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RESUME

La présente étude a été désignée pour I’évaluation des vertus thérapeutiques et les effets
toxiques des différentes parties aériennes (feuilles et fleurs) et racinaires des extraits aqueux
(BFg, BFRqg et BRq, respectivement), hydrométhanoliqgues (BFm, BFRm et BRm,
respectivement) et ceux d’éthyle acétate (BFt, BFRt et BRt, respectivement) de la plante
endémique de I'Algérie et du Maroc : Arctium minus. ssp. Atlanticum, appelée communément
"la petite bardane” et connue en Algérie sous le nom d’Arkatioune. Les dosages ont montré que
les différents organes étudiés sont riches en polyphénols, flavonoides et en tannins condensés,
notamment leurs extraits hydro-alcooliques. D’autre part, I’analyse par HPLC-DAD a montré
la predominance des flavan-3-ols, notamment la catéchine et son isomére I’épicatéchine. In
vitro : le potentiel du piégeage a été évalué par DPPH et GOR ; tous les extraits hydro-
alcooliques, aqueux et le BRt ont montré une activité antiradicalaire considérable. L’activité
inhibitrice de la peroxydation lipidique n’a été obtenue que par des concentrations élevées (Clsg
> 76,30£1,66 pg/mL). Le pouvoir réducteur du cuivre CUPRAC du BFRm était le plus puissant
(Cl50=31,13+2,29 [ug/mL]). Tous les extraits ont prévenu considérablement la dénaturation du
BSA avec 47,45-67,44 %. L’activité anti-Alzheimer a été estimée par inhibition de
I'acétylcholinestérase (AChE) et de la butyrylcholinestérase (BuChE) : la plupart des extrait ont
montré une faible activité inhibitrice de I'acétylcholinestérase (AChE) et une activité inhibitrice
modérée a elevée de la butyrylcholinestérase (BChE), tandis que le BFt avait l'activité
inhibitrice la plus élevée sur la BChE (72,87+6,48%) par rapport aux autres extraits. L’activité
antidiabétique a été évaluée par inhibition de I’alpha-amylase : le BRt était le plus puissant et méme
plus puissant que I’acarbose utilisé comme standard (Clso= 370,96+43,23 et 3650,93+10,70 pg/mL,
respectivement). In vivo : I’évaluation de la toxicité aigué est réalisée sur des souris en suivant
les signes de toxicité pendant 14 jours (Essai limite) : I’administration orale de 5g/ Kg des
différents extraits a montré trés faible toxicité (DLso > 5g/Kg). Ces données permettent de
classer la plante dans la catégorie des plantes non toxiques dont I’administration orale est sure.
L’ensemble des résultats a mis en évidence des nouveaux effets pharmacologiques qui n’ont
pas été évoqués par la littérature de la médecine traditionnelle. En conclusion, la plante étudiée
montre des effets pharmacologiques intéressants qui justifient leur utilisation dans la médecine

traditionnelle et que des études complémentaires restent nécessaires.

Mots clés: Anti-Alzheimer, Anti-diabétique, anti-inflammatoire, antioxydant, Arctium

Bardane, thérapeutique, toxicité.
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ABSTRACT

The present study was designated for the evaluation of the therapeutic and toxic effects of
the aqueous extracts of different aerial parts (leaves and flowers) and roots (BFq, BFRq, and
BRq, respectively), hydromethanolic extracts (BFm, BFRm, and BRm, respectively) and those
of ethyl acetate (BFt, BFRt, and BRt, respectively) of the plant endemic to Algeria and
Morocco: Arctium minus. ssp. Atlanticum, commonly called "little burdock™ and known in
Algeria as Arkatioune. The assays showed that the different studied organs are rich in
polyphenols, flavonoids, and condensed tannins, in particular their hydro-alcoholic extracts. On
the other hand, analysis by HPLC-DAD showed the predominance of flavan-3-ols, in particular
catechin and its isomer epicatechin. In vitro: scavenging potential was assessed by DPPH and
GOR; all hydro-alcoholic, aqueous, and BRt extracts showed considerable antiradical activity.
Lipid peroxidation inhibitory activity was obtained only at high concentrations (IC50 >
76.30+1.66 [ug/mL]). The copper reducing power CUPRAC of BFRm was the most potent
(IC50=31.13%+2.29 [ug/mL]). All extracts prevented BSA denaturation significantly with 47.45-
67.44%. Anti-Alzheimer activity was estimated by acetylcholinesterase (AChE) and
butyrylcholinesterase (BUChE) inhibition: Most of the extracts showed weak
acetylcholinesterase (AChE), and moderate to high butyrylcholinesterase (BChE) inhibitory
activity, while BFt had the highest inhibitory activity on BChE (72.87+6.48 %) compared to
the other extracts. Antidiabetic activity was assessed by alpha-amylase inhibition: BRt was the
most potent and even more potent than acarbose used as standard (IC50= 370.96+43.23 and
3650.93 +£10.70 pug/mL, respectively). In-vivo: the evaluation of acute toxicity is carried out on
mice by following the signs of toxicity for 14 days (limit test): oral administration of 5g/Kg of
the various extracts showed very low toxicity (LD50 > 5g/Kg). These data make it possible to
classify the plant in the category of non-toxic plants whose oral administration is safe. Obtained
results highlighted new pharmacological effects that have not been mentioned in the literature
on traditional medicine. In conclusion, the studied plant shows interesting pharmacological
effects which justify their use in traditional medicine and that complementary studies remain

necessary.

Keywords: Anti-Alzheimer, anti-diabetic, anti-inflammatory, antioxidant, Arctium Burdock,

therapeutics, toxicity.
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INTRODUCTION

La diversité des molécules biologiques des organismes naturels représente toujours une
référence de départ pour promouvoir les nouvelles formulations thérapeutiques, et c’est
justement que dans cette logique que la gestion durable des ressources naturelles telle que les
plantes médicinales traditionnelles s’impose de plus en plus comme étant une alternative
prometteuse. En effet, la littérature thérapeutique ne cesse de témoigner le réle inéluctable des
plantes dans la conception des nouvelles thérapies. En plus, I'expérience de la médecine
ancestrale s’avére précieuse quant a I’identification d'éventuelles espéces végétales ciblées ou

des parties particuliéres de celles-ci (Newman et Cragg, 2007).

La recherche des biomolécules naturelles et en particulier celles de nature phénolique est
trés accentuées dans ces derniéres années grace a leur caractere economique et les vertus
thérapeutiques qu’elles procurent en mettant en ceuvre un large panel de molécules bioactives
élaborées par la plante. D’autre part, cette recherche est motivée plus que jamais grace a leur
faible toxicité en comparaison avec les médicaments conventionnels (de synthese) ayant
souvent des effets secondaires et qui pourraient entrainer des séquelles néfastes et irréversibles,
en citant, a titre d’exemple : I’acide acétylsalicylique, Diclofénac, Butyl-hydroxy-anisole
(BHA), Butyl-hydroxytoluene (BHT)....etc. (Auddy et al., 2003). En effet, L’échec des
approches chimiques conventionnelles, la multiplicité des effets secondaires qui leur sont
associés, le colt parfois exorbitant des médicaments et le déficit en infrastructures adéquates a
la bonne prise en charge sanitaires, font qu’une bonne partie de la population mondiale dépend
essentiellement de la phytothérapie pour se soigner. Ces avantages font que cette derniere

devient décidemment, une médecine naturelle par excellence (Eddouks et al., 2007).

Le stress oxydant et I’inflammation sont a I’origine de plusieurs maladies humaines. En
effet, il est actuellement admis que de nombreuses maladies sont dues a un stress oxydatif qui
résulte d'un déséquilibre entre la formation et la détoxification des pro-oxydants. Une
production excessive ou incontrdlée d'espéces réactives de l'oxygéne (ROS) et d'especes
réactives de l'azote (RNS) peut endommager les acides nucléiques, les protéines et les lipides,
ce qui est étroitement associé a la pathogenese de maladies humaines telles que le cancer, les
maladies auto-immunes telle que le diabéte type I, la polyarthrite rhumatoide, le vieillissement,
les troubles cardiovasculaires et les maladies neurodégénératives, en ’occurrence 1’ Alzheimer.
Dans des conditions physiologiques, I'accumulation cellulaire de ROS et de RNS est contrblée
par une batterie de systémes de défense antioxydants endogenes redondants, a la fois

enzymatiques et non enzymatiques. Pour renforcer le systeme antioxydant spontané qui peut
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échouer dans certaines conditions, la consommation d'antioxydants naturels provenant de divers
compléments alimentaires et de médicaments traditionnels est nécessaire. Dans ce contexte
justement, les plantes médicinales pourraient avoir un potentiel antioxydant considérable pour

la protection contre le stress oxydatif (Aouachria, 2018).

L’inflammation est un fléau qui entraine de nombreuse maladies .Le processus
inflammatoire implique de nombreux médiateurs chimiques pro ou antiinflammatoires qui
peuvent entretenir ou modifier la réponse inflammatoire. Les cytokines pro-inflammatoires
initient une cascade de production d'un grand nombre d'autres médiateurs impliqués dans le
maintien du processus inflammatoire. Une production excessive de ces médiateurs conduit le
plus souvent a une activation inappropriée des cellules inflammatoires, générant alors des
Iésions tissulaires graves associées avec le développement de plusieurs pathologies
inflammatoires et auto-immunes. Les maladies inflammatoires chroniques sont la troisieme
cause de la mortalité, aprés les affections cardiovasculaires et les cancers. Une modulation
thérapeutique a différentes étapes de 1’inflammation et de la production de ses médiateurs, afin
d’empécher I’activation inappropriée des cellules inflammatoires, a été envisagée et constitue
la cible privilégiée de plusieurs molécules anti-inflammatoires. Tenant compte des
inconvénients que le traitement antiinflammatoire synthétiques pourrait avoir, la phytothérapie

s’y impose comme une alternative avec des effets secondaires moindres (Kernouf, 2019).

La flore algérienne compte plus de 3000 espéces de plantes dont 15% sont endémiques
(Quezel et Santa, 1962). Ce potentiel floristique, d’intérét thérapeutique a encouragé les
scientifiques a explorer ces ressources sur le plan phytochimique ainsi que sur le plan
pharmacologique (Arunkumar et al., 2009). En effet, les métabolites secondaires étant un axe
de recherche d’actualité, font I’objet de plusieurs recherches. A titre indicatif, ces biomolécules
sont dotés de propriétés pharmacologiques impressionnantes. Par ailleurs, les polyphénols,
constituent un groupe tres diversifié de biomolécules dont plusieurs sont thérapeutiqguement
hyperactives entant qu’antioxydants et anti-inflammatoires pour contrer les répercussions des

radicaux libres responsables de plusieurs affections chroniques (Bouden, 2019).

L'identification des substances biologiquement actives et la mise en évidence des propriétés
pharmacologiques des plantes Algériennes utilisées dans la médecine traditionnelle est un sujet
d’intérét pour notre groupe de recherche. Il s’agit de la plante endémique de I'Algérie et du
Maroc: Arctium minus (Hill) Bernh. ssp. atlanticum (Pomel) Maire. L’espéce choisie est
appelée communément "la petite bardane " connue en Algérie sous le nom d’Arkatioune et

appartient a la famille des Astéraceées.
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Le choix de I’espéce étudiée ne résulte pas du hasard, mais découle de divers criteres. Le
plus important est celui de la pénuric voir I’absence des études phytochimiques et/ou
biologiques sur ladite plante. En effet, La pharmacopée a signalé l'utilisation fréquente de
I'espece Arctium lappa, communément appelée "grande bardane™ et dans une moindre mesure,
Arctium minus dite "petite bardane”(Wang et al., 2019). En revanche, aucune recherche portant
sur les effets biologiques n’a été menée sur la sous-espece atlanticum d'A.minus.
Par conséquent, nous avons jugé indispensable d'explorer cette variété d'A.minus par rapport a

sa composition chimique et a ses effets biologiques.
Sur la base de cette hypothése, cette étude s’est attelée a :

e Investigation phytochimique ;
» Préparation des extraits des différentes parties de la plante et calcul du rendement.
» Caracterisation du profil des polyphénols des extraits par chromatographie liquide
a haute performance-détecteur a barrette de diodes/ (HPLC DAD).
» Evaluation de la teneur totale en polyphenols, en flavonoides et en tannins.
e Etude de I’activité biologique ;
» Evaluation du potentiel antioxydant par différentes méthodes.
» Evaluation de I’effet anti-inflammatoire in vitro.
»  Evaluation de I’effet neuroprotecteur in Vitro ;
v' Le potentiel Anticholinestérasique.
»  Evaluation de I’effet antidiabétique in vitro ;
v' L’activité inhibitrice de I’a-amylase.
e Etude toxicologique ;

» Etude de la toxicité aiglie par I’essai limite.

Nous couronnons notre travail par une conclusion dans laquelle nous situons notre

contribution par rapport aux travaux antérieurs.
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1. METABOLISME SECONDAIRE

Dans la nature, deux principaux groupes de métabolites peuvent étre rencontrées : les
métabolites primaires et secondaires. Les métabolites primaires sont des composés universels
qu’on trouve chez tous les organismes vivants sans exception. En 1’occurrence, les glucides, les
lipides, les protéines et les acides nucléiques. Par contre, les métabolites secondaires se trouvent
uniquement chez certains organismes, les plantes médicinales en font parties. En effet, les
plantes dites "médicinales” possédent des caractéristiques thérapeutiques et des propriétes
médicinales remarquables. Compte tenu de leur diversité en matiére de métabolites secondaires
et du large spectre d’effets pharmacologiques qu’elles présentent, les plantes médicinales sont
vues comme mine d’or biochimiques (Bakkali et al., 2008). Ce processus de synthése des
métabolites secondaires est lié aux conditions mémes de vie de la plante, la plante étant obligée
a contrer plusieurs agressions provenant de son environnement : prédateurs, microorganismes
pathogenes, etc. On spécule donc que la plante est en mesure de concevoir un métabolisme
spécifique lui permettant d’élaborer les composés les plus variés pour se protéger (Kansole,
2009).

1.1. Définition et fonctions

Le terme "métabolite secondaire” désigne différentes molécules organiques complexes
synthétisées par les plantes autotrophies (Guillaume et Charrouf, 2005 ; Boudjouref, 2008). Le
métabolisme secondaire qui semble étre une exclusivité du monde végétal est tres dispersé et
tres diversifié chez les différentes especes. Il désigne un métabolisme dont la
distribution taxonomique serait restreinte et dont la contribution au fonctionnement cellulaire
ou au développement des plantes serait insignifiante. Autrement dit, les métabolites secondaires
ne sont pas vitaux pour 1’organisme mais jouent nécessairement un role important de par la
machinerie enzymatique complexe nécessaire a leur production (Guignard, 1996).

En effet, bien que leurs rdles soient encore mal connus, il est cependant clair qu’ils
interviennent dans les relations qu’entretient la plante avec les organismes vivants qui
I’entourent. IIs sont probablement des ¢léments essentiels de la coévolution des plantes avec les
organismes vivants. Ces différentes relations ont donné lieu a une extréme diversification des
composés secondaires (Krief, 2003). Ces derniers représentent donc une grande source
potentielle d’agents thérapeutiques. Ils pourraient jouer plusieurs roles dont la défense contre
les herbivores ravageurs et les agents pathogénes, 1’allopathie (compétition plante-plante), la

symbiose plante-microbe au niveau des nodules racinaires et méme la couleur, 1’odeur et le
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gout. IlIs peuvent donc servir d’attractifs pour les pollinisateurs (Figure 1). Il en existe plus de

200 000 metabolites secondaires classés selon leur appartenance chimigque (Thomas, 2009).

Gene Expression
Metabolic Response

Secondary Metabolites ]

Signal Molecules

S

[ Terpenes ] [ Phenolics ] [ Other metabolites ]

Figure 1. Biosynthése des métabolites secondaires (Vergine et al., 2020)

1.2. Classification

Les métabolites secondaires sont composés de trois principales catégories qui sont les
terpénoides, les alcaloides (ou composés azotés) et les composés phénoliques. Chacune de ces
classes renferme une trés grande diversité de composés qui possédent une tres large gamme

d'activités en biologie humaine (Havsteen et al., 2002).

1.2.1. Terpénoides

Le terme terpéne inventé par Kekulé, vient de leur origine historique de I’arbre de
terebinth : "Pistacia Terebinthus" (Ayad, 2008). Le terme de terpénoide est attribué a tous les
composés possédant une structure moléculaire construite d’un monomeére a 5 carbones appelé
isopréne (Figure 2). Avec plus de 25 000 composes, les terpénes sont la classe la plus
nombreuse de métabolites secondaires. lls sont caractérisés par une nature volatile et une forte
odeur. lls vont donner aux fleurs les parfums qui les caractérisent. De plus, ils ont beaucoup
d’autres fonctions au niveau de la photosynthése (constituant de la chlorophylle), de la
photoprotection (caroténoide) ou encore au niveau de la pigmentation et de la capacité
antioxydante en tant que constituant de la vitamine A. Certaines études ont montré la relation
entre la lumiére et la synthése de terpéne. La voie de biosynthese des terpénoides donne
naissance a de tres nombreux métabolites secondaires, mais participe également a la synthese
de composés comme le - caroténe, les chlorophylles, 1’ubiquinone ou la plastoquinone, qu’on

ne positionne généralement pas dans le métabolisme secondaire (Bruneton, 1991).
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Figure 2. Structure de quelques terpénoides (Yamada et al., 2015)

1.2.2. Alcaloides

Le terme "alcaloide" a été introduit par W. Meisner au début du XIXéme siécle. Un
alcaloide est une substance organique azotée d’origine végétale a caractére alcalin et présentant
une structure moléculaire hétérocyclique complexe (Badiaga, 2011) Les alcaloides sont des
composés azotés et faiblement basiques issus principalement des végétaux (Figure 3). lls
présentent des réactions communes de précipitation. Aprés extraction, ils sont détectés par des
réactions générales de précipitation fondées sur leur capacité de se combiner avec des métaux.
Les propriétés médicamenteuses des alcaloides font de ce groupe de métabolites secondaires
un intérét particulier. Au niveau du systeme nerveux central ils agissent comme dépresseurs
(morphine, scopolamine) ou comme stimulants (caféine, strychnine,...etc.). Au niveau du
systeme nerveux autonome comme sympathomimétiques (éphédrine), anticholinergiques
(atropine). Certains jouent le réle d’anesthésiques locaux (cocaine), d’antipaludiques (quinine)
(Kansole, 2009).

N |
| ~ N
| | N |
H
Pyrrole 11 Quinoline 12 Isoquinoline 13 Indole 14

Figure 3. Structure de base typique des alcaloides (Achilonu et Umesiobi, 2015)
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1.2.3. Polyphénols

Les polyphénols constituent I'un des groupes les plus importants de métabolites
secondaires des plantes. Ils sont largement répandus dans le régne végétal. Environ 10 000
composés naturels appartiennent a la catégorie des “phénoliques”, qui possédent tous une
caractéristique structurelle commune : un cycle aromatique portant au moins un substituant
hydroxyle. A partir de cette structure de base, plusieurs milliers de composés d'origine naturelle
ont été décrits, des simples acides phénoliques aux composés hautement polymérises tels que
les tanins (Ramawat et Mérillon, 2013). Les polyphénols sont définis en fonction de la nature
de leur squelette carboné, des schémas d'hydroxylations, de I'existence de stéréoisomeres et des
états d'oxydation, de glycosylation (des flavonoides) et d'acylation (des acides phénoliques) des
cycles hétérocycliques. La teneur en polyphénols des plantes varie entre 1 et 3 mg/kg et est
influencée par le cultivar, la maturité, la partie de la plante, les conditions de culture, la
transformation et le stockage (Martinez et al., 2014).

Les polyphénols sont synthétisés sous forme de composés solubles ou liés aux parois
cellulaires pendant la croissance des plantes et surtout en réponse a des conditions telles que les
infections, les blessures, les rayons UV, etc. (Ramawat et Mérillon, 2013). Ils sont
biosynthétisés par plusieurs voies différentes dont deux voies de base sont impliquées : la voie
de I'acide shikimique et celle de I'acide malonique (Mandal et al., 2010).

Les polyphénols assurent de multiples fonctions intracellulaires. Ils protegent les plantes
contre le rayonnement UV, en agissant comme un écran a l'intérieur de la couche cellulaire
épidermique, et en effectuant des ajustements aux systémes antioxydants a la fois au niveau des
cellules et de I'organisme entier (Agati et Tattini, 2010). Ils influencent également les pools et
les flux de nutriments inorganiques et organiques du sol (Ramawat et Mérillon, 2013). Les
polyphénols jouent un rdle important en servant de signaux visuels en agissant comme des
pigments dans les fruits et les fleurs, d'abord pour attirer les animaux en tant que pollinisateurs
dans les fleurs, et ensuite pour attirer les animaux a manger les fruits et ainsi aider a la dispersion
des graines (Latanzio et al., 2009).

Les substances phéenoliques participent souvent a la croissance des plantes. Cela peut
étre d0 a leurs réles dans les lignifications, dans le développement fonctionnel du pollen, dans
la germination et la dormance des graines (Taylor et Grotewold, 2005). Une des fonctions
incontestées des polyphénols est leur réle dans la protection des plantes contre I'invasion
microbienne (Mandal et al., 2010). En outre, ils jouent un r6le dans la protection des plantes de

I'nerbivorie des insectes et des mammiferes (Pietta, 2000).
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1.2.3.1. Classification des polyphénols
Il existe trois grandes classes de polyphénols : les acides phénoliques, les flavonoides et

les autres composés phenoliques (Figure 4).

Folyphenols

J \\
o

Examples: Gallic acid, Example: frans-resvereirol Example: Secoisclariciresinal
caffec acd Sourca: Red wing, peanuts, Source: Unrefined careals, e,

Source: Red wine, coflee | | blackbemizs, grape skin coffee

Flavanones Isoflavones Flavones Anthocyaning

N

Phenolic acids

\

Example: Example: Quercetin || Examples: Example: Catechin | | Example: Aigenin Example: Cyanidin,
Catechin Source: Onin, Neringenin, Source: Creen tea Source: Parsley Malvidin
Source: Green tea | | apple, broceall, red || Hesperitn celery Source: Qrange
Wine Source: Crus fui, [uice, red wine
tomatoes

Figure 4. Différentes catégories de polyphénols (Martinez et al., 2014)
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A. Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont une sous-classe de la catégorie plus large des composeés
phénoliques, présents dans les plantes alimentaires sous forme d'esters ou de glycosides
conjugués a d'autres composés naturels tels que les flavonoides, les alcools, les acides gras
hydroxylés, les stérols et les glucosides. Du point de vue structurel, les acides phénoliques sont
des phenols qui possédent un fragment d'acide carboxylique qui peut étre directement attaché
soit au cycle aromatique (dérivés de I'acide benzoique), soit a un résidu alkyle (dérivés de I'acide
hydroxy-cinnamique). Bien que le squelette de base reste le méme, les acides phénoliques
different par le nombre et la position des groupes hydroxyle sur le cycle aromatique (Losada-
Barreiro et Bravo-Diaz, 2017).

La majorité des acides phénoliques sont lieés par des liaisons ester, éther ou acétal soit &
des composants structurels de la plante (cellulose, protéines, lignine), soit a des polyphénols
plus importants (flavonoides), soit a des molécules organiques plus petites (glucose, acides
quinique, maléique ou tartrique) ou a d'autres produits naturels (terpénes) (Ramawat et
Mérillon, 2013).

B. Flavonoides

Les flavonoides constituent la classe la plus abondante de polyphénols végétaux avec
plus de 9000 structures chimiques identifiées. (Wang et al., 2018). lls partagent un squelette
carboné composé de diphényl-propanes, deux cycles benzéniques (A et B) reliés par une chaine
linaire a trois carbones. Cette chaine centrale chaine centrale forme généralement un cycle
pyranne fermé (C) avec I'un des cycles benzéniques (Figure 5). Selon le degré d'oxydation du
cycle C, le schéma d'hydroxylation du noyau, et le substituant du carbone 3, les flavonoides
peuvent ainsi étre classés en différentes sous-classes : les flavones, les isoflavones, les flavanols
(catéchines), les flavonols, les flavanones, les anthocyanines et les proanthocyanidines.
proanthocyanidines (Losada-Barreiro et Bravo-Diaz, 2017).

Les flavonoides sont la classe de polyphénols la plus étudiée. Bien qu'il s'agisse de
métabolites secondaires de faible poids moléculaire, leur diversité chimique, leur taille, leur
forme tridimensionnelle et leurs propriétés physiques et biochimiques leur permettent
d'interagir avec de multiples cibles pour influencer I'activité biologique des plantes, des
animaux, des humains et des microbes. Par conséquent, de nombreuses propriétés

thérapeutiques ont été attribuées aux flavonoides (Francisco et al., 2010).
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5 4

Figure 5. Structure basique des flavonoides (Redrejo-Rodriguez et al., 2004)

C. Autres substances phénoliques

Il existe au moins deux grandes classes de tanins : les tanins hydrolysables et non
hydrolysables (également appelés condensés), les proanthocyanidines et les procyanidines.
Structurellement, les tanins hydrolysables et non hydrolysables sont des oligomeres ou des
polymeres richement hydroxylés d'acides hydroxybenzoiques tels que I'acide gallique ou de
flavan-3-ols tels que la catéchine, respectivement. Les tanins condensés de poids moléculaire
élevé peuvent contenir 50 sous-unités de flavan-3-ols ou plus attachées par des liaisons carbone-
carbone (Selma et al., 2009). lls sont tres astringents et se remarquent dans les fruits non mars.

Les stilbenes sont une classe bien connue de substances phytochimiques naturelles. 1ls
ont une structure classique C6-C2-C6 avec deux groupes hydroxyle sur le cycle A et un sur le
cycle B. Les stilbénes sont caractérisés par une odeur et un goQt particuliers. Les stilbénes sont
caractérisés par une double liaison reliant les cycles phénoliques. Ces composes sont des
métabolites de stress produits en réponse a une infection fongique. Bien que connus comme des
composés de défense des plantes, les stilbenes ont une énorme diversité d'effets bénéfiques sur
la santé humaine. L'un des stilbénes les plus pertinents et les plus étudiés est le resvératrol que
I'on trouve en grande partie dans le raisin (Martinez et al., 2014 ; Losada-Barreiro et Bravo-
Diaz, 2017).

Les lignanes sont présents dans toutes les plantes et présentent une énorme diversité
structurelle, leur squelette moléculaire étant constitué de deux unités phénylpropane (C3-C6).
Il existe une trés bonne revue récente des effets des lignanes sur la santé. Les lignanes les plus
intéressants en raison de leurs nombreux et puissants avantages pour la santé sont le

tétrahydrofurofurane et la sésamine (Martinez et al., 2014).
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1.2.3.2. Activités biologiques des polyphénols
A. Activité antioxydante

Parmi les bioactivités notables des composés phénoliques, les activités antioxydantes
ont été largement etudiées, en particulier leur capacité reconnue a piéger les ROS et les RNS.
Cette activité est fréquemment citée comme étant la propriété clé qui procure la prévention
et/ou I’allégement des effets nocifs des maladies chroniques liées au stress oxydatif et des
troubles liés a I'age (Quideau et al., 2011).

Les substances phénoliques peuvent également interrompre I'étape de propagation des
réactions en chaine d'autoxydation des lipides en tant que piégeurs de radicaux efficaces ou agir
comme chélateurs de métaux pour convertir les hydroperoxydes ou les pro-oxydants
métalliques en composés stables. Les polyphénols végétaux peuvent également agir comme
antioxydants en chélatant les ions métalliques tels que les ions fer et cuivre qui sont impliqués
dans la formation de -OH par des réactions de type Haber-Weiss/Fenton (Prochazkova et al.,
2011). lls peuvent réduire I'activité catalytique des enzymes impliquées dans la génération de
ROS et de RNS. Enfin, les polyphénols peuvent stimuler les activités antioxydantes d'autres
enzymes comme la CAT (Quideau et al., 2011).

Si les composeés phénoliques sont de puissants antioxydants, il convient de souligner
que lorsqu'une molécule phénolique perd un électron ou lorsqu'elle agit comme agent réducteur,
la molécule elle-méme devient un radical ; ses intermédiaires oxydés peuvent également
devenir des pro-oxydants. L'interaction entre les polyphénols et les ions de métaux de transition
peut également entrainer la formation de pro-oxydants (Zhang et Tsao, 2016). Les polyphénols
peuvent donc étre une arme a double tranchant ; d'une part, lorsqu'ils sont utilisés correctement
sous forme d'aliments ou d'aliments fonctionnels, ils sont de puissants antioxydants contre
I'excés de stress oxydatif tel que les ROS, donc bénéfiques pour la santé, d'autre part ; ils
peuvent présenter une activité pro-oxydante lorsqu'ils sont consommeés a haute dose en prenant
des suppléments (Bouayed et Bohn, 2010). Le potentiel antioxydant du composé phénolique
dépend de I'existence d'une double liaison C2=C3 en conjugaison avec un groupe C4-carbonyle,
du nombre et de la position des groupes hydroxyles dans la molécule, de la présence de groupes
méthoxyles et de la moindre connexion des saccharides (Wang et al., 2018).

B. Activité anti-inflammatoire
Diverses recherches ont montré que differents polyphénols modulent I'activité des
enzymes métabolisant I'acide arachidonique comme la cyclooxygénase, la lipoxygénase et la

NOS. L'inhibition de ces enzymes réduit la production d'acides aminés, de prostaglandines, de
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leucotrienes et de NO qui sont parmi les médiateurs clés de I'inflammation (Hussain et al.,
2016). De plus, un grand nombre de polyphénols ont été rapportés pour inhiber I'expression des
cytokines pro-inflammatoires, ce qui est couplé dans certains cas a l'augmentation des cytokines
anti-inflammatoires. Les polyphénols exercent également leur action bénéfique en modulant
I'adhésion des monocytes au cours du processus inflammatoire. Les flavonoides peuvent
moduler la cascade d'événements moléculaires conduisant a la surexpression des médiateurs
inflammatoires. Il s'agit notamment de I'inhibition des facteurs de transcription, des molécules
nucléaires, des protéines kinases et des protéines kinases activees par des agents mitogénes
(Kim et al., 2014).

C. Activité neuroprotectrice

Récemment, un nombre rapidement croissant de composés polyphénoliques ayant des
effets neuroprotecteurs a été décrit. Les effets neuroprotecteurs des polyphénols peuvent étre
répartis dans les catégories suivantes : i : action neuroprotectrice par les voies antioxydantes, ii
. interaction avec les voies de signalisation, iii : neuroprotection par la modulation des
médiateurs neuraux et des enzymes comme butyrylcholinestérase et I'acétylcholinestérase, iv :
inhibition de la neurotoxicité du N-méthyl-D-aspartate et v : effet anti-amyloidogene (Ebrahimi
et Schluesener, 2012).

D. Autres activités biologiques

Des preuves croissantes provenant de nombreuses études in vivo et in vitro soutiennent
I’implication des polyphénols, telles que dans l'activité antidiabétique (Kim et al., 2016), la
prévention de l'obésité et des maladies chroniques liées a l'obésité (Wang et al., 2014),
I'amélioration des lésions hépatiques (Janel et Noll, 2014), I'atténuation de la détérioration de
la microarchitecture osseuse (Shen et al., 2014), I’activité protectrice cardiovasculaire
(Quinones et al., 2012), les activités anticancéreuses contre un large éventail de cancers (Abdal

Dayem et al., 2016), les activités antimicrobiennes et antifongiques (Carvalho et al., 2013).
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2. MONOGRAPHIE D’ARCTIUM MINUS. ssp. ATLANTICUM

Arctium minus (Hill) Bernh. ssp. Atlanticum (Pomel) Maire, est une plante herbacée
bisannuelles de la famille des Astéracées. Ces dernieres forment la plus grande famille de
plantes a fleurs, avec plus de 900 genres et 14 000 espéces. De nombreux membres des
Astéracées sont cultivés depuis plus de 3000 ans comme plantes comestibles, Iégumes, plantes
culinaires et/ou médicinales (Deans et Simpson, 2003). La plupart des membres des Astéracées
sont des herbacees, mais un nombre important d'entre eux sont également des arbustes, des
vignes ou des arbres. La famille a une distribution mondiale, des régions polaires aux tropiques,
colonisant une grande variété d'habitats (Dinde et al., 2000).

La plante étudiée a été choisie selon trois critéres : son endémisme (Algérie, Maroc)
(Bouchibane et al., 2017), I’utilisation en médecine traditionnelle et ’absence des recherches

sur cette sous-espéce.
2.2. Caractéristiques botaniques

2.2.1. Nomenclature
L’Arctium minus possede plusieurs appellations communes ou vernaculaires a savoir :
Bardane mineure. Artichaut, Rhubarbe sauvage, Rapace, Tabac du diable, Graquias, Togues,

Herbe aux teigneux....etc.

