventral et le noyau du tractus solitaire

Communément appelés antalgiques morphiniques. Ces produits agissent sur la premiére
synapse de la douleur qui se trouve sur la couche V du Rexed (Noyau principal
ou propre de la corne postérieure) qui est au niveau de la corne postérieure de la substance
grise de la moelle épiniére. A ce niveau ils inhibent la transmission de I’influx nerveux en se

fixant sur la substance P de la synapse (Gardon., 2014).
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Figure 2 . Schéma d'une coupe transversale de moelle épiniére représentant les différentes
couches (I a X) ainsi que les fibres sensorielles en relation avec celles-ci (d’aprés Le Bars
et Willer 2004).

+ Les analgésiques ou antalgiques périphériques

Les AINS sont composés de molécules appartenant aux salicylés (Acide acétylsalicylique),
et une nouvelle classe d’inhibiteurs, les coxibs (Célécoxib, Rofécoxib) qui, contrairement aux
AINS classiques sont dépourvus de groupement carboxylique. Ils possédent des propriétés
antalgiques, anti-inflammatoires et anti-pyrétiques. Leur utilisation requiert des précautions
car leurs effets indésirables sont nombreux (toxicité digestive surtout et rénale), cette toxicité

est due a la présence de la fonction carboxylique (Ullah et al., 2016).

Il existe cependant une grande variabilité de tolérance et de biodisponibilité entre les
espéces et les individus (Bon et al., 2018). Les AINS sont indiqués dans le traitement des
douleurs inflammatoires aigués ou chroniques faibles a modérées (Laar et al., 2012). lls
présentent une grande hétérogénéité chimique et partagent la propriété d’inhibiteur non
sélectif de I’enzyme cyclooxygénase (COX) (Zarghi et Arfei, 2011). Les AINS traditionnels
inhibent les deux enzymes capables de synthétiser des prostaglandines: la COX-1 et la COX-
2. Les prostaglandines produites par la COX-1 jouent surtout un réle physiologique (en
particulier la protection gastrique), tandis que celles produites par la COX-2 sont surtout

produites dans des conditions inflammatoires (Rikke et al., 2015).
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2015).

1.2.2. Lafiéevre et I’hyperthermie

Afin d'assurer I’homéostasie, I’organisme posséde la capacité remarquable de maintenir la
température interne du corps proche de 37° C. La température corporelle résulte d’un
équilibre entre thermogenése et thermolyse, déterminé par le centre régulateur
hypothalamique qui joue un rdle de thermostat. La fievre est due a une élévation de ce
thermostat. C’est une réponse normale et adaptative de I’organisme a une agression de nature
variable, souvent infectieuse, et s’intégre a une réaction de défense plus vaste : la réaction

inflammatoire aigué (Siemens et Kamm., 2018).




Le centre de la thermorégulation est situé dans la région pré-optique de I’hypothalamus
antérieur et a pour réle le maintien de la température centrale autour du point d’équilibre
(Rango et al., 2012).

La fievre est une augmentation, au-dessus de la valeur normale, de la température
corporelle (de 1 a 4 °C) a la suite d’un signal du cerveau (thermostat hypothalamique) qui
augmente la température en réponse contre une agression de nature variable, le plus souvent, a
une infection. Cette augmentation de température retarde la croissance et la reproduction des
virus ou bactéries et augmente la production des globules blancs qui servent a se défendre

contre les infections (Mohamed et al., 2011).

La fievre est différente de I’hyperthermie qui, elle, correspond a une élévation de la
température corporelle ne dépendant pas de la commande hypothalamique et reflétant une
dys-régulation des mécanismes périphériques de perte et (ou) de production de chaleur.
L’hyperthermie est une élévation anormale de la température corporelle consécutive a

I’incapacité du corps a réguler sa température (James et al., 2016).

La fievre résulte de I’activation des recepteurs des cytokines ou des recepteurs
transmembranaires exprimés par les cellules de I’immunité innée, comme les mastocytes et
les macrophages ou les cellules dendritiques, couplés a une voie de transduction du signal
aboutissant a I’activation du facteur de transcription nucléaire NF-KB. Ces récepteurs de type
Toll (TLR) se lient a une molécule déterminée, c’est-a-dire a son ligand, il déclenche une
cascade inflammatoire. L’expression des genes des cytokines est alors activée et une
inflammation est déclenchée pour recruter d’autres cellules du systeme immunitaire, dégrader

le pathogéne ou réparer la zone touchée (Bartikova et al.,2014; Rakoff-Nahoum et al., 2009).

La libération des pyrogenes lors de la phagocytose des bactéries par les polynucléaires
neutrophiles, semble déclencher la fievre en induisant la synthese de prostaglandines E1 dans
les neurones hypothalamiques. Cette synthese peut étre bloquée par I’aspirine. Comme les
autres médicaments antipyrétiques (paracétamol et corticoides), |’aspirine entraine une
diminution de la température corporelle en situation d’hyper-pyrexie. C’est une réaction non-
spécifique de défense de I’organisme développéee en réponse a I’action de différents agents
déclencheurs appelés des pyrogenes exogenes. Le rble de la fievre est celui de signal
d’alarme. Ces pyrogenes stimulent la libération par des macrophages et certains lymphocytes,

de nombreuses cytokines appelées pyrogénes endogénes, dont les plus connues sont les

.



interleukines (IL) 1, 6, I’interféron (IFN), le « tumor necrosis factor » (TNF). Ces cytokines
parviennent via la circulation sanguine au niveau d’hypothalamus pour déclencher
I’augmentation de la valeur de référence de centres thermorégulateurs par I’intermédiaire de
la prostaglandine E> (PGE2), un métabolite de I’acide arachidonique par la voie de
cyclooxygénase (COX) (Roth et Blatteis., 2018).
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systéme immunitaire (Aggarwal et al., 2009).
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1.3 L’inflammation

La défense de I’organisme a diverses agressions qui peuvent étre d’origine physique,
chimique, biologique (réponse immunitaire) ou infectieuse se traduit par une réaction
inflammatoire. Cette réaction déclenche un processus dynamique comportant plusieurs étapes
successives: la réaction vasculo-exsudative, la réaction cellulaire, la détersion, la phase
terminale de réparation et cicatrisation (Sabine et al., 2014). Le traitement actuel de
Iinflammation fait appel aux anti-inflammatoires stéroidiens (glucocorticoides) et non
stéroidiens comme I’aspirine. Leur utilisation a long terme présente des effets indésirables
(Schetter et al., 2010).

1.3.1 L'inflammation aigué et chronique

L'inflammation aigué est une étape initiale de I'inflammation (immunité innée), qui est est
déclenchée par des récepteurs immunitaires innées qui reconnaissent les pathogenes et les
cellules endommagées. Lors d'une agression par un agent pathogene spécifique non encore
rencontré par l'organisme, le déclenchement immédiat de I'immunité innée assure la défense
de l'organisme pendant les quelques jours nécessaires au développement d'une réponse
immunitaire spécifique. Des I’arrivée des monocytes activés sur le lieu d’attaque du tissu, ils
libérent des cytokines pro-inflammatoires qui vont déclencher en cascade les phénomenes
inflammatoires locaux (libération de médiateurs, activation d’enzymes...). Les principales
cytokines pro-inflammatoires sont les Interleukine-1 (IL-1) alpha et béta, le Tumor Necrosis
Factor alpha (TNF-a), I'lL-6 et autres (Ashley et al., 2012).

-
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Figure 6. Les inducteurs de I’inflammation (Ashley et al., 2012).

La réaction vasculo-exsudatives se traduit cliniquement par : (Marcelo et al., 2013)

e (quatre signes cardinaux classiques de I’inflammation aigué : rougeur, chaleur, tuméfaction

et la douleur.

e elle comporte trois phénomeénes : une congestion active, un cedéme inflammatoire et une

diapédese leucocytaire.




La diapédese intéresse les polynucléaires, les monocytes et les lymphocytes. Il s’agit d’une
traversée active des parois vasculaires et leur accumulation dans le foyer lésionnel. Les
leucocytes peuvent favoriser la permeéabilité vasculaire. Cependant, malgré le fait que les
leucocytes soient capables de libérer des cytokines, des enzymes protéolytiques et des
intermédiaires réactifs de I'oxygene qui favorisent les Iésions tissulaires locales, ils induisent
la contraction des cellules endothéliales et recrutent des leucocytes supplémentaires. Leur
recrutement au foyer inflammatoire permet la destruction de I’agent pathogene (Kuckleburg
et Newman., 2013; Mayadas et al., 2014).
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Figure 7. Diapédeése leucocytaire et polynucléaires neutrophiles (Mayadas et al., 2014)

La réparation passe par la constitution d’un nouveau tissu conjonctif appelé bourgeon
charnu qui prend progressivement la place du granulome inflammatoire et va remplacer les
tissus détruits au cours de I’inflammation. Le bourgeon charnu comporte des leucocytes du
tissu de granulation, des fibroblastes et myofibroblastes, et des néo-vaisseaux sanguins. Au
début, le bourgeon charnu posséde une matrice extra-cellulaire lache constituée
principalement de glycosaminoglycanes, dont I’acide hyaluronique, de collagéne de type 11 et
de fibronectine. Le bourgeon charnu s’enrichit ensuite en fibres collagenes de type I,
s’appauvrit en fibroblastes, néo-vaisseaux et leucocytes, et diminue de volume grace a
I’action contractile de myofibroblastes. Le bourgeon charnu évolue progressivement soit vers
une cicatrice soit vers la reconstitution d’un tissu conjonctif identique au tissu préexistant a
I’inflammation (Anthony, 2017).

Dans le cas ou l'inflammation dure pendant une longue période, la deuxieme étape de

I'inflammation ou inflammation chronique s'installe dans I'n6te et peut prédisposer a diverses




maladies chroniques, y compris le cancer, maladies neurodégénératives, l'athérosclérose
(Kunnumakkara et al., 2018).

Lors de la réaction inflammatoire, les neutrophiles sont recrutés sur le site de la Iésion,
créent un environnement cytotoxique, en libérant des produits chimiques nocifs, appelé
processus de dégranulation. La libération rapide de ces produits chimiques nécessite a la fois
une consommation de glucose et d'oxygéne, connue sous le nom d'explosion respiratoire. Les
produits chimiques toxiques libérés comprennent des especes hautement réactives d'oxygene
et d'azote (ROS et RNS, respectivement et diverses protéases inflammatoire (Ashley et al.,
2012) .

Les prostaglandines jouent un réle clé dans la génération de la réponse inflammatoire. Leur
biosynthése est significativement augmentée dans les tissus enflammés et ils contribuent au
développement des signes capitaux de l'inflammation aigué. Alors que les propriétés pro-
inflammatoires des prostaglandines individuelles au cours de la réponse inflammatoire aigué
sont bien établies, leur réle dans la résolution de l'inflammation est plus controversé. Dans les
tissus non enflammés leur biosynthese est généralement trés faible, mais augmente
immédiatement dans l'inflammation aigué avant le recrutement des leucocytes et l'infiltration

des cellules immunitaires (Ricciotti et FitzGerald, 2011).

Des quantités excessives de TNF jouent un réle pathologique dans des affections telles que
les maladies inflammatoires de I'intestin, le psoriasis, la polyarthrite rhumatoide, I'asthme, le

cancer, les maladies infectieuses et autres pathologies auto-immunes (Sozzani et al., 2014).

Les cellules impliquées dans I’inflammation sont les polynucléaires neutrophiles qui sont
les leucocytes les plus abondants dans la circulation sanguine et représentent environ 70% de
la population leucocytaire circulante. Ils constituent la premiére ligne de défense de
I’organisme contre les agents infectieux et les substances étrangeres. Les polynucléaires et les
cellules dentritiqgues peuvent s’attirer mutuellement sur le site inflammatoire grace aux

chimiokines (Mayadas et al., 2014).

.



Tableau 1. Différents leucocytes intervenant au cours de la réponse inflammatoire (Serhan et
al., 2010)
Neutrophiles  Migrent vers le tissu extravasculaire, ont des propriétés phagocytaires et sont activés
par des chimio-attracteurs dans le site de I’agression.
Mastocytes Cellules phagocytaires, résidentes dans les tissus de connections et dans les
mugueuses. Libérent de médiateurs inflammatoires (essentiellement
anaphylactiques).

Basophiles Migrent vers le tissu extravasculaire et ont des propriétés phagocytaires.
Interviennent dans les réactions allergiques.

Eosinophiles  Migrent vers le tissu extravasculaire ou ils peuvent survivre plusieurs semaines. lls
ont des propriétés phagocytaires et interviennent dans les infections parasitaires.

Plaquettes Source initiales de médiateurs inflammatoires et interviennent aussi dans la cascade
de coagulation.

Monocytes  Se différentient en macrophages tissulaires, dans le foie, les poumons... ou ils
peuvent y survivre pendant des années. Ce sont de puissants phagocytes, ils sont
impligués dans la présentation de I’antigéne aux lymphocytes T et B et dans la
libération des médiateurs inflammatoires.

L’inflammation et la douleur sont deux processus physiologiques intimement liés et
impliqués dans un grand nombre de maladies aigues ou chronique. Cependant, les
médicaments commercialisés (anti-inflammatoires non stéroidiens, anti-inflammatoires
stéroidiens, opioides, anesthésiques locaux....) peuvent engendrer beaucoup d’effets
indésirables (ulcéres gastriques, accidents cardiovasculaires...) (Strate et al., 2011; Gorissen
et al., 2012). D’ou la nécessité de la recherche de nouvelles molécules qui pourraient agir
directement sur les médiateurs de I’inflammation et de la douleur ayant ainsi moins d’effets

secondaires.
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Figure 8. Diagramme général de la réaction inflammatoire (Naveau et al., 2005).

1.4  Stress oxydatif

La concentration des ERO est régulée par I’équilibre entre leur taux de production et leur
taux d’élimination par les systemes antioxydants. Cette homéostasie rédox peut étre rompue,
soit par une production excessive d’ERO (comme dans le vieillissement ou I’athérosclérose),
soit par une diminution des capacités antioxydantes (personnes souffrant d’obésité et les
fumeurs). On parle alors de stress oxydant (Migdal et Serres, 2011).

Nos cellules transforment une partie de I’oxygéne nécessaire a I’oxydation de la matiere

organique en métabolites toxiques nommés radicaux libres (Lobo et al., 2010). Ils sont

E



produits par I’organisme a dose raisonnable ; cette production peut devenir excessive ou
résulter de phénomeénes toxiques exogénes et par conséquent notre organisme va devoir se
protéger de ces exces par différents systémes antioxydants. Dans les circonstances normales
on dit que la balance antioxydants - prooxydants est en équilibre. Dans le cas inverse, I’exces

de ces radicaux est appelé stress oxydant (Halliwell et al., 2011).

Certaines  activités enzymatiques sont responsables dans la production des ERO,
notamment les NADPH oxydases au cours de I’inflammation et les cytochromes P450 au
cours de la détoxication des xénobiotiques. Ainsi, la mitochondrie, la membrane plasmique et

le réticulum endoplasmique sont les sieges principaux de libération d’ERO (Barouki et
Morel., 2001).

Le stress oxydatif, qui survient lors des déséquilibres entre la production de radicaux libres
et d'enzymes antioxydantes, est en relation avec l'apparition de maladies telles que de
maladies neuro-dégénératives (I’ Alzheimer, l'artériosclérose) des pathologies oculaires et le
cancer (Pajares et al., 2018).
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Figure 9. Balance radicaux libres/antioxydants (Halliwell et al., 2011).

1.4.1 Les acteurs du Stress Oxydant

Les acteurs du stress peuvent étre classés en deux groupes: especes radicalaires (ROS) et
especes non radicalaires (RNS). Ces derniers ne sont pas des radicaux libres, mais peuvent

facilement conduire a des réactions de radicaux libres chez les organismes vivants. Ces

N



acteurs ont la capacité pour faire le don d'électrons (e”) aux macromolécules tels que I'ADN,
les proteines et les lipides, entrainant une réduction de molécules et des enzymes protectrices,

la mort cellulaire (Sarma et al., 2010).

Les lipooxygénases présentent une source importante de production des ROS dans les
parois vasculaires, ces enzymes catalysent I’oxydation des acides gras polyinsaturés (AGPI)
ou des acides gras estérifiés comme les esters de cholestérol pour donner des dérivés d’acides
gras hydroperoxydes toxiques pour la cellule (Qishan et al., 2018).

Les radicaux libres exercent de nombreuses fonctions essentielles dans I’organisme, ils
contrélent le flux sanguin dans les arteres pour lutter contre l'infection. Certains radicaux
libres tels que NO® et I’O2* sont produits en tres grandes quantités par les cellules
immunitaires, pour détruire les virus et les bactéries et tuent les cellules cancéreuses. Leur
role physiologique est impliqué dans la régulation des cascades de signalisation intracellulaire

dans divers types de cellules (Phaniendra et al., 2015).

L’oxydation des lipides polyinsaturés, en présence d’oxygene, est un processus radicalaire
de réactions en chaines, connue sous le nom de peroxydation lipidique (LPO), qui se
décompose en trois étapes : I’initiation, la propagation et la terminaison. Ce processus produit
une série de substances potentiellement toxiques comme le malondialdéhyde (MDA) et les

isoprostanes (Gaschler et Stockwell, 2017).

Il a été reconnu que plus d'une centaine de maladies sont associees aux radicaux libres, ces
derniers contribuant au vieillissement cellulaire, a la mutagenése, a la carcinogenése, aux
maladies coronariennes et autres pathologies cardio-vasculaires, au diabéte, a la dystrophie
musculaire et a la neurodégénérescence. Toutes ces pathologies sont considé des pathologies
inflammatoires (Reuter et al., 2010; Palipoch et Koomhin., 2015).

Les especes radicalaires (anion radical superoxyde et radical hydroxyle) seront
relativement réactives, car ils sont instables ; le radical hydroxyle est le plus réactif par
rapport & I’anion radical superoxyde. A I’inverse de ce dernier, le radical hydroxyle ne peut
pas étre détruit enzymatiquement. Parallelement a la production de dérivés réactifs d'oxygenes
s'opere celle des dérivés réactifs de I'azote (Reative Nitrogen Species : RNS). L’O?* produit
d'autres especes radicales secondaires, en participant a la réaction d’Haber Weiss, pour former
un radical hydroxyle (OH®) et un anion hydroxylé (OH") selon la réaction suivante (Tushar et
al., 2014) :

H.O2+ 02* — Oz + OH*" OH"

.



1.4.2 Défence antioxydante

L'oxyde nitriqgue (NO) est un radical produit par la « Nitric Oxide Synthase » (NOS) a
partir de l'acide aminé L-arginine par de nombreux types cellulaires. Il existe trois groupes de
NOS : la neuronale (NOS1) et I'endotheliale (NOS3), dites constitutives et la forme inductible
(NOS2) produites dans des conditions inflammatoires (Ulrich et William., 2012.).

Chacune de ces NOS assume des fonctions physiologiques importantes, mais les oxydes
nitriques qu'elles produisent peuvent mener a la formation de dérivés toxiques (Piechotat et
al., 2014). En effet, I’oxyde nitrique peut réagir avec l'anion super-oxyde pour former le
peroxynitrite (ONOO), un agent oxydant non radicalaire tres puissant. Ce composé est
susceptible de réagir avec les protéines (au niveau des résidus tyrosines, tryptophane,
méthionine et séléno-cystéine) et métalloprotéine avec les lipides, 'ADN et certains
antioxydants comme la mélatonine (Migdale et Serres, 2011). Le peroxynitrite peut aussi
réagir avec le CO2 pour former un autre composé trés réactif, le nitroso peroxocarboxylate
(ONOOCO:2) (Astier et Lindermayr., 2012).
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Radiation ionisante

Figure 10. Les especes réactives de I'oxygeéne et les espéces réactives de l'azote (ROS et
RNS) et leurs sources de facteurs endogénes et environnementaux (Astier et Lindermayr.,
2012).

Les antioxydants modulent [’activité de diverses enzymes. Les enzymes oxydantes sont
prises comme cible thérapeutique pour contrdler la production des ROS. Les AOX peuvent
développer une synergie entre eux (Vit E et Vit C). Mais dans certaines conditions, un effet

antagoniste est probable (Kumar et al., 2010).




