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Liste des abréviations :

AcOEt Acetate d’éthyle

ADH Alcool déshydrogénase

ADNmt Acide désoxyribonucléique mitochondriale
ALDH Aldéhyde déshydrogénase

AlF facteur induisant I'apoptose

Apaf-1 facteur d'activation de la protéase apoptotique
ATP Adénosine triphosphate

a-Syn  a-synucléine

BHE  Barriére hémato-encéphalique

BECA  L’extrait n-BuOH de la plante C. africana
Cl complexe | de la chaine respiratoire mitochondriale
CAT Catalase

CDNB 1-chloro-2,4dinitrobenzene

CoQ Coenzyme Q

COMT Catéchol-O méthyl transférase

COX  Cyclo-oxygenase

CytC  Cytochrome C

DA Dopamine

DAergique Dopaminergique

DAT Transporteur membranaire de la dopamine
DOPAC [l'acide dihydroxyphénylacétique

DOPAL Dopamine 3,4-dihydroxyphényl-acétaldéhyde
DDC DOPA décarboxylase

DMEM Dulbecco’s modified eagle medium
DMSO Diméthyl sulfoxyde

DPPH"  2,2-diphényl-2-picryl-hydrazyle

DTNB  Acideb,5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique
EAECA L’extrait AcOEt de la plante C. africana
EGTA  Ethylene glycol tetra acetic acid

ERA Espéce Réactive de I’azote

ERO Espéce Réactive de I’Oxygéne

GR Glutathion réductase

GSH Glutathion réduit
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GSSG
H.O>
HVA

I %

1Cs0 %
IAP
IDDP
IFN- y
IL
IL-1p
iINOS
LC-MS
L-DOPA
LPO
MAO
MDA
Mn-SOD
MP
MPO
NAD+
NADH
NADP+
NADPH
n-BuOH
NF-kB
NMDA
NO
NOS
O;”

HO

Glutathion peroxydase
Glutathion disulfure
Peroxyde d’hydrogene
Acide homovanillique
Pourcentage d’inhibition
Concentration inhibitrice de 50 %
inhibiteur de I'apoptose
inhibiteurs de la dopa décarboxylase périphérique
Interféron - y
Interleukine
Interleukine 1B
Oxyde nitrique synthétase inductible
Liquid chomatography-Mass spectrum
(L)-3,4 dihydroxyphénylalanine
peroxydation lipidique
Monoamine oxydase
Malonyldialdéhyde
Superoxyde dismutase mitochondrial
Maladie de parkinson
Myeéloperoxydase
Nicotinamide adénine dinucléotide oxydé
Nicotinamide adénine dinucléotide reduit

Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate

Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate réduit

n-butanol

Nuclear factor-kappaB

Récepteurs N-Methyl-D-aspartate
Oxyde nitrique (monoxyde d’azote)
NO synthase
Radical anion superoxyde

Radical anion hydroxyde

ONOO- Peroxynitrite

PcP
PON1
PTPm

Personne cum Parkinson

Paraoxonase 1

Pores de transition de la perméabilité mitochondriale
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PMME Perméabilisation de la membrane externe mitochondriale
PBS Phosphate Buffer Solution

RE Réticulum endoplasmique

RL Radicaux Libre

ROT Roténone

SD Standard deviation

SEM Standard error of the mean
SNC Systeme nerveux central

SN Substance noire

SNpc Substance noire pars compacta
SNpr Substance noire pars reticulata
SOD Superoxyde dismutase

STN Noyau sous-thalamique

ST Striatum

SUP Systeme ubiquitine-protéasome
TBA Thiobarbituric acid

TBARS  Thiobarbituric acid-reactive substances
TCA Acide trichloroacétique

TH Tyrosine Hydroxylase

TNF-a  Tumor necrosis factor
VMAT2 Transporteur vésiculaire monoamine 2
4-HNE  4-hydroxynonenal
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Résumé

La maladie de parkinson (MP) est une atteinte neurodégénérative chronique qui se développe d’une
maniere lentement progressive et sans cause identifiable. Le but de cette investigation est I'étude du
potentiel biologique des fractions n-BuOH et EtOAc de la plante Centaurea africana ainsi que
I'exploration de I'effet modulateur de I'extrait n-BuOH chez les rats (Wistar Albinos) traités par la
roténone. Les études in vitro (DPPH®, pouvoir réducteur du fer, inhibition de la LPO) ont montré
que C. africana est dotée de propriétés antioxydantes. Les études anti-inflammatoires ont prouvé
que I’extrait n-BuOH possede cet effet qui se traduit par I’inhibition de I'cedéme des pattes induit
par la carragénine chez le rat et la diminution de I’activité de la MPO et des taux du MDA au niveau
des tissus des pattes. Les etudes réalisées in vivo ont été focalisées sur I’effet modulatoire de
I’extrait n-BuOH de C.africana (200 mg/kg) vis-a-vis les altérations biochimiques,
neurochimiques, histopathologiques et comportementales induites par la roténone (1 mg/kg; ip)
chez les rats. La roténone provoque des déficits comportementaux et moteurs et aussi active la
neuroinflammation. Le dysfonctionnement mitochondrial induit par la roténone est exprimé par la
diminution de I’activité du complexe | de la chaine respiratoire mitochondriale et par I’altération du
statut oxydant/antioxydant du cerveau, ce qui active la voie apoptotique intrinseque. Cette étude a
révélé que I’action de I’extrait n-BuOH se procéde par plusieurs mécanismes: neutralisation du
stress oxydant, modulation des marqueurs de I’apoptose (Bcl-2, Bax et caspase 3), des marqueurs
neurochimiques (dopamine et glutamate), et réduction de la neuroinflammation qui est traduite par
la diminution de I’activité de la MPO et des taux du NO et du TNF- a. Les propriétés antioxydantes
et anti-inflammatoires de cette plante s'expliquent probablement par sa richesse en polyphénols et
flavonoides, révélées par le screening phytochimique et I’analyse LC-MS/MS, et/ou par les

interactions synergiques des composés phénoliques isolés.

Mots clés: Roténone, Centaurea africana, Rats, Stress oxydatif, Activité antioxydante, Activité anti-

inflammatoire, Composés phénoliques, LC-MS/MS.
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Abstract

Parkinson's disease (PD) is a chronic neurodegenerative disorder that develops in a slowly
progressive manner with no identifiable cause. The aim of this investigation is the study of the
biological potential of the n-BuOH and EtOAc fractions extracted from the plant Centaurea
africana and elucidate the modulatory effect of the n-BuOH extract in rats (Wistar Albinos) treated
with rotenone. In vitro studies (DPPH?®, reducing power of iron, inhibition of LPO) have shown that
C. africana is endowed with antioxidant properties. Anti-inflammatory studies have shown that n-
BuOH extract has this effect which is resulting in the inhibition of paw edema induced by
carrageenan in rats and decreased activity of MPO and MDA levels in paw tissues. In vivo studies
have investigated the modulatory effect of n-BuOH extract of C. africana (200 mg/kg) against
biochemical, neurochemical, histopathological and behavioural alterations induced by rotenone (1
mg/kg; ip) in rats. Rotenone causes behavioral and motor deficits and also activates
neuroinflammation. The mitochondrial dysfunction induced by ROT is expressed by the decrease in
the activity of complex | of the mitochondrial respiratory chain and by the alteration of the
oxidant/antioxidant status of the brain, which activates the intrinsic apoptotic pathway. This study
revealed that the n-BuOH extract acts by several mechanisms: neutralization of oxidative stress,
modulation of markers of apoptosis (Bcl-2, Bax and caspase 3) and neurochemical markers
(dopamine and glutamate), and reduction of neuroinflammation which results in decreased MPO
activity and lower levels of NO and TNF. The antioxidant and anti-inflammatory properties of this
plant are probably explained by its richness in polyphenols and flavonoids, which have been
revealed by phytochemical screening and LC-MS/MS analysis, and/or by the synergistic

interactions of the isolated phenolics.

Keywords: Rotenone, Centaurea africana, Rats, Oxidative stress, Antioxidant activity, Anti-

inflammatory activity, Phenolic compounds, LC-MS/MS.
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Introduction

La maladie de parkinson (MP) est une maladie neurodégénérative chronique a progression lente
sans cause identifiable [1]. Couramment, elle représente I’une des troubles neurodégénératives liee
a I’age apreés celles de la maladie d’Alzheimer [2]. La MP s’exprime par un ensemble de troubles
moteurs (akinésie, rigidité, tremblement au repos et troubles posturaux) et de troubles non-moteurs
[1]. La principale manifestation pathologique de la MP est la perte sélective relative de neurones
dopaminergiques dans la substance noire [3]. Différents mécanismes sont associés a la
neuropathogénese des cellules dopaminergiques, les particuliers sont le dysfonctionnement de la
chaine respiratoire mitochondriale, le stress oxydatif, I’apoptose et les processus neuro-
inflammatoires [3, 4].

La ROT est un pesticide naturel obtenu a partir des racines de certaines especes végétales [5]. La
majorité des études portant sur la ROT ont mis I’accent sur la capacité de cette toxine a induire des
effets neuropathologiques rappelant ceux observés dans la MP; perte de terminaisons
dopaminergiques dans le ST et formation d’inclusions appelées corps de Lewy dans la substance
noire [6]. Chez le rat, la ROT provoque I’inhibition du complexe | de la chaine respiratoire
mitochondriale (C 1), le stress oxydatif activant la voie intrinseque apoptotique et la formation
d'inclusions cytoplasmiques fibrillaires contenant de 1'ubiquitine et de 1’a-Synucléine. En outre, des
études ont montré que I’exposition a la ROT induit des déficits comportementaux et moteurs,
similaires a ceux observés dans la MP humaine [7]. Il a été signalé que le modéle de la ROT est
hautement reproductible et peut fournir un excellent outil pour tester de nouvelles stratégies
neuroprotectrices [8].

Ces derniéres années, un interét croissant a été porté au traitement et a la prévention de la MP par
des médicaments a base de plantes [9]. Les flavonoides qui sont I’un des constituants de ces plantes
médicinales sont des substances naturelles qui acquiérent diverses propriétés pharmacologiques et
des applications thérapeutiques. Des études récentes suggerent que les flavonoides préviennent et
retardent la neurodégénérescence, chez les personnes agées, dans les dysfonctions cognitives, dans
le déclin de I'humeur et dans les pathologies oxydatives. Les antioxydants sont maintenant utilisés
comme médicaments candidats pour le traitement des pathologies liées a I'oxydation des radicaux
libres [10]. Des études antérieures, sur la MP, ont tenté de trouver un agent neuroprotecteur capable
de protéger les neurones.

Notre investigation vise, via la conception d’un modéle de MP induit par la ROT chez le rat
albinos Wistar, a étudier I’effet protecteur de C. africana vis-a-vis le stress oxydatif et la
neuroinflammation ainsi que les modifications histopathologiques, neurochimiques et

comportementales y associées. Cette plante, utilisée en médecine traditionnelle pour le traitement
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des inflammations, est une espéce endémique a I’ Algérie. Les études dont I’objet est la clarification
du réle protecteur de cette espéce endémique vis-a-vis la MP sont tellement minimes.

La méthodologie adoptée durant ce travail a compris les étapes suivantes :

- Screening phytochimique : analyse qualitative et quantitative en utilisant I’analyse par
chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS), afin de déterminer
le profile chimique de la plante C. africana.

- Valorisation du potentiel biologique antioxydant et anti-inflammatoire de C. africana.

- Evaluation de I’effet protecteur de I’extrait n-buthanolique de C. africana contre le stress
oxydatif, la neuroinflammation, le dysfonctionnement mitochondrial et I’apoptose induits par la
ROT, ainsi que I’étude des modifications histopathologiques, neurochimiques et comportementales
associées a ce modele expérimental in vivo de la MP.

- Traitements statistiques : effectués par I’analyse de variance (ANOVA a un facteur) suivie
par le test HSD de Tukey pour la comparaison des moyennes en utilisant le logiciel Open stat 2014
programme et le software Graph Pad Prism, version 3 pour windows, et Graph Pad Software (San
Diego, CA, USA).
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Chapitre 1 : La maladie de parkinson

1.1 Histoire de la maladie de parkinson (MP)

La MP a été decrite pour la premiere fois en 1817 par le médecin anglais James Parkinson (1755-
1824) dans sa publication classique "An essay on the shaking palsy" (Essai sur la paralysie
tremblante) [1]. Dans son travail, Parkinson a décrit les signes moteurs qui définissent ce trouble :
Mouvement tremblant involontaire avec un pouvoir musculaire réduit dans des parties qui ne sont
pas en action [2]. Le neurologue francais Jean-Martin Charcot a parlé de la MP comme un trouble
caractérisé par un tremblement au repos, une rigidité, une immobilité faciale caractéristique, et des
troubles particuliers de la démarche et de la posture [3]. Le neuropathologiste russe Konstantin
Tretiakoff a reporté en 1919, une dégénérescence dans la substance noire, devenant ainsi le premier
a relier cette région cérébrale a la maladie (figure 1.1). 1l a également confirmé la présence
d’inclusions cytoplasmiques décrites a l'origine par Lewy en 1914. Ces inclusions sont maintenant
largement reconnues comme la caractéristique pathologique de la MP et sont appelées corps de
Lewy (figure 1.2) [4, 5]. Des progrés importants ont été accomplis dans différents domaines, du
phénotype clinique au décodage de certaines caractéristiques neuropathologiques potentielles, parmi
lesquels les domaines de la génétique et de la découverte de médicaments ont rapidement eévolué

pour devenir la base de la recherche sur la maladie [5].

Lobe frontal
Striatum

Substance noire

Figure 1.1: Coupe de cerveau montrant la localisation de la substance noire [6].
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Figure 1.2: Corps de Lewy [7].

1.2 Physiopathologie

De nombreuses structures cérébrales jouent un réle important dans le comportement et dans
I’élaboration des mouvements. Les noyaux gris centraux (i.e. ganglions de la base) y ont un rdle de
contréle central dont le déséquilibre joue un réle déterminant dans la pathogenese de la MP. Ils
comprennent, de chaque c6té : le ST (i.e. noyau caudé et putamen), le pallidum (i.e. globus pallidus
interne et externe), le noyau sous-thalamique (STN) et le locus niger (i.e. substance noire pars
compacta « SNpc » et pars reticulata « SNpr ») [8]. Les neurones dopaminergiques de la SNpc (les
neurones de la SNpc produisent des catécholamines, principalement la DA) envoient leurs axones le
long de la voie nigrostriatale vers le striatum (ST), ou la dopamine (DA) agit pour moduler la
signalisation post-synaptique (figure 1.3). Le ST comprend une population hétérogene de neurones
qui recoit des données provenant d'un certain nombre de régions, y compris les cortex moteurs et
sensoriels, et sous l'influence de la DA utilise ces informations pour guider le comportement
moteur. La perte substantielle de cette innervation DAergique est responsable des symptomes de la
MP [8, 9].

Normal Maladie de parkinson

Noyau caudé

Putamen

La voie
igrostriatale ‘

Substance
noire

Le mésen-
céphale
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Figure 1.3 : Une perte des neurones DAergiques qui se projettent de la SNpc jusqu'au ST dans la
MP [10].

1.3 Anatomopathologie

La MP se caractérise par la perte de neurones DAergiques de la substance noire associée a la
présence d'inclusions intraneuronales appelées corps de Lewy.

Le degré de sévérité des symptdmes moteurs correle avec I’importance de la perte des cellules
nerveuses [11]. On estime qu'au moins 50 % des neurones nigraux doivent dégénérer pour produire
des symptomes. A l'autopsie, la plupart des cas montrent une réduction de plus de 80 % de ces
neurones. La disparition des neurones nigraux entraine une chute progressive des taux de DA dans
le ST [11, 12]. La perte de ces neurones, qui contiennent des quantités remarquables de
neuromélanine, produit la découverte neuropathologique macroscopique classique de

dépigmentation de la SNpc (figure 1.4) [13].

A. normal B. Maladie de
(physiologique) Parkinson
(pathologique)
Caudate
Putamen

|
|
1 Voie |
nigrostriatale \

La dépigmentation du SNpc

Figure 1.4 : La dépigmentation de la SNpc [13].

1.4 Le Systéeme Dopaminergique
La DA est un neurotransmetteur de la famille des catécholamines qui est produite par les neurones
DAergiques. Le systeme DAergique est impliqué dans la récompense, la locomotion, la motivation
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et de nombreux autres processus [14]. La DA intervient dans plusieurs voies qu’on appelle : les
voies DAergiques. La voie Nigro-Striatale ou nigrostriee, dans laquelle les neurones DAergiques de
la SNpc projettent en majorité dans le ST, représente 80 % des neurones DAergiques centraux.
Cette voie est particulierement impliquée dans la production de mouvements et sa dégénérescence
conduit a la MP [15]. Les autres voies (méso-limbique, méso-corticale et tubéro-infundibulaire)

sont impliquées dans d’autres roles tels que la cognition et la sécrétion de certaines hormones.

1.4.1 Biosynthése de la dopamine

Dans le SNC (Systeme nerveux central), la DA est synthétisée a partir de I’acide aminé L-Tyrosine
qui est transmise du sang vers le liquide extracellulaire cérébral puis vers le cytosol des neurones
DAergiques par des transporteurs d'acides aminés. La biosynthese de la DA s’effectue en deux
étapes, commencant par I'hydroxylation de la L-tyrosine par la Tyrosine Hydroxylase (TH) pour
donner la (L)-3,4 dihydroxyphénylalanine (L-DOPA) qui, a son tour, donne naissance a la DA apres
une décarboxylation par la DOPA décarboxylase (DDC). La DA synthétisée est facilement
séquestrée dans les vésicules synaptiques par l'action du transporteur vésiculaire monoamine 2

(VMAT2). La DA qui fuit des vésicules est désactivée par la monoamine oxydase (MAO) [16].

Lors de I'excitation neuronale, la DA est libérée par exocytose dans la fente synaptique pour la
transduction du signal. La signalisation s‘arréte par reimportation et recyclage dans les neurones
pré-synaptiques via le transporteur membranaire sélectif de la DA (DAT) [17], ou par dégradation
par la catéchol-O méthyl transférase (COMT), la MAO, lalcool déshydrogénase (ADH) et
I'aldéhyde déshydrogénase (ALDH). Les principaux produits de dégradation de la DA sont le
DOPAC (l'acide dihydroxyphénylacétique) et le HVA (Acide homovanilique) (figure 1.5). Il
convient de noter que la COMT est principalement exprimée par les cellules gliales. Dans les

neurones, cette enzyme est soit absente, soit trouvé a des niveaux tres bas [14].

Les actions physiologiques de la DA sont médiées par cing récepteurs couplés aux protéines G, et
sur la base de leurs propriétés structurelles, pharmacologiques et biochimiques, ces récepteurs ont
été regroupés en deux familles : récepteurs DAergiques de classe D1 (D1 et D5) ou récepteurs de
DA de classe D2 (D2, D3 et D4). Selon le type de récepteur, la DA peut étre stimulante ou
inhibitrice [15].
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Figure 1.5: Synapse DAergique et métabolisme de la DA [18].

MAQO: monoamine oxydase; COMT: catéchol-O méthyl transférase

1.5 Etiologie
Bien qu’il soit évident que le vieillissement est le plus grand facteur de risque, la cause exacte de la
MP n’est pas encore connue. Elle serait d’origine multifactorielle combinant des facteurs génétiques

et/ou environnementaux [19] :

1.5.1 Facteurs génétiques

Les chercheurs ont identifié quelques genes causaux de Parkinson ou les mutations génetiques
augmentent considérablement le risque. Ces mutations sont néanmoins peu courantes (environ 5 a
10 % des cas de Parkinson), sauf dans des formes rares et héréditaires de la maladie [20]. La MP ne
touche pas la totalité des porteurs de ces mutations génétiques, d'autres facteurs doivent jouer un
role. L'étude de la génétique, cependant, donne aux scientifiques un point de départ pour mieux

comprendre la maladie [19].

1.5.2 Facteurs environnementaux:
Les études épidémiologiques indiquent qu'un certain nombre de facteurs peuvent augmenter le

risque de développer une MP.
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1.5.2.1 Métaux

Plusieurs metaux sont des cofacteurs essentiels pour les enzymes et sont nécessaires pour le
fonctionnement optimal de divers processus cellulaires. Cependant, I'exposition professionnelle
prolongée aux métaux, y compris le manganése, le fer, le mercure, le zinc, l'aluminium, le cuivre et

le plomb, peut constituer un facteur de risque de la MP [21].

1.5.2.2 Pesticides

L’exposition a des pesticides (ROT, Paraquat/Maneb, pesticides organochlorés et
organophosphates) peut étre responsable de la dégénérescence des neurones DAergiques du SNC
participant ainsi au développement de la MP [22, 23]. Ces éléments conduisent a un
disfonctionnement des mitochondries et a I’activation des microglies, induisant donc la production

des ERO (espéces réactive de I’oxygéne) toxiques pour les neurones [24].

1.5.3 Combinaison de facteurs

La génétique, I'environnement et le vieillissement interagissent pour provoquer la MP. Pas tout
porteur de mutation génétique liée a la MP ne développera cette maladie. De méme, pas toute
personne exposée a un pesticide ne sera diagnostiquée. Le role de la susceptibilité génétiqgue comme
facteur modulateur est souvent évoqué ; en effet, des polymorphismes de certains génes pourraient
intervenir et expliquer que certaines personnes soient plus susceptibles que d'autres aux facteurs

environnementaux (interaction gene-environnement) [25].
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Chapitre 2 : Les mécanismes de la neurodégénérescence dans la maladie de Parkinson et

I'implication de I'apoptose

2.1 Mécanismes de neurodégénération dans la maladie de Parkinson

De nombreux mécanismes cellulaires ont été proposés comme causes potentielles. Les théories
abondent sur les mécanismes cellulaires derriére la destruction des neurones DAergiques ainsi que
sur la contribution ou la relation existant avec l'autre découverte pathologique répandue, I'a-Syn et
corps de Lewy [1]. Il pourrait s’agir de I’accumulation des RL, d’un déficit énergetique ou
métabolique, ou encore d’un processus inflammatoire ou excitotoxique (figure 2.1), comme
expliqué ci-dessous [2, 3].
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Figure 2.1: Mécanismes moléculaires clés contribuant au processus neurodégénératif des neurones
DAergiques de la SNpc dans la MP [3].

