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Résumé

Notre travail de recherche porte sur I’étude de 1’activité antioxydante et neuroprotectrice des extraits
aqueux et méthanoliques des racines de Anacyclus pyrethrum L. et des feuilles de Artemisia absinthium L. et de
Urtica urens L. utilisés en médecine traditionnelle.

La quantification des phénols totaux par la méthode du Folin-Ciocalteu et des flavonoides par la technique
du trichlorure d’aluminium, révéle le contenu en polyphénols compris entre 12,33 + 5,85 et 36,66 + 5,25 pg
EAG/mg d’extrait. La quantité des polyphénols la plus élevée est présente dans les extraits méthanoliques des trois
plantes. Les teneures en flavonoides exprimées en équivalent de quercétine sont de I’ordre de 0,49 + 0,088 a 28,91
+ 2,34 ug EQ/mg d’extrait. La quantité des flavonoides été aussi plus élevée dans les extraits alcooliques sauf pour
A. pyrethrum L. ou I’extrait aqueux contenait une teneur en flavonoides nettement plus élevée (p<0.001).

L’activité antioxydante des six extraits est évaluée par deux méthodes différentes. La premicre est celle
du radical libre DPPH. Les concentrations ayant conduit a une inhibition de 50% de ce radical sont désignées par
I’ICso. Les six extraits aqueux et méthanoliques des trois plantes ont montré une activité anti-radicalaire ; les
extraits ont exhibé une activité de piégeage du radical de fagon proportionnelle avec les concentrations testées. La
deuxieme méthode d’évaluation de I’activité antioxydante est celle du pouvoir réducteur. Les six extraits ont révélé
un pouvoir réducteur proportionnel a leurs concentrations.

La toxicité des extraits aqueux et méthanoliques de A. pyrethrum L., A. absinthium L. et U. urens L. a été
testée sur des cellules CAD par le test de viabilité cellulaire (MTT). Des concentrations de 0,1 a 0,0001 mg/ml
d'extrait aqueux et méthanolique de A. pyrethrum L. et de A. absinthium L. n'ont induit aucun effet neurotoxique
sur les cellules CAD. Chez I’espéce Urtica urens L., a des concentrations de 0.1 a 1 mg/ml d'extrait méthanolique
et aqueux, aucune neurotoxicité n’a été observée chez les cellules CAD (p>0.05). Les effets du peroxyde
d'hydrogene sur les cellules CAD ont été étudiés.

Un effet neuroprotecteur clair (p<0.01) a été observé avec 1’extrait aqueux des racines de A. pyrethrum
L. a la concentration de 0.1mg/ml, en revanche aucun effet de cet extrait n’a été remarqué a la concentration de
0.01mg/ml. Par ailleurs, les extraits aqueux et méthanoliques des feuilles de A. absinthium L. et de U. urens L.
n’ont montré aucun effet neuroprotecteur (p>0.05) sur les cellules CAD traitées au peroxyde d’hydrogéne.

Les ions Ca?* générent une multitude de signaux intracellulaires qui contrdlent des fonctions clés dans les
neurones mais une dyshoméostasie calcique peut étre décisive pour ces cellules allant jusqu’a leur mort. Par
conséquent si, a la suite d’une dépolarisation ou tout autre stimuli, un extrait végétale empécherait 1'augmentation
excessive de la [Ca?']; dans les neurones par son entrée a travers les canaux calciques, cela contribuerait a I'action
neuroprotectrice de cet extrait. C’est dans ce sens que notre étude a été dirigée et l'effet des extraits aqueux et
méthanoliques des racines de Anacyclus pyrethrum L., des feuilles de Artemisia absinthium L. et de Urtica urens
L., sur les concentrations intracellulaires de Ca®" libre des cellules neuronales cultivées de souris CAD, avant et
durant la dépolarisation au KCl, a été enregistré.

Contrairement a l'extrait méthanolique de 4. pyrethrum L. qui a significativement supprimé la réponse a
la dépolarisation, 1'extrait aqueux semble étendre cette derniere. Les extraits aqueux et méthanoliques de A.
absinthium L. (0.1mg/ml) ont complétement supprimé la réponse a la dépolarisation induite par le KCl, par rapport
au controle.

Cependant, l'extrait aqueux et méthanolique de U. urens L. (0,1 mg/ml) ont fortement réduit la réponse a
la dépolarisation induite par le KCl par rapport au contrdle.

L'analyse haute résolution LC-UV-MS/MS a révélé la détection des différentes classes de composés dans
les extraits aqueux et méthanoliques de A. pyrethrum L. entre autre les acides caféoylquiniques, la N-
feruloyltyramine et les alcaloides.

Mots clés: Maladies neurodégénératives ; Plantes médicinales ; Polyphénols ; Flavonoides ; Activité
antioxydante ; Cytotoxicité ; Neuroprotection ; Signal calcique.



Summary

Our research focuses on the study of antioxidant and neuroprotective activity of aqueous and methanolic
extracts of the roots of Anacyclus pyrethrum L. and leaves of Artemisia absinthium L. and Urtica urens L. used in
traditional medicine.

The quantification of total phenols by the Folin-Ciocalteu method and flavonoids by the aluminium
trichloride technique reveals the polyphenol content between 12.33 + 5.85 and 36.66 + 5.25 pg EAG/mg of extract.
The highest amount of polyphenols is present in the methanolic extracts of the three plants. The flavonoids content
expressed as quercetin equivalents are of the order of 0.49 + 0.088 to 28.91 + 2.34 ng EQ/mg of extract. The
amount of flavonoids was also higher in alcoholic extracts except for A. pyrethrum L. where the aqueous extract
contained significantly higher flavonoids content (p<0.001).

The antioxidant activity of the six extracts is evaluated by two different methods. The first is that of the
free radical DPPH. The concentrations which led to a 50% inhibition of this radical are designated ICso. The six
aqueous and methanolic extracts of the three plants showed anti-radical activity; the extracts exhibited a radical
scavenging activity proportionally with the concentrations tested. The second method of evaluating the antioxidant
activity is that of the reducing power. The six extracts revealed a reducing power proportional to their
concentrations.

The toxicity of aqueous and methanolic extracts of 4. pyrethrum, A. absinthium L. and U. urens L. was
tested on CAD cells by the Cell Viability Test (MTT). Concentrations of 0.1 to 0.0001 mg / ml aqueous and
methanolic extract of A. pyrethrum L. and 4. absinthium L. did not induce any neurotoxic effect on CAD cells. In
the U. urens L. species, at concentrations of 0.1 to 1 mg/ml of methanolic and aqueous extract, no neurotoxicity
was observed in CAD cells (p> 0.05). The effects of hydrogen peroxide on CAD cells have been studied. A clear
neuroprotective effect (p<0.01) was observed with aqueous 4. pyrethrum L. root extract. At the concentration of
0.1mg/ml, however no effect of this extract was observed at the concentration of 0.01mg/ml. On the other hand,
the aqueous and methanolic extracts of A. absinthium L. and U. urens L. showed no neuroprotective effect (p>
0.05) on hydrogen peroxide-treated CAD cells.

Ca®" ions generate a multitude of intracellular signals that control key functions in neurons but calcium
dyshomeostasie can be decisive for these cells until they die. Therefore, as a result of depolarization or any other
stimuli, a plant extract would prevent the excessive increase of [Ca®"]i in neurons by its entry through the calcium
channels, this would contribute to the neuroprotective action of this extract. In this sense our study was directed to
the effect of aqueous and methanolic extracts of Anacyclus pyrethrum’s roots, Artemisia absinthium’s and Urtica
urens’s leaves, on the intracellular concentrations of free Ca* of neuronal cells. CAD mouse cultures before and
during KCI depolarization were recorded. Unlike, the methanolic extract of 4. pyrethrum which significantly
suppressed the response under depolarization. The aqueous extract seems to extend the latter. Aqueous and
methanolic extracts of A. Absinthium L. (0.lmg/ml) completely decreased the response to KCl-induced
depolarization compared to control. However, the aqueous and methanolic extract of U. urens L. (0.1 mg/ml)

significantly reduced the response to KCl-induced depolarization compared to control.

High-resolution analysis LC-UV-MS/MS revealed the detection of the different classes of compounds in
the aqueous and methanolic extracts of A. pyrethrum L. among others the cafoylquinic acids, the N-
feruloyltyramine and the alkaloids.

Key words: Neurodegenerative diseases, Medicinal plants, Polyphenols, Flavonoids Antioxidant activity,
Cytotoxicity, Neuroprotection, Calcium signal.
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Liste des abréviations

AVC : accident vasculaire cérébral.
AMPAR: récepteurs sensibles a l'acide
alpha-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-
isoxazolepropionique.

A B: beta amyloide.

ADN : acide désoxyribonucléique.
ARN : acide ribonucléique.

AGPI : acides gras polyinsaturés.
ACh: acétylcholine.

AChe: acétylcholinestérase.
AD/MA: maladie d’ Alzheimer.
ATP : adénosine triphosphate.

APP : protéines précurseurs des amyloides.

AP-1: protéine activateur-1.

BDNF : facteur neurotrophique dérivé du
cerveau.

cAMP : I’adénosine monophosphate
cyclique.

CAT : catalase.

Cys :cystéine.

CRAC : activation des canaux Ca?" par
I’épuisement des réserves calciques
intracellulaires.

CICR : libération du calcium induite par le
calcium.

CAD :cellules catécholaminergiques
indifférenciées.

[Ca®']i: calcium intracellulaire.

COX-1 : cyclooxygénase-1.

DPPH : 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle.
EC : épicatéchine .

EQ: équivalent de Quercétine.

eNOS : oxyde nitrique synthase
endothéliale.

EGCG : épigallocatéchine gallate.
GPCR : récepteurs couplés aux protéines
G.

GSH : glutathion réduit.

GST : glutathion-S-transférase.

GPx: glutathion peroxydase.
Grx: glutarédoxine.

H>0,: peroxyde d’hydrogéne.
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La pollution de I'environnement, les xénobiotiques, le tabac et le stress sont autant de
facteurs qui induisent la production des radicaux libres, nuisibles aux biomolécules et structures
membranaires, impliquées dans une multitude de pathologies telles que les maladies neuro-

dégénératives.

Ces maladies sont des affections trés souvent invalidantes, et pour la plupart,
dépourvues de traitement curatif, méme si des traitements médicamenteux et non
médicamenteux existent pour agir sur les symptomes et la qualité de vie. Les traitements

symptomatiques spécifiques présentent par ailleurs des effets secondaires importants.
ymp q p ques p p p

Dans le souci constant de contrer les maladies, les populations pauvres ont toujours
cherché dans leur biotope des substances brutes ou transformées pour leurs besoins. Ces
dernicéres années, l'exploitation et la culture des plantes aromatiques et médicinales sont en
croissance constante dans les pays développés et ceux en voie de développement. Selon
I’organisation mondiale de la santé¢ (OMS), plus de 80 % de la population mondiale dépend de
la médecine traditionnelle pour leurs besoins en soins de santé primaires (Subasri et John,
2016). Ainsi, les plantes constituent une véritable alternative en matiére de soins. L'exploitation
des plantes utilisées en médecine traditionnelle est recherchée pour identifier les substances

ayant des propriétés efficaces pour une utilisation plus rationnelle.

Notre travail s’inscrit dans le cadre de la recherche des antioxydants et neuroprotecteurs
naturels, en évaluant les propriétés antioxydantes et neuroprotectrices de trois plantes
médicinales d’origine Algérienne (Anacyclus pyrethrum L., Artemisia absinthium L. et Urtica

urens L.).

Dans la premiére partie et dans le premier chapitre de ce manuscrit, nous avons
commencé par une étude bibliographique, en définissant les maladies neurodégénératives et
leurs principales causes et en rappelant la description, la systématique, la chimie, les utilisations
médicinales des trois especes végétales. Le deuxiéme chapitre portera sur I’oxydation, le stress
oxydatif au niveau neurologique, les principaux antioxydants végétaux et leurs modes d’action.
La seconde partie de ce deuxieme chapitre est consacrée a la définition de la neurotoxicité, de

la neuroprotection tout en citant le réle de quelques plantes et substances phytochimiques. Le
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troisiéme et le dernier chapitre est focalisé sur I’ion calcium, I’homéostasie calcique, le role du
signal calcique a 1’échelle neurologique et la relation entre la dys-homéostasie calcique et la

neurodégénérésence.

Dans la deuxieme partie désignée comme un quatrieme chapitre qui correspond a
I’étape expérimentale structurée en quatre volets; le premier axe porte sur I’extraction et la
détermination des teneurs en composés phénoliques (phénols totaux, flavonoides). Dans le
deuxiéme axe, nous nous sommes intéressés a évaluer le pouvoir antioxydant des extraits des
plantes par deux techniques chimiques (piégeage du radical DPPH, réduction de fer). Le
troisiéme axe est consacré a 1’étude de 1’effet neurotoxique et neuroprotecteur des six différents
extraits sur des cellules catecholaminergiques de souris (CAD). Le dernier axe portera sur
I’effet des différents extraits végétaux sur le signal calcique au niveau des cellules CAD. Enfin
une caractérisation biochimique par une méthode chromatographique est effectuée sur les

extraits aqueux et méthanoliques de A. pyrethrum L.

Enfin, dans le cinquiéme chapitre, nous avons rapporté et discuté les résultats obtenus,
entre autre les teneurs des composés phénoliques, 1’étude de ’activité antioxydante des extraits
des différentes plantes, I’étude de la neurotoxicité et de la neuroprotection des extraits sur les
cellules catecholaminergiques de souris et I’impact de ces extraits sur le signal calcique sur ces

cellules.

Notre travail sera en fin de compte couronné par une conclusion générale.
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Chapitre 1 : Maladies neurodégénératives et plantes médicinales.

1.1. Maladies neurodégénératives (MND)

Une maladie neurodégénérative est définie comme une détérioration, souvent
irréversible, des facultés intellectuelles et cognitives, elle est généralement associée au
vieillissement (Iriti et al., 2010). La cognition fait référence aux processus mentaux liés a
'obtention et a I’utilisation des informations afin de guider les comportements tels que
l'apprentissage, la mémoire, I’attention, le langage, la motricité, la perception et la fonction
exécutive (Bakoyiannis et al., 2015).