2.2.2. Description botanique

L’Actium minus connue communément sous le nom de "petite bardane" est appelée par les
herboristes locaux "Arkatioune"”. Le nom du genre vient du grec "arcteion™ qui signifie "ours",
faisant allusion a I'habitus de la plante caractérisé par une pilosité prononcée (Wang et al.,
2019). Elle caractérisée par de petites capitules homogames solitaires ou en corymbe ovoides-
coniques a sphériques a fleurs tubuleuses, purpurins (rarement blancs), toutes hermaphrodites
et semblables, pédonculés, constituant une grappe composée au sommet des rameaux. Les
involucres sont subglobuleux a bractées imbriquées sur plusieurs rangs, rigides, se terminant
(chez les externes et les moyennes) par un acumen crochu ; les internes scarieuses a sommet
dressé. Les réceptacles sont faits d'écailles nombreuses et dures densément fimbrié. Les akénes
noirs tachés de fauve, oblongs, subtriquétres, a aigrette courte de soies inégales et serrulées,
jaunes, trés caduques et disposées sur plusieurs rangs. Les feuilles sont entiéres, alternes et
inermes (Figure 6). L’espece Minus est moins puissante que 1’espece Lappa, elle est vivace, a
grosse tige striée et rameuse, érigée, cannelée, et rougeatre. Feuilles pétiolées, blanches-
aranéeuses en dessous et vertes en dessus ; les radicales cordiformes, les caulinaires largement
ovales cordiformes, plus au moins tronquées, mucronées au sommet. La racine est pivotante

robuste et érigée (Quézel et Santa, 1962).
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Figure 6. Tllustration botanique de la partie aérienne d’Arctium minus(Hill) (Marie-Victorin, 1964)

2.2.3. Classification taxonomique

Le genre Arctium comprend 18 especes reconnues dont cing sont considérées comme
des espéces hybrides en raison de la reproduction fréquente entre ses représentants allogames.
Arctium.L est tres polymorphe en raison de la variabilité de la pilosité des feuilles et des
capitules, de la longueur des pédoncules floraux et de la couleur des capitules et des fleurons.
En conséquence, une distinction nette entre ses membres ne peut parfois pas étre définie. (Lopez
Vinyallonga et al., 2010).

Dans la zone euro-mediterranéenne, on trouve six especes principales : A. atlanticum
(Pomel) H. Lindb., A. lappa L., A. minus (Hill) Bernh., A. nemorosum Lej., A. palladini
(Marcow) R.E.Fr. & Soderb. et Arctium tomentosum Mill. (Coopérative Scientifique
Européenne de Phytothérapie, 2003).
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Selon la classification "Angiosperm Phylogeny Group IV" (APG 1V) 2016, la position

systématique d’Arctium minus. Ssp. Atlanticum est la suivante :

e Clade :Spermatophyta

e Clade : Angiospermes

e Clade :Dicotylédones vraies

o Clade :Asteridées

o Clade :Euastéridees Il

e Ordre :Asterales

e Famille : Asteracées

e Genre : Arctium

e Espece : Minus (Hill) Bernh

e Sous-espece : Atlanticum (Pomel) Maire

2.3. Habitat et répartition géographique

La plante d’A. minus. ssp. Atlanticum semble bien adaptée au climat chaud et sec de la
région méditerranéenne ou elle y pousse a 1’état sauvage. Comme c’est une variété endémique
de I’Algérie et du Maroc, elle est répandue essentiellement dans les régions méditerranéenne
en I’occurrence : la grande Kabylie, la petite Kabylie et le sous-secteur de 1’Atlas Tellien et, a
un degré moindre dans la Numidie (Quézel et Santa, 1962).

L’A.minus est rencontrée au niveau des foréts, lieux ombragés, les terrains vagues, les
cours d'eau et les bords de route, (ESCOP, 2003).

2.4. Utilisation en médecine traditionnelle

A notre connaissance, les espéces les plus utilisées & des fins thérapeutiques sont en
premier lieu I’A. lappa, et dans une moindre mesure, I’A. minus. En effet, ces deux espéces sont
appréciées depuis des siecles pour leurs propriétés médicinales et/ou dans le cadre d'un régime
alimentaire sain, tant dans les cultures occidentales qu'orientales. Ces plantes ameéres sont
utilisees comme sudorifiques, antipyrétiques, antirhumatismales. La décoction, utilisée contre
les affections chroniques de la peau et du cuir chevelu, I'a fait appeler en France "Herbe aux
teigneux™ (Marie-Victorin, 1964). Les feuilles sont appliquées en compresses sur les blessures
ou les abcés (Martin, 1964). Aux Etats-Unis, la bardane est utilisée pour traiter les brilures par
les praticiens de la médecine holistique (c'est-a-dire les communautés Amish), car elle est
censée soulager la douleur, réduire les cicatrices, prévenir les infections, accelérer la guérison

et minimiser le besoin de narcotiques, d'antibiotiques et de greffes de peau (Robbins, 2013).
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Précisément, les feuilles d’A. minus sont utilisées pour traiter les plaies, les infections
générales, les inflammations de la peau et du corps, I'alopécie et les maladies de la vessie (De-
Souza et al., 2004; Neves et al., 2009). IlIs sont également disposés au-dessus du corps du le
patient, mouillés avec du vinaigre ou du lait, pour stimuler la transpiration (Sezik et al., 2001).
Les racines et les feuilles, en infusion, sont également utilisées contre les morsures de serpent
et de scorpion et pour purifier le sang (Mosaddegh et al., 2012). Les feuilles basales et les tiges
sont également consommeées crues ou en ragodt. En raison de leur golt amer, elles sont
également utilisées pour stimuler I'appétit et les fonctions hépatiques (Tardio et al., 2005), pour
purifier le sang et comme diurétique (Saric-Kundalic et al., 2010). Dans la médecine populaire
turque, les feuilles d'A. minus ssp. minus, sont utilisées contre les douleurs rhumatismales, la
fievre et I'insolation, en externe. Les feuilles fraiches sont traitées avec du sel et appliquées sur
les articulations ou un cataplasme préparé en faisant bouillir les feuilles dans l'eau sont
également utilisées pour soulager les douleurs rhumatismales. En outre, les feuilles fraiches
peuvent étre appliquées directement sur les parties inflammées du corps en application externe.
En cas de forte fievre, le corps nu du patient peut étre recouvert de feuilles fraiches pour faire
baisser la fievre. (Fujita et al., 1995 ; Kenny et al., 2014)

2.5. Activités biologiques

Conformément a leur utilisation en médecine traditionnelle, A. lappa et A. minus
contiennent des antioxydants, des composants antibactériens, antiviraux, fongicides, anti
tumoraux, antidiabétiques et antiinflammatoires, utilises pour le traiter les différentes
pathologies telles que I'asthme, les troubles sanguins et des affections cutanées....etc. On pense
également qu'ils servent de détoxifiants pour le corps, de préventifs contre le cancer et de
soulageurs de la douleur de I'arthrite rhumatoide (Gross et al., 1980) , a renforcer le systéme
immunitaire de lI'organisme et a améliorer le métabolisme (Lin et al., 2002).

Selon les institutions internationales qui travaillent a la validation des médicaments
traditionnels a base de plantes, comme I'Agence Européenne des Médicaments (EMA) et
I'European Scientific Cooperative on Phytotherapy (ESCOP), I’A. minus est recommandee et
approuvée pour différentes indications. Par exemple, la monographie de 'EMA approuve
I'utilisation des racines d'A. minus comme adjuvant dans les atteintes mineures des voies
urinaires, dans la perte temporaire d'appétit et dans les affections séborrhéiques de la peau
(EMA, 2011). Toutes ces indications sont basées sur une utilisation de longue date.

En 2016, 'ESCOP a publié une monographie dans laquelle les racines d'A. minus sont
indiguées en usage interne et externe pour la peau séborrhéique, I'eczéma, les furoncles, I'acné,

le psoriasis et en usage interne pour les troubles mineurs des voies urinaires (European
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Scientific Cooperative on Phytotherapy-The Scientific Foundation for Herbal Medicinal
Products, 2016). Pour l'administration orale et interne, le médicament a base de plantes peut
étre utilisé sous forme d'infusion, d'extrait, de teinture ou de décoction, mais la pulpe fraiche

des racines ou une décoction peut également étre appliquée directement sur la peau.

2.6. Phytochimie

Jusqu'a présent, plus de trois cents composés ont été isolés du genre Arctium. Ces
composes chimiques comprennent des lignanes, des terpénoides, des stérols, des flavonoides,
des composés phénoliques, des lactones, des polyacétylénes, des acides quiniques et des sucres
(polysaccharides)....etc. En particulier, les lignanes sont les composants les plus
caractéristiques du genre Arctium (Wang et al., 2019).

L’espéce A. minus a fait ’objet de rares investigations chimiques telles que celle
démontrant la présence de xyloglucane qui comprend une unité répétée d'oligosaccharides
d'hepta-(Glc-Xyl = 4:3), de déca-(Glc-Xyl-Gal-Fuc = 4:3:2:1) et de nona-(Glc-Xyl-Gal-Fuc =
2:1). nona-(Glc-Xyl-Gal-Fuc = 4:3:1:1) saccharides dans le rapport de 14:5:12 (Kato et
Watanabe, 1993). Une autre étude sur les extraits éthanoliques des feuilles de A. minus, a
rapporté la présence d’autres composés chimiques non volatils hautement bioactifs tels que les
flavonoides. Ces derniers comprennent les flavonols, les flavones et leurs glycosides. Deux
constituants majeurs, a savoir la rutine et l'isoquercétine, ainsi que quelques autres flavonoides
mineurs dont le kaempferol-3-O-rhamnoglucoside, quercimeritrin et astragalin ont été
identifiés (Saleh et Bohm, 1971). Cette étude reste de loin 1’étude de référence sur la
composition chimique de 1’espéce A.minus. En revanche, il n'y a pas de littérature disponible

sur l'identification des composants volatils dans 1’espéce A.minus.

2.7. Toxicite de la plante

La monographie ultérieure révele que les préparations d'A. lappa ne doivent pas étre
ingérées pendant la grossesse, l'allaitement ou en cas de d'hypersensibilité aux composées et
chez les patients souffrant d’un cedéme dus a une insuffisance cardiaque ou rénale. Bien que
certaines études précliniques puissent étre trouvées dans la littérature, les essais cliniques ne
sont pas disponibles pour ces indications approuvées par I'ESCOP et I'EMA (Robbins, 2013).

Cependant, aucune étude n’a été rapportée sur la toxicité de I’espéce A. minus.
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3. STRESS OXYDANT
3.1. Définition

Le stress oxydatif/nitrosatif résulte d'un déséquilibre entre la formation de ROS/RNS et
I'incapacité d'un organisme a détoxifier ces intermédiaires réactifs ou a réparer les dommages

qu'ils causent (Poprac et al., 2017).

3.2. Formes de ROS et de RNS

Dans le processus aerobie, les cellules métabolisent environ 95% de I'oxygeéne (O2) en
eau, sans formation d'intermédiaires toxiques. Cependant, un minimum de 5 % de I'O> est
progressivement réduit en une série d'espéces intermédiaires produisant des ROS (Ye et al.,
2015). A travers ces étapes, trois especes hautement toxiques sont formées, dont deux sont des
radicaux libres : le superoxyde (O2") et le radical hydroxyle (OH"). Le peroxyde d'hydrogéne
(H202) reste un composé hautement réactif, mais pas un radical au sens strict (Pisoschi et Pop,
2015).

Le O2" est considéré comme le ROS primaire. 1l résulte de la réduction a un électron de
O, par diverses oxydases telles que la NADPH oxydase, la xanthine oxydase (XO),
I'aminoacide oxydase et la cyclooxygénase. Il peut également étre formé dans la chaine de
transport d'électrons mitochondriale, au cours de la phosphorylation oxydative (Lanciano et al.,
2013).

Le H.O; résulte de la conversion de O." soit spontanément, soit par le superoxyde
dismutase (SOD). Il peut étre généré par tout systtme produisant de I'O2", car I'anion
radicalaire est facilement disproportionné (Lanciano et al., 2013).

Le H>O> est capable de produire des radicaux hautement réactifs en raison de son
interaction avec les ions métalliques par la réaction de Fenton. Le H2O2 est décomposé en un
ion hydroxyde et un OH'. De méme, la réduction a un électron de H>O, par O>" a également
été invoquée comme une source potentielle de OH® en présence d'un catalyseur métallique
comme le fer ou le cuivre par la réaction de Haber-Weiss (Toro et Rodrigo, 2009). Le OH" a
été signalé comme étant le radical oxydant le plus puissant qui peut interagir au niveau de
I'organisme sur le site de sa génération avec la plupart des molécules organiques et inorganiques

: ADN, protéines, lipides, acides aminés, sucres et metaux (Toro et Rodrigo, 2009).

Le NO"endogene est biosynthétisé a partir de la L-arginine, de I'oxygéne et du NADPH,
par des enzymes appartenant au groupe de la synthase de I'oxyde nitrique (NOS) ou par
réduction du nitrate inorganique. Il réagit avec O2" , donnant une espéce hautement réactive, a

savoir le peroxynitrite (ONOO-), un oxydant puissant contre de nombreuses molécules
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biologiques. L'ONOO- peut étre décomposé pour donner OH’, indépendamment de la présence

de métaux de transition (Pisoschi et Pop, 2015).

3.3. Sources de ROS et RNS

Les sources endogenes et exogénes contribuent aux niveaux de ROS/RNS

intracellulaires.

3.3.1. Sources exogenes

Les ROS sont également produits dans les systéemes biologiques par diverses sources
exogenes. La fumée de cigarette contient de nombreux oxydants, radicaux libres et composés
organiques, tels que O2" et NO® (Lanciano et al., 2013).

L'exposition a l'ozone peut provoquer une peroxydation lipidique dans le fluide de la
mugqueuse épithéliale ou des aldéhydes et des hydroperoxydes réactifs sont produits. (Hiraiwa
et van Eeden, 2013).

L'hyperoxie fait référence a des conditions de niveaux d'oxygene plus élevés que la
pression partielle normale de 'O, dans les poumons ou d'autres tissus du corps. Elle entraine
une plus grande production de ROS et de RNS (Berkelhamer et al., 2013).

Les rayonnements ionisants, en présence d'O, convertissent les radicaux OH’, O>" et
organiques en H2O; et en hydroperoxydes organiques. Ces espéces d'hydroperoxydes réagissent
avec des ions de métaux lourds redox actifs, tels que le fer, le cuivre, le cadmium, le mercure,
le nickel, le plomb et l'arsenic, et peuvent induire la génération de radicaux réactifs via une
réaction de type Fenton (Shahid et al., 2014).

3.3.2. Sources endogenes

Les Mitochondries, réticulums endoplasmiques, réticulums endoplasmiques, NADPH
oxydases, Xanthines oxydases (XO), oxydes nitriques synthases (NOS), enzymes de la cascade
des arachidonates, molécules auto-oxydables (dopamine, adrénaline, flavines et
hydroquinones) peuvent générer ou impliquer dans 1’augmentation de la concentration
intracellulaire des ROS/RNS (Aouachria, 2018).

3.4. Roéles biologiques des ROS et RNS

Selon la concentration, la localisation et le contexte moléculaire, les ROS peuvent étre
bénéfiques ou nocifs pour les cellules. Des preuves croissantes indiquent que des concentrations
faibles a modérees de ROS sont indispensables a la régulation des processus cellulaires
(Aouachria, 2018).

Les espéces réactives d’oxygene sont impliqués dans la fonction des

canaux/transporteurs ioniques, l'activation des protéines Kkinases/phosphatases et en
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coordination avec la SOD initie la mort cellulaire (Son et al., 2011). Les ROS sont également
impliqués dans le mécanisme de défense antimicrobienne incorporeé par les macrophages et les
neutrophiles (Slauch, 2011).

D'autre part, les RNS produits par les neurones agissent comme des neurotransmetteurs
et ceux générés par les phagocytes (monocytes, macrophages et neutrophiles) agissent comme
médiateurs de I'immunité. Ces sont également responsables de I'adhésion des leucocytes, de la
thrombose, de I'angiogenése, du tonus vasculaire et de la modulation de I'activité enzymatique
(Madamanchi et Runge, 2013).

3.5. Cibles moléculaires des ROS et RNS

Comme ces especes sont trés réactives, elles peuvent endommager les trois classes
importantes de molécules biologiques : les protéines, les lipides et notamment les acides

nucléiques.

3.6. Implications pathologiques du stress oxydatif

De plus en plus darticles confirment le réle crucial des ROS et des RNS dans la

pathogenese de nombreuses maladies (Figure 7).

Maladies Cardiovasculaires,
Dégénérescence maculaire Ischemie du myocarde Vielissement de a peau,
Dégénérescence de la réfine Coeur Psoriasis, Mélanome
Yeux Peau
Differents organes Reins
Vigillissement prématuré, Insuffisance Rénale,
Nephrites

Diabétes, Fatigue Chronique,
Fibromialgie

Arthrite Rhumatoide,

san —_— . Arthrite Elassique
ypertensin, : / Articulations
Athérosciérose
Systéme Poumons
Immunitaire Ceweaq st Alges
Alzheimer, Parkinson,
Reactions Auto-mmune, Embolie, Cancer, Autisme

Inflammations, Lupus

Figure 7. Les maladies liées au stress oxydatif (Nathan et Cunningham-Bussel, 2013)
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3.6.1. Alzheimer

La maladie d'Alzheimer (MA) se caractérise par un declin progressif de la fonction
cognitive. Cette maladie est considérablement accrue chez les personnes agées de 65 ans et
plus, avec un déclin progressif de la mémoire, de la pensée, de la langue et de la capacité
d’apprentissage. La MA devrait étre différenciée du déclin normal de la fonction cognitive lié
aI’age, qui est plus graduel et associé a moins d’incapacité. La maladie commence souvent par
des symptdmes bénins et se termine par de graves lésions cérébrales (Mattson, 2008).

Les personnes atteintes de démence perdent leurs capacités a des rythmes différents
(Benabdallah, 2021). La maladie d’Alzheimer est une maladie neurodégénérative chronique
caractérisee par des mécanismes physiopathologiques bien définis, touchant principalement le
lobe temporal interne et les structures néocorticales associatives. Les plaques neuritiques et les
enchevétrements neurofibrillaires représentent les caractéristiques pathologiques de la MA,
sont respectivement liés a l'accumulation du peptide béta-amyloide (45) dans les tissus
cérébraux et aux modifications cytosquelettiques résultant de I'nyperphosphorylation de la
protéine "Tau" associée aux microtubules dans les neurones (De-Paula et al., 2012).

Dans 95 % des cas, la MA est de forme sporadique, sans antécédents familiaux et a
1’étiologie inconnue. Comme c’est le cas dans la plupart des autres maladies liées a 1’age
(diabete, maladie de Parkinson, maladie cardiovasculaire...etc.), 1’age, I’environnement et
d’autres facteurs s’y rattachant jouent un rdle non négligeable. Le cerveau est riche en
phospholipides, qui sont essentiels aux processus de neurotransmission et a la base des
interactions neuronales et de la cognition (Rocchi et al., 2003).

La modification oxydative de I'ARN est également augmentée dans le cerveau atteint
de MA (Nunomura et al., 1999). Les ROS peuvent étre produites par la perturbation de la
phosphorylation oxydative dans les mitochondries ou par d'autres réactions. Par exemple, un
dysfonctionnement de la chaine respiratoire peut conduire a la libération de radicaux libres, y
compris de ROS (Yan et al., 2013, Zhao et al., 2013). Pour éliminer ces radicaux libres, les
neurones peuvent initier des mécanismes de prévention des dommages oxydatifs. Il est
intéressant de noter que certaines études suggérent que I'4f est initialement une compensation
pour les concentrations écrasantes de ROS (Paola et al., 2000, Castegna et al., 2002).

L'Acétylcholine (ACh) est le neurotransmetteur utilisé par tous les neurones
cholinergiques, qui joue un réle trés important dans les systémes nerveux périphérique et
central. Tous les neurones parasympathiques pré- et post-ganglionnaires et tous les neurones
sympathiques préganglionnaires utilisent '’ACh comme neurotransmetteur. De plus, une partie

des neurones sympathiques post-ganglionnaires utilise également I’ACh comme
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neurotransmetteur (Ferreira-Vieira, 2016). Compte tenu de sa large distribution dans le cerveau,
il n’est pas surprenant que la neurotransmission cholinergique soit responsable de la modulation
de fonctions neurales importantes. Le systeme cholinergique est impliqué dans des processus
physiologiques critiques, tels que l'attention, I'apprentissage, la mémoire, la réponse au stress,
la veille et le sommeil et les informations sensorielles.

Des données expérimentales utilisant des primates non humains et des rongeurs ont
démontré que les lésions introduites dans les neurones cholinergiques basaux du cerveau
antérieur qui innervent le cortex entrainent un déficit de I'attention (Voytko et al., 1994 ; Bucci
et al., 1998). De plus, les données publiées indiquent que ACh est impliqué dans la mémoire
(Dunnett et al., 1991 ; Sarter et al., 1996).

La stratégie thérapeutique prédominante dans la prise en charge de la maladie
d’Alzheimer repose sur le rétablissement de la fonction cholinergique au moyen de composés
bloquant les enzymes qui dégradent 1’acétylcholine (Massoud et Gauthier, 2010) comme la
tacrine, le donepezil, la galantamine. Les inhibiteurs de 1’activité cholinestérase induisent
malheureusement aussi des états dépressifs, ainsi des effets secondaires toxiques (Bachurin,
2003).

3.6.2. Diabéte
3.6.2.1 Principaux types de diabete
A. Le diabéte de type | (DTI)

Le diabete de typel (DTI) est représenté par 5 a 10% des diabétiques. Les enfants et les
adolescents sont fréquemment touchés, mais il peut également survenir a tout age, y compris
chez les personnes agees (Griffin, 2014). Le DTI est caractérisé par la destruction plus ou moins
rapide des cellules g de Langerhans (Concannon et al., 2009).

B. Le diabete de type 11 (DTII)

Le diabéte de type Il (DTH) est plus répandu, il représente 90 a 95% des personnes
atteintes de diabéte (Griffin, 2014). Le DTIIl qui est lié a des facteurs genétiques et
environnementaux, est caractérisé par une réesistance a l'insuline et un déficit relatif de la
sécretion d'insuline par les cellules g pancréatiques (Stumvoll et al., 2005).
3.6.2.2 Traitement du diabéte
A. Traitement de synthése

L'insuline reste le moyen le plus efficace pour obtenir une glycémie naturelle et bien
régulée. La fonction de l'insuline administrée au patient est de remplacer l'insuline de

I'organisme. Les principaux effets attendus sont d'améliorer I'utilisation du glucose périphérique
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et d'activer la glycolyse, la glycogenese, la lipogenése et la synthese des protéines. De plus,
I'insuline tente de prévenir la lipolyse et la néoglucogenése (Goodpaster et Kelley, 2001).

Cependant, l'utilisation continue de ces agents synthétiques devrait étre réduite car
ces inhibiteurs sont connus pour provoquer de nombreux effets secondaires, tels que des
symptdmes gastro-intestinaux indésirables (gaz, ballonnements, crampes abdominales,
vomissements, distension abdominale et diarrhée). En outre, certains d'entre eux peuvent
augmenter l'incidence des tumeurs rénales, des troubles hépatiques (lésions hépatiques et
hépatite aigué). Ces effets secondaires peuvent avoir €té causes par une inhibition excessive de
I'a-amylase pancréatique, entrainant une fermentation bactérienne des glucides non digérés
dans le cdlon. Ces médicaments présentent d'autres inconvenients tels que la toxicité hépatique
et augmentent les symptdmes et les facteurs de risque de maladies cardiaques (Arulselvan et
al., 2014).

Le comité d'experts en diabéte de I'Organisation Mondiale de la Santé a recommandé
I’orientation des recherches vers les plantes médicinales traditionnelles, car elles sont souvent
considérées comme exemptes de toxicité et d'effets secondaires. Par conséquent, la recherche
d'agents bioactifs plus slrs et plus efficaces a continué a étre une importante recherche de
développement de medicaments biomédicaux (Arulselvan et al., 2014).

B. Traitement naturel

L'utilisation de plantes médicinales pour gérer le diabéte est I'une des applications de
la médecine naturelle. La communauté utilise donc diverses plantes pour maintenir le taux de
glycémie dans les normes. Cette pratique a attiré les chercheurs a effectuer des expériences pour
clarifier le mécanisme d'action de ces remédes naturels (Senyange et al,. 2015).

Les plantes fonctionnent de trois fagons pour traiter le diabéte sucré. La premiére facon
est de diminuer I'apport de glucose dans le sang en inhibant la production hépatique de glucose
(sources endogénes de glucose). Ou en réduisant l'absorption intestinale du glucose (origine
exogeéne du glucose). La deuxiéme stratégie consiste a augmenter I'absorption de glucose par
les tissus périphériques, en particulier les muscles. La troisieme stratégie consiste a stimuler la

sécrétion d'insuline (Ma et al., 2009).

3.7. Systeme de defense contre le stress oxydatif

Le concept d'antioxydant biologique fait référence a tout composé qui, lorsqu'il est
présent a une concentration plus faible par rapport a celle d'un substrat oxydable, est capable
de retarder ou d'empécher I'oxydation du substrat (Godic et al., 2014).

Aprés une exposition aux ROS et RNS provenant de différentes sources, les organismes

vivants disposent d'une série de mécanismes de défense contre le stress oxydatif, notamment :
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des mécanismes de prévention, des mécanismes de réparation, des défenses physiques et des
défenses antioxydantes. Les mécanismes de défense antioxydants peuvent étre divisés en

défenses enzymatiques et non enzymatiques.
3.7.1. Antioxydants enzymatiques

3.7.1.1. Superoxyde dismutase (SOD)
Elle est considérée comme une premiére ligne de défense contre les ROS. La SOD
catalyse la conversion de O2" en H2O. et O.. La SOD réagit trés rapidement avec le NO",

réduisant ainsi la bioactivité de ce dernier et produisant 'ONOO- (Fukai et Ushio-Fukai, 2011).

3.7.1.2. Catalase (CAT)
La CAT maintient la concentration physiologique de H2O.. Elle convertit

catalytiquement le H2O2 en H20 et O et le neutralise ainsi (Asmat et al., 2016).

3.7.1.3. Glutathion peroxydase (GPx)

La GPx est une sélénoenzyme dont la fonction catalytique dépend de la présence du
minéral dans I'enzyme. Elle est connue pour catalyser la réduction de H2O2 (Brigelius-Flohé et
Maiorino, 2013).

3.7.2. Antioxydants non-enzymatiques

Les antioxydants non enzymatiques comprennent différents composés chimiques tels
que le tocophérol (Vit E), I'acide ascorbique (Vit C), les caretinoides, le glutathion réduit
(GSH), les composés phénoliques, l'ubiquinol (Q10), les phospholipides (protéoglycanes et
acide hyaluronigue), acide lipoique, protéines liant le fer et le cuivre libres (céruloplasmine,
transferrine, taurine, albumine), hydrolysats de protéines, bilirubine, mélatonine, acide urique,

mucine, surfactant, acides aminés, peptides et phytates (Mironczuk-Chodakowska et al. , 2017).

4. INFLAMMATION

L’inflammation est un mécanisme physiologique de défense de I’hdte contre I’invasion
par des agents pathogénes. Cependant, elle peut avoir des effets indésirables si la modération
n’est pas respectée. L’inflammation peut étre aigue ou chronique. La premiére c’est la réponse
d’urgence, habituellement, elle se dissipe de fagcon spontanée. Toutefois, il y a une possibilité
qu’elle se transforme en une inflammation chronique a laquelle plusieurs affections sont liées
(Noack et al., 2018).
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4.1. Inflammation aigue

L’inflammation aigue est la réponse immédiate, traduite par quatre symptdmes
majeurs : cedéme, rougeur, douleur et chaleur (Figure 8). Cependant, une défaillance dans dans
le processus menerait a une infiltration incontrélée et persistante des cellules inflammatoires,
conduisant ainsi a une durabilité inflammatoire (Rathinam et Fitzgerald, 2016). La réponse

inflammatoire aigué renferme 4 phases.

4.1.1. Phase vasculaire

La réponse vasculaire (Phase d’initiation) inclue une vasoconstriction suivie d’une
vasodilatation, ce qui provoque une exsudation de liquide plasmatique et donc la
formation d’cedéme (Dorword et al., 2012). L’augmentation de la perméabilité entraine aussi
la diapédese et la migration extravasculaire des leucocytes. La breve vasoconstriction de
quelques secondes va perturber le mouvement des plaquettes dans la circulation sanguine et
entrainer leur activation. Les plaquettes activées produisent la libération de médiateurs
comme la sérotonine et [I’histamine. La libération de ces facteurs vasoactifs
entrainent une vasodilatation et augmentent la perméabilité vasculaire et par conséquent

I’exsudation plasmatique (Buckley et al., 2014).

4.1.2. Phase cellulaire

Cette phase fait suite a la réponse vasculaire, elle implique surtout les cellules
endothéliales et les leucocytes circulants. Elle est caractérisée par un afflux extravasculaire
interstitiel de leucocytes, les polynucléaires neutrophiles (PMNSs) dans un premier temps puis
les monocytes. L’accumulation des neutrophiles atteint son maximum a la 4°™ heure puis
décline rapidement, alors que le nombre de monocytes augmente aprés la 4 ™ heure et atteint
son maximum entre 18 et 24 heures. Les polynucléaires circulants sont attirés vers le foyer
inflammatoire par des facteurs chimiotactiques (Rathinam et Fitzgerald, 2016).
4.1.3. Phase de résolution

Certains lipides, telles que les lipoxines, les protectines et les résolvines jouent un réle
majeur dans la promotion de la resolution du processus inflammatoire (Figure 9) et de la
réparation  tissulaire  (Serhan,  2007). Les lipoxines, sécretees par les
macrophages bloquent I’influx des neutrophiles, facilitent la phagocytose des neutrophiles
apoptotiques par les macrophages et permettent le recrutement de monocytes afin d’éliminer

les cellules apoptotiques et les debris cellulaires (Serhan et Savill, 2005).
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4.2. Inflammation chronique
L’inflammation chronique est une inflammation qui pourrait évoluer perpétuellement.
Ainsi, les phases vasculaires et cellulaires coexistent. L’ inflammation chronique pourrait causer

une perte tissulaire et fonctionnelle(Park et al., 2014).
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Figure 8. La réaction inflammatoire aigue (Bruchard, 2013)
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Figure 9. Processus inflammatoire aigu a auto-résolution (Alessandri et al., 2013)
PMN : Polynucléaire neutrophile ; M@ : Macrophage ; TGF-4 : Facteur de croissance transformant beta ;
IL : Interleukine ; CyPG : Prostaglandine cyclique ; GC : Glucocorticoide ;
AnxAL : Inhibiteur anti-annexine Al ; M1, M2 et Mres : Macrophages en plusieurs stades.
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4.3. Médiateurs de Pinflammation

Le déclenchement de I’inflammation fait intervenir plusieurs agents: Amines
vasoactives (histamines et sérotonine), eicosanoides (leucotriénes, thromboxanes et
prostaglandines), molécules d’adhésion, facteur d'activation plaquettaire (PAF), Kinines,
complément (protéines sériques et protéases activees), systeme de coagulation/fibrinolyse,
neuropeptides (la substance P) et les cytokines et chimiokines (Figure 10). Ces dernieres sont
des pro-inflammatoires et largement impliquées dans des affections chroniques (Judy et al.,
2014).
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Figure 10. Les médiateurs cellulaires et vasculaires de I’inflammation (Ayroud, 2015)
C : Complément ; EC : Cellules épithéliales.
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4.4. Pathologies inflammatoires

L’inflammation conduit a une multitude d’affections aux degrés variables de gravité
(Figure 11) (Roussel, 2016). Les cytokines pro-inflammatoires sont les plus impliquées (Noack
et al., 2018). La production de cytokines et de chimiokines maintient activement le caractére

chroniques de I’inflammation (Tableau 1) (Lowe et al., 2011).
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Figure 11. Les implications pathologiques de I’inflammation chronique (Roussel, 2016)
MICI : Maladies inflammatoires chroniques de l'intestin ;
MCV : Maladies cardiovasculaires.

4.5. Traitement de ’inflammation
De nombreux anti-inflammatoires sont mis a disposition des praticiens de la santé.
Toutefois, ils présentent plusieurs des effets néfastes. Or, les substances naturelles restent la

meilleure option compte tenu, entre autres, leur innocuité (Farahpour et Habibi, 2012).
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Tableau 1. Cytokines impliquées dans différentes pathologies (Kada, 2018)

Maladies Cytokines exprimées
SIDA TNF-o, IL-6, IL-1B
Infection aigue IL-6

Infections parasitaires TNF-a

Asthme

I’IL-4, IL-5, IL-10 et I1L-13

Cancer

IL-6

Maladies cardiovasculaires

TNF-a, IL-6

Athérosclérose

IL-1B, TNF-a, IL-6

Vieillissement

IL-1, TNF-a, IL-6

Fievre

IL-1a, PIL-1B, IL-6

Maladie de Corohn

IL-1etlL-12

Ulcére peptique

IL-1, TNF-a, IL-8

Alzheimer I’IL-1B, TNF-a, IL-6

Sclérose TNF-a

Diabétes Les médiateurs de Th-1 et Th-2

Douleur TNF-a, IL-1 et B et IL-6

dépression TNF-a, IL-1, B et IL-6, IL-1ra, IFN-y, IL-6
Schizophrénie TNF-a, IL-1 et B et IL-6

Maladies de sommeil TNF-a, IL-6

TNF-a, IL-1, IL-6, GM-CSF et IL-8

IL : Interleukine ; TNF a : Facteur de nécrose tumoral alpha ; Th : Lymphocyte T auxiliaire ; IFN-y : Interféron
gamma ; GM-CSF : Facteur de stimulation des colonies de granulocytes et de macrophages.