Pour se protéger des effets toxiques de I’oxygene, I’organisme a développé des systemes
de défense antioxydants composés d’enzymes et de composés appartenant a d’autres classes
de produits de faibles poids moléculaire a savoir le glutathion, rétinoides, caroténoides, acide
ascorbique, vitamine E, albumine, acide urique, bilirubine, transferrine, ceruloplasmine
(Colak et al., 2017).

1.4.2.1 Les antioxydants enzymatiques

Pour contrer les effets déléteres des radicaux et des oxydants en général, les cellules
disposent d'un systeme de défense antioxydant. Ce systeme implique des molécules de faible
poids moléculaire, comme le selénium, le cuivre et le zinc qui sont des cofacteurs d’enzymes

antioxydantes ainsi qu'un systéme enzymatique (Birben et al., 2012).

Pour neutraliser les effets toxiques des anions (O27), produits lors de la respiration
cellulaire, la cellule a développé tout un arsenal d’armes enzymatiques pour établir un
équilibre temporaire face aux agressions successives endogénes et exogenes. Un des
mécanismes de cette défense, une détoxification par des métalloprotéines de la famille des
superoxydes dismutases (SOD) couplée a I'action de la catalase et de la glutathion peroxydase
(Sathiya et al., 2015; Christophe et Pedro, 2017).

Il existe trois différentes classes de SOD, catalysant toutes la méme réaction.
La SOD a cuivre et a zinc (Cu, Zn SOD que I'on trouve dans le cytosol et au niveau des
liquides extracellulaires, la SOD a fer et la SOD a manganese, dans les mitochondries (Milvia,
2013).

20,7 + 2H* SOD - 2H202 + O

»

La catalase catalyse la dismutation du peroxyde dihydrogéne en eau et oxygene
moléculaire selon la réaction (Milvia., 2013) :

2H,0, Catalase . 2H.0+0

»

La catalase est I’une des enzymes antioxydantes les plus efficaces étant donné qu’elle n’est
pas victime d’un phénomeéne d’inhibition aux fortes concentrations de H202, elle diminue
également la présence de OHe en catalysant sa décomposition quasi instantanément apres sa

génération.

En plus les deux enzymes précédents, on trouve le systeme de glutathion qui inclut, le

glutathion réductase, le glutathion peroxydase. Le glutathion réductase (GR) est une
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oxydoréductase NADPH-dépendant, coopérant avec la glutathion peroxydase. Il catalyse la
conversion du glutathion oxydé (GSSG) a glutathion réduit (GSH). La stabilité des
membranes cellulaires et subcellulaires dépend principalement du glutathion peroxydase et
I'effet d'antioxydant protecteur de la glutathion peroxydase dépend de la présence du
sélénium. Donc il appartient a un groupe d'antioxydants séléno-enzymes qui protegent les

cellules des dégats oxydatifs (Csiszar et al., 2016).

Catalysant la dismutation de H202, la glutathion peroxydase est considérée comme un
agent protecteur de I’hémoglobine. Son action, similaire a celle de la CAT, est toutefois
beaucoup plus efficace pour les faibles concentrations de H202. Elle catalyse également

I’élimination des radicaux lipidiques par le glutathion réduit (Csiszar et al., 2016).

La glutathion réductase est une enzyme qui catalyse la régéneration du glutathion réduit
(GSH) par le cofacteur NADPH (Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate). Cette
enzyme est pleinement intégrée dans le cycle d’élimination de H202 utilisant les couples
redox GSSH/GSH, NADP+ /NADPH et la GPx.

GSSG + NADPH + HY —— 2 GSH + NADP*

Le glutathion, sous sa forme réduite, est un tripeptide (y-glutamyl-cystéinyl-glycine)
naturel synthétiseé par les cellules et doté d’un groupement réducteur représenté par la fonction
thiol de sa cystéine. Cette fonction thiol s’oxyde en présence de peroxydes, soit de maniére
spontanée (oxydation chimique du glutathion), soit de maniere catalysée par les glutathion
peroxydases GPx1-4 chez les mammiféres (oxydation enzymatique du glutathion), selon la
réaction suivante (Hameed et al., 2014)

2GSH+ROOH —— 5 GSSG + ROH + H0O

Le GSH et le G-S-S-G représentent le glutathion sous sa forme respectivement réduite et
oxydée, et ROOH et ROH représentent respectivement un peroxyde et son alcool
correspondant. Quand R = H, le peroxyde correspond au peroxyde dihydrogene ou eau

oxygénée ; quand R = lipide, alors I’hydroperoxyde est de nature lipidique ou organique.

Le glutathion, sous sa forme oxydée, régénere le glutathion réduit en présence de NADPH
via I’intervention de la glutathion réductase selon la réaction suivante :
G-S-S-G + NADPH + H¥ ———— 2 GSH + NADP*
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1.4.2.2. Les antioxydants non enzymatiques

Contrairement aux enzymes antioxydantes, ces antioxydants se divisent en deux groupes,
ceux qui sont issus de la biosynthése (endogenes) et ceux qui doivent étre apportés par
I’alimentation (exogenes) (Kabel., 2014; Rakesh et al., 2014).

Les antioxydants endogénes

Il existe de plus des composés endogenes synthétisés par les cellules a savoir :

+ Le glutathion ; est le thiol le plus abondant dans les organismes et les systémes vivants. I
est antioxydant par son caractére nucléophile et radicalaire:

GSH + OHe — GSe + H,0 ,GSe — GSSG
+ L’acide urique est un piégeur de 1’oxygene, des radicaux peroxyles, de I’ozone et de
HCIO. La réaction de I’acide urique avec ces ROS géneére des radicaux moins réactifs que
HOe.

+ Les protéines de stockage des métaux de transition : des protéines liant les métaux
(Transferrine, Céruloplasmine, etc.), I’albumine ou I’haptoglobine diminuent le taux des ions
métalliques libres en les complexant avec en conséquence, une diminution de leur pouvoir

oxydant.

Les composés exogenes sont :

+ La vitamine C (l'acide ascorbique) C’est un antioxydant qui doit étre obtenu a partir de
I'alimentation. Il est généralement considéré comme I'antioxydant hydrosoluble le plus
efficace dans le plasma humain. C’est un cofacteur pour beaucoup de réactions enzymatiques
importantes. Elle est aussi capable de recycler la vitamine E radicalaire (alpa-tocophéryl) en
vitamine E active (alphatocophérol). La vitamine C devient a son tour radicalaire puisqu'elle a
perdu un électron au profit de la vitamine E. Elle sera régénérée par un antioxydant
enzymatique: Le glutathion sous sa forme réduite (GSH), lui-méme régeneré a l'aide de
NADPH et de I'enzyme glutathion réductase (GSH-R) (Otterness et Gans., 2015).

+ L’alpha-tocophérol (la vitamine E) qui au niveau membranaire, elle peut séquestrer les
radicaux libres empéchant la propagation des réactions de peroxydation lipidique. La vitamine
E ou a-tocophérol (a-TocH) est le principal antioxydant de la famille des tocophérols. Sa
structure moléculaire comporte une extrémité hydrophile, correspondant au noyau chromanol

et une extrémité hydrophobe (chaine phytyle) (Willcox et al., 2004).

.
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Figure 11. Régéneration du tocophérol (vit. E) par I'acide ascorbique (Vit. C) (Valko et al.,
2004).

A ces composés exogenes s’ajoutent quelques oligoéléments comme le sélénium, le cuivre

et le zinc qui sont des cofacteurs d’enzymes antioxydantes (Haleng et al., 2007).

En fin, de nombreux composés phénoliques simples d’origine végétale tels que la vitamine
C, la catéchine, la quercétine, les isoflavones, I’acide caféique ou encore I’acide gallique
restent cependant un sujet de préoccupation permanente pour les scientifiques impliqués dans
le domaine du stress oxydant, les polyphénols sont trés appréciés pour leur pouvoir
antioxydant. L’intérét qu’on leur porte est tel que, lorsqu’ils ne sont pas miscibles a un milieu
d’utilisation hydrophobe, plusieurs techniques ont été développées pour y remédier. Parmi ces
techniques pour les rendre lipophiles et de bénéficier ainsi de leurs propriétés dans les corps
gras est leur estérification soit par des acides ou par des alcools (Bouddah, 2009 ; Moukette
etal., 2015).

Les polyphenols expriment une activité anti-inflammatoire en modulant I’expression de ces
génes pro-inflammatoires (COX, LPO, NO synthases et plusieurs cytokines) (Capiralla et al.,
2012). lls ont un potentiel d’arréter la progression du cancer en modulant la prolifération et en
stimulant la mort cellulaire par un effet toxique direct ou par modulation de I’expression de
différents facteurs pro-apoptotiques (Link et al., 2010; Rodrigo et al., 2011). En plus de leur
pouvoir de chélater des ions métalliques, les flavonoides sont capables d’inhiber plusieurs
enzymes génératrices de I’anion superoxyde et d’autres ERO : xanthine oxydase (XO),

protéine kinase C, cyclooxygénases (COX), lipooxygénases, monooxygénase microsomale et




glutathion S-transférase (Denisov et Afanas'ev., 2010). Les flavonoides possédent un noyau
aromatique permettant une délocalisation électronique qui stabilise les formes radicalaires. Ils
sont capables de réduire I’anion superoxyde (O2™), le radical peroxyle (ROO), le radical
alkoxyle (RO") et le radical hydroxyle (OH") par transfert d’hydrogene. Le radical aroxyle
formé peut réagir avec un autre radical libre pour former une structure quinone stable
(Deepshikha., 2015)
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Figure 12. Structure de quelques antioxydants d’origine alimentaire : a-tocophérol, acide
ascorbique, a- Tocophérol, acide caféique et quercétine (Hannebelle., 2006).

Les tanins sont capables de stopper la peroxydation lipidique en donnant des protons aux
radicaux libres lipidiques et en formant des radicaux taniques stables. In-vitro ce sont des
piégeurs de radicaux et des inhibiteurs de la formation de I’ion superoxyde (Jimoh et al.,
2016).

Le butylhydroxyanisole (BHA), le butylhydroxytoluéne (BHT), les esters de I'acide
gallique (gallate de propyle, gallate d'octyle et gallate de dodécyle) sont des antioxydants
synthétiques lipophiles. Le BHA et le BHT sont les plus fréquemment utilisés. Ceux-ci sont

principalement employés comme conservateurs, a faible concentration, dans les produits
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cosmétiques et alimentaires afin de protéger les lipides du rancissement. Néanmoins, leur
utilisation reste controversée, les produits de dégradation du BHA et du BHT étant suspectés
d'étre cancérogenes (Fatih et Duygu., 2013).

1.4.3. Cibles potentielles des ERO

A ses fonctions biologiques, s’ajoute des propriétés toxiques importantes et diversifiées.
La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de molécules
biologiques I'ADN, des protéines, des lipides, des glucides, mais aussi des lésions secondaires
dues au caractére cytotoxique et mutagene des métabolites libérés notamment lors de
I'oxydation des lipides. L'organisme peut aussi réagir contre ces composés anormaux par
production d'anticorps, qui malheureusement peuvent aussi étre des auto-anticorps créant une

troisieme vague d'attaque chimique (Robert., 2006).

Les glycolipides, les phospholipides et le cholestérol sont les cibles préférées

d'endommagement radicalaire (Ayala et al., 2014) .
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Figure 14. Peroxydation lipidique (Ayala et al., 2014).

Le processus de la peroxydation lipidique peut étre amorcé par divers types d'oxydants
radicalaires qui sont fortement reactifs au cours des états pathologiques (H202, le O2°*" et les

OH®), ou a partir des molécules non radicalaires tels que I'exposition a des xénobiotiques,




aux polluants environnementaux et par les métaux de transition comme le fer et moins

souvent le cuivre selon les équations suivantes (Gaschler et Stockwell., 2017):

+ La production directe de radicaux alkyls (Graisse, huile).
Fe¥*+LH ——— Fe?+L°+H*

+ La décomposition des hydroperoxydes en radicaux peroxyles ou alkoxyles
Fe**+LOOH _— , Fe¥*+L0*+O0OH
Fe**+LOOH — , Fe?*+L0O0*+H*

+ Ou L’activation de I’oxygéne moléculaire puis la production de I’oxygene singlet.

Fe?*+02 ——» Fe¥* +0 — O

Les mutations géniques sont a I’origine de I’oxydation des bases nucléiques. C’est ce qui
explique, sans doute, la génotoxicité des radicaux libres. L’ADN mitochondriale, du fait de sa
proximité avec la chaine respiratoire, est potentiellement exposé a I’oxydation du fait de

I’absence de la chromatine organisée (Van Gisbergen et al., 2015).

Malgré leur durée de vie extrémement bréve, les radicaux libres de I'oxygéne peuvent
interagir avec un certains nombre de substrats biologiques en provoquant des scissions de

I'ADN et par conséquent une atteinte au code genétique (Morel et Barouki., 1998). Le radical
hydroxyle (OH") est capable de transformer une guanosine en 8-hydroxydéoxyguanosine (8-

OH-dG), une forme oxydée qui peut s'apparier a tort avec une adénine et provoquer une
transversion de G-C en T-A (la 8-OH-dG étant la base azotée nucléotidique oxydée la plus
abondante chez I'homme, celle-ci est souvent utilisée comme biomarqueur des dommages
oxydatifs a I'ADN). De cette facon, les ROS sont impliqués dans les processus de
cancérogenese, notamment par des mutations ponctuelles au niveau de proto-oncogenes et de
genes suppresseurs de tumeur (Cividini et al., 2016).

T
TR

Hatd

Sugar
OH
o] o
HN A HN
| =0 | H—0H
HEN’/I%"N/L'"\ H?N/l\N N\
Sugar Sugar
7 B-dihydro-8-oxoguanine 8-hydroxyguanine
(8-o0x0G) (8-OH-G)

Figure 15. Oxydation d’une base purine (Cividini et al., 2016) .
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Les radicaux libres sont a l'origine de I'altération et de l'usure des tissus mais ils protégent
aussi notre organisme contre des infections et des tumeurs. Pour le bon fonctionnement de nos
organes, des petites quantités de ces substances sont nécessaires, parce qu’elles jouent un réle
de signalisation entre les cellules. Par contre leur exces entraine des dommages importants et
irréversibles dans I'organisme. De multiples structures biologiques telles que les protéines, les
lipides, les sucres, I'ADN, subissent des attaques oxydantes par ces radicaux, provoquant des
altérations et des dysfonctionnements cellulaires a l'origine de nombreuses pathologies

(maladies cardiovasculaires, maladies neuro-dégénératives, cancers, diabete, sclérose).

1.5 Plantes étudiées
1.5.1 Onopordum acanthium L.

1.5.1.1 Description botanique et classification

Onopordum acanthium, ou chardon aux anes ou encore Onopordon a feuilles d’acanthe,
est une grande plante a cycle de végétation bisannuelle, pouvant atteindre 2 m de haut. C’est
une plante ornementale, pleine d'ambivalence, a la fois douce et redoutable, armée d'épines
acerées, depuis les feuilles grises et pelucheuses jusqu'aux épaisses tiges d'un blanc
cotonneux. Les feuilles vertes moyennes, ou blanchatres, sont simples et alternes, pétiolées
avec un bord pinnatifide. Les fleurs sont violettes (occasionnellement plus rosé). Il s'agit d'une
plante de la famille des composés ou astéracées (Hyde-Wyatt et al., 1968).

Noms vernaculaires : Chardon a feuilles d’Acanthe, Artichaut sauvage, chardon aux
anes, pet d'ane, herbe aux anes, chardon d'Ecosse ; « Scotch Thistle » en anglais et «El

bek » en arabe.

Selon la littérature, O. acanthium est originaire d'Angleterre et du sud de I'Ecosse, mais
d’autres auteurs ont déclaré qu'il est exclusivement du centre et du sud de I'Europe vers le
nord de la France et la Russie centrale. (Cavers et al., 2011; Mucina, 1989). Selon Harden,

(1990) O. acanthium se développe aussi dans des régions chaudes de I’afrique du nord.

La plante se développe a la lumiére et sur les sols sablonneux ou rocailleux La
température, I’humidité, plutdét que les concentrations de nutriments du sol, déterminent la

performance écologique des especes O. acanthium (Austin et al., 1985).

O.acanthium est une espece décrite en 1753 par le naturaliste suédois Carl Von Linné
(1707-1778). Elle se classe comme suit :

.



Regne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Asterales
Famille Asteraceae
Genre Onopordum
Espece O. acanthium L.

Figure 16. La feuille et fleur d’O. acanthium

1.5.1.2 Intérét thérapeutique des astéracées

De nombreuses especes sont utilisées en médecine traditionnelle et sont associées a un

panel d’activités thérapeutiques aussi large que la diversité de cette famille.

O. acanthium est utilisé depuis longtemps pour ses vertues médicinales, et conserve un
potentiel de valorisation encore prometteur. Le genre Onopordum présente une diversité
surprenante par son nombre d’espéces (cinquantaine) et demeure une source de produits

capables de résoudre beaucoup de probléemes de santé humaine (Bruno et al., 2011).

Les racines de premiére année et les jeunes pousses d'O. acanthium ont été utilisées
comme légume dans le sud de I'Europe (Moore et Frankton, 1974). Apres avoir enlevé les
bractées extérieures, les tétes de fleurs immatures peuvent étre bouillies ou cuites a la vapeur
et servies avec du beurre. Les jeunes tiges sont consommées crues avec de I'huile et du
vinaigre ou cuites a la vapeur et mangées chaudes aprés blanchiment et épluché (Bremness,
1989). Le jus de feuilles est utilisé pour traiter les éruptions cutanées, les ulceres, le
rachitisme, les troubles nerveux et le cancer. Les décoctions de racines peuvent réduire les
rejets de mucus (Bremness, 1989). L’extrait aqueux des tiges et des feuilles, recemment testé
contre les cellules tumorales, a montré une augmentation intermédiaire avec plus de 38% de

cytotoxicite (Abuharfeil et al., 2001). La plante entiere constitue un élément décoratif
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remarquable dans les jardins et est largement appréciée comme espece ornementale
(Haughton, 1978).

Dans la médecine moderne, O. acanthium posséde des propriétés bactéricides,
cardiotoniques, hypotenseur et agent hémostatique et est utilisé contre I'nypotonicité . Cette
espece a plusieurs composants bioactifs notamment les lactones sesquiterpenes qui se sont
avérés avoir de nombreuses propriétés biologiques, a savoir antibactériennes, anti-
inflammatoires, antipaludiques et hypotenseurs (Roshanak et al., 2018).

Il a été aussi démontré que les lactones sesquiterpéniques étaient des marqueurs
chimiotaxonomiques pertinents dans la classification de la famille des astéracées. Elles
présentent tres fréquemment un groupe méthylene en position o de la lactone qui peut étre
endo- ou exocyclique. Cette double liaison en « d’une fonction carbonyle est un motif clé de
ce type de molécules et leur confere une haute réactivité associée a de nombreuses propriétés
biologiques en réagissant comme un motif électrophile accepteur de Michael (Scotti et al.,
2012).

Selon la bibliographie les lactones sesquiterpeniques possedent plusieurs pouvoirs
thérapeutiques a savoir; antibactériens, antifongiques, antiprotozoaires et surtout anti-

inflammatoires et antitumorals (Pillay et al., 2007).

Parmi d’autres molécules sentinelles chimique des especes d’Asteraceae, on peut citer les
flavonoides, les coumarines, les dérivés du phénylpropane (Bruno et al., 2011). Ces composés
sont convoités pour leur utilisation dans des produits de santé ou comme compliment

alimentaires.

L'analyse phytochimique des parties aériennes a permis d'identifier le lutéoline 7-O-
glucoside, I'apigénine, la quercétine, I'isorhamnétine, l'esculine, la choline, la stachydrine,
I'acide caféique, I'acide chlorogénique et l'acide quinique. Des polyines ont été solées des
racines. Plus tard, un sesquiterpene lactone, onopordopicrine, a été identifié a partir des
feuilles fraiches. A partir des fleurs fraiches d’O.acanthium a éte isolée la lutéoline,
chrysoeriol, ériodictyol, isoquercétine, isorhoifoline, 7-O-glucuronide d'apigénine, 3,5-

diglucoside de cyanuration, saccharides et acides aminés (Lajter., 2015).
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L'apigénine est une sous-classe de flavonoides non toxiques et non mutagenes, presente
dans les fruits et légumes (cardon, céleri, artichaut, persil, etc.), dont certains sont largement
commercialisés comme suppléments diététiques et & base de plantes (Sharma et al., 2014).
L'apigenine a fait I'objet d'une attention considérable en raison de ses effets anticancéreux,
antiviraux, antibactériens, antioxydants, pro-apoptotiques et anti-inflammatoires (Kanazawa
et al., 2006 ; Cai et al., 2011).