Des troubles cognitifs ont ¢ét¢ décrits dans divers troubles neurologiques et
neuropsychiatriques, notamment la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson et autres
types de démence, la schizophrénie, le trouble bipolaire et la dépression (Froestl et al., 2013 ;
Burg, 2017). Au sens strict, une maladie neurodégénérative est une condition pathologique
affectant les neurones en les condamnant & une mort certaine (Burg, 2017). Selon
Sowndhararajan et al. (2018) les dommages causés aux cellules neuronales constituent le
facteur le plus important de nombreux troubles neurodégénératifs. Les symptdmes typiques de
ces maladies sont l'anxiété, la dépression, le dysfonctionnement moteur, la perte de mémoire et
la détérioration cognitive (Sowndhararajan et al, 2018). Lorsque ces symptomes
apparaissent, il serait trop tard pour prendre des mesures pour prévenir ou retarder l'apparition
de la maladie.

Les maladies neurodégénératives touchent un nombre important de personnes dans
toutes les tranches d’age. Elles affectent approximativement 30 millions d’individus a travers
le monde (Sheikh ez al., 2013). En plus de la réduction de 1'espérance et de la qualité de vie des
malades, les maladies neurodégénératives entrainent des charges financiéres importantes pour
les membres de la famille et les systémes de santé. Le colt des soins est égale ou supérieurs au
cout des soins pour des maladies cardiaques ou du cancer (Hurd et al., 2013). Une estimation
du coiit des soins, aux Etats-Unis, pour les patients atteints de la maladie d'Alzheimer variait

entre 159 et 215 milliards de dollars par an (Ankri et Van Broeckhoven, 2013).

1.2. Causes des maladies neurodégénératives
Les maladies neurodégénératives sont des pathologies multifactorielles induites par des

facteurs endogénes et exogenes (fig. 1).
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Figure 1. Facteurs affectant la neurodégénérésense dans les troubles neurologiques
(Farooqui, 2010).

1.2.1. Génétique

Certains génes responsables de maladies neurodégénératives spécifiques ont été
découverts. Des mutations de plusieurs génes notamment le PSEN1 et le PSEN2 codant pour
les protéines précurseurs des amyloides (APP), la préséniline 1 et la préséniline 2, surviennent
au début de la maladie d’Alzheimer et entrainent une altération de la production et une
agrégation accrue de la protéine f-amyloide (Nasica-Labouze ef al., 2015). PARK 1 (du mot
parkinson) était le premier géne identifi¢ dans la maladie de Parkinson. Il altére la production

de la protéine a-synucleine (Hardiman et Doherty, 2011).

1.2.2. Agrégation de protéines toxiques (tau, A, a-synucleine, huntingtine)

Aprés leur synthése, les protéines acquierent une forme native spécifique en trois
dimensions qui leur permet d’exercer leurs actions biologiques. Il arrive que sous certaines

contraintes, des protéines présentent une forme anormale a cause d’un mauvais repliement.
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Dans des conditions physiologiques, ces protéines mal repliées, sont soit corrigées par des
protéines chaperonnes soit dégradées et éliminées par le systéme ubiquitine-protéasome ou par
le systtme phagosome-lysosome (autophagie). Des facteurs tels que 1’dge, les mutations
génétiques, des changements de I’environnement intracellulaire, les variations de pH, le stress
oxydant, ou les métaux lourds, peuvent conduire a I’augmentation de concentration de protéines
mal repliées tres toxiques. Ces protéines normalement solubles vont alors s’agréger entre elles
pour constituer des oligoméres qui vont eux-mémes s’agréger formant ainsi des fibrilles qui
sont insolubles. Ces derniéres vont alors former des inclusions intranucléaires ou intra-
cytoplasmiques et peuvent également constituer des agrégats extracellulaires qu’on appelle

alors plaques séniles (fig. 2) (Sweeney et al., 2017 ; Cheignon et al., 2018).
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Figure 2. Vue schématique du clivage protéolytique de I'APP (protéine précurseur de

I’amyloide) (Cheignon et al., 2018).

Dans la voie non amyloidogénique, la protéine précurseur de I’amyloide (APP) est
d’abord clivée par I’a-sécrétase, puis par la y-sécrétase, pour former des peptides tronquées
AP17-4042 ou par la B-sécrétase conduisant a la formation des APi-is (fig. 2). Dans la voie
amyloidogénique, I'APP est clivée consécutivement par les 3- et les y-sécrétases, ce qui conduit
a la formation de peptides APi-4042. Selon I’hypothése de cascade amyloide, le peptide APi-
40/42 serait en outre capable d’interagir avec les ions métalliques présents dans le cerveau et de
former des oligomeres puis des fibrilles, trouvées sous forme de plaques séniles in vivo

(Cheignon et al., 2018).

Component of amyloid plaques
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1.2.3. Augmentation de I’apoptose

L’apoptose est la mort cellulaire programmée (fig. 3). Il s’agit d’un processus
biologique déclenché par des signaux spécifiques qui conduisent a 1’autodestruction de la
cellule. C’est un mécanisme génétiquement programmé et qui intervient dans des conditions
physiologiques normales pour limiter la prolifération cellulaire, notamment lors du
développement de I’organisme ou les cellules sont souvent produites en surnombre (Nieoullon,
2011). Ainsi, le corps peut spécifiquement détruire des cellules inutiles ou incompétentes a un
moment et un endroit précis. C’est notamment un moyen de prévention des cancers. Il
semblerait que dans les MND, les agrégats extracellulaires pourraient servir de signal pour

déclencher I’apoptose des neurones (Mattson, 2000).
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Figure 3. Mécanisme de mort cellulaire programmée (Abou-Ghali et Stiban, 2015).



Chapitre 1 : Maladies neurodégénératives et plantes médicinales.

1.2.4. Augmentation du stress oxydant (voir chapitre 2)

Le stress oxydatif résulte de niveaux excessifs de ROS générés par le déséquilibre des
processus biochimiques normaux. Ces radicaux oxygene vont par la suite endommager tous les
types de macromolécules, perturber les fonctions cellulaires normales et, en fin de compte,

provoquer la mort cellulaire (Abuhamadah, 2014).
1.2.5. Dysfonctionnement du systéme ubiquitine-protéasome.

Une des voies de dégradation des protéines dans une cellule est le systéme ubiquitine-
protéasome. Les protéines qui doivent étre dégradées sont marquées par une protéine,
I’'ubiquitine, qui permet de les diriger vers le protéasome. Ce dernier est un complexe
enzymatique qui va permettre de couper les protéines en peptides de 7 a 9 acides aminés qui
seront ensuite hydrolysés puis recyclés hors du protéasome (fig. 4) (Forman et al., 2004).
L’ubiquitine a été retrouvée sur des protéines présentes dans des agrégats dans certaines MND,
une preuve du dysfonctionnement du protéasome qui n’arrive plus a dégrader correctement les

protéines marquées a I’ubiquitine (Kumar et al., 2016).
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Figure 4. Systéme de dégradation des protéines : ubiquitine-protéasome
(Forman et al., 2004).

1.2.6. Inflammation

La neuroinflammation est un facteur largement associé a la pathogenése de la MA
(Heneka et al., 2010). L'activation microgliale peut contribuer a la mort neuronale pendant les
dommages au niveau du cerveau en libérant des molécules neurotoxiques pro-inflammatoires,
les cyclooxygénases, en particulier la cyclooxygénase-1 (COX1), une enzyme impliquée dans
la production de molécules pro-inflammatoires connues sous le nom de cytokines (IL-1p, IL-6,
TNF-a). Ces molécules connues pour leurs effets déléteres dans le cas d’une réponse exacerbée
ou inadaptée. Le processus inflammatoire est ainsi directement mis en cause dans I’aggravation

des 1ésions cérébrales aigués secondaires (Degos et al., 2009 ; Bastianetto et al., 2015).
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1.2.7. Excitotoxicité

Le Glutamate est le neurotransmetteur excitateur majeur du CNS, sa transmission se fait
a travers trois récepteurs ionotropiques : le N-methyl-D-aspartate (NMDAR), I’acide a-amino-
3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazoleproprionique (AMPAR) et le kainate et un ensemble de
récepteurs metabotropiques. L'hypothese de l'excitotoxicité du glutamate postule qu'un exces
de glutamate synaptique provoque une sur-activation des récepteurs post-synaptiques NMDA
et AMPA entrainant la mort neuronale. Des niveaux élevés de glutamate, en activant en
permanence ces récepteurs post-synaptiques, peuvent conduire a une augmentation de 'activité
des enzymes cataboliques, le taux de calcium intracellulaire, la dépolarisation de la membrane
mitochondriale, 'activation du systéme caspase et la production des ROS qui peuvent tous

aboutir a la mort cellulaire (Abuhamadah, 2014).
1.2.8. Dysfonctionnement mitochondrial

Des petits agrégats et des amyloides oligoméres rendent la membrane plasmique
cellulaire et mitochondriale perméable. Elles sont donc responsables de la dérégulation
calcique, la dépolarisation membranaire et la perte des fonctions mitochondriales. Le
dysfonctionnement mitochondrial et le stress oxydatif jouent un rdéle important dans le

développement des MND (Sheikh et al., 2013).
1.2.9. Facteurs environnementaux

Bien qu’ils soient essentiels dans plusieurs réactions biologiques, Les métaux ont un role
important dans la neurodégénérésence. De 1’altération de leur homéostasie en résulte une
surproduction de radicaux libres catalysés par le fer, le cuivre et d’autres métaux (Sheikh ez al.,
2013). Aussi, plusieurs études avaient démontré une corrélation positive entre 1’exposition aux

pesticides et les maladies neurodégénératives (Baldi et al., 2003).
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1.3. Plantes médicinales ciblées
1.3.1. Introduction

Les plantes médicinales sont des ¢léments indispensables dans la médecine
traditionnelle pratiquée partout dans le monde en raison de leur facilité d'acces et de leur faible
cout. Environ 35 000 espéces de plantes sont employées dans le monde a des fins médicinales
(Hans, 2007). La recherche menée sur des produits naturels a été une stratégie efficace pour
découvrir de nouveaux produits pharmaceutiques. A travers le globe terrestre, des médicaments
traditionnels a base de plante avaient été utilisés pour soulager et guérir des maladies liées a des
problémes du systéme nerveux, comprenant notamment Calotropis procera, Satureja thymbra
Coridothymus capitatus, Thunbergia laurifolia, Annona réticulé, Annona squamosa, Plumeria
rubra, Crateva magna, Crateva religiosa, Argyreia osyrensis, Suregada multiflora, Cassytha
filiformis, Oxyceros horrid, Citrus aurantifolia, Citrus medica, Cissus hastate, Cissus repens,
Aloe vera, Ricinus communis, , Aerva persica, , Hyocyamus niger, Cymbidium aloifolium,
Gardenia ternifolia, Mikania hirsutissima, Glycosmis arborea, Phyllanthus reiculatus, Datura
metel, Tamarindus indica, Alocasia macrorrhizos, Murraya koenigii, Lygodium flexuosum et

Cassia occidentalis (Anonyme 1).

1.3.2. Anacyclus pyrethrum L.

1.3.2.1. Généralités

Le pyréethre d’Afrique ou camomille pyréthre, Anacyclus pyrethrum L. (fig. 5) est une
espece herbacée endémique algérienne (Hmammouchi, 1999). Elle a été cultivée a I'échelle
expérimentale dans les régions Himalayennes par des graines importées d'Algérie (Auhman,
1995). Elle a été également exportée d’Algérie vers I’Inde (Usmani et al, 2016). Le genre
Anacyclus comprend environ 13 espéces annuelles et pérennes, principalement concentrées en

Afrique du nord-ouest mais également présentes dans d'autres pays méditerranéens (Harald,

1978).
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Figure 5. Photos de Anacyclus pyrethrum L. (Daoudi et al., 2017).
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1.3.2.2. Dénominations vernaculaires

Arabe / Amazigh : Aerq chleuh, Aqarqarha, Uud el attas, Oud es chlouh, Tigentest, Igentest
(Abu-Rabia, 2012), Akkar Karha, Agargarha (Elazzouzi et al., 2014).

Anglais : Spanish pyrethrum root, Pellitory (Usmani ez al., 2016).

Frangais : Pyrcthre d’ Afrique (Azzi et al., 2012).

1.3.2.3. Situation botanique de ’espéce Anacyclus pyrethrum L.

Usmani et al. (2016) rapportent la classification de I’espéce comme suit :
Reégne : Plantae
Division : Spermatophyta
Subdivision : Angiosperms
Classe : Dicotyledons
Sub classe : Metachlamydae
Ordre : Companulatae
Famille : Compositae or Asteraceae
Genre : Anacyclus

Espéce : Anacyclus Pyrethrum L.

1.3.2.4. Utilisation médicinale

Anacyclus pyrethrum L. est largement utilisée en phytothérapie (Hans, 2007). En
Algérie, on utilise depuis des siécles les racines de cette plante pour le traitement des infections
respiratoires et le traitement des maladies hépatiques (Bellakhdar, 1997). Le pyréthre posseéde
des propriétés rajeunissantes et avait été considéré comme stimulant aphrodisiaque et sexuel
chez les males (Puri, 2003). Elle stimule la sécrétion des hormones sexuelles LH, FSH et la
testostérone chez les males (Rad et al., 2014). La racine de cette espece peut potentiellement
réduire la dose d’insuline chez les patients diabétiques, tout en diminuant la glycémie et le taux
de cholestérol sérique (Kushwaha ef al, 2012). De méme, l’infusion des racines est
recommandée en bain de bouche contre les maux des dents et en cas de problemes liés a la
sécrétion salivaire, elle est utilisée comme sialagogue (Van Hecken et Practoner, 2004). Elle
posséde une activité¢ immunostimulante (Bendjeddou et al., 2003). Les alkylamides, présents
dans le 4. pyrethrum L., ont été décrits comme produisant une forte stimulation de la fonction
phagocytaire (Agnivesha et Charaka, 2011). Des propriétés anti-inflammatoires
(Annalakshmi et al., 2012), antibactériennes, insecticides (Zaidi et al., 2013), antipyrétiques