Polyarthrite rhumatoide

4.5.1. Anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont une des classes thérapeutiques les
plus utilisées dans le monde. Ces médicaments ont un effet antalgique et antipyrétique associé
a un effet anti-inflammatoire. Les effets des AINS résultent principalement de 1’inhibition de
la cyclooxygénase et ainsi de la synthése des prostaglandines. Cette inhibition peut étre
irréversible, avec les AINS salicylés, ou non avec les autres AINS (Tréchot et Jouzeau, 2014).
Les bons effets des AINS sont cependant limités par leurs effets indésirables graves,
principalement digestifs (ulcéres gastroduodénaux) et a un moindre degre rénal (Lahmidani
et al., 2012). L’impossibilité de dissocier les effets thérapeutiques des AINS de leurs effets

indésirables s’explique par leur mécanisme d’action.
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4.5.2. Anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ou glucocorticoides pourraient deriver de la
cortisone, cortisol et d’extraits animaux ou végétaux (Dangoumau, 2006). Les AIS bloquent
I’activation de la phospholipase A2 (Mallem et Gogny, 2014). Les glucocorticoides constituent
’alternative thérapeutique de choix vis-a-vis des maladies inflammatoires chroniques telles que
I’arthrite rhumatoide et les maladies auto-immunes (Kessel et al., 2014). Ils ont néanmoins
I’inconvénient de diminuer I’immunité de I’organisme en favorisant toutes sortes d’affections
chroniques (Strehl et al., 2011).

4.5.3. Anti-inflammatoires d’origine végétale

Grace a leurs multiples effets biologiques, les plantes médicinales sont
souvent utilisées par les thérapeutes ancestraux. La richesse en métabolites secondaires serait a
I’origine des vertus constatées.

Beaucoup d’extraits de plantes riches en flavonoides possedent des activités
antiinflammatoires. Des travaux menes in vitro ont montré que les flavonoides (Lutéoléine,
apigénine, kampferol, quercétine, myricetine, naringenine, catéchine, phlorétine, buteine,
pelargonidine) sont de puissants inhibiteurs de la production de TNF-o (Muzamal et al., 2013).
Récemment, Zeinali et ses collaborateurs (2017) ont monté que la chrysine est un puissant
antiinflammatoire qui agit sur NF-kB qui controle 1’expression des génes codant pour les
cytokines pro-inflammatoires (IL- 1, IL-2, IL-6, TNF-a), les enzymes inductibles COX2 et
iINOS et les molécules d’adhésion ICAM, VCAM et E-séléctine.
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5. TOXICITE

Le concept de la toxicité ne se limite pas a des domaines bien précis. Au contraire, il
s’étend des medicaments aux armes chimiques en passant par les végétaux, les animaux, les
produits industriels et bien d'autres. L’homme est constamment exposé a la toxicité, tandis que
d’autres études montraient que les intoxications aigués représentent la premicre cause
d’hospitalisation des pays développés et la deuxieme cause de mortalité des individus dans les
pays en voie de développement (Viala et Botta., 2005).

La toxicité est un caractére de toute substance qui au contact ou apres présentation dans
un organisme, ont la propriété de causer un disfonctionnement a 1’échelle moléculaire, cellulaire
ou organique (Bismuth et al., 1987) est un excellent critére d'orientation de la recherche
d'activité pharmacologique.

L’¢évaluation de la toxicité s’appuie sur des études qualitatives (non mesurables) ou
quantitatives (mesurables) adéquates. Il existe plusieurs types d’études qui nous permettent
d’évaluer les effets d’un toxique : les études épidémiologiques, qui comparent plusieurs groupes
d’individus ou les études de cas, ainsi que les études in vitro effectuées sur des cultures de tissus

ou des cellules (Gérin et al., 2003).

5.1. Substances toxiques
Les toxiques sont des substances capables de perturber le fonctionnement normal d’un
organisme vivant et peuvent agir au point de contact (effet local) ou pénétrer dans 1’organisme.
Ils sont de source naturelle (ex : poussiéres, pollen) ou artificielle (ex : urée formaldéhyde), ou
de nature chimique (ex : acétone) ou biologique (ex : aflatoxines) (Gilles, 2004). Les principales
facons de les absorber sont :
» T’inhalation (voie respiratoire)
» ’absorption par la peau (voie cutanée)
» I’ingestion (voie digestive)
L’action toxique d’une substance chimique pour les organismes animaux est conditionnée
par sa toxicocinétique et par la sensibilité des différentes espéces animales ;
» Les toxiques non résorbés par voie orale ou par voie percutanée auront une action
localisée.

» Les toxiques capables de pénétrer dans 1’organisme auront une action plus diversifiée.

Cette action dépend des biotransformations subit qui peuvent donner naissance a des
métabolites plus toxiques et également de la localisation et de I’accumulation de la substance

et de ces métabolites dans 1’organisme (Figure 12). L’élimination d’une substance toxique joue
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un role essentiel dans sa toxicité, quand une substance toxique ou ses métabolites sont

rapidement excreéteés, ils ne se concentrent pas et n'endommagent pas des cellules (Gilles, 2004).

5.2. Effet toxique

L’effet toxique est le résultat d’un processus souvent complexe suite a une interaction
entre le toxique et 1’organisme, il est li¢ a la voie d’absorption, a la gravité¢, au temps
d’apparition et au type des lésions, et il peut entrainer une série de réaction physiologique et
métabolique. Certains effets toxiques sont réversible, ils disparaissent plus ou moins rapidement
apres ’arrét de 1’exposition, tandis que d’autre sont irréversibles, ils persistent ou méme
s’intensifient apres I’arrét de 1’exposition.

Un effet aigu ou immédiat se fait sentir dans un temps relativement court (minutes,
heures, jours), tandis qu’un effet chronique ou retardé ne se manifeste qu’aprés un temps
d’exposition relativement long et de facon permanente (semaines, mois, années) (Vaubaurdolle,
2007).

Un effet morphologique aboutis a un changement de la morphologie d’un tissus visible
en microscopie optique ou ¢lectronique, tandis qu’un effet fonctionnel détermine un

changement dans les fonctions d’un organe (foie, rien) (Gara et al., 2017).

5.3. Formes d’intoxication
La toxicité est classée selon la fréquence d’administration et la durée d’exposition en

différentes formes (Figure 13).

5.3.1. La toxicité aigué (court durée)

La toxicité aigué résulte d’une exposition au toxique sur un temps court par rapport a la
durée de vie de ’organisme. Elle est généralement liée a une forte dose mais peut également
étre associée a une concentration plus faible d’une substance trés toxique. Elle conduit a de
graves troubles physiologiques voire a la mort des organismes. Les pathologies considérées
sont nécessairement a développement rapide car elles sont détectées en employant des essais
de courte durée (Fleuretine et al., 1990).

La toxicité aigué peut étre mesurée par la concentration létale (CLso) pour un
pourcentage de la population exposée pour une durée déterminée. La concentration effectrice
(CE) est celle provoquant un effet observé. Ainsi, la CLso (48 h) définit la dose qui provoque la
mort de 50 % des organismes exposes a un toxique pendant 48 heures. La dose létale (DLso) est
la dose transférée dans 1’organisme par ingestion, inhalation ou contact, provoquant la mort de

50 % des individus (Fleuretine et al., 1990).
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5.3.1.1. Dose létale DLso

La dose létale médiane (DLso) est la dose unique deéduite statistiquement, censée provoquer
la mort de 50 % des animaux auxquels la substance a été administrée (Gourlay-Francé et al.,
2011). On administre généeralement le produit a des rats ou a des souris répartis en plusieurs
groupes, et ce, a des doses croissantes suffisantes pour obtenir un pourcentage de mortalité
s’échelonnant entre 0 % et 100 %.

L’indice DLso sert frequemment pour exprimer la toxicité aigué ainsi que pour classer et
comparer les toxiques, Il a cependant une valeur tres limitée, car il ne concerne que la mortalité
et ne donne aucune information sur les mécanismes en jeu et la nature des lésions
(Vaubaurdolle, 2007). Elle s'exprime en mg de produit par kg de poids vif, La DL pour une
substance chimique doit toujours étre indiquée pour une espece animale donnée et pour une
voie d'administration déterminée (Lecoq et al., 2009).
5.3.1.2. Détermination de DLso

Le produit testé est administré chez une espéce connus a différentes doses, les animaux sont
observés pendant une période de 14 jours suivant ’administration, on notera tout signe de
toxicité, La construction d’une courbe donnant le pourcentage de mortalité en fonction de la

dose conduit a déterminer la dose qui serait la DLso (Gare et al., 2017).

5.3.1.3. Différentes méthodes de détermination de la DLso

Les méthodes les plus couramment utilisés pour calculer la DLso sont la méthode graphique
de Litchflied et Wilcoxon (1949), le tracé sur papier gausso-logarithmique de Miller et Tainter
(1944), et la méthode moyennes mobiles de Thomson (1947) et weil (1952) (Gare al., 2014).
Cependant, pour estimer la toxicité orale aigue des substances peu toxiques ou dont les données
toxicologiques faisant défaut, les lignes directrices pour les essais des produits chimiques
décrites par 1’Organisation de Coopération et de Développement Economiques OCDE 425,
(2008) sont désormais largement utilisé.

5.3.2. La toxicité subaigué

Elle correspond a I'administration répétée d'un produit, sur une période n'exceédant pas 3
mois. Elle permet d'identifier I'organe ou le systéeme sur lequel le toxique agit préferentiellement
(Vaubaurdolle, 2007).

5.3.3. La toxicite a long terme

Comme la précédente, elle s'évalue aprés exposition répétée a de faibles concentrations a
un produit chimique donné, mais par contre pendant toute la durée de vie de I'animal (2 ans
chez des rongeurs comme les rats ou les souris). Elle permet de déterminer les effets a long

terme d'un produit donné en fonction de la dose totale absorbée, ce qui permet de fixer des
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doses-seuils (ou valeurs limites d'exposition, s'il s'agit du milieu de travail) (Vaubaurdolle,

2007).
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Figure 12. Principales étapes pharmacocinétiques (Clewell et Andersen, 1994)
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Figure 13. Formes d’intoxication (Gilles, 2004).
DLso : Dose létale pour 50% de la population étudiée ;
DSE : Dose sans effet.
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Le présent travail a pour but de valoriser le potentiel thérapeutique, en 1’occurrence ;
antioxydant, anti-inflammatoire, anti-Alzheimer (in vitro) et antidiabétique (in vitro), ainsi que
I’estimation du niveau de sécurité (évaluation de la toxicité par 1’essai limite) des différents
extraits préparés a partir des différentes parties de la plante médicinale endémique de I’ Algérie:
Arctium minus (Hill) Bernh. ssp. atlanticum (Pomel) Maire, communément connue sous le nom
de la « petite bardane ». Tout d’abord, un criblage phytochimique général (qualitatives et
quantitatives) a été réalisée pour identifier quelques familles chimiques contenus dans ces
extraits, suivie d’une caractérisation du profil des quelques molécules bioactives par
chromatographie en phase liquide & haute performance. La partie expérimentale a été réalisée
au niveau des laboratoires de microbiologie appliquée et celui de phytothérapie appliquée aux
maladies chroniques de I'UFAS-1-, laboratoire de biochimie du centre de recherche en
biotechnologie —Constantine- et au laboratoire de perspective biologique a la science des

matériaux de I'université d’Aksaray-Turquie-.

1. MATERIEL

1.1. Matériel végetal

L’Arctium minus. ssp. Atlanticum a été récolté pendant la saison de floraison a Sétif, dans
I'est de I'Algérie, situé a une longitude 5°40" Est et une latitude 36°34" Nord (Figure 14).
L'identification taxonomique de I'échantillon végétal a été réalisée par le Pr RAMDANI
Messaoud du Laboratoire de Valorisation des Ressources Biologiques Naturelles (LVRBN) de
I'Université de Sétif.

Les différentes parties aériennes (feuilles et fleurs) et racinaires de la plante ont été
soigneusement nettoyées, puis séchées a I’abri de la nuisance potentielle de ’humidité et de la
lumiére du soleil pendant un mois. Ensuite, elles ont été pulvérisées a 1’aide d’un broyeur. Les
poudres fines issues du procédé susmentionné ont été stockées dans des récipients opaques pour

s’en servir ultérieurement.

1.2. Animaux

Des souris Balb C des deux sexes, de poids oscillant entre 30 et 35 g ont été utilisées dans
cette étude et qui sont obtenu de I’Institut Pasteur d’Alger. Ces souris sont hébergées dans des
cages de plastique aérée a une température ambiante, avec accés libre a I’eau et a une
alimentation standard fournie par 1’Office National des Aliments de Bétails de Béjaia. Apres
une période d’adaptation de 20 jours, elles sont pesées et réparties en groupes de facon

homogeéne.
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Les expériences ont été menées conformément aux directives internationalement
acceptables pour l'évaluation de la sécurité et de lefficacité des plantes médicinales
(Organisation de coopération et de développement économiques (OCDE), 2008).

Figure 14. Photographies d’Arctium minus. ssp. Atlanticum (Photos personnelles, 2019)
A gauche : L’aspect de la plante poussant spontanément a Laoumer au nord de Sétif ;
A droite : La forme des feuilles et des fleurs a 1’état frais.

1.3. Reactifs chimiques et équipements
1.3.1. Réactifs chimiques

Sauf indication contraire, tous les réactifs et solvants étaient de qualité analytique et
utilisés sans autre purification. Le méthanol et 1’eau distillée étaient de qualité chromatographie
liquide a haute performance (HPLC) , chlorure de sodium (NaCl), a-amylase (d’origine
porcine), potassium acétate (CH3zCO2K), galvinoxyl (GOR), acide chlorhydrique (HCI), acide
acétique (CH3COOH), amidon (de pomme de terre), iodine de potassium (IKI), galantamine,
acarbose, chlorure de cuivre (CuCl), eau oxygénée (H202), néocuproine (Nc),
acétylcholinestérase (AChE), butyrylcholinestérase (BuChE), iodure d'acétylthiocholine (ACI),
iodure de butyrylthiocholine (BuCl), trichlorure d’aluminium (AICls), nitrate d’aluminium

AI(NOs)3, acide gallique, quercétine, méthanol CH3sOH, acide 5,5-dinitro-bis-nitrobenzoique
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(DTNB), 1 diphényle-2,2 picryle-1 hydrazyle (DPPHe), albumine de sérum bovin (ASB),
hydroxy toluene butylé (BHT), hydroxy-anisole butylé (BHA), diclofénac de sodium, acétate
d’ammonium (ACNHa), réactif du Folin-Ciocalteu, vanilline, catéchine, carbonate de sodium
(Na>CO3), p-carotene, acide linoléique, Tween 40, phosphate monopotassique (KH2PO4) et
phosphate dipotassique (K2HPO4) .Presque la quasi-totalité des produits proviennent des

laboratoires Sigma-Aldrich (Allemagne), Fluk a(France), Riedel-de Haén et Prolabo.

1.3.2. Equipements

HPLC HP-Agilent 1290 Infinity équipé d'une colonne C18 et d'un détecteur a barrette de
diodes (DAD) comme détecteur, lecteur de microplaques Victor X3 (Perkin Elmer), chambre
d’observation UV « 264/365 nm » (VILBER COURMAT), bain Marie (MEMMERT), pH métres
(Hanna), agitateur magnétiqgue (SCILOGEX), vortex (VELP), centrifugeuse refrigérée
(ROTINA 420 R — HETTICH), Balance (OHAUS), Rotavapeur (BUCHI R.200).

2. METHODES
2.1. Etude phytochimique

2.1.1. Preparation des extraits aqueux bruts

Afin d’obtenir les extraits aqueux bruts des différentes parties de la plante étudiée, la
poudre fine obtenue apres nettoyage, séchage puis broyage, a fait I’objet d’une extraction par
décoction selon la méthode décrite par Ferreira et al., (2013) avec une légere modification.
Briévement, 100 g de poudre des différentes parties aeriennes et racinaires de la plantes sont
mises a bouillir pendant 20 minutes dans 1000 mL d’H20D. Apreés filtration a trois reprises sur
papier filtre de type Whatman n°=4, une centrifugation a 3000 tour par minute pendant 15

minutes est réalisée. Le surnageant obtenu est évaporé sous vide en utilisant un rotavapeur
(Bichi), puis a été davantage concentré en le laissant reposer dans un four a 40°C jusqu’a

’obtention d’une poudre brune qui sera conservée a -4°C jusqu’a son utilisation.

2.1.2. Préparation des extraits hydrométhanoliques bruts

Le processus est réalisé par la méthode de macération dont le principe est basé sur
I’extraction solide-liquide la plus simple. Cette derniére consiste en la mise en contact du
matériel végétal avec le solvant sans ou avec agitation (Leybros et Fremeaux, 1990).
Briévement, 100 g de poudre des différentes parties aérienne et racinaires de la plante sont
émergés dans 700 mL de méthanol ajusté avec 300 mL d’ecau pendant 24 heures a une
température ambiante. Ensuite, la filtration est réalisée sur papier filtre de type Whatman n°=4,

Le solvant a été récupéré du filtrat par évaporation dans un rotavapeur a une température de
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39°C, puis a été davantage concentré en le laissant reposer dans un four a 40 C jusqu’a

I’obtention d’une poudre brune qui sera conservée a -4°C jusqu’a son utilisation.

2.1.3. Extraction des flavonoides

Une partie du filtrat obtenu de la macération hydrométhanolique a été soumise a un
fractionnement par extraction liquide-liquide. L acétate d'éthyle qui est moins polaire est utilisé
comme solvant d’extraction des flavonoides glycosides (Markhem, 1982). La couche organique
obtenue a été évaporée sous pression réduite a sec sur un rotavapeur en dessous de 45 ° C pour

donner la fraction d’acétate d'éthyle.

2.1.4 .Calcul de rendement

Le rendement d’extraction est calculé selon la formule suivante (Falleh et al., 2008) :

Pourcentage de rendement %= (Ma / Mb) x 100

Ma : La masse de I’extrait aprés évaporation du solvant [mg] ;
Mb : La masse séche de 1’échantillon végétal [mg].

2.1.5. Analyse quantitative

2.1.5.1. Caractérisation phytochimique par chromatographie analytique (HPLC-DAD-
uv)

Les solutions des extraits aqueux et hydrométhanoliques de la plante étudiée ont été
prépares dans de méthanol. Tous les échantillons ont été préparés et utilisés soit immédiatement
pour l'analyse, soit conservés a 4 °C s'ils n‘ont pas été analyses pendant plus d'une heure (Tzima
et al., 2018).

L'analyse chromatographique a été effectuée selon la méthode de Caponio et al., (1999)
avec de légeres modifications en se servant d'un appareil HPLC-DAD équipé d'une colonne
C18 et d'un détecteur UV / DAD, d'une pompe quaternaire, d'un dégazeur en ligne et d'un
injecteur automatique. Le détecteur a barrette de diodes (DAD) fixé avec la colonne analytique
Hypersil (BDS-C18, 5 um, 250 x 4,6 mm) constituant la phase stationnaire.

La phase mobile utilisée est un mélange de deux solvants, le premier est de l'acide
acetique a 3 % dans le solvant (A), de I'eau et du méthanol dans le solvant (B). Les deux solvants
sont utilisés dans un gradient d'élution linéaire pendant 30 minutes a 0.8 mL/min, en
commengcant par 93% de solvant A et en terminant par 100% de solvant B.

Le gradient d'élution appliqué était comme suit : 93 % A-7 % B (0,1 min), 72 % A-28
% B (20 min), 75 % A-25 % B (8 min) , 70 % A30 % B (7 min) et le méme gradient pendant
15 min était de 67 % A-33 % B (10 min), 58 % A-42 % B (2 min), 50 % A-50 % B ( 8 min),
30% A70% B (3 min), 20% A-80% B (2 min) et 100% B en 5 min jusqu'a la fin de 1’élution.
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Le débit est de 1,5 mL /min, le volume d'injection de 20 UL et les longueurs d'ondes du détecteur
sont fixées a plusieurs longueurs a savoir : 278nm (DAD A), 254nm (DAD B), 330nm (DAD
C), 230nm (DAD D), 260nm (DAD E), 273nm (DAD F), 280nm (DAD G), 250nm (DAD H).
Le choix des longueurs d’ondes est basé sur la convenance avec les absorbances maximales des
molécules identifiées.

L’identification des composés séparés a été effectuée en comparant les temps de
rétention des pics du chromatogramme de I’échantillon obtenu avec les temps de rétention et
les spectres UV des pics des étalons précédemment analysés dans les mémes conditions
opératoires enregistrés dans la banque de données de ’HPLC (Tzima et al., 2018). L’ Acide
gallique, (+)-catéchine, acide chlorogénique, Acide caféique, acide hydroxybenzoique, (-)
épicatéchine, acide syringique, Ac p-coumarique , acide férulique, acide sinapinique, acide
benzoique, hespéridine, acide rosmarinique, acide trans-cinnamique et quercétine ont eté
utilisés comme normes. La quantité de chaque composé phénolique a été exprimée en pg par
gramme d'extrait a l'aide de courbes d'étalonnage externes, qui ont été obtenues pour chaque
étalon phénolique.

Les composés étalons utilisés pour I’identification, leur temps de rétention et la longueur
d’onde sont mentionnés dans le tableau 2.

Tableau 2. Données des composée étalons utilisés pour 1’identification HPLC-DAD-UV

Composeé Temps de rétention [min] Signal [nm]
Acide gallique 5,400 DAD A
Catechine 12,430 DAD B
Acide chlorogénique, 15,745 DAD E
Acide caféique 18,336 DAD C
Acide hydroxybenzoigue 18,917 DAD B
Epicatéchine 19,165 DAD D
Acide syringique 21,250 DAD D
Acide p-coumarique 26,385 DAD G
Acide férulique 31,265 DAD H
Acide sinapinique 33,416 DAD E
Acide benzoique 38,571 DAD C
Hespéridine 54,719 DAD F
Acide rosmarinique 59,326 DAD G
Acide trans-cinnamique 68,506 DADH
Quercétine 71,045 DAD F
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2.1.5.2. Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux est basé sur la quantification de la concentration totale
des groupements hydroxyles présents dans I'extrait. Le réactif de Folin-Ciocalteu, en milieu
alcalin, oxyde les phénols en ions phénolates et réduit partiellement ces hétéropolyacides, d'ou
la formation d’un complexe molybdotungstique bleu. La coloration bleue obtenue est mesurée
au spectrophotometre a 765 nm et l'absorption est proportionnelle a la quantité de phénols
présents (Ribéreau-Gayon et al., 1968).

Brievement, 20 puL d’extrait dilué a 1mg/mL dans le MeOH sont ajoutés a 100 uL de
réactif de Folin-Ciocalteu 0.1N. On additionne 75 pL d’une solution de Na,COz a 7.5%. Le
mélange est laissé au repos pendant 2 heures a 1’obscurité. La lecture de 1’absorbance est
effectuée a une longueur d’ondes de 765 nm. Un blanc est préparé de la méme maniere en
remplagant I’extrait par le solvant utilisé (MeOH). Une droite d’étalonnage est réalisée avec de
I’acide gallique dans les mémes conditions que les échantillons a analyser (Bahorun et al.,
1996). La concentration en polyphénols dans chaque extrait est exprimée en pg d’équivalent
d’acide gallique par mg d’extrait (ug EQAG/mg d’extrait), et calculée a partir de I’équation de

régression de la courbe d’étalonnage de I’acide gallique (Figure 15 A).

2.1.5.3. Dosage de flavonoides

Le dosage des flavonoides totaux est base sur un test colorimétrique utilisant le
trichlorure d’aluminium (AICIz) avec lequel ils forment des complexes acides stables soit avec
le carbonyle (C=0) en position C-4, soit avec le groupe hydroxyle en C-3 ou C-5 des flavones
et des flavonols (Chang et al., 2002). Ces complexes colorés avec le chlorure d’aluminium
forment un complexe jaunatre par des chélations des métaux (fer et aluminium). Ceci traduit le
fait que le métal (Al) perd deux électrons pour s’unir a deux atomes d’oxygene de la molécule
phénolique agissant comme donneur d’électrons. Par ailleurs, AlCls peut également former des
complexes acides labiles avec les groupements orthodihydroxyles éventuellement présents sur
le noyau A et/ou B des flavonoides (Chang et al., 2002).

Brievement, 50 pL d’extrait (préparé dans le MeOH) sont ajoutés aux 130 pL de
méthanol (MeOH) puis 10 pL d’acétate potassium (CH3CO2K) et 10 pL nitrate d’aluminium
AI(NO3)3, I’ensemble est incubé a I'ombre a la température ambiante pendant 40 minutes.
L absorbance est lue a 430 nm. La quantification des flavonoides se fait en fonction d’une
courbe d’étalonnage réalisée par un flavonoide standard : Quercétine. Un blanc est préparé en
remplagant les réactifs par le MeOH (50 uL extrait + 150 u. MeOH) (Topgu et al., 2007).

Le résultat est exprimé en pg d’équivalent de quercétine par mg d’extrait (ug EqQ/mg
d’extrait) (Figure 15 B).
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2.1.5.4. Dosage des tanins

Le principe de la méthode est basé sur le fait que la vanilline réagit avec les flavan3-ols
libres et les unités terminales des proanthocyanidines donnant une coloration rouge dont
I’intensité est proportionnelle aux taux de flavanols présents dans le milieu et qui présente un
maximum d’absorption a 500 nm de longueur d’onde.

Brievement, dans chaque puits de la microplaque 16 uL de chaque échantillon sont
ajoutés a 80 YL du réactif d’analyse (2,5 ml de la solution de vanilline a 1% mélangée a 2,5 mL
de la solution du HCI a 8%) (8 mL HCI complétés a 100 mL avec du MeOH), puis le mélange
est vigoureusement agité. Aprés 1 minute ; 80 pL de la solution HCI & 4% sont additionnés.
L’erlenmeyer est ensuite introduit au bain marie a 30°C et laissés pendant 20 minutes. La

lecture des absorbances est lue a 500 nm en respectant 1’intervalle d’une minute (Hagerman,
2002).

Une courbe d’étalonnage établie par la catéchine servira a la quantification des tanins
condensés. La teneur en tanins condensés est exprimée en microgramme d’équivalent de

catéchine par un milligramme d’extrait (ug EqC/mg d’extrait) (Figure 15 C).
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Figurel5. Droites d’étalonnages de 1’acide gallique (A) de la quercétine (B) et de la catéchine (C)

2.2. Etude des propriétés biologiques

2.2.1. Evaluation de Pactivité antioxydante
2.2.1.1. Effet piégeur du radical libre DPPHe

L'activité de piégeage des radicaux libres de différents échantillons a été évaluée par le
1,1-diphényl-2-picrylhydrazyl (DPPHe). Une technique colorimétrique mise au point par Blois
(1958) est utilisée. En présence des échantillons a évaluer, une longueur d'onde caractéristique
a eté utilisée pour estimer avec précision le taux de blanchiment du radical libre stable DPPHe.
Sous sa forme réactive. Ce dernier a une importante capacité dabsorption a 517nm. En
revanche, lors de la réduction par un antioxydant ou une espece radicalaire, I'absorption diminue
sensiblement. En effet, les molécules a pouvoir antioxydant réduisent le radical DPPHe, ayant
une couleur violette, en radical diphényl picryl hydrazine avec une couleur jaune dont I’intensité
est inversement proportionnelle a la capacité des antioxydants présents dans le milieu (Cuendet
et al., 1997 ; Burits et Bucar, 2000). (Figure 16).

Briévement, dans un endroit sombre, une solution au dixiéme de mM de DPPH- a été
préparée dans de I'éthanol. 160 pL de cette derniere ont été placés dans chaque puits de la
microplaque, puis, un volume de 40 uL de chaque extrait a différentes concentrations ont été
ajoutés. Apres 30 min d'incubation a température ambiante, I'absorbance a été mesurée a 570
nm. Une activité élevée de piégeage des radicaux libres implique une diminution de la capacité
d'absorption du mélange réactionnel. Une courbe d'étalonnage a été utilisée pour évaluer la

concentration de DPPHe dans le milieu réactionnel (Gulgin, 2007).
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L'équation suivante quantifie le pouvoir de piégeage du radical DPPHs ;

Activité antiradicalaire (%) = [(Ac - At)/Ac] x 100

Ac : Absorbance du contrdle (réaction témoin) ;
At : Absorbance du test (différents extraits d'A.minus ou de standards).

La concentration inhibitrice de 50% de I'activité DPPH (Clso) des différents échantillons
a ensuite été calculée a partir de I'équation qui détermine le pourcentage d'inhibition en fonction
de la concentration d'inhibiteur. Elle a été exprimée en pg/mL et comparée a celle du BHA, du
BHT et de I'a tocophérol (Guettaf, 2016).

Pour mieux caractériser le pouvoir antiradicalaire, 2 autres parametres peuvent étre
calculés : la concentration effectrice a 50% (CEso = Clso/mg de DPPH/mL) et le pouvoir
antiradicalaire (APR) qui n’est que I’inverse de ’ECso (APR = 1/CExyo).

N.B: Le CEso prend en considération la concentration de DPPHe présente dans le milieu

réactionnel (Prakash et al., 2007).

NO, NO,
' H
O;N N—N + A-H—> O,N N—N + A"
NO, NO,
VIOLET JAUNE

Figure 16. La forme radicalaire et la forme réduite de DPPH (Shivaprasad et al., 2005)

2.2.1.2. Effet piégeur du radical libre galvinoxyl (GOR)

L'efficacité du pouvoir donneur d'hydrogene des phénols potentiels présents dans les
extraits étudiés a été mesurée a l'aide du radical libre stable galvinoxyl (Galv-O¢) (Figure 17).
Malgré le potentiel démontré de cette molécule a accepter un électron ou un radical hydrogéene

pour gagner en stabilité, le galvinoxyl est une molécule considérée comme stable.
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Par conséquent, il peut étre réduit de maniere irréversible. La présence d'un électron
impair fait du galvinoxyl une molécule a forte affinité d'absorption & 428 nm ; dans des
conditions normales, la solution de galvinoxyl apparait jaunatre. Cependant, l'absorption a
tendance a diminuer ou méme a disparaitre lorsque I'électron est apparié, de sorte que la
décoloration qui en résulte est relativement proportionnelle au nombre d'électrons absorbés.
Globalement, la dynamique de l'activité antioxydante et de I'activité donneuse d'hydrogéne peut
étre mesurée en tirant parti du changement de couleur du galvinoxyl en présence d'un
antioxydant (Shi et al,. 2001). Lorsque les antioxydants interagissent avec le radical Galv-O
stable, la réaction de piégeage produite obéit a la formule suivante ; Galv-O ¢ + A-OH « Galv-
OH + A-O «. Ou A-OH est un composé donneur d'hydrogéne tel que les polyphénols et A-O
les radicaux instables résultants (Papadimitriou et al,. 2006). En bref, 40 uL de différentes
concentrations d'échantillons ont été ajoutés a 160 puL de solution de galvinoxyl 0,1 mM dans
chaque puits de la microplaque. Aprés incubation dans l'obscurité a température ambiante
pendant 2 heures, I'absorbance a été mesurée a 428 nm. Un contr6le négatif contient 40uL de
méthanol au lieu d'échantillons a été utilise (Amrani et al,. 2019). L'équation suivante est

utilisée pour quantifier le pouvoir de piégeage du radical GOR ;

Effet de piegeage GOR (%) = [(Ac - At)/Ac] x 100

Ac : Absorbance du contréle (réaction témoin) ;
At : Absorbance du test (différents extraits d'A.minus ou de standards).

La concentration inhibitrice de 50% de l'activité GOR (Clso) de différents échantillons

a ensuite été calculée et comparée a celle du BHA et du BHT.

HsC CHa HaC CHs
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H3C/ \CH3
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Figure 17. Structure chimique de la forme radicalaire du galvinoxyl (Barzegar et Moosavi-Movahedi,
2011)
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2.2.1.3. Test de blanchiment du p carotene

La capacité des extraits aqueux des deux plantes de prévenir le blanchiment du S-caroténe
est déterminée selon la méthode décrite par Marco et al,. (1968). Cette méthode est largement
utilisée dans le domaine de la chimie alimentaire. Le principe de la méthode repose sur la
décoloration de la couleur jaunatre d'une solution de p-caroténe due a la rupture de la -
conjugaison par réaction d'addition du radical peroxyle lipidique ou lipidique (Le ou LOQOe) a
une double liaison C=C du S-carotene. L'espece radicalaire est générée a partir de l'autoxydation
de l'acide linoléique par chauffage sous atmosphere d'air. Lorsque I'antioxydant approprié est
ajouté a la solution, la décoloration peut étre retardée par la réaction concurrente entre le B-
carotene et l'antioxydant avec les radicaux soumis (Al-Saikhan, M. S. et al., 1995).

Brievement, dix milligrammes de pg-caroténe ont eté dissous dans 100 mL de
chloroforme. A partir de cette solution on préléve 1mL qu'on introduit dans un ballon contenant
20 mg d’acide linoléique et 100 mg de Tween 40. Le chloroforme a été ¢liminé a l'aide d'un
rotavapeur a 40°C et au résidu, 50 mL d'eau oxygénee ont éte ajoutés lentement, sous agitation
vigoureuse pour former 1’émulsion (A). Ensuite, 200 pL de chaque extrait, a différentes
concentrations ont été melangés avec 5 mL de I'émulsion (A). Une solution se composant de
200 pL déthanol et de 5 mL d'émulsion (A) a été préparée (contrdle négatif).