De plus des alcools triterpéniques, le lupéol, acétate d’amyrine et 6 stéroides (A5-
avénastérol, campestérol, stigmastérol, [-sitostérol, brassicastérol et cholestérol) ont été
détectés dans les graines. Des chercheurs russes ont étudié diverses parties d’O. acanthium et
identifié¢ des triterpénoides (taraxastérol, lupéol et a- et B- amyrine) et leurs acétates (acétate
de taraxastéryle, acétate de lupéol et acétate d'a- et de B-amyrine) a partir des fleurs, des
feuilles et des tiges et un nouveau glycoside phénylpropanoide, l'aconiside, a partir des
graines. (E)-1-Oxo-3-3-dihydro-IH-isochromen-7-yl-3- (3,4-dihydroxyphényl) acrylate a
partir des graines (Lajter, 2015).

Jeox

Lupeéol Stigmastérol

D’autres travaux ont isolés et identifiés a partir des racines de la plante trois sesquiterpenes
lactones (4B, 15-dihydro-3-déshydro-zaluzanine C, zaluzanine C et 4p, 15,11p, 13-
tétrahydrozaluzanine C), un néolignan (nitidanin-diisovalerianate), une oxylipine (13-0x0-9Z,
11E- acide octadécadiénoique), le 24-méthylénecholestérol, 1'acide a-linolénique et I'acide
linolénique (Csupor-Loffler et al., 2014).
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1.5.2 Spartium junceum L.

1.5.2.1 Description botanique et classification

La famille des Iégumineuses est une des plus importantes parmi les dicotylédones. C’est la
famille végétale qui fournie le plus grand nombre d’espéces utiles a I’homme, qu’elles soient
alimentaires, industrielles ou médicinales. Avec presque 19500 especes reparties en plus de
751 genres (The Legume Phylogeny Working Group, 2013). Les Fabaceae constituent par
ordre d’importance le troisieme ensemble des Phanérogames aprés les Asteraceae et les
Orchidaceae. Le genre Spartium est 1’une des trois sous-familles appartenant a la famille des
Fabaceae (Botineau, 2010).

Tournefort conserva le nom de Spartium, comme nom générique, & un genre de la famille
des légumineuses qui avait pour type le S. junceum, L c'est-a-dire le genét d’Espagne, et dont
le caractére consistait dans les feuilles qui sont trés peu nombreuses, presque nulles et
simples. Les caracteres assignés par Linnaeus au Spartium le distinguent si peu du genre
génista, que divers botaniste ont cru devoir les réunir, mais le plus grand nombre s’est
contenté de modifier ces deux genres en retirant quelques especes qui ont éte transposees d’un
genre a I’autre qui ont servi de type aux genres Lebeckia et Rafnia (Heywood, 1996).

S. junceum est une arbuste qui peut atteindre 4 métres de hauteur, non épineux, dressé, a
rameaux effilés, cylindriques, compressibles, finement striés, de couleur verdatre, trés peu de
feuilles, unifoliolées rapidement caduques , glabres en dessus, a poils appliqués en dessous ;
fleurs jaunes, grandes, aromatisées, situées en grappes terminales ; calice scarieux, glabre,
fendu jusqu'a la base en une seule lévre coupée obliqguement et terminée par 5 petits dents ;
étendard grand, orbiculaire, redresse ; carene en bec acuminé ; étamines monadelphes ; style
courbé au sommet ; gousse de 6-8 cm sur 7 mm, linéaire, presque glabre, noire a la maturite.
Le genre spartium des légumineuses se localise aux Coteaux arides de toutes la méditerranée,
en Afrique du nord jusqu’aux lles de Canaries. En Algérie le genre Spartium est représenté

par S. junceum (Quezel et Santa, 1962).
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Noms vernaculaires: Genét d’Espagne. En Algérie connu sous le nom de:Tertak, Kessaba.

Regne : Plantae
Sous-regne : Tracheophyta
Division : Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Rosidae
Ordre : Fabales
Famille : Fabaceae
Genre : Spartium
Espece : S. junceum L.

Figure 17. Les tiges et fleurs de S. junceum

1.5.2.2 Etudes phytochimiques antérieures

S. junceum est trés peu etudié en Algérie, c’est pourquoi cette plante a laquelle est
consacré ce travail constitue une source intéressante de nouveaux produits naturels et

potentiellement actifs.

Les analyses des huiles essentielles des fleurs de Spartium junceum montre qu’ils sont
constitués principalement d’hydrocarbures monoterpénes avec le B-thujéne comme composés
majoritaire (Bezic et al., 2003). Les travaux de Miraldi (2004) ont montré que les principaux
composées chez Spartium junceum (Genisteae) sont les tricosanes, tétracosane et le
pentacosane et signalent leurs importances dans la sensibilité des insectes dans la sélection
des plantes hotes.

Des investigations phytochimiques réalisés sur I’espéce S. junceum ont permis I’isolement
des flavonoides notament des isoflavonoides a savoir; sparticarpine (2,3-dimethoxy-9-
hydroxypterocarpan),  Apigenin-7-O-3-Dglucopyranoside et  genistein-8-C-  R-D-
glucopyranoside. Ces métabolites peuvent bloquer la croissance incontrdlée des cellules
cancereuses, en inhibant I'activité de facteurs de croissance, des substances qui régulent ou

favorisent la division cellulaire et la survie cellulaire (Lopez-Lazaro M. 2009).




L’Apigenin-7-O-R-Dglucopyranoside posséde plusieurs activités biologiques et est
actuellement prescrit pour traiter les maladies inflammatoires telles que les infections des
voies respiratoires supérieures (Bhaskaran et al., 2010). Il a récemment été montré que
Apigenine-7-O-R-Dglucopyranoside possédait un potentiel anxiolytique chez le rat,

comparable aux médicaments de référence apigénine et diazépam (Kumar et Bhat., 2012).
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Figure 18. Flavonoides identifiés chez S. junceum.

S. junceum est connue pour la toxicité de ses graines qui renferment de la cytisine et de la
spartéine. Les autres alcaloides sont la lupanine et ses dérivés hydroxylés, I’ammodendrine.
La cytisine a été découverte en 1818 et isolée en 1865 (Harborne et Herbert., 1995). Son
activité nicotinique a été découverte dées 1912. Elle a été utilisée comme substitut de la
cigarette durant la seconde guerre mondiale avant d'étre proposée comme méthode pour l'arrét
du tabagisme (Prochaska et al., 2013).

La spartéine est un agent antiarythmique de classe 1a : un bloguant du canal sodium. C'est
I'alcaloide prédominant du Lupinus mutabilis (Dewick, 2001). D’une part, elle est reconnue
comme un tonicardiaque grace a son activité ganglioplégique (= bloque les récepteurs
nicotiniques de la synapse ganglionnaire) (Viars, 1979), d’autre part, pour son activité
ocytocique (= augmente modérément le tonus et la vigueur des contractions de I’utérus)
(Hazard, 1950). Par ailleurs, le sulfate de spartéine est prescrit dans le traitement de
I’éréthisme cardiaque et des tachycardies sinusales d’origine neurotonique (Bruneton, 1987).
Tandis que, la lupanine, alcaloide tres toxique, peut provoquer deux maladies dites; le
lathyrisme et le favisme, sont associés a la consommation de Iégumes. La surconsommation
cause une paralysie progressive des membres inférieurs qui peut devenir permanente, suivie
de complications neuro-squelettiques plus généralisées qui provoquent éventuellement la
mort du patient (Potier et al., 2010).
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Figure 19. Structure de quelques Alcaloides identifiés chez S. junceum.

1.1 Extraction et partitionnement
11.1.1 Matériel végétal

Les plantes O. acanthium et S. junceum ont été identifiés par le Professeur BENAYACHE
Samir. Unité de Recherche " Valorisation des Ressources Naturelles, Molécules Bioactives et
Analyses Physicochimiques et Biologiques. Université des freres Mentouri. Constantine, ont
été récoltées pendant la période du mois de juin 2011 Daira d’Elhamma 35° 27’ 49" Nord, 7°
04’ 57°” Est (Wilaya de Khenchela) et d’Ain Smara 36° 16’ 03” Nord, 6° 30" 05" Est (Wilaya
de Constantine).

Les feuilles, les fleurs et les tiges de S. junceum et d’O. acanthium ont été decoupees et
séchées a l'abri de la lumiére, a température ambiante pendant environ une semaine puis

réduites en poudre.

La poudre de chaque partie de plante a été macérée dans un mélange de 3 L de méthanol-
Eau distillée a raison 80% pendant cing jours. Le mélange a été remué deux fois par jour. Le
macérat a, ensuite, été filtré a l'aide du coton, puis le solvant des filtrats évaporé a 40 °C a
I'aide d'un évaporateur rotatif (BUCHI R-200/205).

Deux extractions ont été effectuées pour chaque échantillon et le rendement d'extraction a
été calculé par rapport a la masse du matériel végétal sec. Les extraits bruts des deux plantes
ont été épuisés successivement a I’éther de pétrole, au chloroforme, a l'acétate d'éthyle et en
fin au n-butanol selon la méthode de Markham, (1982). (Figure 20).

L’extrait brut a été dissout dans I’eau distillée puis a subit des extractions liquide-liquide
par des solvants de polarité croissante : I’éther de pétrole, le chloroforme, I’acétate d’éthyle et
et le n-butanol successivement. Les quatre fractions organiques récupérées sont concentrées et
séchées a I'étuve a 40 °C pour évaporation complete des solvants et le rendement d'extraction

a été déterminé par rapport a la masse d'extrait brut.
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Figure 20. Protocole d’extraction du matériel végétal (Markham, 1982).
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11.1.2 Analyse qualitative des extraits

La détermination des profils et I’identification des composés individuels dans les
échantillons exige des techniques séparatives de précision, entres autres L’HPLC qui reste la
technique analytique la plus utilisee pour caractériser les composés polyphénoliques.
L’analyse a été réalisée par une HPLC au niveau du département des sciences

pharmaceutiques et des produits de santé (Faculté de Pharmacie. Messina, Italie).
11.1.2.1 Tests phytochimiques

Le screening phytochimique est un ensemble de méthodes et techniques de préparation et
d’analyse de substances organiques naturelles de la plante. Au départ, on ignorait tout de la
composition chimique des plantes médicinales utilisées tous les jours par de nombreuses
populations pour se soigner. Pour parvenir a une amélioration de cet usage de plantes
médicinales, plusieurs investigations phytochimiques ont été réalisées afin d’apporter une

justification scientifique quant a I’ utilisation traditionnelle de ces plantes.

Ces techniques permettent de détecter la présence des produits appartenant a des classes de
composes physiologiquement actifs. Le nombre de ces classes est important. Seules les
classes qui sont reconnues comme actives seront retenues pour une investigation

phytochimique et pharmacologique ultérieure plus poussée.

Les tests de détection des groupes composés ont porté sur les feuilles d* O acanthium et
les tiges de S junceum selon les techniques analytiques décrites dans les travaux de Kone
(2013) Ciulei (1989), Rizk (1982), (Edeoga et al., 2005; N’Guessan et al.,2009), (Majob
2003) et Bruneton (1993).

a- Recherche des alcaloides (test de Mayer)

Cent milligrammes d'extrait ont été introduits dans un tube a essai contenant 3 mL d'acide
sulfurique 1%. L'ensemble a été porté & ebullition au bain-Marie (100°C) pendant 5 min.
Apres refroidissement et filtration, 5 gouttes de réactif de Meyer ont été ajoutées (Majob.,
2003).

b- Recherche des saponines

Cent milligrammes d'extrait ont été introduits dans un tube a essai contenant 5 mL d'eau et
I'ensemble a été chauffé pendant 5 min. Apres refroidissement et filtration, 10 mL de filtrat
ont été introduits dans un second tube a essai et agités pendant 1 min. Apres 15mn de repos,
I'épaisseur de la mousse a été mesurée a l'aide d'une régle graduée. Une hauteur de mousse

d'au moins un centimétre a indiqué la présence des saponines (N’Guessan, 2009).

g



c- Recherche des triterpene et stéroides : test de Liebermann-Burchard

Cent milligrammes d'extrait ont été dissouts dans 3 mL de chloroforme et 4 gouttes
d'anhydride acétique et d'acide sulfurique concentré y ont été ajoutées. La formation d'une
phase supérieure rouge-violacée indique la présence des triterpénes, alors que le
développement d'une coloration bleue a l'interface indique la présence des stéroides
(Bruneton, 1993).
d- Recherche des composés phénoliques

L'extrait (0,1 g) a été dissout dans 3 mL d'éthanol et 5 gouttes de FeCls y ont été ajoutées.
Le développement de la coloration verdatre indique la présence des phénols. La présence des
composés phénoliques sera marquée par l'apparition de la coloration bleue verdatre
(Bruneton, 1993).
e- Recherche des anthraquinones

L'extrait (0,1 g) a été ajouté a 4 mL du mélange éther-chloroforme (1:1 v/v). La solution
ainsi obtenue a été traitée avec 4 mL de soude 10% et I'apparition d'une coloration rouge a
indiqué la présence des anthraquinones (Rizk, 1982).
f- Recherche des tanins

Cent milligrammes d'extrait ont été dissouts dans 5 mL d'eau distillée et la solution a été
chauffée pendant 5 min. Apres refroidissement et filtration, 4 gouttes de chlorure de fer 0,5%
ont été ajoutés a 2 mL de filtrat. La présence des tannins a été indiquée par la formation d'un
précipité bleu (Rizk, 1982).
g- Recherche des flavonoides : test de Shinoda

L'extrait (0,1 g) a eté dissout dans 3 mL de méthanol. 0,05 g de copeau de magnésium et 4
gouttes d'acide sulfurique y ont ensuite été ajoutés. Le développement de la couleur orange a
indiqué la presence des flavonoides (Houménou et al., 2018).
h- Recherche des anthocyanines

L'extrait (0,1 g) a été ajouté a 5 mL d'une solution d'acide sulfurique 1%. L'apparition
d'une coloration orange a montré la présence des anthocyanines (Rizk, 1982).
i- Recherche des coumarines

Cent milligrammes d'extrait ont été dissouts dans 3 mL de méthanol contenu dans un tube
a essai, puis le tube a été recouvert d'un morceau de papier imbibé d'une solution de soude
10%. L'absence de la fluorescence jaune-vert a I'UV (254 nm) a révélé l'absence des
coumarines (Rizk, 1982).
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11.1.2.2 Analyse qualitative par HPLC

Principe : 2ul de chaque extrait des deux plantes ont été injectés sur une colonne de type
phase inverse C18 (15 cm x 4,6 mm 1.D). La phase mobile constituée de deux éluants ; lI'eau
distillée / acide acétique (0,075%) a pH = 3 (Solvant A) et ACN / acide acétique (0,075%)
(Solvant B), respectivement. Dans le mode de gradient linéaire suivant: 0 min, 0% B; 60 min,
40% B; 80 min, 100% B; 81 min, 0% B. Le débit de la phase mobile était de 1,0 mL / min. La
détection a été réalisée par un détecteur UV. La gamme de longueur d'onde de PDA était de
190-400 nm et les chromatogrammes ont été éffectués a 254 nm (fréquence d'échantillonnage
: 6,25 Hz, constante de temps: 0,32 s). Les extraits (10 mg) ont été dissous dans 1 mL de
méthanol et filtrés a travers un filtre & membrane de 0,45 pm (Whatman, Clifton, USA).
L’acidification de la phase mobile permet d’éviter I’ionisation des nombreux groupes
hydroxyles des composés phénoliques pendant I’analyse, ce qui améliore en méme temps la

résolution et la reproductibilité (Misan et al., 2011)
11.1.3 Analyses quantitatives des extraits

Des determinations quantitatives des principaux composés phénoliques ont été effectuées

sur les extraits des feuilles, des fleurs et les tiges d’O. acanthium et de S. junceum.

11.1.3.1 Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols ont été déterminés par spectrophotométrie selon la méthode de Folin
Ciocalteu décrite par Singleton et al., 1999, ce réactif de couleur jaune est constitué par un
mélange d’acide phosphotungstique et d’acide phosphomolybdique. Lorsque les polyphénols
sont oxydés, ils réduisent ce réactif en un complexe ayant une couleur bleue constitué d’oxyde
de tungsténe et de molybdéne. L’intensité de la couleur est proportionnelle aux taux des
composés phénoliques oxydés (Katalinic et al., 2006).

A un volume de 125 pl de solution d’extrait, 1 mg dans 1 mL d’eau distillée, on ajoute 500
ul d’eau distillée puis a 125 pl du réactif de Folin-Ciocalteu. Aprés 3 min, 1250 ul de
carbonate de sodium (20 g/L) sont additionnés. Le mélange est laissé a I’obscurité pendant 90
minutes a température ambiante, puis la lecture est faite a 760 nm.

L’acide gallique (50-500 pg/mL) est le standard utilisé pour établir la courbe d’étalonnage
a partir de laquelle la concentration des polyphénols totaux des extraits est calculée. Le
résultat est exprimé en pg d’équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait (pg
EAG/mg d’extrait).

.



11.1.3.2 Dosage des flavonoides

La méthode du trichlorure d’aluminium AICls (Barros et al., 2011) légerement modifiée a
été adoptée pour quantifier les flavonoides dans les différents extraits d’O. acanthium et S.

junceum.

A 1 mL de la solution d’extraits (préparés dans I’éthanol) est ajouté a 1 mL d’AICls a 2%
dans le méthanol, le mélange est vigoureusement agité, puis I’ensemble est incubé a I’ombre a
la température ambiante pendant 30 minutes, I’absorbance est lue a 430 nm. La quantification
des flavonoides se fait en fonction d’une courbe d’étalonnage réalisée par un flavonoide
standard, la quercétine. La teneur en flavonoides est exprimée en mg d’équivalent de

quercétine par g de poids sec de la plante (mg EQ/g/ Ps).
I1.2 Essais biologiques in-vivo

Des rats males et femelles, Albinos Wistar, pesant entre 150 et 180g, ont été utilisés lors de
I’étude in-vivo. Ces animaux ont été procurés auprés de I’Institut Pasteur d’Alger. Les
animaux ont été placés dans des cages en polypropylene ou ils ont acces libre a I’eau et a
I’alimentation ou la température moyenne varie entre 20-25 °C, avec un cycle
photopériodique de 12 heures de lumiere/obscurité. Chacune des cages porte cing rats du

méme sexe male. Les animaux ont bénéficié d’une période d’adaptation avant leur utilisation.
11.2.1 Activite anti-inflammatoire « (Edeme a la carragénine »

L’étude expérimentale de I’activité anti-inflammatoire a été realisée selon la méthode
décrite par Winter et al., (1962) ) et adaptée par Antonisamy (2011) selon laquelle
I’inflammation est provoquée par I'injection de 100uL d'une solution de carragénine a 1%
dans l'eau physiologique stérile NaCl (0,9%) sous I’aponévrose plantaire de la patte
postérieure droite du rat.

Pour I’activité anti-inflammatoire, quatre lots de six rats ont été utilisés. Ces rats sont de
sexe male et ont été mis a jeun 16 heures avant I’essai (8). L’extrait butanolique d’O.

acanthium a fait I’objet de cette activite.

Les mesures des volumes de la patte postérieure droite de chaque rat ont été effectuées
avant l'induction de I'cedéme et a chaque 1 h, 2 h, 3 h, 4 h et 5 h aprés l'injection de la

carragénine.

.



Protocole :
Lot 1 témoin: Les rats regoivent la solution véhicule (Eau physiologique) par voie orale
(gavage), 1 heure avant I’injection de la carragénine (100 ul; 0,6%) dans la votte plantaire de
la patte droite du rat.
Lot 2 référence : Les rats traités par voie orale avec un anti-inflammatoire (I’aspirine,
100mg/kg+CMC a 0,5%), une heure avant I’injection de la carragénine.
Lots 3 et 4 : L’extrait a tester (extrait butanolique O. acanthium) est administré aux rats par
voie orale a raison de 200, 400 mg/kg 1h avant I’injection de la carragénine. Le volume de la
patte a été mesuré par immersion dans le liquide contenu dans la cellule du pléthysmometre
(Ugo Basile n°7140). Ce volume est enregistré grace au pléthysmomeétre.