Ca”": Calcium:; alpha-synucléine, UCH-L1, PRKN, PINK-1 et DJ-1 : mutations génétiques les plus connues dans la MP;
ERO: espéces réactives de I'oxygéne.

2.1.1 Altérations de la fonction a-synucléine

Les corps de Lewy contenant de 1'a-Syn est la découverte cellulaire répandue dans la MP. Ld -Syn
est une protéine présynaptique dont la fonction n'a pas encore été identifiée, mais son contenu
neuronal augmente chez les patients atteints de synucléinopathies, y compris la MP [4]. La

recherche a montré que la surexpression ou l'altération de k& -Syn peut : interférer avec la fonction
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protéasomique et lysosomale, favoriser les lésions mitochondriales, augmenter les niveaux de fer
toxique, limiter la production de DA en interférant avec la TH et aggraver la libération de vesicules

présynaptiques neuronales [1, 3].

En ce qui concerne les interactions a-Syn et DA, a-Syn régule physiologiquement le compactage
des vésicules et la libération de la DA. Cependant, dans I'état pathologique de la MR, -Syn élevé
ou muté altére I'amarrage des vésicules et aussi empéchant I'incorporation vésiculaire; ces défauts
dans la manipulation de la DA cytoplasmique aboutit finalement a la rétention d'une concentration
élevée de DA libre [4, 5]. Le processus de repliement de lI'a-Syn peut résulter soit de mutations
génétiques, responsables de formes familiales de la maladie, soit de modifications post-

traductionnelles de la protéine principalement dues au stress oxydatif / nitrosatif (figure 2.2) [6].

Mutations génétiques
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Figure 2.2: Le processus de repliement de I'a-Syn [6].
Ca®": Calcium; NMDA: N-Methyl-D-aspartate.

2.1.2 Auto-oxydation de la dopamine

Le métabolisme pré synaptiqgue augmenté de neurotransmetteurs provoque I’auto-oxydation
chimique de la DA et aussi son catabolisme par la MAO conduisant a la production de RL et a
I’altération de I'état redox des terminaisons nerveuses DAergiques dans le ST. L'action de la MAO
sur la DAc produit le DOPAL (Dopamine 3,4-dihydroxyphényl-acétaldéhyde). Ce dernier est

détoxifié principalement par I'ALDH pour former le DOPAC, et le 3,4-dihydroxyph-ényléthanol
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(DOPET), un métabolite mineur formé via lI'aldéhyde/aldose réductase. La DA cytosolique (DAC) et
le DOPAL s'auto-oxydent spontanément en quinones, ce qui augmente la génération d'especes
réactives de lI'oxygeéne, entrainant une peroxydation lipidique. Le 4-Hydroxynonenal (4HNE), un
produit majeur de la peroxydation lipidique, inhibe I'ALDH. Le DOPAL se réticule avec des
protéines augmentant I'oligomérisation de I'alpha-synucléine (figure 2.3). L’auto-oxydation de la
DAc conduit a la production des dopaquinones (quinines ou semiquinones DA) et de I’O," (Radical
anion superoxyde) [7]. Cette réaction est catalysée par des métaux, de I'oxygene ou des enzymes
comme la tyrosinase. L’O," est métabolisé en H,O, (Peroxyde d’hydrogéne) ou réagit avec I’oxyde
nitrique (NO), produisant le peroxynitrite (ONOO™) et entrainant la mort des cellules [8, 9]. La
dopaquinone peut provoguer la modification d’un certain nombre de protéines liées a la MP, le

dysfonctionnement mitochondrial et celui de I'activité du CI de la chaine respiratoire [8, 9].
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Figure 2.3: Diagramme conceptuel sur les sources et le devenir métabolique du DOPAL dans les

neurones dopaminergiques. TYR: Tyrosine; DAc: DA cytosolique; DAV: Dopamine des vésicules; MAO:
monoamine oxydase; DOPAL.: 3,4-dihydroxyphényl-acétaldéhyde; ALDH: l'aldéhyde déshydrogénase; VMAT:
transporteur vésiculaire monoamine; TH: Tyrosine Hydroxylase; DOPAC: I'acide dihydroxyphénylacétique; DOPET:
3,4-dihydroxyphenylethanol; AR: aldehyde/aldose reductase ; 4HNE: Le 4-Hydroxynonenal.
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2.1.3 Les dép6bts de fer
De nombreuses études ont montré une augmentation sélective de la teneur en fer tissulaire dans les
cerveaux des PcP (Personne cum Parkinson) dans les zones associées a la destruction la plus élevée

des neurones DAergiques [10].

Les cellules DAergiques semblent étre sélectivement endommagées et sensibles a I’exces de fer qui
est impliqué dans des réactions chimiques productrices de RL (ex: réaction de Fenton ou
catabolisme de la DA elle-méme) [9, 11, 12]. Le fer devient toxique dans les neurones DAergiques
en (i) réagissant avec le H,O, produit dans les processus enzymatiques du métabolisme de la DA, et
(ii) en accelérant les processus catalytiques non enzymatiques et en produisant des intermédiaires
neurotoxiques ou des produits finaux (O, et OH) [12].

La saturation de la neuromélanine, probable réservoir du fer excessif et liant des RL, peut entrainer
une plus grande toxicité cellulaire [13]. Il existe également des preuves que le fer peut augmenter
les niveaux d'agrégation od’ -Syn. Le fer cytoplasmique élevé provoque un environnement
dangereusement pro-oxydant. L’a-Syn surexprimé augmente l'activité de la ferrireductase et les
niveaux de fer ferreux. L’autoxydation de la DA favorise I'agrégation d’a-Syn et les produits
métaboliques réagissent avec le fer. Ceux-ci manifestent un cercle vicieux toxique entre le fer, la
DA et I’a-Syn dans la MP (figure 2.4) [12]. La découverte récente d’un nouveau mecanisme de
mort cellulaire programmée non apoptotique dépendante du fer, appelée ferroptose, qui prédomine
dans la MP [10].
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Figure 2.4: Fer, DA et a-Syn dans les neurones DAergiques [12].
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2.1.4 Dysfonctionnement mitochondrial

Les troubles mitochondriaux ont été largement impliqués dans les maladies neurodégénératives, y
compris la MP [14, 15]. Il a été démontré que de nombreux genes nucléaires mutés liés aux formes
familiales de la MP, y compris PINK1, Parkin, a-Syn, DJ-1 ou LRRK2, affectent un bon nombre
des caractéristiques mitochondriales [16]. Des études récentes suggerent que le vieillissement
provoque une augmentation des mutations de 'ADN (Acide désoxyribonucléique) mitochondrial
dans les neurones conduisant a une perte d'activité dans le C | et donc a un dysfonctionnement
mitochondrial [15].

De nombreuses études ont déemontré a plusieurs reprises que l'expression et I'activité du C | sont
nettement réduites dans la MP [17]. Des modifications dans plusieurs aspects de la biologie des
mitochondries ont été liées a la pathogenése de la MP, telles que : (a) une activité réduite du C I, (b)
une production accrue des ERO dérivés des mitochondries, (c) des dommages a 'ADNmt (ADN
mitochondriale) induits par les ERO, (d) un échec bioénergétique, (e) une libération du cytochrome
C (Cyt C) induite par le Bax (protéine pro-apoptotiques) et activation des voies apoptotiques
dépendantes des mitochondries, (f) une mitophagie défectueuse, ou (g) une augmentation de la
charge mitochondriale de calcium Ca?* (figure 2.5) [16]. On pense que la SNpc est plus vulnérable
au dysfonctionnement du C | par rapport aux autres régions du cerveau en raison de la génération
des ERO par les neurones DAergiques nigraux au cours du métabolisme de la DA. Les dommages
oxydatifs aux sous-unités du C | peuvent conduire a son déficit [18]. Les mitochondries jouent un
role clé dans le contrdle du calcium cytosolique Ca®* et du métabolisme cellulaire. Par conséquent,
la dyshoméostasie mitochondriale du Ca®* a été liée de facon pathogéne a la neurodégénérescence

survenant dans la MP [19].
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Figure 2.5: Dysfonctionnement mitochondrial dans la MP [16]. CL: cardiolipine; Cyt C: cytochrome C;

HTRAZ2: exigence haute température A2; MMI: membrane mitochondriale interne; EIM: espace intermembranaire;
LRRK2: kinase 2 a répétition riche en leucine; MME: membrane mitochondriale externe; PINK1: phosphatase et
tensine kinase 1 induite par un homologue; ERO: espéces réactives de I'oxygéne; TRAPL: associé au récepteur du

facteur de nécrose tumorale protéine 1; a-Syn: alpha-synucléine; ADNmt: ADN mitochondriale.

2.1.5 Stress oxydatif

Le stress oxydatif se produit lorsqu'un déséquilibre est formé entre la production d'ERO et l'activité
antioxydante cellulaire [20]. Le systeme nerveux est riche en acides gras insaturés et en fer. La forte
teneur en lipides du tissu nerveux, associée a sa forte activité métabolique, le rend particuliérement
vulnérable aux dommages oxydatifs. De plus, les régions du cerveau riches en catécholamines sont
exceptionnellement vulnérables a la génération de RL. Une de ces régions du cerveau est la SN, ou
un lien a été établi entre I'épuisement des antioxydants et la dégénérescence des tissus [21]. Un
stress oxydatif modéré peut déclencher une cascade d’événements menant a la mort des cellules.
Les causes principales de ce stress oxydatif sont les ERO générées par les neurones DAergiques
nigraux au cours du métabolisme de la DA, du dysfonctionnement mitochondrial et de la

neuroinflammation (figure 2.6) [20].
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Figure 2.6: Mécanismes cellulaires possibles attribués au stress oxydatif dans la MP [8]
ERO: Espéce Réactive de I’Oxygéne; iNOS: Oxyde nitrique synthétase inductible; NOS: NO synthase.
La formation excessive des ERO et ERA (Espéces Réactive de I’azote) dans la MP peut

endommager des composants cellulaires essentiels tels que les lipides, les protéines et 'ADN. Les
preuves de dommages oxydatifs dans le cerveau des PcP comprennent : I’augmentation de la
quantité de produits de peroxydation lipidique, I’augmentation de I'oxydation des protéines [23], et
I’augmentation de la concentration en 8-hydroxy-2'-désoxyguanosine, un produit de I'oxydation de
I'ADN [23]. En plus d'étre le site de la génération des ERO, la mitochondrie peut également étre
affectée par les ERO dans les cellules DAergiques. Par exemple, des études ont montre que des
dommages oxydatifs tels que la S-nitrosylation du C | peuvent inhiber son activité normale [22]. En
raison de ces altérations observées, «I'hypothése des RL» est devenue essentielle pour tenter
d'expliquer I'étiologie de la MP [23]. De plus, lI'examen cérébral et l'utilisation de diverses
techniques analytiques ont démontre des changements dans les concentrations normales en

antioxydants chez les PcP (figure 2.7) [24].
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2.1.6 L’excitotoxicité et I’homéostasie du calcium

Le concept d'excitotoxicité a également été impliqué dans la mort des neurones DAergique.
L'excitotoxicité est un processus pathologique d'altération et de destruction neuronale, consécutif a
I’hyper activation des récepteurs de glutamate (ex les récepteurs N-Methyl-D-aspartate (NMDA))
[15]. En cas de stress énergétique (niveaux d’ATP bas), les neurones ont du mal a maintenir leur
potentiel de membrane ce qui peut entrainer une activation persistante des récepteurs par le
glutamate ambiant. Dans la MP, I’excitotoxicité a comme origine le déficit énergétique consécutif
au dysfonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale. Une autre théorie suggére que les
neurones de la SNpc pourraient étre soumis a une signalisation excessive du glutamate du cortex et
du STN [6]. Comme toutes les cellules de I’organisme, les cellules DAergiques sont sensibles a une
augmentation intracellulaire de concentration en calcium Ca®* libre (figure 2.8). Une quantité
excessive de Ca®" conduit & la mort cellulaire par de multiples voies potentielles, y compris la
dysfonction mitochondriale, le stress oxydatif, la dysfonction du RE (Réticulum endoplasmique) et
la signalisation dérégulée via des enzymes dépendantes du Ca®* [15].
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AIF: facteur induisant I'apoptose; Cyt C: Cytochrome C; NO: Oxyde nitrique; Ca*": calcium; TNF:

facteur de nécrose tumorale ; Bid/Bax/Bad/Bim: pro-apoptotiques.

2.1.7 La neuroinflammation (I’ Activation gliale)

La neuroinflammation est caractérisée par des cellules microgliales activées qui sont les cellules
immunitaires résidentes du cerveau. La perte neuronale de la MP est associée a une
neuroinflammation chronique, contrdlée principalement par la microglie (figure 2.9) [20]. La
microglie activée est une source importante de superoxyde et d’oxyde nitrique, qui contribuent a
leur tour au stress oxydatif. Ces cellules peuvent également favoriser la neurodégénérescence en
produisant d'autres agents potentiellement toxiques tels que le facteur de nécrose tumorale alpha
(TNF- o) [27].
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2.1.8 Systéme Ubiquitin-Proteasome :

Le systéeme ubiquitine-protéasome (SUP) est la principale voie par laquelle les cellules se dégradent
et éliminent les protéines endommagées et indésirables. Pendant le stress oxydatif, I'élimination
efficace de ces matiéres indésirables par le protéasome est considérée comme un mécanisme de
défense, car la dégradation diminue la menace des protéines oxydées formant des agrégats toxiques.
De plus, les produits d'acides aminés libérés au cours du processus de dégradation, qui peuvent
s'oxyder et y jouer le role de piégeurs des ERO, peuvent protéger les composants cellulaires vitaux
de l'oxydation. Des mutations dans les genes de la parkine et de l'ubiquitine carboxy-terminal
hydrolase L1 (UCH-L1), qui sont liées a la MP, indiguent un rdle de la SUP dans la pathogenese de
la MP (figure 2.6). De plus, I’a-Syn, le composant clé des corps de Lewy, est un substrat de la SUP,
tandis que I’a-Syn agrégée et endommagée par I’oxydation altere la fonction protéasomale.
L'inhibition du C 1 altére également l'activité protéasomale par modification oxydative des
composants du protéasome et augmentation des protéines endommagées par oxydation. Dans la
SNpc des PcP, des preuves d’une SUP altérée ont été presentees avec des altérations structurelles du
protéasome, y compris la perte de la sous-unité alpha, le composant qui régule et stabilise le

protéasome [29].
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2.2 Apoptose et Maladie de Parkinson

2.2.1 L’apoptose

L'apoptose (ou mort cellulaire programmée) est le processus par lequel des cellules déclenchent leur
autodestruction en réponse a un signal [30]. La notion d'apoptose a été introduite en 1972 par Kerr
et ses collegues pour désigner une forme de mort cellulaire totalement différente de la nécrose
[31]. Les cellules en cours d'apoptose présentent des caractéristiques morphologiques telles que la
condensation du contenu cytoplasmique et nucléaire, le ressuage des membranes plasmiques, la
fragmentation des noyaux et finalement la décomposition en corps apoptotiques liés a la membrane
et rapidement phagocytés [30]. La survie des cellules dépend de leur capacité a trouver dans leur
environnement proche les signaux qui leur permettent de réprimer jour aprés jour le déclenchement
de leur suicide. Ces signaux seront intégrés par la cellule qui en fonction de son génotype et de son
état physiologique, orientera sa réponse vers la mort, la survie, la prolifération ou la différenciation
cellulaire. La nature de I’apoptose peut étre tres variable aussi bien physiologique que pathologique

ou intra- qu’extra-cellulaire [32].

2.2.2 La régulation de I’apoptose

L apoptose peut étre initié par deux voies alternatives : (i) voie extrinséque : par les récepteurs de
mort a la surface cellulaire, (ii) voie intrinséque (mitochondriale). Ces deux voies sont complexes et
font intervenir un réseau d’interactions protéiques incluant des récepteurs, des protéines régulatrices
et des caspases. L’induction de I’apoptose conduit a I’activation des caspases initiatrices qui
activeront a leur tour les caspases effectrices, ce qui constitue le point de non-retour pour la cellule
[30].

La voie extrinséque implique I’activation de la caspase-8 par les récepteurs (ex récepteur du TNF)
avec I’activation ultérieure de I’effecteur caspase-3.

La voie intrinséque s’effectue a travers la perméabilisation de la membrane externe mitochondriale.
Des facteurs apoptogenes mitochondriaux tels que le Cyt C, Smac/Diablo, I'endonucléase G ou le
facteur induisant I'apoptose (AIF) sont libérés dans le cytosol. Une fois dans le cytosol, ces facteurs
peuvent déclencher la mort cellulaire de maniére dépendante ou indépendante de la caspase. Le Cyt
C libéré interagit avec deux autres facteurs protéiques cytosoliques, Apaf-1 (facteur d'activation de
la protéase apoptotique) et procaspase-9, pour activer la caspase-3 [33]. Smac/Diablo peut interagir
avec plusieurs inhibiteurs de I'apoptose, soulageant ainsi I'effet inhibiteur des IAP (inhibiteurs de
I'apoptose) sur les caspases initiateurs (par exemple, caspase-9) et effectrices (par exemple, caspase-
3). L'AIF et I'endonucléase G peuvent se transloquer vers le noyau et induire une fragmentation de
I'ADN indépendante de la caspase.

Page 23 sur 112


https://fr.wikipedia.org/wiki/Cellule_(biologie)�

La perméabilisation de la membrane externe mitochondriale est fortement régulée par des protéines
anti-apoptotiques (par exemple, Bcl-2 et Bcl-xL) et pro-apoptotiques (par exemple, Bax et Bak) de
la famille Bcl-2. Structurellement, toutes ces protéines partagent jusqu'a quatre domaines
d'homologie Bcl-2 (BH1 — BH4). En plus des membres de la famille multi domaine Bcl-2, il existe
des molécules qui partagent une homologie de séquence uniquement avec le domaine BH3 (comme
Bid, Bim, Puma et Noxa) qui peuvent induire la mort cellulaire soit en activant des protéines pro-
apoptotiques multi domaines, soit en inactivant des protéines anti-apoptotiques.

Bid est activé suite a son clivage par la caspase-8, reliant ainsi les voies extrinséque et intrinséque

au niveau des mitochondries [16].

2.2.3 Apoptose et Maladie de Parkinson

L apoptose est un mécanisme principal dans la MP qui résulte des processus inflammatoires et des
troubles cellulaires décrits dans cette maladie ; Iésions cellulaires consécutives a un stress oxydatif,
accumulation du fer, insuffisance du C I, fonctionnement altéré des mitochondries, excitotoxicité, et
autres [15, 34]. Par exemple, le fonctionnement altéré des mitochondries peut conduire a la
production des ERO par la chaine respiratoire, a la libération de Cyt C (a I’origine de I’activation de
la voie intrinseque apoptotique) et a la diminution de la production d’ATP (Figure 2.10) [35, 16].
Bien que les deux voies d’apoptose (extrinseque et intrinseque) soient impliquées dans la mort des
neurones nigraux, la voie intrinseque (mitochondriale) semble étre la plus importante [36].

L’apoptose n'est pas le seul mécanisme par lequel les neurones DAergiques dégénerent [35, 16].
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Chapitre 3 : Modeéles animaux de la maladie de Parkinson

3.1 Modeles animaux de la maladie de Parkinson
Il existe essentiellement deux grandes catégories de modeles animaux utilisés pour étudier les

mécanismes et le traitement de la MP: les modeéles neurotoxiques et les modeles genétiques.

3.1.1 Modéles animaux neurotoxiques de la MP

Ces modeéles représentent les modeles expérimentaux classiques et les plus anciens de la MP ; ils
visent a reproduire les changements pathologiques et comportementaux de la maladie humaine chez
les rongeurs ou les primates en utilisant des agents (neurotoxines) qui induisent la dégénérescence
sélective des neurones nigrostriataux. Il existe quatre principaux modeéles induits par les toxines
populairement utilisés chez les rongeurs. Les neurotoxines utilisées sont : la 6-hydroxydopamine (6-
OHDA), le MPTP (1-méthyl-4-phényl-1, 2, 3, 6-tétrahydropyridine), le paraquat en association
avec le Maneb, et la ROT [1, 2, 3]. Un certain nombre d'agents pharmacologiques et toxiques,
notamment la réserpine, I'halopéridol et les inhibiteurs du protéasome tels que le PSI, la lactacystine
et I'époximycine et les agents inflammatoires tels que les lipopolysaccharides (LPS) ont également
été utilises au fil des années pour modéliser la MP [1, 2].

On pense que le Maneb inhibe le complexe 111 de la chaine respiratoire mitochondriale, tandis que
les autres toxines mitochondriales inhibent principalement le C I. Cette activité conduit a la
génération des ERO ou a la réduction de la production d'/ATP, ce qui conduit a l'apoptose et a la
disparition des cellules.

Les LPS activent les microglies pour stimuler la libération de médiateurs inflammatoires, qui
produisent a leur tour des ERA conduisant a la mort cellulaire.

L'inhibition de l'activité du protéasome permet une accumulation de protéines endommagées qui,
par des dommages a I'ADN et d'autres processus, peuvent entrainer la mort cellulaire. La mort
cellulaire est trés probablement de nature apoptotique, bien que cela reste controversé pour certains
agents (figure 3.1) [2].

La ROT a gagné une importance particuliere parmi les neurotoxines, car elle pourrait aider a
découvrir I'un des mécanismes responsables de la neurodégénérescence de la MP. 1l a été suggéré
que le modele de MP utilisant la ROT chez les rongeurs offre plus d'avantages que les autres
modeles, car il peut mimer avec succes la plupart des symptémes moteurs et les caractéristiques

neuropathologiques de la maladie.
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Figure 3.1: Représentation schématique d'un neurone DAergique de la SNpc montrant les cibles
moléculaires des divers agents utilisés pour induire des modéles animaux de la MP qui présentent

une dégénérescence des voies nigro-striatales. * Indique les agents qui sont administrés directement dans le
cerveau ; tous les autres agents sont livrés par voie systémique [2]. MPTP: 1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-
tétrahydropyridine; LPS: lipopolysaccharide; 6-OHDA: 6-hydroxydopamine; ERO: Espece Réactive de
I’Oxygene; ERA: Espéces Réactives de I’azote; DAT: transporteur membranaire de la DA; MAO-B: Mono amine

oxydase B; Na“dep": canaux sodium dépendants.