Une deuxieme émulsion (B) se composant de 20 mg de l'acide linoléique, 100 mg de
Tween 40 et 50 mL d'eau distillée a été également préparée. 200 pL d'éthanol sont ajoutés a
5mL de I'émulsion (B) pour étalonner a zéro le spectrophotometre.

Le mélange est placé dans un bain-marie et incubé a 50°C pendant 2 heures. L.’oxydation
de I’émulsion précédente est suivie par la mesure de ’absorbance de chaque échantillon juste
apres sa préparation (t = 0 min) et a la fin de ’expérience (t = 120 min) a 470 nm. Le BHA et
le BHT sont utilisees comme des antioxydants standards. L’activité antioxydante (%) est

exprimée en pourcentage d’inhibition par rapport au contrdle négatif selon I’équation suivante :

Activité antioxydante % = [1- (At0— At120) test / (At0-At120)
contréle] x 100

At 0: absorbance au tempst=0;
At 120 : absorbance au temps t = 120 min.

2.2.1.4. Capacité antioxydante de réduction des ions cuivriques (CUPRAC)
Pour évaluer le pouvoir réducteur des ions cuivre de différents extraits d'A.minus, le

test CUPRAC a été réalisé. Ce test est basé sur la réduction de Cu (II) en Cu (I) par les

antioxydants présents dans les échantillons. En effet, la conversion des hydroxyles phénoliques
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en quinones & travers la réduction du complexe Cu(ll) Nc, produisant ainsi un complexe
chromogéne de Cu (I) avec la néocuproine (2,9-diméthyl-1,10-phénanthroline) Cu(l)Nc qui
absorbe a 450 nm ( Figure 18). Le réactif CUPRAC est relativement préférable car il est
beaucoup plus stable que dautres radicaux comme le DPPHe. De plus, la réaction
d'oxydoréduction, qui donne naissance a un chélate coloré de Cu (I) -Nc, est relativement
insensible a plusieurs parametres tels que I'air, la lumiére du soleil, I'humidité et le pH, ce qui
fait de ce test un choix de premiére intention (loannou, 2015).
Pour procéder au test de CUPRAC, nous avons opté pour I’approche d’Apak et al.,

(2004). Briévement, dans chaque puits de la microplaque, 40 uL d'extraits de différentes
concentrations, 50 uL de CuClz (10 mM), 50 uL de néocuproine (7,5 mM) et 60 uL de tampon
ACNHs (1 M, pH 7,0) ont été ajoutés (volume total de 200 uL dans chaque puits de la
microplaque) et bien mélanges. L'absorbance a été mesurée a 450 nm apres 30-60 min. En
suivant les mémes étapes et sans l'échantillon testé, le BHA et le BHT a différentes
concentrations ont été utilises comme standards. La concentration de I'extrait fournissant une
absorbance de 0,5 (Ao;s) a été déterminée a partir du graphique de I'absorbance en fonction de
la concentration de chaque extrait.

Chemical reaction:

Cu (Nek*+ ArOIL — Cu (Ne)2*+ ArO* + I I* Scheme 13
Mechanism of reaction:

— —/ 9,

(=) =)

N N N N
ArOH  [ArOH]*
1L,C \ / I, i [ ] 150 \Cu/ CIT,
H,C, / \ CH, g. 1,C / \ CH,
N N

O~O =0

Orange-vellow

Light blue )
Cu(Nc),>* Cu(Nc),"

A =450 nm

Light blue Orange yellow

Figure 18. Mécanisme de réaction de la capacité antioxydante réductrice du cuivre (CUPRAC)
(Bibi Sadeer et al., 2020)
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2.2.2. Evaluation de P’activité anti-inflammatoire in vitro
L’activité anti-inflammatoire in vitro des extraits a été effectuée selon la méthode
d’inhibition de la dénaturation des protéines décrite par Ghosh et al., (2015). Cette méthode
consiste a préparer quatre solutions :
» La solution de test; se compose de 0,45 mL de la solution aqueuse de 1’albumine du
sérum bovin (ASB) 0,5 % et 0,05 mL de chaque extrait avec des concentrations de 250,
500, 1000 et 1500 pg/mL.
> La solution contrdle témoin ; se compose de 0,45 mL de la solution aqueuse d’ASB
0,5 % et 0,05 mL d’eau distillée.
» La solution contréle produit ; se compose de 0,45 mL d’eau distillé et 0,05 mL de
chaque extrait avec des concentrations de 250, 500, 1000 et 1500 pg/mL .
» Lasolution standard ; se compose de 0,45 mL de la solution aqueuse d’ASB 0,5 % et
0,05 mL de la solution de I’anti-inflammatoire de référence, le Diclofénac de sodium
avec des concentrations de 250, 500, 1000 et 1500 pg/mL.

Les pH de toutes les solutions citées précédemment sont ajustés a 6,3 par une solution du
HCI (1N), puis, incubées a 37°C pendant 20 min. Ensuite, la température est augmentée a 57°C
pendant 3 min suivie d’un refroidissement des tubes. Puis, 2,5 ml de la solution saline tampon
phosphate (pH 6,3) ont été ajoutés aux solutions ci-dessus.

L’absorbance a été lue par un spectrophotométre UV-visible a 255 nm, et le pourcentage

d'inhibition de la dénaturation des protéines a été calculé comme suit :

Inhibition de la dénaturation (%) = [100- (At — Acp ) /Act ] x 100

At : Absorbance du test (différents extraits d'A.minus ou de standards);
Acp : Absorbance du contréle produit ;
Act : Absorbance du contréle témoin (contr6le négatif).

Le contrdle représente 100% des protéines dénaturées et les résultats sont comparés avec

le Diclofénac sodique a différentes concentrations (Williams et al., 2008 ).

2.2.3. Evaluation de P’activité anti-Alzheimer in vitro

Plusieurs enzymes sont impliquées dans des processus liés aux déclenchements et de
développement de certaines pathologies, c'est le cas par exemple de I'acétylcholinestérase et la
butyrylcholinestérase et la maladie d'Alzheimer.

Les activités inhibitrices de l'acétylcholinestérase (AChE) et de la butyrylcholinestérase
(BuChE) de différents extraits d'A.minus ont été déterminées a l'aide de la méthode d’Ellman

avec des modifications (Ellman et al., 1961). Il s'agit d'une méthode colorimétrique basée sur
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la quantification de la variation de I'absorbance par minute (AA / minute) due a la formation de
l'anion jaune 5-thio-2-nitrobenzoate, qui reflete la vitesse d'hydrolyse de I'iodure
d'acétylthiocholine (ACI) ou de l'iodure de butyrylthiocholine (BuCl) (Elufioye et al., 2019).
L'extrait végétal a été préparé dans I'eau ou le méthanol. D'autre part, I'enzyme a été préparée
dans un tampon phosphate de sodium (pH 8,0). La galantamine a été utilisée comme référence
(controle positif).

Brievement, 150 puL de tampon phosphate de sodium (pH 8,0) ont été ajoutés a 10 pL
de solution d'extrait et 20 uL. de solution d'AChE ou de BChE puis le mélange a été incub¢ a
25 °C. Aprés 15 min, 10 pL d'acide 5,5-dinitro-bis-nitrobenzoique (DTNB) et 10 pL d'ACI ou
de BuCI ont été ajoutés. Immédiatement, une premiére lecture a été faite a 412 nm suivie d'une
seconde 15 min plus tard. Les réactions de dosage avec les différents extraits de la plante ont
toutes été réalisées en triplicatas a des concentrations de 100 et 200 pg / mL. Une solution
tampon a été utilisée comme contrble négatif. Le pourcentage d'inhibition de 'AChE / BChE
par les différents extraits a été calculé par rapport a l'inhibition par la galantamine. La
concentration de I'extrait produisant une inhibition de 50 % (Clso) a ensuite été calculée a partir
de I'équation qui détermine le pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration de
I'inhibiteur (Elufioye et al., 2019).

Le pourcentage d'inhibition (1%) des extraits de plantes a été obtenu a l'aide de la

formule suivant ;

Inhibition (%6) = [(Vo-Vi) / Vo] x100

Vo : Activité enzymatique en lI'absence des différents extraits d'A.minus ;
Vi : Activité enzymatique en présence des différents extraits d'A.minus ou le standard.

2.2.4. Evaluation de Pactivité antidiabétique in vitro

Au méme titre que I'AChE et BChE, a-amylase est une enzyme dont I’implication dans
le diabéte type Il est bien démontrée. L'activité inhibitrice de l'a-amylase a été réalisée en
utilisant la méthode de I'iode/potassium (IKI) de Caraway Somogyi (Yang et al., 2012) avec
quelques modifications. La solution d'échantillon (25 pL) a été mélangée a une solution d'« -
amylase (50 pL) dans un tampon phosphate (pH 6,9 avec 6 mM de chlorure de sodium) dans
une microplaque a 96 puits et incubée pendant 10 min a 37 °C.

Apreés la pré-incubation, la réaction a été initiée par I'ajout d'une solution d'amidon (50
pL, 0,05%). De méme, un blanc a été préparé en ajoutant la solution d'échantillon a tous les

réactifs de réaction sans solution d'enzyme (a-amylase). Le mélange réactionnel a été incubé
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pendant 10 minutes a 37 °C. La réaction a ensuite été arrétée par 1'ajout de HC1 (25 pL, 1 M).
On a ensuite ajouteé la solution d'iodure de potassium et d'iode (100 uL).

Les absorbances de I'échantillon et du blanc ont été lues & 630 nm a l'aide d'un lecteur a
microplaques. En présence d'un inhibiteur d'a-amylase, moins d'amidon serait hydrolysé en
maltose ou en glucose, et la valeur d'absorbance serait diminuée.

L'absorbance du blanc a été soustraite de celle de I'échantillon et I'activité inhibitrice de
I'a-amylase a été exprimée en équivalent acarbose (mg ACE/g d'extrait) et la formule appliquée

pour en extraite le pourcentage de I’inhibition est la suivante ;

Inhibition (%) = [(At-Ac) / (Am-Ac)] x100

Ac : Absorbance du contrdle (réaction témoin) ;
At : Absorbance du test (différents extraits d'A.minus ou de standards) ;
Am : Absorbance du mélange amidon+IKI.

2.3. Etude toxicologique (toxicité aigué par I’essai limite)

Afin d’évaluer tout éventuel risque de toxicite lors des tests biologiques, il était nécessaire
de réaliser des essais de toxicité des extraits aqueux des différentes parties d’A.minus. Car, on
ne peut guere évoquer la pharmacologie au sens large sans pour autant qu’on sache le degré de
la sureté du produit en question. Cela peut étre déterminé par plusieurs méthodes dont nous
citons a titre d’exemple : méthode de Dragstedt et Lang, la méthode de Karberet Behrens
(Stowtchiva ,1988), la méthode de Litchfield et Wilcoxon (Litchfield et Wilcoxon, 1949).....etc.

Cependant, lesdites méthodes nécessitent un nombre élevé d’animaux.

Dans notre approche, nous avons adopté les lignes directrices pour les essais des produits
chimiques OCDE 425. (2008) qui repose sur la méthode de Bruce qui consiste a étudier la
toxicité orale aigué€ et les méthodes de 1’ajustement des doses. Ce mode opératoire décrit par
I'Organisation de Coopération et de Développement Economiques (OCDE), concourt a ramener
a un minimum le nombre d’animaux nécessaires pour estimer la toxicité orale aigué. D’autre
part, I’essai limite offre un moyen efficace d’identifier les substances susceptibles d’étre peu
toxiques ou dont les données toxicologiques sont indisponibles comme dans notre cas.

En plus de I’observation des signes de toxicité physiologiques et/ou comportementaux,
I’essai permet d’estimer la dose létale 50 (DLso) qui représente la dose d’une substance qui,

administrée a des animaux de laboratoire provoque la mort de la moitié d’entre eux.
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La DLso permet de mesurer la toxicité d'une substance et d'établir des classes de toxicité
(Stowtchiva, 1988 ; Oduola et al., 2007). En général, plus la DLso est petite, plus la substance
est toxique. Le contraire est également vrai : plus la DLso est élevée, plus la toxicité est faible

comme le montre le Tableau 3.

Pratiquement, deux doses de chaque extrait aqueux (2 et 5 g/kg) ont été testées sur des
lots de cing souris au maximum de poids homogéne. Tout d’abord, les souris sont réparties en
7 lots comme suit : (Lot A : Placebo, Lot B1, 2 et 3 : 2g/kg de chaque extrait aqueux, Lot C1,2
et 3: 5g/kg de chaque extrait aqueux) (OCDE 425, 2008). Les souris du groupe placebo ont
recu un méme volume et de la méme manicre de 1’eau distillée. Les doses sont administrées per
os (dose unique) et ce de facon séquentielle. Si au moins trois animaux meurent, on suppose
que la DLso est inférieure a la dose administrée et on réalise I’essai principal afin de déterminer
la DLso. Sinon, le test de toxicité est achevé et on se contente de constater que la DLsg est

supérieure aux doses administrées.

Tableau 3. Classes de toxicité selon 1’échelle de Diezi chez les souris de laboratoire (Diezi, 1989).

DL50 orale Indice de toxicité
DL50 < 5 mg/kg trés toxique
5 mg/kg < DL50 < 500 mg/kg toxique

500 mg/kg < DL50 < 5000

faiblement toxique
mg/kg

DL50 > 5000 mg/kg pas toxique (inoffensive)

Les sept lots ont été mis en observation individuelle (différentes perturbations
comportementales et physiologiques des animaux en comparaison avec celui du groupe non
traité, comme 1’agitation, la respiration, I’asthénie et les déces) au moins une fois au cours des

30 premieres minutes suivant I’administration du produit et régulierement durant les premicres
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24 heures (avec une attention particuliere pendant les 4 premieres heures), puis
quotidiennement par la suite pour permettre d’enregistrer les effets tardifs y compris le nombre
de morts. De ce fait, ’appréciation des effets toxiques est faite sur la base de I’examen du
comportement et du taux de mortalité. La période d’observation totalisant est de 14 jours. Les

animaux sont maintenus a température ambiante avec acces libre en eau et en nourriture

2.4. Analyses statistiques
Les résultats des tests effectués in vitro sont exprimés sous forme de moyenne + SD et
moyenne + SEM, pour les tests in vivo. Les Clso sont calculées par la régression linéaire a partir
de la courbe [% inhibition = f (concentrations)].
La signification des différences entre le contrdle et les différents tests est déterminée par
le test ANOVA univarié suivi du test de Dunnett/Tukey pour les comparaisons multiples. Les

différences sont considérées statistiquement significatives au seuil de 0,05 (p < 0,05).
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Le processus genéral de caractérisation de nouvelles molécules bioactives a partir de
matrices complexes, telles que les plantes, fait intervenir différentes étapes, dont les trois
principales sont I’extraction, le fractionnement et I’identification des composés d’intérét, toutes
guidées par des analyses phytochimiques et des tests biologiques (Bouden,2019).

Probablement, nous pouvons dire que jusqu'au moment de la rédaction de ce manuscrit,
il existe tres peu d'informations, voire aucune, dans les références bibliographiques sur les
activités antioxydantes, anti-inflammatoires et enzymatiques d’Arctium minus (Hill) Bernh.
ssp. Atlanticum. En effet, presque la majorité des travaux de recherche sur les activités
biologiques du genre Arctium ont été orientés vers I'étude de l'espéce Arctium lappa . Par
conséquent (en tenant compte de la relation génétique entre les espéces A.lappa et A.minus),
I'espéce Minus a été tres peu etudiée et encore moins la sous-espece Atlaticum, et ce au profit
de l'espéce Lappa. Ainsi, et en cas d’absence de données relatives a notre espéce étudiée, nous
procédons dans notre discussion en comparant nos résultats principalement avec ceux relatifs a

I'espéce A.lappa.

1. Analyse phytochimique

1.1. Rendement d’extraction

L'extraction est une étape clé dans l'isolement, l'identification et l'utilisation des
composes phenoliques. Hélas, il n'existe pas de méthode d'extraction parfaite. L'extraction par
solvant est la technique la plus couramment utilisée pour I'extraction des composés phénoliques
en raison de sa facilité d'utilisation, de son efficacité et de sa large applicabilité. En fonction de
I'état de la biomasse, elle peut étre une extraction solide-liquide ou une extraction liquide-
liquide (Ignat et al., 2011).

On sait que I'efficacité de I'extraction dépend des conditions du procédé adopté. En effet,
plusieurs facteurs affectent la concentration des composants souhaités dans I'extrait : les types
de solvant, la force du solvant, le temps d'extraction, la vitesse d'agitation, le rapport
échantillon-solvant, la température et la taille des particules. Cependant, il est rapporté que le
facteur le plus influent est le type de solvant (Azwanida, 2015). Afin d'extraire différents
polyphénols (étant plutét hydrosolubles) avec une grande fiabilité, les spécialistes en la matiere
ont découvert que, a coté de 1’eau, I'utilisation de solvants hautement polaires, tels que le
méthanol et les mélange eau/méthanol, constitue I'extraction la plus efficace (Altemimi et al.,
2017). De plus, il est rapporté que le méthanol était plus sélectif que I'éthanol pour extraire les

polyphénols (Barla et al., 2007). Dans cette logique et suivant les procédures de la littérature,
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nous avons opté pour des extraits bruts obtenus par I'eau ou un mélange eau/alcool (Extraction
solide-liquide). De plus, nous avons choisi I'acétate d'éthyle comme solvant pour une troisiéme
extraction (Extraction liquide-liquide). En effet, notre choix a éte guidé par : i : la contribution
potentielle des molécules bioactives hydrophiles aux effets pharmacologique (Scalzo et al.,
2005) :ii : lateneur élevée des extraits méthanoliques en flavonols et iii : l'activité antioxydante
considérable des extraits de polarité égale a celle de I'acetate d'éthyle (Kallithraka et al., 1995).
Ceci peut conduire a la séparation d’une sous classe hautement bioactive contant les flavonoides
de type glycosides.
Le rendement de chaque type d’extrait des trois organes d’A.minus par rapport au

poids de la poudre est indiqué dans le tableau 4.

Tableau 4. Rendement d’extraction des différents extraits testés d’Arctium minus .SsSp.
atlanticum.

Organe d’A.minus Solvant Acronyme | Rendement d’extraction (%)
Eau BRq 7,54
Racines Eau/méthanol (20/80) BRm 8,56
Acétate d’éthyle BRt 0,59
Eau BFq 18,65
Feuilles Eau/méthanol (20/80) BFm 20,23
Acétate d’éthyle BFt 5.21
Eau BFRq 10,85
Fleurs Eau/méthanol (20/80) BFRm 11,65
Acétate d’éthyle BFRt 3,95

En comparant les différentes parties (aériennes et racinale) en termes de rendement, les
résultats obtenus montrent que les extraits bruts hydro-alcooliques des feuilles et des fleurs ont
donné les meilleurs rendements a raison de : 20,23 et 8,56 %, respectivement, suivis par les
racines qui ont donné un rendement de 8,56 %. Selon Markham (1982), les extraits hydro-

alcooligues contiennent des flavonoides, des aminoacides, des terpenes, des cires et des tannins.

Quant a la nature du solvant, I’extrait aqueux vient en deuxiéme position avec des
différences de rendement plus au moins légéres (18,65, 10,85 et 7,54 % relatifs aux feuilles,
fleurs et racines, respectivement). Le bon rendement enregistré par la méthode de décoction qui
correspond a l'usage ancestral, permet d’extraire préférentiellement les composés polaires,
comme, elle peut aussi extraire quelques composés amphiphiles (Jones et Kinghon, 2005).

Selon Markham (1982), I’extrait aqueux contient des flavonoides glycosylés et des tannins.
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Cependant, les extraits d’acétate éthyle présentent les rendements les plus faibles en

admettant qu’ils ne sont que des fractions et pas des extraits bruts.

L’ensemble des résultats présentés ci-dessous peuvent étre expliqué par le fait que
I’addition de I’eau au solvant organique augmente la solubilité des composés par modulation
de la polarit¢ de ces derniers, probablement a cause de I’affaiblissement des liaisons
d’hydrogeéne dans les solutions aqueuses et la solubilisation des molécules (Albano et Miguel,
2010). En effet, les solvants alcooliques étant plus capables d’augmenter la perméabilité des
parois cellulaires en facilitant I’extraction d’un plus grand nombre de molécules polaires, de
moyenne et de faible polarité (Seidel, 2005). De plus, le déroulement de cette extraction a
température ambiante ainsi que 1’épuisement du solvant a pression réduite permet d’obtenir le
maximum de composés et de prévenir leur dénaturation ou modification probable dues aux
températures €levées utilisées dans d’autres méthodes d’extraction. Néanmoins, I’extraction par
méthode traditionnelle est faite par décoction a temperature élevee pendant 20 min. En fait, Su
et al., (2006) ont rapporte que le rendement des extractions aqueuses augmente avec la
température. Cela est expliqué par le fait que 1’ecau a haute température provoque la perturbation
des cellules facilitant la pénétration du solvant et la solubilisation des molécules (Albano et
Miguel, 2010). La chaleur peut, cependant, conduire a la dégradation des molécules
thermolabiles (Seidel, 2005), ¢’est la raison pour laquelle, la décoction a été effectuée pendant

un temps réduit.

Cependant, il est difficile de comparer nos résultats avec ceux de la bibliographie car en
partie, aucune étude n’est disponible sur la sous espéce étudiée, et d’autre part les conditions
d'extraction appliquées étaient différentes, notamment la température, la durée d'extraction, le
rapport solide/liquide, et les solvants utilisés. En effet, la seule étude relatant le rendement des
feuilles de ’espeéce A. minus. ssp. minus, rapportait des valeurs de 1’ordre de : 17,6 et 14,5%,
pour les extraits aqueux et ethanolique, respectivement (Erdemoglu et al., 2009). Bien que ces
valeurs semblent étre proches de celles obtenues dans notre étude, I’ordre de fiabilité des
solvants est manifestement inversé. Cela peut étre expliqué par notre utilisation du méthanol

qui est plus fiable que 1’éthanol utilisée par les auteurs cis-mentionnés (Barla et al., 2007).

Une autre étude menée sur, les racines de I’espece Lappa présente des valeurs de
rendement proches de nos résultats, a savoir : 10.56 et 10.25%, pour les extraits aqueux et
hydrométhanolique, respectivement. Cette similitude peut étre expliquée par la parenté

génétique entre la grande et la petite bardane (Predes et al.,2011).
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1.2. Profilage chromatographique des composés phénoliques des extraits

bruts

La méthode d’analyse par HPLC-DAD-UV étant qualitative et quantitative a été mise

au point afin d’évaluer la composition en polyphénols des extraits aqueux et hydrométhanolique

des trois organes de la plante étudiée. L'identification des composants phénoliques dans les

différents échantillons a été faite en comparant les temps de rétentions avec les temps de

rétentions de 15 standards disponibles. La teneur en composes phénoliques dans les extraits a

été estimée a partir de courbes d'étalonnage (Tableau 5).

Tableau 5. Composés polyphénoliques dans les différents extraits bruts étudiés d’Arctium minus. ssp.
atlanticum, identifiés et quantifiés par HPLC-DAD-UV.

Extrait analysé [ug/g d’extrait sec]

Composé chimique BRq BRm BFq BFm BFRq BFRm
Acide gallique 49.84° 92.55¢ | 210.96° | 219.69°¢ | 997.47% | 53.64°
Catéchine 4916.222 | 4227.89°¢ | 2347.32¢ | 880.50° | 869.59° | 628.46°¢

Acide chlorogénique, 60.44° 41.56°¢ 151.862 | 119.24° | 38.41° | 138.17°
Acide caféique 81.35°¢ 152.672 | 91.89°¢ 13.34° | 25.38° | 14.07°
Acide hydroxybenzoique | 217.66° | 1113.15° | 441.38° | 2086.42 | 292.42° | 423.06°
Epicatéchine 189.48° | 304.53° | 286.85° | 320.85° | 76.55° | 417.78%
Acide syringique 41.28° 13.22°¢ 40.81° 21.74° 9.59°¢ 94.87%
Acide p-coumarique 166.53° | 92.36° | 238.59% | 119.23°¢ | 36.72° | 175.60°
Acide férulique 114.22° | 267.81% | 70.01° 170.16° | 64.20° | 76.22°
Acide sinapinique 28.93°¢ 41.19° 62.08° 40.00° | 42.43° | 67.692
Acide benzoique 257.58°¢ | 1627.38% | 667.98° | 1283.23° | 184.00° | 469.91°¢
Hespéridine 234.49¢ | 491.10% | 92.14° 28.39° | 55.47° | 235.48°
Acide rosmarinique Nd 50.23° | 327.72°¢ | 427.51% | 216.41° | 208.52°¢
Acide trans-cinnamique | 202.292 | 77.47°¢ 45.47° | 149.89° Nd 115.98°

Quercétine 27.04° 144.51° 36.11°¢ 194.10% Nd Nd

Les valeurs avec des lettres différentes en exposant (a et e) dans la méme ligne sont significativement (P < 0,05)
différentes (La valeur la plus grande du composé chimique est retenue comme référence dans la comparaison) ;
Nd : non identifié (au-dessous du seuil de détection) ; Valeur en gras correspond au composé prédominant dans
chaque extrait.
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Le profilage chimique HPLC-DAD-UV des extraits étudiés a permis d’identifier

plusieurs composés phénoliques tels que les acides phénoliques et les flavonoides.

Les composés identifiés sont montrés dans le tableau 5. Les valeurs données a chaque
composé représentent sa teneur dans 1 gramme d’extrait sec de 1’échantillon étudié dans la
méme longueur d’onde ou elle représente son absorption maximale. Par contre, les composés
non identifiés représentent soit des composés non phénoliques contenus dans les extraits
comme des protéines, sucres ou autre, soit des composés phénoliques qui non pas pu étre

identifiés a cause de I’absence des standards d’identification correspondants.

1.2.1. Profile chimique de I’extrait aqueux des racines d’A.minus (BRQ)

Selon l'analyse HPLC-UV effectuée, Le BRq a montré des pics remarquables dans un
intervalle de temps entre 3 min et 18 min (Figure 19), Les spectres UV comparés avec ceux
des standards ont montré la présence de 14 composés phénoliques des 15 disponible dans la
banque des données (Tableau 5). Le composant phénolique majeur de cet extrait a été
déterminé a un temps de rétention de 12,4 min qui correspond a une teneur de 4916.22 pg/g.
Precisément, il s’agit de la catéchine, un flavanol monomérique (flavan-3-ols) qui fait partie
tanins condensés (anthocyanidols). 1ls sont considérés comme des isoflavonoides. Par contre,
’acide rosmarinique qui dérive de I’acide cinnamique était complétement absent, tandis que le
quercétine (Flavonol) et deux dérivés de 1’acide hydrobenzoique et celui de cinnamique ; acide
sinapinique et syringique, respectivement, ont été minoritaires dans I’extrait (27.04, 28.93 et
41.28 pg/g, respectivement). Or, I’acide hydroxybenzoique, épicatéchine, acide p-coumarique
acide benzoique, hespéridine et acide trans-cinnamique montre des teneurs moyennes qui
oscillent entre 160 et 260 ug/g. Les profils des chromatogrammes HPLC de I’extrait BRq ont

été illustrés dans la figure 19.

1.2.2. Profile chimique de I’extrait hydrométhanolique des racines d’A.minus (BRm)
Bien qu’aucun composé chimique n’enregistre une intensité aussi élevée que la
catéchine dans I’extrait aqueux, 1’analyse chromatographique effectuée indique une richesse en
polyphénols relativement plus importante que celle observée dans 1’extrait aqueux du méme
organe de la plante étudiée. Un apercu sur le tableau 5 vient confirmer cette supériorité
quantitative et qualitative presque totale. En effet, sur les 15 composés chimiques recherchés,
le BRm les renferme tous méme 1’acide rosmarinique et avec des teneurs nettement supérieures
a celles dans I’extrait aqueux, a I’exception de la catéchine qui présente une valeur plus au
moins proche. Néanmoins, la catéchine reste le composé le produit majeur dans les racines des

deux extraits.
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Le BRm a montré des pics remarquables vers les minutes 12.40, 38 .54 et 18.54, qui
correspondent au temps de rétention de la catéchine, acide benzoique et hydroxybenzoiques,
respectivement, lesquels montrent des teneurs de 4227.89, 1627.38 et 1113.15 ug/g,
respectivement (Figure 20 et tableau 5). Au méme titre que dans le BRq, I’acide syringique et
I’acide sinapinique de I’extrait BRm restent minoritaires avec 13,22 et 41,19 pug/g,
respectivement. Les profils des chromatogrammes HPLC de I’extrait BRm ont été illustrés dans
la figure 20.

1.2.3. Profile chimique de I’extrait aqueux des feuilles d’A.minus (BFQ)

Selon l'analyse HPLC-UV obtenue, Le BFq a enregistré des pics remarquables au niveau
de deux principaux intervalles : 5 & 12 minutes et 26 & 39 minutes. En plus on remarque méme
un pic distinguable vers les 59iemes minutes (Figure 21), Les spectres UV compares avec ceux
des standards ont montré une richesse importante, incarnée par la présence de 1’intégralité des
15 composés de références (Tableau 5). A I’instar des BRq et BRm, le composant phénolique
majeur de cet extrait a été déterminé a un temps de rétention de 12,4 min qui correspond a la
catéchine dont la teneur est de 2347.32 ug/g. De méme, I’acide sinapinique et I’acide syringique
ont enregistré des faibles taux proches des ceux vus avec les deux extraits précedents (62,08 et
40,81 pg/g, respectivement).

Par contre, ’acide rosmarinique qui a été élu a la minute 59.32, était relativement
abondant dans le BFq contrairement a ce qui a été observé dans le BRq et BRm (327.72, Non
détecté, 50.23 ug/g, respectivement). L’ Hespéridine enregistre une teneur relativement faible
(92,14 pg/g). Tandis que les 3 acides phénoliques : gallique (5,54 min), chlorogénique (15,74
min) et p-coumarique (26,38 min) témoignent les teneurs les plus grandes par rapport aux
extraits précédents (210.96, 151,86 et 238.59 pg/g, respectivement). L’acide benzoique a son
tour présente un teneur relativement bonne (667,59 pg/g) dont le pic peut étre aisément observeé
vers la minute 38,57. Les profils des chromatogrammes HPLC de I’extrait BFq ont été illustrés

dans la figure 21.

1.2.4. Profile chimique de ’extrait hydrométhanolique des feuilles d’A.minus (BFm)
Selon l'analyse chromatographique menée sur I’extrait BFm, nous avons constatez la
présence de tous les composés que nous avions pu détecter et identifier, et ce avec des teneurs
relativement bonnes. En effet, les chromatogrammes de I’HPLC-UV obtenus montrent de
multiples pics éparpillés sur toute la longueur de I’axe exprimant le temps de rétention (Figure
22).
A la minute 18,91, le BFm enregistre le pic le plus intense jamais enregistré durant notre

étude. Ainsi, le composé relatif constitue la partie majeure et qui correspond belle et bien a
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I’acide hydroxybenzoique avec une teneur de 2086,4 pg/g (Tableau 5). Par contre, le catéchine
a vu diminuer sensiblement sa teneur par rapport aux précédents extraits étudiés (880,5 pug/g),
mais qui reste relativement présent en quantité considérable. D’autre part, nous avons constaté
un pic remarquable vers la minute 38,57, correspondant & I’acide benzoique avec une teneur
relativement grande (1283,23 ug/g).

Bien que tous les pics correspondant a I’acide rosmarinique et a la quercétine n’aient
montré pas une intensité remarquable, ces deux composés ont enregistré aux minutes 59,32 et
71,04, respectivement, les teneurs les plus grandes parmi tous les extraits étudiés avec des
valeurs de 427,55 et 194,10 pg/g, respectivement. Cependant, I’acide caféique et I’hespéridine
ont montré une présence trés timide a raison de 13,34 et 28,39 ug/g. Or, I’acide syringique et
’acide sinapique ont montré au méme titre que des extraits précédemment étudiés, des valeurs
minoritaires (21,74 et 40,00 ug/g, respectivement. Les profils des chromatogrammes HPLC de
I’extrait BFm ont été illustrés dans la figure 22.

1.2.5. Profile chimique de I’extrait aqueux des fleurs d’A.minus (BFRQ)

Selon les données obtenues par HPLC-UV, les pics les plus remarquables s’étendent
entre la 5°™ et la 13°™ minute. L extrait BFRq a révélé la présence de 13 composés phénoliques
des 15 disponible dans la banque des données (Tableau 5). En effet, la quercétine et 1’acide
trans-cinnamique étaient complétement absents, ce qui fait de cet extrait I’échantillon le moins
varié en termes de polyphénols recherchés. Cependant, cet extrait est le plus riche parmi tous
les extraits étudiés en acide gallique. Ce dernier constitue méme le composé le majeur dans le
BFRq a raison de 997,4 ug/g, et a été détecté a la minute 5,40. En plus, le catéchine €lu a la
minute 12,34 est présent en quantité considérable (869,59 pg/g). Un autre composé volatil
dérivé de I’acide cinnamique : I’acide rosmarinique, est présent en quantité relativement bonne
(216,41 pg/g).

Par contre, nous avons constaté que les teneurs des autres acides phénoliques tels que
’acide chlorogénique, p-coumarique et caféique, sont les plus faibles jamais enregistres lors de
notre étude sur ’A.minus (38.41, 14.07 et 36,72 pg/g, respectivement). Les profils des
chromatogrammes HPLC de I’extrait BRq ont été illustrés dans la figure 23.