Le volume de I'cedéme a un temps donné (V) est obtenu par la relation suivante :

VT =Vi—Vo

Vo: Volume initial de la patte avant I’injection de la carragénine pour provoquer I'cedeme.

Vt. Volume de la patte au temps t aprés injection de la carragénine.

L'activité anti-inflammatoire est exprimée en variation de volume V et en pourcentage
d'inhibition de Il'eedeme pour chaque groupe traité par l'eau physiologique, I’extrait et
I’aspirine. Les moyennes des groupes traités par les extraits et I'aspirine ont été comparées

avec celles du groupe témoin (Contréle négatif) traité par I'eau distillée.

Le pourcentage d'inhibition de lI'inflammation est mesuré selon la formule suivante:

% Inhibition = 100 *[(MAo témoin — M At traité)/ M Ao témoin]

MAy ; Moyenne de I’augmentation de la patte témoin.
MA: ; Moyenne de I’augmentation de la patte du lot traité.

11.2.2 Activité analgésique

Cette étude a été realisée selon la méthode de Yangchen et al (2010). Elle consiste a
induire une action d’un algogéne (I’acide acétique 1%) par voie intrapéritoniale. Cette
injection induit une sensation de douleur qui se manifeste chez le rat par un mouvement
d’étirement des pattes postérieures et de torsion de la musculature dorso-abdominale, appelés
crampes abdominales. L’effet analgésique est apprécié par le dénombrement de ces crampes

pendant 30 min aprés I’injection de I’agent algogene.
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Pour chaque essai de I’activité analgésique, trois lots de six rats chacun ont été utilisés. Ces
rats sont de sexe male et ont été mises a jeun 16 heures avant I’essai. Les extraits testés sont
les extraits n-butanol de chaque plante.

Protocole :
Lot témoin : Les rats recoivent la solution véhicule (eau physiologique).

Lot référence : Les animaux ont été traités par voie orale avec un analgésique (I’ Aspégic 500
mg/ Kg.).

Lots 3- 6 : Les animaux regoivent par voie orale I’extrait "extrait n-butano™ O. acanthium a
différentes doses 100, 300, 600, 900 mg/kg respectivement.

Lots 7- 10 : Les animaux recoivent par voie orale I’extrait n-butanol" S. junceum a
différentes doses : 100, 300, 600, 900mg/kg respectivement.

Le pourcentage d’inhibition des crampes est calculé selon la formule suivante :

% d’inh des crampes= [(Moyenne témoin — Moyenne essai) / Moyenne témoin] *100

1.3.3 L’activité antipyrétique

Seize heures avant le test, les rats sont mis & jeun et recoivent en injection sous-cutanée
dans la région dorsolatérale une suspension aqueuse de levure de biére a 20 % (1 mL/100 g de

poids corporel). Nous avons opéré sur quatre lots de six rats chacun (Srivastava et al., 2013).

Lot témoin : solution physiologique NaCl 9 %o.

Lot 2 : acétylsalicylate de lysine 500 mg/kg de poids corporel.

Lot 3, 4 : I’extrait n-butanol O. acanthium aux doses 100, 300 mg/kg respectivement. La
température a été mesurée 1/2, 1, 2, 3 et 4 heures aprés I’administration des substances.

1.3 Activité antioxydante

113.1 Test de piégeage du radical libre DPPH

Le test antioxydant a été réalisé avec la méthode au DPPH. 40ul de chaque solution
méthanolique des extraits a différentes concentrations (de 0,0125 a 5mg/mL) sont ajoutés a
160 pl de la solution méthanolique du DPPH (0,025g/l). Parallélement, un contrble négatif est
préparé en mélangeant 40ul de méthanol avec 160ul de la solution méthanolique de DPPH.
La lecture de I’absorbance est faite contre un blanc préparé pour chaque concentration a 515
nm aprés 30 min d’incubation a I’obscurité et a la température ambiante (Sharma et Bhat,
2009).
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L’intensité de la couleur est proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le
milieu a donner des protons. Le contréle positif est représenté par une solution d’un
antioxydant standard : BHT et BHA dont I’absorbance a été mesurée dans les mémes
conditions que les échantillons et pour chagque concentration le test est répété 3 fois.

Les composés phénoliques sont généralement solubles dans les solvants organiques
polaires et les solutions aqueuses et peu solubles dans les solvants organiques apolaires du
moins pour ce qui est des composés phénoliques héterosidiques. Selon la littérature les
polyphénols peuvent se répartir de facon inégale dans les différentes parties d’une méme
plante (Falleh et al., 2007; El-Haci et al., 2012)

Q 45 , Q NO,
N % ©+ (R): W — ~—§§?~oz +R-
@ \T/ @ . kT}

Antioxydant Radical de I’antioxydant
Les résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition (1%) et les valeurs de I’ECso ont

été déterminées graphiquement par régression linéaire.

1%= [(Abs controle — Abs test)/ Abs contrdle] * 100

11.3.2 Test de réduction du radical cation ABTS*

En réagissant avec le persulfate de potassium (K2S20s), I'ABTS (acide 2,2'-azino-bis (3
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique) forme le radical ABTS' ¥, de couleur bleue-verte. L'ajout

d’antioxydant réduit ce radical et provoque une décoloration de I’ABTS. La décoloration du
radical mesurée par spectrophotométrie a 734 nm est proportionnelle a la concentration en
antioxydants (Re et al., 1999).

160 pl ABTS'™ + 40 pl extrait + incubation 10 min + Lecture a 734 nm.
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Figure 21. Formation et piégeage du radical ABTS " par un antioxydant (Re et al., 1999).

L activité de ’ABTS™ a été exprimée en pourcentage et calculée par I’équation suivante :

Pourcentage inhibition (%) = [(Abs témoin - Abs blanc)] / (Abs témoin)] * 100

11.3.3 Méthode de blanchissement de la -caroténe

Dans le test du B-caroténe, I’oxydation de I’acide linoléique génére des radicaux peroxydes
et des hydroperoxydes conjugués. Ces radicaux vont par la suite oxyder le B-caroténe
hautement insaturé ; ce qui entraine la perte de ses doubles liaisons et par conséquent, la
disparition de sa couleur rouge. Cependant, la présence d’un antioxydant (extraits, témoins
positif) permet de neutraliser les radicaux libres dérivés de I’acide linoléique et donc la

prévention de 1’oxydation et le blanchissement du -caroténe (Merouane et al., 2014).

Une quantité de 2 mg de p-caroténe est dissoute dans 20 mL de chloroforme, puis 4 mL de
cette solution sont miss dans un ballon a fond plat avec 40 mg d’acide linoléique et 400 mg de
Tween 40. Apres évaporation sous vide du chloroforme, le mélange est repris dans I’eau
distillée aérée. Dans une microplaque a 96 puits, 150 puL de cette émulsion sont additionnés de
10 pL d’extrait végétal de concentrations connues (1;1/2;1/4;1/8;1/16;1/32 et 1/32
mg/mL). Les microplaques sont alors mises en incubation a 50 °C pendant 120 min (pour
catalyser I’oxydation de I’acide linoléique) et la D.O est mesurée (@ T=0et T = 120 min) a
470 nm. L’activité de I’extrait est calculée par rapport a celle du témoin négatif (sans extrait).
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Pl =[(D.O E120 — D.O T120) / (D.O To—D.O T120)] * 100

Les résultats sont comparés a ceux des antioxydants de synthése (BHT®, BHAP). Le

pourcentage d’inhibition (PI) est obtenu comme suit :

Pl =[(D.O E120 — D.O T120) / (D.O To— D.O T120)] * 100

DO Ei2o : absorbance de I’extrait a T = 120 min.
DO Ti20 : absorbance du témoin négatif a T = 120 min.
DO To : absorbance du témoin négatif a T = 0 min.

Cette activité est également exprimée en ICso comme décrite pour le test au DPPH’
11.3.4 Test de réduction du fer : FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

Le pouvoir réducteur d’un extrait est associé a son pouvoir antioxydant. Cette technique a
été développée pour mesurer la capacité des extraits testés a réduire le fer ferrique (Fe*"
présent dans le complexe ferricyanure de potassium KsFe(CN)s en fer ferreux (Fe?*). En effet
le Fe3* participe a la formation du radical hydroxyle par la réaction de Fenton. L’absorbance
du milieu réactionnel est mesurée a 700 nm. Une augmentation de I’absorbance correspond a

une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés (Oyaizu M, 1986).

Un volume de 10 pl d’extrait de chaque dilution est mélangé avec 40 pl phosphate buffer
(pH 6,6), 50 ul potassium ferricyanide (1%) KsFe(CN)s. Le mélange est incubé a 50 °C
pendant 20 min, puis rajoutons 50 ul tri-chloro acetic acid (TCA) (10%), 40 ul H20 et 10 pl
ferric chloride FeCls (0.1%). Le complexe réduit est quantifié spectrophotométriquement a

une longueur d’onde de 700 nm.

[Fe(CN)s]* + e (donné par un polyphénol) _ >  [Fe(CN)e]* + Fe®

Complexe jaune Complexe bleue

11.3.5 Test de la capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC)

Principe : La méthode CUPRAC (Cupric ion Reducing Antioxidant Capacity) est basée sur la
suivie de la diminution de I’absorbance accrue du complexe Néocuproine (Nc), cuivre (Cu?")
[Nc2-Cu?*].  En effet, en présence d'un agent antioxydant, le complexe cuivre—néocuproine
est réduit et cette réaction est quantifié spectrophotométriquement a une longueur d’onde de
450 nm (Apak et al., 2004).
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A 40 pl de I’extrait a tester, on mélange 60 pl de tampon acétate d’ammonium (1 M, pH 7),
50 ul de Néocuproine (7,5 mM) et 50 ul de CuClz (10 mM). Le mélange est incubé pendant
une heure a 37°C. Le complexe réduit Cu*-Nc est quantifié spectrophotométriquement a une

longueur d’onde de 450 nm.

AOX \

—D

*AOX Oxydé

Figure 22. Réduction du complexe chromogéne de Cu*2-Nc (Apak et al., 2004)
Cu(Nc)2?* + ArOH — Cu(Nc)2* + Ar=0 *H*

1.4 Analyse statistique

Les résultats ont été analysés par le test de I’analyse de la variance (ANOVA). La valeur p
< 0,05 est considerée significative. Des tests Post Hoc ont également été réalisés dans les cas
ou une différence des effets a statistiquement été observée (Logiciel IBM SPSS Statistics Ver.
22). Les valeurs d’I1Cso (concentration inhibitrice a 50%) sont calculées par la méthode de

régression linéaire a partir de la courbe : [% inhibition = f (concentrations)].
I11.1 Extraction et partitionnement

111.1.1 Rendements des extraits bruts

Le tableau 2 résume les rendements d’extraits brut obtenu aprés macération de la matiere
végétale avec le mélange hydroalcoolique (MeOH-Eau distillée 80%), selon le protocol

d’extraction schématisé dans la figure 20.

Tableau 2: Rendement des extractions

Matiere séche Hexane CHClIs AcOEt BuOH Aqueux
O a (Feuilles 1,5kgs) 1,21 4,12 13,23 28,23 Nd
Rendement % 0,08 0,27 0,88 1,82 Nd
O a (Fleur 50grs) 0,23 0,715 2,72 9,17 20,28
Rendement % 0,46 1,43 5,44 30,34 40,56

Nd : non déterminé
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Les résultats obtenus montrent que les rendements en extrait des deux parties
d’O.acanthium et de S. junceum sont plus ou moins variables et sont plus importants avec les
extraits polaires par rapport aux extraits non polaires. Cependant, I’extrait butanolique des
deux plantes présente des rendements plus importants. Les rendements des différents extraits

varient de 0,08 a 40,56 % apres leur extraction liquide-liquide.

Le protocole de Markham (1982), nous aurait permis d’obtenir différents extraits de
composition chimique comme suit : I’extrait brut peut contenir des flavonoides, des terpénes,
des cires et des tannins, I’extrait d’hexane ou d’Ether de pétrol qui est en générale constitué de
lipides et de flavonoides aglycones hautement méthoxylés, I’extrait du chloroforme est plus
riche en flavonoides aglycones, I’extrait d’acétate d’éthyle contient les flavonoides glycosylés
en particulier mono, di et tri-glycosylés et I’extrait Bu-OH constitué des flavonoides les plus

polaires (di, tri et tetra-glycosylés).
111.1.2 Criblage phytochimique

Le screening phytochimique est une étape primordiale qui permet de détecter la présence
dans les plantes médicinales des produits appartenant a des classes de composés
physiologiquement actifs. Les tests phytochimiques consistent a détecter les différentes
familles de composés qui existent dans les feuilles d’O acanthium et les tiges de S. junceum,
par des réactions de précipitation ou de coloration en utilisant des réactifs spécifiques a
chaque famille de composés. Les résultats obtenus sont représentés dans le Tableau 3.

Tableau 3. Résultats des tests phytochimiques des extraits méthanoliques et butanoliques des
feuilles d” O. acanthium et les tiges de S. junceum.

O. acanthium S. junceum

Composés | Réaction/réactif MeOH | BuOH | MeOH | BuOH
Alcaloides Mayer - - ++ -
Flavonoides Copeau de Mg ++ ++ ++ ++
Triterpénes | Liebermann Burchard ++ ++ ++ ++
Stéroides | Liebermann Burchard - - - -
Phénols FeCls (1%) ++ ++ | ++ ++
Saponines Mousse +++ ++ ++ ++
Tanins FeCls (1%) ++ ++ | 4+ ++
Anthraquinones Mélange E-C v/v + + + +
Anthocyanines H2S04 (1%) - - - -
Coumarines NHsOH UV ++ ++ | ++ ++

(+++) : Présence plus forte, (++) : présence forte, (+)

: présence faible, (-) : absence
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Nous avons observé, sur I’ensemble des réactions en tubes, la présence de flavonoides, de
coumarines, de tanins, de saponines et des polyphénols dans nos échantillons. De plus nous
avons décelé la présence d’alcaloides dans les tiges de S junceum et d’anthraquinones dans

les extraits en quantité relativement faible par rapport aux composés déja cités.

La reaction de Liebermann est positive dans tous les extraits testées ; ce qui indique que le
matériel végétal considéré renferme des triterpénes. Par ailleurs, nous avons constaté

I’absence d’anthocyanines et de stéroides dans nos extraits analysés.

La présence de composés chimiques (polyphénols, flavonoides, tanins, polyterpenes,
saponines, coumarines et alcaloides) révele que les deux plantes, O. acanthium et
S. junceum possédent des activités biologiques intéressantes. La richesse de ces extraits
organiques en composés chimiques actifs pourrait expliquer I’utilisation traditionnelle de ces
plantes pour soigner de nombreuses maladies telles que le diabete, la fievre, la migraine, les
cedémes, le rhumatisme et I’ulcére gastrique. De nombreux travaux ont montré que ces
métabolites secondaires sont des indicateurs importants pour certaines activités
pharmacologiques. Les effets bénéfiques des polyphénols intéressent particulierement deux

domaines: la phytothérapie et I’hygiene alimentaire (5) (Leong et Shui., 2002).
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111.1.3 Analyse qualitative par HPLC

Les composés phénoliques absorbent bien les rayonnements UV et le détecteur d’UV ou
d’UV - Vis a longueurs d’onde variables est le plus généralement utilisé en chromatographie
liquide haute pression. Aucune longueur d’onde ne peut a elle seule permettre la détection
de toutes les différentes classes des composés phénoliques puisqu’elles présentent des
maxima d’absorption a différentes longueurs d’ondes. Néanmoins la détection a 280 nm est

la plus utilisée pour I’analyse simultanée de mélange d’acides phénoliques et de flavonoides.
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Figure 23. Chromatogramme d’HPLC de I’extrait n-BuOH des feuilles d’O. acanthium
La figure 23 montre que le profil chromatographique de I’extrait n-butanolique des feuilles
d’O. acanthium contient essentiellement des acides phénoliques tels que I’acide gallique et

des flavonoides de type flavones hétérosides et aglycones. Les dérivés de I’Apigénine

semblent majoritaires.
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Figure 24. Chromatogramme d’HPLC de I’extrait ACOEt des feuilles d’O. acanthium

La figure 24 montre que le profil chromatographique de I’extrait acétate d’éthyle des
feuilles de I’espece O. acanthium est plus riche en acides phénoliques, flavonoides, dérivés
de I’apigénine et en apigénine. Celle-ci se retrouve dans tous les extraits, elle est le composé

majoritaire dans cette espéce.
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Figure 25. Chromatogramme d’HPLC de I’extrait CHClIs des feuilles d’O. acanthium
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La figure 25 montre que I’extrait CHCIs des feuilles de I’epece O. acanthium contient

essentiellement des acides phénoliques et des dérivés de types catéchines.
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Figure 26. Chromatogramme d’HPLC de I’extrait BuOH des Tiges de S. junceum.

La figure 26 montre que I’extrait n-butanolique des tiges de I’espéce S. junceum, contient

essentiellement des acides phénoliques et une flavone minoritaire.
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Figure 27 a. Chromatogramme d’HPLC de I’extrait AcOEt des Tiges de S. junceum.
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Figure 27 b. Chromatogramme d’HPLC de I’extrait ACOEt des Tiges de S. junceum.

La figure 27a montre que I’extrait acétate d’éthyle des tiges contient essentiellement trois
acides parahydroxybenzoique 1, 4, 2, un acide cinamique de type paracoumaroique 5,
majoritaire, deux flavanones la naringenine 6 et le composé 7 et plusieurs dérivés de type
flavone 3, 8, 9, 10.




SAMPLE 9 - Stem/CH3CI 10 mg!ﬁw—" i ¥
124804 1.00
3004 { 122

,IH

flavone

mAU i P derivate

T o 1 hydroxy

-254nm!1"m (1'00) P‘y |lHI!£0iC 2
250 ] :“.:; darivate -

i ] \ 2 20 r flavone

T U: I ) derivate

] _— 200 300 ..£ 200 o — 15
200 9 e r— “

7] 254 p- _ ,‘ 1 .

- ) )/ hydroxy I =N - |31.61 1.00 | B h/i

] 204 benzoic 129 hyd f sof - B

- ! 15 b \ derivate 104 b"crm::;g df:f::. fl ol \\3.8.\__ ]

1004 ! derivate I|I

| ) f 300 nfn
150 Y N\ s .

T o] = L 3" N | prereriee L

] 12 ' | fl

1 N\ [ e | |

1 ! - { : 50 flavene
100 e 13.06 L'Illnfll;nlc s:.w:..q:“i“ 13 dertvate

| dorivate hydroxy derivate

T benzoic

N derivate

507 > e
D _-_.l

] : I I . I —

0 10 20 30 40 min

Figure 28. Chromatogramme d’HPLC de I’extrait CHClIs des Tiges de S. junceum

La figure 28 représente le profil chromatographique de I’extrait chloroformique des tiges

qui contient trois acides parahydroxy benzoique 1,4, 2, un acide cinamique de type
paracoumaroique 5, deux flavanones la naringenine 6 et le composé 7 et plusieurs dérivés

de type flavone 8, 9, 10.

Il'y a beaucoup de composants communs dans les deux extraits CHCIs et AcCOEt des tiges
de S. junceum. La différence entre les deux extraits réside dans les teneurs des composés : le
composé 1 (acide parahydroxy benzoique) est plus important dans I’extrait chloroformique, le
composé 2 est un produit majoritaire avec une teneur voisine, il y a deux nouveaux
composés dans I’extrait chloroformique 1’  (dérivé acide cinnamique) et 1’ (dérivé

parahydroxy-benzoique).

Le composé 3 se trouve uniquement dans I’extrait acétate d’éthyle. Le composé 4 (acide
hydoxybenzoique ) se trouve a une teneur voisine dans les deux extraits, le composé 5 (dérivé

cinnamique) est majoritaire dans I’extrait acétate d’éthyle.

La naringenine 6 et le composé 7 (composés de type flavanones ) sont plus importants

dans I’extrait acétate d’éthyle.
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Les composés 8, 9 et 10 (dérivés de type flavone) ont une teneur voisine dans les deux
extraits. 1l y a un composé supplémentaire 5’ (dérive de type flavone) dans I’extrait
chloroformique.