3.1.2 Modeles genétiques de la MP

De nombreux modeéles de souris transgéniques ont été développés afin de comprendre la
pathogenese de la MP et d'identifier des cibles thérapeutiques potentielles. Les modéles génétiques
sont ajustés en fonction des mutations génétiques identifiées dans la maladie humaine [2]. Parmi les
différents modeles génétiques qui reproduisent les mutations les plus connues observées dans la MP
familiale, le SNCA (a-Syn), le LRRK2, le PRKN, le PINK-1 et le DJ-1 (mutant transgénique) ont
été générés chez la souris ou chez le rat (figure 3.2) [3]. Ces genes font partie des voies de
signalisation importantes pour la fonction DAergique neuronale. Ces modeles contribuent a la
connaissance des mécanismes d'apparition ou de progression de la MP et a la compréhension de

I'effet de ces mutations génétiques [4].
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Des modéles alternatifs, qui récapitulent les mutations monogéniques observé chez les PcP, ont été
développés dans des organismes non-mammiferes, comme la drosophile, Caernorhabditis elegans et

le poisson-zébre (Danio rerio). D’autres modeles sont en cours de développement [3, 5].
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Figure 3.2 : Modeéles transgéniques de la MP chez la souris [4].
3.2 La Roténone

3.2.1 Nature chimique de la molécule

La roténone (ROT) est une toxine naturelle qui se trouve dans les racines et les tiges de plusieurs
especes de plantes tropicales et subtropicales de la famille Leguminosae ; espéces du genre Derris
ou Lonchocarpus. Par exemple, les extraits de racine de plante Cubé (Lonchocarpu utilis) ou
Barbasco (Lonchocarpu urucu) sont enrichis en roténone [6, 7].

La ROT est utilisé comme un piscicide hautement sélectif pour le contréle ou I'éradication des
poissons non-indigenes dans les cours d'eau et des lacs. La ROT est également utilisé comme
insecticide depuis le milieu des années 1800 [8, 9]. La ROT, est aussi utilis¢é comme un herbicide
[10].

Le composant chimique actif a été isolé pour la premiére fois en 1895, a partir de la plante Robinia
nicou, maintenant appelé Lonchocarpus nicou, par le botaniste francais Emmanuel Geoffroy qui l'a
appelé nicouline. En 1902, le chimiste japonais Nagai Nagayoshi a isolé un composé cristallin pur a

partir de Derris elliptica. Il I’a appelé Roténone en s’inspirant du nom japonais de la plante, Roten.
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En 1930, la structure chimique de la ROT a été déterminée, ce qui a permis de découvrir que la
structure chimique de la nicouline et celle de la ROT sont identiques [8, 11].

Contrairement a de nombreux pesticides artificiels qui persistent dans I'environnement, la ROT est
un produit instable qui s’oxyde rapidement en se transformant en déhydroroténone lorsqu’elle est
exposée a I’aire ou a la lumiere [12]. Elle se décompose en cing a six jours sous la lumiére du soleil
du printemps, ou en deux a trois jours sous la lumiére du soleil de I’été [13].

Nom IUPAC de la ROT : (2R,6aS,12aS)-1,2,6,6a,12,12a-hexahydro-2-isopropenyl-8,9
dimethoxychromeno[3,4-b]furo(2,3-h)chromen-6-one.

Composition : 70.4 % carbone, 5.62 hydrogéne %, 24.34 % oxygéne.

Formule brute : Cy3H2,0s.

Roténone CH4,

Figure 3.3 : Structure de la roténone [6].

3.2.2 Métabolisme et passage de la barriéere hématoencéphalique
La ROT traverse facilement les membranes cellulaires en raison de sa structure lipophile, cette
propriété explique pourquoi elle atteint facilement les cellules du SNC sans I’intervention d’un
systeme de transport [10]. Elle pénétre dans toutes les cellules du corps et ne s'accumule pas
sélectivement dans les neurones DAergiques [14], et se distribue dans toutes les organites, y
compris les mitochondries & membrane double ou elle inhibe le complexe de haute affinité | de la
chaine mitochondriale de transport des électrons [15].
La voie la plus courante d'exposition a la ROT chez I'homme est I'ingestion. Cependant, I'absorption
dans I'estomac et les intestins est lente et incomplete, et le métabolisme dans le foie la décompose
efficacement. Ces faits rendent improbable que des quantités significatives de ROT puissent entrer
dans la circulation générale, a moins que d'énormes quantités ne soient ingerées [16].
L’analyse du métabolisme de la ROT montre que celle-ci est responsable des effets et non ses
métabolites [17]. Plusieurs études antérieures ont examiné la toxicité de la ROT sur le systeme
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nerveux humain, en particulier dans la pathogenése de la MP [18, 19], mais peu d’entre elles ont

étudié les effets de la ROT sur les reins et le foie et les autres organes [20, 21].

3.2.3 Toxicité

La roténone est toxique non seulement pour les insectes et les poissons, mais aussi pour les humains
et les animaux. Chez les mammiferes, la toxicité aigué de la roténone est modérée et varie
considérablement entre et au sein des espéces [22, 23]. L'OMS classe la roténone, avec la
pyréthrine, un autre insecticide domestique biologique couramment utilisé, comme moyennement

dangereux: il est classé au niveau 3 sur une échelle de 1 (le plus toxique) a 4 (le moins toxique)[8].

3.2.4 Mécanisme d'action de la neurotoxicité par la roténone

Sur la base de plusieurs études, il est devenu évident que l'effet toxique de la ROT est
multifactoriel. La ROT peut exprimer sa toxicité par l'inhibition du C I, I'amélioration de la
microglie activée, la modification de la signalisation du calcium, I'induction du stress oxydatif et de
I'apoptose, la perte de tyrosine hydroxlase, le dysfonctionnement protéasomal, I'accumulation de fer
nigral, la formation d'inclusions cytoplasmiques fibrillaires contenant de l'ubiquitine et de la

synucléine, ou une combinaison de tous ces facteurs [24, 25, 26].

3.2.4.1 L’inhibition du complexe I

Depuis les années 1950, on pense que la ROT agit comme un inhibiteur de la mitochondrie [14]. La
ROT a été utilisee pour modeliser la MP en 1985 lorsque Heikkila a injecté cet inhibiteur
directement dans le cerveau [27]. L’inhibition mitochondriale du C I, pouvait induire la mort
cellulaire dans diverses cellules [28]. En général, la ROT blogue le transfert d'électrons entre les
groupes d'irosulfure associés au C | et le site de liaison a lI'ubiquinone [29]. Plus précisément, la
ROT agit comme un antagoniste de la semiquinone et déplace I'ubisemiquinone intermédiaire sur le
site de liaison a l'ubiquinone [30]. En inhibant le site de liaison de l'ubiquinone, la ROT modifie
I'état du C I, entrainant une production plus élevée de superoxyde sur le méme site (figure 3.4) [31]
et améliore ainsi la formation des ERO [32, 33]. La ROT active a la fois les caspases
mitochondriales et endoplasmiques dépendantes du réticulum qui induisent l'apoptose [34]. Dans
une étude précédente, ils ont trouvé que la toxicité induite par la ROT a été atténuée par les

antioxydants [33].
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Figure 3.4: Production de superoxyde induite par la ROT et provocation d’un cycle d'auto-

propagation du stress oxydatif.

3.2.4.2 La roténone et I’apoptose

La ROT augmente la concentration en ERO dans la matrice mitochondriale. L'augmentation des
ERO active la voie intrinséque apoptotique, qui augmente la perméabilité de la membrane externe
via l'ouverture des pores de transition (figure 3.5) [35, 36]. Cela permet au Cyt C de se déplacer de
I'espace inter-membranaire dans le cytoplasme des cellules, lui permettant de se lier a I’Apaf-1. En
présence d'ATP, I’interaction Apaf-1/Cyt C change le procaspase-9 en caspase-9 qui a son tour
clive la procaspase-3 en caspase-3. Les cellules contiennent des IAP pour prévenir l'activation
accidentelle de la caspase-9. Le XIAP (La protéine inhibitrice de I'apoptose liée au chromosome X)
se lie a I'extrémité N-terminale activée de la caspase-9, la rendant inactive. Ce processus peut étre
inversé par les protéines mitochondriales Diablo/Smac et HtrA2/Omi libérées lors de l'apoptose,
conduisant a I'activation de la caspase-3. La caspase-3 clive la sous-unité de 45 kDa d'une protéine a
deux unités en produisant un facteur de fragmentation de I'ADN (DFF). L'augmentation du stress
oxydatif peut également activer le facteur nucléaire kappa B (NF-kB) qui est impliqué au début d'un
programme d'expression génique pro-apoptotique pouvant jouer un rble dans les maladies
neurodégéneratives (figure 3.5) [37]. Une étude précédente confirme que la production des ERO

mitochondriales induite par la ROT est étroitement liée a I'apoptose [28].
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3.2.4.3 La roténone et I’excitotoxicité

Un mécanisme excitotoxique peut participer a la toxicité induite par la roténone dans les neurones
DAergiques [38]. Etant un processus dépendant de I'énergie, le maintien du potentiel membranaire
nécessite une efficacité mitochondriale normale. La roténone, un puissant inhibiteur du C I, peut
augmenter le potentiel excitotoxique du glutamate en augmentant la vulnérabilité des neurones

DAergiques méme a de faibles concentrations du neurotransmetteur [38, 39].

3.2.4.4 La roténone et I’activation microgliale

La ROT a la capacité d'activer la microglie in vivo [40]. Cette activation provoque la libération du
TNF-a, de l'interleukine 1B (IL-1p), et de I’interféron y (IFN-y)[12]. Ces cytokines peuvent se lier a
leurs récepteurs et activer les voies de transduction, Ces cytokines peuvent se lier a leurs récepteurs
respectifs et activer des voies de transduction, conduisant a I'activation de NF-«xB et finalement a
I'apoptose (figure 4.6) [41, 37]. La production des ERO est une autre consequence de I'activation de
la microglie. Les ERO peuvent provenir de (i) la NADPH oxydase qui produit I’O;", (ii) la COX-2
(Cyclo-oxygénase-2) qui produit des radicaux libres en tant que sous-produits de la synthése des
prostaglandines, et (iii) I'oxyde nitrique synthétase inductible (iNOS) qui génére du NOs. La
réaction de 1I’O2° avec le NOe génere du peroxynitrite qui est fortement impliqué dans la
pathogenese de la MP [42, 43]. Il a été rapporté que le NF-xB a été présent avant la caspase-3, ce
qui permet de suggérer que les superoxydes et les cytokines, produites suite a I'activation de la
microglie par la ROT, jouent un réle dans l'activation du NF-xB avant que l'inhibition du C I initie

I'activation de la voie intrinseque de I'apoptose [37].
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Figure 3.5: Mécanisme d’action de la roténone [37].

3.2.4.5 La roténone et I’a-synucléine

Le traitement par la ROT entraine des inclusions intracytoplasmiques dans les neurones DAergiques
imitant ainsi certains aspects de I'histopathologie de la MP [44]. Une analyse in vitro a révelé que la
fibrillation de I’a-Syn est considérablement accélérée par plusieurs pesticides courants. La ROT

étant I'un des agents les plus efficaces pour la formation de fibrilles [45, 46].
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3.2.4.6 La roténone et la dopamine

La DA est impliquée dans la mort neuronale DAergique sélective induite par la roténone. La ROT
inhibe principalement le transporteur VMAT2 et active ensuite la libération de la DA et sa
redistribution du pool vésiculaire vers la fente synaptique et le cytosol [47], ce qui peut expliquer la
toxicité de la ROT [48]. La roténone augmente les niveaux intracellulaires du métabolite toxique de
la DOPAL via la diminution du métabolisme DOPAL par I'ALDH (figure 3.6) [49]. Il a été
également suggéré que la ROT peut inhiber I'enzyme TH, qui est I'enzyme limitant la vitesse de la
synthése de la DA [50].

Dopamine
vesiculaire

—a—— Libération -

Fuite WYyl Rotenone

- » DA cytosolique

Figure 3.6: Mecanisme d'accumulation intracellulaire de la DOPAL induite par la roténone [49].
MAO: monoamine oxydase; DOPAL.: 3,4-dihydroxyphényl-acétaldéhyde; ALDH: I'aldéhyde déshydrogénase; VMAT:
transporteur vésiculaire monoamine; TH: Tyrosine Hydroxylase; DOPAC: I'acide dihydroxyphénylacétique; DOPET:
3,4-dihydroxyph-enylethanol; AR: aldehyde/aldose reductase.

3.2.4.7 La roténone et I'accumulation de fer nigral
Le traitement par la roténone provoque des Iésions mitochondriales et une accumulation de fer dans
les neurones DAergiques de la substance noire. L'accumulation du fer aggrave les dommages

mitochondriaux. En méme temps, une surcharge en fer entraine une accumulation d'a-Syn [51].

Références bibliographiques

Page 37 sur 112



[1] Blesa J, Przedborski S. Parkinson's disease: animal models and dopaminergic cell vulnerability.
Front Neuroanat. 2014; 8:155.

[2] Duty S, Jenner P. Animal models of Parkinson's disease: a source of novel treatments and clues
to the cause of the disease. Br J Pharmacol. 2011; 164(4):1357-1391.

[3] Le W, Sayana P, Jankovic J. Animal models of Parkinson’s disease: a gateway to therapeutics?
Neurotherapeutics. 2014; 11, 92-110.

[4] Javier Blesa, Ines Trigo-Damas, Ana Quiroga-Varela, Lopez-Gonzalez N. Animal Models of
Parkinson’s Disease, Challenges in Parkinson's Disease, Edited by Jolanta Dorszewska and
Wojciech Kozubski, IntechOpen, 2016; DOI: 10.5772/63328.

[5] Blandini F, Armentero MT. Animal models of Parkinson's disease. FEBS J. 2012; 279(7):1156-
66.

[6] Duke SO, Cantrell CL, Meepagala KM, Wedge DE, Tabanca N, Schrader KK. Natural toxins
for use in pest management. Toxins (Basel). 2010; 2(8):1943-62.

[7] Wood DM, Alsahaf H, Streete P, Dargan PI, Jones AL. Fatality after deliberate ingestion of the
pesticide rotenone: a case report. Crit Care. 2005; 9(3):R280-R284. doi:10.1186/cc3528

[8] Robertson DR, Smith-Vaniz WF. Rotenone: An Essential but Demonized Tool for Assessing
Marine Fish Diversity. 2008.

[9] Ott KC. Rotenone. A brief review of its chemistry, environmental fate, and the toxicity of
rotenone formulations. 2015.

[10] Erbas O, Oltulu F, Taskiran D. Amelioration of rotenone-induced dopaminergic cell death in
the striatum by oxytocin treatment. Peptides. 2012; 38(2):312-7.

[11] La Forge FB, Haller HL, Smith LE. The Determination of the Structure of Rotenone. Chemical
Reviews. 1933; 12(2), 181-213.

[12] Couteaux A, Le jeune V, Index phytosanitaire ACTA 2004. ACTA, 40e Edition, Paris. 804p.
[13] Testa CM, Sherer TB, Greenamyre JT. Rotenone induces oxidative stress and dopaminergic
neuron damage in organotypic substantia nigra cultures. Brain Res Mol Brain Res. 2005;
134(1):109-18.

[14] Alam M. Controversies on new animal models of Parkinson's disease pro and con: the rotenone
model of Parkinson's disease (PD). J. Neural Transm. Suppl. 2006; (70):273-6.

[15] Kotake Y, Ohta S. MPP+ analogs acting on mitochondria and inducing neuro-degeneration.
Current Medicinal Chemistry. 2003; 10:2507-16.

[16] Bové J, Prou D, Perier C, Przedborski S. Toxin-induced models of Parkinson's
disease. NeuroRx. 2005; 2(3):484-494. doi:10.1602/neurorx.2.3.484.

Page 38 sur 112



[17] Caboni P, Sherer Th, Zhang N, Taylor G, Na HM, Greenamyre JT, Casida JE. Rotenone,
deguelin, their metabolites, and the rat model of Parkinson’s disease. Chem Res Toxicol. 2004;
17:1540-1548.

[28] Betarbet R, Sherer TB, MacKenzie G, Garcia-Osuna M, Panov AV, Greenamyre JT. Chronic
systemic  pesticide exposure reproduces features of  Parkinson's  disease.  Nat
Neurosci. 2000; 3(12):1301-1306. doi: 10.1038/81834.

[19] Alam M, Mayerhofer A, Schmidt WJ. The neurobehavioral changes induced by bilateral
rotenone lesion in medial forebrain bundle of rats are reversed by L-DOPA. Behav Brain Res. 2004;
151(1-2):117-124.

[20] Jiang XW, Qiao L, Feng XX, Liu L, Wei QW, Wang XW, Yu WH. Rotenone induces
nephrotoxicity in rats: oxidative damage and apoptosis. Toxicology Mechanisms and Methods.
2017; 27(7):528-536. DOI: 10.1080/15376516.2017.1333553.

[21] Siddiqui MA, Ahmad J, Farshori NN, Saquib Q, Jahan S, Kashyap MP, Ahamed M, Musarrat
J, Al-Khedhairy AA.. Rotenone-induced oxidative stress and apoptosis in human liver HepG2 cells.
Mol Cell Biochem. 2013; 384(1-2):59-69.

[22] Wrangel C, Schwabe K, John N, Krauss JK, Alam M. The rotenone-induced rat model of
Parkinson’s disease: Behavioral and electrophysiological findings. Behav Brain Res. 2016; 279,
52-61. doi:10.1016/j.bbr.2014.11.002

[23] Uversky V. Neurotoxicant-induced animal models of Parkinson's disease: Understanding the
role of rotenone, maneb and paraquat in neurodégénération. Cell Tissue Res. 2004; 318:225-241.
[24] Gupta RC. Rotenone. Encyclopedia of Toxicology. 2014; 4:185-187.

[25] Ling N. Rotenone — a review of its toxicity and use for fisheries management. Trop Conserv
Sci. 2002; 211:40

[26] INSERM. Pesticides. Effets sur la santé. Collection expertise collective, Mécanismes d’action
neurotoxique des pesticide. Chapitre 23, 765-830. Inserm, Paris, 2013.

[27] Heikkila RE, Nicklas WJ, Vyas |. Dopaminergic toxicity of rotenone and the 1-methyl-4-
phenylpyridinium ion after their stereotaxic administration to rats: implication for the mechanism of
1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6- tetrahydropyridine toxicity. Neurosci Lett 1985; 62:389-394.

[28] Li N, Ragheb K, Lawler G, Sturgis J, Rajwa B, Melendez JA, Robinson JP. Mitochondrial
complex | inhibitor rotenone induces apoptosis through enhancing mitochondrial reactive oxygen
species production. J Biol Chem. 2003; 278(10):8516-25.

[29] Grivennikova VG, Maklashina EO, Gavrikova EV, Vinogradov AD. Interaction of the
mitochondrial NADH-ubiquinone reductase with rotenone as related to the enzyme active/inactive
transition. Biochim Biophys Acta. 1997; 1319(2-3):223-232.

Page 39 sur 112


https://doi.org/10.1080/15376516.2017.1333553�

[30] Degli Esposti M. Inhibitors of NADH-ubiquinone reductase: an overview. Bioch. Biophys.
Acta. 1998; 1364:222-235.

[31] Lori M. Buhlman, Mitochondrial Mechanisms of Degeneration and Repair in Parkinson's
Disease. chapter: Toxin-Mediated Complex I Inhibition and Parkinson’s Disease. Year: 2016; Pages
115-137. Publisher: Springer International Publishing,

[32] Kushnareva Y, Murphy AN, Andreyev A. Complex I-mediated reactive oxygen species
generation: modulation by cytochrome ¢ and NAD(P)_oxidation-reduction state. Biochem J. 2002;
368:545-553.

[33] Sherer TB, Betarbet R, Testa CM, Seo BB, Richardson JR, Kim JH, Miller GW, Yagi T,
Matsuno-Yagi A, Greenamyre JT. Mechanism of toxicity in rotenone models of Parkinson’s
disease. J. Neurosci. 2003; 23:10756-10764.

[34] Chung WG, Miranda CL, Maier CS. Epigallocatechin gallate (EGCG) potentiates the
cytotoxicity of rotenone in neuroblastoma SH-SY5Y cells. Brain research. 2007; 1176:133-142.
[35] Fiskum G, Starkov A, Polster BM, Chinopoulos C. Mitochondrial mechanisms of neural cell
death and neuroprotective interventions in Parkinson’s disease. Ann N Y Acad Sci. 2003; 991:111-
119.

[36] Turrens JF. Mitochondrial formation of reactive oxygen species. J. Physiol. Paris. 2003; 552(Pt
2):335-344.

[37] Anwar Norazit, George Mellick, Adrian C. B. Meedeniya (2012). Oxidative Stress in
Parkinson's Disease; Parallels Between Current Animal Models, Human Studies and Cells,
Oxidative Stress and Diseases, Dr. Volodymyr Lushchak (Ed.), ISBN: 978-953-51-0552-7, InTech,
Available from: http://www.intechopen.com/books/oxidative-stress-and-diseases/oxidative-stress-
in-parkinson-s-diseaseparallels-between-current-animal-models-human-studies-a.

[38] Wu YN, Johnson SW. Rotenone reduces Mg**-dependent block of NMDA currents in
substantia nigra dopamine neurons. Neurotoxicology. 2009; 30:320-325.

[39] Ambrosi G, Cerri S. Blandini F. A further update on the role of excitotoxicity in the
pathogenesis of Parkinson’s disease. J Neural Transm. 2014; 121:849-859.

[40] Sherer TB, Betarbet R, Kim JH, Greenamyre JT. Selective microglial activation in the rat
rotenone model of Parkinson's disease. Neurosci Lett. 2003; 341:87-90.

[41] Wang X, Qin ZH, Leng Y, Wang Y, Jin X, Chase TN, Bennett MC. Prostaglandin Al inhibits
rotenone-induced apoptosis in SH-SY5Y cells. J. Neurochem. 2002; 83:1094-102.

[32] Beal MF. Mitochondria, oxidative damage, and inflammation in Parkinson’s disease. Ann N Y
Acad Sci. 2003; 991:120-131.

Page 40 sur 112



[43] Madathil KS, Karuppagounder SS, Haobam R, Varghese M, Rajamma U, Mohanakumar KP.
Nitric oxide synthase inhibitors protect against rotenone-induced, oxidative stress mediated
parkinsonism in rats. Neurochem. Int. 2013; 62:674—683.

[44] Blesa J, Phani S, Jackson-Lewis V, Przedborski S. Classic and new animal models of
Parkinson's disease. J Biomed Biotechnol. 2012; 2012:845618.