1.2.6. Profile chimique de I’extrait hydrométhanolique des fleurs d’A.minus (BFRm)

Bien que I’intensité des pics chromatographiques ne soit pas clairement observée lors
de I’analyse HPLC-UV relative a I’extrait BFRm, nous avons constaté qu’il existe plusieurs
pics s’étalant sur toute la longueur de 1’axe des abscisses, allant de la 5°™ minute a 68°™(Figure
24).
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Figure 19. Chromatogrammes HPLC de I’extrait aqueux des racines d’A.minus & différentes longueurs
d’ondes
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Figure 20. Chromatogrammes HPLC de Iextrait hydrométhanolique des racines d’A.minus a
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Figure 21. Chromatogrammes HPLC de I’extrait aqueux des feuilles d’A.minus a différentes
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Figure 22. Chromatogrammes HPLC de I’extrait hydrométhanolique des feuilles d’A.minus a
différentes longueurs d’ondes
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Figure 23. Chromatogrammes HPLC de I’extrait aqueux des fleurs d’A.minus a différentes longueurs
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Figure 24. Chromatogrammes HPLC de Iextrait hydrométhanolique des fleurs d’A.minus a
différentes longueurs d’ondes
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Contrairement a ce qui a était observé avec le BFRq, I’acide gallique présentait la valeur la plus
faible parmi tous les extraits étudiés (53,64 pg/g) (Tableau 5). En plus, il est vu comme étant
le compos¢ minoritaire de I’extrait BFRm. Cependant, le composé majeur dans le méme extrait
est le catéchine présent a raison de 628,46 pg/g.

D’autres composés phénoliques tels que 1’épicatéchine, 1’acide synergique, et
I’acide sinapinique enregistrent les meilleurs teneurs en comparaison avec les autres extraits
étudiés (417.78, 94.87 et 67.69 ug/g, respectivement). De méme, I’acide benzoique et 1’acide
chlorogénique sont relativement abondants (469,91 et 138,17 ug/g, respectivement), et ce
contrairement a ce qui a été enregistré dans I’extrait aqueux du méme organe végétal. Au méme
titre que dans le BFRq, la quercétine était absente dans le BFRm. Les profils des
chromatogrammes HPLC de I’extrait BRq ont €té illustrés dans la figure 24.

Rendant compte que la polarité de la phase mobile était décroissante (en augmentant le
pourcentage de meéthanol) et en comparant les chromatogrammes d’A.minus, on a pu
constater que les différents extraits contiennent des molécules phénoliques a différente polarité.
Il en ressort que presque la quasi-totalité des composés recherchés sont présents dans tous les
extraits étudiés ;

e La catéchine ; était omniprésente dans les extraits étudiés. Elle constitue méme
le favan-3-ol monomeérique polaire prédominant dans : les 2 extraits bruts des
racines, BFq et BFm. En plus dans le reste des extrait elle est relativement
abondante (Tableau 5).

e L’acide hydroxybenzoique et I’acide benzoique ; ces deux acides phénolique
occupaient la deuxieme et la troisieme position en termes de teneurs,
respectivement. Ils sont omniprésents, notamment dans les extraits
méthanoliques des trois organes végétaux étudiés (Tableau 5).

e L’épicatéchine ; est un autre favan-3-ol monomérique omniprésents dans les
extraits étudiés, notamment les extrait méthanoliques (Tableau).

e L’acide gallique ; a montré une présence ubiquitaire dans les extraits, mais a
des teneurs variables et plus ou moins moyennes, sauf dans 1’extrait aqueux des
fleurs ou il était abondant et méme majoritaire (997.47 pg/g) (Tableau 5).

e L’acide chlorogénique, syringique et sinapinique ; ces trois dérivées de
I’acide hydroxycinnamique ont marqué une présence plus ou moins moyennes,
mais étaient omniprésents dans tous les extraits, notamment les 3 extraits

méthanoliques (Tableau 5).
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e L’acide trans-cinnamique, p-coumarique, férulique et caféique; eux
également dérivés de Il’acide hydroxycinnamique, étaient présents
principalement au niveau des extraits des feuilles et des racines d’A.minus.
Cependant, ils ont montré des teneurs faibles dans les extraits racinaux, voire
indétectables, comme le cas de ’acide trans cinnamique dans le BFRq (Tableau
5).

e L’hespéridine; a marque une présence considérable dans les extraits
meéthanoliques des racines et des fleurs. Par contre, il avait une faible teneur
dans les feuilles (Tableau 5).

e L’acide rosmarinique ; était présents a des teneurs considérable dans les
extraits des feuilles, moyennes dans ceux des fleurs et faibles voire indétectable
dans les racines (Tableau 5).

e La quercétine ; etait indétectable au niveau des fleurs. Par contre, elle était
présente uniquement dans les extraits des racines et feuilles, notamment dans
les extraits méthanoliques. Cependant ce flavonol avait des teneurs faibles dans

les extraits aqueux (Tableau 5).

Les donnees phytochimiques sur les composés phénoliques d’Arctium. minus. ssp.
atlanticum sont difficiles a comparer en raison du manque d'études. En effet, aucune analyse
chimique n’a été faite sur les composés volatils (Wang et al., 2019). Quant aux composes non

volatils, I’'unique étude de référence sur ’espece A.minus reste celle de Saleh et Bohm (1971).

Saleh et Bohm (1971), ont signalé la présence des flavonoides comprenant les flavonols,
les flavones et leurs glycosides. Deux constituants majeurs, a savoir la rutine et I'isoquercétine,
ainsi que quelques autres flavonoides mineurs, dont le kaempferol-3-O-rhamnoglucoside, la
quercimeritrine et I'astragaline, ont été identifiés dans les extraits éthanoliques des feuilles d'A.
minus. Cependant cette étude ne relatait ni les teneurs exactes de chaque composé, ni
1I’éventuelle présence des acide phénoliques et les autres sous-classes des flavonoides telles que
les flavanones et les flavan-3-ols, notamment la catéchine et son isomére 1’épicatéchine. Ainsi,
la comparaison entre cette étude et la ndtre, ne peut étre objective du moment que Saleh et
Bohm (1971) se sont servi d’un nombre limité de composés phénoliques utilises comme normes
dans cette étude. Néanmoins, ces auteurs ont rapporté le présence mineure d’un dérivé de la
querceétine, en ’occurrence : la quercimeritrine dans les feuilles de 1’extrait alcoolique. Cela
vient étayer nos résultats qui ont conclu la présence de la quercétine dans les extraits alcooliques

des feuilles et méme des racine d’A.minus.
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Jusqu'a présent, des centaines de composés ont été isolés du genre Arctium. Ces
composeés chimiques comprennent des lignanes (Polymere de la catéchine), des terpénoides,
des stérols, des flavonoides, des composés phénoliques, des lactones, des polyacétylenes, des
acides quiniques et des sucres (polysaccharides). En particulier, les lignanes sont les

composants les plus caractéristiques du genre Arctium (Wang et al., 2019).

Les principaux lignanes biologiquement actifs comprennent principalement
I'arctigénine (un phytoestrogéne alimentaire) et son glycoside, l'arctiine (lignanolides) que I'on
trouve notamment dans les graines, les fruits d’A. lappa et A. tomentosum (Su et al., 2015 ; Lou
et al., 2016). Or, nous n’avons pas pu détecter la présence de ces composés, faute de standards
utilisés. En plus, et vu la période de récolte de la plante étudiée (Au début de la floraison), il
n’était pas possible d’avoir les fruits et les graines avec le matériel récolté. Par contre, nos
données par rapport a la richesse constatée d’A.minus .ssp. atlanticum en catéchine, laisse
suggerer que cette catéchine etant précurseur de lignanes, pourrait se transformer en tanins
condensés ou complexe, tels que I’arctigénine ou arctiine. Ces deux derniers composes et le (-
)-matairesinol et la (+)-7,8-didéhydroarctigénine, sont supposés contribuer a la bioactivité
médicinale a effet antiprolifératif sur les cellules cancéreuses via l'induction de l'apoptose
(Matsumoto et al., 2006).

En outre, les acides caféoylquiniques sont les principaux composés phenoliques
bioactifs des espéces Arctium considérés comme antioxydants phénylpropanoides. Les racines
d'A. lappa ont été signalées comme contenant des dérivés de l'acide caféoylquinique (Maruta et
al., 1995). La teneur en acide chlorogenique est beaucoup plus élevée que celle de l'acide
caféique et les deux se trouvent principalement dans la peau des racines d'A. lappa (Chen et al.,
2004). La teneur était comprise entre 0,107 et 0,140%. Ces données sont partiellement en
concordances avec celles de notre étude. En effet, nous avons également constaté la présence
de I’acide caféique principalement au niveau des racines (152,67 pg/g). Cependant, 1’acide

cholinergique était relativement plus abondant dans les feuilles d’A.minus.

De méme, la présence d’autres composés phénoliques tels que la quercétine a été
signalée dans les feuilles et les racines de A. lappa (Liu et al., 2012 ; Tang et al., 2014). Cela
est valable aussi pour nos extraits. En effet, nous avons constaté que la quercétine est abondante
dans les extraits méthanoliques des feuilles et des racines avec des teneurs de 194,52 et 144,55

Hg/g, respectivement.

De plus, une autre analyse chimique a révélé la présence de I’acide benzoique, 1’acide

p-coumarique et 1’acide cinnamique dans les feuilles d'A. lappa (Tardio et al., 2005 ). Ces
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données concordent parfaitement avec nos résultats, et renforcent la théorie de I’apparenté
chimique des deux espéces. Ces composés sont signalés ont été signalés comme étant des agents

antibactériens et antioxydants (Lou et al., 2010)

Tout compte fait, I’analyse phytochimique par HPLC-UV des extraits des trois organes
végétaux d’A.minus a permis de caractériser les principaux composés phénoliques. Deux
grandes familles de composés ont été mises en évidence, il s’agit des acides phénoliques et des
flavonoides. Ces derniers sont représentés principalement par la sous-classe des flavan-3-ol,
notamment la catéchine et son isomeére I’épicatéchine. Ces composés appelés autrement "tanins
catéchiques", et suite a une polymérisation, donneront les tanins condensé et les tanins

complexes, lesquels connus communément sous I’appellation de "lignanes”(Chen et al., 2002).

En outre, cette étude étant comparative, a montré I'existence de différences chimiques
qualitative et quantitatives au sein des différents organes d'A. minus. Un constat déja établit

chez I’espéce A. lappa par Ferracane et al., (2010).

Enfin, notre étude a conclu pour la premiere fois la présence de plusieurs acides
phénoliques et flavonoides chez I’espéce A.minus, a savoir : la Catéchine, 1’épicatéchine,
I’hespéridine, I’ Acide gallique, I’acide hydroxybenzoique, I’acide syringique, I’acide férulique,
I’acide sinapinique et ’acide rosmarinique. Egalement, nous avons pu identifier des acides
phénoliques déja détecté chez I’espeéce A.lappa tels que 1’acide chlorogénique, I’acide caféique,

I’acide p-coumarique, 1’acide benzoique et I’acide trans-cinnamique.

1.3. Dosage des polyphénols totaux, flavonoides et tanins condenseés

La teneur en polyphénols totaux, flavonoides et tanins condensés des extraits
aqueux, hydrométhanoliques et d’acétate d’éthyle des différentes parties racinales et aériennes
(Feuilles et fleurs) d’A. minus, ont été déterminées par des méthodes colorimétriques. Le dosage
des polyphénols par la méthode de Folin-Ciocalteu est recommandé (Djeridane et al., 2010) car
elle est standardisée, simple, reproductible et les interférences avec la matrice de I’échantillon
(qui est souvent coloré) sont minimisées a 765 nm (Huang et al., 2005). Les flavonoides étant
les composés les plus intéressants des polyphénols, ils ont été déterminés dans ce travail par la
méthode au trichlorure d’aluminium. Quant aux tannins, la sous classe des ceux condensés,
appelée aussi les anthocyanes, a été estimée par le test de vanilline basé sur la réactions des
unités des tanins condensés en présence d'acide pour produire un complexe coloré mesuré a 550
nm (Ba et al., 2010).
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D’une fagon générale, on constate que tous les extraits de la plante sont riches en
polyphénols mais avec des quantités différentes en fonction de la nature du solvant et de
I’organe considéré. Le tableau 6 montre que les extraits hydroalcooliques contiennent
relativement les teneurs les plus élevées en polyphénols totaux suivi par les extraits aqueux des
trois organes étudiés, tandis que les extraits d’éthyle acétate présentent les teneurs les moins
élevées. En effet, La quantité totale de composes phénoliques varie considérablement et oscille
entre 144,01et 39,59 ug EAG/mg d’extrait (Tableau 6). La teneur en composés phénoliques la
plus élevé a été trouveé dans I’extrait hydrométhanolique des fleurs de la petite bardane étudiée
(BFRm) avec une valeur de 144,01+8,26 pg EAG /mg, suivi par celui du BFm avec une valeur
de 135,67+7,83 ng EAG /mg d’extrait. Par contre, I’extrait d’éthyle acétate des feuilles (BFt) a
enregistré une valeur minimale de 39,59+3,57 ug EAG /mg d’extrait. Cependant, les extraits
aqueux ont enregistré des valeurs relativement moyennes oscillant entre 52,29+8,41 et
134,59+18,09 ng EAG /mg d’extrait.

Tableau 6 : Teneur en polyphénols totaux, flavonoides et tanins condensés des différents extraits
d’Arctium. minus.

Polyphénols totaux Flavonoides Tanins condenseés
ug d’équivalent d’acide ug d’équivalent de ug d’équivalent de
gallique / mg d’extrait quercétine / mg d’extrait catéchine / mg d’extrait
BRq 52,29+8,41° 44,98+0,74° 5,22+0,232
BFq 105,37+5° 61,87+6,92° 3,24%0,58°
BFRq 134,59+18,092 101,39+2,95° 2,17+0,26°
BRm 117,82+6,55° 77,08+ 3,54°¢ 4,56+0,07°
BFm 135,67+7,832 77,99+1,03¢ 1,30+0,03¢
BFRm 144,01+8,262 59,65+0,5¢ 1,25+0,02¢
BRt 113,02+3,28¢ 15,14+ 2,65° 1,10+0,03
BFt 39,59+3,57¢ 24,23+1,77°¢ 2,75+0,07¢
BFRt 42,73+ 4,008 22,22+0,15° 1,16+0,12°

Les valeurs avec des lettres différentes en exposant (a-e) dans la méme colonne sont significativement (P < 0,05)
différentes (La teneur la plus grande entre les différents extraits est retenue comme référence dans la
comparaison) ; Les valeurs représentent la moyenne de 3 essais + SD.

D’apres les résultats sus-Cités on peut constater qu’a coté de la partie considérée de la
plante, le solvant d'extraction a affecté considérablement la teneur en polyphénols. En effet, il
en ressort que les parties aériennes d’A. minus présentent plus de phénols que la partie racinale,

D’autre part, les extraits hydrométhanolique semblent étre plus fiable quantitativement parlant
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que I’eau et I’éthyle acétate. Selon Siddhuraju et Becker (2003), le méthanol et I'éthanol sont
les meilleurs solvants pour I'extraction des composés phénoliques des extraits en raison de leur
polarité et de leur bonne solubilité pour les polyphénols provenant de matiéres végétales. Ainsi,
grande différence de teneur constatée en faveur des extraits hydroalcooliques est logique car
I'eau n’est pas un bon solvant pour les composés phénoliques contrairement aux solvants
alcooliques. En fait, la solubilité des polyphénols dépend de plusieurs facteurs parmi lesquels
le type du solvant utilisé, leur degré de polymérisation ainsi que leur degré d’interaction avec
les autres constituants et la formation de complexes insolubles (Marston et Hostettmann, 2006).
Par ailleurs, 1’alcool est le solvant le plus approprié pour une meilleure récupération de
polyphénols (Falleh et al., 2008). D’une part, I'alcool montre une grande capacité de pénétration
dans la membrane cellulaire pour extraire les composants intracellulaires a partir de la matiére
végétale (Wang et al., 2010). D’autre part, la méthode d’extraction affecte également le contenu

total en phénol et flavonoides (Lee et al., 2003).

Par ailleurs, I’abondance des composés polyphénoliques selon Mekkiou et al. (2005) et
Boumaza et al. (2006) est caractéristique de certaines familles. Cela pourrait étre lié aux
conditions climatiques des endroits ou elles poussent (Zone semi-aride). En effet, de telles
conditions climatiques stimulent la biosynthese des métabolites secondaires comme les
polyphénols (Falleh et al., 2008).

Compte tenu la pénurie des travaux concernant les teneurs en composés phénoliques,
en flavonoides et en tannins de I’espeéce étudi€e, nos résultats sont comparés principalement
avec ceux d’A. lappa, Selon Tian et al., 2014, la teneur total en polyphénol de I’extrait des
racines d’A. lappa est égale a 88.90 £ 1.63 mg/g. Cette valeur étant relativement proche de
celles obtenues par notre étude, est en concordance avec nos résultats (117.82 + 6.55, 113.02 +
3.28 et 52 .29+8.41 pg EAG /mg pour le BRm, BRq et BRt respectivement). Une autre étude
menée par Robbins (2013) a mettait en comparaison la teneur totale en polyphénols des deux
plantes A. lappa et A. minus a conclu que les extrait obtenus par un procédé impliquant la

chaleur, présente une teneur plus élevée chez I’espéce Lappa.

Les phénols sont des constituants majeurs du systéme végétal qui sont dispersés sous
forme de métabolites secondaires, jouant un réle clé en tant qu'antioxydants, protection contre
le stress, croissance des plantes et synthese des pigments. le profil polyphénoliques des extraits
de plantes peut varier sous I’influence de divers facteurs parmi lesquels la variété, le climat, la
localisation géographique (Anusuya et Manian, 2013), les différentes maladies qui peuvent

affecter la plante, la maturité de la plante, la température et le solvant d’extraction (Conde et
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al., 2009). Selon Robbins, (2013), le profil phénolique d’Arctium minus contient les mémes
composés que ceux trouvés dans 1’Arctium lappa. Ainsi, et vu la parenté génétique entre
I’espece Lappa et Minus (Robbins, 2013), les valeurs obtenues semblent étre en concordance
avec celles de la littérature. Or, la somme des composés phénoliques individuels identifiés
précédemment par HPLC pour les différents extraits de plantes était supérieure a la teneur
phénolique totale calculée par dosage spectrophotométrique. Cependant une concordance peut
étre observée entre d’une part, la nature du solvant utilisé et I’organe considéré et de I’autre

part, I’ordre des extraits en termes de teneurs en polyphénols totaux.

Un apercu général sur la détermination quantitative des flavonoides a révélé des valeurs
plus au moins proches entre les différents extraits aqueux et ceux hydroalcooliques. Cependant
les extraits d’éthyle acétate semblaient enregistrer les valeurs les plus petites (Tableau 6). En
effet, le BFRq s’est avérer ’extrait le plus riche en flavonoides avec une teneur de 101,39+2,95
ng EQ/mg d’extrait suivi par le BFm ou la valeur était égale a 77,99+1,03 pg EQ/mg d’extrait).
Cependant, le BRt a représenté une teneur assez faible qui avoisinait 15,14 + 2,65 ug
EQ/mg d’extrait. Néanmoins, I’ensemble des résultats sus-cités ont démontré que les extraits
d’A.minus. ssp. Atlanticum sont relativement riches en flavonoides. Selon Robbins (2013) la
plante A. minus présentait une production plus élevee de composés phénoliques que I’A. lappa,

mais les deux espéces contenaient des concentrations élevées de composés phenoliques.

A D’instar des polyphénols totaux, la comparaison des teneurs en flavonoides d’A. minus
analysee dans cette étude avec celles rapporter par des études antérieurs n’est pas évidente en
raison de I’absence totale de données quant a I’espéce Minus. Cependant, la comparaison des
résultats permet de mettre en évidence la corrélation entre le pourcentage des flavonoides et le
solvant utilisé, expliquant ainsi la teneur relativement moyenne des extraits agueux en
flavonoides (44,98 0,74 et 61,87+6,92 ng EQ/mg d’extrait, pour le BRg et LE BFq,
respectivement). En fait, I’eau montre une grande capacité d’extraction pour les flavonoides
glycosyleés, tandis que les flavonoides aglycones sont plutdt extraits par les alcools ou les
mélanges eau-alcool (Marston et Hostettmann, 2006). Force est de constater que les
concentrations les plus élevées de composés flavonoides plus bioactifs ont été détectés avec de

I'éthanol & 70% a cause de sa polarité plus élevee que I'éthanol pur (Bimakr et al., 2011).

Selon les découvertes récentes, les composés phénoliques du groupe des flavonoides
(principalement quercétine et ses glycosides), hydroxy-cinnamate et les lactones
sesquiterpéniques sont communes a la famille des Astéracées (EI-Karemy et al., 1987 ; Jaiswal
et al., 2011). L'acide rosmarinique, l'ester de lacide caféique et du 3-(3,4-l'acide

dihydroxyphényl) lactique, est l'un des acides naturels les plus abondants composés



Résultats et discussion 73

phénoliques présents dans les plantes. Une multitude d'activités biologiques car ce compose a
déja été prouvé et décrit. Bien que la présence de nombreux dérivés de l'acide caféique (acides
caféoylquiniques) chez les especes d'Astéracées soit bien documentée, la teneur en acide

rosmarinique, a notre connaissance, est mal enquétée. (Mekini¢ et al., 2013).

Finalement, La teneur en tannins condensés a montré des valeurs supérieures pour les
extraits BRq, BRm et BFq (5.22+0.23, 4.56+0.07 et 3.24+0.58 pg d’équivalent de vanilline /
mg d’extrait, respectivement) (Tableau 6). Par ailleurs, la somme des teneurs des extraits
aqueux des trois organes étudiés s’est avéré la plus riche en tannins de haut poids moléculaire.
Ceci est logique car I’eau extrait particuliérement les tannins (Marston et Hostettmann, 2006).
La capacité des tannins de former des complexes avec les protéines est gouvernée par leur poids
moléculaire et fait intervenir des liaisons hydrogene entre les atomes d’oxygene des
groupements peptidiques et les groupements hydroxyles des polyphénols (McManus et al.,
1981; Hagerman et Butler, 1989).

On signale qu’il n y a pas des travaux concernant les teneurs en composés les tannins
de I’espéce étudi¢e. Or, les tanins sont également des composés importants dans le genre
d’Arctium, qui existent principalement sous forme condensée. Il a été prouvé que les tanins,
principalement les proanthocyanidines, sont présents dans de nombreuses plantes du genre
Arctium (Wang et al., 2019). En comparant les teneurs en tannins des différents extraits avec
les données antérieurement effectuées par ’HPLC-DAD, on a constaté qu’il y a une
concordance parfaite entre le type du solvant et la teneur. En effet, ces résultats ont permis de
classer les extraits selon leur richesse en tanins condenses comme suit : Extraits aqueux,
hydroalcooliques et finalement ceux d’éthyle acétate. A signaler que le BRq a enregistré le taux

le plus élevé de catéchine (Tanins prédominant) avec une valeur de 4916.22 pg/ g d’extrait.

2. Etude de Pactivité biologique

2.1. Evaluation de I’activité antioxydante

Les espéces réactives de I'oxygéne sont connues pour leurs implications de pathogenése.
Cependant, les mécanismes endogénes interviennent timidement pour surmonter cette menace.
Ainsi, une alimentation antioxydante exogene (comme les plantes médicinales par exemple)
aurait un effet d'amélioration sur la gestion du stress oxydatif (Reilly et al., 1991). La
détermination des biomolécules avec un pouvoir antioxydant contribuera au développement de
médicaments efficaces contre les pathologies impliquant le stress oxydatif. Par conséquent, et
afin d’évaluer le potentiel antioxydant des extraits, il est important de combiner plusieurs tests

antioxydants (Erdemoglu et al., 2009).. Or, l’activité antioxydante peut étre attribuée a



Résultats et discussion 74

différents mécanismes tels que le piégeage des radicaux libres, la prévention de l'initiation de
la chaine de réactions productrice des ERO, la liaison avec des catalyseurs d'ions de métal de
transition, la décomposition des peroxydes, la capacité de réduction et la capacité de piégeage
des radicaux (Liu et al., 2007). Notre présente étude tache de tester l'activité antioxydante par
trois méthodes : la capacité de piegeage des radicaux DPPH et galvinoxyl (GOR), le pouvoir

réducteur des ions de cuivre (CUPRAC) et I’inhibition du blanchiment du B-caroténe.

2.1.1. Effet piégeur du radical libre DPPH*

Les résultats obtenus pour les différents extraits et les standards (Contréles positifs) sont
présentés en pourcentage d'inhibition et indiqués dans le tableau 7, tandis que Le tableau 8 et
la figure 25 rapportent les concentrations inhibitrices a 50% (Clso) de des différents extraits et

du BHT, ainsi que la concentration effective a 50% (CEso) et le pouvoir antiradicalaire (PAR).

Tableau 7. Activité du piégeage du radical libre DPPH exprimée en pourcentage d’inhibition (%)

Taux d’inhibition [%]
Concentrad | 3,125 | 6.25 | 125 | 25 50 100 200 400 800 | 1600
[Hg/mL]
BRq na na 4,87+ | 9,70+ | 19,5+ 40,89 | 69,34 | 89,45 nt nt
1,27 1,1 1,9 +0,9 +0,49 | 0,45
BFq na 2,84+ | 456+ | 11,96 | 25,90 54,71 | 68,01 | 92,12 nt nt
0,2 448 | £2,64 | 0,77 +5,10 | +1,61 | %025
BFRq nt 4,33+ | 8,35+ | 19,18 | 37,65 66,99 | 80,68 nt nt nt
1,21 159 | +3,40 | £1,05 +2,65 | +3,24
BRm nt 7,25+ | 14,05 | 22,49 | 43,69 81,11 nt nt nt nt
00 +2,59 | £2,03 | 2,10 +1,04
BFmM nt nt 13,99 | 25,59 | 43,63 81,84 nt nt nt nt
+0,84 | £3,52 | +1,59 +1,46
BFRmM nt nt 14,72 | 19,64 | 42,36 76,22 | 92,54 nt nt nt
+1,01 | £0,66 | +1,57 +0,64 | +0,45
BRt nt nt 8,05+ | 15,60 | 35,65 69,38 | 89,20 nt nt nt
1,66 | 2,68 | +0,29 +4,18 | +0,82
BFt nt nt nt nt nt nt 6,45+ | 14,42 | 35,45 | 59,12
0,45 +1,52 | +0,54 | 12
BFRt nt nt nt nt nt nt 12,45 | 30,89 | 58,54 | 79,45
+2,45 | 2,66 | #0.28 | +2,25
BHA* 28,95+ | 54,33 | 75,55 | 78,89 | 80,73 82,18 | 86,13 | 88,36 nt nt
1,16 +1,59 | +0,48 | 0,26 | 0,10 +0,10 | +0,17 | #0,19
BHT* 0,160, | 0,22+ | 48,09 | 71,63 | 87.73 93.00 | 93.97 | 94.38 nt nt
00 0,01 | +0,76 | #2,06 | +0,89 +0,31 | +0,08 | #0,41
a- nt nt 36,21 | 80,53 | 88,23 88,38 | 88,45 | 88,99 nt nt
Tocophérol* +1,82 | £151 | #0,12 +0,19 | +0,22 | £0,23

Les valeurs exprimées sont les moyennes + S.D. de trois mesures paralléles ; * : Composés de référence ; nt :
non testé ; na : non-actif.

De fagon générale, le tableau ci-dessus montré un potentiel antioxydant dose-dépendant
exercé par tous les échantillons sans exception. Les différents extraits hydrométhanoliques,
aqueux et ’extrait d’éthyle acétate des fleurs d’A. minus (BFRQ) ont enregistré les valeurs les

plus élevées en termes de taux d’inhibition. A titre d’exemple, le BFm a exercé une activité anti
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radicalaire égale a 81,84 £1,46 % a une concentration de 100 pg/mL. Cet effet est similaire a

celui du BHA (Utilise comme antioxydant standard) qui a montré un taux d’inhibition de 82,18

+0,10 % a la méme concentration. Le méme extrait (BFm) a montré la Clso la plus basse (59,38

+ 2,51 pug / mL), signifiant ainsi la valeur la plus élevée en termes d'activité antioxydante. Par

ailleurs, le cing extraits sus-cités avaient une différence d’effet scavenger statistiquement non

significatifs en comparaison avec les différents contrdles positifs (Figure 25 ; Tableau 8).
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Figure 25. Activité du piégeage du radical libre DPPH exprimée concentration inhibitrice a 50% (1Cso)
Les valeurs exprimées sont les moyennes * S.D. de trois mesures paralléles ; Les valeurs avec des lettres
différentes en exposant (a-e) dans la méme colonne sont significativement (P < 0,05) différentes (La valeur la plus

petite de la Cls est retenue comme référence dans la comparaison).

Tableau 8. Valeurs des Clsy, CEsp et PAR des différents extraits et standards relatives au test DPPH

Clso [ug/mL] CEso[ug/mg DPPH/mL] | APR [ug/mL]
BRq 91,91+0,89" 1,11+0,01 0,91+0,08
BFq 83,73+7,57° 1,06+0,10 0,95+0,09
BFRq 67,09+4,30° 0,88+0,06 1,14+0,08
BRm 59,38+2,51° 0,75+0,02 1,33+0,04
BFm 57,77+1,65° 0,73+0,02 1,37+0,04
BFRm 63,69+1,20° 0,80+0,02 1,25+0,02
BRt 68,05+3,51° 0,87+0,03 1,15+0,05
BFt 1291,11+25,91° 16,64+0,56 0,06+0,00
BFRt 796,43+90,82° 10,08+1,15 0,10+0,01
BHA* 6.14+0.41° 0,078+0,00 12,88+0,84
BHT* 12.99+0.41° 0,16+0,00 6,08+0,17
a-Tocophérol™ 13.0245,17° 0,167+0,06 6,66+2,67

Les valeurs exprimées sont les moyennes + S.D. de trois mesures paralléles ; * : Composés de référence ; Les
valeurs avec des lettres différentes en exposant (a-e) dans la méme colonne sont significativement (P < 0,05)
différentes (La valeur la plus petite de la Clsg est retenue comme référence dans la comparaison).
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Cependant, le BRq et BFq n’atteignent le méme taux d’activité qu’a une concentration
plus élevée estimée a 400 pg/mL (Tableau 7). Par contre, le deux extraits d’éthyle acétate de
la partie aérienne de la petite bardane étudiés ont montre une activité anti radicalaire beaucoup
moindre que celle exercée par les standard dont la différence statistique et hautement
significative (e ; p <0,001) (Tableau 8).

L’activité anti-radicalaire est trés importante du fait du réle delétére des radicaux libres
dans le domaine alimentaire et dans les systéemes biologiques (Gulgin et al., 2010). Les résultats
obtenus s‘alignent, en partie, sur ceux de la littérature, concernant le potentiel d'activité de
piégeage du DPPH radical libre exercé par I’espece A. minus (Ahmet Basaranet al., 1997 ). En
effet, I'étude réalisée par Kenny et al, (2014), a été porté sur I’évaluation de l'activité
antioxydante des extraits d'eau et d'alcool (éthanol) de I'intégralité des organes d’A. minus. Cette
derniére est venue corroborer nos résultats. L'extrait d'éthanol avait une valeur equivalente de
Trolox (ET) la plus élevées pour le test DPPH (262,775 + 2,196 mg d'extrait ET / gramme
d’extrait), tandis que I’extrait aqueux d’A.minus a montre la valeur ET la plus faible (DPPH ;
3,063 £ 0,238 mg d'extrait ET / gramme d’extrait), ce qui implique une activité antioxydante
plus grande par rapport a son homologues d'extrait d'eau. Une autre étude de Predes et al, (2014)
ont conclu conformément a nos travaux, que I’extrait méthanolique des racines d’A.lappa, avait
la capacité de piégeage la plus élevée de DPPH par rapport aux autres fractions (ECso = 4,79
0,15ug / ml). Par ailleurs, Erdemoglu et al, (2009) avaient signalé une valeur de «BHT
équivalent» (Clso BHT / Clsg de 1’échantillon) des feuilles de la petite bardane proches de celles
obtenues dans notre étude sur la sous espece Atlanticum. A savoir que la Clso de BHT et du
BRq obtenues étaient respectivement de 12,99 + 0,41 et 68,34 + 3 pg / mL contre 0,51 £ 0,01
et 533 + 0,62 ug / mL, obtenus par les auteurs susmentionnés. Cependant, certaines des
investigations précédentes ont montré que l'activité antioxydante la plus prononcée pourrait étre
attribuée aux extraits aqueux d’A. minus et non aux extrait impliquant des alcools comme dans
notre cas (Ahmet Basaran et al.,(1997) ; Erdemoglu et al, (2009)). Cela pourrait s'expliquer par
la dégradation possible des molécules de labile thermique pendant notre processus d'extraction
(40 ° C) [39]. En effet, Erdemoglu et al, (2009) avaient effectué I'extraction sans soumettre la

préparation a I'ébullition.
2.1.2. Effet piégeur du radical libre Galvinoxyl
Afin d'évaluer la relation entre le type de radical libre et l'activité antioxydante relative,

nous avons introduit le galvinoxyl en tant que radical libre stable. Comme le montre le tableau

9, les taux d’inhibition concernant le pouvoir antioxydant exercé par I’ensemble des
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échantillons étudiés contre le galvinoxyl ont montré des valeurs dose-dépendantes mais
différentes d’un organe a un autre et d’un solvant a un autre. Or, les résultats obtenus ont montré
entre autre, qu'a une concentration de 50 pug/mL, le pouvoir de piégeage de l'extrait d'acétate
d'éthyle des racines d’A.minus et celui du BHT étaient presque similaires. En effet, les
pourcentages d'inhibition du BRt et BHT étaient respectivement de ’ordre de 65,11 + 1,25 et
69,49 + 0,55 % (Tableau 9). En conséquence, les valeurs Clso étaient respectivement de
25,9340,93et 3,32+0,18 pg/mL (Figure 26).