Cette variabilité structurale refléte leur large palette de propriétés biologiques telles que les
effets antioxydants, antibactériens, antifongiques, modulatoires de la réaction inflammatoire...
Ces activités pourraient étre des alternatives naturelles aux conservateurs biocides et

antioxydants de synthese.

I11.1.4 Analyses quantitatives des extraits

L’étude quantitative des extraits d’O. acanthium et S. junceum avait pour objectif de
déterminer la teneur des polyphénols et des flavonoides totaux.

I11.1.4.1 Détermination de la teneur totale en Polyphénols

La détermination de la teneur en polyphénols totaux de nos extraits est une nécessité pour
définir leur contribution dans I’activité anti-oxydante compte tenu de leur role capital pour la

préservation de la santé humaine.

Le taux des polyphénols totaux a été déterminé a partir de la courbe d’étalonnage (Figure
29) d’équation D .O = 0,0023 [Polyphénols] + 0,0206 ; avec un coefficient de détermination
R? égal a 0,9959.
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Figure 29. Courbe d’étalonnage de I’acide gallique.

Les résultats obtenus sont exprimeés en g equivalent d’acide gallique par milligramme

d’extrait (mg GAE/mg). Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 4.
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Tableau 4. Teneur des polyphénols dans les extraits

TPC(mg GAE/Q) O. acanthium S. junceum
Feuilles Fleurs Fleurs Tiges
MeOH 53,51 nd nd 71,80
CHCIs 69,30 nd 57,86 | 2,11
n-BuOH 41,19 | 310,72 0524 | 14,62
AcOEt nd 388,29 43,07 | 1,71
Aqueuse nd 116,99 nd nd
CH2ClI: nd 448,70 nd nd

Nd, non déterminées

Dans les parties des deux plantes étudiées, nous avons remarqué une variabilité des
teneurs en polyphénols. La partie avec la teneur la plus haute est celle des fleurs d’O.
acanthium (448,70 ; 388,29 ; 310,72 et 116,99 mg GAE/g) suivie par les feuilles avec une
teneur comprise entre 41,19 et 69,30 mg GAE/qg.

La teneur élevée de polyphénols dans les fleurs s’expliquent par le fait que les anthocyanes
se concentrent principalement dans cette partie et ce pourcentage refléte la présence d’une
forme majoritaire des flavonoides glycosylés, flavonoides sulfatés et des coumarines en
particulier dans I’extrait aqueuse et BUOH. Dans I’extrait dichloro-méthane les polyphénols
seraient de nature flavonoides aglycones hautement méthoxyles. Par ailleurs dans I’extrait

acétate des flavonoides glycosylés en particulier mono, di et tri-glycosylés.

Suheda et al, 2015, ont trouvé que le taux de polyphénols dans I’extrait MeOH des
feuilles d’O.acanthium est de 30,47, dans les fleurs 24,7 GAE/g d’extrait. Zare et al, (2014)
ont trouvé dans les graines un taux de 168,56 mAE/g d’extrait, nettement supérieur a celui

trouvé dans les feuilles et les fleurs.

Les composés phénoliques sont généralement solubles dans les solvants organiques
polaires et les solutions aqueuses et peu solubles dans les solvants organiques apolaires du
moins pour ce qui est des composés phenoliques héterosidiques. Selon la littérature les
polyphénols peuvent se répartir de facon inégale dans les différentes parties d’une méme
plante (Falleh et al., 2007; El-Haci et al., 2012)

Falleh et al.,2014, ont trouvé que la teneur de polyphénols dans la phase MeOH des
feuilles C.Cynara 14,79 mGAE/mg d’extrait et dans les Fleurs 6,96 mGAE/mg .

Une étude a montré que la teneur des phénols totaux dans les feuilles d’O acanthium est

de I’ordre de 7,96 mg GAE/g. Ce taux est nettement inférieur a nos résultats qui sont trés
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élevés dans les deux parties de la plante. Ceci serait d0 au protocole d’extraction qui est
différent. Cette valeur maximale de TPC (7,96 mg/g) a été obtenue avec un solvant contenant
20 % vol d’éthanol (Diankov et al., 2013). Le contenu polyphénolique varie gualitativement

et quantitativement d’une plante a une autre. Ceci peut étre attribué a plusieurs facteurs :

v’ Facteurs climatiques et environnementaux: la zone géographique, sécheresse, sol,
agressions et maladies (Ebrahimi et al., 2008).

v’ Le patrimoine génétique, la période de la récolte et le stade de développement de la plante
(Miliauskas et al., 2004), la méthode d’extraction et la méthode de quantification peuvent
également influencer I’estimation de la teneur des phénols totaux (Lee et al., 2003 ; Kiselova
et al., 2006).

Quant aux fleurs de S.junceum, les extraits CHCIs et ACOEt ont une teneur voisine en
polyphénols soit 57,86 et 43,07 mg GAE/g respectivement, dans I’extrait n-BuOH le taux est
de 95,24 mg GAE/g. Le taux des polyphénols des tiges dans I’extrait BUOH est de 14,62,
dans I’extrait MeOH 71,80 mg GAE/g, celle du chloroforme 2,11 et de I’acétate 1,71 mg
GAE/qg.

Cette différence, entre nos resultats et ceux trouveés dans la littérature, serait due au fait que
les méthodes d’extractions peuvent affecter les résultats du fait de la solubilité des composés
phénoliques. De plus le matériel végétal a été récolté dans des régions différentes de la notre
et la distribution des métabolites secondaires peut changer pendant le développement de la
plante (Christian Z. 2010), I’extraction des composés phenoliques est aussi influencée par le
temps et la température d’extraction, ce qui reflete les actions paradoxales de la solubilisation
et la dégradation par oxydation. Par conséquent, il est important de faire le bon choix de
procédure /méthode d’extraction afin de maintenir la stabilité des composés phénoliques
(Turkmen et al., 2007).

Les composés phénoliques semblent étre de bons candidats pour leurs activités
antioxydantes du fait de la présence de nombreux hydroxyles pouvant réagir avec les radicaux
libres (Govindan et Muthukrishnan, 2013).

I11.1.4.2 Dosage des flavonoides

Le taux des flavonoides totaux a été déterminé a partir de la courbe d’étalonnage
d’équation (Figure 30), D.O = 0,0035 [flavonoides] + 0,0573; avec un coefficient de
détermination R? égal 4 0,9821.
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Figure 30. Courbe d’étalonnage de Quercétine pour le dosage des Flavonoides totaux.

Teneur mgEQ/g
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382,72 381,89

Figure 31. Comparaison de la teneur en flavonoides des differentes parties des deux plantes
étudiées « ug EQ/mg ».

La figure 31 montre que la teneur en flavonoides est importante principalement dans les
extraits n-butanoliques, Me-OH des feuilles et acétate des fleurs d’O acanthium avec des
teneurs de 382,72, 115,58 et 191,8 ug EQ/mg d’extrait respectivement.

Chez S. junceum, I’extrait acétate des fleurs, la phase butanolique des tiges et des fleurs

accusent des valeurs importantes a savoir ; 381,89; 150,04 et 95,24 mgEQ/g respectivement.

Les résultats du screening phytochimique et les produits identifiés par HPLC ont montré
que les extraits obtenus avec les solvants les plus polaires sont les plus riches en flavonoides.
Ces observations ont été confirmées avec des méthodes d’analyses quantitatives des

flavonoides.

Nous avons réalisé une quantification des polyphénols et des flavonoides totaux par la
méthode colorimétrique. Cette technique a montré que les deux plantes renferment une forte
teneur en polyphénols et flavonoides totaux ; Ces deux espéces pourraient étre des sources

d’antioxydants naturels.




La caractérisation par HPLC tout en confirmant les résultats de la colorimétrie nous a
permis de détecter la présence de dérivés d’acides phénoliques et des flavonoides de type
flavones hétérosides et aglycones.

111.2.1 Activité antioxydante
111.2.1.1 Piégeage du radical libre DPPH

De point de vue méthodologique, le test au radical libre DPPH" est recommandé pour des
composés contenant les groupes SHY, NH et OH" (Salah et al., 1995). Le test s’effectue a

température ambiante, cela évitera toute dégradation thermique des molécules thermolabiles.

L’activité antioxydante des extraits d’O. acanthium et S. junceum et celui du standard
(BHT) vis-a-vis du radical DPPH a été évaluée a I’aide d’un spectrophotometre a 517nm en
suivant la réduction de ce radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette
(DPPH") a la couleur jaune (DPPH-H). Cette capacité de réduction est déterminée par une

diminution de I’absorbance induite par des substances anti-radicalaires.

En faisant varier la concentration des extraits et en calculant pour chaque concentration le
pourcentage d’inhibition nous établissons les profils d’activité, a partir de ces derniers la
valeur correspondante a la Clso est déduite ; "Concentration d’antioxydant qui est nécessaire

pour inhiber 50% de radicaux libres".
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Figure 32. Activité anti-radicalaire du DPPH : 1Cso des extraits O. acanthium et S. junceum

Les résultats présentés dans la Figure 32 de I’activité anti-radicalaire des extraits
organiques de différentes polarités d’O acanthium et de S junceum, montrent que tous nos




extraits présentent des valeurs d’ICso supérieures a celle de référence BHT qui présente une
ICso d’inhibition de 12,99+0,41 et BHA 6,14+0,41 pg/mL.

L’extrait acétate des fleurs S. junceum suivi par I’extrait acétate des fleurs d’O.
acanthium présentent un bon pouvoir antioxydant avec des valeurs d’ICso de 16,19 ; 24,32

pg/mL respectivement. Ces deux extraits présentent des effets antioxydants importants vis-a-
vis du radical DPPH’, cela est d( probablement aux teneurs en polyphénols (43,07 et 388,29

mg GAE/g) et/ou flavonoides (381,89 et 191,80 EQ/Q) respectivement.

Des études ont montré que la structure chimique et la polarité de I’antioxydant sont
déterminantes pour sa capacité a piéger les RLs. Il existe une hétérogenéité structurale au sein
des composes phénoligques, hétérogénéité qui se traduit par des propriétés différentes. Ils ont
montré que I’acide gallique représente le compose le plus actif, en utilisant le DPPH, le
pouvoir antioxydant de I’epicatéchine n’est pas significativement différent, et I’acide tannique

a donné les valeurs environ 5 fois plus faibles (Popovici et al., 2009).

Les composés phénoliques semblent étre de bons candidats pour leurs activités anti
oxydantes du fait de la présence de nombreux groupements fonctionnels hydroxyles, pouvant
réagir avec les radicaux libres. La présence d'un groupement catéchol est le déterminant

majeur de l'activité redox des polyphénols (Roudsari et al., 2009).

Selon la littérature il existe une relation entre la structure des polyphénols et leur capacité a
piéger les radicaux libres. 1l a été suggéré que les molécules polaires présentes dans les
extraits végétaux contribuent a I’augmentation de I’activité antiradicalaire (Yang et al., 2008).
Les polyphénols et plus particulierement les flavonoides sont thermodynamiquement capables
de réduire rapidement les radicaux superoxydes, peroxyles (ROOs), alkoxyles (ROe) et
hydroxyle par transfert d’hydrogéne (Morand et al., 2014).

Selon Cuvelier et al (1992), apres des études de la relation structure-activité des
polyphénols, ils sont parvenus aux conclusions suivantes :
+ Les acides cinnamiques ont une activité antiradicalaire supérieure a celle des acides
benzoiques correspondants. Les acides féruliques, caféiques et p-coumariques sont plus actifs
que les acides vanilliques, les acides protocatéchiques et les acides hydroxybenzoiques
respectivement.
+ L’addition d’un second OH sur le cycle aromatique augmente fortement I’activité

antioxydante des acides phénoliques, particulierement quand le second OH est en ortho ou

.



para du premier: ortho = para > méta ou para> ortho > méta. Un troisieme OH sur le cycle

renforce également le caractere antioxydant (ex: acide gallique)

Selon Njeh et al., 2017, I’extrait méthanolique d’O. espinae présentait une activité
antiradicalaire au DPPH avec une 1Cs0=86 + 0,6 pg/mL. Notre extrait a présenté une activité
meilleure avec une ICso =54,19+1,32 pg/mL, cela serait due, entre autres, aux méthodes
d’extractions qui peuvent étre a I’origine de cette différence et également étant donné les
origines géographiques différentes des deux especes. D’une part notre espece semble plus
riche en composés antioxydants comme I’attestent les résultats des dosages en phénols totaux
et en flavonoides, et d’autre part, la présence d’acides phénoliques, d’apigénine et de ses

dérivés semblent les acteurs de ces activités antioxydantes.

111.2.1.2. Test de réduction du radical cation ABTS*

L’ABTS " réagit rapidement avec les antioxydants et peut étre utilisé sur une large gamme

de pH. Soluble dans I’eau et dans les solvants organiques et n’est pas affecté par la force
ionique. Il peut alors déterminer le pouvoir antioxydant lipophile et hydrophile (Re et al.,
1999).

L’activité antioxydante des différents extraits est déduite de leur capacité a inhiber le
radical ABTS™, obtenue a partir de ABTS (Sel d’Ammonium de I’acide 2,2’-azinobis-(3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)) comparativement aux produits de référence le BHT et
BHA.
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Figure 33. 1Cso des extraits d’O.acanthium et S.junceum testés.

Selon la figure 33 la plupart de nos extraits présente une ICso acceptable comprise entre

23,71 et 75,12 pg/mL, sauf celui de I’extrait aqueux des fleurs d’O. acanthium qui présente




une ICso égale a 230,45 pg/mL (non représentée sur la figure 29). L’activité des phases
acétate des fleurs d’O. acanthium et de S. junceum les plus actives avec le test DPPH" serait
due principalement a un transfert de proton et a un transfert d’électron dans le cas du test
ABTS.

Tous les flavonoides présentent une plus grande capacité a réduire les ions Cu®* et Fe*'. I
semble que la réduction du cuivre par les flavonoides dépend essentiellement du nombre de
groupements hydroxyles. Les flavones, les flavonols et la catéchine peuvent former des
complexes avec les ions du fer et du cuivre dans le tampon acétate & pH 5,5 et le tampon
phosphate a pH 7,4. Cependant, entre ces deux valeurs, tous les flavonoides présentant un
groupement 5-hydroxy-4-oxo forment des complexes avec le cuivre sur ce site. A pH 7,4, la
complexation de la quercétine, de la myricétine et de la catéchine par Cu®" implique le
groupement catéchol du cycle B. De plus, la quercétine et la myricétine sont les seuls
flavonoides qui peuvent interagir fortement avec Fe** a pH 5,5. La complexation a lieu sur le
site du groupement 5-hydroxy-4-0xo, ce qui pourrait étre expliquée par la réduction préalable
de Fe®" en Fe?* (Mira et al., 2002). Leur complexation avec les métaux empéche la génération
des radicaux libres (radicaux hydroxyles) responsables des endommagements de I’ADN
(Satish et Dilipkumar, 2015).

111.2.1.3 Méthode de blanchissement de la R-caroténe

Le mécanisme de blanchiment du B-caroténe est un phénomeéne dont le mediateur est un
radical libre. La dispersion de I’acide linoléique et du B-caroténe dans I’extrait aqueux est
assurée par le Tween 40. Le p-carotene subit une décoloration rapide en absence d’un
antioxydant qui aboutit & une réduction de I’absorbance de la solution d’essai avec le temps de
réaction; ceci est d0 a I’acide linoléique qui produit des hydro-peroxydes pendant son
incubation a 50 °C. Ces derniers attaquent les insaturations du f-carotene, hautement insaturé,
qui perd ses doubles liaisons entrainant ainsi une décoloration rapide en I|’absence
d’antioxydants. Cette diminution de la coloration rouge correspond a une diminution de
I’absorbance suivie spectrophotométrique a 490 nm. Cependant la présence d’un antioxydant
pourrait neutraliser ou freiner les radicaux libres dérivés de I’acide linoléique, et donc
prévenir I’oxydation et le blanchissement du caroténe, s’il s’agit d’antioxydants purs ou sous
forme d’extraits végetaux ils induisent un retard de la cinétique de décoloration du B-caroténe
(Koleva et al., 2001).
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Tous nos extraits inhibent I’oxydation couplée de I’acide linoléique et du -caroténe a une
concentration inférieure a 50 pg/mL. L’extrait acétate des fleurs d’ O. acanthium révéle une
activité inhibitrice puissante qui dépasse 80% d’inhibition de radicaux libres, avec une
ICs0= 2,51 pg/mL (plus puissante que celle du standard BHT 1Cso = 6,66 pg/mL), tandis que
les autres extraits, a la méme concentration, présentent des activités modérément acceptables
comprises entre 38,61et 77,03 %.

Tableau 6. Activité de blanchissement du B-carotene par les extraits étudiés. Chaque valeur
ICso représente la moyenne + SD (n = 3).

Concentration extraits | 12,5 25 50 100 200 400 800 ICs0 pg/mL
pg/mL

AcOEt Sj Fleur 37,08 | 52,80 | 74,25 | 87,65 93,94 | 97,62 | 99,08 24,28
CHCIsSj Fleur 12,45 | 34,40 | 54,37 | 74,69 88,49 | 94,85 | 97,18 48,19
BuOH Sj Fleur 7,74 | 2555 | 54,06 | 77,07 92,63 | 96,10 | 96,76 54,98
BuOH Sj Tige 8,29 | 43,89 | 61,19 | 71,77 78,89 | 9294 | 97,25 33,06
CHCIsSj Tige 18,95 | 36,62 | 53,83 | 79,72 86,78 | 93,48 | 99,22 45,27
MeOH Oa Feuilles 19,88 | 31,06 | 38,61 | 68,97 82,84 | 9294 | 97,44 64,92
CHCIz Oa 29,63 | 49,62 | 64,61 | 80,66 90,18 | 97,64 | 101,92 31,44
BuOH Oa 20,91 | 27,78 | 56,57 | 72,10 76,90 | 90,91 | 96,39 44,40
Agse Oa Fleur 16,60 | 43,03 | 62,82 | 78,60 85,39 | 90,16 | 93,21 32,85
BuOH Oa Fleur 20,23 | 37,49 | 58,47 | 77,76 88,00 | 93,42 | 97,65 42,89
AcOEt Oa Fleur 53,97 | 73,35 | 84,61 | 92,35 95,88 | 97,69 | 99,94 2,51
Dichl Oa Fleur 39,22 | 58,30 | 77,03 | 86,64 91,99 | 9530 | 99,22 20,77
BHT 89,18 | 92,56 | 93,74 | 94,89 95,12 | 95,72 | 94,39 6,66

L’ analyse de I’ensemble des résultats obtenus pour cette activité affiche une hétérogenéité
de son efficacité aussi bien en fonction de la nature du solvant d’extraction que de I’organe
étudié. En effet les extraits des fleurs de I’espece O. acanthium donnent des valeurs d’ICso
comprises entre 2,51 pg/mL et 42,89 pug/mL, celles des feuilles 31,44 et 64,92 pg/mL, celle
des fleurs et des tiges de S. junceum affichent des valeurs comprises entre 24,28 et 54,98

pg/mL.

De ces résultats, nous pouvons déduire que la réduction de 50% du test R-carotene a été
atteinte pour la plupart de nos extraits testés qui ont neutralisé les radicaux libres dérivés de
I’acide linoléique et donc prévenu I’oxydation et le blanchissement du [-carotene. Leurs
valeurs d’ICso varient entre 2,51 et 64,92 pg/mL. La polarité (dans I’émulsion) pourrait
affecter leur pouvoir contre le blanchiment du -caroténe. Selon la littérature, un extrait qui
inhibe ou qui retarde le blanchiment du [3-caroténe peut étre décrit comme un piégeur de
radicaux libres et comme un antioxydant (Aslan et al., 2005).

La phase acétate des fleurs d’O.acanthium posséde un trés bon potentiel protecteur (ICso =
2,57 et celle du BHT = 6,66 pg/mL) contre la formation des radicaux lipidiques et par




consequent I’oxydation de la B-carotene. Cet effet est dii soit a I’inhibition de la peroxydation
de I’acide linoléique soit au piégeage des radicaux hydroperoxydes issus de la peroxydation
de I’acide linoléique.