[45] Uversky VN, Li J, Fink AL. Pesticides directly accelerate the rate of alpha-synuclein fibril
formation: a possible factor in Parkinson’s disease. FEBS Lett. 2001; 500:105-108.

[46] Uversky VN, Li J, Bower K, Fink AL. Synergistic effects of pesticides and metals on the
fibrillation of a-synuclein: implications for Parkinson’s disease. Neurotoxicology. 2002; 23:527-
536.

[47] Qi Z, Miller GW, Voit EO. Rotenone and paraquat perturb dopamine metabolism: a
computational analysis of pesticide toxicity. Toxicology. 2014; 315:92-101.

[48] Sakka N, Sawada H, Izumi Y, Kume T, Katsuki H, Kaneko S, Shimohama S, Akaike A.
Dopamine is involved in selectivity of dopaminergic neuronal death by rotenone. NeuroReport.
2003; 14:2425-2428.

[49] Goldstein DS, Sullivan P, Cooney A, Jinsmaa Y, Kopin 1J, Sharabi Y. Rotenone decreases
intracellular aldehyde dehydrogenase activity: implications for the pathogenesis of Parkinson’s
disease. J. Neurochem. 2015; 133(1):14-25. d0i:10.1111/jnc.13042

[50] Hirata Y, Nagatsu T. Rotenone and CCCP inhibit tyrosine hydroxylation in rat striatal tissue
slices. Toxicology. 2005; 216:9-14.

[51] Tuo Liang, Zhong-Ming Qian, Ming-Dao Mu. Brain Hepcidin Suppresses Major Pathologies
in Experimental Parkinsonism. 2020; 23(7), 101284.

Page 41 sur 112



Chapitre 4 : Thérapies de la maladie de parkinson

4.1 Traitements médicamenteux

Il n’existe pas actuellement de traitement curatif de la MP. Les objectifs thérapeutiques actuels sont
de contrdler les symptdmes de la MP, de prévenir les complications motrices et d’atténuer leurs
conséquences sur la vie personnelle et sociale de la PcP. Ces traitements pallient I’insuffisance de la
DA en administrant son précurseur (L-Dopa), en fournissant un agoniste de la DA, ou en inhibant la
dégradation de la DA (Figure 4.1) [1, 2, 3].

4.1.1. Les médicaments dopaminergiques « L-dopa »

Aprés la découverte de la L-dopa a la fin des années 1960, I'objectif principal des traitements
pharmacologiques est devenu la restauration du tonus DAergique. L'utilisation de la Levodopa (L-
Dopa) comme traitement de substitution de la DA est fortement efficace dans I'amélioration des
symptdmes de la maladie. Il s’agit d’un précurseur de la DA qui, contrairement a cette derniere, est
capable de traverser la barriére hémato-encéphalique (BHE).

L'administration concomitante d'autres médicaments peut améliorer I'efficacité de la L-Dopa a
travers I’inhibition de sa conversion en DA en dehors du SNC, limitant ainsi les effets secondaires
systémiques. Les inhibiteurs périphériques de la DDC (IDDP) comme la carbidopa et le benserazide
sont associes a la L-Dopa pour empécher sa transformation en DA au niveau periphérique. Par
ailleurs, les IDDP sont incapables de traverser la BHE et ne nuisent donc pas a la production de DA
dans le cerveau (Figure 4.1) [2].
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Figure 4.1 : Cibles médicamenteuses DAergiques dans la MP.
DDC : Dopa-décarboxylase; COMT: Catéchol-O-méthyl transférase; MAO-B: MAO de type B; DA: dopamine.
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Presque tous les PcP présentent une réponse positive a la L-Dopa et présentent moins d'incapacités,
une qualité de vie améliorée, une employabilité prolongée et un taux de mortalité réduit. Cependant,
un traitement chronique par la L-Dopa est associé a l'apparition de complications motrices
(fluctuations motrices et dyskinésies) dans la majorité des cas ; environ 50 a 80% des PcP ayant
recu de la L-dopa, pendant 5 a 10 ans, ont développé ces complications [4]. La cause précise des
complications motrices n'est pas encore connue, mais de plus en plus d'éléments suggérent qu'ils
sont liés a une stimulation pulsatile anormale des récepteurs de la DA. La L-Dopa peut générer des
ERO cytotoxiques par le biais du métabolisme oxydant de la DA ou par auto-oxydation. Cela a
conduit & des préoccupations théoriques selon lesquelles la L-dopa pourrait étre toxique pour les
neurones DAergiques et pourrait accélérer le taux de dégénerescence des neurones nigraux dans la
MP. En effet, la L-Dopa peut étre toxique pour les neurones DAergiques en culture cellulaire (in
vitro). Cependant, il existe peu ou pas de preuves dans les modeles in vivo suggérant que le

traitement par la L-Dopa endommage les neurones nigraux [5].

4.1.2 Agonistes dopaminergiques

Les agonistes de la DA exercent leurs effets antiparkinsoniens en agissant directement sur les
récepteurs de la DA et en imitant le neurotransmetteur endogéne. Il existe deux sous-classes
d'agonistes de la DA : les agonistes ergoline (bromocriptine, pergolide, lisuride et cabergoline) et
non-ergoline (ropinirole et pramipexole). Ces deux sous-classes ciblent les récepteurs de type D2.
L apomorphine, I’un des premiers médicaments qui améliore les symptdmes de la MP, est un

agoniste non-ergoline combiné qui cible les récepteurs D1 et D2 (Figure 4.1) [6, 3].

4.1.3 Les inhibiteurs du catabolisme de la dopamine

Au niveau physiologique, la DA est métabolisée par des enzymes spécifiques. Afin d’augmenter la
concentration disponible de la DA, des traitements se basent sur le blocage de certains enzymes
(MAO et COMT) afin de limiter sa dégradation et prolonger I'effet thérapeutique de la DA en

améliorant sa biodisponibilité [7].
Les inhibiteurs de Catécol-O-Méthyl transférase « ICOMT »

Les inhibiteurs de la COMT, entacopone et tolcapone, sont des inhibiteurs compétitifs sélectifs de la
Catécol-O-Méthyl transférase. L’entacopone ne traverse pas la BHE, tandis que la tolcapone la
traverse bien, agissant donc dans le ST au niveau présynaptique. Leur objectif est d’augmenter la

biodisponibilité de la DA et sa demi-vie plasmatique [2, 3].

Les inhibiteurs de la mono amine oxydase B : IMAO-B
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Les effets DAergiques peuvent étre améliorés avec les IMAO-B a action centrale. La sélégiline et la

rasagiline retardent la dégradation de la DA générée par la L-Dopa dans le SNC [3].

4.1.4 Traitement chirurgical

Réservé aux patients dont la qualité de vie est altérée du fait de I’échec de contrble de I’état moteur
par les médicaments, la chirurgie (stimulation cérébrale profonde) est employée pour réduire les
dyskinésies et les dystonies.
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Chapitre 5 : Maladie de parkinson et Produits naturels

5.1 Plantes avec des activités antiparkinsoniennes

Ces derniéres années, un intérét croissant a été porté au traitement ou a la prévention de la MP par
des médicaments a base de plantes. Des études récentes ont montré que certains extraits, composés
actifs et formulations a base de plantes médicinales ont des effets sur les modéles in vitro et in vivo
de la MP [1, 2]. On peut citer comme exemple le thé vert qui est dérivé des feuilles de Camellia
sinensis (L.) O. Kuntze (Theaceae). Une étude récente a indiqué que la consommation de thé peut
réduire le risque de MP [3]. Les résultats d'une étude antérieure ont montré également que la
thérapie par les plantes medicinales peut efficacement améliorer les symptdmes moteurs et les
symptémes non moteurs de la MP, et que ces plantes sont bien tolérées par les PcP [4]. Un grand
nombre de plantes ont été rapportées pour leur action efficace dans la prévention et le traitement du
parkinsonisme. La plupart des littératures ont été focalisées sur les herbes antioxydantes,
neuroprotectrices, anti-inflammatoires et anti-apoptotiques telles que : Acanthopanax senticosus
Harms ; Withania somnifera ; Uncaria rhynchophylla ; Nardostachys jatamansi ; Chrysanthemum
morifolium ;

Cassiae semen ; Anemopaegma mirandu ; Hypericum perforatum ; Gastrodia elata Blume ;
Centella asiatica ; Thuja orientalis ; Mucuna pruriens ; Ginkgo biloba ; Plumbago scandens ;
Bacopa monniera ; Chrysanthemum morifolium (famille : Asteraceae) ; Carthamus tinctorius L
(famille : Asteraceae) et diverses autres plantes. De nombreux constituants sont présents dans ces
plantes utilisées contre le parkinsonisme : la L-DOPA (ex : Mucuna pruriens), les flavonoides, les

alcaloides, et autres polyphénols [5, 6].

5.2 Description de la famille des astéracées

Les Asteraceae ou Compositae constituent une famille extrémement large et trés répandue de
plantes a fleurs. Cette famille comprend pres de 25000 especes connues a travers le monde [7]. En
Algérie, elle est représentée par 109 genres et plus de 408 espéces [8]. Ces espéces sont utilisées
globalement dans I'alimentation humaine, la production d'huile, I’usage médical etc.

5.3 Description du genre Centaurea

Le genre Centaurea (tribu Cynareae) de la famille des astéracées est I'un des genres les plus
répandus dans le monde. Il compte environ 700 especes. Ce genre est présent en Algérie en majorité
dans I’est et le sud-est, il est représenté par 45 espéces dont 7 espéces sont sahariennes localisées au
sud [9]. Il est répandu aussi bien en Europe méridionale, dans le bassin méditerranéen, a I’ouest de
I’Asie et sur le continent américain [8]. Les Centaurées sont des plantes herbacées annuelles,

bisannuelles ou vivaces, a feuilles alternées. Comme pour toutes les composees, les fleurs ou
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fleurons sont disposées en capitule et entourées d'un involucre. Leur couleur varie le plus souvent
entre le rose et le violet, mais il existe aussi quelques especes a fleurs jaunes. L'involucre est
composé de bractées inégales sur plusieurs rangs au style des artichauts. Ces bractées peuvent étre

ciliées (le cas le plus fréquent) ou épineuses [8].

5.3.1 Les propriétés biologiques et pharmacologiques des Centaurees

Plusieurs especes de ce genre sont reconnues comme ayant des vertus médicinales. Les espéces de
ce genre sont utilisées dans la médecine traditionnelle dans le monde entier, notamment pour traiter
les maladies endocriniennes (diabete), les troubles inflammatoires (douleurs rhumatismales...), les
états fiévreux, les symptémes gastro-intestinaux, les problémes cardiovasculaires, les infections
parasitaires et microbiennes et les affections urogénitales [10]. Plusieurs études scientifiques ont
mis en évidence diverses propriétés biologiques et pharmacologiques du genre Centaurea, telles
que I’activité analgesique [11], cytotoxic [12], antibactériene [13], antifongique [14] et antioxydante
[15].

Plusieurs especes sont connues par leur richesse en meétabolites secondaires et leurs usages
médicinaux : C. calcitrapa est utilisée comme un fébrifuge ; C. jacea est utilisée pour soulager la
constipation, augmenter I'appétit, réduire la fiévre et traiter les troubles menstruels ; C. furfuracea,
espece endémique des régions desertiques du nord de I'Afrique, est utilisée en Tunisie comme
astringent et diurétique ; C. incana dont les racines sont employées dans le secteur des Aures de
I’Algérie pour le traitement des affections hépatiques [16]; C. cyanus fait partie des plantes
médicinales qui présentent un large éventail d'effets sur le SNC [17, 18] ; C. behen Linn est I'un des
constituants de Majun Khadar, une formulation neuroprotectrice a base de plantes qui contient 27

constituants [19].

5.3.2 Données phytochimique du genre Centaurea

Les études phytochimiques effectuées sur les espéces du genre Centaurea ont mis en évidence la
présence des principales classes des métabolites secondaires y compris les triterpénes, les composés
phénoliques notamment les flavonoides, les lignanes et les lactones sesquiterpéniques [20], les
stéroides [21] et les alcaloides [22].

5.3.2.1 Les composés phénoliques

L’expression de « composés phénoliques » est utilisée pour définir les substances chimiques qui
possédent au moins un groupement hydroxyle (OH) substitué sur un cycle aromatique. Leur nom
provient du composé parent le plus simple ; le phénol [24]. Les polyphénols sont des composés

phenoliques hydrosolubles, de poids moléculaire compris entre 500 et 3000 Dalton [25, 26]. Ils sont
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subdivisés en groupes selon le nombre d’anneaux phénoliques et les éléments structuraux qui lient
ces anneaux (figure 5.1). Ils sont localisés dans différentes parties des plantes [27].

Les composés phénoliques sont connus pour leurs activités anti-inflammatoires, antiathérogenes,
anti-thrombotiques, analgésiques, antibactériennes, antivirales, anticancéreuses, anti-allergiques et
vasodilatatrices [28]. L'activité antioxydante des composés phénoliques est principalement
attribuable a leurs propriétés redox, qui leur permettent d'agir comme agents reducteurs et donneurs
d'hydrogéne [29].

r |. R
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Hydroxybenzoic acid Hydroxycinnamic acid Stilbenes Lignans Others
2 4 Eg. Diarylheptanoids
- 0.2 5- H,CO OH O OH
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Figure 5.1: Classification des polyphénols [30].

Parmi les classes de molécules phénoliques qui nous intéresse :

5.3.2.2 Les flavonoides

Le terme flavonoides désigne une trés large gamme de composés naturels appartenant a la famille
des polyphénols. C’est le groupe le plus représentatif des composés phénoliques. Les flavonoides
ont des structures chimiques variées et des caractéristiques spécifiques. Elles sont considérées
comme des pigments quasi universels des végétaux qui peuvent participer dans les processus
photosynthétiques, dans la régulation des génes et dans le métabolisme de croissance [31].
Structurellement, les flavonoides se répartissent en plusieurs classes de molécules, dont les plus
importantes sont les flavones, les flavonols, les flavanones, les dihydroflavonols, les isoflavones, les
isoflavanones, les chalcones, les aurones, les anthocyanes et les tanins. Ces diverses substances
existent a la fois sous forme libre et sous forme de glycosides. On les trouve, d’une fagcon générale,
dans toutes les plantes vasculaires ou ils peuvent étre localisés dans divers organes : racines, tiges,

bois, feuilles, fleurs, fruits, et aussi dans le miel [32, 33].
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La classe des flavonoides est I’une des plus abondantes et a ce jour, plus de 9000 structures
naturelles ont été isolées et caractérisées. Ces composés sont réputés pour leur caractére anti-
oxydant, neutralisant les radicaux libres et limitant ainsi certains dommages oxydatifs responsables
de certaines maladies. lls sont donc a I’origine d’effets physiologiques bénéfiques pour I’organisme
humain et méritent I’intérét croissant que la recherche leur porte [34].

De nombreux travaux indiquent que les flavonoides possedent des propriétés anti- inflammatoires
[35] et qu’ils sont capables de moduler le fonctionnement du systeme immunitaire [36]. Ils ont aussi
des propriétés antivirales [37], antibactériennes [38], anti-cancérigenes [39] et antioxydantes avec
un impact sur la peroxydation lipidique. lls peuvent également interférer avec le métabolisme des
xenobiotiques [40] en stimulant les systemes de détoxification [41]. Les flavonoides sont

susceptibles de réagir avec la plupart des ERO [42, 43].

5.3.3 L’espece Centaurea africana

Notre choix pour cette espéce se justifie par le fait qu'elle est endémique d'une part et parce qu’elle
est trés riche en métabolites secondaires, notamment les composés phénoliques présentant diverses
activités biologiques, d’autre part [44, 45]. Une étude précédente a également démontré une bonne
activité anti-inflammatoire [46]. C’est une plante annuelle, vivace, ferme, dressée (60 a 150 cm) et
puissante. Elle est caractérisée par de grandes feuilles vertes et des fleurs jaunes (figure 5.2). Elle
est endémique pour I’ Algérie et la Tunisie [47].

Embranchement: Angiospermes

Classe: Dicotylédones
Ordre: Astérales
Famille: Compositae
Sous famille: Tubiflores
Tribu: Cynarées
Genre: Centaurea

Espéce: Centaurea africana Lamk, variété africana (Bonnet) M.
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Figure 5.2: Les feuilles et les fleures de I’espéce C. africana

5.3.4 Travaux antérieurs sur Centaurea africana

C. africana est une espéce végétale trés peu étudiée. En effet, jusqu’a ce jour, elle n’a fait I’objet
que de 2 études phytochimiques dont I’objectif correspond a I'isolement et a la détermination
structurale des molécules naturelles de C. africana.

Le professeur SEGHIRI Ramdane, qui est le premier a étudier cette plante, a identifié pour la
premiére fois un composé qu’il nomma «Algerianin». Ses travaux ont été effectués sur I’extrait
chloroformique et I’extrait d'acétate d'éthyle et ont mené a I’obtention de 29 produits purs. 1l a pu
établir, & I’heure actuelle, la structure de 19 produits d’entre eux. Il s’agit de :

* Huit flavonols :

5,7,3’-trihydroxy 6, 3,4’-trimethoxyflavone (Centaureidine)

5,6,8,3’-tetrahydroxy-3,7,4’- trimethoxyflavone

5,3’-dihydroxy-3,7,8,4” tetraméthoxyflavone ou 3’- hydroxyflindulatine ou 3,7,8,4’- tetramethyl
gossypetine

5,7,4’-trihydroxy-3,6,3’-trimethoxyflavone (Jaceidine)

8-méthylgossypétine ou corniculatusine

5,7,8-trihydroxy-3’-O- rhamnosylflavone

7-O-B-D-glucopyranosyl centaureidine

7-(6’-sinapyl-O-B-D- glucopyranosyle) centaureidine

* Trois flavones méthoxylées :

5,7,4’-trihydroxy-3’-methoxyflavone (CHRYSOERIOL)

5,7,4’-dihydroxy-6-methoxyflavone (Hispiduline)

3’,4° 5,7-tetrahydroxy-6-methoxyflavone (népétine).

* Trois esters phénoliques et un acide phénolique.

* Deux sterols dont un glucosylé.
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* Deux triterpénes.

Un autre travail a caractere phytochimique et structural portant sur I’investigation de la phase n-
butanol de [P’extrait hydroéthanolique des parties aériennes de C. africana (Bonnet) M.
(Compositae) a eté effectué en complément de I’étude réalisee par le Pr. SEGHIRI Ramdane et a
permis I’obtention de 7 produits purs. La structure chimique a été établie pour deux d'entre eux. Il
s’agit des flavones glycosylés suivants :

* Apigénine 7-O-glucoside.

* 5-methoxy apigénine 7-O-glucoside

Les structures ont été établies par la combinaison des données de la RMN 1H et sa sequence
bidimensionnelle COSY (1H-1H), ainsi que par la spectrophotométrie UV-Visible.

Les résultats obtenus confirment que C. africana est trés riche en composés phénoliques,
notamment les flavonoides dont de nombreuses publications scientifiques soulignent des propriétés

biologiques remarquables.
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Deuxieme Partie :

Partie pratique



Chapitre 6 : Matériels et méthodes

6.1 Matériel végétal et screening phytochimique

La plante C. africana a été récoltée en mois de juin 2014 du parc national d’El-Kala de la Wilaya
d’El-Taref (21 m, 36° 53’ 44” N, 8° 26’ 35” E). Les échantillons ont été lavés puis séchés a I’ombre
dans un endroit sec et aéré pendant environ 10 jours. lls ont été ensuite collectés dans des sacs
propres pour servir ultérieurement a I’extraction. L’identification botanique a été réalisée par le
professeur KAABECHE Mohammed, Université de Sétif (spécimen de référence CCA0501).

6.1.1 Préparation des extraits

Les parties aériennes (feuilles et fleures, 1 kg) ont été mises en macération a température ambiante
dans un mélange hydroalcoolique (Ethanol/Eau; 80/20; v/v) 3 fois pour une période de 48 heures
chacune. Le solvant a été évaporé a 35 °C sous pression réduite jusqu’a I’obtention d’extrait
concentré. Dilué avec I’eau distillée (400 ml), cet extrait a subit une extraction successive de type
liquide-liquide, en utilisant des solvants de polarité croissante ; le chloroforme, I’acétate d’éthyle
(ACOEt) et le n-butanol (n-BuOH), successivement (figure 6.1). Ce travail a été realisé au niveau de
I’Unité de Recherche et de Valorisation des Ressources Naturelles, Molécules Bioactives et
Analyses Physicochimiques et Biologiques (VARENBIOMOL), Faculté des Science Exactes,
Université des Freres Mentouri, Constantine. La figure 6.1 récapitule les différentes étapes
d’extraction réalisées. L’extraction a été réalisée par Mansour Amira sous la supervision du

professeur SEGHIRI Ramdane.
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Matiére végétale m= 1000 g

o Macération a froid dans un mélange EtOH/ H,O (80/20 ; v/v), répétée
3 fois (24-48h).
o Filtration.

Extrait éthanolique

e Concentration non a sec (t=35°).
e Dilution avec 720 ml de H,O distillé
e Précipitation de la chlorophylle par le (CH;COO),Pb.

v "* Filtration.

Filtrat

e Extraction par du CHCL;(x3)
e Décantation

v v

Phase aqueuse Phase organique

e Extraction par I’AcEOt (x1)

o Décantation o Séchage par Na,SO,

anhydre
l l o Filtration.

e Concentration a t=35°.

Phase aqueuse Phase organique

e Extraction par le n-butanol (x3)
« Décantation o Séchage par Na2SO4 anhydre Extrait chloroforme m= 4g
e Filtration.

e Concentration a t=35°.

Phase Phase

. Extrait AcEOt m= 12g
aqueuse organique

e Séchage par Na,SO,4 anhydre
o Filtration.
e Concentration a t=60 °C.