Tableau 9. Activité du piégeage du radical libre GOR exprimée en pourcentage d’inhibition (%)

Taux d’inhibition [%]
Concentrad | 3.125 6.25 12.5 25 50 100 200 400
[Hg/mL]
BRq na nt 12,93 33,70 69,34 90,85 92,34 nt
+1,26 +3,30 +1,42 +0,9 +0,48
BFq na 8,25 16,14 39,90 67,90 88,71 nt nt
+0,25 +4,09 14,22 +0,62 46,11
BFRq nt 9,33 19,36 52,89 69,21 86,96 92,54 nt
+1,31 +0,83 +3,20 +0,18 +2.45 +2,25
BRmM na 8,25 12,83 29,57 60,83 85,11 nt nt
+0,45 +3,38 +3,50 +2,57 +1,14
BFmM na 6,25 13,82 40,79 65,09 89,84 nt nt
0,12 +1,13 +2,94 +0,68 +1,46
BFRmM na 5,42 10,93 31,78 56,44 72,23 86,52 nt
+0,45 +1,73 +4,37 +1,40 +0,54 +2,12
BRt nt 15,23+ | 31,25 54,24 78,24 82,01 nt nt
0,34 +0,45 +0,85 +1,25 +1,25
BFt nt nt na 6,77 14,83 30,12 75,08 89,21
+2,33 +1,41 +4,97 +2,20 +2,78
BFRt nt nt nt 13,371 20,23 42,48 82,90 nt
A2 +2,29 +1,75 +1,24
BHT* 48,23 | 60,29 67,89 69,02 69,49 70,13 nt nt
+0.77 | +0.69 0,26 +0.50 +0,55 +0,74
BHA* 38,15 | 53,16 64,02 69,19 69,32 69,60 nt nt
+0,88 | +0,27 +1,26 +0,51 +0,65 +0,10

Les valeurs exprimées sont les moyennes + S.D. de trois mesures paralléles ; * : Composés de référence ; nt :
non testé ; na : non-actif.

Cependant, la différence des Clso du BRt et BR(Q est statistiquement non significative
(25,93+0,93 Vs 30,25 + 1,73 pg/mL, respectivement). Par ailleurs, le BFt et le BFRt semblent

avoir un effet anti-radicalaire faible.
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B FRt
BFt
BRt

BFRmM

BFmM

BRmM

BFR(Q
BFq
BRqg

BHA
BHT

o 50 100 150
CI50 [Mg/mL]

Clso [ug/mL] Clso [ug/mL]
BRqg 30,25+1,73° BRt 25,93+0,93°
BFq 35,13+0,53° BFt 95,29+4,86°
BFRq 31,47+0,81° BFRt 66,38+7,60°
BRm 37,04+3,20° BHT* 3.32+0,18°
BFm 36,57+0,18° BHA* 5.38 +0,06°
BFRm 40,12+1,62°

Figure 26. Activité du piégeage du radical libre GOR exprimée concentration inhibitrice a 50% (I1Cso)
Les valeurs exprimées sont les moyennes * S.D. de trois mesures paralléles ; * : Composés de référence ; Les
valeurs avec des lettres différentes en exposant (a-e) sont significativement (P < 0,05) différentes.

De toute évidence, entre les tests de DPPH et GOR, la corrélation n'était pas vérifiable
quant a l'ordre des échantillons en termes de puissances d'activité antioxydante. Cela peut étre
da soit au fait que deux types de radicaux différents ont été adopteés, soit au fait que I'efficacité
du piégeage des radicaux est déterminée par la cinétique de réaction d'un radical spécifique bien
déterminé compte tenu de la particularité de chaque systeme biologique ou une grande variété

des composés donneurs d'hydrogéne existent (Papadimitriou et al., 2006).

2.1.3. Test de blanchissement du f caroténe

L’oxydation des lipides dans les aliments pose de sérieux problémes pour 1’industrie
alimentaire car elle entraine des altérations qualitatives (rancissement) et nutritionnelles (perte

de vitamines). Elle est a I’origine des mauvais gotts, odeurs et produits toxiques (peroxydes,
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aldéhydes) qui touchent aussi bien aux valeurs nutritionnelles des aliments qu’a la santé des
consommateurs (Gulcin et al., 2010). L’oxydation lipidique peut aussi avoir lieu in vivo et elle
est associée a plusieurs pathologies a savoir les maladies cardiovasculaires, le vieillissement et
le cancer (Ramarathnam et al., 1995). Ainsi, il est tres important de chercher des inhibiteurs de
la peroxydation lipidique aussi bien dans les denrées alimentaires que dans 1’organisme
(Bougatef et al., 2009). Dans la présente étude, le test de blanchissement du -caroténe a été
effectué pour évaluer ’activité inhibitrice de ’oxydation lipidique des extraits aqueux d’A.
minus.

L’activité antioxydante de différents extraits étudiés d'A. minus dans le systéme d'acide
linoléique f-caroténe est exprimée en pourcentage d’inhibition dans les tableau 10. Tandis que
la figure 27 résume les Clso des différents extraits en les comparants avec celles des controles
positifs (BHT et BHA).

Tableau 10. Activité antioxydante dans le systéme S-caroténe/acide linoléique, exprimée en
pourcentage d’inhibition (%)

Taux d’inhibition [%]
Concentrad | 3,125 | 6.25 | 125 | 25 50 100 200 400 800 | 1600
[Mg/mL]
BRq na na 10,56 | 22,96 | 43,90 54,71 | 78,01 | 92,12 nt nt
+4,48 | £2,64 | *0,77 +510 | £1,61 | 025
BFq na na 7,43+ | 18,82 | 32,80 50,61 | 68,02 | 82,13 nt nt
438 | £2,55 | 0,68 +3,20 | £1,61 | %035
BFRq nt 4,33+ | 11,35 | 22,18 | 40,65 60,99 | 80,68 nt nt nt
1,21 | £1,59 | £340 | £1,05 255 | 3,24
BRm nt nt nt na na 7,25 14,05 | 28,49 | 45,69 | 73,11
+00 +259 | £2,03 | £2,10 | +1,04
BFm nt nt nt na na 4.54 12,99 | 30,59 | 43,63 | 57,84
+0,9 +0,84 | £3,52 | £1,59 | +1,46
BFRm nt nt nt na na na 12,72 | 23,36 | 43,22 | 56,54
+1,01 | £1,57 | +4,64 | +6,45
BRt nt nt 17,05 | 30,60 | 45,65 62,38 | 89,20 nt nt nt
+1,66 | +2,68 | #0,29 +4,18 | +0,82
BFt nt nt nt nt na 6,45+ | 17,42 | 31,45+ | 54,12 | 68,22
0,45 +1,52 0,54 +12 | +4,64
BFRt nt nt nt nt nt nt na nt nt nt
BHT* 80,14 | 85,09 | 87,29 | 90,70 | 92,65 92,68 | 93,49 | 93,88 nt nt
+0,84 | +1,04 | £0,10 | 0,36 | 0,30 +0,46 | +0,07 | #0.0
BHA* 83,23 | 91,11 | 92,48 | 94,52 | 95,34 96,56 | 96,64 | 96,85 nt nt
+1,14 | +0,68 | +0,44 | +0,33 | 0,55 +0,19 | +2,22 | #0,32

Les valeurs exprimées sont les moyennes + S.D. de trois mesures paralléles ; * : Composés de référence ; nt :
non testé ; na : non-actif.

Les résultats sus-cités montrent qu’a la concentration de 200 pg/mL, les trois extraits
aqueux possédent une bonne activité antioxydante atteignant pour le BFRq par exemple un taux
de 80,68%, qui est bien supérieur a celui des extraits hydrométhanoliques et d’éthyle acétate
qui ne dépassent pas le taux de 14,05+2,59% (Tableau 10). Cependant, le BRt semble avoir le

meilleur effet protecteur contre la peroxydation avec un taux de 89,20+0,82 % a la méme
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concentration. Par contre le BFt et BFRt ont montré une faible activité antioxydante, voir

absente pour le BFRt.

L'extrait d'acétate d'éthyle des racines d’A.minus a traduit sa forte activité inhibitrice de
la peroxydation lipidique par une valeur d'inhibition égale a une ICso de 69,02+0,41e pg/mL
(Figure 27).

BFt
BRt
BFRmM
BFm

BRm

BFRq

BFq

BRq
BHA
BHT

CI50 [pg/mL]

Clso [ug/mL] Clso [pg/mL]
BRqg 88,57+2,74° BRt 69,02+0,41°
BFq 96,86+2,64° BFt 744,95+22,22°¢
BFRq 76,30£1,66° BFRt nd
BRmM 957,31+5,50° BHT* 0.91+0.012
BFm 1213,61+28,70° BHA* 1.05+0.03 @
BFRm 1259,67+58,13¢

Figure 27. Activité antioxydante dans le systéme [3-caroténe/acide linoléique exprimée concentration
inhibitrice a 50% (1Csp)
Les valeurs exprimées sont les moyennes + S.D. de trois mesures paralléles ; * : Composés de référence ; nd :
Non déterminée ; Les valeurs avec des lettres différentes en exposant (a-e) sont significativement (P < 0,05)
différentes.

Une concordance relative est constatée en comparant nos résultats avec les ceux des
autres chercheurs. Dhuh et al, (1998) ont rapporté que les extraits aqueux et méthanoliques de
la grande bardane (A.lappa), ont montré des valeurs remarquables dans l'inhibition de la
peroxydation de I'acide linoléique (extrait aqueux : 96,3 + 1,63% et méthanolique extrait : 94,4

+ 1,52 %). Dans une autre étude, l'extrait éthanolique d'A. minus d’origine espagnole, avait
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démontré une excellente prévention de la peroxydation des lipides (Local Food-Nutraceuticals
Consortium, 2005). En accord avec les résultats obtenus par notre expérience, Lou et al., (2010)
ont rapporté que l'extrait d’éthyle acétate des feuilles d'A. lappa présentait la peroxydation
inhibitrice la plus élevée parmi les autres extraits. Les valeurs 1Cso de ce dernier et de la
butylhydroquinone tertiaire (TBHQ ; utilisée comme contr6le positif) étaient de 134 + 4 et 82

+ 2 pg/mL, respectivement.

La bonne activité inhibitrice exercée par les trois extraits aqueux, refléte la solubilité
des composés antioxydants dans I’eau. Les composés qui possédent cette caractéristique
peuvent étre utilisés dans les systéemes alimentaires (Moure et al., 2001). Selon Murcia et ses
collaborateurs (2009), I’activité antioxydante d’un composé est trés souvent reliée a la présence
de portions facilement oxydables telles qu’un groupement hydroxyle sur un hydrocarbone. Les
flavonoides inhibent la peroxydation lipidique en un stade précoce par I’activité scavenger des
radicaux peroxydes comme ils peuvent interrompre une chaine de réactions radicalaires par la

propriété de donation d’hydrogéne (Sandhar et al., 2011).

Le test du f-caroténe est largement utilisé pour mesurer I’activité antioxydante des
composés bioactifs, du moment que le B-carotene est extrémement susceptible aux radicaux
libres résultant de 1’oxydation de I’acide linoléique (Kumazawa et al., 2002). Cela est d0 a
I’aptitude des caroténoides a neutraliser les radicaux libres tout en perdant leur coloration, ce
qui se traduit par une diminution de ’absorbance a 470 nm (Barros et al., 2007). L’ importance
de ce test, réside dans 1’utilisation du B-carotene comme agent colorant dans les boissons, ainsi
sa décoloration sera nettement a 1’origine de la réduction de la qualité de ces produits (Bougatef
et al., 2009). Durant I’oxydation lipidique, les antioxydants agissent de différentes fagons a
savoir le balayage des radicaux libres, la décomposition des peroxydes et la chélation des ions
métalliques. Souvent, plus d’un seul mécanisme est impliqué pour avoir un effet en synergie
(Moure et al., 2001). La capacité du BRqg de modifier la peroxydation lipidique induite par les
radicaux libres est reliée non seulement aux caractéristiques structurales des agents
antioxydants, mais aussi a leur capacité d’interagir avec et pénétrer dans les bicouches
lipidiques (Antonella et al., 1995). Il a été montré que la structure et la lipophilie des
polyphénols sont des facteurs déterminants dans la propriété antioxydative, probablement
affectant la profondeur de I’incorporation de ces composés dans la phase lipidique de la
membrane (Djeridane et al., 2010). Par ailleurs, la capacité a inhiber la peroxydation lipidique
repose sur la conjugaison du fer sous une forme catalytiquement particuliére. La terminaison

de la chaine par piégeage des radicaux peroxyles peut étre a l'origine d'activités inhibitrices de
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la peroxydation des lipides (Kulkarni, et al., 2004). Ainsi, les extraits pourraient exercer leur

activité antioxydante principalement en donnant des électrons (Lou et al., 2010).

Tout compte fait, la richesse des extraits étudiés et notamment ceux aqueux en
polyphénols totaux, laisse constater la forte corrélation entre le contenu en polyphénols totaux
des extraits et leurs activités antioxydantes. En effet, ’activité antioxydante est due a la
présence d’acides phénoliques. Par ailleurs, cette corrélation pourrait s’appliquer au contenu en

flavonoides.

2.1.4. Pouvoir réducteur

Enfin, pour bien élucider le profil anti-radicalaire contre différents types de radicaux
libres, il a été nécessaire d'utiliser des méthodes de mesure du potentiel antioxydant basées sur
la réduction des métaux par transfert d'électrons. Le test CUPRAC a été adopte et les données
sont rapportees sous forme d'absorbance et de concentration correspondant a 0,5 d'absorbance
(Aos) (tableau 11 et figure 28).

Tableau 11. Capacité antioxydante réductrice du cuivre (CUPRAC) exprimée en absorbance (A)

ABSORBANCE [A]
Concentra@d | 3.125 6.25 12.5 25 50 100 200 400
[mg/mL]
BRq nt na 0,16 0,22 0,34 0,52 0,86 1,52
+0,00 +0,01 +0,01 +0,01 +0,05 +0,02
BFq nt 0,10 0,20+ 0,31+ 0,49 0,86 1,49 2,48
+0,00 0,00 0,02 +0,02 +0,01 +0,02 +0,08
BFRq nt 0,12 0,24+ 0,37 0,60 1,02 1,22 2,69
+0,00 0,00 +0,00 +0,02 +0,02 +0,61 +0,07
BRm na 0,13 0,22 0,35 0,62 1,08 2,29 nt
+0,00 +0,01 +0,02 +0,04 +0,01 +0,08
BFmM na 0,11 0,20 0,31 0,52 0,99 1,98 nt
+0,00 +0,00 +0,02 +0,02 +0,02 +0,61
BFRmM nt 0,16 0,29 0,45 0,72 1,18 2,07 3,03+
+0,00 +0,01 +0,02 +0,04 +0,02 +0,04 0,32
BRt nt 0,09 0,20 £ 0,36 0,64 1,16 1,95 3,55
+0,00 0,01 +0,02 +0,02 +0,07 +0,17 +0,22
BFt nt na 0,15+ 0,21 0,30 0,43 0,61 1,01
0,00 + 0,01 + 0,00 +0,01 + 0,08 +0,02
BFRt nt na 0,16+ 0,23 0,34 0,52 0,74 1,04
0,01 + 0,01 +0,01 +0,01 +0,05 +0,08
BHA* 0.46%+ | 0.78% 1,12+ 1,95+ 3,14+ 3,58+ 3,35+ 3,77+
0.00 0.01 0,05 0,31 0,46 0,42 0,20 0,19
BHT* 0.19+ | 0.33% 1.41+ 2.22+ 2.42+ 2.50+ 2.56+ 2.86%
0.01 0.04 0.03 0.05 0.02 0.01 0.05 0.07

Les valeurs exprimées sont les moyennes + S.D. de trois mesures paralléles ; * : Composés de référence ; nt :
non testé ; na : non-actif.
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Comme pour les tests antérieurement effectués, en I’occurrence celui du DPPH, GOR
et B-carotene, le pouvoir réducteur des extraits hydroalcooliques semblent étre les plus puissants
par rapport aux extraits étudiés, a 1’exception du BRt. En effet, a une concentration de 50
pg/mL, l'intensité d'absorbance du BFRm était de 0,72+0,04. Alors que I’ensemble des autres
extraits ont montré des intensités d'absorbance oscillant entre 0,30 + 0,00 et 0,64 = 0,02
(Tableau 11). Par ailleurs, I'Aos du BFRm correspondait a une concentration de 31,13+ 2,29
pg/mL. Cette valeur impliquait un pouvoir réducteur considérable est comparable a celles de
BRt par exemple qui présentaient une valeur Aos de 37,92+1,56 pg/mL(Figure 28). Les Aos

des deux derniers extraits est statistiquement similaire.

Cependant, les trois extraits aqueux ont montré un pouvoir réducteur plus au moins
faible de celui du BFRm (Aos: 39.39£1.26, 49.05£2.05 et 95.26+0.69 pg/mL, pour le BFRq,
BFq et BRq, respectivement). Par contre, le BFt et BFRt ont enregistré les Ao plus faible a
raison de 140,69+14,82 et 103,52+1,62 pg/mL, respectivement (Figure 28).

Le faible relatif pouvoir réducteur des extraits aqueux peut étre di au fait que les
complexes de phénanthroline formés au cours de la réaction sont réputés pour leur solubilité
limitée dans I'eau (Ozyirek et al., 2011). Par conséquent, il est plut6t préférable d'utiliser un
solvant organique. Conformément a notre observation, Kenny et al., (2014) ont rapporté la
méme différence relative de pouvoir de réduction des métaux entre I'extrait alcoolique et aqueux
d'’A.minus. En effet, cette étude qui s’est porté sur pouvoir antioxydant réducteur ferrique, a
révélé que la plus grande valeur équivalente de trolox (ET) était observée dans l'extrait
éthanolique (626,783 + 0,031 mg ET/g d'extrait), alors que l'extrait aqueux présentait la valeur
la plus faible (12,083 £ 0,037 mg ET/g d'extrait).

Selon certains chercheurs, nous aurions pu avoir un meilleur effet réducteur si nous
avions utilisé une combinaison d'hydrolyse et d'incubation. Précisément, Apak et al., (2009)
avaient rapporté que pour exhiber pleinement le pouvoir réducteur d'un mélange contenant
divers antioxydants, certaines molécules nécessitaient un processus d'incubation apres
I'hydrolyse acide utilisant le principe d'additivité des absorbances. Par contre, et de maniére
générale, il existe une différence remarquable dans le pouvoir réducteur enregistré par les deux
méthodes CUPRAC et FRAP. Selon Prior et al., (2005), cela peut étre di au fait que le test
CUPRAC est nettement plus sélectif que celui du FRAP en raison du potentiel redox plus faible.
En effet, la présence potentielle d'acide citrique et de sucres diminue I'effet réducteur car ils ne

peuvent pas étre oxydeés.
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BFRt
BFt
BRt
BFRm
BFm
BRm
BFRq
BFq
BRq
BHT
BHA
0 50 100 150 200
Ao.s [Hg/mL]
Aos [pg/mL] Aos [ug/mL]
BRQ 95,26+0,69° BRt 37,92+1,56°
BFq 49,05+2,05° BFt 140,69+14,82°
BFRq 39,39+1,26° BFRt 103,52+1,62
BRmM 39,51+2,74 ¢ BHT* 8.97 + 3.942
BFmM 46,55+2,09 ¢ BHA* 5,350,712
BFRmM 31,13+2,29¢

Figure 28. Capacité antioxydante réductrice du cuivre (CUPRAC) exprimée en concentration

correspondant a une absorbance de 0,5 (Aos)
Les valeurs exprimées sont les moyennes + S.D. de trois mesures paralléles ; * : Composés de référence ; Les
valeurs avec des lettres différentes en exposant (a-€) sont significativement (P < 0,05) différentes.

Selon Ozyiirek et al., (2011), le test CUPRAC présente de nombreux avantages. Bien
que le test CUPRAC soit similaire au test de pouvoir antioxydant réducteur ferrique (avec Fe
remplacé par Cu), les valeurs CUPRAC montrent souvent une similitude avec la capacité
antioxydante équivalente au trolox (trolox ; utilisé comme standard). Alors que le pouvoir

antioxydant réducteur ferrique a des valeurs relativement plus faibles (loannou et al., 2015).

Contrairement a A.minus, le pouvoir antioxydant d'A.lappa a été évalué par plusieurs
chercheurs. Dans laquelle, I’espéce Lappa eétaient riches en composés phénoliques et

flavonoides tels que : dérivés chlorogéniques, caféique, acide caféoylquinique, arctigénine,



Résultats et discussion 85

quercétine et rutine. (Nakagawa et Matsugo , 2004 ; Marutaet al., 1995 ; Chen et al., 2004)
Par conséquent, nos données suggérent que le pouvoir reducteur d'Arctium minus. subsp.
atlanticum détecte pourrait étre attribuer aux composés phénoliques susmentionnés et en
particulier aux flavonoides qui ont déja été décrits chez les especes Minus par l'analyse
phytochimique de Saleh et Bohm (1971), et laquelle a été corroborée par la présente étude. Par
ailleurs, Le et al., (2007) attribuaient le pouvoir réducteur a la présence de flavonoides qui sont
des principaux donneurs d’électrons, d’une part. Or, une corrélation entre leur contenu en
flavonoides et leurs activités réductrices pourrait étre établie (Tableau 6). Cependant, cette
corrélation ne s’applique pas au contenu en tannins (Ksouri et al., 2009). En effet, les extraits
qui étaient pauvres en termes de composés responsables du pouvoir réducteur (flavonoides)
avaient le meilleur pouvoir réducteur. Ainsi, les résultats obtenus étaient justifiées. En outre,
les interférences dues a la présence d'autres composes dans l'extrait, sont souvent un facteur

limitant du test de pouvoir réducteur.

En somme, la corrélation entre le contenu en polyphénols et le pouvoir réducteur est
verifiable et les résultats concordent parfaitement avec les tests précédents concernant la

quantité de flavonoides et le pouvoir réducteur constaté.

2.2. Evaluation de P’activité anti-inflammatoire (Test d’inhibition de la

dénaturation des protéines)

La dénaturation des protéines est parmi les causes de I’inflammation (Bagad et al.,
2011). La production d’auto-antigenes dans les maladies inflammatoire peut étre due a la
dénaturation des protéines in vivo. Le mecanisme possible de la dénaturation consiste a
I’altération des liaisons électrostatique, hydrogéne, hydrophobe et disulfure qui maintiennent la
structure tridimensionnelle des protéines (Sangeetha et al., 2011). Il est prouvé que les anti-
inflammatoires non stéroidiens comme le phénylbutazone et I’indométacine n’inhibent pas
seulement la synthese des prostaglandines pro-inflammatoires, mais inhibent aussi la
dénaturation des protéines (Adarshvm et al., 2011). lls empéchent de ce fait la dénaturation

d'albumine traitée par la chaleur a pH physiologique (pH : 6.2 a 6.5).

Le tableau 12 et la figure 29 montrent les résultats de I’activité anti-inflammatoire in
vitro des différents extraits d’Arctium minus et un anti inflammatoire de référence (Diclofénac
sodium). Ce test consiste a évaluer les pourcentages d’inhibition de la dénaturation de

I’albumine du sérum bovin (BSA).
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Tableau 12. Activité d’inhibitrice de la dénaturation de 1’albumine du sérum bovin (ASB), exprimée
en pourcentage d’inhibition (%)

Taux d’inhibition [%]
Concentrad 250 500 1000 1500
[Hg/mL]
BRq 11,23 £1,42 17,45 +£3,45 28,45 +2,23 47,45 +3,04°
BFq 14,14 +£1,87 21,12 +2,99 32,12 £4,25 50,55 +2,37°
BFR(q 15,45+ 1,78 25,45 +£2,12 35,45 £3,45 59,01 + 4,48°
BRmM 16,12 +£1,45 27,25 £3,12 34,24 £4,14 61,36 + 3,00°
BFm 20,25 +3,87 30,42 £3,42 39,54 £5,45 63,34 +£1,97°
BFRm 23,12 £0,12 31,21 6,12 42,45 2,42 67,44 +5,01°
BRt 412+ 1,12 13,12 +2,58 21,21 +3,45 45,34 +2,04°
BFt na 712 + 2,12 18,45 +£3,45 38,35+1,01°
BFRt na 10,26 +1,12 23,21 +5,45 40,41+ 5,04°
Diclofénac* 10,32 +£0,70 16,15+ 1,58 4557 +1,65 74,40 +2,21°

Les valeurs exprimées sont les moyennes + S.D. de trois mesures paralleles ; * : Composés de référence ; Les
valeurs avec des lettres différentes en exposant (a-e) sont significativement (P < 0,05) différentes ; na : non-actif.

BFRt
BFt e
BRt e
BFRm a
|
BFm c a
BRm d
BRFq d
BFq €
BRy €
Diclofénac de sodium

0 20 40 60 80 100

Taux d’inhibition [%]

Figure 29. Activité d’inhibitrice de la dénaturation de 1I’albumine du sérum bovin (ASB), exprimée en
pourcentage d’inhibition (%)
Les valeurs avec des lettres différentes en exposant (a, €) sont significativement (P < 0,05) différentes.
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D’apres les résultats obtenus, les différents extraits étudies sont capables de contréler la
production d’auto-antigéne par I’inhibition de la dénaturation des protéines de maniére dose -
dépendante, mais a des taux différents. Cependant, les mémes chiffres permettent le classement
des extraits en termes d’activité inhibitrice comme suit : les extraits bruts hydrométhanoliques,
aqueux et enfin les extraits d’éthyle acétate. En effet, a la concentration de 1500 pg/mL, les
pourcentages d’inhibition de la dénaturation de BSA étaient de 61.36 + 3.00, 63.34 + 1.97 et
67.44 + 5.01 %, respectivement, pour le BRq, BFq et BFRq, respectivement, dont la différence
statistique entre ces trois extraits est non significatives (Figure 29). Or, on constate que le taux
d’inhibition du BFRq est proche de celui obtenu pour le diclofénac sodium, un médicament
anti-inflammatoire utilis¢é comme standard dont le pourcentage d’inhibition avoisine 74,40 +
2,21 % a la méme concentration. La différence entre ces deux échantillons est statistiquement

similaire (Figure 29).

Par ailleurs, ces données permettent aussi de mettre en ordre les différents extraits en se
basant sur I’organe considéré. En effet, que ce soit pour les extraits hydroalcooliques ou aqueux
et relativement ceux d’éthyle acétate, les fleurs semblaient étre plus actives que les feuilles. Par

contre, les racines avaient I’effet le plus faible parmi les parties étudiées.

Nos résultats sont relativement en accord avec ceux de Erdemoglu et al., (2009) qui ont
rapporté un considérable effet anti-inflammatoire in vivo de I’extrait éthanolique des feuilles de
I’espéce A. minus. sp. minus par I’inhibition de la libération des prostaglandines, protéases et
lysosomes impliqués dans la formation de ’cedéme induit par la carragénine chez la souris.

Cependant, la méme étude a rapporté I’inactivité de ’extrait aqueux.

Dans le méme sillage, Fisher et al., (2018) ont étudié I'effet antinociceptif et anti-
oedématogéne de l'extrait brut des graines d’A. minus dans un modele d'attaque de goutte aigué
induite par injection intra-articulaire chez la souris. A une dose de 100 mg/kg, les résultats ont
montré une réduction de 1’allodynie mécanique et une inhibition de l'activité de la xanthine
oxydase. Par ailleurs, Yang et al., (2019) ont demontré que le prétraitement des cellules RAW
264.7 avec I’A.minus a considérablement inhibé et réduit la production d'oxyde nitrique (NO)
et de cytokines pro-inflammatoires, telles que l'interleukine (IL)-6 et le facteur de nécrose
tumorale-a (TNF-a).

Or, I’activité antioxydante peut étre responsable de ’activité anti-inflammatoire (Kar et
al., 2012),. Cette hypothése est concordante avec celle obtenue dans notre étude qui montre une
corrélation entre la relative puissante activité antioxydante et celle anti-inflammatoire

notamment des extraits hydrométhanolique et aqueux. Ainsi, I’activité inhibitrice de la
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dénaturation de BSA est peut étre attribuée a la présence de différents composes bioactifs tels
que les flavonoides et les tannins ayant la capacité de lier les cations et les autres biomolécules,
attribuant ainsi la capacité de protéger les protéines de la dénaturation (Oyedapo, 2001).
Cependant, et étant donné la forte teneur en flavonoides et tannins des extraits
hydrométhanolique et aqueux par rapport aux extrait d’éthyle acétate, la corrélation entre le

contenu de ces derniers en composés bioactifs et ’activité inhibitrice est vérifiable.

2.3. Evaluation de I’activité inhibitrice de I’alpha-amylase

La prévalence des maladies métaboliques et liées au mode de vie a atteint un taux
alarmant au cours des dernieres décennies. Le diabéte est un probléme de santé mondial. La
prévalence du diabéte sucré a considérablement augmenté ces dernieres années et on estime

qu'environ 430 millions de personnes éetaient touchees par le diabéte en 2014 (OMS, 2016).

L'essor récent des médicaments antidiabétiques sur le marché exploite un large éventail
de cibles thérapeutiques en raison de la variété des anomalies pathogenes associées au diabete
et a ses complications associées. Différentes classes de médicaments oraux utilisés dans le
traitement de premiére ligne du diabéte comprennent les inhibiteurs de la digestion des glucides,
qui retardent I'absorption postprandiale des monosaccharides (inhibiteurs de I'a-glucosidase et

de lI'a-amylase) (Goncalves et Romano, 2017).

La théorie de l'inhibition des enzymes clés est l'une des theories les plus acceptées pour
le diabéte sucré. L'a-amylase est un enzyme clés dans le catabolisme des glucides. L’enzyme
catalyse I'hydrolyse de la liaison a-(1,4) dans les glucides et, par conséquent, le taux de glucose
sanguin augmente. A ce stade, l'inhibition de cet enzyme pourrait étre considérée comme un
outil important pour la gestion de la glycémie chez les patients atteints de diabéte sucré (Wang
et al., 2012).

Plusieurs inhibiteurs enzymatiques (acarbose et voglibose pour l'amylase) ont été
produits chimiquement, cependant, l'utilisation d'inhibiteurs synthétiques peut s'accompagner
d'effets secondaires tels que des troubles gastro-intestinaux et une heépatotoxicité (Annamalai et
al., 2017 ; Sang et al., 2017). 1l a été rapporté que les métabolites secondaires des plantes
présentent un grand potentiel pour agir comme inhibiteurs enzymatiques avec des effets

secondaires moins prononces (Pereira et al., 2017).

Les potentiels antidiabétiques des extraits d’A. minus. sp. atlanticum ont été testés contre
l'a-amylase. Les résultats ont été exprimés en pourcentage d'inhibition et indiqués dans le
tableau 13, tandis que la figure 30 rapporte les concentrations inhibitrices a 50% (Clso) des

différents extraits et d'acarbose (Contréle positif).
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Tableau 13. Activité inhibitrice de I’alpha-amylase exprimée en pourcentage d’inhibition (%) et en
concentration inhibitrice & 50% (Clso)

Taux d’inhibition [%]
Concenta@ | 50 | 100 | 200 | 400 | 800 1600 Clso pgim
[Hg/mL]
BRq na na | 526 | 11,24 | 22,66 39,5 nd (<1600)
+124 | #1,20 | +0,34 | 1,57
BFq na na 3,24 | 10,19 | 21,13 35,21 nd (<1600)
+0,23 | +1,85 | +1,74 | +1,97
BFRq na na na 7,17 17,77 31,21 nd (<1600)
+0,98 | #1,63 | 1,99
BRm nt | 524 | 11,24 | 17,25 | 27,19 | 51,35 1570,38+86,97°
+0,32 | +2,12 | 1,63 | +1,34 | 2,45
BFm nt | 12,11 | 16,21 | 25,17 | 36,22 | 59,68 1271,37+59,88°
+121 | +2,21 | #1,33 | 337 | 2,33
BFRmM na | 8,45 | 19,15 | 28,35 | 39,03 | 63,45 1154,20+57,32°
+1,58 | 2,32 | £1,69 | +2,40 | 3,95
BRt 8,47 | 18,92 | 31,41 | 53,57 | 72,21 | 78,36 370,96243,23°
+1,66 | +0,49 | £2,82 | 517 | #5325 | 6,32
BFt nt na | 7,35 | 12,55 | 22,43 | 41,19 nd (<1600)
+0,35 | 20,49 | +4,12 | +1,90
BFRt nt na | 9,54 | 18,67 | 30,64 | 49,93 1592,44+68,62°
+0,54 | 1,57 | +3,24 | 2,14
Acarbose | 5,76 | 508 | 546 | 9,70 | 2581 | 33,21 3650,93+10,70°
* +0,17 | +0,30 | 0,11 | 0,96 | +2,89 | +3,54

Les valeurs exprimées sont les moyennes * S.D. de trois mesures paralleles ; * : Composé de référence ; Les
valeurs avec des lettres différentes en exposant (a, €) sont significativement (P < 0,05) différentes ; nt : non testé
; nd : non déterminée ; na : non-actif.