D’apres le tableau 6 le classement des extraits par ordre d’ICso croissante pour les deux
plantes est comme suit:

S. junceum ICsgen pg/mL :

Extrait BuOH des Fleurs (ICso 54,98) ; Extrait Chloroforme des Fleurs (ICso 48,19) ; Extrait
Chloroforme des Tiges (ICso 45,27), extrait BUOH des Tiges (ICso 33,06) ; extrait Acétate des
Fleurs (1Cs024,28).
O acanthium ICspen pg/mL :

Extrait MeOH des Feuilles (ICso 64,92) ; extrait BuOH des Feuilles (ICso 44,40) ; extrait
BuOH des Fleurs (ICso 42,89) ; extrait Aqueux des Fleurs (ICso 32,85) ; extrait Chloroforme
des Feuilles (ICso0 31,44) ; extrait Diclorométhane des Fleurs (ICso 20,77) ; extrait Acétate des
Fleurs (1Cs0 2,51)

L’extrait acétate des fleurs d’O. acantium possede une activité la plus forte, cette activité
est probablement attribuée qualitativement/quantitativement a leur contenu phénolique et
flavonoidique. Les résultats suggerent que les extraits testés ont une capacité considérable de
réagir avec les radicaux libres pour les convertir en espéces non réactives et interrompre la

chaine de réactions radicalaires ou la peroxydation lipidique.

L’activité antioxydante élevée serait due a I’effet inductif des trois groupes hydroxyles
des acides phénoliques. On outre, nous avons montré I’existence des dérivés de I’acide
gallique, de catéchines, de I’apigénine et de naringenine dans les deux plantes. D’autres
travaux ont montré que la catéchine possede de forte corrélation positive entre les activités du
piégeage des radicaux (DPPH, ABTS") et la puissance de réduction. En plus, I’acide gallique
et la catéchine sont étroitement corrélés a I’activité de chélation des métaux et I’inhibition de
la peroxydation lipidique (Tsai et al., 2007).

Plusieurs auteurs pensent que le test de blanchiment de R-caroténe est trés utile et sert
comme modele mimétique de la peroxydation lipidique des membranes biologiques (Ferreira
et al., 2006).

Selon Frankel et Meyer (2000), la solubilité d'un extrait dans I’émulsion est un facteur
important, les extraits de faibles polarité ou apolaire présentent des propriétés antioxydantes

plus importants car ils sont concentrés au sein de l'interface eau-lipide, aidant ainsi a prévenir
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la formation de radicaux libres et par conséquent I'oxydation des lipides contrairement aux

extraits polaires qui se trouvent dilués dans I’extrait aqueux sont donc moins efficaces.

V.2.1.4 Test de réduction du fer : FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

Le test FRAP a été réalisé sur les différents extraits de chaque partie des deux plantes. Les

valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes relatives pour chaque extrait.

L’augmentation de I’absorbance dans le milieu réactionnel indique une augmentation du
pouvoir réducteur de nos extraits testés. L’ICso est un indice utilisé pour comparer et

exprimer la puissance des capacités réductrices des extraits.

D’apres le graphe (Figure 34), nous constatons que les extraits acétate et dichlorométhane
des fleurs et butanolique des feuilles d” O acanthium possedent un potentiel remarquable
pour réduire le Fer par rapport a celui de I’extrait aqueux, chloroformique et méthanolique
des feuilles. Ce potentiel est reflété par les densités optiques obtenues a différentes
concentration (DO maximale = 2,61 a la concentration de 200 mg/mL), qui sont plus
importantes que celle de I’antioxydant de référence a savoir le BHA (DO = 1,37) pour la
méme concentration 200 mg/mL.

La valeur d’ICso calculée de I’extrait acétate des fleurs est 6,48, celle du dichlorométhane
10,08 par contre celle des feuilles est de 13,15 pg/mL.

Selon le profil chrommatographique (HPLC) de [I’extrait BUuOH des feuilles d’O
acanthium, la présence essentiellement des acides phénoliques tels que I’acide gallique et des
flavonoides de type flavones hétérosides et aglycones et les dérivés de I’apigénine, seraient

responsables du piégeage du Fer.
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Figure 34. Pouvoirs réducteurs des extraits d’O. acanthium et de BHT et BHA.

<



== ACOEL 5] Fleurs
—@—CHCI3 5] Fleurs
—d— BUOH 5j Fleurs
—=—BuOH 5] Tiges
i CHCI3 5 Fleurs
—8—BHT

BHA

4] 50 100 150 200 250

Figure 35. Pouvoirs réducteurs des extraits de S. junceum et de BHA

D’apres la figure 35, nous constatons que I’extrait butanolique des tiges de S. junceum
posséde un potentiel remarquable a réduire le Fer suivi par I’extrait acétate et chloroformique
des fleurs. Les deux premiérs extraits présentent le pouvoir le plus élevé avec une I1Cso égale a
10,83 pg/mL et 14,52 pg/mL respectivement. Cela nous laisse présager que cet extrait
contient des molécules potentielles actives, pouvant servir comme source d’antioxydants
naturels. Selon le profil chromatographique, I’extrait butanolique des tiges de S. junceum, est
riche en acides phénoliques et une flavone minoritaire. Ces acides phénoliques pourraient étre

responsables de ces activités.

Selon la littérature, les polyphénols possedent des propriétés redox les plus élevées, ils
agissent comme des agents réducteurs, donneur d’hydrogene en piégeant les radicaux libres
et en chélatant les ions (Sylvie et al., 2014). Ces composés sont doués d’une capacité
réductrice, donc ils peuvent réduire les intermédiaires oxydées lors des processus de
peroxydation lipidique, de sorte qu'ils puissent agir en tant qu'antioxydant (Chanda et Dave,
2009). Les composés présents dans nos extraits jouent le role de réducteurs induisant la

réduction du complexe Fe** en Fe?*.

V.2.1.5 Test de la capacité antioxydante par réduction de cuivre (CUPRAC)

Le test CUPRAC est une méthode de mesure du potentiel antioxydant utilisée pour une
grande variété de polyphénols y compris les acides phénoliques, les acides hydroxy
cinnamiques, flavonoides, les caroténoides, les anthocyanines ainsi que pour des thiols et les

antioxydants synthétiques, les vitamines C et E (Apak et al., 2007).

Le principe de ce test se base sur la conversion des hydroxyles phénoliques en quinones a
travers la réduction du complexe Cuz-Nc, produisant ainsi un complexe chromogéne de Cu-
Nc qui absorbe a 450 nm (Apak et al., 2004).
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Figure 36. Test de la capacité antioxydante de réduction du cuivre (CUPRAC) par les extraits
des feuilles et des fleurs d” O. acanthium.
Selon la figure 36, tous nos extraits se sont révélés capables de réduire le cuivre, sauf

I’extrait aqueux des fleurs d’O. acanthium qui est pratiquement dépourvue de ce pouvoir.

L’extrait butanolique des feuilles d’O. acanthium a affiché une valeur importante soit de
18,78 pg/mL suivie par I’extrait acétate des fleurs qui est de 21,11 pug/mL. Les autres extraits
possedent des activités non négligeables avec des valeurs comprises entre 29, 99 pg/mL et 72,
92 ug/mL.

L’extrait acétate des fleurs de S. junceum a montré une meilleure activité inhibitrice du
CUPRAC (A050=6,83+0,6 pg.mL™?) inferieure a celle du standard BHA (Ao.s0=3,42+0,26
png.mL™) et meilleure que celle du BHT (Aoso =8.97+3.94 nug.mL™?), suivie par I’extrait
chloroformique (1Cso= 31,75 pug.mL™?) et butanolique des tiges 34,92+0,6 pg.mL* (Figure 37).
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Figure 37. Test de la capacité antioxydante de réduction du cuivre (CUPRAC) par les extraits
des fleurs et des tiges de S junceum

Les activités antioxydantes étudiées sont justifiees par la présence d’acides phénoliques a
savoir : I’acide parahydroxy-benzoique, acides cinnamiques de type paracoumaroique,

I’acide gallique et des flavonoides de type flavone hétérosides et aglycones et flavanone ;
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naringénine d’une part, et d’autre part, d’autres acteurs a savoir les sesquiterpénes, les
coumarines, saponines, des tanins et des anthraquinones qui ont été mises en évidences lors

du screening phytochimique.

Certaines études ont montré que d’autres classes de métabolites secondaires a savoir les
sesquiterpenes, les coumarines, saponines, des tanins, alcaloides et des anthraquinones
peuvent partager le caractere antioxydant au méme titre que les polyphénols et les flavonoides
(Ng Shie et al., 2013; Srividya et al., 2017).

Les polyphénols possedent un large éventail d’activités biologiques in-vitro
(antibactériennes, anti-cancérigene, anti-inflammatoire, antioxydante etc...) liées a leur
caractere réducteur et a leur affinité pour les protéines et les ions métalliques. Les
polyphénols, presentant des propriétés antioxydantes bien établies, ont un lien avec
I’inhibition de I’oxydation. Ils pourraient constituer une alternative a I’utilisation des additifs
alimentaires synthétiques, buthylhydroxyanisol (BHA) et buthylhydroxytoluene (BHT), qui
ont montré des effets nuisibles sur la santé (effet carcinogéne) (Himani et al., 2018;Japon-
Lujan et al., 2008).

Les polyphénols, coumarines, saponines, terpénoides, glycosides, stéroides et alcaloides
sont capables de protéger contre les phénomenes d’oxydation générateurs de radicaux et
aldéhydes lipidiques responsables du développement des réactions inflammatoires, des
maladies cardio-vasculaires, neuro-dégénératives et divers cancers (Vivek et al., 2015).

I11.3 Les tests biologiques in-vivo

Les simples tests in vitro de détermination de I’activité antioxydante des polyphénols ont
une portée limitée et sont difficilement extrapolables pour évaluer I’effet antioxydant des
molécules aprés ingestion. Ces composés étant transformés lors de leur sejour dans
I'organisme. L’effet des polyphénols sur la protection antioxydante des tissus est influencé par
leur biodisponibilité qui varie considérablement d’une molécule a une autre. L’ensemble des
phénomenes de conjugaison que peuvent subir les polyphénols induit une modification de leur
capacité antioxydante (Lei et al., 2017). Afin d’enrichir ces tests d’activité antioxydantes in-

vitro, nous avons complété notre étude par I’activité biologique in-vivo.
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111.3.1 Activité anti-inflammatoire (Edeme a la carragénine)

Compte tenu des résultats obtenus lors du screening phytochimique et du dosage des
polyphénols et des flavonoides totaux, nous avons choisi I’extrait butanolique pour son

caractére polaire en particulier par sa richesse en flavonoides et son rendement.

L’étude de I’activité anti-inflammatoire de I’extrait d’O. acanthium est réalisée par la
mesure du volume de I’cedeme induit par un agent phlogistique « la carragénine » chez trois
lots de rats (témoin, essai et référence) en absence et en présence d’un traitement anti-

inflammatoire.

Selon Otterness et Gans (1988), dans ce modéle expérimental, la distribution et le
mécanisme d’action des anti-inflammatoires seraient proches des phénomenes observés chez
I’homme. Cette technique a été sélectionnée également en raison de sa simplicité d'exécution,
de sa rapidité d'apparition des effets (développement de I’cedéme dans les trente minutes qui
suivent l'injection, avec un effet maximal au bout de 3 ou 4 heures) et aussi en raison de sa
reproductibilité. L’cedéme a la carragénine est une des méthodes les plus utilisées pour I'étude
des potentialités anti-inflammatoires de substance supposées actives. Cet cedéme est di a la
libération initiale d'histamine et de sérotonine, suite a une augmentation de la perméabilité
vasculaire. Apres la premiere heure, les kinines agissent de maniere continue et apres 6
heures, les prostaglandines se montrent d'importants médiateurs (Madan et Sunil, 2011). Cette

libération de prostaglandines est associée a la migration leucocytaire vers la zone enflammée.

L’induction de I’cedéme par injection intra-plantaire de 100pl d'une solution & 1% de
carragénine, une mucopolysaccharide sulfatée provenant d’une Rhodophyceae, provoque une
inflammation typiquement liée a I’activation de la cyclooxygénase (Gao et al., 2009). Cette
inflammation induit un maximum d’cedéme & partir de la 3*™ heure qui suit son injection,
provoquant la libération de plusieurs médiateurs chimiques de l'inflammation par des
leucocytes. Ce test sera validé par I'utilisation d'un Anti-Inflammatoire Non Stéroidien
(AINS), I’Aspirine, qui permet d'entraver I'évolution de I’cedéme induit par la carragénine.

Les pourcentages d’inhibition montrent qu’a partir de la premiére heure, notre extrait
présente un effet protecteur contre I’inflammation provoqueée par la carragénine et atteignent
un plateau maximal de 96,79 et 93,05 % d’inhibition pour les lots traités avec les doses de

200 et 400 mg/Kg respectivement.

Le Tableau 7 represente les effets de I’extrait butanolique des feuilles d” O. acanthium et

de I’aspirine sur I’évolution du volume de I’cedéme en fonction du temps. L’injection sous
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plantaire de la carragénine a 1% au lot témoin entraine une augmentation significative du
volume moyen de I’cedeme de 0,18 ; 0,54 ; 0,66 ; 0,87 ; 1,05 et 1,25 mL respectivement a 30,

60, 120,180, 240 et 300 min.

Tableau 7. Effet anti-inflammatoire de I’extrait butanolique des feuilles d’O. acanthium sur

I’cedéme induit chez les rats par I’injection de la carragénine.

Variation du volume de I’eedéeme (mL) induit la carragénine.

Traitement
%
30 min 60 min 120 min 180 min 240 min 300 min d'Inhibition
Moyen
CTRL ~ 1,40+ 0,07 |1,58+0,07 1,94+0,1 2,06+0,11 |2,27#0,11 |2,45+0,10 2,65+0,11
Aspirine 1,34+0,04 |15+0,03 1,72+0,03 (1,70+0,06 |1,7 0,06 1,55+ 0,06 |1,46+0,04
100 mg/Kg
%
d'inhibition 14,65+ 1,89 |29,36+ 2,52 | 45,97+ 2,61 (59,194 2,55 | 80,70+3,18 |90,92+ 2,52 |53,46+ 0,41
0. acanthium |1,27+0,1 [1,35+0,1 143+0,11 (1,41+0,1 |1,4+0,09 1,34+ 0,1 |1,30% 0,09
200 mg/Kg
%
d'inhibition 51,48+ 1,64 (69,82+25 |77,57+1,41 |84,95+1,86 |92,69 + 0,65 | 96,79 +1,63
78,89 £ 0,6
0. acanthium | 1,39+ 0,04 |1,47 +0,05 147+0,04 (153+0,06 |1,46+0,04 [1,47+0,04 |1,43%0,04
400 mg/Kg
% 3221+1,86 |68,69+1,74|81,10+1,9 [86,32+,51 |88,60+1,04 |93,05+1,75 |75+0,32
d'inhibition

Chague valeur de I’cedeme des pattes est donnée en moyenne de trois répétitions + EC. n=6 rats. La
comparaison est faite entre les lots traités par les extraits. Les valeurs en gras sont les moyennes des

pourcentages d’inhibition.

L’analyse de la variance des pourcentages d’inhibition de I’extrait butanolique d’O.

acanthium pour les quatre lots traités a montré une différence hautement significative entre

les trois lots traités (F=77,846 et p< 0,0001).

Figure 38. Evolution de I’cedeme des rats traités par la carragénine.

Conformément au graphe (Figure 38), nous constatons une différence significative entre

les moyennes des quatres groupes (f= 77,846 et p < 0,0001). En effet, le groupe du contréle
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négatif présente un cedeme le plus élevée (moyenne 2,07 ml) suivi par ceux traités par
I’aspirine avec une moyenne de 1,56 ml, par celui du lot traité & la dose de 400 avec une
moyenne de = 1,45 ml et enfin par celui de ceux traités avec la dose de 200 mg/Kg avec une

moyenne de 1,35 ml et qui a donné un meilleur pourcentage d’inhibition de I’cedeme.

Tableau 8. Table d’Anova F pour I’activité anti-inflammatoire des quatre lots traités par la
carragenine

Somme  des
Source DDL carrés Moyenne des carrés F Pr>F
Modele 3 12,486 4,162 77,846 <0,0001
Erreur 163 8,714 0,053
Total corrigé 166 21,200

L’extrait butanolique testé a montré une activité anti-cedémateuse importante avec des
pourcentages d’inhibition allant de 78,89 & 75 % avec la dose de 200 et 400 mg/Kg
respectivement, et significativement supérieur a celui de I’aspirine. Le prétraitement des rats
par I’extrait d’O. acanthium a induit une forte inhibition de I’inflammation a la cinquiéme
heure, le pourcentage d’inhibition croit en fonction du temps. Nous pouvons conclure que
I’extrait butanolique prévient de facon significative I',edéeme aigu de la patte de rat et de
maniére dose dépendante. Donc, I’extrait d’O. acanthium présenterait une activité anti-
inflammatoire sur les différents phases de I’cedéme induit par la carragénine en réduisant la

libération d'histamine et de sérotonine, ainsi que les brdykinines et les prostaglandines.

La réponse inflammatoire fait intervenir trois phases, parfois regroupées en deux phases,
dont la premiére phase qui dure environ une heure est due a la libération de I’histamine et de
la sérotonine (5-hydroxytryptamine) favorisant la vasodilatation, la transsudation plasmatique
et I’cedéme (Masresha et al., 2012), la bradykinine est libérée au cours de la deuxiéme phase
(90-180 mn) suivie par la derniére phase au cours de laguelle intervient la biosynthese de
protéases, des lysosomes et des prostaglandines associée a la migration leucocytaire dans la
zone enflammée (Marzouk et al., 2011; Paul, 2014). La réponse vasculaire est maximale
durant la derniére phase et étroitement liée a la migration de leucocyte au secteur enflamme
(Li et al., 2011).
fluide riche en protéines plasmatiques incluant les Immunoglobulines G, facteurs de

L’augmentation de la perméabilité vasculaire conduit a la libération de

coagulation et les protéines du tissu lésé. Elle est le résultat de contraction et séparation des
cellules endothéliales a la surface membranaire, perméable aux protéines et aux fluides
plasmatiques (William, 2014). Les cyclooxygénases induisent la formation de prostaglandines
a partir du métabolisme de I’acide arachidonique (Ricciotti et Garret., 2011; Dai et al., 2010).
Cette derniére étape est sensible aux antagonistes de synthése des prostaglandines et aux anti-
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inflammatoires naturels ou de synthéses telles que les glucocorticoides (Cazarolli et al., 2008 ;
Terraet al., 2007 ; Li-Weber et al., 2009 )

Cela suggeérerait que I’action inhibitrice de I’extrait butanolique des feuilles d’O.
acanthium s’exercerait sur les cyclo-oxygénases qui sont responsables de la synthése des
prostaglandines. L’activité de I’extrait butanolique étant observée a partir de 30 min
d’expérimentation au moment de la libération de prostaglandines dans le site inflammatoire,
I’extrait d’O. acanthium posséderait un effet protecteur contre I’cedeme superieur a celui de
I’Aspirine. Donc, notre extrait contiendrait également des inhibiteurs de synthése des
prostaglandines permettant de limiter la quantité de médiateurs pro-inflammatoire produits
lors de ce processus, cette activité inhibitrice équivaut a celle de I'acide acétylsalicylique, chef
de file des anti-inflammatoires non stéroidiens. De plus, la formation des prostaglandines a
partir de I'acide arachidonique fait intervenir de nombreuses réactions oxydatives (par le biais
de la cyclo-oxygénase). Les produits résultants de l'action de ces enzymes sont des
hydroperoxydes instables qui entrainent la libération de radicaux libres. D'autres radicaux
libres sont produits également au moment de la phagocytose, par les macrophages et les
polynucléaires. L'intervention de peroxydases ou de capteurs de radicaux libres a ces niveaux
permettrait de limiter l'inflammation. Les tests d’activité antioxydantes ont montré que
I’extrait butanolique d’O.acanthium avec le test DPPH posséde une 1Cs0=48 pg/mL, le test
ABTS ICso = 53,46 pg/mL, FRAP 1Cso =13,51 pg/mL, B-carotene IC = 44,40 pg/mL et
enfin, le test CUPRAC avec une 1Cso= 18,78 pg/mL. Ces valeurs nous permettent d'émettre
une hypothése quant au mode d'action de I'extrait sur la diminution de I'état inflammatoire
dans le test a la carragénine. Les principes actifs présents dans I’extrait BUOH des feuilles
d’0. acanthium, de par leur pouvoir piegeur de radicaux libres, diminueraient ainsi

I'inflammation.