Extrait n-butanol m= 30g

Figure 6.1 : Différentes étapes de I’extraction des parties aériennes de Centaurea africana

6.1.2 Dosage des polyphénols totaux

La teneur en composes phénoliques des extraits (AcOEt et n-BuOH) de C. africana a été estimée
par la méthode de Folin-Ciocalteu selon Singleton et ses collaborateurs [1]. Elle est basée sur les
capacités réductrices des complexes ioniques polymériques formés a partir des acides
phosphomolybdiques et phosphotungstiques (réactif de Folin-Ciocalteu) par les composés

phénoliques. Il en résulte la formation d’un complexe bleu qui accompagne I’oxydation des
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composés phénoliques et qui est stabilisé par I’addition de carbonate de sodium (NaCOgz). On
mélange 125u déchantillon ou standard (préparés dans le méthanol avec des dilutions

convenables) avec 125 pl defactif de Folin -Ciocalteu et 500 pl d'eau distH, puis on laisse

reposer a température ambiante pendant 5 min, puis on ajoute 1250 pl de sodium carbonate
(Na2COs3). Aprés 2 h d’incubation a température ambiante, I’absorbance est mesurée a 765 nm. Le
dosage des phénols totaux est effectué par la comparaison de I’absorbance observeée a celle obtenue
par un étalon d’acide gallique. Les valeurs sont exprimées en mg équivalent d’acide gallique par

gramme d’extrait (mg GAE/g d’extrait).

6.1.3 Dosage des flavonoides totaux

La teneur totale en flavonoides a été déterminée a l'aide de la méthode colorimétrique d'Ordonez et
ses collaborateurs [2]. Le principe de la méthode est basé sur I’oxydation des flavonoides par
chlorure d’aluminium (AICI5). Elle entraine la formation d’un complexe brunatre qui absorbe a 420
nm. Le taux des flavonoides est obtenu a partir de I’équation de régression de la courbe
d’étalonnage de la quercetin. Les valeurs sont exprimées en mg équivalent de quercetin par g
d’extrait (mg QE /g d’extrait).

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

Dans la séparation et I'analyse quantitative des composés de la fraction butanolique de C. africana,
on a utilisé le Thermo Scientific-Dionex ultime 3000-TSQ Quantum avec la colonne Thermo ODS
Hypersil 250 x 4,6 mm, 5 um, dans les conditions suivantes : Volume d'injection : 20 uL ; Phase
mobile : Eluant A (eau avec 0,1 % d'acide formique) et Eluant B (méthanol) ; Débit : 0,70 mL/mn a
40 °C; Gradients : 0-1 min, 100 % A, 1-22 min, 5 % A, 25 min, 5 % A, 30 min 0 % A ; Durée
totale du processus : 30 mn. Les extraits ont été prépares a 1 mg/ml et analysés.

La relation entre l'aire du pic et la concentration s'est avérée linéaire de 0,5 a 10 mg/L (ppb) pour
chaque composé. La linéarité a été évaluée en utilisant une analyse de regression lineaire de six
points pour chaque compose. Le tracé linéaire se compose de trois répétitions par point. Pour tous
les analytes, les coefficients de corrélation (valeurs R?) étaient> 0,99. Les valeurs de la limite de
détection (LOD) et de la limite de quantification (LOQ) des composés pour la méthode LC-MS/MS
sont données dans le tableau S1. La LOD et la LOQ ont été déterminées en utilisant des mesures de
blancs de réactifs enrichis avec de faibles concentrations d'analyte selon le guide EURACHEM. La
solution a blanc a été enrichie a 0,1 ppm du standard. LOD et LOQ ont été calculés comme LOD =
3*S0et LOQ =10 * SO.

Page 57 sur 112



6.2 Les tests biologiques

6.2.1 L’évaluation in vitro de I’activité antioxydante des deux extraits n-BuOH et AcOEt de
C. africana
Beaucoup de tests standardisés évaluant I’activité antioxydante ont été retenus dans le cadre de cette

étude.

6.2.1.1 Détermination de I’activité antiradicalaire des extraits par le test DPPH®
L’effet anti-radicalaire des deux extraits (AcOEt et n-BuOH) de C. africana a été évalué in vitro par
la méthode de DPPH" (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl) décrite par Ohinishi et ses collaborateurs
[3]. Le radical DPPH’ est stable & température ordinaire et présente une couleur violette bien
caractéristique. Les antioxydants, donneurs de proton H* présents dans I’échantillon, le réduisent
entrainant un changement de la couleur vers le jaune facilement mesurable par spectrophotométrie a
517 nm.
DPPH’ + AH === DPPH — H + A-
L’intensité de la couleur est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents
dans le milieu a donner des protons.
Le DPPH°®, I’acide ascorbique et I’extrait ont été préparés préalablement dans le méthanol. Pour
chaque concentration (0-100-200-300-400-600 pg/ml), 1 ml d&chantillon a été ajouté a 1 ml de
solution de DPPH° (0,2 mM). Aprés 30 minutes d’incubation a température ambiante et a
I’obscurité, I’absorbance a été lue & 517 nm contre un blanc a I’aide d’un spectrophotometre.
L’acide ascorbique a été utilisée comme contrdle positif et le pourcentage d'activité de piégeage de
DPPH’ (1 %) a été calculé en utilisant I'équation :
| % = [(Ao-Ar) /Ag] x100.

Ao : Absorbance de la solution de DPPH® seule
A : Absorbance de la solution de DPPH® + I'extrait n-BuOH ou AcOEt de C. africana, ou la I’acide
ascorbique.
La concentration d’extrait réduisant 50% de DPPH’ (ICso) est obtenue & partir de la courbe donnant
de la variation du pourcentage d'inhibition du radical DPPH’ (I %) en fonction des concentrations
croissantes des extraits et de la vitamine C.

O,N

©\N,N' NO,

NO,

Figure 6.2. Structure chimique du radical libre DPPH® (2,2 Diphényle-1-Picryl-Hydrazyl).
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6.2.1.2 Le test du pouvoir réducteur du Fer
Le pouvoir réducteur du fer (Fe**) des deux extraits (ACOEt et n-BuOH) a été déterminé selon la
méthode rapportée par Oyaizu [4]. Cette méthode basée sur la capacité des antioxydants présents
dans les extraits de plante & réduire le fer ferrique Fe** du complexe ferricyanide en fer ferreux Fe?*.
Cette réduction se traduit par une coloration verte dont I’intensité est proportionnelle au pouvoir
réducteur. L'absorbance est lue a 700 nm. Une augmentation de I'absorbance correspond a une
augmentation du pouvoir réducteur des composés testés.
Un volume de 2,5 ml de I’échantillon a différentes concentrations est mélangé avec 2,5 ml de
tampon phosphate (0,2 M, pH 6.6) et 2,5 ml de ferricyanide de potassium [K3Fe(CN) ] (1%). Le
mélange est incubé a 50 °C pendant 20 min. Ensuite, 2,5 ml d’acide trichloroacétique (TCA) a 10%
est ajouté au milieu réactionnel. Puis les tubes sont centrifugés a 3000 rpm pendant 10 min. Un
aliquote de 2,5 ml du surnageant est combiné a 2,5 ml d’eau distillée et 0,5 ml d’une solution
aqueuse de FeCls a 0,1%. La lecture de I’absorbance du milieu réactionnel est faite a 700 nm contre
un blanc préparé en remplacant I’extrait par de I’eau distillée qui permet de calibrer I’appareil. Le
pourcentage de pouvoir réducteur de fer est calculé par I’équation suivante :
Ay — A
Pouvoir réducteur de fer % = ———  x 100
Ag
Ao : Absorbance du blanc.

A : Absorbance en présence de I’échantillon/référence.

6.2.1.3 Inhibition de la peroxydation lipidique (LPO) induite par le systtme Fe?*/acide
ascorbique

La peroxydation lipidique induite par le systéme Fe?*/acide ascorbique dans I'homogénat du foie de
rat a éte utilisée selon la méthode de Bishayee et ses collaborateurs [5]. Elle a été estimée par le
taux du MDA selon la méthode d'Ohkawa et ses collaborateurs [6]. Le mélange réactionnel
contenant I'homogénat du foie de rat (0,1 ml, 25 % p/v) dans du Tris-HCI (30 mM), du sulfate
d'ammonium ferreux (0,16 mM), de I'acide ascorbique (0,06 mM) et différentes concentrations des
deux extraits (n-BuOH et AcOEt) de C. africana dans un volume final de 0,5 ml a été incubé
pendant 1 heure a 37 °C et la substance a réaction thiobarbiturique résultante (TBARS) a été
mesurée a 532 nm. L’acide ascorbique a été utilisé comme référence. Les résultats ont été calculés,
en pourcentage d'inhibition, selon I'équation suivante :

1o =291 100
= — %k
0 A0

A0 : Absorbance du blanc ; Al : Absorbance en présence de I’échantillon/référence.
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6.2.2 Etude de I’activité anti-inflammatoire des deux extraits n-BuOH et AcOEt de C. africana

6.2.2.1 Activité de piégeage de I'oxyde nitrique (NO)

La procédure repose sur le principe que le nitroprussiate de sodium en solution aqueuse a pH
physiologique génére spontanément de I'oxyde nitrique qui interagit avec I'oxygéne pour produire
des ions nitrites pouvant étre estimés a l'aide du réactif de Griess selon la méthode de Marcocci et
ses collaborateurs [7]. Le nitroprussiate de sodium (5 mM), dans une solution saline tamponnée au
phosphate, a été mélangé a différentes concentrations des deux extraits (AcOEt et n-BuOH) de

C. africana et incubé a température ambiante pendant 120 min. Apres la période d'incubation, 0,5
mL de réactif de Griess a été ajouté.

L'absorbance a été mesurée a 546 nm. Le pourcentage d’inhibition a été calculé par la formule
suivante :

[(AO - Al) / AO] % 100 %; ou

A0 était I'absorbance de la réaction de contréle négative et

Al était I'absorbance en présence de I'échantillon / standard (BHT).

6.2.2.2 Induction de I’cedéme dans la patte par la carragénine

La méthode décrite par Srivastava et ses collaborateurs [8] a été utilisée. 20 rats albinos Wistar
provenant de I’élevage au niveau de I’animalerie de I’Université des Fréres Mentouri Constantine
ont été répartis en 4 lots de 5 rats chacun.

Groupe témoin : Les rats ont recu par voie orale (p.o) une solution de NaCl & 0,9%.

Groupe contrdle positif : les rats ont recu oralement le Diclofénac-sodique a une dose de (10
mg/kQ).

Groupe test (1) : les rats de ce groupe ont recu I’extrait n-BuOH de C. africana par gavage aux
doses de 200 mg/kg.

Groupe test (2) : les rats de ce groupe ont recu I’extrait ACOELt de C. africana par gavage aux doses
de 200 mg/kg.

Une heure plus tard, I’inflammation chimique a été provoquée par I’injection de 0,1 ml de
carragénine a (1 %) dans une solution saline isotonique sous I’aponévrose plantaire de la patte

postérieure gauche des rats [9].

6.2.2.2.1 Détermination du volume de I’cedéme de la patte
L effet anti-inflammatoire a été évalué en mesurant le volume de I’cedeme de la patte (L h, 3h et 6

h) apres I’injection de la carragénine en utilisant le vernier caliper numérique.
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L’cedeme a été traduit par une augmentation de I’épaisseur des pattes (mm) qui est due a la
provocation inflammatoire. Pour chaque groupe traité avec les extraits ou le diclofénac, les

diametres moyens obtenus (Dt) ont été comparés a celui obtenu avant tout traitement (DO).

Tandis que le pourcentage d’inhibition de I’cedeme a été calculé selon la formule suivante :

(Dt—DO0) témoin —(Dt—DO0) traité

(Dt—DO0) témoin *100

% inhibition =

24 heures apres I’injection d’y-carragénine (1 %), les rats sont sacrifies par dislocation cervicale, la
volte plantaire de la patte droite est récupérée, rincée par I’eau physiologique saline (0,9 %), puis
pesée et partagée en deux parties (sensiblement de poids égal).

Une des deux parties du tissu est additionnée a la solution tampon phosphate 0,1 M a pH 7,4 dans
une proportion de (1V/10V), contenant du KCI (1,15 M) ; le mélange est ensuite homogenéisé et
centrifugé a 3600 tours/minute pendant 10 minutes a 4 °C, puis a 9600 tour/minute pendent 45
minutes a 4°C. La fraction tissulaire est récupérée et utilisée pour le dosage du taux du MDA.

L autre partie du tissu est utilisée pour le dosage du taux de la MPO.

6.2.2.2.2 Mesure de I’activité de myéloperoxydase (MPO)

L’accumulation des neutrophiles dans la patte des rats a été mesurée par I’évaluation de I’activité de la
myeéloperoxydase (MPO). L’activité de la MPO dans les homogénats des pattes a été évaluée par la
mesure du changement d’absorption a A=450 nm en p#sence d’ o-dianisidine dihydrochlurure et 0,005%

de H,O; selon le protocole de bradley et ses collaborateurs [10].

L activité de la MPO est calculée en utilisant le coefficient d’extinction molaire (1.13x10* cm™*M™) de
o-dianisidine oxydé. Les résultats sont exprimés en MPO U/mg de tissu dont I’unité (U) de I’activité
MPO a été définie telle que la conversion de 1 umol de H,O; en eau dans 1 min a 25 °C.

6.2.2.2.3 Dosage du malondialdéhyde (MDA)
Malondialdéhyde (MDA) est un produit de décomposition oxydative des lipides insaturés. Le taux
de MDA a été mesuré dans les homogénats des pattes des rats. Ce dosage est réalisé selon la
méthode d’Ohkawa et ses collaborateurs [6]. Le principe de ce dosage repose sur la liaison, en
milieu acide (pH = 2 a 3) et chaud, du MDA avec deux molécules d’acide thiobarbiturique (TBA)
pour former un pigment rosé ; le complexe MDA-(TBA), , qui absorbe a une longueur d’onde de
532 nm. Les résultats sont exprimés en nmol par milligramme de tissu intra plantaire (nmol/mg
tissu) en utilisant le coefficient d’extinction molaire 1.56x10° cm *M .
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6.2.3 Etude de I’activité neuroprotective de I’extrait n-BuOH de C. africana in vivo

Animaux

Les animaux utilisés dans cette expérimentation sont des rats males de souche albinos Wistar, issus
d’un élevage au niveau de I’animalerie de I’Université des Freres Mentouri Constantine. Toutes les
expériences sur les animaux ont strictement respecté la charte sur I’éthique de I’expérimentation
animale. Les rats sont divisés en 5 groupes de 8 rats dans des cages standards pour une période
d’acclimatation (15 jours) avant d’étre utilisés dans notre expérience. Pendant cette période, les
animaux ont un acces libre a la nourriture et a I’eau (croquettes provenant de la société de
production des aliments d’animaux, Bouzaréat, Alger), I’eau de boisson est servie dans des biberons
et renouvelée quotidiennement. Les animaux sont maintenus dans I’animalerie a une température
constante (22 + 2 °C) et sont soumis a un cycle de lumiere/obscurité de 12/12 h. Les rats sont logés
dans des cages, tapissés d’une litiere composée de copeaux de bois. Les cages ont été nettoyées et la
litiere a été changée chaque jour.

6.2.3.1 Induction de la neurotoxicité et traitement des rats

Pour induire la neurotoxicité, les rats ont été traités par injection intrapéritonéale (Ip) de la ROT
préparéee dans I’eau physiologique (NaCl 0,9 %).

Les rats ont été divises en 5 groupes.

Groupe 1 : non traité.

Groupe 2 : les rats de ce groupe ont été traités par la roténone (ROT) ; une dose (Ip) de (1 mg/kg)
pendant 21 jours [11, 12].

Groupe 3 : les rats de ce groupe ont été traités avec I’extrait n-BuOH de C. africana (BECA) par
gavage a la dose (200 mg/kg) pendant 16 jours, et par une dose (Ip) de la ROT (1 mg/kg) pendant
21 jours.

Groupe 4 : les rats contrble positif ont recu de la Iévodopa-carbidopa (L-Dopa) par gavage a une
dose de (30 mg/kg) [13], et de la ROT a une dose (Ip) de (1 mg/kg) pendant 21 jours.

Un intervalle de temps de 30 minutes a été maintenu entre l'administration de ROT et le

médicament test/standard.

Groupe 5 : les rats de ce groupe ont été traités avec I’extrait n-BuOH de C. africana (BECA) par

gavage a la dose (200 mg/kg) pendant 16 jours.

6.2.3.2 Les tests comportementaux
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6.2.3.2.1 Score comportemental du mouvement général

Des eévaluations comportementales ont été effectuées avant le début du traitement, puis
régulierement, a un intervalle de 7 jours apreés le traitement. Une quantification comportementale
finale a été effectuée apres 24 h de la derniére dose.

Un score de comportement de mouvement général a été déterminé a l'aide de I'échelle d'analyse du
mouvement de Ludolph [14]. La notation a été réalisée selon le schéma suivant:

Score=0:

Comportement normal,

Score=1:

Lenteur générale du déplacement résultant d'une déficience légére des membres postérieurs,
Score=2:

Incoordination et anomalies marquées de la démarche,

Score =3

Paralysie des membres postérieurs,

Score =4 :

Incapacité de mouvement résultant d'une paralysie des membres antérieurs et postérieurs,

Score =5 : Décubitus.

6.2.3.2.2 Le test de la Catalepsie

Le test de la catalepsie consiste a placer un animal dans une position inhabituelle et a enregistrer le
temps pris pour corriger cette position. Les deux pattes antérieures des rats ont été placées sur une
barre positionnée a 9 cm du sol. Le temps entre le moment ou I’animal a été placé sur la barre et le

moment ou il a retiré complétement les deux pattes de la barre a été mesuré [15].

NB : Apres les tests comportementaux, les rats ont eté décapités par dislocation cervicale et les
cerveaux ont été immédiatement prélevés pour servir aux études biochimiques, aux études

neurochimiques et aux études histopathologiques.
6.2.3.3 Estimation des marqueurs neurochimiques

6.2.3.3.1 Estimation de la teneur en dopamine

La détermination quantitative des niveaux de DA a été effectuée par fluorométrie selon la méthode
de Chang [16] modifiée par Ciarlone a l'aide d'un spectrofluoromeétre [17]. Les échantillons de
cerveau ont été décongelés le jour de I'expérience. Une aliquote de tissus cérébraux a été
homogénéisée avec du n-butanol acidifié pour donner 10% en poids /volume (p/v) d’homogénat.
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La méthode est basee sur l'estimation des fluorophores dopaminergiques formes aprés oxydation
par l'iode a des longueurs d'onde d'excitation/émission de 320/375 nm. Les résultats ont été

exprimés en ng/mg de tissu.

6.2.3.3.2 Détermination de la teneur en L-glutamate

Des volumes égaux d'homogénat et d'acide perchlorique 1,2 M ont été mélangés, centrifugés a 600
Xg a 4 °C pendant 15 min et le surnageant a été utilisé selon la méthode de Lund [18]. Le kit de
détermination de glutamine/glutamate a été utilisé pour la mesure spectrophotométrique du L-
glutamate via la désamination enzymatique de la L-glutamine et la deshydrogénation du L-

glutamate.
6.2.3.4 Evaluation des marqueurs du stress oxydant au niveau du cytosol

6.2.3.4.1 Préparation de la fraction cytosolique

Les cerveaux ont été bien lavés avec le NaCl (0,9 %) et coupés en petits morceaux, pesés puis
homogénéisés (pour 1 g du cerveau 9 mL de solution tampon phosphate (0,1 M; pH 7,4) contenant
le KCI (1,15 %)). L’homogeénat a eté ensuite centrifugé a 3000 rpm pendant 10 min a 4 °C, le
surnageant récupéré a éeté centrifugé a 9600 rpm pendant 45 minutes a 4 °C. Le dernier surnageant

(fraction cytosolique) récupéré a été utilisé pour le dosage des marqueurs du stress oxydatif.

6.2.3.4.2 Dosage de malondialdéhyde (MDA)

Le MDA a été dosé selon la méthode d’Ohkawa et ses collaborateurs [6] décrits auparavant.

Le dosage est basé sur les étapes suivantes: a 0,5 mL de la fraction cytosolique, nous avons
additionné 0,5 mL d’acide trichloracétique (TCA) 25 % et 1 ml d’acide

Thiobarbiturique (TBA) 0,67 %. Apres mélange, la préparation a été placée pendant une heure dans
le bain-marie a 95 °C, refroidie puis on a ajouté 4 ml de butanol pendant 2 minutes sous agitation
avant de procéder a la centrifugation a 3000 rpm pendant 10 min & 4°C.

La quantité du MDA dans I’échantillon a été exprimée en nm/gramme de tissu. Elle est obtenue

grace a une courbe standard réalisée avec du 1,1,3,3-tetraetoxypropane dans les mémes conditions.

6.2.3.4.3 Mesure de I'activité cérébrale de la paraoxonase 1 (PON1)

L'activite PON1 a été mesurée par spectrophotométrie dans les surnageants tissulaires en utilisant
du phénylacétate comme substrat selon la méthode décrite par Eckerson et ses collaborateurs [19].
Ce test implique I'nydrolyse du phénylacétate par I'activité de PON1/arylestérase libérant du phénol.
L'activité est exprimée en kU/g tissue, sur la base du coefficient d'extinction du phénol de 1,310 M™
cm™ &A= 270 nm. Une undta été définie comme la quantité d'enzyme qui désintégre 1 nmol

phénylacétate par minute.
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6.2.3.4.4 Dosage de glutathion (GSH)

Le dosage du glutathion a eté réalisé selon la méthode de Sedlak et Hanus [20]. Le principe de ce
dosage repose sur la mesure de I'absorbance optique de I'acide 2-nitro-5-mercapturique. Ce dernier
résulte de la réduction de I'acide 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoique (réactif d'Ellman, DTNB) par les
groupements (-SH) du glutathion. Pour cela une deprotéinisation de I’homogénat est indispensable
afin de garder uniquement les groupements thiol spécifiques du glutathion.

Le TNB a pH alcalin (8-9), présente une absorbance ai= 412 nm avec un coefficient d'extinction
molaire de GSH de 13100 cm™M™. Les concentrations sont exprimées en nmol/mg de protéine

(ug/mg protéine).
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Figure 6.3: Réaction d’Ellman

6.2.3.4.5 Dosage de la glutathion peroxydase (GPx) cytosolique

L’activité enzymatique de la GPx a été mesurée par la méthode utilisée par Rotruck et ses
collaborateurs [21]. Cette méthode est basée sur la réduction du H,O, en présence de glutathion
réduit (GSH), ce dernier est transformé en disulfure de glutathion (GSSG) sous I’influence de la
GPx selon la réaction suivante :

H,0, +2GSH  ——88SG + 2 H,0.

La quantité du glutathion restante réagit avec la solution DTNB pour donner un compose coloré qui
est mesuré par spectrophotométrie a A=420 nm. L’activité de la GPx est exprimée en U/mg protéine

du cerveau (U : umol de GSH oxydé/min).