(Priya et al., 2014) et antioxydantes (Kalim ez al., 2010) ont été toutes reliées au pyrethre.
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Le systeme cholinergique central, la transmission sérotonergique et la noradrénaline jouent
un role essentiel dans la fonction cognitive du cerveau. Le systéme cholinergique central est
considéré comme le neurotransmetteur le plus important impliqué dans la régulation des
fonctions cognitives (Levander et al, 2009). Les fonctions cognitives altérées sont les
principaux caracteres de maladie d'Alzheimer (Iriti er al, 2010). La perte de neurones
cholinergiques dans le noyau Basalis magno cellulaire est une des caractéristiques les plus
importantes de cette pathologie, principalement responsable de la perte de mémoire (Patel et
al.,, 2011). Un traitement médicamenteux qui augmente la neurotransmission cholinergique,
entraine une amélioration des déficits cognitifs dans la maladie d’Alzheimer (Pattewar et al.,
2011). L’ Akarkarha (une appellation de A. pyrethrum L.) inhibe 1'enzyme acétylcholinestérase
augmentant ainsi la concentration de l'acétylcholine dans le cerveau et améliorant par
conséquent la mémoire. Elle peut donc s'avérer utile contre 1’ Alzheimer (Sujith ez al., 2012).
L'effet neuro-pharmaceutique d'Akarkarha est probablement dG a [D’implication des
neurotransmetteurs puisque la mémoire est performante seulement quand les niveaux ¢élevés de
neurotransmetteurs sont atténués. Ronald et a/. (2012) avaient constaté une nette amélioration
de la mémoire chez des rats albinos Wistar traités avec trois différentes doses de pyréthre (50,
100, 200 mg/kg). Akarkarha est considéré comme tonique du systéme nerveux (Tyagi et al,
2011). La drogue est un antidépresseur (Badhe et al., 2010), utilis¢ dans le traitement de la
paralysie, de 1'épilepsie (Elazzouzi ef al, 2014) et de I’hémiplégie (Kumar et Lalitha, 2012).
C’est un myorelaxant (Gautam et al., 2011). L'eugénol détecté dans le pyréthre (Usmani et al.,
2016) retardait l'apparition des crises épileptiques induite par le PTZ. La plante produit
probablement un effet anticonvulsif, en améliorant la neurotransmission GABAergique

(Gautam et al., 2011).
1.3.2.5. Composition chimique

Le criblage phytochimique des racines, des feuilles et des fleurs de pyrethre avait révélé
la présence d'alcaloides, de composés réducteurs et de tanins cathéciques, des tanins galliques,
des triterpénes, des stérols, du mucilage, des coumarines, des saccharides et des holosides
(Elazzouzi et al., 2014). L’¢étude des extraits éthanoliques de racine, de feuille et de tige de 4.
pyrethrum L. avait révélé la présence de stéroides, de triterpénes, de sucres réducteurs, de
sucres, d’alcaloides, de flavonoides, de saponine, de tanins, d’anthraquinones et d’acides

aminés (Subasri et John, 2016).
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Les teneurs en flavonoides, en phénol total et en polyphénols sont plus élevées dans les
fleurs comparées aux feuilles et aux racines. Les racines sont riches en alcaloides tandis que les
parties aériennes sont riches en tanins et en flavonoides. La racine contient une résine brune
acide, de I'acide tannique, de 1'inuline, de la gomme, de divers sels et de la lignine (Cherrat et
al., 2017) et des traces de métaux (Zn, Fe, Cu, Cd, Cr, Ni et Pb) (Subasri et John, 2016).

A. pyrethrum L. produit également des huiles essentielles avec une production maximale

durant le mois de juin, en période de floraison (Selles ez al., 2013 ; Usmani et al., 2016).

Les alcaloides les plus importants découverts dans les racines de pyréthre sont des
alkamides tels que la pellitorine, 1'anacycline, le phényléthylamide (fig. 6) (Althaus et al.,
2017), la phényléthylamine et les amides polyacétyléniques [-IV (Usmani et al., 2016).

Les alkamides représentent une classe de produits naturels avec une diversité
structurelle considérable et un large spectre de bioactivités. La famille des Asteraceae est
caractérisée par la production et I'accumulation des alkamides aliphatiques essentiellement
(Rios, 2012). D’apres Boonen et al. (2012), plus de 70 N-alkylamides ont été identifiés dans
cette famille. En dépit de l'architecture moléculaire relativement simple des alkamides, ces
produits naturels présentent une grande variabilité de structure et une gamme importante
d'activités biologiques ; immuno-modulatrice, antimicrobienne, antivirale, larvicide,
insecticide, diurétique, piquante, analgésique ainsi qu’antioxydante et cannabimimétique
(Greger, 2015), et anti-inflammatoire (Chicca et al, 2009). En outre, les alkamides sont
impliqués dans la potentialisation des antibiotiques, l'inhibition de la biosynthése de la
prostaglandine, la synthése d'ARN et le métabolisme de 1'acide arachidonique (Yolanda Rios,
2012). Les N-alkylamides sont des substances lipophiles, exercant des fonctions régulatrices de
croissance similaires a celles des Nacylethanolamines (NAE) (Blancaflor er al, 2014). Les
alkylamides avaient montré une activité anti protozoaire selon Althaus et al. (2017). Les
différents N alkylamides possedent une grande diversité structurelle avec une liaison peptidique
centrale comme caractéristique commune. En général, ces molécules sont constituées d’une
chaine aliphatique d’acides gras polyinsaturés liés a une amine a chaine courte (Veryser et al.,
2014). Alkylamides, also known as alkamides, are a class of fatty acid-like molecules. Chaque
alkylamide contient un groupe amide, une chaine alkyle et un groupe fonctionnel tel qu'un
groupe isobutyle, benzyle ou méthyle. Le nombre de carbones dans la chaine alkyle peut varier,
ainsi que le nombre et la position des doubles et triples liaisons (Gulledge et al., 2018). Les
structures alkylamides peuvent étre davantage diversifiées avec des modifications incluant des

hydroxylations et des méthylations (Leyte-Lugo et al., 2015).
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Figure 6. Structures des alkamides isolés de 4. pyrethrum L. (Althaus et al., 2017).

Composél : tetradeca-2E,4E-dien-8,10-diynoic acid isobutylamide (anacycline).
Composé?2 : deca-2E,4E-dienoic acid isobutylamide (pellitorine).

Composé3 : deca-2E,4E,9-trienoic acid isobutylamide (9,10-dehydropellitorine).
Composé 4 : deca-2E,4E-dienoic acid 2- phenylethylamide.

Composé 5 : undeca-2E,4E-dien-8,10-diynoic acid isopentylamide.

Composé 6 : tetradeca-2FE,4F,12 E-trien-8,10-diynoic acid isobutylamide.
Composé 7 : dodeca-2E ,4E-dien acid 4-hydroxy-2-phenylethylamide.

Composé 8 : undeca-2E,4E-dien-8,10-diynoic acid 2-phenethylamide.

Composé 9 : deca-2E,4E-dienoic acid 4-hydroxy-2-phenylethylamide.

1.3.3. Artemisia absinthium L.
1.3.3.1. Généralités

Le genre Artemisia comprend environ 500 espéces ubiquitaires. Parmi elles, I’absinthe
(Artemisia absinthium L.) (fig. 7), également appelée herbe sainte, herbe des vierges, herbe aux
vers, armoise amére ou encore absinthe officinale (LE ef al., 2007). L'herbe est originaire des
pays méditerranéens chauds (Nezhadali e al., 2010). L'absinthe est une épice aromatique,

largement utilisée comme agent aromatisant ; il est utilisé¢ dans les boissons non alcoolisées et
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certains aliments, en particulier la confiserie et les desserts (Canadanovic-Brunet et al., 2005).
La drogue contient au minium 2 ml d’huile essentielle/kg (Wichtl et Anton, 2003). Le thujone
(40-70%) (fig. 8), un cétone monoterpénique (Lachenmeier, 2010), est un agent neurotoxique
dans I'huile d'absinthe, utilisée dans la préparation de boisson absinthe, maintenant interdite
dans la plupart des pays (Canadanovic-Brunet ez al., 2005). D’ailleurs, I'utilisation chronique
de I'absinthe produirait un syndrome appelé absinthisme, caractérisé par une dépendance, une
hyperexcitabilité, des crises d'épilepsie et des hallucinations (Padosch et al., 2006 ; Nathan-
Maister, 2008). Des travaux avaient montré que des doses élevées de Artemisia absinthium L.,
consommée pendant une longue durée, provoquaient des aberrations chromosomiques

(Alshibly, 2014).

Figure 7. Artemisia absinthium L. (Beigh et Ganai, 2017).
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Figure 8. Structures de quelques constituants de A. absinthium L. (De Almeida et al., 2016).
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1.3.3.2. Dénominations vernaculaires

Arabe : chajret mariem (Msaada et al., 2015), Afsanteen, Damseeh (Ahmad et al., 2010).
Anglais : Absinth, wormwood, warmot, mugwort, absinth sagewort, common sagewort,
Francais : absinthe, grande absinthe, herbe sainte, absinthe suisse, alvine, armoise ameére

(Ghédira et Goetz, 2016).

1.3.3.3. Situation botanique de I’espece Artemisia absinthium L.
Ghédira et Goetz (2016) rapportent la classification de I’espéce comme suit :
Régne : Plantae (végétale)
Superdivision : Embryophyta
Division : Tracheophyta
Subdivision : Spermatophytina — (spermatophytes, phanérogames)
Classe : Magnoliopsida
Superordre : Asteranae
Ordre : Asterales
Famille : Asteraceae
Genre : Artemisia

Espece : Artemisia absinthium L.

1.3.3.4. Utilisation médicinale

Elle a été traditionnellement utilisée comme balsamique, dépurative, diurétique,
emménagogue et dans le traitement de la leucémie et de la sclérose (Canadanovic-Brunet ef
al., 2005). La partie aérienne de A. absinthium L. posséde une forte activité anti-venin de
serpent (Nalbantsoy et al., 2013). Elle a été utilisée pour le traitement des maux d'estomac dans
la médecine populaire turque (Baytop, 1984). L’ extrait aqueux de A. absinthium L. aux doses
de 50, 100 ou 200 mg/kg de poids corporel par jour a un effet protecteur contre les lésions
hépatiques chez la souris pouvant étre di a ses effets antioxydants ou immuno-modulateurs
(Amat et al., 2010). L'extrait méthanolique de A. absinthium L. stimule la croissance des
neurites induites par le facteur de croissance des nerfs (Li ef al., 2004). L absinthe améliore la
mémoire et restaure le déclin de la fonction mentale (Yarnell et Abascal, 2013). L’extrait de
A. absinthium L. a 500 mg/kg prolonge le sommeil induit par le pentobarbital (P < 0,05) ainsi
que la Iétalité induite par la strychnine (Ghédira et Goetz, 2016). A. absinthium L. a un effet

anti-neuro-inflammatoire, la caruifoline D semble étre le constituant majeur agissant dans
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I’effet anti-inflammatoire, passant par la c-jun N-terminal kinase et la signalisation par la
protéine kinase C/NF-kB (Zeng et al., 2015). L’huile essentielle de A. absinthium L. présentait
un effet neuroprotecteur apres une ischémie cérébrale chez I’animal (Bora et Sharma, 2010).
Elle pourra par conséquence jouer un rdle dans les maladies neurodégénératives (Alshibl,
2014). Le trans-caryophylleéne, un des constituants de I’huile de 4. absinthium L., a été signalé
comme anti nociceptif (Katsuyama et al., 2013), anxiolytique et antidépresseur (Bahi et al.,

2014).

1.3.3.5. Composition chimique

Les acides Phénoliques, I’acide tannique, gallique, hemihydrate chlorogenique,
caffeique, vanillique, syringique, ferulique, p-coumarique, rosmarinique, et trans-cinnamique
représentent la majeure fraction des polyphénols contenus dans les extraits méthanoiques des
parties aériennes d’absinthe (Msaada et al, 2015). Ces parties contiennent aussi des
flavonoides (Msaada et al., 2015), du thymol et du carvacrol ainsi que d'autres composés
phénoliques (Kordali, 2006). L’analyse par chromatographie liquide (HPLC) menée par Zheng
(1994) avait révélé la présence d'autres glycosides flavonoides telles que 1’isoquercitrine, la
quercétine-3-O-D-glucoside, la  quercétine-3-O-rhamnoglucoside, 1’isorhamnetine-3-O-
rhamnoglucoside et 1’isorhamnetine-3-glucoside (Msaada et al, 2015). Des lactones
sesquiterpéniques, I’artemetine, 1'absinthine et l'artabsine sont aussi omni présents dans la

plante (Kifleyohannes et al., 2014 ; De Almeida et al., 2016).

1.3.4. Urtica urens L.
1.3.4.1. Généralités

Les orties Urtica sp de la famille des Urticacées sont des herbes annuelles ou pérennes.
Le genre Urtica est représenté par plus d’une cinquantaine d’especes (Daoudi et al., 2015). Les
especes les plus en vue sont la grande ortie Urtica dioica L. et la petite ortie U. urens L. qui
sont, toutes les deux, originaire d'Europe, d'Afrique, d'Asie et d'Amérique du Nord (Jaradat et
al., 2017 ; Kregiel et al., 2018) (fig. 9). Les orties poussent partout dans le monde dans des
climats doux a tempérés. Ils préferent les habitats ouverts ou partiellement ombragés avec
beaucoup d'humidité et se retrouvent souvent dans les foréts, pres des rivieres ou des ruisseaux

et au bord des routes (Kregiel ez al., 2018).
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1.3.4.2. Dénominations vernaculaires
Arabe : Hurrig, Hurriga (Ghourri et al., 2014 ; Daoudi et al., 2015).
Anglais : Nettle (Maaroufi et al.,, 2017), Small nettle (Kregiel et al., 2018), Burning nettle
(Lati et al., 2016), Dwarf nettle (Nencu et al., 2015).
Frangais : Ortie brilante, Petite ortie (Daoudi et al., 2015).
1.3.4.3. Situation botanique de I’espece Ortica urens L.
Spichiger et al. (2002) rapportent la classification de I’espéce comme suit :
Reégne : Plantae
Classe : Eudicots
Sous classe : Rosidées
Super ordre : Eurosidées
Ordre : Rosales
Famille : Urticaceae
Genre : Urtica

Espece : Urtica urens L.

Figure 9. Urtica urens L. (Jaradat et al., 2017).
1.3.4.4. Utilisations médicinales

D’aprés les études ethnobotaniques, on reléve que les especes étudiées du genre Urtica
ont le méme nom vernaculaire «hurriga», d’ou la difficulté de savoir les usages thérapeutiques
de chacune des espéces (Ghourri ef al., 2014). Les différentes parties des orties sont indiquées
en thérapie traditionnelle ; leur utilisation locale y est surtout liée aux usages locaux contre
I’anémie, le rhumatisme, I'eczéma, la rhinite allergique et rhumatoide, et les racines, en

particulier, sont utilisées pour le traitement de I'hyperplasie bénigne de la prostate (Farag et al.,
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2013). Des recettes a base de Urtica urens L. et d’autres plantes sont prescrites contre la
pyélonéphrite et contre la lithiase (Farag et al., 2013 ; Ghourri et al., 2014). En Turquie, les
populations utilisent 1’ortie briilante pour le traitement des maladies gastro-intestinales, le
diabete et les problémes rénaux (Sargin et al., 2013). De plus, I’extrait éthanolique de la partie
aérienne de Urtica urens L. posséde une activité anti nociceptive et anti-inflammatoire
significative (Marrassini et al., 2010) et anti cancer (Al Doghaither ez al., 2016). L’espéce est
connue depuis longtemps pour avoir des effets tranquillisants et anxiolytique chez le peuple

marocain (Doukkali et al., 2014).