Le profil chromatographique par HPLC de nos échantillons, en particulier de I’extrait
butanolique des feuilles d’O. acanthium, montre la présence prépondérante des acides
phenoliques tel que I’acide gallique et des flavonoides de type flavone hétéroside, aglycone et
I’ Apigénine (Figure 23). L’Apigénine serait capables d’inhiber les agents oxydants libérés
par les leucocytes et d’autres phagocytes dans la zone inflammatoire entretenant ainsi
I’inflammation (Elion-Itou et al., 2014; Wantana et al., 2009).

Selon la littérature I’Apigénine, la lutéoline, 7,3',4' hydroxyflavone et les flavonols
(kaempferol, quercétine et myricétine) inhibent la prolifération des lymphocytes T alors que

seule la myricétine est active sur les lymphocytes B (Mookerjee et al., 1986; Namgoong et al.,
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1994). De plus, le kaempférol, quercétine, Dadzeine et la génistéine inhibent I’activation
transcriptionnelle de la voie NFKB, STAT3, tandis que le flavone, l'isorhamnétine, la
naringenine et la pélargonidine inhibent uniquement I'activation de NF-kappaB et I'expression
des NOSi (Hamal&inen et al., 2007).

Diverses études ont montré que les flavonoides sont capables d’inhiber les agents
oxydants libérés par les leucocytes et d’autres phagocytes dans la zone inflammatoire (Ait El
Kadi et al., 2012; Waldiceu et al., 2012) et de supprimer I’inflammation associé aux géenes
d’expression en bloquant les voies d’activation de NF-xappa B et AP-1 dans les
macrophages alvéolaires des souris (Robards et al., 2003). De plus, ils sont capables de
modifier le métabolisme de I’acide arachidonique plaquettaire. Il a ét¢é montré que la
myricétine et la quercétine bloquent I’action des cyclo-oxygénase et lipoxygénase avec des
concentrations relativement élevées. A faibles concentrations, c’est la lipoxygénase qui est

inhibée préférentiellement (Ghedira et al., 2005).

L activité anti-cedemateuse de I’extrait BuOH des feuilles d” O. acanthium est soutenue
par les travaux de Lajter et al., (2015) qui a montré que les flavonoides, sesquiterpenes et les
lignanes extraits de la partie aérienne et des tiges d’O. acanthium, exercent eux aussi une
forte inhibition sur la synthése des prostaglandines par la cyclooxygénase et sur les voies de
signalisation activant NF-KB. De plus, il a été démontré chez le genre Onopordum, la
scopoletine est douée d’une activité anti-inflammatoire par inhibition de la NF-KB et p38
MAPK et par conséquent non activation de la NOSi (Yanjing et al., 2007 ; Dhar et al., 2018).

L’extrait butanolique des feuilles d’O. acanthium est riche en polyphénols et en particulier
en flavonoides, ces derniers possédent le potentiel a prévenir I'apparition de I'cedeme aigue.

Nos résultats sont en accord avec les travaux antérieurs trouvés dans la littérature.

V.3.2. Activité analgésique

L activité analgésique des extraits butanolique des feuilles d’ O.acanthium et des tiges de
S. junceum a été évaluée en utilisant le Test de Koster pour évaluer les effets analgésiques
périphériques potentiels. L’injection d’agent irritant (acide acétique, a 0, 6%) par voie IP
provoque chez I’animal non traité, une moyenne de 150 crampes sur 25 min. L’effet
analgésique est apprécié par I’injection des deux extraits butanolique a différentes doses chez
I’animal. Ce traitement a réduit significativement le nombre des crampes avec des

pourcentages variables 76,57 % et 100 % pour O. acanthium et S. junceum respectivement
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Les réactions provoquées par I’injection intra-péritonéale de I’agent algogéne chez les rats

semblent constituer un modele plus proche des conditions cliniques de la douleur par la mise

en ceuvre d’une surface tissulaire plus étendue et le maintien persistant d’un stimulus

douloureux moins brutal.

Tableau 9. Nombre des crampes abdominales (moyenne et écartype) induites chez les rats
wistar par IP de I’acide acétique et le pourcentage d’inhibition des extraits butanolique des

feuilles d” O. acanthium et des tiges de S. junceum.

Dose Nombre de crampes abdominales + % d’inhibition des
mg/kg crampes

5 min 10 min 15 min 20 min 25 min

Eau Physio [ | 21+1,22 30,4+2,19 | 32,2+2,86 32,4+3,97 35+0,71

Aspégic 500 |11,2+3,11 9+1,37 | 7,2£1,1 6,2+0,45 | 4,8+0,45
46,66% 70,39% | 77,64% 80,36% 86,28% P
100 | 17+1,73 13,6+£1,82 | 11,4+1,67 9,6+£1,52 | 8,2+1,79
19,04% 55,26% | 64,59% 70,37% | 76,57%¢

_ 300 15,6+2,61 | 13,4+1,82 | 11,6%+2,07 10+2,35 8,2+2,17
O acanthium 25,71% 55,92% 63,98% 69,14% | 76,57% ™
600 9,4+1,52 8,2+1,3 7,2+0,84 6,2+0,84 | 5,4+0,89
55,24% 73,03% 77,64% 80,86% 84,57%"

900 6,8+1,92 | 5,02+1,79 3,6+1,52 2,4+0,89 | 0,4+0,89
67,62% 82,89% 88,82% 92,59% 98,86% ?

100 19,6+1,18 | 15,4+0,48 12+0,63 9,6+0,48 | 8,4+0,48

6,67% 49,34% 62,73% 70,37% 76% ¢

_ 300 14+223 | 11,2+0,74 9,6+0,8 8,6+0,48 8+0,0

S junceum 33,33% 63,16% 70,19% 73,46% 77,14%°

600 9,4+1,35 8+0,63 7,210,979 | 6,4+0,48 5,8+0,4
55,23% 73,68% 77,64% 80,25% 83,43% "

900 6+0,63 5,4+0,8 4,4+0,48 3,8+0,4 3,2+0,4
71,43% 82,24% 86,34% 88,27% 90,86% ?

L’analyse de la variance pour les deux extraits testés a différentes doses et celui du

contréle positif a montré une différence significative entre les nombres moyen des crampes
chez les lots testés (F=34,382 et p=0,000%*)

La classification des effets observés des deux extraits et celui du contrble positif a été
réalisé par le test de Dunette (cas des variances inégales w=6,66 et p=0,000) et a donné les

résultats consignes dans le dans le tableau 10.
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Tableau 10. Table de Ficher de I’activité analgésique.

Somme Carre
des carrés | ddl | moyen F Sig.
Intergroupes| 2178,062 8 272,258 | 34,382 | 0,000
Intragroupes| 1710,400| 216 7,919
Total 3888,462| 224

Les résultats statistiques nous ont permis de classer les lots traités et le contréle positif en

quatre groupes différents.

Avec les lots traités par I’extrait butanolique d’O. acanthium nous avons noté que le
nombre de crampe commence a baissé a partir de la dixieme minute a la dose de 100 mg/kg

de la méme maniere que celui du lot traité par la dose de 100mg/kg d’extrait de S junceum.

L’Aspégic (500mg/Kg) a réduit le nombre de crampe durant les cing premieres minutes de
la méme maniére que les lots traités avec I’extrait d’O. acanthium et S. junceum & la dose de
600 mg/Kg, soit avec des pourcentages d’inhibition de 46,66%, 55,24% et 55,23%

respectivement.

Ceux traités avec I’extrait d’O. acanthium et de S. junceum a la dose de 300mg/Kg le
nombre moyen de contorsions abdominales passe de 15,6 a 8,2 et de 14 a 8 respectivement,
les rats traités avec ces deux doses ont réagit de la méme maniére soit avec des pourcentages

moyen d’inhibition de 58,26% et 63,46% respectivement.

Les lots traités avec les 2 extraits a la dose de 900mg/kg, le nombre moyen de crampe a
diminué significativement et de la méme maniére dés la 5°™ min et en fin de traitement on a
enregistré un pourcentage d’inhibition le plus élevé avec ces deux doses soit 98,86% et 90%

respectivement.

Au vu des résultats consignés dans le tableau 9, nous observons que le nombre des crampes
abdominales diminue, cette dimunition se traduit par l’augmentation du pourcentage
d’inhibition dans les lots traités par I’extrait butanolique d’O. acanthium et de S. junceum.
La réduction du nombre de contorsions abdominales a été dose-dépendante. A la dose de 100
mg/kg de p.c., la forte réduction observée a été de 76,57 % pour I’extrait butanolique d’O.
acanthium et 76% pour les tiges de S junceum contre 86,28 % de I’ Aspégic a 500 mg/Kg de
poids corporel. A la dose de 600 mg/kg, aprés 25 min les extraits BUOH d’O. acanthium et
de S. junceum ont un effet protecteur contre la douleur statistiguement comparable a celui

de I’Aspégic a la dose de 500mg/kg. A la dose de 900mg/Kg les extraits des deux plantes ont
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une activité anti-inflammatoire supérieure et hautement significative a celle de I’Aspégic a
500 mg/Kg.

La perméabilité vasculaire induite par I’acide acétique est un modéle expérimental typique
pour évaluer I’effet des substances naturelles ou synthétiques sur la phase exsudative de

I’inflammation aigué (Paulrayer et al., 2011).

De ces résultats, on pourrait affirmer que les deux plantes possedent des propriétés
thérapeutiques intéressantes, notamment antalgiques, puisqu’a la dose de 600 mg/kg PC, elles
ont montré une activité identique a celle de I’Aspégic par le writhing test a I’acide acétique.
Leurs mécanismes d’action au niveau périphérique pourraientt s’apparenter a celui de
I’Aspégic, par une inhibition de la sensibilité des nocicepteurs vis-a-vis des substances
algogeénes (bradykinine, histamine), mais également ils agiraient en bloquant la transmission

des messages douloureux aux centres supérieurs du contréle de la douleur.

L’acide acétique administré par voie intrapéritoniale induit une augmentation du contenu
péritonéal en sérotonine, la bradykinine, I’histamine, 1’acétylcholine et les prostaglandines.
Ceci conduit & une dilatation des artérioles et des veinules avec une contraction et une
séparation des cellules endothéliales, ce qui entraine une augmentation de la perméabilité
vasculaire et par conséquent, I’extravasation des protéines plasmatiques vers la cavité
péritonéale (Kim et al.,2004). Ces médiateurs chimiques sensibilisent les nocicepteurs aux
stimuli douloureux et en résulte une douleur plus tardive et diffuse (Carey,2008 ; Le Bars et
al., 2001). Selon Dhanapal et al (2018), La survenue des crampes sous |’effet de I’acide
acétique implique I’action des récepteurs péritonéaux locaux ainsi que la libération de
médiateurs tels que les prostaglandines (PGE2a, PGF2a) et des cytokines (TNF-a, IL-1p, IL-
8).

Le prétraitement des rats par I’Aspégic réduit significativement aprés 25 min la
perméabilité vasculaire avec une inhibition de 86,28%. Cette action serait due a I’inhibition
non selective des cyclooxygénases 1 et 2 (Raj et al., 1996), dont la deuxieme est responsable
de la production de prostaglandines (PGE2, PGF2a) ayant une activité vasodilatatrice
confirmée, en plus de I’induction de I’augmentation de la perméabilité vasculaire (Bidautl-
Russel et al., 2001).

Le prétraitement des rats par I’extrait butanolique d’ O. acanthium et S. junceum entraine
un effet similaire a celui de I’anti-inflammatoire non stéroidien a la dose de 600mg/Kg. Cette

inhibition est statistiguement similaire a celle exercée par I’ Aspégic a 500mg/Kg. La capacité
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des deux extraits d’inhiber la perméabilité vasculaire indique qu’ils peuvent agir sur
I’amplitude de la réaction inflammatoire. Ces résultats suggereraient que les deux extraits
testés exercent une activité inhibitrice de la cyclooxygénase et de la lipooxygénase et par la
suite la synthese de la prostaglandine et donc I’inhibition du mécanisme périphérique de la
douleur ou bien I’inhibition de la libération de tumor necrosis factor (TNF), interleukine-1N
et I’interleukine-8 par les cellules péritonéales résidentes. Ces résultats pourraientt étre
expliqués par la présence dans nos plantes des polyphénols, flavonoides, coumarines, tanins,
saponines, anthraquinones et des triterpenes. Cette panoplie de classes de métabolites a été
mise en évidences par les tests phytochimiques d’O acanthium et S junceum et qui

pourraient étre les acteurs de I’effet anti-inflammatoire, de fagon individuelle ou en synergie.

L’activité anti-inflammatoire de I’extrait butanolique est soutenue par les travaux Lajter et
ses collaborateurs (2013) qui ont montré la capacité des extraits de d” O. acanthium
d’inhiber la cyclooxygénase 2, qui est responsable de la production des prostaglandines pro-

inflammatoires.

Les leucotrienes, dérivés de l'acide arachidonique, sont d'importants médiateurs de
I'inflammation et des modulateurs ubiquitaires des fonctions cellulaires. Ils se lient a des
protéines membranaires spécifiques et induisent la plupart de leurs effets par activation du
cycle des phospho-inositides ainsi que par la stimulation de la synthése des prostanoides.
Selon Lajter et al (2015), la lutéoline était le produit le plus puissant, inhibant de facon
marquée la biosynthese des leucotrieénes, médiateurs de I'inflammation et de I'asthme, ces
médiateurs ont suscité de nombreuses recherches pharmacologiques dans le but d'inhiber leur
synthese et, plus récemment, dans celui de bloquer spécifiquement leurs effets. La
connaissance de leurs récepteurs respectifs a conduit divers groupes de recherche a synthétiser

et a sélectionner plusieurs antagonistes, dont I'évaluation clinique est en cours.

Des études ont montré que le pinorésinol (lignane extraite des feuilles d’O. acanthium),
empéche la formation des médiateurs inflammatoires tels que le monoxyde d’azote (NO), la
prostaglandine E2 et les cytokines proinflammatoires IL-6, IL-1B et TNFa. En diminuant de
facon dose-dépendante I’ARNmM codant pour la iNOS a I’origine de la production de NO,
réduisant ainsi I’expression de I’enzyme. Il en va de méme pour I’ARNmM codant pour la
COX-2 qui génere la prostaglandine E2. Quant aux cytokines proinflammatoires, I’effet est
aussi dose-dépendant, seulement il est plus important pour I’IL-6 que I’IL-1p et le TNFa.
(Jung et al., 2010).
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Selon Strzelecka M et al (2005), I'extrait méthanolique d’O. macracanthus est capable de
bloguer la synthése de TNFa et I’oxyde nitrique dans les cellules endothéliales des murines
(Strzelecka et al., 2005).

Selon Yersilada E et al (1999), la saponine « Spartitrioside », extraite de I’extrait
méthanolique des fleurs de S. junceum possede un pouvoir anti-ulcére plus puissant que celui
de la famotidine, un antagoniste compétitif des récepteurs Hz de I'histamine, qui provoque
I'inhibition de la sécrétion d'acide gastrique contrblée par les récepteurs Hz. Les travaux de
Luigi et al (2006), ont montré que les extraits d’acétate et méthanolique des fleurs de S
junceum possedent des activités analgésiques et anti-inflammatoires, ces extraits testés

possédaient un pouvoir analgésique meilleur que celui de I'indométhacine.

Selon les travaux de Seelinger et al. 2008, parmi les flavonoides, la lutéoline était le
composé le plus puissant, inhibant de facon marquée la biosynthese du leucotriéne (74,6 +
8,8%) et ayant un effet sur I'expression des genes COX-2 et NF-kB1 et iNOS et COX-2.

La plupart des mediateurs chimiques passent par des intermédiaires radicalaires, ceci
pourrait s’expliquer par I’activité antioxydante de nos extraits testés (DPPH, ABTS, FRAP,
R-Caroténe et CUPRAC). Le fait que nos extraits aient exprimé plus rapidement leurs effets
par rapport a I’Aspégic pourrait s'expliquer par leurs différences de propriétés
pharmacocinétiques et pharmacodynamiques. Ainsi, la réduction significative du nombre de
contorsions abdominales induites par I'acide acetique par les les deux extraits testés indique
le potentiel antinociceptif de ces deux plantes et confirme leur utilisation traditionnelle pour le

soulagement de la douleur inflammatoire.

111.3.3 Activité antipyrétique

Le tableau 11 montre I’effet antipyrétique de I’extrait de feuilles de I’extrait butanolique
d” O. acanthium sur I’hyperthermie induite par I’injection d’une solution de levure de biere a
20% qui passe de 36,48°C a 39,16°C .

Nos résultats montrent une chute de la température d’une facon significative dans le lot
traité par I’extrait O. acanthium. Pour la dose de 100 mg/Kg d’extrait, nous observons une
hyperthermie puis une baisse de la température a partir de la 3°™ heure. La température
passe d’une moyenne de 37,58+ 0,13 °C a 37,54 + 0,28 °C apres 4 heures de I’administration
du traitement. Par ailleurs, a la dose de 300 mg/Kg la température passe d’une valeur de 37,22
+ 0,31 °C a 37,44 £0,10°C sur la méme période.
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Tableau 11. Effet antipyrétique de I’extrait butanolique des feuilles d” O. acanthium sur
I’hyperthermie induite chez les rats par injection de levure de biére apres 30, 60, 120,180 et
240 min.

Température

Lot =5 Rats Dose
mg/Kg 0 min 30 min 60 min 120 min 180 240 min
NaCl 0,9%* / 36,48+0,42 37,32+0,27 38,04+ ,23 38,36+ 0,37 38,52+0,27 39,16+ 0,42

Aspirine 500* 36,54+0,66 37,38+,25 37,6+£0,74 38,42+0,31 37,92+0,27 37,42+ 038
Extrait
BuOH O a 100° 37,58+0,13 37,8+0,30 38,26+0,46 38,46+0,36  37,92+0,33 37,54+ 0,28

300® 37,22+#0,31 37,38+0,29 37,86+0,1 38,36x0,22  37,92+0,07 37,44+0,10

Variation de la température dans le temps. (*) La levure de biere a été préparée avec une
solution NaCl a 0,9%.

Le test de ’ANOVA de I’activité antipyéritique a montré que les deux doses des extraits
(100 et 300 mg/Kg) ont le méme effet (p=0,079) que I’aspirine (Contrdle positif). De méme le
contrble négatif a exprimé le méme effet que celui des lots traités. Cependant une lecture
approfondie du tableau et du graphe montre que le contr6le négatif commence a se distinguer
des trois lots traités (Aspirine, Dose 1 et Dose 2) au-dela de la 120°™ min.

Tableau 12. ANOVA de I’effet antpyéritique de I’extrait O. acanthium.

Somme des Carré
carrés ddl moyen F Sig.
Intergroupes 2,894 3 0,965 2,317 0,079
Intragroupes 48,295 116 0,416
Total 51,189 119

Température

Temps

Figure 39. Activité antipyrétique de I’Aspirine (500mg/Kg) et de I’extrait d’O. acanthium
a 100 et 300 mg/Kg comparée a celle contrble négatif.

Nos resultats montrent un effet statistiguement significatif sur I’abaissement de la
température a la dose de 100 mg/kg de 1, 62 °C et de 1,72 °C a la dose de 300 mg/mL
(tableau 12).
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L’injection intra péritonéale de la levure de biere a 20% a provoqué une élévation de la
température corporelle chez les rats, cette élévation est liée a la libération des cytokines (TNF-
a, IL-1, IL6...) qui ayant atteint les vaisseaux sanguins stimulent la biosynthése des
prostaglandines E2 aux environs du centre hypothalamique thermorégulateur (Duraisankar et
al., 2012). Cette hyperthermie induit des mécanismes complexes mettant en jeu des réactions
immuno-inflammatoires avec libération des pyrogénes endogeénes et de prostaglandines. Cette
synthése peut étre bloquée par I’aspirine. Comme les autres médicaments antipyrétiques
(paracétamol et corticoides), I’aspirine entraine une diminution de la temperature corporelle
en situation d’hyper-pyrexie. Il est fort probable que notre extrait interfére avec la biosynthese
des prostaglandines Ez au niveau de I’hypothalamus par I’inhibition de la COX2 ou de I’IL-
1, comme le font les salicylés et les anti-inflammatoires non stéroidiens (Ouédrago et al.,
2012; Biren et Avinash 2010).