6.2.3.4.6 Dosage de I’activité enzymatique de la glutathion S-transférase (GST)
La mesure de I’activité de la GST consiste a fournir a I’enzyme un substrat, en général, le 1-

chloro,2,4-dinitrobenzene (CDNB), qui se conjugue facilement avec le glutathion sous I’action de la
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GST. La méthode utilisée dans cette étude pour évaluer I’activité de la GST est celle de Habig et ses

collaborateurs [22].
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Figure 6.4 : Réaction de Conjugaison CDNB-GSH par la GST
Cette méthode consiste a faire agir les GSTs contenues dans I’échantillon sur un mélange (GSH +
CDNB) a une température de 37 °C et a un pH de 6,5. La variation de la densité optique, due a
I’apparition du complexe GSH-CDNB, est mesurée a une longueur d’onde de 340 nm. Les résultats
sont obtenus en utilisant un coefficient d’extinction molaire de CDNB : 9,6 cm™*mM™ et sont

exprimés en U/mg de protéine (U: umol de conjugué CDNB formé/min).

6.2.3.4.7 Dosage de la glutathion réductase (GR) cytosolique

L activité de la GR a été mesurée selon la méthode de Moss et Butterworth [23]. Le principe du
dosage est basé sur la réduction du GSSG en GSH par le NADPH en présence de GR. L’activité est
mesurée en suivant la diminution de I’absorbance du NADPH a A= 340 nm.

NADPH + H* + GSSG £ NADP" + 2GSH

GSSG
GR + NADPH
DTNB GSH
GR + NADPH
TNB STNB— TNB

Figure 6.5: Réaction de réduction du GSSG en GSH par le NADPH en présence de GR

L’activité de I’enzyme est calculée en utilisant un coefficient d’extinction molaire de NADPH :

6,25 cm™M™. Les résultats sont exprimés en U/mg de protéine (U: umol NADPH oxydé/min).
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6.2.3.5 Evaluation des marqueurs du stress oxydant au niveau des mitochondries

6.2.3.5.1 Préparation de la fraction mitochondriale

L’isolement des mitochondries cérébrales a été effectué a 4 °C en utilisant une procédure standard
basée sur une centrifugation différentielle [24]. Les échantillons de cerveau ont été rapidement
immergés dans un tampon d'isolement glacé (mannitol 220 mmol/L, saccharose 70 mmol/L, acide
morpholinopropane sulfonique 5 mmol/L, pH 7,4). Les tissus ont été homogéneisés avec un milieu
d'homogénéisation supplémentaire (tampon d’isolement plus EGTA 2 mmol/L) 10 volumes (poids
/volume) et par la suite a été centrifugé pendant 10 min a 700 x g. Le surnageant a été recueilli et
centrifugé a nouveau pendant 10 min a 10 000 x g a 4 °C. Le culot a été remis en suspension dans
un tampon d'isolement et centrifugé deux fois pendant 10 min a 7 000 x g, pour une purification
supplémentaire des mitochondries. Ensuite, les culots ont été mis en suspension dans un tampon a
une concentration finale de 50 a 100 mg de protéine mitochondriale par mL.

Les fractions mitochondriales du cerveau ont été utilisées pour I'estimation de I'état oxydatif.

Le statut oxydatif a été évalué dans 0,5 ml de la fraction mitochondriale selon les méthodes
enzymatiques colorimétriques décrites précédemment.

Le MDA a été évalué par la méthode d’Ohkawa et ses collaborateurs [6], le dosage de GSH a éte
effectué par la méthode de Sedlak et Hanus [20] et les résultats ont été exprimés en (nmol/mg
protéine). L activité du GPx a été évaluée par la méthode de Rotruck et ses collaborateurs [21], les
résultats ont été exprimés en (U/mg protéine). L’activité du GST a été évaluée par la méthode de

Habig et ses collaborateurs [22], les résultats ont été exprimes en (U/mg protéine).

6.2.3.5.2 Dosage de I’activité de la Superoxyde Dismutase (SOD)

Le dosage de la SOD a été realisé selon la méthode de Marklund [25]. Le principe de cette méthode
repose sur la capacité d’inhibition de I’autooxydation du pyrogallol par la SOD. L’absorbance est
mesurée a A= 420 nm apres chaque minute pendant 3 minutes.

L’activité de I’enzyme est exprimeée en U/mg de protéine du tissu (U/mg tissu). Une unité de
I’activité de la SOD est définie comme I’enzyme qui causerait I’inhibition de 50 % de
I’autooxydation du pyrogallol. L’ activité de I’enzyme est calculée selon I’équation suivante:

Densité optique du blanc — Densité optique de l'échantillon 100
*

Inhibition totale = -
ottt Densité optique du blanc

Inhibition totale

U de SOD / mg de protéine = — o

n : mg de protéines présentes dans le volume de I’échantillon utilisé.
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6.2.3.6 Dosage des protéines totales

Le dosage des protéines totales est réalisé en utilisant la méthode de Lowry [26].

6.2.3.7 Evaluation du dysfonctionnement mitochondrial / Activité du Complexe | (NADH-
coenzyme Q oxydoréductase)

L'activité du complexe | a été mesurée suite a la diminution de I'absorbance due a I'oxydation du
NADH a 340 nm [27].

6.2.3.8 Mesure des marqueurs apoptotiques

L activation de la caspase-3 survenue pendant le processus d’apoptose dans le cerveau de rat a été
évaluee conformément au manuel de I’utilisateur du kit de test caspase-3. Le surnageant obtenu par
centrifugation de cellules lysées a été ajouté au mélange réactionnel contenant du dithiothréitol et
du substrat du caspase-3 (Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp p-nitroanilide), et a été incubé pendant 90 min a
37 °C. L'absorbance a été mesurée a une longueur d'onde de test de 405 nm.

Des kits d’analyse ont éte utilisés dans le strict respect des instructions du fabricant. Les niveaux de
marqueurs Bcl-2 et Bax ont été mesurés / dosés dans des lysats de tissus cérébraux par le kit ELISA

approprié (Invitrogen, USA), et les résultats ont été exprimés en nmol/mg protéine.

6.2.3.9 Mesure des marqueurs neuroinflammatoires

6.2.3.9.1 Détermination du facteur de nécrose tumorale-alpha
L'estimation du niveau de TNF-a dans le cerveau a été realisée en utilisant le kit ELISA TNF-o de rat
acheté aupres d'Invitrogen (CA, USA). La procédure a été executée conformément aux instructions du

fabricant.

6.2.3.9.2 Détermination de I'oxyde nitrique (NO)

L'oxyde nitrique a été déterminé par colorimétrie dans le tissu cérébral selon la méthode décrite par
Montgomery et Dymock [28]. Ceci est basé sur la mesure de la concentration de nitrite endogéne comme
indicateur de la production de NO. Cela dépend de I'ajout du reactif Griess qui révéele la présence des
nitrites par une réaction de diazotation qui aboutit a la formation d’un chromophore violet foncé

absorbant & 540 nm.

6.2.3.9.3 Mesure de I’activité de la Myéloperoxydase (MPO)
La méthode décrite par Bradley et ses collaborateurs [10] a été utilisée pour déterminer l'activité de MPO

dans le cerveau.
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6.2.3.10 Etude histologique
Les coupes histologiques ont été réalisées dans le service d’Anatomie Pathologique a I’EPH Houari

Boumediene, Chelghoum Laid, wilaya de Mila, suivant la technique décrite par Houlot [29].
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Chapitre 7 : Résultats

7.1 Screening phytochimique

7.1.1 Dosage des polyphenols et des flavonoides

Les résultats de dosage des polyphénols et des flavonoides (tableau 7.1) révélent que la fraction
EtOAc de C. africana contenait environ deux fois plus de composés phénoliques (125,24 + 10,14
mg d'AGE/g d'extrait) que la fraction n-BuOH (53,03 £ 2,50 mg d'AGE/g d'extrait). En ce qui
concerne la teneur totale en flavonoides, il a été constaté que la fraction EtOAc était plus riches
(63,22 + 6,41 mgQE/g d'extrait) que la fraction n-BuOH (21,16 + 12,05 mgQE/g d'extrait).

Tableau 7.1 : Teneur en polyphénols et flavonoides des extraits (n-BuOH et EtOAc) de C.

africana.
) Teneur en polyphénols Teneur en  flavonoides
Extrait i .
(mg d'AGE/g d'extrait) (mgQE/g d'extrait)
n-BuOH (BECA) 53,03 £ 2,50 21,16 £ 12,05
EtOAc (EAECA) 125,24 + 10,14 63,22 £ 6,41

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

L'analyse LC-MS/MS nous a permis d'identifier 12 composés phénoliques dans I’extrait n-BuOH de
C. africana. Les chromatogrammes des étalons sont présentés dans la figure 7.1, et ceux de I’extrait
n-BuOH sont présentés dans la figure 7.2. L'acide chlorogénique (980,98 mg/kg d'extrait) et l'acide
p-hydroxybenzoique (254,82 mg/kg d'extrait) sont les principaux composés phénoliques de
I’extrait. Les autres composes phénoliques (acide gallique, acide gentisique, acide cichorique, acide
caféique, 4-hydroxybenzaldéhyde, acide rosmarinique, acide protocatéchique et trois flavonoides ;
rutine, kaempférol, hespéridine), trouvés a des quantités plus faibles (0,451- 69,190 mg/kg
d'extrait), sont répertoriés dans le tableau 7.2 Tous les composés phénoliques sont rapportés pour la

premiére fois a partir de I'extrait n-BuOH de C. africana.
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Figure 7.1 : Chromatogrammes d'étalons de I'analyse LC-MS/MS.
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Figure 7.2 : Le profile LC-MS/MS de I’extrait n-BuOH de C. africana.
Tableau 7.2 : Le profile LC-MS/MS de I’extrait n-BuOH de C. africana.

Composé phénolique LOD LOQ RT (min) m/grgg%n;tlrg]i?e
L'acide chlorogénique 0,051 0,072 14,25 980,98
acide p-
hydroxybenzoique 0,243 0,519 14,64 254,824
Acide protocatéchique 0,809 1,793 15,29 69,19
Acide gentisique 0,026 0,039 13,87 65,675
Acide chicorique 0,09 0,237 15,2 46,075
Hespéridine 0,891 2,547 26,83 34,5
Acide gallique 0,058 0,091 10,1 15,415
Kaempférol 0,188 0,447 21,92 12,065
Acide caféique 0,042 0,058 15,26 9,565
4-hydroxybenzaldéhyde | 0,032 0,059 15,32 4,623
Rutine 0,022 0,034 18,04 1,043
Acide rosmarinique 0,029 0,05 17,86 0,451
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7.2. Evaluation de I’activité antioxydante des deux extraits ACOEt et n-BuOH de C. africana

7.2.1 L effet scavenger du DPPH°

120
EAECA IC5,: 265,33%12,81 pg/mlL —m-EAECA
BECA IC5,: 133,76%4,61 pg/mL -e-BECA
100 Ascorbic acid IC;, : 14,9920,57 pg/mL —&—Ascorbic acid
80
g
c
[*]
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Concentration (pg/mL)

Figure 7.3 : L activité antioxydante des deux extraits de C. africana: AcOEt (EAECA) et n-BuOH
(BECA) vis-a-vis le radical DPPH°. Chaqgue valeur représente la moyenne + SD (n=3). P<0.01. ** :
Comparaison du groupe de l'acide ascorbique vs les groupes n-BuOH et EtOAc (200 mg/kg); ¥¥:
Comparaison du groupe EtOAc vs le groupe n-BuOH.

Apres 30 mn d’incubation de la solution DPPH-extrait (& différentes concentrations), la coloration
violette vire vers une coloration jaune dans les concentrations élevées d’extrait. Ce changement de
couleur est dd a la réduction de DPPH®, ce qui montre que les échantillons ont un effet scavenger de
radical DPPH°.

Comme l'illustre la (figure 7.3), les deux extraits de C. africana ont montré efficacement une
augmentation progressive de l'activité de piégeage de DPPH° d'une maniére dépendante de la
concentration.

A 300 pg/mL, l'activité de piégeage de DPPH° de la fraction EtOAc s'est révélée maximale (77,87
+0,44% ; 1Cs: 133,76 £ 4,61 pg/ml). Cet effet était plus puissant que celui de la fraction n-BuOH
(53,13 £ 1,73% ; 1Csp : 265,33 £+ 12,81 pg/mL). L’effet maximal du standard de référence, I’acide
ascorbique a atteint son maximum a seulement 15@/ml (93,65 + 0,97% ; IC 50 : 14,99 £+ 0,57

pg/mL).
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7.2.2 Le pouvoir réducteur

Dans I’analyse du pouvoir réducteur, la présence de réducteurs dans les extraits des plantes
convertit la forme oxydée du fer (Fe*®) en fer ferreux (Fe*?). La figure 7.4 montre que les extraits de
C. africana ont le pouvoir de réduire I’ion ferrique du ferricyanide via I’augmentation de
I’absorbance proportionnellement & la concentration. La fraction n-BuOH était moins efficace que

la fraction EtOAC qui est moins efficace par rapport a des mémes concentrations d'acide ascorbique.

25
= EAECA
BECA
2.0 & Ascorbic acid
1,5
*
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,
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Figure 7.4 : Pouvoir réducteur des extraits ACOEt (EAECA) et n-BuOH (BECA) de C. africana.
Chaque valeur représente la moyenne + SD (n=3). B0.01. ** : Comparaison du groupe de l'acide
ascorbique vs les groupes n-BuOH et EtOAc (200 mg / kg) ; ¥¥ : Comparaison du groupe EtOAc vs
le groupe n-BuOH.

7.2.3 Inhibition de la peroxydation lipidique (LPO) induite par le systtme Fe®*/acide
ascorbique

L'extrait EtOAc (ICso : 136,70 + 2,03) s'est avéré étre un meilleur inhibiteur de la peroxydation
lipidique que I’extrait n-BuOH (1Csp : 332,81 £ 25,06).

La figure 7.5 a montré que les extraits de C. africana ont réduit la formation de la MDA d'une
maniére dépendante de la concentration. A 600 pg/ml, les deux fractions ont manéfesne
inhibition de I’ordre suivant : 91,59 + 4,109 % (EtOAC), et 56,99 + 7,197% (n-BuOH).
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Figure 7.5: Le pouvoir antiperoxidative des extraits AcCOEt (EAECA) et n-BuOH (BECA) de C.
africana. Chaque valeur représente la moyenne £ SD (n=3).£0.01. ** : Comparaison du groupe
de l'acide ascorbique vs les groupes n-BuOH et EtOAc (200 mg/kg) ; ¥¥ : Comparaison du groupe

EtOAc vs le groupe n-BuOH.

7.3 Evaluation de I’activité anti-inflammatoire des deux extraits AcOEt et n-BuOH de

C. africana

7.3.1 Test de I’activité de piégeage de I’oxyde nitrique (NO) in vitro

La capacité scavenger est déterminée par la diminution de I’absorbance & 546 nm. Les résultats
illustrent I’activité anti-radicalaire vis-a-vis du piegeage du radical libore NO (la figure 7.6).
L'inhibition maximale de NO a été observée avec I’extrait n-BuOH & une concentration maximale
de 400 pg/ml (84,7 + 4,126). L'ICso de I’extrait n-BuOH a été enregistrée a 140,90 + 6,02 pg/mL,
tandis que celle de I’extrait EtOAc a été enregistrée a 655,10 £ 75,28 pg/ml, et celle du BHA a
52,73 £ 5,72 pg/ml.
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Figure 7.6: L’effet scavenger des extraits ACOEt (EAECA) et n-BuOH (BECA) de C. africana

contre le radical (NO). Chaque point représente la moyenne £ SD (n=3). P<0.01. ** : Comparaison
du groupe de BHA vs les groupes n-BuOH et EtOAc (200 mg/kg) ; ¥¥ : Comparaison du groupe
EtOAc vs le groupe n-BuOH.

7.3.2 Modele d'inflammation aigué : Edeme induit par la carragénine in vivo

7.3.2.1 Détermination du volume de I’cedéme de la patte induit par la carragénine

Dans le modele expérimental d'inflammation de la carragénine, les volumes d'cedéme de la patte ont
été augmentes entre la premiére heure (5,278 £ 0,08 mm) et la troisieme heure (6,878 + 0,11 mm)
apres l'injection de la carragenine. La figure 7.7 montre que I’extrait n-BuOH de C. africana a 200
mg/kg présente une activité anti-inflammatoire significative (p< 0,01) ; il réduit significativement
(40,72 % & 48,45 %) le gonflement & la fois au début (1° et 3*™ heure), et dans la phase tardive (6
heures) de I'cedéme provoqué par la carragénine. L'inhibition la plus élevée du gonflement (48,45
%) a été enregistrée pour I’extrait n-BuOH au bout de 6 heures. Cet effet est clairement comparable

a celui du diclofénac-sodium (10 mg/kg), qui se révele inhibé a 53,75%.
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Figure 7.7: Effet anti-inflammatoire des extraits AcOEt (EAECA) et n-BuOH (BECA) de
C. africana sur I’oedéme de la patte du rat induit par la carragénine. Chaque valeur représente la
moyenne + SD (n=5). P< 0,01. ** : Comparaison du groupe carragénine vs groupes Diclofénac-
sodium (10 mg / kg), n-BuOH et EtOAc (200 mg/kg) ; ¥¥ : Comparaison du groupe Diclofénac (10
mg/kg) vs groupes n-BuOH et EtOAc (200 mg/kg) ; 88 : Comparaison du groupe EtOAC vs groupe

n-BuOH. Les valeurs entre parenthéses représentent le pourcentage d'inhibition.

7.3.2.2 Activité de la myéloperoxydase (MPO) et taux de malondialdéhyde (MDA) dans les
tissus des pattes

Les niveaux de MDA et MPO ont éte testés apres 6 heures de I’injection de la carragénine. Les
effets des phases n-BuOH et EtOAc sur les niveaux de MDA et MPO sont illustrés dans la figure
7.8. Dans le groupe carragénine, nous avons noté une augmentation trés significative des taux de
MDA (13,9 = 0,9 nmol/mg de tissu) et de MPO (5,1 £ 0,8 U/mg de tissu) par rapport au groupe
témoin. Les deux phases n-BuOH et EtOAc (200 mg/kg) ainsi que le diclofinac-sodium (10 mg/kg)
ont diminué, d’une maniere hautement significative, les taux du MDA a un pourcentage de 65,58
%, 48,05 % et 79,85 % respectivement, et l'activité de la MPO dans le tissu de la patte de rat a un
pourcentage de 58,82 %, 48,52 % et 81,76% respectivement.
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Figure 7.8 : Effet anti-inflammatoire des extraits AcOEt (EAECA) et n-BuOH (BECA) de
C. africana sur la production du MDA et I’activité de la MPO dans les tissus des pattes des rats.
Chaque valeur représente la moyenne £ SD (n=5).0@1. ** : Comparaison du groupe

carragénine vs groupes Diclofénac-sodium (10 mg / kg), n-BuOH et EtOAc (200 mg / kg) ;  ¥¥:
Comparaison du groupe Diclofénac (10 mg/kg) vs groupes n-BuOH et EtOAc (200 mg/kg) ; 8§ :
Comparaison du groupe EtOAc vs groupe n-BuOH. Les valeurs entre parenthéses représentent le

pourcentage d'inhibition.
7.4 Evaluation de I’activité neuroprotective de I’extrait n-BuOH de C. africana in vivo
7.4.1 Testes comportementaux

7.4.1.1 Effet de I’extrait n-BuOH sur la catalepsie induite par la Roténone

Le comportement cataleptique des animaux traités par la Roténone (groupe toxique) s'est révelé
augmenter de maniére significative chaque semaine (le temps de rétention moyen est 16 s) par
rapport au groupe témoin qui a enregistré un score moyen de 2 s. Le co-traitement avec I’extrait n-
BuOH a empéché l'augmentation du comportement cataleptique (66,09 %) par rapport aux animaux
traités par la ROT seule. Le temps de rétention des animaux sur la barre s'est avéré réduit

considérablement dans le lot traité par la L-Dopa (86,93 %).
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Figure 7.9 : Effet de I’extrait n-BuOH (BECA) (200 mg / kg) sur le temps de latence (test
de catalepsie) durant 21 jours. Chaque valeur est la moyenne £ SD (n =8) R 0,01 et P <
0,01 ; **: comparaison au groupe contrdle; ¥¥: comparaison au groupe traité par la

roténone ; t1:comparaison au groupe ROT + L-Dopa

7.4.1.2 Analyse genéerale des mouvements

Le traitement par la ROT seule a entrainé un debut de décroissance des mouvements en une
semaine avec une augmentation significative du score de I'échelle de Ludolph tout au long de
I'étude. Le traitement par la phase n-BuOH de la plante C. africana a nettement ralenti

l'augmentation du score de Ludolph (59,52 %) (Figure 7.10). Le score du groupe témoin était

presque nul.
6
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Figure 7.10 : Effet de I’extrait n-BuOH (BECA) (200 mg / kg) sur les mouvements du rat
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Units

(score de I'échelle de Ludolph). Chaque valeur est la moyenne £ SD (n =8) R 0,01 ; **:
comparaison au groupe contrdle ; ¥¥: comparaison au groupe traité par la roténone ; 11 :

comparaison entre groupe ROT + L-Dopa

7.4.2 Effet de I’extrait n-BuOH de C. africana sur les marqueurs neurochimiques

Le traitement des rats par la ROT a provoqué clairement une déplétion significative du taux de la
dopamine cérébrale (45,08 + 4,8 ng/mg de tissu ; P < 0,01) par rapport a celui du groupe témoin
(65,7 + 5,3 ng/mg de tissu) (figure 7.11), et a augmenté le niveau de glutamate (189,73 £+ 15 ng/mg
de tissu; P < 0,01) dans les tissus cérébraux par rapport au groupe témoin (85,61 + 12 ng/mg de
tissu) (figure 7.11). Comparé au groupe ROT, le co-traitement de la ROT avec I’extrait n-BuOH de
C. africana a entrainé une augmentation significative du niveau de la DA (63,62 % ; P < 0,01 ;
figure 7.11) et une diminution du glutamate (79,28 % ; P <0,01 ; figure 7.11). L’administration de
la L-Dopa a permis de préserver le niveau de la DA et du glutamate chez les rats traités par la ROT
(73,95 % et 86,36 % respectivement).
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Figure 7.11 : L'effet de I’extrait n-BuOH (BECA) de C. africana (200 mg / Kg) sur les niveaux des
marqueurs neurochimiques, (a, glutamate) (b, dopamine) dans les cerveaux des rats traités par la

ROT (1 mg/kg). Chaque valeur représente la moyenne £ SD (n=8). ** : Groupe ROT vs groupe
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témoin (P < 0,01) ; ¥¥ : Groupe ROT vs groupe ROT + LD (P <0,01) ; 1 : Groupe ROT vs groupe
ROT + n-BuOH (P < 0,01). Les valeurs entre parenthéses indiquent le pourcentage de protection.
Le % de protection est calculé comme suit : 100 x (valeur de ROT) - valeur d'échantillon / (valeur

de ROT) - valeur de controle.
7.4.3 Evaluation du statut oxydant cytosolique

7.4.3.1 La peroxydation lipidique et I’activité de la paraoxonase 1 cérébrale (PON1)

Dans notre étude, I'administration de ROT a provoqué une inhibition significative (P < 0,01) de
I'activité PON1 cérébrale (28,13 £ 2,5 versus le groupe témoin : 58,4+4,1 kU/g tissue) (Figure 7.12
(b)) en association avec une peroxydation lipidique accrue (MDA) (6,87 + 0,9 versus le groupe
témoin : 3,53 £ 0,7 nmol / mg de protéines) (Figure 7.12 (a)). Cette variation pourrait étre expliquée
par la génération des ERO suite a I’injection de la ROT. Le co-traitement avec I’extrait n-BuOH de
C. africana (200 mg/kg) par voie orale a diminué le taux de MDA (58,91 %) et a restauré
significativement I'activité de la PONL1 (65,67 %, P < 0,01).
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Figure 7.12 : Influence de I’administration de I’extrait n-BuOH de C. africana (BECA) (200
mg/kg) sur le taux de MDA et PONZ1dans les cerveaux des rats traités par la ROT (1 mg/kg).