1.3.4.5. Composition chimique

Lorsque 1’Ortie est en contacte avec la peau, les extrémités bulbeuses des trichomes se
détachent, laissant des tubes pointus en forme d'aiguilles. Ceux-ci peuvent percer la peau et
injecter un fluide contenant des substances y compris l'acide formique, I’histamine,
acétylcholine et la sérotonine. Une démangeaison douloureuse et une sensation de brilure,
pouvant durer jusqu'a 12 h, se produiraient suite a ce frolement (Kregiel et al., 2018).

U. urens L. est une plante riche en composés polyphénolique, tanins, mono et tri-
terpenes, vitamines, acides, polysaccharides, choline, xanthophylles, caroténoides,
anthocyanines (Maaroufi et al., 2017), des alcaloides, des saponines et du phytate (Marrassini
etal., 2010).

Les coumarines, les stérols, les acides phénoliques tels que 1’acide phénolcarboxilique,
l'acide chlorogénique, 1’acide caféique, ’acide gallique et I’acide ellagique et les flavonoides
telles que la patulétine, la rutine, le kaempférol, la quercétine, I’isorhamnetine, le - sitosterol,
la scopoletine, le B- sitosterol-3-O- B -D-glucoside, 1’acide succinique, la kaempferitrine, la
-adenosine et le Tryptophane sont également présents dans cette plante (fig. 10) (Nencu et al.,

2015 ; El-Seadawy et al., 2018).

Les feuilles de U. urens L. sont riches en minéraux comme le fer, le manganése, le zinc,
le cuivre, le calcium, le potassium, 1’azote, le magnésium, le phosphore et le sodium
(Marrassini et al, 2010). Les feuilles de cette plante ont un taux de protéines relativement

¢élevé (66%) selon Mzid et al. (2017).
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Chapitre 2 : Oxydation, neurodégénération et plantes neuroprotectrices.

2.1. Introduction

Les radicaux libres sont des molécules avec un ou plusieurs électrons non appariés dans
leurs dernicres orbitales qui en font des molécules instables a la recherche d’électrons des
molécules voisines (Picon-Pages er al, 2019). La production physiologique des especes
réactives oxygénées (ROS) a trés basse concentration régule I’activité mitochondriale, les
facteurs de transcription, la régulation de la potentialisation a long terme (LTP) et méme le
tonus vasculaire par la NADPH oxydase (NOX) (Li et Pagano, 2017). Les ROS / RNS sont
des messagers de signalisation importants pour la prolifération, la différenciation et d'autres
événements critiques au cours du développement (Ye et al., 2015). Ils peuvent également &tre
produits lors de la régulation des fonctions cellulaires Iétales telles que la mort cellulaire
programmeée et la réponse immunitaire (Valko et al., 2006).

Les cellules génerent en permanence des oxydants et produisent des antioxydants
(Holmstrom et Finkel, 2014). Malgré leurs tentatives pour atteindre un équilibre sain entre les
deux, les organismes rencontrent de nombreuses situations dans lesquelles les niveaux
d'oxydant ne sont plus synchroniser avec les systémes de détoxification de la cellule, générant

une condition potentiellement mortelle appelée stress oxydatif (Reichmann ez al., 2018).
2.2. Stress oxydatif au niveau cellulaire

Les ROS sont I’anion superoxyde Oy, le radical hydroxyl (OH'), le radical alkoxyl
(RO, le radical peroxyl (ROO"), le radical hydro-peroxyl (HO") et ceux capable de générer des
especes non radicalaires comme le peroxyde d’hydrogeéne (H20>), les aldéhydes (HCOR),
I’acide chlorhydrique (HCL), les peroxydes organiques (ROOH), I’oxygéne singulet (10,),
I’0zone (O3) et I’oxyde d’azote (NO) (Picén-Pagés et al., 2019).

Les ROS les plus pertinents physiologiquement sont les anions superoxydes (O>") et les
peroxydes d’hydrogeéne (H20,). Ils sont constamment produits en tant que sous-produits de la
respiration dans la chaine de transport d’électrons mitochondriale (ETC) (Angelova et
Abramov, 2018) et lors du repliement oxydatif des protéines dans le réticulum endoplasmique,
ainsi que par des membres de la famille des NADPH oxydases (NOX) et du cytochrome p450
(Holmstrom et Finkel, 2014 ; Hrycay et Bandiera, 2015 ; Ye et al, 2015) (fig. 11). L ’anion
superoxyde est facilement converti en peroxyde d’hydrogéne par la superoxyde dismutase. Le
peroxyde d’hydrogene est ensuite détoxifié par les catalases et les peroxydases (Holmstrom et
Finkel, 2014) ou transformé en radicaux hydroxyles (OH-) lors de la réaction avec des métaux

de transition, en particulier les ions Fe?* et Cu?* (réaction de Fenton et d’Haber Weiss) (Jomova
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et Valko, 2011). Les radicaux hydroxyles sont considérés comme 1’'uns des ROS les plus
réactifs, responsables de la plupart des dommages oxydatifs (Reichmann et al., 2018).

Les organismes avaient développé une multitude de systémes de défense antioxydants
pour contrer la production des ROS et pour réparer les dommages oxydatifs. En plus des
enzymes de détoxification des ROS tels que la superoxyde dismutase (SOD), la catalase, la
glutathion peroxydase (GPx), la glutathion S-transférase (GST) et des antioxydants non
enzymatiques tels que les vitamines C et E, les caroténoides et les flavonoides (Zhou et al.,
2014 ; Marengo et al., 2016), les cellules utilisent divers systémes de réparation comme la
méthionine sulfoxyde réductase, la thiorédoxine (Trx), la glutarédoxine (Grx), le glutathion
(GSH) et le NADPH pour inverser les modifications oxydatives et restaurer 'homéostasie redox

(Lu et Holmgren, 2014 ; Ye et al., 2015 ; Nemmiche, 2017) (fig. 11).

Arginine

Figure 11. Les ROS cellulaires constitués d’especes oxygénées radicalaires et non
radicalaires (Ye et al., 2015).
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2.3. Stress oxydatif au niveau neurologique

L’accumulation des ROS est considérée depuis longtemps comme un facteur important
du vieillissement et des maladies liées a 1’age (Labunskyy et Gladyshev, 2013 ; Haq etAl
Amro, 2019). D’apres Iriti et al. (2010), le stress oxydatif et la neuro-inflammation sont des
facteurs clés dans 1'étiopathogénie des maladies neurodégénératives et neurologiques. Il est
impliqué dans plusieurs pathologies du systéme nerveux telles que la maladie d’ Alzheimer, de
Parkinson et de Huntington (Butterfield, 2014).

Les ROS sont produites via la chaine de transport d'électrons mitochondriale, la plus
grande source d’O2~ et d’H2O> (Angelova et Abramov, 2018). L'efficacité de la chaine de
transport d'électrons diminue avec l'dge, ce qui signifie une production accrue de ces deux
radicaux libres (Eckmann et al, 2013). Les conséquences physiopathologiques de ce
phénomene sont la peroxydation lipidique dans le cerveau des patients atteints de la maladie
d'Alzheimer, de Parkinson, du corps de Lewy, et dans le liquide céphalorachidien des patients
atteints de la maladie de Huntington et la sclérose en plaques (Picon-Pages et al., 2019). En
outre, des dommages oxydatifs des protéines, de I’ARN et de I’ADN sont présents dans le
cerveau des patients atteints de maladies neurodégénératives (Blasco et al., 2017). Les autres
sources pertinentes de ROS sont les NADPH oxydases (NOX), les peroxysomes, les oxydases
neuronales telles que les monoaminoxydases (MAO), la xanthine oxydase, et les lipo-
cyclooxygénase pro-inflammatoires. Toutes ces sources alternatives de ROS sont également
impliquées dans les processus neurodégénératifs associés au vieillissement (Picén-Pageés ef al.,
2019). Ainsi, il a été rapporté que les NOX de la microglie et des astrocytes contribuent a la
mort neuronale dans la maladie d’Alzheimer (Chay et al., 2017). Des résultats similaires ont
¢té obtenus dans les neurones dopaminergiques contribuant a l'apparition de la maladie de
Parkinson (Zawada et al., 2015) ou dans l'implication de cellules microgliales dans la
progression de la sclérose latérale amyotrophique (SLA) (Jaronen et al., 2013).

Le role potentiel des especes réactives azotées, en particulier le peroxynitrite, dans la
physiopathologie des maladies neurodégénératives est pertinent car ses précurseurs l'oxyde
nitrique et I'anion superoxyde sont co-localisés dans le tissu cérébral (Picon-Pageés et al., 2019).
Les taux de 3-nitrotyrosine, un biomarqueur pour les especes réactives de 1'azote, sont élevés
dans les maladies neurodégénératives (Smith et al., 1997).

Le cerveau est I'un des principaux organes susceptibles aux effets néfastes du stress
oxydatif par la génération excessive d'espéces réactives a I'oxygene (ROS) (Cobley et al., 2018)

(fig. 12). 11 a une capacité limitée a détoxifier les ROS en raison de son faible pouvoir de
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production de glutathion par les cellules neuronales, son taux métabolique élevé, son taux élevé
en ions métalliques, la composition plus riche des neurones en acide gras polyinsaturés
sensibles a I’oxydation et surtout de sa capacité limitée de régénération et de réparation par
rapport a d'autres organes (Gandhi et Abramov, 2012 ; Burg, 2017).
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Figure 12. La susceptibilité des neurones au stress oxydatif (Cobley et al., 2018).

Selon Cobley et al. (2018), bien que pesant a peine 1400 g, le cerveau humain
consomme environ 20% du budget total en oxygéne de base pour alimenter ses quelque 86
milliards de neurones et leur réseau de connexion complexe couvrant des milliards de synapses
et environ 250 a 300 billards de cellules gliales. Dans les MND, le systéme de protection est
débordé et n’arrive plus a contrer la production de ROS qui s’accumulent dans les neurones et
les conduisent lentement vers leur mort, notamment par le mécanisme d’apoptose (Reichmann
et al., 2018). L'accumulation de molécules endommagées et non réparées dans les
compartiments cellulaires entrainera une perturbation de I'homéostasie (Le Bourg, 2001).
Plusieurs marqueurs du stress oxydant ont notamment été retrouvés dans certaines MND
(Cheignon et al., 2018 ; Sivandzade et al., 2019) (fig. 13). Les dommages au niveau de ' ADN
sont clairement apparents dans le cas de la maladie de Parkinson et d’Alzheimer (Jenner,
2003 ; Emerit et al., 2004). Une présence accrue de fragments protéiques carbonylés indiquant
des dommages protéiques a également été rapportée dans tous les troubles neurodégénératifs
(Mariani et al., 2005 ; Cheignon et al, 2018). De plus, la quantité élevée d'acides gras
polyinsaturés (AGPI) présents dans les membranes neuronales rend les tissus cérébraux

particulierement sensibles aux réactions de peroxydation lipidique, entrainant la formation
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d'aldéhydes cytotoxiques, tels que le malondialdehyde (MDA) et le 4-hydroxynonénal (HNE)
(Gaschler et Stockwell, 2017 ; Haq et Al Amro, 2019). Le stress oxydatif pourrait étre
responsable d’une perturbation de l'intégrit¢é de la membrane. La peroxydation lipidique
pourrait étre impliquée dans la perte d'asymétrie phospholipidique dans les membranes
synaptosomales (Castegna et al., 2004). L'oxydation des lipides dans les systémes biologiques
est responsable d'une multitude d'effets nocifs sur la santé humaine tels que la carcinogenese,
l'inflammation, l'atériosclérose et le vieillissement (Stocker et Keaney, 2004). Elle peut
détruire les neurones cholinergiques dans la maladie d’Alzheimer et les neurones

dopaminergiques dans la maladie de parkinson (Khazdair ez al., 2018).
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Figure 13. Stress oxydatif au niveau des biomolécules (Sivandzade et al., 2019).

24



Chapitre 2 : Oxydation, neurodégénération et plantes neuroprotectrices.

Les concentrations endogenes ¢levées d'ions métalliques Zn (0.1g/kg), Cu (0.004g/kg)
et Fe (0.3g/kg), au niveau du cerveau, augmentent sa vulnérabilité au stress oxydatif (Faller et
Hureau, 2012). La grande majorit¢ des radicaux libres proviennent des réactions
d’oxydoréduction des métaux. Le fer libre est depuis longtemps impliqué dans les maladies
neurodégénératives par le biais de ses transitions redox in vivo. Des niveaux anormalement
¢levés de fer et de stress oxydatif ont ét¢€ trouvés dans la plupart des troubles neurodégénératifs
(Smith ez al., 2010). La réaction subséquente du fer ferreux avec le peroxyde d'hydrogene
donne le radical hydroxyle par la réaction de Fenton (Halliwell, 2006 ; Ye et al, 2015). Selon
Ozyiirek et al. (2008), le radical hydroxyle présente une trés forte activité oxydante et induit de
graves dommages aux biomolécules provoquant de nombreuses maladies a savoir I’arthrite,
I’atéroisclérose, la cirrhose, le diabéte, le cancer, la maladie d'Alzheimer, I'emphyséme et le
vieillissement. En plus, les métaux de transition peuvent contribuer a la neurodégénérescence
par leurs effets déléteres sur la structure des protéines et des peptides conduisant au phénoméne
d'agrégation pathologique sources de radicaux libres (Abuhamadah, 2014).

Le stress oxydatif survient au début de la maladie d’ Alzheimer, ce qui renforcerait son
role dans sa pathogenése en relation avec la présence des peptides f amyloides. En effet, des
taux élevés de APi-40 et de Api4 seraient associés a des taux accrus de produits d’oxydation
provenant de protéines, de lipides et d’acides nucléiques dans I’hippocampe et le cortex d’une
personne atteinte de cette 1ésion (fig. 14) (Butterfield et Lauderback, 2002 ; Cheignon et al.,
2018). Le stress oxydant pourrait étre une cause de I’agrégation des protéines puisqu’en
modifiant les protéines par oxydation, ces dernieres ne peuvent pas se replier correctement et

auront donc tendance a s’agréger (Brown et al., 2005).
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Figure 14. Stress oxydatif induit par les peptides B Amyloides dans une cellule du cerveau
atteint de la maladie d’Alzheimer. 4-HNE = 4-hydroxynonénal ; 8-oxo-dG = 8-oxo-

déshydroguanine (Cheignon et al., 2018).