BFRt
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Figure 30. Activité inhibitrice de I’alpha-amylase exprimée en concentration inhibitrice & 50% (Clso)
Les valeurs avec des lettres différentes en exposant (a, €) sont significativement (P < 0,05) différentes.
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Les extraits étudiés d’A. minus ont démontré une activité inhibitrice dose dépendante
contre ’enzyme a-amylase. Cependant, et en fonction de I’extrait considéré, la différence entre
les taux d’inhibition était considérablement contrastée. En effet, le BRt a distinctement présenté
I’effet inhibiteur de ’enzyme le plus fort a raison de 78,36 + 6,32 % a une concentration de
1600 pg/mL (Tableau 13). Ce taux d’inhibition correspond a une Clso égale a 370,96+43,23
pg/mL, laquelle étant statistiquement hautement active (° : P<0,001) en comparaison avec celle
d’acarbose utilisé comme controle positif (Clso : 3650,93+10,70 pug/mL) (Tableau 13 ; Figure
30). Par ailleurs, les extraits hydroalcooliques ont montré aussi une bonne activité a coté du
BFRt (Clso: 1154.20+57.32, 1271.37£59.88, 1570.38+86.97 et 1592.44+68.62 ug/mL,
respectivement, pour le BFRm, BFm, BRm et BFRt, respectivement. Par contre, les extraits
aqueux et le BFt ont enregistré des taux d’inhibition relativement faibles dont les Clso n’ont pas
pu étre déterminées par defaut de dissolution a des concentrations supeérieures a 1600 pg/mL
(Tableau 13).

Les résultats sus-cites concordaient avec le contenu phénolique total et l'activité
antioxydante des extraits étudiés. En effet, les mémes extraits qui présentaient une activité anti-
enzymatique élevée, en I’occurrence le BRt et les extraits hydrométhanoliques, contiennent plus
de phénols totaux et montrent un pouvoir antioxydant plus important. Ainsi, la bioactivite anti-
enzymatique constatée est probablement liées a des inhibiteurs phénoliques. Par contre, cette

corrélation n’était pas vérifiable quant au contenu des flavonoides et tanins condensés.

D’autre part, ’acide hydroxybenzoique et épicathéchique, qui étaient les composants
dominants dans les extraits étudiés, ont probablement contribué aux effets inhibiteurs
enzymatiques. En effet, Ozer et al., (2018) ont rapporté une forte corrélation entre les acides
protocatéchuiques et p-hydroxybenzoiques et les activités inhibitrices enzymatiques contre 'a-

amylase.

Nos résultats viennent confirmer la seule étude ayant Vérifié I'activité hypoglycémiante
de ’espéce A. minus, en ’occurrence celle de Cavalli et al., (2007). Cette étude a été menée sur
des rats dont le diabete a été induit par l'alloxane. Les résultats ont révélé des réductions des
niveaux glycémiques de 34,6 + 5,8 et 22,9 £ 6,2 %, chez les groupes traités par les racines et
les feuilles, respectivement. Cependant, le Glibenclamide (Contr6le positif) avait un taux de
réduction de 34,5 + 6,2%. Cette étude suggeére que I'extrait pur d'Arctium minus, principalement
I'extrait de racine, est capable de réduire les taux de glucose, avec un pouvoir similaire a la

médecine synthétique de référence Glibenclamide. (Otenio et al., 2020).
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Les racines de I’espéce A. lappa s'est avérée a son tour mediatrice des activités
hypoglycémiques, ce qui en fait un choix populaire pour étre utilisé comme médicament
traditionnel contre le diabete. L'administration orale d'extrait éthanolique chez des rats
diabétiques a considérablement réduit la glycémie et augmenté le taux d'insuline chez les rats
diabétiques par rapport au groupe témoin (Cao et al., 2012 ; Ahangarpour et al., 2017) .Ces
auteurs ont suggeré que I’effet enregistré est exercé par le biais de propriétés hypolipidémiques
et insulinotropes .De plus, le sitostérol-b-D-glucopyranoside de la racine de bardane agit
comme un puissant inhibiteur des alpha-glucosidases, ayant ainsi le potentiel de réduire la
glycogénolyse et d'aider a diminuer le taux de glucose sanguin (Tousch et al., 2014). Par
ailleurs, Zhao et Zhou (2015) ont démontré que les oligo-éléments (par exemple, Na, K, Mn,
Fe et Mg) présents dans les extraits de racine et de fruit d'A. lappa présentent des effets
antidiabétiques. Bien que les constituants d'A. lappa reduisent I'absorption du glucose, ils
élevent également la teneur en inuline dans le sang et ralentissent la digestion des glucides pour
conférer ses activités antidiabétiques. D’autre part, certains auteurs tels que Miyazawa et al.,
(2005) ont suggéré que les molécules bioactives responsable de I’effet antidiabétique sont
principalement les acides gras. En effet, en recherchant les composés inhibiteurs de l'a-
glucosidase, les dits auteurs ont trouvé 11 composés dans lI'extrait de méthanol d'A. lappa. Parmi
eux, 10 composés appartenaient aux acides gras. Les composes identifiés etaient l'acide
linolénique, l'acide linoléique, le linoléate de méthyle, I'oléate de méthyle, le linoléate de
méthyle, l'acide oléique, I'acide palmitique, le palmitate de méthyle, le stéarate de méthyle et
l'acide stéarique. L'extrait de méthanol d'Arctium lappa, qui contenait du sitostérol-b-D-
glucopyranoside, du palmitate de méthyle, du linoléate de méthyle et du linoléate de méthyle,
a montré une activité inhibitrice contre l'a-glucosidase a 97.3, 73.4, 66.5 et 68.5 %,

respectivement, a une concentration de 200 mM (Miyazawa et al., 2005).

Selon nos connaissances, 1'activité inhibitrice de ’alpha amylase d'A. minus n'a pas été
rapportée auparavant. Par conséquent, notre recherche peut étre considérée comme un premier
rapport sur les activités inhibitrices enzymatiques invitro d'extraits de la plante étudiée. Par
ailleurs, et compte tenu du fait que les extraits les plus actifs ont été préparés en utilisant les
solvants organiques, I'étape de leur purification ultérieure ne peut étre évitée, et en raison de
I’insécurité des solvants organiques, ces extraits ne conviennent pas aux formulations

fonctionnelles orales.
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2.4. Evaluation de I’effet neuroprotecteur

La pathogenése de la maladie d'Alzheimer semble étre due & une activité accrue de
différents types d'esters a base de choline (enzymes hydrolysantes) tels que
I'acétylcholinestérase (AChE) et la butyrylcholinestérase (BChE). Précisément, notre approche
d'évaluation de I'effet neuroprotecteur potentiel a été réalisée en mesurant le pouvoir inhibiteur
de des extraits des différentes parties d'Arctium minus sp. Atlanticum contre I'AChE et la BChE.
Les résultats obtenus sont exprimés en pourcentage d'inhibition enzymatique, et en
concentration inhibitrice de 50% des enzymes étudiées (Tableau 14 ; figure 30 ; figure 31).

Tableau 14. Activité inhibitrice de I'acétylcholinestérase (AChE) et de la butyrylcholinestérase
(BUChE) exprimée en pourcentage d’inhibition (%) et en concentration inhibitrice a 50% (Clso)

AChE BChE
Taux d’inhibition [%] Clso Taux d’inhibition [%] Clso
Concentra@ | 100 200 400 | [pg/mL] | 100 200 400 | [ug/mL]
[Hg/mL]
BRq na na nd nd na na nd nd
BFq na na nd nd 512 | 11,36 <400
+1,03 | +2,87
BFRq na na nd nd 23,46 | 44,69 | 69,36 | 262,06
+2,71 | 3,65 | +4,78 | +26,68°
BRm 16,99 | 27,23 | 49,22 | 409,91 | 0,56 558 | 12,54 <400
+0,88 | +1,56 | +3,14 | £24,86° | 0,58 | +0,59 | +2,48
BFm na na nd nd 8,61 | 18,31 | 31,62 <400
0,78 | £2,47 | 6,45
BFRm 14,14 | 26,33 | 46,15 |434,88 | 14,68 | 24,71 | 45,74 | 483,28
+1,45 | £221 | +3,14 | +3247° | #1,87 | +3,74 | £3/41 | +38,85°
BRt 27,47 | 41,39 | 64,65 |280,88 | 29,18 | 40,20 | 65,47 | 276,73
+1,87 | £124 | +498 | +21,03° | +0,86 | +1,12 | £398 | +24,46°
BFt 8,14 | 15,89 | 27,45 <400 47,86 | 72,87 nd 107,44
+1,08 | £154 | +2,45 4,54 | +6,48 +16,32°
BFRt 16,54 | 25,45 | 4599 | 447,86 | 21,41 |48,45 | 73,45 | 248,76
+0,87 | +2,76 | +491 |+50,81° | £+1,47 | 545 |+845 | +2,93°
Galanta- 91,80 | 94,77 nd 6,27 73,57 | 78,95 nd 34,75
mine* +0,20 | £0,34 $1,2% | £0,77 | £0,58 +1,99°2

Les valeurs exprimées sont les moyennes * S.D. de trois mesures paralléles ; * : Composé de référence ; Les
valeurs avec des lettres différentes en exposant (a, ) sont significativement (P < 0,05) différentes ; nt : non testé
; nd : non déterminée ; na : non-actif.

Globalement, les différents extraits étudiés ont exhibé une activité inhibitrice dose
dépendante, a 1’exception de I’extrait aqueux des racines qui était totalement inactif vis-a-vis
des deux enzymes, l'acétylcholinestérase et la butyrylcholinestérase. Par ailleurs, I’ensemble
des résultats laisse constater que I’activité inhibitrice vis-a-vis de la butyrylcholinestérase
(BChE), était plus importante en termes d’intensité et de nombre d’extraits actif que celle dirigé

contre l'acétylcholinestérase (AChE).
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Figure 31. Activité inhibitrice de I'acétylcholinestérase (AChE) exprimée en concentration inhibitrice
a 50% (Clso)
Les valeurs avec des lettres différentes en exposant (a, €) sont significativement (P < 0,05) différentes.
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Figure 32. Activité inhibitrice de la butyrylcholinestérase (BuChE) exprimée en concentration
inhibitrice a 50% (Clso)
Les valeurs avec des lettres différentes en exposant (a, €) sont significativement (P < 0,05) différentes.
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En ce qui est de I’activité inhibitrice de I'acétylcholinestérase, les trois extraits aqueux
et le BFm étaient totalement inactifs. Par contre, le BRt a présenté a la concentration de 400
pg/mL, le potentiel inhibiteur le plus puissant avec un taux d'inhibition de 64,65 + 4,98 %,
lequel correspond un une Clso égale a 280,88+21,03 pg/mL (Tableau 14). En comparant cette
derniére valeur avec la Clso du galantamine (standard utilisé comme contrdle positif) dont la
valeur est de 6,27 + 1,2 ug/mL, on constate que la différence est statistiquement significative
(®: P<0,001) (Figure 31). Cependant, le BRm, BFRm et BFRt avaient des Clso relativement
faibles avec des valeurs de 409.91 +24.86, 434.88+32.47 et 447.86+50.81 pg/mL,
respectivement. En revanche, le BFt a enregistré le taux d’inhibition le plus faible, lequel

n’excédait pas 27,45+2,45 % a la plus grande concentration testée (400 pug/mL).

Quant a lactivité inhibitrice de la butyrylcholinestérase, les résultats étaient plus
concluants. En effet, la différence entre la Clso du galantamine et celle du BFt était
statistiquement non significative (Clso : 34,75+1,99 et 107,44+16,32 pg/mL, respectivement)
(Tableau 14 ; figure 32). Cependant, I’effet neuroprotecteur du BFt est suivi par celui du BRt
dont la Clso est de 276,73 = 24,46 pug/mL. Par ailleurs, les trois extraits des fleurs ont présenté
un effet neuroprotecteur moyen dont les valeurs de Clso étaient statistiquement similaire (Clso
1 248.76 £ 2.93, 262.06 £ 26.68 et 483.28 £38.85 pg/mL, respectivement, pour le BFRt, BFRq

et BFRm, respectivement) (Tableau 14). Par contre, le BRq n’a montré aucune activité.

Tout compte fait, les extraits d’éthyle acétate semblaient avoir la supériorité¢ dans
’activité inhibitrice constatée, notamment celle enregistré vis-a-vis de la butyrylcholinestérase.

En raison de leurs polarités relativement faibles, on pense que les extraits d’éthyle
acetate contiennent la majeure partie des composés neuroprotecteurs. Ces composes ont une
polarité relativement moyenne (moins polaire que I'eau et le méthanol).

Selon la littérature, la seule étude antérieure sur la méme espece (A. minus) portant sur
I'activité anticholinestérasique était celle de Hajimehdipoor et al., (2016). En revanche, les
résultats de cette étude ont rapporté une absence totale d'activité inhibitrice contre I'AChE de
I'espéce Minus (dont la sous-espece est inconnue). Cette contradiction peut étre due a la
divergence du type de sous-espéce concernée, et solvant utiliseé.

Néanmoins, d'autres travaux ont présenté des données en accord avec les ndtres, en
l'occurrence celles de Mekini¢ et al, (2013), qui ont démontré que les extraits
hydroéthanoliques de I’espece Lappa possédaient in vitro un taux d'inhibition de I'AChE

pouvant atteindre une valeur de 20 %. D'autres études in vivo ont démontré un puissant effet
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neuroprotecteur de I'espece Lappa contre les neuropathologies induites par la scopolamine, la
béta-amyloide et le glutamate (Lee et al., 2011; Kwon et al., 2016 ; Tian et al., 2014).

Plusieurs auteurs ont rapporté la relation relative entre les propriétés antioxydantes et
inhibitrices de I'AChE et de la BChE, et méme avec le contenu en acide rosmarinique des
extraits (Mekini¢ et al., 2013; Amrani et al., 2019). Il ressort de notre étude que I'on peut
attribuer I'effet anticholinestérasique aux mémes molécules que I'on pense étre responsables de
l'activité antioxydante, telles que les flavonoides (isoquercitrine et rutine) (Saleh et Bohm,
1971), les lignanes dibenzylbutryrolactone (qui sont trés fréquentes chez les espéces d'Arctium)
(Park et al., 2007), l'arctiopicrine (Suchy et al., 1956) et en particulier I'arctiine qui est présente
dans les deux especes d'Arctium lappa et minus (Lindner, 1948).

A défaut d’analyse phytochimique des extraits d’éthyle acétate de la plante étudiée par
HPLC-DAD, la corrélation entre le contenu des composés phénolique et I’activité
anticholinestérasique ne pourrait étre établie. De méme, la corrélation avec les contenus en

polyphénols et en flavonoides n’était pas Vvérifiable.

3. Etude toxicologique (Etude de la toxicité aigué par essai
limite)

Malgré les effets thérapeutiques rapportés par la bibliographie et corroborés par nos travaux, nous
savons peu de données sur I'A. minus quant aux possibles effets toxiques. Par le biais d’une utilisation
simple de plantes, les utilisateurs ne reconnaissent généralement pas le potentiel des risques de la
phytothérapie, car les plantes sont des produits « naturelles ». Néanmoins, l'ingestion d'extraits de
plantes peut avoir des effets indésirables ou une toxicité potentielle (Pepato et al., 2004). Dans cette
optique, nous avons procédé a I’étude de la toxicité aigué en d'identifiant une seule dose
provoquant de majeures effets indésirables ou de toxicité menacant la vie, ce qui implique

souvent une estimation de la dose minimale qui peut provoquer une létalité.

Aprés l'administration des extraits aqueux par voie orale a des souris, les observations
étaient approximativement identiques pour les trois extraits (Tableau 15). En effet, on
remarque qu'il n’y a pas de signes d’intoxication ou de mortalité supérieure a 25% en liaison
avec la premiére dose injectée (2000 mg/kg). Pendant les premier six heures d’observation
aucune mortalité n’a été remarquée chez les souris traitée par cette dose, mais des signes plutot
réconfortants par rapport aux témoins tels que I’hyperactivité et 1’accélération du rythme

cardiaque ont été observés.

Les signes observés auparavant ont disparus vers le 2°™ jour et des signes plus au moins

grave ont pris la releve ; l'isolement, la perte d’appétit, une faible activité, une légere
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somnolence. Les signes observés lors du 2°™ jour ont disparue vers le 3*™ jour et ils n’ont pas
été reconstatés pendant les 12 jours restant. Ces résultats suggerent que la DLso est située bien

au-dessus de 2g/kg.

Etant donné 1’absence d’un coté des signes graves de toxicité (la respiration coupée, la
perte d'équilibre, les contractions musculaires, la paralysie partielle ou totale...etc.), et de
’autre coté, une mortalité minime constatée ou bien aucune mortalité n’ayant été observée avec
la dose 2000mg/kg, nous sommes passés a la dose 5000mg/kg recommandée par I’OCDE 425.
(2008). Les observations étaient quasiment les mémes que celles de la dose 2000mg/kg durant
les 14 jours de ’expérience (1¥%jour : hyperactivité et augmentation du rythme cardiaque,
2°Mejour : isolement, perte d’appétit, faible activité et une légére somnolence. Les signes
observés lors du 2™ jour ont disparue vers le 3°™ jour et ils n’ont pas été reconstatés pendant
les 12 jours restant). Concernant la mortalité, un seul décés a été enregistré lors de la 7™
journée (Tableau 15). Il s’agit d’une souris gavée par le BFg a la dose de 5000 mg/kg. Le
nombre d’animaux décédés au total est inférieur a trois donc I’essai est terminé (a 1’issue d’une
période d’observation de 14 jours au cours de laquelle aucune dose supplémentaire n’a été
administrée) et la DLso des extraits aqueux est déterminée comme étant supérieure a 5000mg/kg
(OCDE 425, 2008).

Tableau 15. Taux de mortalité des souris traitées par les différents extraits aqueux d’Arctium minus

BRq BFq BFRq AH.0
Concentra@ [mg/Kg] 2000 5000 2000 5000 2000 5000 | 0,5mL/Kg
Lot Bl C1 B2 C2 B3 C3 A
Nombre total de souris 4 3 3 4 3 3 5
Nombre de souris mortes 1 0 0 1 0 0 0
Taux de mortalité (%) 25 0 0 25 0 0 0

Bien que I’A. minus soit largement utilisée en raison de ses propriétés thérapeutiques)
(Li et al., 2004), les études portant sur les différents aspects toxicologiques demeurent
insuffisantes. Or, seul Francisco et al., (2010) ont abordé la toxicité chronique d’A.minus dans
le traitement des rats diabétiques par administration orale répétée de I’extrait décocté. Les
résultats de cette étude ont rapporté une forte diminution de I'activité respiratoire par diminution
de la consommation d'oxygéne. Cela concorde étroitement avec nos observations relatives au
2™ jour aprés I’administration de la dose unique. Selon les mémes auteurs, les métaux lourds
seraient a l’origine de cette défaillance. En effet, la plupart des plantes aromatiques et
médicinales ont la capacité de bio-accumuler plusieurs métaux lourds (Broadley et al., 2001).
L'ingestion d'ions métalliques comme le cadmium entrainera une accumulation dans le foie et

les reins (Lind et al., 1997). L'étendue de I'accumulation des ions métalliques dépend a la fois
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du temps et de la concentration. Ainsi, la dose unique administré au cours de notre
expérimentation (contenait peu de métaux lourd) ne suffisait pas a produire un effet délétére
durable et les souris se sont vu rétablit au terme du 3°™ jour. Cela semble étre une explication
plausible aux résultats de notre étude. L’étude sus-cité a conclu que les traitements a long terme
avec I'A. minus peuvent induire des effets délétéres sur le métabolisme cellulaire et doivent
donc étre évités dans le traitement a long terme. Par ailleurs, la présence de certains métaux
lourds comme le nickel et le cadmium, peut se superposer aux effets bénéfiques des composés

phytochimiques présents dans la plante (Francisco et al., 2010).

D’apres la classification de Diezi (1989) les extraits aqueux d’Arctium minus ne sont
pas toxiques ; car la DLso des trois organes de la plante étudiée est supérieure a 5000mg/kg.
Ainsi, Arctium minus peut étre considéré comme sir administrée par voie orale a moins que des
études ultérieures prouvent le contraire en évaluant d’autres paramétres a savoir ; la croissance
pondérale, la formule sanguine (hématologique et biochimiques) et des épreuves fonctionnelles
particulierement celles qui se rapportent aux organes exterieurs ainsi que la base des comptes

rendus nécrosiques, accompagnés des examens histologiques qui s’y rattachent (Diallo, 2005).
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CONCLUSION

Dans cette étude, I'effet thérapeutique de la plante endémique algérienne Arctium minus
(Hill) Bernh. ssp. Atlanticum (Pomel) Maire aux propriétés médicinales a été évalué. Le
rendement d'extraction par l'eau, eau/alcool et l'acétate d'éthyle, la teneur en polyphénols,
flavonoides et tannins des différentes parties (aériennes et racinales) de cette plante a eté
déterminée. Les résultats obtenus montrent que les extraits bruts hydroalcooliques des feuilles

et des fleurs ont été les plus rentables, suivis par les racines.

Le profil chimique des extraits aqueux et hydrométhanolique des trois organes de la
plante étudiée défini par HPLC-DAD-UV, a montré la présence de plusieurs acides phénoliques
et flavonoides chez 1’espéce A.minus, & savoir : la catéchine, 1’épicatéchine, I’hespéridine,
I’acide gallique, I’acide hydroxybenzoique, 1’acide syringique, 1’acide férulique, I’acide
sinapinique et 1’acide rosmarinique. Par ailleurs, nous avons pu identifier des acides
phénoliques ayant déja éte detectés chez I’espéce A.lappa tels que 1’acide chlorogéniques,

I’acide caféique, I’acide p-coumarique, 1’acide benzoique et I’acide trans-cinnamique.

Tous les organes étudiés sont avérés riches en polyphénols, flavonoides et tanins
condenses, en particulier leurs extraits hydroalcooliques. Ainsi, tous les extraits
hydrométhanoliques, aqueux et le BRt ont montré un bon potentiel de piégeage des radicaux
libres. Cependant, I'activité inhibitrice de la peroxydation lipidique n'a été obtenue qu'a des
concentrations relativement élevées. Quant au pouvoir réducteur du cuivre CUPRAC, I'extrait
du BFRm était le plus puissant. L'activité neuroprotectrice a été évaluée contre
l'acétylcholinestérase (AChE) et la butyrylcholinestérase (BuChE), ou I'extrait du BFt avait
l'activité inhibitrice la plus élevée sur la BUChE par rapport aux autres extraits. Les extraits
testés ont démontré des effets inhibiteurs contre I'a-amylase, le BRt a montré un effet inhibiteur
enzymatique plus fort que l'acarbose utilisé comme standard. L'étude de l'activité anti-
inflammatoire des extraits in vitro réalisée par la méthode d'inhibition de la dénaturation des

protéines révele une remarquable capacité d'inhibition, notamment des extraits d’éthyle acétate.

L'étude de toxicité aigué a classé la plante étudiée dans la catégorie des plantes

inoffensives avec une DLso supérieure a 5000 mg/Kg.

Compte tenue la sécurité de la plante et I’excellent rendement en composés bioactifs,
une corrélation entre la teneur en polyphénols totaux et du bon pouvoir pharmacologique

présenté par la plante étudiée pourrait étre établi corroborant ainsi son utilisation traditionnelle
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dans la gestion de diverses pathologies. La plante pourrait méme étre utilisée dans l'industrie

pharmaceutique.

Tout compte fait, les résultats obtenus sont d'un grand intérét mais ne constituent qu'une
premiére etape dans la recherche de substances et de sources naturelles biologiquement actives.
Par conséquent, des études complémentaires, précises et approfondies restent nécessaires pour
pouvoir confirmer les résultats mis en évidence. De nombreuses perspectives peuvent étre

envisageées qui peuvent étre résumées dans les points suivants :

- Utilisation de techniques avancées pour l'isolement et I'identification des principes

actifs responsables des effets thérapeutiques.

- Utiliser des cultures cellulaires et des cellules isolées in vitro pour estimer l'activité

antioxydante et anti-inflammatoire afin de confirmer les résultats précédents.

- Pour pouvoir mettre en évidence une éventuelle synergie entre différents composés
bioactifs, des investigations in vivo seraient nécessaires pour déterminer les cibles biologiques,

et comprendre le mécanisme tissulaire et moléculaire mis en jeu.

- Des études toxicologiques approfondies sur I’espece Arctium minus, afin de déterminer

les effets a long terme.
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Abstract: Background: The traditional pharmacopoeia is full of potential resources for molecules with
therapeutic effects involving the inhibition of enzymes linked to some diseases.

Objective: This work aimed to test in vitro neuroprotective activity against Alzheimer's disease (AD)
combined with the antioxidant effect of root extracts obtained by water, water/methanol, and ethyl ace-
tate of the endemic Arctium minus. subsp. Atlanticum, a native of Algeria.

Methods: The different extracts of the root of the studied plant were obtained by decoction or macera-
tion. The inhibitory effect of acetyl/butyrylcholinesterase (AChE/BChE) was achieved by a colorimet-
ric method. Similarly, the antioxidant activity was measured based on several mechanisms: 1, 1-
diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) and galvinoxyl (GOR) radicals free scavenging assays, f-carotene
bleaching inhibition activity, and cupric ion reducing antioxidant capacity (CUPRAC).

Results: In the various tests carried out, the ethyl acetate extract (EAE) possessed the most powerful
antioxidant and anticholinesterase activities compared to the other samples. The ICsy and A, 5 values of
DPPH, GOR, B-carotene, CUPRAC, anti-AChE, and anti-BChE assays were 69.45+5.49, 28.87+0.18,
121.58+16.76, 37.41£1.59, 265+21, and 240+6.3 pg / mL, respectively. Likewise, a correlation could
be deduced between the type of extract and the potent antioxidant/anticholinesterase potential.

Conclusion: This work examines for the first time the anticholinesterase potential combined with the
antioxidant effect of Algerian Arctium minus. subsp. atlanticum. This association between the two ef-
fects could be effective in the fight against AD, and therefore, the use of this natural resource may be

possible in combating this aspect of neurodegeneration.

Keywords: Alzheimer’s disease, anticholinesterase, antioxidant, Arctium minus, subsp. Atlanticum, enzyme inhibition, phar-
macological valorisation, acetylcholinesterase inhibitory activities.

1. INTRODUCTION

In recent decades, neurodegeneration has emerged as a
public health problem that is exponentially attracting the
attention of researchers around the world. In fact, disorders
causing neurodegeneration, such as Alzheimer's disease (AD),
affect nearly 35 million people worldwide. This number is
estimated to increase every twenty years, reaching more than
one hundred million by 2050 [1]. The pathogenesis of AD
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involves neuronal degeneration progressively and often leads
to death [2]. The pathological tissues of the central ence-
phalic nervous system, mainly the cerebral cortex and hippo-
campus, are subjected to two types of lesions: senile plaques
(or amyloid deposits) formed mainly of an amyloid peptide
called "AB" and neurofibrillary degeneration reflected by the
presence of protein "Tau" [3]. These disorders involve a de-
crease in the number of functional synapses and the growth
of neuritis, in particular relating to that of the neurotransmit-
ter, such as acetylcholine [2]. Clinically, these tissue disor-
ders appear to be related to cognitive, communication, and
memory impairments [4]. By looking for causal links, the
brain cells of Alzheimer's victims are subjected, on the one

© xxxx Bentham Science Publishers



2 Current Enzyme Inhibition, xxxx, Vol. xx, No. x

hand, to significant intensity of oxidative stress and, on the
other hand, to an unusual reduction in the levels of acetyl-
choline neurotransmitter, thus playing a major role in neu-
ronal damage [5]. Therefore, tackling the direct causes of the
decrease in normal levels of acetylcholine may be an appro-
priate approach to dealing with AD. Indeed, the exaggerated
involvement of acetylcholinesterase (AChE) seems to be the
direct factor responsible for the hydrolysis of acetylcholine
[6]. Consequently, a strategy based on an efficient and safe
inhibition of AChE may prove successful [7], especially be-
cause conventional anti-AChE, such as donepezil, tacrine,
rivastigmine, and galanthamine, is often linked to serious
collateral damage [8]. As a result, the need for an effective,
cheap alternative, and above all, with minor or no side ef-
fects, is on the agenda for scientists in the field [9]. Moreo-
ver, medicinal plants with antioxidant power are promising
research resources for biomolecules, potentially active
against AChE [10]. Arctium species are known for their bio-
logical virtues, such as anti-inflammatory, anticancer, anti-
diabetic, gastroprotective, hepatoprotective, antibacterial,
antimicrobial, antiviral, anti-allergic, and in particular, anti-
oxidant [11]. The traditional pharmacopoeia has reported the
frequent use of the species Arctium lappa, commonly called
"greater burdock," and to a lesser extent, Arctium minus,
known as "lesser burdock" [12]. Specifically, the antioxidant
potential associated with the anti-Alzheimer effect of Arcti-
um lappa has been well documented by several authors, in-
cluding Mekini¢ et al. [13], Lee et al. [14], Kwon et al. [15],
and Tian et al. [16]; however, few experimental studies have
been carried out on Minus species to date on the aforemen-
tioned effect [17]. In contrast, and to our knowledge, no re-
search focusing on the above effects has been conducted on
the Atlanticum subspecies of Arctium minus; a species en-
demic to Algeria and Morocco [18], locally referred to as
"Arkatioun". To explore the potential medicinal uses of this
variety, we describe the AChE and BuChE inhibitory and
antioxidant activities of the plant collected from Algeria.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Drugs and Chemicals

The stable free radical 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl
(DPPH"), galvinoxyl radical (Galv-O¢), B-carotene, polyox-
yethylenesorbitan monolaurate (Tween-40), chloroform,
hydrogen peroxide, ethanol, linoleic acid, copper (II) chlo-
ride dihydrate, neocuproine, ammonium acetate, human
acetylcholinesterase enzyme (AChE), human butyrylcho-
linesterase enzyme (BChE), 5,5-dinitro-bis-nitrobenzoic
acid (DNTB), acetylthiocholine iodide (ACI), and butyr-
ylthiocholine iodide (BuCI) were obtained from Merck
(Darmstadt, Germany) and Honeywell International Inc
(Minneapolis, USA).

a-tocopherol, butylated hydroxyanisole (BHA), butylated
hydroxytoluene (BHT), and galantamine were used as posi-
tive standards. Authentic standards were purchased from
Sigma-Aldrich, Fluka, and Merck. All other used chemicals
were of analytical grade.
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2.2. Plant Material

The roots of Arctium minus. subsp. atlanticum were col-
lected during the flowering season from Setif, eastern Alge-
ria, located at a longitude of 5°40° East and latitude of
36°34 North. Taxonomic identification of the plant sample
was carried out by the Laboratory of Development of Natu-
ral Biological Resources (LVRBN) at the University of Sétif.
Voucher specimens were stored in the herbarium at the Fac-
ulty of Biology at the same university.

2.3. Preparation of Extracts

In order to obtain different extracts of the studied plant,
the roots of the Arctium minus were kept away from mois-
ture and sunlight for 2 months after being cleaned meticu-
lously. After being well dried, the roots were grounded to
obtain a fine powder that will be subsequently utilized.

2.3.1. Aqueous Extract

The decoction approach described by Ferreira et al. [19]
was adopted with slight modifications. Typically, 50 g of the
roots powder was hydrated by 500 mL of distilled water. The
mixture was heated onto a hot plate by stirring at 35 °C for
20 minutes. Then, the water extract was filtered using
Whatman Grade 3 filter paper and centrifuged at 4000 rpm
for 20 min. Finally, the dehydration of the supernatant was
done by lyophilization (Christ Gamma 2-16 LSC Plus) until
a brunette powder was formed, which was kept away from
light at 4 °C. At the time of the experiment, the powder was
dissolved in distilled water at a rate of 4 g/ 10 mL and used
as the stock solution.

2.3.2. Organic Extracts

The powder sample has been subjected to sequential ex-
traction by maceration with 50 mL of increasing polarity
solvents for 72 hours using ethyl acetate and hydromethanol-
ic solvent (80:20 V/V). The obtained fractions were evapo-
rated by a rotary evaporator at 35 °C. The dried residue was
dissolved in 10 ml of methanol and stored at 4 °C until anal-
ysis [20].

2.4. Antioxidant Activities
2.4.1. DPPH Radical Scavenging Assay

The free radical scavenging activity of different samples
was evaluated by 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH’). A
colorimetric technique developed by Blois was used [21]. In
the presence of the evaluated sample, a characteristic wave-
length was used to accurately estimate the rate of bleaching
of the stable free radical DPPHe. In its reactive form, this
latter has an important absorption capacity at 517nm. On the
other hand, during the reduction by an antioxidant or a radi-
cal species, the absorption capacity declined noticeably.
Briefly, in a dark place, a one-tenth mM solution of DPPHe
was prepared in ethanol. A total of 160 pL of the prepared
DPPH - solution was placed in each well of the microplate,
then a volume of 40 uL of each extract at different concen-
trations (200-3,125 pg / mL) was added. After 30 min of
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incubation at room temperature, the absorbance was meas-
ured at 570 nm. High free radical scavenging activity implies
a decrease in the absorbency of the reaction mixture. A cali-
bration curve was used to evaluate the concentration of
DPPHe in the reaction medium. The following equation
quantifies the scavenging power of the DPPHe radical;

DPPH’ scavenging effect (%) = (Acontrol = Asample / Acontrol)
x100.