Selon Formisano et al. (2016), la décoction ou linfusion de sommités fleuries
d’Onopordum illyricum sont utilisees comme antipyrétique. Les lactones sesquiterpéniques,
isolés de cette plante, sont les constituants actifs d'une variété de plantes utilisées dans les
médicament pour le traitement de diverses maladies allant de l'ulcere de la peau a
I'athérosclérose, neurodégénérescence et méme le cancer, et ils ont été suggérés pour la

conception de nouveaux médicaments anti-inflammatoires.

L effet antipyéritique de I’extrait butanolique est di probablement a la présence des acides
phenoliques, des flavones hétérosidiques et aglycones et les dérivés de I’apigénine qui semble
majoritaire dans cet extrait selon le profil chromatographique. De plus le screening
phytochimique a révélé la présence polyphénols, des triterpenes, des saponines, des tanins,
anthraquinones et des coumarines, toute cette panoplie de métabolites secondaires peut
responsable de I’effet antipyéritique par inhibition de la COX et réduction de PGE2 au niveau

de I’hypothalamus (Purnima et al., 2010).
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Conclusion et perspectives

En Algérie, la médecine traditionnelle trouve sa place au sein de la population. Mais dans
certains cas, I’exposition aux plantes toxiques est inévitable. Ainsi, une meilleure

connaissance des plantes medecinales et leur usage s’imposent.

Dans ce travail de thése, nous avons évalué quelques activités biologiques deux plantes

appartenant a deux grandes familles des astéracées et des fabacées.

Avant d’aborder I’activité biologique, nous avons réalisé un screening phytochimique de
I’extrait méthanolique des feuilles et des tiges des plantes pour identifier les différentes
classes de metabolites existants dans les extraits des deux plantes O. acanthium et S.

junceum. Cette partie est complétée par le dosages des polyphénols et des flavonoides totaux.

Nos résultats montrent que nos extraits contiennent des composés phénoliques,
flavonoides, des tanins, des alcaloides, triterpénes, saponines, anthraquinones et des
coumarines. Toute cette panoplie de composés chimiques, sans équivoque, serait responsable

d’activités biologiques diverses.

La quantification des polyphénols totaux a été realisée par la méthode colorimétrique en
utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, qui a montré que les extraits issus des différentes

parties des plantes étudiées sont riches en polyphénols.

Les taux les plus élevés de polyphénols se retrouvent dans les extraits de dichloro-méthane
a 448,7 mg GAE/g des fleurs d’O. acanthium, suivi par ceux de I’extrait acétate a 388,29 mg
GAE/g butanolique 310,72 mg GAE/g et par I’extrait aqueux a 116,99 mg GAE/g. Dans
les feuilles les taux sont de 69,3, 53,51 et 41,19 mg GAE/g des extraits chloroformiques,
methanoliques et butanoliques respectivement. Les fleurs sont alors plus riches en

polyphénols que les feuilles.

Le profil chromatographique des différentes extraits des feuilles d’O.acanthium a revélé la
presence des acides phénoliques (acide gallique), des flavones hétérosides et aglycones,

apigénine et ses dérivés et des dérivés de cathéchines.

Le taux des polyphénols de S junceum le plus €élevé se retrouve dans les fleurs. L’extrait
butanolique affiche un taux de 65,22 mg GAE/g, I’extrait chloroformique est de 57,86 mg
GAE/g et celui de I'acétate affiche une valeur de 43,07mg GAE/g. Dans les tiges, les
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extraits méthonoliques et butanoliques leurs taux sont de 71, 80 mg GAE/g et 14, 62 mg

GAE/qg respectivement (Article en annexe).

Le profil chromatographique a révélé la presence des acides phénoliques, acide
parahydroxy-benzoique, d’acides cinnamiques de type para-coumaroique, la naringénine et
plusieurs dérivés de type flavone. Tous ces composés sembleraient contribuer dans les tests

biologiques de fagon synergique ou individuelle.

Les quantités que nous avons determinés sont différentes de ceux publiées dans
littérature, ces différences peuvent étre justifiées par :

+ le protocole d’extraction qui peut affecter les résultats, du fait de la solubilité des
composés phénoliques

+ leur matériel végétal qui a été récolté dans une région différente de la notre.

+ la distribution des métabolites secondaires qui peut changer pendant le développement de
la plante.

+ d’autres facteurs peuvent influencer les teneurs en composés phénoliques, ces facteurs
peuvent étre d’ordre extrinseque et/ou des facteurs d’ordre génétique, ainsi que le degré de
maturation de la plante, qui influencent tous le stockage des composés phénoliques.
L’extraction des composés phénoliques a partir des plantes est aussi influencée par le temps et
la température d’extraction, ce qui refléte les actions paradoxales de leur solubilisation et leur
dégradation par oxydation. Par conséquent, il est important de faire le bon choix de procédure

/méthode d’extraction afin de maintenir la stabilité des composés phénoliques.

Par conséquent, il est important de faire le bon choix de procédure /méthode d’extraction
afin de maintenir la stabilité des composés phénoliques et ainsi une homogénéité des résultats

obtenus d’une étude a I’autre.

Les fleurs de S. junceum contiennent des taux en flavonoides élevés, I’extrait acétate
affiche une valeur de 381,89 mg QE/g suivi par I’extrait butanolique des tiges a 150,04 mg
QE/g. Les autres extraits affichent des valeurs comprises entre 30,13 et 65,22 mg QE/g. Ces
deux parties de la plante ont montré des activités antioxydantes remarquables a savoir avec les
tests DPPH et CUPRAC I’extrait acétate des fleurs a affiché des I1Cso de 16,19 et 6,83 pg/mL
et I’extrait butanolique des tiges a affiché des ICso de 10,83 et 33,06 pg/mL avec les tests
FRAP et [3-caroténe. Cette activité antioxydante est due probablement a leur teneur en
flavonoides et/ou polyphénols, de plus, cette activité pourrait justifier les résultats obtenus

avec I’activité analgésique de I’extrait butanolique des tiges.
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La quantification des flavonoides montre que les extraits butanoliques des feuilles et des
fleurs d’O acanthium affichent des valeurs élevées en flavonoides soit ; 382,72 et 102,63 mg
QE/qg, tandis que le taux dans I’extrait acétate est de 191,80 mg QE/g. En comparant les
extraits entre eux, nos résultats montrent que les feuilles sont plus riches en flavonoides que
les fleurs. La teneur élevée en flavonoides dans I’extrait butanolique des feuilles serait
responsable des meilleures activités que celles des fleurs, notamment avec les tests FRAP
(13,15 contre 68,87 pg/mL) et CUPRAC (18,78 contre 72,92 pg/mL). Par contre I’extrait
acetate et dichloromethane des fleurs possedent le meilleur pouvoir antioxydant, cela serait da
probablement aux quantités de polyphénols retrouvées dans ces extraits soit 388,29 mg
GAE/qg et 448,70 mg GAE/g respectivement.

Avec le test B-caroténe cing extraits sur douze testées possedent des valeurs prometteuses a
savoir I’extrait acétate des fleurs d’O.acanthium qui possede une ICso @ 2,51 pg/mL donc
inferieur a celle des références BHA et BHT. Cet extrait posséderait le potentiel d’inhiber ou
de controler de nombreux types de lésions cellulaires et d’empécher entres autres le
développement de I’athérosclérose.

Nos résultats montrent que les flavonoides se concentrent mieux dans les solvants polaires
et moyennement polaires. Toutes les valeures affichées TPC et TFC sont intéressantes. Leur
importance dans le recherche de molecules a visée thérapeutique doit susciter une grande

curiosité scientifique.

La caractérisation par HPLC a permis de montrer les profils en acides phénoliques en
catéchines et en flavonoides de type flavone hétérosides et aglycones des espéces étudiées ;
I’apigénine et naringénine semblent majoritaire dans O acanthium et S junceum
respectivement. Ces analyses nous indiquent que ces deux plantes médicinales peuvent

servir de sources d’antioxydants naturels ou de produits biologiquements actifs.

Les propriétés antioxydantes des polyphénols résultent de leur réactivité élevée comme
donneurs d’hydrogéene ou d'électrons et de leur capacité a stabiliser I'électron non apparié et

de leur aptitude a séquestrer des métaux de transition empéchant par la suite la réaction de
Fenton et la production de OHe. Ces radicaux libres oxygenés (HO’, RO, ROO’) sont a

I'origine de nombreuses dégradations oxydantes de biomolécules (lipides insaturés, protéines,
acides nucléiques) impliquées dans diverses pathologies (athérosclérose et maladies cardio-
vasculaires, cancers, neurodegénérescence) ainsi que dans le processus de vieillissement

cellulaire.
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Les flavonoides sont une classe de polyphénols abondants dans les plantes et dans
I'alimentation. Leurs nombreuses propriétés pharmacologiques in vitro sont généralement la

conséquence de leur affinité pour les protéines et de leurs propriétés antioxydantes.

Les résultats in vitro que nous avons obtenus dans notre travail ont révélé des activités
antioxydantes pour I’ensemble des extraits, et particulierement les fractions organiques des

fleurs des deux plantes.

Les capacités antioxydantes déterminées in-vitro sont en relation directe avec le contenu en
métabolites secondaires de chaque extrait et dépendent de I’ensemble des substances
antioxydantes, de leurs natures, leurs teneurs, leurs structures et de toutes les interactions

moléculaires qui peuvent agir de facon synergique pour faire hausser cette activité.

Enfin, les antioxydants naturels qui ont fait objet de cette étude montrent des qualités utiles
pour renforcer I’organisme dans le cas de situation de stress oxydatif et de prévenir les

différentes pathologies survenues suite a une attaque radicalaire.

Les simples tests in-vitro de détermination de I’activité antioxydante des polyphénols ont
une portée limitée et sont difficilement extrapolables pour évaluer I’effet antioxydant des
molécules apres ingestion, ces composés, lors de leur séjour dans I'organisme, subissent une
métabolisation au niveau du foie, pour mieux cerner ces activités in-vitro, nous avons réalisé
des activités biologiques in-vivo. Pour cela nous avons choisi comme modele animal des rats

sur lesquels nous avons testeé :

+ L’activité analgésique périphérique (selon le test Test de Koster a I’acide acétique), les
extraits butanoliques d’O.acanthium et de S junceum ont montré une analgésie périphérique
tres significative avec la dose de 600 mg/kg. Les rats traités avec la dose de 600mg/Kg par
I’extrait butanolique d’O.acanthium et S.junceum se comportent de la méme maniére que
le contréle positif (500mg/Kg d’Aspirine).

+ L’activité anti-inflammatoire : nos résultats indiquent que I’extrait butanolique d’O.
acanthium inhibe de facon temps et doses indépendants I’cedéme induit par la carragénine a
1%. La forte inhibition de I’cedéme a été observée a la cinquieme heure pour les deux doses
(200 et 400mg/Kg) avec des pourcentages d’inhibition de 78,89 et 75 % meilleurs que celui
du produit de référence qui est I’aspirine (53,46%). Cela suggeérerait qu’a la deuxiéme phase,
I’action inhibitrice, de I’extrait butanolique des feuilles d’O. acanthium, s’exercerait

davantage sur les cyclo-oxygénases qui sont responsables de la synthése des prostaglandines.
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L’activité de I’extrait n-butanol étant observée a partir de 30 min d’expérimentation avec
des poucentages d’inhibition de 51,48% a la dose de 200 mg/Kg et de 32,21% a la dose de
400 mg/Kg et s’amplifie au-dela de la premiére heure de traitement, au moment de la
libération de prostaglandines dans le site inflammatoire, cet extrait contiendrait également des
inhibiteurs des prostaglandines comme I’aspirine. L’effet maximum qui correspond a 90,92
% (Aspirine 100mg/Kg) de réduction de I’inflammation induite par la carragénine est
inferieur a I’effet maximum de I’extrait butanolique d’O. acanthium qui est égale a 96,79 %
enregistré a la 5°™ heure d’expérimentation. Ce résultat indique I’existence de composés qui
s’opposent a la formation de I’cedeme et éventuellement a des lysosomes et des protéases au

niveau de la zone inflammatoire.

+ L’effet antipyrétique de I’extrait des feuilles de I’extrait butanolique d’ O. acanthium sur
I’hyperthermie induite par I’injection d’une solution de levure de biére & 20% a montré que
notre extrait a fait baisser la température corporelle de maniére hautement significative et qu’a
la dose de 200mg/Kg, il posséde le méme comportement que celui de I’ Aspirine a la dose de
500mg/Kg. Il est fort probable que I’extrait butanolique interfére avec la biosynthése des

prostaglandines comme le font les salicylés et les anti-inflammatoires non stéroidiens.

De plus, cet extrait inhibe I’hyperthermie (induite par I’injection de levure de biére). La
réduction des symptomes (Edeme et fiévre) nous montre que I’extrait butanolique d’O.
acanthium posséderait des molécules potentielles anti-inflammatoires qu’il faudrait extraire,
purifier et caractériser.

En conclusion, bien que de nombreuses questions restent en suspens, notre étude a
confirmé ou mis en évidence certaines propriétés biologiques a savoir antioxydante et
antiinflammatoire de nos extraits.

Nos résultats sont satisfaisants puisqu’ils apportent la preuve que les deux plantes étudiées
ont un potentiel antioxydant et anti-inflammatoire importants, du moins pour I’extrait
butanolique d’O.acanthium. Cette étude valide scientifiquement I’usage traditionnel de ces

deux plantes et révele leurs intéréts dans le cadre d’une exploitation en biotechnologie.

Nos perspectives vont vers [’aboutissement de notre étude phytochimique et
pharmacologique sur I’ensemble des extraits qui ont montré une activité antioxydante
concluante en vue de les valoriser. Il serait intéressant donc intéressant d’isoler et de
caractériser les composés phénoliques des autres extraits des plantes qui ont fait objet d’étude
et de réaliser un criblage biologique sur les différentes parties de deux plantes.

.



Aussi, serait-il souhaitable, pour une meilleure compréhension du mode d’action des
dérivés polyphénoliques, d’évaluer in-vitro et in-vivo I’activité antioxydante de chacun de ces
composés pris séparément. Ce qui permettrait alors de mettre en évidence le principe actif des

extraits de plante et/ou une éventuelle synergie entre les différents composés phénoliques.

L’évaluation des effets de nos extraits, qui ont présenté une meilleur activité, sur les
signalisations impliquées dans les processus inflammatoires ainsi que les enzymes impliquées
dans la production des especes oxygénées réactives et la quantification des médiateurs de
I’inflammation a savoir TNF-a, I’'IL-1pB, PGE2, iNO...

En fin, I’ensemble de ces résultats obtenus in-vitro et in-vivo ne constitue qu’une premiere
étape dans la recherche de substances naturelles biologiquement actives. Des essais
complémentaires seront nécessaires et devront pouvoir confirmer les performances mises en

évidences.

.
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Résumé

Ce travail a porté sur I’étude phytochimique, I’évaluation des activités antioxydante et anti-
inflammatoires a savoir activité analgésique, antalgique et antipyéritique de deux plantes
utilisees en médecine traditionnelle appartenant aux astéracées et fabacées : O. acanthium et
S. junceum

Les différentes préparations d’O. acanthium sont surtout utilisées contre les maladies
hépatiques, hémorroides, les troubles gastriques, les maladies gynécologiques et comme un
antipyrétique. Tandis que celles de S. junceum sont cardiotoniques, cathartiques, diurétiques,
émétiques et purgatifs. Les études phytochimiques des différentes parties des deux plantes ont
révelé la présence des phénols, des flavonoides, des saponines, des coumarines, des tanins et
des anthraquinones, I’analyse HPLC des extraits de différentes polarités des feuilles d’O.
acanthium a permis de caractériser la présence des acides phénoliques, des flavonoides de
type flavones hétérosides, des dérivés de catéchine, d’Apigénine et ses dérivés, par contre
celle des tiges de S. junceum a montré la présence des acides phénoliques, composés de
type flavone et une flavanone, la naringenine. L’activité antioxydante la plus forte a été
observée dans I’extrait d’acétate des fleurs de deux plantes avec le test DPPH avec des valeurs
d’ICso 16,19 et 24,32 pg/mL pour O acanthium et S junceum respectivement. Avec le test de
réduction du radical cation ABTS*, I’extrait acétate des fleurs d’O acanthium et butanolique
de S junceum ont affiché des valeurs d’ICso de 23,71 et 23,49 pg/mL respectivement. Le test
de blanchissement de caroténe, I’extrait acétate, dichlorométhane des fleurs d’O. acanthium et
acétate de S.junceum leurs 1Cso égales a 2,51 ; 20,77 et 24,28 pg/mL respectivement. Le test
de réduction du fer, I’extrait acétate suivie par dichlorométhane des fleurs d’O acanthium,
butanolique des feuilles et acétate des fleurs de S junceum a montré des I1Cso tres intéressant ;
6,48 ; 10,08 ; 13,15 et 14,52 respectivement. Ces extraits possédent le pouvoir réducteur du
Fer. Une étude in-vivo a montré que I’extrait BuOH des feuilles et des tiges d’O acanthium
et S junceum respectivement, possede une activité analgésique, avec un pouvoir de protection
notoire vis-a-vis de crampes abdominales, a la dose de 600 mg/kg, aprés 25 min les extraits
BuOH d’ O acanthium et de S junceum ont un effet protecteur contre la douleur comparable a
celui de I’Aspégic a la dose de 500mg/kg. Les résultats obtenus montrent que les extraits
butanolique des deux plantes a la dose de 900mg/Kg ont une activité anti-inflammatoire
supérieure et hautement significative a celle de I’Aspéegic a 500 mg/Kg. De plus, I’exrait
BuOH des feuilles d’O acanthium a montre un effet anti-inflammatoire et antipyéritique. Ces
résultats peuvent étre considérés comme point de départ pour des applications thérapeutiques.

Mots-clés : d’O acanthium - S junceum Extrait BUOH — Activité antioxydante - Activité
analgésique, oedémateuse et antipyéritique.



Abstract

The present work was focused on the phytochemical analytical studies and the evaluation of
antioxidant and anti-inflammatory activities including analgesic and antipyretic activity of
two plants belonging to asteraceae and fabaceae families namely O. acanthium and S.
junceum. The various preparations of O. acanthium are mainly used against hepatic diseases,
hemorrhoids, gastric disorders, gynecological diseases and as antipyretic. While those of S.
junceum are cardiotonic, cathartic, diuretic, emetic and purgative. Phytochemical analysis of
various parts of both the plants revealed the presence of phenols, flavonoids, saponins,
coumarins, tannins and anthraquinones. Onopordum and Spartium acetate extract had shown
strongest antioxidant activity analysed with the DPPH test with 1Cso values of 16.19 and
24.32 pg / mL respectively.With the ABTS" radical cation reduction test, the acetate extract
of the Onopordum and Spartium ethanolic flowers displayed I1Cso values of 23.71 and 23.49
ug / mL respectively. With the [-carotene bleaching test, the acetate extract and
dichloromethane extract of O. acanthium flowers had ICso equal to 2.51 and 20.77
respectively whereas the acetate extract of S. junceum had I1Cso equal to 24.28 ug / mL. With
iron reduction test, antioxidant activity of O. acanthium flowers of acetate extract followed
by dichloromethane extract with 1C50 value 6.48 and 10.08 respectively whereas butanolic
extract of S. junceum leaves and acetate extract of S. junceum flowers showed very interesting
activity with 1C50 value 13.15 and 14.52 respectively. These extracts have the power to
reduce Fe. An in-vivo study have shown an analgesic activity for the BuOH extract of the
leaves and stems of O acanthium and S junceum respectively, with a notorious power of
protection against abdominal cramps, at the dose of 600 mg / kg, after 25 min pretreatment
with BUOH extracts of O acanthium and S junceum had a protective effect against pain
comparable to that of aspirin at a dose of 500 mg / kg. The results obtained shown that the
butanolic extracts of the two plants at the dose of 900 mg / kg had superior anti-inflammatory
activity and highly significant to that of aspirin at 500 mg / kg. In addition, the BUOH extract
of O acanthium leaves showed an anti-inflammatory and antipyretic effect. These results
demonstrates as a starting point for therapeutic applications.

Key words: O acanthium - S junceum Extract BUuOH - Antioxidant activity - Analgesic,
edematous and antipyretic activity.
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