Un dysfonctionnement mitochondrial a également été impliqué dans la pathogenése des
maladies neurodégénératives via la génération de ROS mitochondriale (Zhao et Zhao, 2013 ;
Selfridge et al., 2013). Par ailleurs, les mitochondries sont I’une des principales cibles des
attaques des ROS et par conséquent le dysfonctionnement mitochondrial est associé¢ a la
progression du vieillissement et a la manifestation de plusieurs troubles neurodégénératifs
(Sohal, 2002). Les ¢éléments mitochondriaux tels que les lipides, les enzymes de
phosphorylation oxydative et I'ADN mitochondrial sont particulierement prédisposés aux
attaques des ROS en raison de leur proximité avec le site de production de ces especes
(Pieczenik et Neustadt, 2007). D’autant plus que les mitochondries sont les organites clés pour
la production d'ATP, la réduction de I'apport énergétique di a ’endommagement de ces
organites conduira a une réduction des fonctions neuronales et finalement cérébrales, y compris
une altération cognitive (Schmitt-schillig et al., 2005).

Lorsqu'elles sont produites en exces, les ROS peuvent causer des Iésions tissulaires,
tandis que ces lésions peuvent elles-mémes causer la production de ROS. Le processus

inflammatoire conduit a la libération de médiateurs biologiquement actifs pour attirer les
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neutrophiles, les leucocytes et les monocytes vers la zone de la plaie. Ces cellules attaquent les
débris et les micro-organismes étrangers par phagocytose et ceci conduirait a la production de
radicaux libres qui, en étant en exces, provoquent des I€sions tissulaires s'ils submergent les
antioxydants naturels de 'hote (Houghton et al., 2005 ; Winterbourn et al., 2016). Bien qu'une
grande partie des ROS soient produites dans les phagosomes dans le but de tuer les agents
pathogenes envahissants, certaines sont également libérées dans l'environnement ou elles
contribuent aux dommages tissulaires fréquemment observés sur les sites d'inflammations
chroniques (Holmstrom et Finkel, 2014).

L’apport insuffisant de nutriments, causé par une fonction cérébrovasculaire altérée,
contribue a la diminution de la capacité neuronale dans le cerveau vieillissant (Zarchin et al.,
2002). Des déficiences de certains micronutriments en particulier celles liées aux mécanismes
de métabolisme antioxydant et des acides aminés, par exemple les vitamines Bi, B2, B¢, Bo, B12
et C, ont été associées a une déficience cognitive chez les personnes agées (Solfrizzi et al.,

2011).

2.4. Antioxydants végétaux

2.4.1. Introduction

Tout composé capable de neutraliser les ROS, sans subir lui-méme la conversion en une
espece radicalaire destructrice, peut étre considéré comme un antioxydant. D’apres He et al.
(2012), un antioxydant est une substance qui, lorsqu'elle est présente a de faibles concentrations
par rapport a celles de substrats oxydables, retarde ou inhibe considérablement I'oxydation de
ce substrat.

Les polyphénols comprennent une grande classe d'antioxydants (fig. 15) tels que les
flavonoides, les anthocyanines, les acides phénoliques, les tanins, les lignanes et les stilbeénes.
Ils ont suscité un intérét croissant de la part des scientifiques, consommateurs et des fabricants
au cours des dernieres décennies en raison de nombreux avantages pour la santé tels que leurs
propriétés  antibactériennes, anti-inflammatoires, antiallergiques, hépatoprotectrices,

antithrombotiques, antivirales, anticancéreuses et vasodilatatrices (Rodrigo et al., 2011).
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Figure 15. Les antioxydants fréquemment rencontrés (He et al., 2012).

Les flavonoides sont de puissants antioxydants (Gu et al., 2015 ; Bakoyiannis et al,
2019). Le squelette flavonoide est composé de deux cycles carbonés aromatiques : A et C
(cycles benzopyrane) et B (cycle benzéne) (Bakoyiannis et al., 2019). Leur classification est
corrélée au degré d’oxydation du cycle C, au schéma d’hydroxylation de la structure du cycle
et a la substitution en 3 positions. Ainsi, la diversité du nombre et de la disposition des groupes
hydroxyle, combinée a leur glycosylation et / ou alkylation, conduit a la dis-similarité entre les
catégories (Ververidis et al., 2007) (fig. 16).

Les acides phénoliques sont divisés en deux catégories : les dérivés de I’acide benzoique
comme 1’acide gallique ou vanillique et les dérivés de 1’acide cinnamique comme [’acide
caféique, coumarique, sinapique et férulique. Ces derniers ont une bonne activité antioxydante
(Kochetova et al., 2007).

Les tanins sont des polyphénols de structure complexe, avec une activité antioxydante
trés puissante due au piégeage de I’O>". Les deux familles les plus importantes sont les
gallotanins et les ellagitanins (Anderson et al., 1995).

Les stilbénes sont des polyphénols présents dans de nombreuses familles de plantes
supérieures. Le resvératrol par exemple est un bon antioxydant contre I’oxydation des LDL

(Wu et Hsieh, 2011).

28



Chapitre 2 : Oxydation, neurodégénération et plantes neuroprotectrices.

Flavonoid Skeleton

TR TIIETe LR

e h ™ A ,..L . )\(" "
L ~ L"I/ - ')/\r‘ ~/\/( - - P r A e V'\,(\, e e T . y "I N
N NN - |
' e 7 GOC . ro.
4 i L Y L
Flavonols Flavanones Flavanols Flavones Anthocyanins Isoflavones

Figure 16. Structure des principales sous-classes de flavonoides (Bakoyiannis et al., 2019).

Les alcaloides sont 1’'uns des antioxydants majeurs dans les produits naturels, et leurs
activités antioxydantes avaient ét¢ démontré dans plusieurs études antérieures (Yin et al,

2010 ; Bousselessela et al., 2013 ; Gan et al., 2017).

2.4.2. Mode d’action des antioxydants
2.4.2.1. Réaction d’oxydo-réduction

Une réaction d'oxydo-réduction est une réaction chimique au cours de laquelle se
produit un transfert d'électrons pouvant s’accompagner par un transfert de protons. L'espece
chimique qui capte les électrons est appelée « oxydant » ; celle qui les céde, « réducteur ».
Dongc, le réducteur s'oxyde (réaction d'oxydation), l'oxydant se réduit (réaction de réduction).
L'oxydo-réduction se compose donc de deux demi-réactions : une oxydation et une réduction

(Bouguerne, 2012).

2.4.2.2. Mécanisme antioxydant
Les principaux oxydants dans les milieux biologiques sont les radicaux libres et les
métaux de transition. Les antioxydants, principalement les polyphénols, désactivent les

radicaux libres via trois mécanismes :
2.4.2.2.1. Transfert d’atome d’hydrogéne

L’antioxydant phénolique agit avec le radical libre par transfert d’un atome d’hydrogéne

via la rupture homolytique de la liaison O-H
ArOH+R* —» ArO'+RH
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Les produits de cette réaction sont la forme réduite (RH) du radical néfaste, et le radical ArOe
(forme oxydée de I’antioxydant). Bien que cette réaction donne naissance a un autre radical

libre, celui-ci est moins réactif (Leopoldini ef al., 2011).

2.4.2.2.2. Transfert mono-¢électronique d’électron

Dans ce mécanisme, un électron est transféré au radical libre Re. L’anion R" et le cation
radical ArOH+- ainsi formé sont généralement des entités stables.
ArOH+R* —» ArOH+R
Le potentiel d’ionisation est le facteur déterminant du pouvoir piégeur d’¢lectrons. Un
potentiel bas implique un arrachement facile d’¢électron et en conséquence une réaction avec le

radical libre (Leopoldini ez al, 2011).

2.4.2.2.3. Chélation des métaux de transition

Le dommage oxydatif est un processus multiphasique impliquant des étapes d'initiation
et de propagation de la chaine radicalaire. Un mécanisme important de l'action antioxydante est
la chélation des métaux de transition, empéchant ainsi la catalyse de la décomposition du
peroxyde d'hydrogene via la réaction de type Fenton (Bush, 2003). D’apres Leopoldini ef al.

(2011), il y a trois sites potentiels pour que le métal se lie a la Quercétine (fig. 17)

Figure 17. Mécanisme de chélation des métaux de transition par la Quercétine
(Leopoldini et al., 2011).
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2.5. Exemples de quelques plantes et substances phytochimiques antioxydantes au niveau

du cerveau

Crocus sativus et son composant principal, la crocine, possédent des effets antioxydants
puissants en réduisant le taux de malondialdehyde (MDA) chez des rats exposés a un stress
oxydant (Tamaddonfard et al., 2013). L'administration d'extrait de C. sativus (100 mg/kg)
avant I'induction d'une ischémie cérébrale par occlusion de 1'artéere cérébrale moyenne (MCAOQO)
réduit significativement les concentrations de glutamate et d’aspartate. Le MCAO a entrainé
une diminution importante du contenu de GSH et de ses enzymes dépendantes. Les activités du
Na*/K" - ATPase, de la SOD et de la CAT ont également été considérablement réduites par ce
modele. Toutes ces altérations induites par l'ischémie ont été significativement atténuées par
cet extrait (Saleem et al., 2006).

Les tocols et les acides phénoliques dans I’huile de Thymus vulgaris peuvent réagir
directement avec les radicaux libres et inhiber la peroxydation lipidique (Assiri et al., 2016).
L’effet neuroprotecteur de Curcuma longa dans la maladie de Parkinson est relié a ses
propriétés antioxydantes. Wang et al. (2011) rapportent que le curcuma restaurait
I’accumulation intracellulaire des ROS dans des lignées cellulaires humaines SH-SYS5Y
exposées au 6-hydroxydopamine (6-OHDA). L’administration orale de curcuma (60 mg/kg)
pendant trois semaines avait amand¢ la dégénération du striatum neuronal de rats suite a une
Iésion au 6-OHDA (Agrawal et al., 2012). La plante protégeait les neurones des ROS via la
restauration de la diminution du niveau du glutathion (GSH) (Harish et al., 2010).

En 2004, Suzuki et ses collaborateurs, avaient administré de 1'extrait de catéchine de thé
a des rats pendant cinq jours avant l'occlusion de l'artére cérébrale moyenne (MCAOQ) et re-
perfusion pour examiner leurs effets protecteurs sur divers processus de détérioration apres un
AVC. Les catéchines avaient significativement amélioré les déficits neurologiques observés
apres re-perfusion par l'inhibition de I'expression de I’oxyde nitrique synthétase (iNOS) et
l'infiltration des neutrophiles. De plus, la formation de peroxynitrite s'est avérée étre diminuée
en raison des puissantes propriétés de piégeage des radicaux libres par cette molécule.

Selon Vausour ef al. (2017), bien que les polyphénols puissent exercer certains de leurs
effets neuroprotecteurs en agissant directement comme antioxydants, ils ont probablement
d'autres effets importants, tels que 1'élimination des espéces réactives de 1'azote et l'activation
de la signalisation cellulaire qui régulent la production de radicaux libres. Les polyphénols
répriment les génes impliqués dans les ramifications du stress oxydatif tout en induisant des

programmes d'expression des genes antioxydants et détoxifiants (Pietta et al., 2000 ; Vauzour
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et al.,, 2012). Selon Vauzour et al. (2012), de faibles niveaux de ces composés phénoliques
semblent activer le facteur de transcription Nrf2. Ce facteur induit la production d'enzymes
antioxydantes endogenes et d'autres composés protecteurs apparentés.

Ces composés réduisent la dérivation radicalaire a partir des formes non radicalaires
telles que le peroxyde d'hydrogene, 1'oxygene singulet et le peroxynitrite (Quideau et al., 2011).
Ils peuvent également protéger et régénérer d'autres antioxydants, notamment I'acide
ascorbique et le tocophérol (Pietta et al., 2000).

De nombreux composés, y compris les flavonoides, ont été marqués en tant que
suppresseurs de stress oxydatif, par exemple, en augmentant les niveaux de glutathion (GSH)
(Gu et al., 2015). D’apres Rahigude et al. (2012), la narigénine contrait les niveaux élevés de
peroxyde et d'oxyde nitrique chez les rats diabétiques en augmentant leur taux de glutathion.
La lutéoline, pouvait atténuer les déficiences cognitives observées chez les rats obeéses en
diminuant les indicateurs de stress oxydatif (Liu et al, 2013). L'hespéritine augmentait les
enzymes antioxydantes, SOD, GSH-Px, glutathion réductase, catalase et GSH dans
I’hippocampe de rats contribuant ainsi a la réduction du stress oxydant (Kheradmand et al,
2018). Dans des cellules PC12 (lignée de cellules tumorales), I'ajout de flavonoides avait
supprim¢é 1'augmentation des ROS induite par 1’hydroperoxyde, une espéce oxydante
physiologiquement pertinente impliquée dans la pathologie de la paroi vasculaire (Van der Loo
et al., 2000 ; Dajas et al., 2003) et 1a neurodégénérescence (Szabo et al., 2007).

Les flavonoides sont susceptibles de combattre la dysfonction neuronale et la toxicité
en augmentant l'expression des geénes antioxydants (Williamson ef al., 2012). Wang et al.
(2001) avaient étudié l'effet de plusieurs flavonoides sur la cytotoxicité induite par les peptides
beta amyloides sur les neurones corticaux. La Pré-incubation de ces cellules avec 50 pM de
kaempférol, d'apigénine, de lutéoline et de quercétine avaient significativement réduit
I'augmentation de la production des ROS issue de 1’agrégation des plaques séniles. Selon
Schmitt-schillig et al. (2005), la myricétine, la morine et la quercétine inhibaient non seulement
la formation et l'extension des fibrilles beta amyloides mais aussi les fibrilles préformées qui
¢taient déstabilisées avec des concentrations efficaces de l'ordre de 0,1-1 pM. Un autre effet
bénéfique des flavonoides est de diminuer I'oxydation des lipides membranaires. Par exemple,
la gossypine avait inhibé de fagon spectaculaire la peroxydation des lipides initiée par Fe** et
l'acide ascorbique dans des homogénats de cerveau de rat (Schmitt-schillig ez al., 2005). Les
flavonoides peuvent simultanément piéger les métaux de transition et les empécher de prendre

part aux réactions générant des radicaux libres ; la chélation de ces métaux peut effectivement
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réduire I'oxydation. Selon Arora et al. (1998), le nombre des groupes OH et leurs positions sur
'anneau de la molécule déterminent la capacité de chélation des flavonols.

Les anthocyanidines inhibaient, elles aussi, la peroxydation lipidique induite par H,O»
dans les homogénats de cerveau de rats (Schmitt-schillig ef al., 2005).