Where Acontrol 18 the absorbance of the control reaction
and Agamplc 1S the absorbance in the presence of different ex-
tracts of Arctium minus roots or standards [22]. The inhibito-
ry concentration of 50% of the DPPH activity (ICsg) of dif-
ferent samples was thereafter calculated from the equation
determining the percentage inhibition versus concentration
of inhibitor by plotting x-y and fitting the data with a straight
line (linear regression). IC50 value was then estimated using
the fitted line, i.e., Y =a * X + b, ICso = (0.5 - b)/a. It was
expressed as pg / mL and compared with that of BHA, BHT,
and a tocopherol [23].

2.4.2. Galvinoxyl Free Radical (GOR) Scavenging Assay

The efficiency of the hydrogen donating capacity of the
potential phenols present in the extracts was measured using
the stable free radical galvinoxyl (Galv-O¢). Despite the
demonstrated potential of this molecule to accept an electron
or hydrogen radical to gain stability, galvinoxyl is a mole-
cule considered stable. Therefore, it can be reduced irrevers-
ibly. The presence of an odd electron makes galvinoxyl a
molecule with high absorption affinity at 428 nm; under
normal conditions, the galvinoxyl solution appears yellow-
ish. However, the absorption tends to decrease or even dis-
appear as the electron is paired, so the resulting discoloration
is relatively proportional to the number of electrons ab-
sorbed. Overall, the dynamics of antioxidant activity and
hydrogen donor activity can be measured by taking ad-
vantage of the color change of galvinoxyl in the presence of
an antioxidant [24]. When antioxidants interact with the sta-
ble Galv-O e radical, the scavenging reaction produced obeys
the following formula;

Galv-O « + A-OH < Galv-OH + A-O -.

Where A-OH is a hydrogen donor compound, such as
polyphenols and A-O e, the resulting unstable radicals [25].
In short, 40 pL of different concentrations (200-3.125 pg /
mL) of samples was added to 160 puL of 0.1 mM galvinoxyl
solution in each well of the microplate. After incubation in
the dark at room temperature for 2 hours, the absorbance was
measured at 428 nm. A negative control containing 40uL of
methanol instead of samples was used [26]. The following
equation is used to quantify the scavenging power of the
GOR radical;

GOR scavenging effect (%) = (AControl - ASample/ A Control)
x100. Where Aconol 18 the absorbance of the control reaction
and Agamplc 1S the absorbance in the presence of different ex-
tracts of the Arctium minus roots or standards. The inhibitory
concentration of 50% of the GOR activity (ICs) of different
samples was thereafter calculated and compared with that of
BHA and BHT.
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2.4.3. f-carotene Bleaching Inhibition Activity

The B-carotene bleach test was used to predict the po-
tential of different extracts of Arctium minus roots,
which interfered with the oxidation of linoleic acid in the
presence of oxygen peroxide [27]. In this logic, chloroform
solutions (1 mL) of 0.5 mg of B-carotene, 5 puL of linoleic
acid, and 200 mg of Tween 40 were mixed, and the
whole was dried using a rotator evaporator. Then, 100 mL
of hydrogen peroxide was added to the mixture with vigor-
ous stirring. Immediately, 160 uL of the residual emulsion
was added to 40 pL of samples (at different concentrations)
in each well of the microplate. The first measurement was
done at 470 nm. Afterward, the mixtures were heated at 50
°C for 2 h, and then the absorbances were re-measured at
the same wavelength. Eventually, the percent of whitening
inhibition can be quantified with the following formula:

AA (%) = [1- (Ano -Any) / (Aco - Ac)] * 100
AA (%): Antioxidant activity;

Apo: absorbance value of B-carotene in the presence of the
extract measured at t = 0;

Aco: absorbance value of B-carotene in the presence of nega-
tive control measured at t = 0;

Ay absorbance value of B-carotene in the presence of the
extract measured at t = 120 min;

Acy: absorbance value of B-carotene in the presence of nega-
tive control measured at t = 120 min [28]. The inhibitory
concentration of 50% of the B-carotene bleaching (ICs) of
different samples was thereafter calculated and compared
with that of BHA and BHT.

2.4.4. Cupric Ion Reducing Antioxidant Capacity (CU-
PRAC)

To evaluate the reducing power of copper ions of differ-
ent extracts of Arctium minus roots, the CUPRAC test was
performed. This assay is based on the reduction of Cu (II) to
Cu (I) by the antioxidants present in the samples. Cu (I)
forms a complex with neocuproine (2,9-dimethyl-1,10-
phenanthroline). The CUPRAC reagent is relatively prefera-
ble because it is much more stable than other radicals, such
as DPPH. Moreover, the redox reaction giving rise to a col-
ored chelate of Cu (I) -Nc is relatively insensitive to several
parameters, such as air, sunlight, humidity, and pH, making
this test a first-line choice [29]. Briefly, in each well of the
microplate, 40 pL of extracts with different concentrations,
50 pL of CuCl, (10 mM), 50 pL of neocuproine (7.5 mM),
and 60 uL. of NH4Ac buffer (1 M, pH 7.0) were added (total
volume of 200 pL) and well mixed. The absorbance was
measured at 450 nm after 30-60 min [30]. Following the
same steps and without the test sample, BHA and BHT at
various concentrations were used as standards. The concen-
tration of extract providing 0.5 absorbance (Ags) was deter-
mined from the graph of absorbance versus extract concen-
tration.
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2.5. Acetylcholinesterase (AChE) and Butyrylcholines-
terase (BChE) Inhibitory Activities

The acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinester-
ase (BuChE) inhibitory activities of different extracts of Arc-
tium minus roots were determined using a modified Ellman
method [31]. A colorimetric method based on the quantifica-
tion of the change in absorbance per minute (AA / min) due
to the formation of yellow anion 5-thio-2-nitrobenzoate was
used, reflecting the rate of hydrolysis of acetylthiocholine
iodide (ACI) or butyrylthiocholine iodide (BuCI) [32]. The
plant extract was prepared in water or methanol. On the other
hand, the enzyme was prepared in sodium phosphate buffer
(pH 8.0). Galantamine was used as a reference (positive con-
trol). Typically, 150 pL of sodium phosphate buffer (pH 8.0)
was added to 10 puL of extract solution and 20 pL of AChE
or BChE solution then the mixture was incubated at 25 °C.
After 15 min, 10 pL of 5,5-dinitro-bis-nitrobenzoic acid
(DTNB) and 10 pL of ACI or BuCI were added. Immediate-
ly, a first reading was recorded at 412 nm, followed by a
second one 15 min later. The assay reactions with plant ex-
tracts were all performed in triplicate at concentrations of
100 and 200 pg / mL. A buffer solution was used as a nega-
tive control. The percentage of inhibition of AChE / BChE
by various extracts was calculated relatively to inhibition by
galantamine. The concentration of the extract producing 50%
inhibition (ICsy) was thereafter calculated from the equation
determining the percentage inhibition versus concentration
of inhibitor [32].

The percentage of inhibition (I1%) of plant extracts was
obtained using the formula:

I (%) =[(V,-Vi)/ Vo] x100.
Where 1 (%) = Percentage of inhibition.
V; = enzymatic activity in the presence of the extract.

V, = enzymatic activity in the absence of the extract.

2.6. Statistical Analysis

All experiments were performed in triplicate, and data
were expressed as mean value £ SD (n = 3) of at least three
independent experiments. Statistical analysis of parametric
data for ICsy was performed using GraphPad Prism 6 soft-
ware by one-way ANOVA followed by Turkey’s post hoc
test for multiple comparisons. The differences with P < 0.05
were considered statistically significant.

3. RESULTS

In order to reach the maximum extraction yield of bioac-
tive compounds from Arctium minus roots, decoction and
maceration were adopted as methods of extraction. Likewise,
three types of organic solvents with different polarities were
used, scaling from the most to the least polar, namely: water,
water/methanol, and ethyl acetate.
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3.1. Antioxidant Activities

To evaluate the potential of reducing power and antioxi-
dant activity of Arctium minus roots, several approaches with
different reaction principles were adopted, including the
DPPH radical scavenging assay, galvinoxyl free radical
scavenging assay, P-carotene bleaching inhibition activity,
and cupric ion reducing antioxidant capacity. The percentage
inhibition or absorbance of the various extracts and standards
are shown in Table 1, while the ICsy and A5 values are re-
ported in Table 2.

3.1.1. DPPH Radical Scavenging Assay

The obtained results revealed almost similar scavenging
activity with ICsy values that oscillated between 55.49+1.06
and 69.45+5.49 pg/mL (Table 2). However, it was noticed
that at the concentration of 200 pg/mL, the ethyl acetate ex-
tract (EAE) exhibited the strongest anti-free radical potential,
followed by that of the hydromethanolic extract (HME), then
the aqueous extract (AqE) (89. 20+0.81, 86.03+0.58, and
84.53+1.87%, respectively) (Table 2).

3.1.2. Galvinoxyl Free Radical (GOR) Scavenging Assay

As shown in Table 2, the recorded results concerning the
antioxidant power exerted by the studied samples against
galvinoxyl showed roughly similar values of ICs, among
different extracts (30.25+1.73, 37.04+3.20, and 28.87+ 0.18
pg/mL), corresponding to AqE, HME, and EAE, respective-
ly. However, relatively, the EAE exhibited the highest anti-
free radical power at the concentration of 25 pg/mL
(54.45%£3.10%). Whereas, AqE and HME exhibited a per-
centage of inhibition equivalent of 33.70+£3.30 and
29.57+3.50%, respectively (Table 1).

3.1.3. f-carotene Bleaching Inhibition Activity

The ethyl acetate extract showed a strong inhibitory lipid
peroxidation activity compared to other extracts. Moreover,
at a concentration of 200 pg / mL, EAE exhibited an inhibi-
tion value equal to 55.25+5.21%, corresponding to an ICsy of
121.58+16.76 pg/mL (Tables 1 and 2).

3.1.4. Cupric Ion Reducing Antioxidant Capacity (CU-
PRAC)

As for the DPPH, GOR, and B-carotene assays, the re-
ducing power of EAE appeared to be the most potent com-
pared to the other extracts. Indeed, at a concentration of
100pg/mL, the absorbance intensity of EAE was 1.16+£0.07.
While AqE and HME showed an absorbance intensity of
0.52+0.01 and 1.08+0.01, respectively (Table 1). Likewise,
the Ags of the EAE corresponded to a concentration of
37.41£1.59ug/mL. This value implied a considerable reduc-
ing power compared to AqE and HME, which presented Ag s
values of 95.26+0.69 and 39.51+2.74 pg/mL, respectively
(Table 2).
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Table 1.
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Antioxidant activity (Percentage Inhibition) and reducing power (Absorbance) of different extracts of Arctium minus.

DPPH Assay (% Inhibition)

Sample 3.125 pg/mL | 6.25 pg/mL 12.5 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL | 200 pg/mL 400 pg/mL
Aqueous extract” na na 1,84+1,17 4,74+1,17 19,46+1,97 49,89+0,92 84,53+1,87 nt
Hydromethanolic extract® | 1.24+0.11 7.25+0.35 14,05+2,58 22,49+2,03 43,69+2,10 81,11+1,03 | 86,03+0,58 nt
Ethyl acetate extract’ na 3.98+0.25 8,05+1,66 15,60+2,68 35,65+0,29 69,38+4,17 | 89,20+0,81 90,05+0,67
BHA® 28,95+1,16 | 54,33+1,59 | 75,55+£0,48 | 78,89+ 0,26 80,73+0,10 82,18+0,10 | 86,13+0,17 88,36+0,19
BHT® 0,16+0,00 0,22+0,01 48,09+ 0,76 | 71,63+2,06 87.73+0,89 93.00+0,31 | 93.97+0,08 94.38+0,41
()L—Tocopherolb nt nt 36,21+1,82 80,53+1,51 88,23+0,12 88,38+0,19 88,45+0,22 88,99+0,23
GOR Scavenging Activity (%Inhibition)
Aqueous extract” nt 6.25+1.23 12,93+1,26 33,70+3,30 69,34+1,42 nt nt nt
Hydromethanolic extract” nt 5.21+0.23 12,8343,38 29,57+3,50 60,83+2,57 nt nt nt
Ethyl acetate extract® nt 19.3543.21 31,04+1,31 54,4543,10 65,11+1,25 nt nt nt
BHT® 48,23+£0.77 | 60,29+0.69 67,89+0,26 69,02+0.50 69,49+0,55 70,13+0,74 nt nt
BHA® 38.15+0.88 | 53.16+0.27 64.02+1,26 69,19+0.51 69.32+0.65 69.60+0,10 nt nt
p-carotene Linoleic Acid Bleaching Assay (%]Inhibition)
Aqueous extract” na 5.65+0.12 11,64+1,67 22,47+1,30 26,64+1,29 34,12+1,76 | 42,24+0,66 nt
Hydromethanolic extract’ 1.66+ 8.78+0.15 13,80+4,86 17,45+2,72 18,87+4,40 24,71+4,70 | 31,92+6,37 37,85+7,04
Ethyl acetate extract’ na 4.21£0.99 11,97+0,62 16,50+0,65 23,45+3,15 40.25+1.25 | 55.2545.21 nt
BHT® 80.14+0.84 | 85.0.9+1.04 | 87.29£0.10 90.70+0.36 92.65+0.30 92.68+0.46 | 93.49+0.07 93.88+0.10
BHA® 83.23+1.14 | 91.1140.68 92.48+0.44 94.52+0.33 95.34+0.55 96.56+0.19 | 96.64+2.22 96.85+0.32
CUPRAC Antioxidant Capacity (Absorbance)
Aqueous extract” nt nt 0,16+0,00 0,22+0,01 0,34+0,01 0,52+0,01 0,86+0,05 1,52+0,02
Hydromethanolic extract” nt nt 0,22+0,01 0,35+0,02 0,62+0,04 1,08+0,01 nt nt
Ethyl acetate extract’ nt nt 0,20+0,01 0,36+0,02 0,64+0,02 1,16+0,07 1,95+0,17 3,55+0,22
BHA® 0.46+0.00 0.78+0.01 1,12+0,05 1,95+0,31 3,14+0,46 3,58+0,42 3,35+0,20 3,77+0,19
BHT® 0.19+0.01 0.33+0.04 1.41+0.03 2.22+0.05 2.42+0.02 2.50+0.01 2.56+0.05 2.86+0.07

*Values expressed are means =+ S.D. of three parallel measurements; ® Reference compounds; BHA=Butylated hydroxyanisole ; BHT=Butylated hydroxytoluene ; nt = not tested; na =

not active.

Table 2.

The ICsy and Ay 5 values for DPPH, GOR, pB-carotene and CUPRAC assays of different extracts of Arctium Minus roots.

Radical Scavenging Activity ICso (ng/mL)

Reducing Power Ays(ng/mL)

Sample
DPPH GOR p-carotene CUPRAC
Aqueous extract 55,49+1,06° 30.25+1.73°¢ <400 95,26+0,69 ¢
Hydromethanolic extract 59,38+2,51° 37.04+3.20°¢ <400 39,51+2,74°¢
Ethyl acetate extract 69,45+5,49 ¢ 28,87+ 0,18° 121,58+16,76" 37,41+1,59°¢
BHA 6.14+0.41° 5.38£0,06° 1.05+0.03* 5,35+0,71°
BHT 12.99+£0.41*° 3.32+0,18*° 0.91+£0.01° 8.97+3.94°
a-Tocopherol 13.02+5,17° nt nt nt

Values expressed are means + S.D. of three parallel measurements; values with different superscript letters (a-e) in the same column are significantly (P < 0.05) different;
BHA=Butylated hydroxyanisole ; BHT=Butylated hydroxytoluene ; nt = not tested.
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Table 3. The percentage enzyme inhibition and 1Cs, values for AChE and BuChE of different extracts of Arctium Minus roots.
AChE BChE
Sample % Inhibition % Inhibition ICs % Inhibition % Inhibition at ICso
at 100 pg/mL at 200 pg/mL (ng/mL) at 100 pg/mL 200 pg/mL (ng/mL)
Aqueous extract na na nd na na nd

Hydromethanolic extract 16.99+0.88 27.23+1.56 <200 0.56+0.58 5.58+0.59 <200
Ethyl acetate extract 27.47+1.87 41.39+1.24 <200 29.18 +0.86 40.20 £1.12 <200

Galantamine 91.80 +0.20 94.77 £ 0.34 6.27+1.2 73.57+0.77 78.95+ 0.58 34.75+1.99

Values expressed are means + S.D. of three parallel measurements; na = not active; nd = not determined.

3.2. Acetylcholinesterase (AChE) and Butyrylcholines-
terase (BChE) Inhibitory Activity

The neuroprotective potential of Arctium minus roots ex-
tracts has been studied on two important enzymes, such as
acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase
(BChE). Obtained results are expressed as a percentage of
enzymatic inhibition and as an inhibitory concentration of
50% of the enzymes studied (Table 3). Generally, the best
inhibitory potential was observed with EAE, which exhibited
inhibition values of 41,39+1,24 and 40,20+1,12 % against
AChE and BuChE, respectively, at a concentration of 200
pg/mL (Table 3). On the other hand, AqE did not exhibit any
anti-enzymatic effect (Table 3).

4. DISCUSSION

Following the procedures in the literature, we have opted
for crude extracts obtained by water or a water/alcohol mix-
ture. In addition, ethyl acetate as a solvent was chosen for a
third extraction. In fact, our choice was guided by the poten-
tial contribution of hydrophilic bioactive molecules to anti-
oxidant power [33], the high content of methanolic extracts
in flavonols, and the considerable antioxidant activity of
extracts with a polarity equal to that of ethyl acetate [34].
Fundamentally, it can be concluded that up to the time of this
writing, there is very little information, if at all, in the litera-
ture references regarding the antioxidant or enzymatic activi-
ties of Arctium minus (Hill) Bernh. subsp. atlanticum. In
fact, almost the majority of research work on the biological
activities of the genus Arctium has been directed towards the
study of the Arctium lappa (A. lappa) species. Consequently
(taking into account the genetic relationship between the
species A. lappa and A. minus), for the benefit of the Lappa
species, the Minus species has been very little studied and
even less the Atlaticum subspecies. Thus, we compared our
results mainly with those related to the species A. lappa.

4.1. Antioxidant Activities

Reactive oxygen species have been known for their path-
ogenesis implications. However, endogenous mechanisms
intervene timidly to overcome this threat. Thus, an exoge-
nous antioxidant supply, such as medicinal plants, would
have an improving effect on the management of oxidative
stress [35]. Determination of biomolecules with antioxidant

power will contribute to the development of effective drugs
against pathologies involving oxidative stress. Therefore, in
the present study, we investigated this aspect by several ex-
perimental methods [36]. The results of the antioxidant ac-
tivity, expressed in terms of inhibition percentage, showed
dose-dependent antioxidant potential exerted by all samples.

For DPPH radical-scavenging activity, the AqE has
shown to have the lowest ICsy value (55.49+£1.03 pg/mL),
implying the highest value in terms of antioxidant activity.
On the other hand, at a concentration of 100 pg / mL, the
HME exhibited the best percentage inhibition (81,11+0.81%)
compared to those of AqE and EAE (49.89+0.92, and
69.38+4.17%, respectively) (Tables 1 and 2). These results,
in part, align with those of the literature concerning the scav-
enging activity potential of the free radical DPPH exerted by
the Minus species [37]. Indeed, the study carried out by
Kenny et al. [38] described the antioxidant activity of water
and alcohol (ethanol) extracts of the wholeness of 4. minus,
which corroborated our results. The ethanol extract had the
highest Trolox equivalent (TE) values for the DPPH assay
(262.775 £ 2.196 mg TE/g extract), while the AqE of 4. mi-
nus showed the lowest TE values (DPPH; 3.063 + 0.238 mg
TE/g extract), implying greater antioxidant activity com-
pared to their water extract counterparts. Another study by
Predes et al. [39] concluded, which was in accordance with
our work, that the HME from A. lappa roots had the highest
scavenger capacity for DPPH compared to other fractions
(ECs0=4,79+0,15ug/mL).

Additionally, Erdemoglu et al. [36] reported a value of
"BHT equivalent" (ICso BHT / ICsy sample) of the leaves
close to that obtained in our study involving the minus spe-
cies with the ICsy of BHT and AgE obtained were
12,9940.41 and 55,49+1,03 pg/mL against 0.51 + 0.01 and
5.33 £ 0.62 pg/mL, respectively. However, few authors [36],
including Ahmet Basaran et al. [37], have shown that the
most pronounced antioxidant activity could be attributed to
AqE of A. minus and not to the HME as found in our case.
This could be explained by the possible degradation of heat-
labile molecules during our extraction process (40°C) [39].
Indeed, Erdemoglu et al. [36] carried out the extraction
without subjecting the preparation to boiling.

In order to assess the relationship between the free radi-
cal type and the relative antioxidant activity, we introduced
galvinoxyl as a stable free radical. The results obtained
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showed that at a concentration of 50 pg/mL, the scavenging
power of ethyl acetate extract and BHT were almost equal.
As a matter of fact, the inhibition percentages of A. minus
EAE and BHT were 65,11£1,25 and 69,49+0,55%, respec-
tively. Correspondingly, the ICsy values were 28,87+0,18
and 3,32+0,18ug/mL, respectively. Obviously, between
DPPH and GOR, the correlation was not satisfactory as to
the order of the samples in terms of potencies of antioxidant
activity. This may be due to several factors, such as the dif-
ferent types of radicals that have been adopted or the differ-
ence in radical scavenging efficiency, which is determined
by the reaction kinetics of a specific well determined radical
(taking into account the peculiarity of each biological system
where a wide variety of hydrogen donor compounds exist)
[40].

The antioxidant activity of different A. minus extracts in
the B carotene linoleic acid system, summarized in Tables 1
and 2, shows the lowest ICs, value for EAE (121,58+16,76
pg/mL), indicating that the bleaching inhibitory activity of
carotene of EAE is the highest in comparison to other ex-
tracts. Compared to the finding of other researchers, Dhuh
[41] reported that both aqueous and methanolic extracts of
greater burdock (4. lappa) showed remarkable inhibitory
values of the peroxidation of linoleic acid (Aqueous extract;
96.3 + 1.63% and methanolic extract; 94.4 + 1.52%). In an-
other study, the ethanolic extract of Spanish A. minus
demonstrated excellent prevention of lipid peroxidation [42].
Furthermore, Lou et al. [43] reported that EAE from 4. lap-
pa leaves exhibited the highest inhibitory peroxidation
among the other extract, which was in agreement with our
findings. The ICs, values of EAE and tertiary butylhydroqui-
none (TBHQ; used as positive control) were 134 + 4 and 82
+ 2 ug / mL, respectively. The ability to inhibit lipid peroxi-
dation is based on the conjugation of iron in a catalytically
silent form. The termination of the chain by scavenging per-
oxyl radicals may be the cause of lipid peroxidation inhibito-
ry activities [44]. Thus, the fractions could exert their antiox-
idant activity mainly by donating electrons [43].

Finally, to fully elucidate the anti-free radical profile
against different types of free radicals, it was necessary to
measure the antioxidant potential based on the reduction of
metals by electron transfer. CUPRAC assay was adopted,
and the data were reported as absorbance versus concentra-
tion, corresponding to 0.5 of absorbance (Tables 1 and 2).
According to Ozyiirek et al. [45], the CUPRAC assay has
many advantages. Although the CUPRAC test is similar to
the ferric reducing antioxidant power test (With Fe replaced
by Cu), the CUPRAC values often show similarity to the
Trolox equivalent antioxidant capacity (Trolox; used as a
standard). The ferric reducing antioxidant power has rela-
tively lower values [29]. Like the three previous assays:
DPPH, GOR, and B carotene, the obtained data regarding the
reducing power revealed a strong reducing power of EAE
(Aos; 37.41£1.59ug/mL), whereas the AqE presented the
lowest one (Ags ; 95.26+£0.69 pg/mL). This low, reducing
power of the AqE may be due to the fact that the complexes
of phenanthroline formed during the reaction are famous for
their limited water solubility [45]. Consequently, it is prefer-
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able to use an organic solvent. In accordance with our obser-
vation, Kenny et al. [38] reported the same relative differ-
ence in metal reduction power between the alcoholic and
aqueous extract of 4.minus. Indeed, this study which adopted
the ferric reducing antioxidant power assay, revealed that the
greatest Trolox equivalent value (TE) was observed in the
ethanolic extract (626.783 £+ 0.031 mg TE/g extract), where-
as the aqueous extract exhibited the lowest one (12.083 +
0.037 mg TE/g extract).

According to some researchers, we could have had a bet-
ter reducing effect if we had used a combination of hydroly-
sis and incubation. Precisely, Apak et al. [30] reported that
to fully exhibit the reducing capacity of a mixture containing
various antioxidants, certain molecules require an incubation
process after the acid hydrolysis using the principle of addi-
tivity of absorbances. On the other hand, and in general,
there is a remarkable difference in the reducing capacity rec-
orded by the two methods, CUPRAC and FRAP. According
to Prior et al. [46], this may be due to the fact that the CU-
PRAC assay is clearly more selective than that of FRAP be-
cause of the lower redox potential. In fact, the potential pres-
ence of citric acid and sugars decreases the reducing effect
because they cannot be oxidized.

Unlike A. minus, the antioxidant power of 4. lappa has
been evaluated by several researchers, in which the 4.Lappa
species were found to be rich in phenolic and flavonoid
compounds, such as quercetin, rutin [47], caffeic,
caffeoylquinic acid [48], arctigenin, and chlorogenic deriva-
tives [49]. Consequently, our data suggested that the antioxi-
dant activity of Arctium minus. subsp. atlanticum could be
attributed to the aforementioned phenolic compounds and, in
particular, flavonoids which were already described in Minus
species by the phytochemical analysis of Saleh and Bohm
[50].

4.2. Acetylcholinesterase and Butyrylcholinesterase In-
hibitory Activities

The pathogenesis of Alzheimer's disease appears to be
due to the increased activity of different types of choline-
based esters (enzymes hydrolyzing), such as acetylcholines-
terase and butyrylcholinesterase. Precisely, our approach to
evaluating the potential neuroprotective effect was achieved
by measuring the inhibitory power of our samples against
AChE and BChE. As summarized in Table 3, the percent-
ages of inhibition increased with the increase of concentra-
tions in a dose-dependent manner except for the AqE, which
was shown to be totally inactive. The EAE seemed to pos-
sess the most relatively potent neuroprotective power. In-
deed, at concentrations of 200 pg/mL, EAE inhibition rates
were 41.39 + 1.24 and 40.20 + 1.12% for AChE and BuChE,
respectively, followed by HME having levels of 27.23 = 1.56
and 5.58 £ 0.59% for AChE and BuChE, respectively. Ac-
cording to the literature, the only previous study on the same
species (A.minus) having the anticholinesterase activity was
conducted by Hajimehdipoor et al. [17]. In contrast, the re-
sults of this study reported a total absence of inhibitory activ-
ity against AChE of the Minus species (of which the subspe-
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cies are unknown). This contradiction can be due to the di-
vergence of part of the plant studied (leaves vs. roots), the
type of subspecies concerned, and the solvent used. Howev-
er, the findings of other works were in agreement with ours,
like that of Mekini¢ et al. [13], which demonstrated that the
HME of Lappa species possessed in vitro AChE inhibition
rate equal to 20%. Other in vivo studies have demonstrated a
powerful neuroprotective effect of the lappa species against
neuropathologies induced by scopolamine [14], beta-amyloid
[15], and glutamate [16]. Due to its relatively low polarity,
EAE is believed to contain the major content of neuroprotec-
tive compounds. These compounds have a relatively medium
polarity (less polar than water and methanol). Mekinié et al.
[13] and Amrani et al. [26] reported the relative relationship
between antioxidant and inhibitory properties of AChE and
BChE [13, 26]. We can attribute the anticholinesterase effect
to the same molecules thought to be responsible for the anti-
oxidant activity, such as flavonoids (isoquercitrin and rutin)
[50], dibenzylbutryrolactone lignans (which are very com-
mon in Arctium species) [51], arctiopicrin [52] and, in par-
ticular, arctiin compound, which is present in both species of
Arctium lappa and minus [53].

CONCLUSION

Almost the majority of pharmacological research on the
Arctium genus has mainly concerned the lappa species and,
to a lesser extent, the minus species. subsp. minus. However,
the present investigation is the first study on the effect of
different extracts of Arctium minus (Hill) Bernh. subsp. at-
lanticum (Pomel) Maire, native to Algeria, relative to the
neuroprotective effect associated with the antioxidant effect.
The present research suggested that the tested samples pos-
sessed relatively different power levels of anti-enzymatic and
antioxidant activities, but all in a dose-dependent manner. In
the various antioxidant and anticholinesterase assays, ethyl
acetate extract was the most effective compared to the other
samples. Similarly, a correlation (non-statistical) can be de-
duced between the two effects. We can attribute this biologi-
cal effect to flavonoids, in general, and, in particular, to the
arctiin compound. However, further in vivo studies establish-
ing the relationship between each ingredient and the effect
studied need to be conducted. Likewise, actual concentra-
tions in human tissues after ingestion can achieve physiolog-
ically relevant reaction rates, and their toxicological potential
remains to be determined. Especially since the protective
function of the brain remains the major problem that compli-
cates the drug treatment of a large number of neurological
diseases as many active molecules cannot cross the blood-
brain barrier. Considering all the aforementioned perspec-
tives and within the limits of the present work, we can postu-
late that the association between the antioxidant potential
and that of the anticholinesterase of biomolecules could be
effective in the fight against Alzheimer's disease.

LIST OF ABBREVIATIONS

Aps - Concentration Corresponding to 0.5 of Ab-

sorbance

Guettaf et al.
AChE = Acetylcholinesterase Enzyme

ACI = Acetylthiocholine Todide

AqE = Aqueous Extract

BHA = Butylated Hydroxyanisole

BHT = Butylated Hydroxytoluene

BChE = Butyrylcholinesterase Enzyme

BuCi = And Butyrylthiocholine Todide

HME = Hydromethanolic Extract

CUPRAC = Cupric Ion Reducing Antioxidant Capacity
Cu (D) = Copper(I) Oxide(Cu,0)

Cu (II) = Copper(IT) Oxide(CuO)

CuCl, - Copper(Il) Chloride

DPPHe = 1,1-Diphenyl-2-Picryl-Hydrazyl
DNTB = 5,5-Dinitro-Bis-Nitrobenzoic Acid
EAE = Ethyl Acetate Extract

ECso = half-maximal Effective Concentration
FRAP = Ferric Reducing Antioxidant Power
Galv-Os = Galvinoxyl Radical

GOR = Galvinoxyl Radical Assay

ICs _  Inhibition Concentration of 50%
NH4Ac = Ammonium Acetate

Nc = Neocuproine

TBHQ = Tertiary Butylhydroquinone

TE = Trolox Equivalent

Tween-40 =  Polyoxyethylenesorbitan monolaurate
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ABSTRACT

The present study was designated for the evaluation of the therapeutic and toxic effects of the aqueous extracts
of different aerial parts (leaves and flowers) and roots (BFg, BFRq, and BRq, respectively), hydromethanolic extracts
(BFm, BFRm, and BRm, respectively) and those of ethyl acetate (BFt, BFRt, and BRt, respectively) of the plant endemic
to Algeria and Morocco: Arctium minus. ssp. Atlanticum, commonly called "little burdock™ and known in Algeria as
Arkatioune. The assays showed that the different studied organs are rich in polyphenols, flavonoids, and condensed
tannins, in particular their hydro-alcoholic extracts. On the other hand, analysis by HPLC-DAD showed the
predominance of flavan-3-ols, in particular catechin and its isomer epicatechin. In vitro: scavenging potential was
assessed by DPPH and GOR; all hydro-alcoholic, aqueous, and BRt extracts showed considerable antiradical activity.
Lipid peroxidation inhibitory activity was obtained only at high concentrations (IC50 > 76.30+1.66 [ug/mL]). The
copper reducing power CUPRAC of BFRm was the most potent (IC50=31.13+2.29 [ug/mL]). All extracts prevented
BSA denaturation significantly with 47.45-67.44%. Anti-Alzheimer activity was estimated by acetylcholinesterase
(AChE) and butyrylcholinesterase (BUuChE) inhibition: Most of the extracts showed weak acetylcholinesterase (AChE),
and moderate to high butyrylcholinesterase (BChE) inhibitory activity, while BFt had the highest inhibitory activity on
BChE (72.87+6.48 %) compared to the other extracts. Antidiabetic activity was assessed by alpha-amylase inhibition:
BRt was the most potent and even more potent than acarbose used as standard (IC50= 370.96+43.23 and 3650.93 +10.70
ug/mL, respectively). In-vivo: the evaluation of acute toxicity is carried out on mice by following the signs of toxicity
for 14 days (limit test): oral administration of 5g/Kg of the various extracts showed very low toxicity (LD50 > 5g/Kg).
These data make it possible to classify the plant in the category of non-toxic plants whose oral administration is safe.
Obtained results highlighted new pharmacological effects that have not been mentioned in the literature on traditional
medicine. In conclusion, the studied plant shows interesting pharmacological effects which justify their use in traditional
medicine and that complementary studies remain necessary.

Keywords: therapeutics, toxicity, antioxidant, anti-Alzheimer, anti-inflammatory, anti-diabetic, Burdock, Arctium.
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