Chaque valeur représente la moyenne + SD (n=8). ** : Groupe ROT vs groupes témoins (P <
0,01) ; ¥¥ : Groupe ROT vs groupe ROT + LD (P < 0,01) ; t1 : Groupe ROT vs groupe ROT +
n-BuOH (P < 0,01). Les valeurs entre parenthéses indiquent le pourcentage de protection. Le % de
protection est calculé comme suit : 100 x (valeur de ROT) - valeur d'échantillon / (valeur de ROT) -

valeur de contréle.
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7.4.3.2 Activité enzymatique du systéeme glutathion cytosolique

Le taux du GSH et I’activité enzymatique des GPx, GR et GST au niveau du cerveau ont diminué
chez le groupe traité par la ROT comparativement aux témoins. Les résultats sont présentés dans la
figure 7.13. Le co-traitement des rats avec I’extrait n-BuOH de C. africana a corrigé d’une maniére
efficace le taux du GSH (57,3 %) et a restauré I’activité des enzymes du systeme GSH (GPx : 77,71
%, GR : 74,84 % et GST : 66,39 %) (Figure 7.13). Le rétablissement des parameétres de ce systeme
antioxydant par I’extrait n-BuOH (200 mg/kg) est semblable a celui observé dans le cas du
traitement des rats par la L-Dopa (LD) (GSH : 72,59%, GPx : 85,49 %, GR : 80,94 % et GST :

18
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= Rot
@Rot+ LD
12
@ Rot + BECA
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s
=]
9
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71,76 %).

Figure 7.13 : Effet de I’extrait n-BuOH de C. africana (BECA) (200 mg/kg) sur le systeme
glutathion cytosolique dans les cerveaux des rats traités par la ROT (1 mg/kg).

Chaque valeur représente la moyenne + SD (n=8). ** . Groupe ROT vs groupes témoins (P <
0,01) ; ¥¥ : Groupe ROT vs groupe ROT + LD (P < 0,01); Tt : Groupe ROT vs groupe ROT +
n-BuOH (P < 0,01). Les valeurs indiquées entre parentheses représentent le pourcentage
d’inhibition. Le % de protection est calculé comme suit : 100 x (valeur de ROT- valeur

d'échantillon) / (valeur de ROT - valeur de contrdle).

7.4.3.3 Evaluation du statut oxydatif mitochondrial
Le statut oxydant mitochondrial a été évalué au niveau des mitochondries isolées a partir des

cerveaux des rats traités avec I’extrait n-BuOH (200 mg/kg) et la ROT (1 mg/kg). Les rats traités
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par la ROT seule ont présenté une déplétion du taux de GSH mitochondrial qui a été associée a une
diminution significative des enzymes antioxydantes (SOD, GPx et GST) et a une augmentation
significative du taux du marqueur de la peroxidation lipidiqgue (MDA). Le co-traitement des rats
avec I’extrait n-BuOH (200 mg/kg) a restauré significativement le taux de la GSH [55,99 %, Figure
7.14 (a)], a rétablit les activités des enzymes du systeme antioxydant [SOD : 67,94 %, GPx : 77,14
%, GST : 54,79 % ; Figure 7.14 (b)] et a réduit le taux de la MDA [83 % Figure 7.14 (a)]. Alors
que, le co-traitement des rats avec la L-Dopa a donné les résultats suivants : restauration du taux du
GSH (82,64 %) et de I’activité de la GPx (88,5 %), de la SOD (84,32 %) et de la GST (75,34 %), et
a conduit a une réduction de la MDA (88 %) (Figure 7.14)].
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Figure 7.14 (a, b) : L’effet de I’extrait n-BuOH de C. africana (BECA) (200 mg/kg) sur la
variation des taux de la MDA et du GSH (a), et sur les enzymes antioxydantes mitochondriales (b)

des cellules de cerveau des rats traités par la ROT (1 mg/kg).

7.4.4 Evaluation du dysfonctionnement mitochondrial

Les résultats montrent que le traitement par la ROT seule inhibe I’activité du complexe | de la
chaine respiratoire mitochondriale par rapport a celui des rats témoins. Le co-traitement avec
I’extrait n-BuOH a significativement (P < 0,01) restauré I’activité du complexe | (65,41 %) par
rapport au groupe traité par la ROT seule. Cependant, le co-traitement avec L-Dopa a augmenté

I'activité du complexe | par un pourcentage de 89,47 % (Figure 7.15).
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Figure 7.15 : L’effet de I’extrait n-BuOH de C. africana (200 mg/kg) sur I’activité du complexe |

dans les cellules de cerveau des rats traités par la ROT (1 mg/kg).

7.4.5 Evaluation des marqueurs apoptotiques

Les rats traités par la ROT ont montré une augmentation significative (P < 0,05) des taux des
marqueures Bax et caspase-3, et une diminution significative (P < 0,05) des taux du marqueure Bcl-
2 par rapport aux rats témoins. Le co-traitement avec I’extrait n-BuOH a réduit les niveaux du Bax
pro-apoptiques (83 %) et caspase-3 (73,46 %), et a augmenté de maniére significative les niveaux
de Bcl-2 (61,64 %). Cependant, le co-traitement avec la L-Dopa (LD) a restauré les niveaux des
protéines Bax pro-apoptiques, caspase-3 et Bcl-2 (88 %; 89,26 %; 84,40 % respectivement).
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Figure 7.16 : L’effet de I’extrait n-BuOH de C. africana (BECA) (200 mg/kg) sur les marqueures
Bax, caspase-3 et Bcl-2 dans les cellules de cerveau des rats traités par la ROT (1 mg/kg).

7.4.6 Evaluation des marqueurs neuroinflammatoires

Dans I'¢tude actuelle, les animaux traités par la ROT ont montré une augmentation de la
neuroinflammation qui est déclenchée et entretenue par divers mécanismes, tels que I'augmentation
des taux du TNF-a (4,75 fois), du NO (2,22 fois) et de la MPO (2,97 fois) dans les cerveaux des rats
figure 7.17 (a, b). Le co-traitement avec I’extrait n-BuOH a significativement (P < 0,01) atténue la
génération de ces médiateurs pro-inflammatoires (TNF-a : 71,48 %), (NO: 77,43 %) et (MPO :
75,12 %). Les résultats obtenus par I’extrait sont semblables aux résultats du co-traitement avec la
L-Dopa ou LD (TNF-a : 80,02 %), (NO : 83,18 %) et (MPO : 82,43 %) (Figure 7.17).
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Figure 7.17 (a, b) : L’effet de I’extrait n-BuOH de C.africana (BECA) (200 mg/kg) sur la variation
des taux des médiateurs pro-inflammatoires (TNF-a, NO (a) et MPO (b)) dans les cerveaux des rats
traités par la ROT (1 mg/kg).
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7.4.7 Analyse histopathologique

B3 (Roténone-rat)
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D 2 (L-Dopa-rat)
Figure 7.18 : Micrographe de I’étude histopathologique

A : (control-rat) : coupes histologiques du cortex cérébrale montrant une architecture histologique
normale ; couche moléculaire (ML ; population de neurones), cellule pyramidale (pyr), cellule de
neuroglie (ng), capillaire (cp), neuropil (pn) ; (H&E. 400 x).

B : B1, B2, B3 (Roténone-rat) : modifications histologiques multifocales de la ML du cortex
cérébral. La structure du cortex est désorganisée (Fig.7.18 B1, B2, B3) ; Vacuolisation neuropile
(npv), dégénérescence neuronale [(dn; B1, B2) ; fléche], cellules pyramidales endommagées
irréguliéres et rétrécissement cytoplasmique (npy), noyaux pycnotiques colorés foncés (pyd;
fig.7.18, B3), cellules pyramidales hétérochromatiques et vacuolées (pyv ; Fig.7.18, B3), infiltration
cellulaire (Cif; Fig.7.18, B3), congestion vasculaire et hémoragie (CVH; pointes de fléches;
Fig.7.18, B2), (H&E.100 x).

C : (ROT+I’extrait n-BuOH de C.africana (BECA)-rat): diminution de l'incidence des lésions
neuropathologiques ; moins de vacuolations, moins de neurones endommagés et des cellules

pyramidales presque normales (Fig.7.18, C), (H&E. 100 x).
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D: Fig 7.18, D 2 (ROT+L-Dopa-rat) : aspect histologique presque normal, architecture cérébrale

préservée et cellules pyramidales réguliéres.
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Chapitre 8 : Discussion

Screening phytochimique

Les études phytochimiques menées sur plusieurs espéces du genre Centaurea ont mis en évidence la
présence des principales classes des métabolites secondaires tels que les polyphénols et les
flavonoides. La majorité de ces métabolites sont connus par leurs activités biologiques démontrées a
travers plusieurs études [1, 2, 3].

Les résultats obtenus montrent que les extraits n-BuOH et EtOAc de C. africana renferment des
flavonoides et des composés phénoliques. Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par
Oztiirk et al. [4] qui ont montré que les taux les plus élevés des polyphénols et des flavonoides ont
été trouvés dans les extraits d'acétate d'éthyle de plusieurs especes végétales. Il a été rapporté que la
teneur en polyphénols et en flavonoides pourrait dependre de la polarité du solvant utilisé dans
I'extraction [5].

Les composes phénoliques des plantes ont de multiples effets biologiques, notamment I’activité
antioxydante. La puissante activité antioxydante des polyphénols et des flavonoides consiste dans
leur capacité d'agir en tant qu'agent réducteur et donneur d'hydrogéne [6, 7]. Dans notre étude, les
taux obtenu de composés phénoliques et de flavonoides peuvent nous permettre de suggérer que les

extraits de cette plante possédent une activité antioxydante.

Evaluation de I’activité antioxydante des extraits (EtOAc et n-BuOH)

L’étude de I’activité antioxydante de la plante C. africana a été basée sur la capacité des extraits a
éliminer les ERO et les ions métalliques. Cette capacité a été vérifiée en utilisant plusieurs tests in
vitro. La méthode DPPH" est le dosage antioxydant le plus couramment utilisé pour I’évaluation de
I’activité antioxydante des extraits de plante. A température ambiante, le radical DPPH" présente
une intense coloration violette qui disparait au contact d’une substance capable de saturer sa couche
électronique. Ainsi, toute substance capable de faire disparaitre (ou d’induire un changement de
couleur vers le jaune) du DPPH’ est considérée comme un piégeur de ce radical et par conséquent
comme antioxydante [8]. La phase AcOEt a dévoilé I’effet scavenger le plus remarquant vis-a-vis le
DPPH°. L’activité de piégeage de ces extraits peut étre due a la forte présence des groupes
hydroxyles, qui sont proportionnelle a la teneur des extraits en phénols [9]. L’activité antioxydante
attribuée aux polyphénols s’explique en partie par leur capacité a capturer des RL et a piéger des
métaux [10, 11], par conséquent, le pouvoir réducteur d’un composant peut servir comme un
indicateur significatif de son activité antioxydante potentielle [12, 13]. Dans le test du pouvoir
réducteur de fer, I’activité antioxydante des deux extraits de C. africana a été évaluée par

spectrophotométrie en suivant I’augmentation d’absorbance accompagnée d’une conversion de la
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couleur jaune du fer ferrique (Fe**) a la couleur bleue verte du fer ferreux (Fe?*). Cette élévation
d’absorbance reflete la présence des composés dotés d’une propriété antioxydante, agissant comme
donneurs d’électrons qui réduisent les ions ferriques (Fe**) en ions ferreux (Fe?*) [10]. Notre étude
montre que le pouvoir réducteur des extraits de C. africana est dépendant de leurs concentrations.
L effet chélateur de la fraction EtOAc est plus marquant comparativement a la fraction n-BuOH.

Les RL induisent la peroxydation lipidique des acides gras insaturés dans la bicouche lipidique de la
membrane. Cette peroxydation peut étre induite dans I’homogénat du foie par le Fe?*/systéme
d'ascorbate [14]. Les extraits de C. africana ont réduit le taux du MDA d'une maniere dépendante
de leurs concentrations. L'extrait EtOAc s'est révelé étre un meilleur inhibiteur de la peroxydation
lipidique que I'extrait n-BuOH. Cet effet est proportionnel a la nature qualitative et quantitative des
deux fractions. Ceci indique aussi la richesse de C. africana en termes de composés antioxydants.
D'aprés ces résultats, on peut dire qu'il existe une corrélation élevée et positive entre l'activité

antioxydante des extraits et leurs teneurs en composés phénoliques et en flavonoides totaux.

Les deux extraits de C. africana different dans la réponse des tests anti-oxydants. L'effet bénéfique
de I'extrait EtOAC peut étre attribué a la présence de quantités élevées de polyphénols. Des études
phytochimiques antérieures sur C. africana [15, 16] ont révélé la richesse de I'extrait EtOAC en
antioxydants ; polyphénols tels que I'acide 5-hydroxyférulique, le 3,4-dihydroxybenzoate d'éthyle et
dérivés polyhydroxy et polyméthoxy des flavonols et des flavones (hispiduline, nepetine,
centaureidin, chrysoeriol, jaceidin, centaurein) [17, 18, 19, 20, 21, 22]. Nos résultats concordent
avec plusieurs études selon lesquelles les especes Centaurea pourraient étre considérees comme
sources potentiels d’agents antioxydants. Les extraits dichlorométhane et de méthanol des parties
aériennes de C. pamphylica ont présenté une activité antioxydante considérable [23]. L'extrait
hydro-alcoolique de C. behen posséde une forte activité de piégeage des radicaux libres [24].
L'extrait méthanolique de C.polyclada posséde une forte activité d'‘élimination des radicaux DPPH’
[25]. C. saligna, C. virgata et C. kurdica ont été mentionnés comme agents antioxydants potentiels
[26]. 1l est intéressant de noter que les especes de Centaurea en Algérie ont été signalées comme
des agents antioxydant potentiel. Des études précédentes ont rapporté que les extraits butanoliques
de fleurs de C. maroccana et C. acaulis sont efficaces contre la néphrotoxicité du tétrachlorure de
carbone grace a l'amélioration du systtme de défense antioxydant [27]. De plus, l'extrait
butanolique de C. choulettiana a présenté une néphroprotection significative contre le stress
oxydatif induit par le cisplatin chez les souris, et a présenté aussi une inhibition de la peroxydation
lipidique in vitro [28, 29]. Les extraits d'acétate d'éthyle et de butanol de C. sphaerocephala

présentaient une inhibition significative des radicaux DPPH" [30]. L'extrait acétate d'éthyle de C.
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resupinata possede un potentiel antioxydant intéressant par rapport a I'extrait n-butanol de la méme
plante [31].
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Evaluation de I’activité anti-inflammatoire

L'inflammation est un élément essentiel de la réponse du systeme immunitaire. La fiévre, la
rougeur, le gonflement et la douleur sont des symptémes classiques qui caractérisent I’inflammation
aigué [1]. Les composes phénoliques pourraient moduler les activités de certains enzymes et
d’autres protéines fonctionnelles impliquées dans les processus inflammatoires [2]. L activité anti-
inflammatoire se traduit a travers plusieurs mécanismes agissant sur de nombreuses étapes des
processus physiopathologiques [3, 4]. La production de l'oxyde nitriqgue (NO) est liee a la
pathogenese de plusieurs maladies telles que I'inflammation et la carcinogenese [5]. La toxicité du

NO est fortement accrue par sa réaction avec le superoxyde (O,") en formant du peroxynitrite
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(ONOO -) [6]. Nos résultats ont clairement montré que la fraction n-BuOH était plus efficace en
termes d'activité de piégeage de ce radical. Cela peut étre di aux molécules contenues dans I'extrait
qui entrent en compétition avec l'oxygene pour réagir avec l'oxyde nitrique, inhibant ainsi la
formation de peroxynitrite [7]. Les inhibiteurs de NO ont des effets bénéfiques sur certains aspects

de I'inflammation et des Iésions tissulaires observées dans les maladies inflammatoires [8].

L’cedeme de la patte induit par la carragénine chez les rats est un modele standard et pratique de
I'inflammation aigué qui est largement utilisé pour I’évaluation des propriétés anti-inflammatoires
de différents agents [9]. La différence de I’épaisseur de la patte des rats avant et apres I’injection de
la carragénine a été exploitée dans la présente étude pour évaluer I’effet anti cedémateux de I’extrait
n-BuOH. Le développement de I'cedéme induit par la carragénine est bi-phasique [10, 11]. La
premiere phase se produit entre 0 et 3 h aprées I'injection de I'agent phlogistique, et est attribuée a la
libération d'histamine, de sérotonine et de bradykinine sur la perméabilité vasculaire. A ce stade, le
volume de I'cedéme atteint son maximum puis commence a se diminuer. La deuxiéme phase (3 a 6
h) est liée a la libération de prostaglandines et des ERO [10, 11]. L'extrait n-BuOH a inhibé
significativement I’cedéme. L'inhibition la plus élevée a été enregistrée au bout de 6 heures. Cet
effet est comparable a celui obtenu par le diclofénac de sodium, qui a aussi inhibé la phase liée a la
libération de prostaglandines (2°™ phase). Ces résultats sont alignées aux études précédentes
rapportant que I’effet anti-inflammatoire des polyphénols peut étre expliqué par l'inhibition des
cycloxygénases (COX) et donc de la synthése des prostaglandines [12, 2]. L'effet de cet extrait peut
donc étre di a son efficacité a inhiber les médiateurs responsables de I'inflammation.

Les réponses inflammatoires sont caractérisées par une accumulation de neutrophiles, de monocytes
et de macrophages. La MPO est une enzyme présente dans les neutrophiles. Le MDA est un produit
de la peroxydation lipidique qui est employé comme indice de lésions induites par les ERO [13, 14,
15]. Il a été rapporté que les composes polyphénoliques sont capables d'inhiber les oxydants
résultants des inflammations liées a un exces de RL et d’inhiber le recrutement des neutrophiles [13,
16]. Nos résultats ont montré une augmentation significative des niveaux du MDA et de la MPO
dans le groupe carragénine par rapport au groupe témoin. Le prétraitement des rats par I’extrait
n-BuOH confirme que cet extrait a un effet anti-inflammatoire significatif en conservant les taux de
la MPO et du MDA. L’inhibition de l'activité de la MPO témoigne sa capacité a réduire la libération
de médiateurs de la phase aigué de I’inflammation [14], et I'inhibition du MDA confirme qu’il est
capable d’inhiber les oxydants issus de I’inflammation [16]. L’effet anti-inflammatoire de la
fraction n-BuOH pourrait s'expliquer par sa richesse en flavonoides et en polyphénols. Ceci peut
étre confirmé par son profil chimique qui a été obtenu par spectrométrie de masse (LC-MS/MS), et

pour lequel la majorité des constituants polyphénoliques ont été précédemment rapportés comme
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anti-inflammatoires, tels que I'acide caféique [17], I’acide chlorogénique [18], le kaempférol [19],
I’acide cichoric [20], I’acide Hydroxybenzoic [21], I’hespéridine [22], I’acide protocatéchique [23],
le 4-hydroxybenzaldéhyde [24], I’acide rosmarinique [25]. Les résultats des études précédentes ont
révélé que l'application topique d'un extrait méthanolique de C. africana favorisait la cicatrisation
des plaies, et augmentait la résistance des tissus a la rupture et la teneur en hydroxyproline. De plus,
l'utilisation de cette plante dans le modele d'inflammation aigué (cedéme auriculaire induit par
I'huile de croton) a montré une bonne activité anti-inflammatoire [26]. De maniere générale, les
membres du genre Centaurea ont fait I’objet de recherches de plusieurs études anti-inflammatoires.
A titre d’exemple, I’étude menée par Koca et ses collaborateurs a montré que I'extrait méthanolique
de C. iberica a une dose de 200 mg/kg a prouve son effet anti-inflammatoire [27]. Talhouk et ses
collaborateurs ont également signalé que I'extrait aqueux de C. ainetensis a inversé I'cedéme de la
patte chez le rat [28]. L'extrait de chloroforme de C. athoa présentait une activité anti-inflammatoire
sur le test d'cedeme de la patte induit par la carragenine chez le rat [29]. L'extrait éthanolique de la
fleur de C. tchihatcheffii a une dose de 200 mg/kg a supprimé I'cedéme et la prostaglandine-E2
(PGE2) dans le tissu de la patte [30]. Les deux lactones sesquiterpéniques de type guaianolide
présentés dans l'extrait chloroforme des parties aériennes de C. solstitialis ont démontré des
propriétés anti-inflammatoires [31].
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Evaluation des tests du comportement

La maladie de Parkinson (MP) est une maladie neurodégénérative motrice liee a I’age [1]. Une
anomalie neurochimique constante de la MP est la dégénérescence des neurones dopaminergiques
dans la SNpc, conduisant a une réduction des niveaux de la DA striatale [2]. L'hypothese actuelle
suggere que le stress oxydatif et la neuroinflammation jouent un réle crucial dans le développement
de la MP [3]. La roténone est un pesticide qui peut étre utilisé pour générer un modéle animal
expérimental de MP [4, 5]. Le but de notre étude était d'évaluer la capacité neuroprotectrice
potentielle de I’extrait n-BuOH dans un modele de rat. Nous avons déclenché un phénotype de MP
chez le rat par un traitement prolongé par la roténone & faible dose. Tout d'abord, nous avons
examiné si lI'administration de I’extrait n-BuOH a des rats traités par la roténone avait fourni des
effets bénéfiques sur le comportement, puis nous avons évalué l'influence du traitement sur les
marqueurs neurochimiques, antioxydants, inflammatoires et apoptotiques.