D’apres plusieurs auteurs les alcaloides sont, eux aussi, de puissants antioxydants (Yin
et al., 2010 ; Choi et al., 2012 ; Bousselessela et al., 2013 ; Gan et al., 2017). L'extrait
liposoluble de Lepidium meyenii, réduisait le taux de lactate déshydrogénase sérique et la
peroxydation des lipides musculaires en augmentant le glutathion total hépatique et musculaire
chez des rongeurs exposés a un stress oxydatif. Cette plante contient des alcaloides tels que le
N-benzylhexadécanamide et le N-benzyl-5-o0x0-6E, 8E-octadécadiénamide, ce qui suggere que
l'effet antioxydant de cet extrait peut étre en partie attribué a ces molécules (Choi ef al., 2012).
Les alcaloides semblent avoir un pouvoir antioxydant plus fort que celui des phénols (Gan et
al., 2017). Selon Du (2011), les alcaloides extraits de Lepidium meyenii a une concentration de
62,4%, étaient considérés comme la principale substance antioxydante en raison de la
corrélation entre les alcaloides et la capacité de piégeage du radical DPPH. D’apres
Bousselessela et al. (2013), les alcaloides extraits de Euphorbia granulata avaient montré une

grande activité antiradicalaire contre les radicaux libres DPPH.

2.6. Neurotoxicité, neuroprotection et plantes neuroprotectrices
2.6.1. Neurotoxicité

Le cerveau humain reste généralement sain sur le plan structurel et fonctionnel pendant
plusieurs décennies, malgré le caractére post-mitotique et non régénérateur des neurones. Cela
témoigne de la capacité profonde du cerveau a I’homéostasie : les neurones et la glie possédent
des mécanismes intégrés qui leur permettent de mettre en place des réponses adaptatives ou
protectrices a des situations potentiellement difficiles, garantissant ainsi le maintien de la
viabilité et de la fonctionnalité cellulaires. Cependant certaines substances, dites neurotoxiques,
ont la capacité de perturber cet équilibre (Baxter et Hardingham, 2016).

La cytotoxicité est la propriété qu’a un agent chimique ou biologique de provoquer des
altérations cellulaires en aboutissant a leur destruction (Dausset, 1976). Les facteurs
neurotoxiques sont principalement impliqués dans la perte progressive de neurones
(Sowndhararajan et al., 2018). Leur mécanisme d’action implique une perturbation de la
membrane cellulaire provoquant une fuite du contenu cellulaire ou bien I’inhibition des

fonctions vitales comme le transport d’ion ou la transduction du signal (Xu et al., 2004).
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2.6.2. Neuroprotection

La neuroprotection désigne les stratégies et les mécanismes relatifs capables de défendre

le systéme nerveux central (SNC) contre une 1ésion neuronale due a des troubles aigus tels que
I’accident vasculaire cérébral ou le traumatisme et des troubles chroniques comme 1’ Alzheimer
et la maladie de Parkinson. Parmi ces stratégies, la phytothérapie peut représenter une précieuse
ressource dans la prévention plutdt que dans la thérapie de certaines maladies du SNC (Iriti et
al., 2010). Un neuroprotecteur est généralement défini comme un agent qui prévient la mort
neuronale en inhibant une ou plusieurs des étapes pathophysiologiques dans les processus qui
suivent une lésion du systéme nerveux, une ischémie ou l'application de neurotoxines. La
définition inclut des interventions qui ralentissent ou stoppent la progression de la
dégénérescence neuronale (Abuhamdah, 2014).
Les dommages et la mort des cellules neuronales sont principalement responsables de
nombreux troubles neurodégénératifs (Chen et al., 2016). A cet égard, la principale cible des
agents neuroprotecteurs est de protéger le systéme nerveux central contre les dommages causés
aux cellules neuronales par les Iésions cérébrales aigu€s ainsi que les maladies
neurodégénératives chroniques (Pak et al., 2016).

En médecine traditionnelle, un grand nombre de plantes neuroprotectrices ont été
utilisées pour soigner des maladies neurodégénératives telles que la maladie d'Alzheimer (MA)

et d'autres troubles liés a la mémoire.

2.6.3. Role de quelques plantes et substances phytochimiques dans la neuroprotection.

Dans un effort de compréhension physiologique et physiopathologique des fonctions
cognitives et la recherche de nouvelles molécules qui s’avéraient neuroprotectrices, les
chercheurs avaient utilis¢ divers composés souvent dérivés de 1'environnement, par exemple

des espéces végétales, également appelés nutraceutiques (fig. 18).
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Figure 18. Structure chimique des polyphénols a usage thérapeutique dans les maladies
neurologiques liées a 'age (Bhullar et Rupasinghe, 2013).
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2.6.3.1. Effet neuroprotecteur des polyphénols

Les polyphénols sont un groupe de composés phytochimiques naturels, présents en
grandes quantités dans les fruits et 1égumes. Ils peuvent étre combinés a du sucre, sous forme
de glycosides, et sont généralement situés dans la vacuole des cellules végétales (Jimoh et al.,
2010). IIs contribuent a la prévention des maladies chroniques liées a 1'age telles que les MCV,
le diabéte, les cancers, 1'ostéoporose et les maladies neurodégénératives (Van Dam ez al., 2013).
Dans une étude menée par Rabassa et al. (2015), ils avaient observé que pour les participants,
ayant consomm¢ un régime riche en polyphénols (> 600 mg/j), les risques de mortalité toutes
causes confondues étaient réduits de 30% et le risque de déclin cognitif des fonctions cognitives
globales diminuait de 47%. La consommation de certains aliments contenant des quantités
¢levées en polyphénols a été associée a une réduction de 1'apparition de troubles neurologiques
tels que la maladie d'Alzheimer et pour contrer le vieillissement cérébral (Bhullar et
Rupasinghe, 2013 ; Corona et Vauzour, 2017) (fig. 19 et 20). Les polyphénols peuvent agir
pour protéger le cerveau de plusieurs fagons, notamment en protégeant les neurones
vulnérables, en améliorant la fonction neuronale existante ou en stimulant la régénération

neuronale (Youdim et Joseph, 2001).
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Figure 19. La neuroprotection des polyphénols contre les maladies neurodégénératives
(Bhullar et Rupasinghe, 2013).

36



Chapitre 2 : Oxydation, neurodégénération et plantes neuroprotectrices.

2.6.3.1.1. Effet des polyphénols sur I’inflammation

Un régime alimentaire riche en fruits et légumes influence la fonction des systemes
immunitaires réduisant ainsi l'inflammation systémique (Esfahani et al., 2016). Des études in
vitro sur des modeles animaux avaient démontré que les composés anti-inflammatoires des
plantes stimulent la neurogenése et protégent les neurones contre les troubles nocifs (Stangl et
Thuret, 2009). Les cytokines pro-inflammatoires et les génes contribuent a l'inflammation et a
la mort neuronale dans divers troubles neurologiques. La plupart des thérapeutiques ciblent les
cytokines et d’autres réponses immunitaires comme une intervention thérapeutique. Les
polyphénols sont bien connus pour leurs activités anti-inflammatoires, ils contrélent la
neuroinflammation et la mort neuranale (Cavet ef al., 2011). L’EGCG inhibe les cytokines et
les chemokines tels que I’IL-1p, IL-6 et le MCP-1. Le resvératrol contréle l'inflammation de

I'hippocampe en réduisant 1'expression des niveaux d'ARNm MCP-1 (Lee et al., 2010).
2.6.3.1.2. Effet des polyphénols sur P’activité de I’acétylcholinesterase

Les polyphénols présentent des propriétés neuroprotectrices, notamment une action
thérapeutique contre la maladie d’Alzheimer et la démence. Les extraits de thé vert et blanc,
trés riche en ces substances, avaient inhibé 'acétylcholinestérase (AChE), ce qui indique leur
potentiel dans le traitement de troubles liés a 1'age (Okello et al., 2012). Les Polyphénols de
Cistus laurifolius avaient également présenté un effet inhibiteur de I’AChE en soutenant le role

neuroprotecteur des polyphénols (Akkol et al., 2012).
2.6.3.1.3. Effet des polyphénols sur les mitochondries.

Le resvératrol accroit I’expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 et baisse
l'expression de la protéine Bax (Li ef al, 2012). Le resvératrol a également agi en tant
qu'antioxydant mitochondrial en élevant les niveaux d'antioxydants Trioredoxine-2 (TRX2)
(Kairisalo et al., 2011). De méme, le resvératrol contrdle le stress oxydatif dans les cellules
PC12 et inhibe la voie d’apoptose mitochondriale en régulant négativement Bax et positivement

Bcl-2 (Agrawal et al., 2011).
2.6.3.1.4. Effet des polyphénols sur les métaux de transition

L'accumulation de métaux de transition dans le cerveau contribue au développement de
maladies neurodégénératives. L’EGCG avait montré une capacité de chélation du fer dans les

cellules de neuroblastome SH-SYSY ainsi que I’inhibition de facteurs apoptotiques tels que le
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BCL2 (B-cell lymphoma 2), Bax (BCL2-associated X protein) et la caspase-3 (Avramovich-
Tirosh et al., 2007).

2.6.3.1.5. Effet des polyphenols sur les canaux ioniques

Les effets neuroprotecteurs des polyphénols sont souvent attribués a leur capacité a
moduler les voies de signalisation cellulaire (Sueishi ef al., 2012). L’effet neuroprotecteur des
EGCG se produit par I’inhibition des courants de calcium dépendant du voltage et des courants
induits par le NMDA, ainsi que de 1’élévation du Ca?" par la voie de la PLC-IP; (Wang et al.,
2011). Les canaux sodiques impliqués dans la pathologie de la sclérose multiple avaient été
bloqué par des polyphénols du raisin comme la quercétine, la catéchine et le resvératrol (Yao
et al., 2010). Les canaux couplés a la protéine G impliqués dans la signalisation neuronale et
I’excitabilit¢ membranaire sont activés par la naringinine montrant ainsi un potentiel

d’amélioration de la cognition dans la maladie d’Alzheimer (Yow et al., 2011).
2.6.3.1.6. Effet des polyphénols sur la cytotoxicité induite par les peptides beta-amyloides

Les polyphénols agissent contre l'augmentation de la protéine précurseur de I'amyloide
(APP) (Anderson et al., 2013). De nombreuses études avaient démontré que le resvératrol qui
présentait des propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes, inhibait l'agrégation des
protéines béta-amyloides (AB) et module les effecteurs intracellulaires impliqués dans la survie
ou la mort des cellules neuronales (Bastianetto ez al., 2015). Le resvératrol a été proposé pour
exercer des effets neuroprotecteurs par l'activation de SIRT1, une enzyme qui désacétyle les
protéines associées a la régulation cellulaire (Lagouge et al., 2006). Majlessi et al. (2012),
avaient constaté que les déficiences de l'apprentissage et de la mémoire causés par les peptides
B Amyloides pouvaient étre rétablies par 1’administration de 1’huile essentielle de Zataria
multiflora chez les rats. Les lignanes de Schisandra chinensis avaient montré des effets
neuroprotecteurs contre la toxicité induite par le glutamate, la B amyloide, le 6-
hydroxydopamine et les lipopolysaccharides (Song et al., 2016). Cette plante avait montré des
effets protecteurs contre diverses maladies induites par les 1€ésions neuronales, notamment les
accidents vasculaires cérébraux, la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson et d’autres
maladies neurodégénératives (Sa et al., 2015).

D’autres substances phytochimiques se sont avérées neuroprotectrices. Il avait été
démontré récemment chez des rats, les effets neuroprotecteurs et améliorant du thymol,
monoterpeéne bioactif isolé du Thymus vulgaris, sur la déficience cognitive causée par la

scopolamine (Deng et al., 2015). Les effets neuroprotecteurs de thymol peuvent étres attribues
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a son effet potentiel sur le GABA, médiateur de I’inhibition de la transmission synaptique
(Marin et al., 2011). Kulkarni et al. (2012) avaient signalé que I’extrait aqueux de Curcuma
longa pouvait augmenter les taux de dopamine, de noradrénaline et de 5-HT dans le SNC. Elle
pouvait avoir un effet inhibiteur sur la maladie de Parkinson, la production de ROS, l'apoptose,
I’agrégation plaquettaire, la production de cytokines, I’activit¢é enzymatique de Ila
cyclooxygénase, les dommages oxydatifs du cerveau et les déficits cognitifs dans des cellules
en culture et sur des modeles animaux (Yang ef al., 2014). 11 a été¢ démontré que la résine oléo-
gomme de Ferula asafoetida pouvait améliorer la régénération et la remy¢élinisation et réduire
l'infiltration de lymphocytes dans le tissu neuropathique chez les souris ; par conséquent, il agit
comme un agent neuroprotecteur et simulateur de nerf dans la neuropathie périphérique
(Moghadam et al., 2014). La résine peut potentiellement inhiber la monoamine oxydase B
(MAO-B) et peut étre utilisée dans le traitement de maladies neurodégénératives telles que la
maladie de Parkinson et la maladie d’Alzheimer (Zarmouh et al., 2016). Les effets
neuroprotecteurs de Nigella sativa et de son principal composant, la thymoquinone, sur divers
troubles du systéme nerveux tels que I'épilepsie et la neurotoxicité ont été exploités (Khazdair
et al., 2015). N. sativa améliorait 1'apprentissage et ’altération de la mémoire induite par la
scopolamine, tout en réduisant 'activité¢ de I'AChE et le stress oxydatif dans le cerveau de rats
(Hosseini et al., 2014). L’administration d'extrait de Crocus sativus (200 mg / kg) et de sirop
de miel pendant 45 jours réduit la neurotoxicité induite par le chlorure d'aluminium chez les
souris (Shati et al., 2011). Récemment, les constituants de C. sativus ont été utilisés pour traiter
certains troubles neuronaux, des propriétés anti-convulsivantes et anti-Alzheimer de I'extrait de

cette drogue, dans des modeles humains et animaux ont été rapportés (Khazdair ez al, 2015).
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Figure 20. Représentation schématique des effets possibles du vieillissement sur les
performances cognitives et des effets connus des polyphénols sur I'amélioration des
diminutions cognitives (Corona et Vauzour, 2017).

NF-«B, facteur nucléaire kappa B ; [L1/6, interleukine 1/6 ; JNK, Jun kinase ; LTP,
potentialisation a long terme ; MAPK, protéine kinase activée par les mitogenes ; NO, oxyde
nitrique; TNF-q, facteur de nécrose tumorale alpha; IL-1f, interleukine 1 béta; CRP, réactif C

protéine; AP, béta-amyloide.

40



Chapitre 2 : Oxydation, neurodégénération et plantes neuroprotectrices.

2.6.3.2. Effet neuroprotecteur des flavonoides

Les flavonoides constituent un groupe important de composés polyphénoliques ayant de
nombreux effets sur le comportement et la cognition (fig. 21). Ces effets varient de

l'apprentissage et de I'amélioration de la mémoire a une amélioration de la cognition générale.
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Figure 21. Principaux effets des composés flavonoides sur la physiologie et la
physiopathologie cérébrale pouvant éventuellement contribuer a I'amélioration cognitive

(Bakoyiannis ez al., 2019).

Des données récentes indiquent qu'un apport élevé en flavanol (495 mg) est associ¢ a
des améliorations de la fonction exécutive humaine et de la mémoire épisodique 2 h apres la
consommation, comparativement a un témoin a faible teneur en flavanol (23 mg) et que
l'ingestion d'anthocyanes (755 mg) indiquait que des améliorations cognitives se manifestent a
5 h apres l'ingestion (Lamport et al., 2015). La lutéoline améliore la fonction de la mémoire
spatiale, évaluée par le test de Morris (test du labyrinthe d’eau) chez des rongeurs soufrant de
déclin cognitif (Liu et al, 2014). Ce composé pourrait affecter une variété de
neurotransmetteurs corrélés aux comportements susmentionnés, y compris les systémes
cholinergique et glutamatergique (Lin et al., 2016). La lutéoline favorise 'activité de la choline
acétyltransférase (ChAT), I'enzyme responsable de la production d'acétylcholine, ainsi que la

réduction de son enzyme dégradante, 1'acétylcholinestérase (AChE), dans 1'hippocampe de rats
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atteint de la maladie d’Alzheimer améliorant ainsi la communication neuronale (Yu et al.,
2015). Brickman et al. (2014) avaient démontré une amélioration de la fonction cognitive avec
une préparation de cacao trés riche en flavonoides qui était accompagnée d'une preuve
fonctionnelle de 1'imagerie par résonance magnétique (IRMjs) d'une activité accrue dans le gyrus
denté, le site de I'hippocampe responsable de 1’apprentissage et de la mémoire.

Les flavonoides avaient ét¢ impliqués dans la prolifération et la survie neuronale, en
agissant sur une variét¢é de cascades de signalisation cellulaire, y compris les voies
ERK/CREB/BDNF et PI3K/Akt (Bakoyiannis et al., 2019) (fig. 22).

Ils favorisent la potentialisation a long terme de lI'hippocampe, ils ont été reconnus
comme des agents prometteurs capables d'influencer différents aspects de la plasticité
synaptique, améliorant ainsi la mémoire et l'apprentissage des animaux et des humains (Del Rio
et al., 2013). L'hespéritine et la baicaléine avaient montré leurs effets positifs sur la plasticité
synaptique via l'activation de la voie PI3K dans les neurones corticaux et hippocampiques de
rats (Liu et al, 2010).

L'activit¢ neuronale pendant la performance cognitive est étroitement liée a
l'augmentation du débit sanguin régional, un processus connu sous le nom de couplage
cérébrovasculaire (Attwell et al., 2010). De tels processus sont principalement médiés par
l'oxyde nitrique (NO) généré par l'activation de I'oxyde nitrique synthase endothéliale (eNOS)
et de 'oxyde syntonique neuronale (nNOS) (Toda et al., 2009 ; Huang, 2011). Des preuves
substantielles supportaient les effets bénéfiques des flavonoides, notamment les flavanols
(Schroeter et al., 2010) et les anthocyanes (Rodriguez-Mateos et al., 2013) sur la fonction
vasculaire périphérique et le débit sanguin. Ces molécules agissent sur la biodisponibilité du
NO via I'activation des eNOS (Schroeter et al., 2006) et/ou de I’inhibition de I'activité NADPH
oxydase (Rodriguez-Mateos et al., 2013).

Des investigateurs avaient identifié, en utilisant un test de géne rapporteur APP-GAL4
dans des neurones de rongeurs primaires, un certain nombre de flavonoides qui inhibent
puissamment l'activité de la By secretase. Plus particulierement, les flavanols épicatéchine (EC)
et épigallocatéchine avaient réduit 'activité de la By sécrétase et la production de B Amyloides
a des concentrations nanomolaires. Une réduction de la pathologie B Amyloides ont également
¢été observées suite a 'administration orale des EC a des souris mutantes APP-PS1 (Bhullar et

Rupasinghe, 2013 ; Vauzour et al., 2017).
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Figure 22. Voies moléculaires de la survie neuronale sur lesquelles les composés flavonoides
semblent agir et induire leurs effets dans le cerveau (Bakoyiannis et al., 2019).

a-c, fj

Nucleus

a. Daidzein b. Hespérétine c. Lutéoline d. Epigallocatéchine-3-gallate e. Oroxyline A f. Puerarin g.
Baicalein h. Apigenin i. Fisetin j. Liquitrigenin.

Abréviations : protéine kinase activée par le mitogéne (MAPK) / kinase ERK (MEK), kinases
extracellulaires régulées par un signal. (ERK), phospholipase Cy (PLCy), protéine kinase C (PKC),
phosphoinositide 3-kinase (PI3K), protéine kinase B (AKT), cible mammalienne de la rapamycine

(mTOR), AMPc protéine de liaison aux éléments de réponse (CREB), facteur neurotrophique dérivé
du cerveau (BDNF).

Williams et al. (2004) avaient présenté des résultats suggérant que EC inhibe 1'enzyme
du clivage de la protéine précurseur amyloide du site f 1 (BACE1) (Cox et al., 2015). Le
métabolite de 1’épicatéchine 3’-O-methyl-épicatechine-5-O-f-glucuronide avait pu améliorer
la transmission synaptique a travers le facteur de transcription de 1’adénosine monophosphate
cyclique (cAMP) (Bhullar et Rupasinghe, 2013). Fu et al. (2014) avaient démontré que la
lutéoline baisse a la fois I'expression de 1'enzyme du clivage de la f-amyloide (BACEI) et du

facteur nucléaire kB (NF-kB), suivie d'une ¢limination des peptides BA dans I'hippocampe et

le cortex cérébral de rats.
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La neuro-inflammation est un processus qui caractérise un certain nombre de
pathologies neurodégénératives. La lutéoline atténue I'expression de 1'IL-6, une interleukine 6
marqueur de I’inflammation, qui se trouve en abondance dans les microglies lors de
I’inflammation (Burton et al., 2016). Une atténuation de I'IL-6 dans les cellules microgliales
survient probablement en inhibant la phosphorylation de la kinase N-terminale de c-Jun (JNK)
et l'activation de la protéine activateur-1 (AP-1), qui sont toutes les deux impliquées dans
l'apoptose et la neuro-inflammation (Jang et al., 2008).

La neurogenese chez I’adulte est un processus fortement associé a la fonction cognitive,
surtout avec l'apprentissage et la formation de la mémoire (Yamada et al, 2016). Les
flavonoides, par exemple l'oroxyline A, la daidzéine et la myricitrine, ont été¢ considérées
comme des stimulateurs de la neurogenése chez l'adulte survenant dans le gyrus denté de
I'hippocampe, tandis que d'autres molécules telles que 1’épigallocatéchine-3-gallate et la
spinosine, semblent étre impliqués dans la différenciation neuronale et/ou la survie de nouvelles
cellules (Yamada et al., 2016). On avait constaté que la lutéoline augmentait 1'épaisseur de la
couche pyramidale CA1 de I'hippocampe, tandis que la myricétine, augmentait celle de CA3 et
promouvait la protection neuronale chez les modéles de rongeurs atteints de la maladie
d’Alzheimer (Ramezani et al., 2016).

Par conséquent, la consommation de flavonoides pourrait étre une direction clinique
potentielle pour la prévention et/ou I’atténuation de la détérioration du déclin cognitif qui
accompagne divers troubles cérébraux (Bakoyiannis et al, 2019). D’autant plus que les
flavonoides présentent une toxicité relativement faible par rapport a d’autres médicaments

(Ververidis et al., 2007).
2.6.3.3. Effet neuroprotecteur des alcaloides.

Les alcaloides constituent un groupe important de métabolites secondaires dans les
plantes. Ils sont disponibles dans plus de 25 familles de plantes telles que Asteraceae,
Piperaceae, Lauraceae, Solanaceae. Les plantes reconnues contenir des alcaloides sont les
especes Anacyclus pyrethrum, Spilanthes acmella, Achillea millefolium et Echinacea, toutes

appartenant a la famille des Asteraceac (Wynendaele et al., 2018).

Les alkylamides, une sous classe d’alcaloides, constitués d’une chaine d’acides gras li¢e
a une partie amide par une liaison peptidique. En raison de la diversité structurelle de ces deux
parties, elles peuvent étre classées en fonction de la combinaison de la chaine des acides gras

(F de1a13)etde la partie amide (M de 1 a 13). Plus de 400 molécules sont déja découvertes
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et leur nom chimique, leur occurrence, leurs propriétés physicochimiques et les fonctionnalités

rapportées sont rassemblées dans la base de données en ligne Alkamides (Boonen et al., 2012).

Les Alkylamides sont connus pour leurs propriétés analgésiques, antimicrobiennes,
insecticides, sensorielles, anti-inflammatoires et immunomodulatrices. Ils sont utilisés pour
traiter les maux de dents, les maladies de la peau et de l'estomac, les dysfonctionnements

sexuels et les infections virales (Veryser et al., 2014).

Ces molécules avaient été¢ également utilisées pour traiter la neurodégénérésence. Un
exemple intéressant c’est la galanthamine (Masondo et al., 2019) (fig. 23), un alcaloide isolé
des bulbes de la famille des Amaryllidacées, utilisée pour le traitement symptomatique de la
maladie d’ Alzheimer (Scott et Goa, 2000) (fig. 24). C'est un inhibiteur compétitif réversible de
'Acétylcholinestérase et il interagit également de manicre allostérique avec les récepteurs
nicotiniques de l'acétylcholine pour potentialiser son action. En agissant pour améliorer la
fonction cholinergique centrale réduite associée aux premiers stades de cette maladie, des
améliorations significatives des symptomes cognitifs et comportementaux ont été observées
(Scott et Goa, 2000). Chez les étres humains, la plupart des alcaloides affectent le systéme
nerveux, particulierement l'action des neurotransmetteurs tels que 'acétylcholine, I'épinéphrine,
la noradrénaline, l'acide gama aminobutyrique, la dopamine et la sérotonine (Roberts

Margaret et Wink, 1998).

0
HC—

Galanthamine

Figure23. Structures chimiques de la galanthamine (Masondo et al., 2019).
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et al., 2015).
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Chapitre 3 : Calcium et les maladies neurodégénératives.

3.1. Introduction

L’ion calcium (Ca?") est un second messager universel qui contrdle un trés grand
nombre de processus biologiques dans toutes les cellules eucaryotes (Brini ef al., 2014). Afin
de controler spécifiquement ces processus, la concentration de cet ion est régulée de fagon tres
fine en amplitude et de fagon spatio-temporelle. En condition de repos, la concentration de
calcium libre dans le cytosol [Ca®*] est maintenue a des niveaux trés faibles (0,1 4 2 uM) par
rapport a sa concentration dans le milieu extracellulaire et dans le réticulum endoplasmique
(RE) (1 a 2 mM) (Bong et Monteith, 2018). Ce gradient de concentration rend le Ca?* un peu
spécial par rapport aux cations plus abondants comme le Na* et le K" car il conduit a une
augmentation significative de [Ca®*]; aprés dépolarisation, alors que l'influx de Na* et de K*
affecte de manicre significative le potentiel membranaire, mais ne provoque que des
modifications relativement mineures de la concentration en ions cytosoliques (Gleichmann et
Mattson, 2011). En dépit de ce gradient de concentration important et d’un gradient électrique
transmembranaire favorable, les ions Ca?* ne peuvent pas entrer dans la cellule. Une quantité
considérable d’énergie est dépensée pour assurer le controle du calcium intracellulaire car une

¢lévation durable de celui-ci est extrémement toxique.

3.2. Signal calcium

Le signal calcique résulte d’une ¢élévation de la concentration du calcium cytosolique a
la suite de sa libération des stocks intracellulaires, en particulier le RE, ou de son entrée depuis
I’espace extracellulaire (Bong et Monteith, 2018). Il se manifeste par une décharge de calcium
dont l'amplitude et la fréquence dépendent directement du stimulus extracellulaire. Cette
décharge de calcium se propage dans toute la cellule, et contrdle les mécanismes de transduction
des signaux délivrés au niveau de la membrane plasmique. Les différents stimuli sont: la
dépolarisation membranaire, 1'étirement mécanique, les agonistes extracellulaires, les
messagers intracellulaires, et 1'épuisement des réserves de Ca?* intracellulaires (Zundorf et
Reiser, 2011).

Les canaux ioniques, les échangeurs et les pompes dans la membrane plasmique, les
membranes des mitochondries, du réticulum endoplasmique (RE), de I'appareil de Golgi et du
noyau contribuent et/ou constituent la boite a outils Ca** ou I’ensemble associé a l'action des
récepteurs couplés a la protéine G, les protéines de liaison au Ca**et les réseaux de transcription

orchestreront les processus neuronaux régulés par cet élément (fig. 25) (Brini ef al., 2014).
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Neuronal Ca** Toolkit

Figure 25. Boite a outils du signal calcique neuronal (Brini ef al., 2014).

Le niveau de Ca?* cytoplasmique est faible dans les cellules au repos. Il est maintenu a
environ 100 nM (fig. 26A). Lors de la stimulation neuronale, provoquée par des variations de
tension (voltage) ou par la liaison d'un ligand extra ou intracellulaire (fig. 26B), des canaux
ioniques situés dans la membrane plasmique s’ouvrent et les ions Ca?" passent dans le

cytoplasme. Le flux calcique est d’environ un million d’ions de Ca® */s/canal (Clapham, 2007).
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Figure 26. Maintenance et utilisation des gradients de Ca®* pour la signalisation
(Clapham, 2007).
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L’entrée du Ca®* dans les neurones excités est assuré par les canaux de Ca?* voltage-
dépendants (VGCC ou VOC) (fig. 26), abondants dans le soma cellulaire, les dendrites et les
terminaisons nerveuses (Lai et Jan, 2006). Ces canaux s’ouvrent lors d’une dépolarisation de
la membrane plasmique, principalement en fonction d’un gradient électrochimique créé par la
différence de charges entre le milieu intracellulaire et extracellulaire, appelé le potentiel
membranaire (Bootman et al., 2012). Les VGCC transmettent les signaux ¢€lectriques produits
a la surface des membranes cellulaires due a I’augmentation locale de Ca?* intracellulaire. Dans
les neurones, les VGCC jouent un role dans la génération et la propagation de l'influx nerveux
et dans 'homéostasie cellulaire. Ils sont divisés en trois sous-familles, a savoir, Cavl, Cav2 et

Cav3 (Brini et al., 2014).