La majorité des études portant sur la ROT ont mis I’accent sur la capacité de cette toxine a induire
des effets neuropathologiques chez les rongeurs rappelant ceux observes dans la maladie de
Parkinson et a provoquer des symptdmes tels que le dysfonctionnement moteur chez les rongeurs
[6, 7, 8, 9]. Les résultats de notre étude comportementale du groupe traité par la ROT sont en accord
avec ceux d'autres études, qui ont démontré que la ROT a considérablement altéré le comportement,
se manifestant par une augmentation progressive de la catalepsie, et une diminution de l'activité
locomotrice. Le test de catalepsie a été principalement utilisé pour qualifier les symptémes
parkinsoniens spécifiques chez le rat, qui sont la rigidité et la bradykinésie [7, 8]. Des études ont
montré que divers dysfonctionnements moteurs commencent & s'installer dans la 1°® semaine du
traitement par la ROT [9]. L’augmentation de latence de descente (test de catalepsie) dans le groupe
ROT a été inversee apres lI'administration de la L-Dopa [10]. En plus, les scores comportementaux
des rats traités par la ROT, obtenus a l'aide d'une échelle d'analyse des mouvements de Ludolph,
indiquaient une augmentation en fonction du temps par rapport aux rats témoins. Dans notre étude,
tous les animaux traités par la ROT ont montré une augmentation de I'immobilisation. Cette
diminution de l'activité locomotrice a été améliorée par le traitement par la L-Dopa [11]. Cela est
peut-étre dil @ une augmentation de la synthese de la DA qui a été induite par son précurseur, la L-
Dopa [11, 12].

La L-Dopa est le traitement médicamenteux le plus utilisé pour la MP, mais qui posséde en méme
temps plusieurs effets secondaires lorsqu'il est utilisé a long terme [12]. Par conséquent, il existe un
besoin de nouveaux agents, pharmacologiquement actifs, qui présentent une meilleure tolérance par
les PcP. Actuellement, divers produits naturels et phytochimiques sont largement explorés pour la
gestion de plusieurs maladies neurodégénératives, y compris la MP [11, 13, 14, 15]. L'extrait

n-BuOH de C. africana a montré une augmentation de la locomotion par rapport au groupe ROT :
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cela peut étre dl aux propriétés protectrices de cet extrait contre les dommages induits par la ROT
dans les cellules de la substance noire.

En plus des déficits de comportement, des études antérieures ont signalé que les rats du groupe
traité a la roténone consommaient moins de nourriture et d'eau que les rats du groupe témoin [16].
Dans la présente étude, une diminution significative du poids corporel a été observée chez le rat
aprés l'administration de ROT. Des études suggerent que cette réduction pourrait étre liée aux
troubles gastriques [17].

L'exposition a la roténone est associée a la mortalité chez certains animaux. La mortalité est
rencontrée pendant le traitement par la ROT a cause de sa haute toxicité pour divers organes,
notamment le cceur, le foie, les reins et le tractus gastro-intestinal [18, 19]. Des études suggérent
que la mortalité des rats directement aprés l'injection de la ROT est attribuée principalement a la

toxicite aigué plutét que I'effet cumulatif neurotoxique [19].

Evaluation des tests neurochimiques

Il est bien documenté que chez les patients atteints de MP, les niveaux de dopamine de la SN et du
ST sont diminués. D'un autre c6té, I'administration de ROT a épuisé le niveau de la DA cérébrale
[20, 21]. D'aprés nos résultats, il est clair que la ROT a induit une réduction marquée de la DA par
rapport a celle du groupe témoin. 1l a été supposé que la diminution des niveaux de la DA du SN et
du ST pourrait étre lI'un des multiples mécanismes contribuant a la pathogenese de la MP, en
déclenchant la mort cellulaire dans la SN [20]. Bien que, les mécanismes par lesquels la
dégénérescence des neurones dans la MP sont mal connus, il y a des suggestions d'implication des
mécanismes glutamatergiques dans la pathogenése de cette maladie [22]. Il est prouvé que la
diminution d’innervation dopaminergique du ST dans la MP est associée a une suractivité du
glutamate qui provoque I’excitotoxicité et la production de RL [23]. La stratégie thérapeutique la
plus courante pour la MP est de restaurer les niveaux de DA par I'administration de la L-Dopa qui
est capable de franchir la BHE [12]. Comparé au groupe ROT, le co-traitement de ROT avec
I’extrait n-BuOH de C. africana a entrainé une augmentation significative du niveau de la DA et
une diminution du glutamate. Les résultats obtenus corroborent les résultats antérieurs [24].

Evaluation de I’activité antioxydante in vivo

Des données de recherche antérieures supposent que les dommages oxydatifs peuvent jouer un réle
principal dans la neurodégénération induite par la ROT et révelent que les dommages oxydatifs sont
produits avant le développement des Iésions dopaminergiques nigrostriatales [25]. Le cerveau est
plus vulnérable au stress oxydatif que les autres tissus, en raison de sa forte activité métabolique, de
la demande élevée en oxygene, de I'auto-oxydation de la DA, de ses composants lipidiques élevés et
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de ses grands niveaux de fer [26]. La paraoxonase 1 (PON1) est une enzyme de haute densité, qui
est associée aux lipoprotéines et qui fonctionne comme un antioxydant et également comme un
détoxifiant des xénobiotiques. Une activité altérée de la PON1 a été observée dans les maladies
neurodégenératives [27]. Dans notre étude, et en concordance avec des études précédentes,
I'administration de ROT a provoqué une inhibition de l'activité cérébrale de la PON1 qui a été
associée a une augmentation de la peroxydation lipidique [28]. Le traitement par I’extrait n-BuOH a
été associé a une restauration de l'activité de la PON1 et a la suppression des niveaux excessifs de
LPO ; effets susceptible d'étre une conséquence de I’action neuroprotective de I’extrait chez le rat
parkinsonien. Des études publiées précédemment ont révélé que la réduction des niveaux de
glutathion (GSH) (environ 40 % dans la MP humaine) est le plus ancien événement biochimique
rapporté, se produisant dans la SNpc des PcP [29]. Une autre étude indique que la ROT affecte la
concentration de GSH pendant 9 jours de traitement et cause un stress oxydatif dans le cerveau de
rat [30]. Parmi les différents mécanismes impliqués dans la diminution du GSH et des enzymes
métabolisant le glutathion, nous pouvons considérer la liaison de produits d'oxydation de la DA a
des groupes non protéiques sulfhydryles entrainant une perte rapide du glutathion intracellulaire
[31]. Une autre explication possible de la perte de GSH striatale est que les concentrations
extracellulaires élevées de glutamate bloquent I'absorption de cystéine (un acide aminé essentiel a la
synthése soutenue du glutathion dans les astrocytes) [32]. Conformément a ces rapports, nos
résultats montrent également que I'administration de la ROT a provoqué une déplétion en GSH, qui
a été accompagneée d'une diminution de l'activité des enzymes métabolisant le glutathion (GPx, GR
et GST) dans les compartiments cytosoliques du cerveau. Le co-traitement avec I’extrait n-BuOH
semble étre en mesure d'équilibrer I'activité antioxydante endogéne en améliorant les niveaux de
GSH et en restituant I’activité des GPx, GR et GST. Ces résultats concordent avec les études
précedentes [33].

Lors de I’évaluation du stress oxydatif mitochondrial qui a été effectuée sur des mitochondries du
cerveau des rats traités par la ROT, une altération des mitochondries a été enregistrée a travers un
taux éleve du MDA et une diminution marquée des enzymes antioxydantes. A I’échelle
mitochondriale, le superoxyde dismutase de manganése (Mn-SOD) est le principal enzyme
responsable de la conversion d’O;” en H,0,. Le Mn-SOD est un composant principal du systeme de
défense cellulaire contre la toxicité oxydative, car I’O,” peut réagir avec le H,O, pour générer le
radical OH, qui est plus toxique que I’O," et que H,0, [34]. Les résultats d’une étude précédente
ont confirmé que les ERO mitochondriales jouent un réle clé dans I'apoptose induite par la ROT.
Dans une étude préalable, la surexpression de Mn-SOD dans un modeéle des cellules in vitro a
inhibé l'augmentation des ERO, la libération du Cyt C, I’activation de caspase-3 et la rupture de

I'ADN induites par la ROT [35]. Nos résultats ont révelé que I’extrait n-BuOH administré oralement
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(200 mg/kg) aux rats co-traités avec la ROT protége les mitochondries en préservant le taux du
GSH et I’activité des Mn-SOD et GPx mitochondriales. Dans ce sens, des études ont également
démontré que des extraits végétaux, tel que I'extrait aqueux de graines de tomate, ont atténué de
maniére significative la dysfonction oxydative mitochondriale induite par la ROT [36, 37].

Plusieurs études suggerent que les flavonoides peuvent stimuler la transcription des antioxydants
[38]. L'effet neuroprotecteur de I’extrait n-BuOH pourrait étre di a sa richesse en polyphénols
identifiés par I’analyse LC/MS/MS. Les antioxydants les plus abondants et les plus puissants
sont I’acide chlorogénique [39], I’acide p-hydroxybenzoic [40], les deux dérivés d'apigénine
purifiés [41], I'acide caféique [42], I'acide gentisique [43], le kaempferol [44], I'acide cichorique
[45], la rutine [46], I’hespéridine [47], I’acide protocatéchique [48, 49], le 4-hydroxybenzaldéhyde
[50] et I’acide rosmarinique [51]. Les interactions synergiques possibles de ces composés

phénoliques ont montré des propriétés antioxydantes qui peuvent étre bénéfiques pour la MP [13].
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Evaluation du dysfonctionnement mitochondrial et des marqueurs apoptotiques

Apreés avoir pénétré dans les neurones, la ROT agit comme un inhibiteur spécifique du complexe
mitochondrial 1, et active les caspases mitochondriales qui induisent I'apoptose (activation de la
voie intrinseque apoptotique). Plus précisément, l'activité du C | altérée améliore la formation des
ERO dans la matrice mitochondriale, ce qui augmente la perméabilité de la membrane externe via
l'ouverture des pores de transition, et provoque la libération des facteurs apoptogénes
mitochondriaux tels que le Cyt C dans le cytosol pour activer la caspase-3. Cette perméabilisation
qui représente le point de non-retour dans la voie apoptotique mitochondriale, est fortement régulée
par les anti-apoptotiques (par exemple, Bcl-2) et pro-apoptotiques (par exemple, Bax) de la famille
Bcl-2 [1]. Des études précédentes ont rapporté que la ROT a causé la mort cellulaire par la
modulation des membres de la famille Bcl-2 [2]. Conformément aux rapports ci-dessus, nous avons
constaté que le traitement par la ROT a augmenté l'expression de Bax et de la caspase-3. Le
traitement par I’extrait n-BuOH a démontré que l'activité anti-apoptotique pourrait avoir un réle
dans la préservation des cellules dopaminergiques et la prévention du processus neurodégenératif
détecté dans cette étude, ot une augmentation du C 1 et une diminution du rapport Bax/Bcl2 et de la
caspase-3 ont été rapportées [2]. L’examen histopathologique des coupes de cerveaux a révélé que
I'injection de roténone était associée a des changements neuropathologiques remarquables [3].

Des études antérieures ont montré que les mitochondries sont des cibles principales plausibles des
flavonoides qui préviennent efficacement les déficits mitochondriaux, I’apoptose et le stress
oxydatif. Prenant ces données ensemble, on peut récapituler que I’extrait n-BuOH comprenne des
composes polyphénoliques qui ont de nombreuses propriéteés bénéfiques. L'acide chlorogénique a
été signalé comme un réducteur des troubles moteurs et possede un effet protecteur sur les neurones
dopaminergiques nigraux dans le modéle 6-hydroxydopamine de la MP [4, 5]. L'acide caféique
empéche la neurodégénérescence induite par la ROT dans le cerveau et le plexus myentérique [6].
L’acide protocatéchique améliore les effets neuroprotecteurs grace a une combinaison d'activités

antioxydantes et anti-inflammatoires [7]. L'acide gentisique a produit une activité neuroprotectrice
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dose-dépendante dans différents modeles animaux de la MP [8]. L'acide chicorique a régulé la voie
de signalisation du stress oxydatif par I'expression régulée des enzymes de défense antioxydantes
[9]. L'effet neuroprotecteur de la rutine a été démontré dans différentes études et peut ralentir la
progression de la MP [10]. Le potentiel neuroprotecteur de I'hespéridine a été engendré par
I'amélioration des facteurs de croissance neuronaux et des fonctions de défense antioxydantes
endogenes, en diminuant les voies neuro-inflammatoires et apoptotiques [11, 12]. Le kaempférol a
montré des propriétés anti-parkinsoniennes a travers I’amélioration de la coordination motrice,
l'augmentation de la DA striatale et la prévention de la perte de tyrosine hydroxylase [13].
L'apigenine a supprimé l'apoptose induite par la neuroinflammation et le stress oxydatif dans le
modele de rat parkinsonien induit par la ROT [14]. Plusieurs études suggerent que les interactions
synergiques des produits naturels peuvent étre efficaces pour traiter des maladies telles que la MP
[15].

Evaluation de la neuroinflammation induite par la ROT in vivo

Différents mécanismes ont été proposés pour expliquer la neurotoxicité induite par la ROT, mais le
mécanisme exact reste une source de débat. Un de ces mécanismes est la neuroinflammation, qui est
caractérisée par des cellules microgliales activées [16, 17]. Des études antérieures ont rapporté que
la ROT a la capacité d'activer la microglie in vivo. L’augmentation des niveaux de l'activité de la
MPO est une caractéristique distinctive des cellules gliales exposées a la ROT. Ce qui a été
confirmé dans les résultats de notre travail. Aussi, un grand nombre de cytokines pro-
inflammatoires est libérés par la cellule microglial activée, telles que le TNF-a qui joue undale
important dans la médiation de la dégénérescence progressive des neurones dopaminergiques [18].
Les cytokines peuvent se lier a leurs récepteurs respectifs, et activer des voies de transduction,
conduisant a l'activation de NF-kp et finalement a I'apoptose [19]. Il a été rapporté que le NF-xf est
présent avant la caspase-3, ce qui suggere que les superoxydes et les cytokines produites par
I'activation de la microglie par la ROT jouent un réle dans l'activation de NF-xp avant que
I'inhibition du C | déclenche I'activation de caspase- 3 (apoptose). Cependant, un exces des ERO
dans le cytoplasme en raison de l'inhibition du C | pourrait avoir comme résultat le croisement des
ERO dans le cytoplasme via des canaux anioniques dépendants de la tension, ce qui pourrait
également aider a activer le NF-xp [19]. Dans la présente étude, la ROT a amélioré la sécrétion de
TNF-o dans le cerveau du rat en comparaison avec le c@bér ce qui est cohérent avec I'étude
précédente [20]. Le NO a des fonctions régulatrices dans les cellules, mais il semble étre une
neurotoxine dans des conditions de production excessive [21]. Le NO, généré par la forme
inductible de I'oxyde nitrique synthase (iNOS) dans les cellules gliales ou la forme neuronale

(nNOS), peut jouer un réle clé dans la cascade d'événements conduisant a la dégénérescence des
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neurones [22]. La ROT provoque une augmentation de l'activité enzymatique de la NOS dans le ST
et la SNpc, ce qui aggrave I'état de stress oxydatif [23]. Dans notre étude, des rats ayant recu de la
ROT ont augmenté les niveaux de NO, ce qui est corroboré par des études antérieures [22, 24]. Le
TNF-a peutégalement induire les astrocytes pour libérer le glutamate et d'autres substances

neurotoxiques, et peut favoriser la sécrétion de NO en augmentant I'expression de la forme
inductible de I’oxyde nitrique synthase (iNOS) dans les cellules gliales, qui peuvent jouer un role
clé dans la cascade d’événements conduisant a la dégénérescence des neurones [22, 24]. Pour cette
raison, la modulation des médiateurs inflammatoires avec des substances naturelles pourrait étre
une autre voie intéressante vers un effet neuroprotecteur. Dans la présente étude, le co-traitement de
la ROT avec I’extrait n-BuOH a significativement atténué la génération de ces médiateurs pro-
inflammatoires (TNF-a, NO, MPO). Ceci pourrait expliquer |’ attiatiti -inflammatoire de
I’extrait n-BuOH, en accord avec les résultats d’une étude antérieure sur I’effet anti-inflammatoire
de C. africana [25]. Dans la présente étude, le profil chimique obtenu par spectrométrie de masse
(LC-MS/MS) confirme la présence de plusieurs constituants polyphénoliques dotés d’une activité

anti-inflammatoires.
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Conclusion et perspectives :

La partie expérimentale nous a permis de répondre aux différentes hypothéses soulevées dans
I’introduction et de formuler une conclusion stipulant que I’extrait n-BuOH de la plante C. africana
a (200 mg/kg) agit via plusieurs mécanismes dans la modulation de la neurotoxicité et de I’apoptose
induits par la roténone comme modele de MP. Les résultats obtenus dans cette partie démontrent
que les extraits n-BuOH et EtOAc de C. africana renferment des flavonoides et des composés
phénoliques.

L’evaluation de I’activité antioxydante in vitro (pouvoir antiradicalaire et réducteur, et inhibition de
LPO) des extraits étudiés a permis de mettre en évidence une corrélation entre les polyphénols
présents dans les extraits et leur activité antioxydante. L’évaluation de I’activité anti-inflammatoire
élucidé via I’effet scavenger du NO et le test de I’cedéme induit par la carragénine a permis de
conclure que I’effet anti-inflammatoire est plus prononcé par I’extrait n-BuOH que par I’extrait
EtOAc. Le prétraitement des rats par I’extrait n-BuOH confirme que cet extrait a un effet anti-
inflammatoire significatif en conservant les taux de la MPO et du MDA.

Afin d’évaluer la capacité neuroprotectrice de I’extrait n-BuOH vis-a-vis la maladie de Parkinson
provoqué chez le rat, nous avons déclenché un phénotype de MP chez le rat par un traitement
prolongé par la roténone a faible dose.

L’ exposition des rats a la roténone a entrainé une altération du statut oxydant/antioxydant, un
dysfonctionnement mitochondriale, une neuroinflammation et une altération des marqueurs
neurochimiques. La co-administration de I’extrait n-BuOH a permis d’améliorer ces parameétres et
donc de protéger les cellules nerveuses des effets induits par la roténone.

D'apres nos résultats, il est clair que la ROT a induit une réduction marquée de la dopamine et une
suractivité du glutamate qui a provogqué une excitotoxicité, le co-traitement de ROT avec I’extrait
n-BuOH de C. africana a entrainé une restauration significative du niveau de la dopamine et une
diminution du glutamate comparativement a la L-Dopa.

Les dommages oxydatifs, qui sont produits avant le développement des lésions dopaminergiques
nigrostriatales, peuvent aussi jouer un role principal dans la neurodégénération induite par la ROT.
Le traitement par I’extrait n-BuOH a été associé a une restauration de I'activité de la PON1 et a la
suppression des taux excessifs de LPO; effets susceptible d'étre une conséquence de I’action
neuroprotective de I’extrait chez le rat parkinsonien. Nos résultats montrent également que le co-
traitement avec I’extrait n-BuOH semble étre en mesure d'équilibrer l'activité antioxydante
endogene en améliorant les niveaux de GSH et en restituant I’activité des GPx, GR et GST. Lors de

I’évaluation du stress oxydatif mitochondrial qui a été effectuée sur des mitochondries du cerveau



des rats traités par la ROT. Nos résultats ont révélé que I’extrait n-BuOH administré oralement (200
mg/kg) aux rats co-traités avec la ROT protege les mitochondries en préservant le taux du GSH et
I’activité des Mn-SOD et GPx mitochondriales

La modulation des médiateurs inflammatoires avec des substances naturelles pourrait étre une autre
voie intéressante vers un effet neuroprotecteur. Dans la présente étude, le co-traitement de la ROT
avec I’extrait n-BuOH a significativement atténué la genération de ces médiateurs pro-
inflammatoires (TNF-o, NO, MPO) comparablement a la L-dopa.

Le traitement par I’extrait n-BuOH de C. africana a démontré que l'activité anti-apoptotique a
prouvé un réle dans la préservation des cellules dopaminergiques et la prévention du processus
neurodégénératif, ou une augmentation du C1 et une diminution du rapport Bax/Bcl2 et de la
caspase-3 ont été rapportées. Le traitement par I’extrait n-BuOH a amélioré les altérations
histopathologiques induites par la roténone.

Prenant ces données ensemble, on peut récapituler que I’extrait n-BuOH comprenne des composés
polyphénoliques qui dotés de nombreuses propriétés bénéfiques. L'acide chlorogénique qui a été
signalé comme un réducteur des troubles moteurs et posséde un effet protecteur sur les neurones
dopaminergiques est mentionné pour la premier fois au niveau de I’extrait n-BuOH de C. africana.
Le profil chimique obtenu par la spectrométrie de masse (LC-MS/MS) confirme la présence de
plusieurs constituants polyphénoliques doués d’une activité anti-inflammatoires et antioxidantes
dont les plus abondants et les plus puissants sont I’acide chlorogénique, I’acide p-hydroxybenzoic et
les deux dérivés dapigénine purifiés, les interactions synergiques possibles de ces composés
phénoliques pourraient avoir plusieurs propriétés qui peuvent étre bénéfiques pour la MP.

Des travaux plus approfondis sont necessaires pour mieux comprendre les mécanismes impliqués
dans I’effet neuroprotecteur de la plante. De plus, I’étude de la biodisponibilité des extraits et en
particulier la capacité des substances detectées dans nos experiences a franchir la BHE pourra nous
aider a identifier des composés thérapeutiques pouvant réduire le stress oxydatif et les processus
neuroinflammatoire et apoptotique responsable de la mort neuronale observée dans la MP.
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