Les ROC (receptor-operated Ca?"channels) sont activés par la liaison de ligands
spécifiques, tels que les neurotransmetteurs, a leur domaine extracellulaire. Le L-glutamate est
le principal neurotransmetteur excitateur dans le cerveau des mammiferes, il active deux classes
de récepteurs, les récepteurs ionotropes (iGluR) et les récepteurs métabotropes (mGIuR). Les
récepteurs sensibles a l'acide alpha-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxazolepropionique
(AMPAR) et les récepteurs sensibles au N-méthyl-d-aspartate (NMDAR) sont les deux
principaux types de récepteurs ionotropes du glutamate. Les mGluR sont couplés aux protéines

G (Buyck, 2008 ; Bootman et al., 2012).

Une troisiéme entrée de Ca®" a travers des canaux appelés SOC (store operated Ca?*
entry channels) (fig. 27), en réponse a I'épuisement du stock de calcium dans le réticulum
endoplasmique ou dans d’autres compartiments cellulaires (Brini ef al., 2014). La sous unité
formant les canaux SOC a été identifiée en 2006 et baptisée Orail/CRACMI1 (Feske et al.,
2006 ; Wegierski et Kuznicki, 2018). L'activation de Orail est faite par une molécule
d'interaction stromale 1 (STIM1), une protéine intégrée dans la membranaire du RE (Roos et
al., 2005 ; Wegierski et Kuznicki, 2018).

Un autre groupe de canaux d’entrée de Ca?", ¢’est la famille des récepteurs transitoires
potentiels (TRP) (fig. 27). Les TRP sont une classe de canaux pouvant générer des changements
dans la concentration de Ca*" intracellulaire, soit directement en agissant comme voie d'entrée
du Ca?* ou indirectement en provoquant une dépolarisation cellulaire qui déclenche I'activation
des canaux ioniques dépendants du voltage (VGCC). Il faut mentionner que la plupart des
canaux TRP sont également localisés dans les membranes du RE et de 1’appareil de Golgi

(Brini et al., 2014). Ce sont des canaux nombreux et largement exprimés, mais les plus
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importants pour la fonction neuronale sont les sept membres de la sous-famille des canaux TRP
(TRPC1-7) (Sawamura et al., 2017). Par exemple, le TRPM2 fournit une voie d’entrée du Ca?*
lorsque la concentration cytosolique du métabolite adénosine diphosphate ribose (ADPR) est
en hausse. L’influx de Ca?" via le TRPM2 provoque une augmentation importante du Ca**

cytosolique et I’apoptose (Bootman et al., 2012).

Il existe d’autres canaux tels que, les canaux Ca?" régulés par l'acide arachidonique
(ARC) (fig. 27). Ces canaux sont de faible conductivité et de forte sélectivité aux ions calcium

(Thompson et al., 2013).
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Figure 27. Assemblage et sous-types des sous-unités des principaux canaux calcium
neuronaux (Brini et al., 2014).
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Lors de la stimulation des neurones, le Ca>" stocké est simultanément libéré du réticulum
endoplasmique via les canaux Ca”"/récepteurs : récepteurs de l'inositol 1,4,5-trisphosphate
(IP3R) et les récepteurs de la ryanodine (RyR) (fig. 27B) (Clapham, 2007 ; Takeshima et al.,
2015). La libération du calcium par les récepteurs IP3R nécessite la liaison d’un second
messager, 1’[P3, en réponse a I’activation de divers récepteurs couplés aux protéines G, localisés
sur la membrane cellulaire (GPCR) (Brini ef al., 2014). L’augmentation de la concentration
cytoplasmique de Ca?*est I’un des principaux déclencheurs de la libération de ces ions via les
RyR, le phénomene connu sous le nom de libération du calcium induite par le calcium (CICR)
(Takeshima et al., 2015).

Dans les neurones, le réticulum endoplasmique forme un vaste réseau continu qui atteint
les terminaisons axonales et la plupart des épines dendritiques (Wu et al., 2017). Ainsi, ses
réserves en Ca?" sont présentes dans tous les compartiments neuronaux qui sont cruciaux pour
la neurotransmission. Dans les neurones au repos, les niveaux de Ca?" dans le RE sont
relativement bas, mais ce dernier peut rapidement s’en approvisionner suite a un afflux de cet
¢lément a partir de I’espace extracellulaire lors d’une dépolarisation cellulaire (Lalonde et al.,
2014).

Les NCX mitochondriaux (NCLX) régissent I’efflux de Ca>* des mitochondries (Palty et
al., 2010). Cet efflux peut également étre provoqué par 1'ouverture des pores de perméabilité de
transition mitochondriaux (mitochondrial permeability transition pore) (mPTP) (Bernardi,

2013).

3.3. Homéostasie calcique

Pour éviter que la cellule soit exposée trop longtemps a des niveaux de Ca?* élevés, suite
aune dépolarisation membranaire par exemple qui méneraient a I’apoptose, la cellule doit tenter
de rétablir des niveaux de Ca®* cytosoliques adéquats. Pour parvenir a cette homéostasie, la

cellule est dotée de plusieurs mécanismes (fig. 28).

3.3.1. Uniporteur de calcium mitochondrial (MCU)

La mitochondrie constitue un organite d’accumulation de calcium pouvant controler a
la fois I’amplitude, la durée, la localisation et la propagation des élévations calciques
cytosoliques, et le recyclage du Ca?*. L’uniporteur de calcium mitochondrial joue un role
important dans 1'élimination des aberrations en calcium cytosolique. Ces canaux interviennent
dans D’entrée du Ca?" dans la matrice mitochondriale, entrainée par le potentiel négatif

membranaire, généré par l'activité des composants de la chaine respiratoire de la membrane
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interne (Raffaello ef al., 2013). L accumulation du Ca* par les mitochondries est assurée par
I’élévation localisée de la [Ca®']i a proximité des canaux calciques de la membrane
cytoplasmique et de la membrane du RE et par les sites de contact entre les mitochondries et le
RE (Bong et Monteith, 2018). L'augmentation de la concentration en Ca®" dans la matrice
mitochondriale stimule l'activité de trois enzymes du cycle de l'acide tricarboxylique : la
pyruvate déshydrogénase, 1'isocitrate déshydrogénase et 1'a-cétoglutarate déshydrogénase, en
se liant directement a 1'enzyme, améliorant ainsi la production d'ATP et I'élimination du Ca?*
cytosolique par les pompes Ca?*-ATP ase vers le réticulum endoplasmique et au-dela de la

membrane plasmique (Brini ez al., 2014).

3.3.2. Pompes Ca?" - ATPase de la membrane plasmique (PMCA)

Les pompes PMCA appartiennent a la famille des ATPases de type P, caractérisées par
la conservation temporaire de 1'énergie de ' ATP sous la forme d'un intermédiaire enzymatique
phosphorylé formé entre le y-phosphate d'ATP hydrolysé et un résidu D invariant dans une
séquence hautement conservée des molécules de pompe (Brini ef al., 2014). Les PMCA, situées
sur la membrane plasmique, transportent le Ca** intracellulaire a 1’extérieur de la cellule.
D’aprés Gleichmann et Mattson (2011), une signalisation calcique de forte intensité nécessite
une consommation élevée d'ATP pour rétablir les niveaux bas de Ca** intracellulaire. La PMCA
est activée par la calmoduline en présence d'ions Ca®". En absence de calcium, un domaine de
l'extrémité C-terminale de la PMCA est considéré comme auto-inhibiteur. La liaison de la
calmoduline a cette extrémité léve cette inhibition d'ou une augmentation de la sortie de calcium
(Strehler et al., 2007). Les PMCA ont une forte affinité pour le Ca** mais une faible capacité
de transport de ce dernier (Brini et al., 2014).
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Figure 28. Mécanismes d’homéostasie calcique (Chandran et al., 2019).

3.3.3. Pompes Ca?*-ATPase de la membrane du réticulum sarco/endoplasmique (SERCA)

La pompe Ca**- ATPase de type P du réticulum sarco/endoplasmique joue un role
important dans 1'élimination du Ca?* cytosolique en excés, rétablissant ainsi ses niveaux basaux.
Dans toutes les cellules au repos, les niveaux de Ca?* sont maintenus bas dans le cytosol (~100
nM). L’ion est stocké principalement dans le réticulum endoplasmique (ER) ou sa concentration

atteint des centaines de micromoles (Clapham, 2007).

3.3.4. Protéines de liaison au Ca?* : protéines tampons et protéines capteurs de Ca**

Par rapport aux cellules non excitables, les neurones possédent un répertoire plus
diversifié de protéines manipulant le Ca>* dont beaucoup sont spécifiques aux neurones. Leur
tache consiste a contrdler étroitement les niveaux de calcium cellulaire dans 1'espace et dans le
temps afin de permettre un contrdle précis des effecteurs de signalisation de Ca?*, tels que la
kinase CaMKII et la phosphatase calcineurine (CaN) (Wegierski et Kuznicki, 2018).
Plusieurs protéines de liaison au Ca>* sont exprimées dans le systéme nerveux. Leur localisation

et leur affinité pour ce cation différent selon leur role spécifique. Sur le plan fonctionnel, elles
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peuvent étre divisés en deux groupes : les protéines tampons qui, conjointement avec les
mécanismes de clairance du calcium, contrdlent la durée et la propagation de ses signaux, et les
protéines capteurs de Ca?* qui traduisent également les changements de concentration en
calcium en signaux spécifiques. Parmi ces protéines on peut citer : la calséquestrine, la
calréticuline, la calbindine, la calrétinine, la calmoduline et la parvalbumine. Ces protéines sont
capables de lier les ions calcium et font donc disparaitre le calcium sous sa forme ionique, qui

est la forme sous laquelle il agit (Buyck, 2008).

3.3.5. Echangeurs d’ions Na*/Ca?" de l]a membrane plasmique (NCX)

Les NCX réalisent l'extrusion de Ca®" en utilisant le gradient électrochimique du Na™.
Pendant chaque cycle, trois ions de Na‘entrent dans la cellule et un ion Ca** est extrudé contre
son gradient (Buyck, 2008). La vitesse d’échange dépend de la concentration de ces ions de
part et d’autre de la membrane (Philipson ez al., 2002). Les NCX ont une faible affinité pour

le Ca?" mais une grande capacité de transport de ce dernier (Brini et al., 2014).

3.4. Roéle du signal calcium

3.4.1. Introduction

L'ion Ca?" est un messager intracellulaire polyvalent. Il fournit une régulation
dynamique d'une vaste gamme de processus cellulaires (Bootman et al., 2012). Les cellules
eucaryotes utilisent le Ca?>" comme porteur de signal pour réguler les fonctions communes a
chacune d’entre elles, et incluent le contréle du métabolisme par le processus de
phosphorylation et de déphosphorylation enzymatique, les processus de motilité comme ceux
impliquant le cytosquelette, la sécrétion de diverses molécules dans le processus d'exocytose,
la transcription de nombreux genes, le processus de mort cellulaire programmée (Brini et al.,
2014) ainsi que la communication et 1’adhésion entre les cellules (Marambaud et al., 2009). 11
est étroitement associ¢ a de nombreux mécanismes de signalisation cellulaire tels que la
régulation de complexes Ca**/calmoduline qui modulent 1'action de nombreuses protéines, le
chimiotactisme, la croissance cellulaire, la phototransduction dans les cellules visuelles, la

différentiation et le contrdle de la méiose (Bootman et al., 2012 ; Kanchiswamy et al., 2014).

3.4.2. Role du signal calcium a I’échelle neurologique
Dans le systeme nerveux, les ions calcium conservent et, peut-étre méme, étendent leur
degré ¢élevé de polyvalence en raison de la morphologie complexe des neurones (Grienberger

et Konnerth, 2012). Le passage du Ca®* a travers la membrane plasmique et entre les organites
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intracellulaires intégre diverses fonctions cellulaires et soutient des processus de signalisation
complexes revétant une importance particuliere pour l'activité des cellules neuronales.

Les neurones dépendent des ions calcium pour la régulation de nombreux processus
cruciaux tels que la neurogeneése et la viabilité neuronale (Wegierski et Kuznicki, 2018). L’ion
intervient éventuellement dans la croissance des neurites et dans la synaptogenése (Mattson,
2007).

Les neurotransmetteurs transmettent les signaux depuis le terminal de 1’axone d’un
neurone a travers la synapse jusqu'au neurone suivant. Ils sont emballés dans des vésicules
synaptiques qui fusionnent avec la partie présynaptique de la membrane plasmique, déchargeant
leur contenu dans la fente synaptique pour atteindre des récepteurs spécifiques sur la membrane
postsynaptique du neurone suivant. Le Ca*" joue un rdle dans le processus de libération des
neurotransmetteurs : il pénétre dans le terminal axonal suite a la dépolarisation de la membrane
plasmique qui ouvre les VOC. Une fois dans le terminal, il favorise la fusion des vésicules

synaptiques avec la membrane plasmique présynaptique (Brini et al., 2014).

Le signal calcique aide les neurones a s'adapter aux besoins liés a leur activité, et grace
aux mécanismes de feed-back et de feed-forward, renforce les connexions synaptiques
pertinentes, ¢limine les connexions non pertinentes et évite la surexcitation. De cette maniere,
le Ca?* joue un role essentiel dans le controle de I’excitabilité neuronale (Gleichmann et

Mattson, 2011).

L'apprentissage, la formation et la consolidation de la mémoire, la potentialisation a long
terme (LTP) sont tous des processus neuronaux spécifiques qui sont sous le contrdle de signaux
calciques (Wojda et al., 2008). La LTP définit I'augmentation durable de la transmission
synaptique a la suite d'une stimulation a haute fréquence. Les synapses ont la capacité de
modifier leur force, c’est-a-dire qu’elles font preuve de plasticité. Etant donnée que
l'apprentissage et la mémoire sont généralement liés aux modifications de la force synaptique,
on suppose généralement que la LTP est impliquée dans ces processus (Brini et al., 2014). Lors
de l'activité synaptique, I'augmentation des concentrations de calcium cytosolique initie
l'activation de plusieurs cascades de signalisation dépendantes de la kinase, conduisant a
l'activation de CREB, essentielle a l'induction et a l'expression de la LTP et a la plasticité
synaptique (fig. 29) (Marambaud ez al, 2009). Selon Hudmon et Schulman (2002). Le
neurotransmetteur glutamate interagit d'abord avec les AMPAR postsynaptiques, induisant la

pénétration de Na* dans le neurone postsynaptique. La dépolarisation de cette derniére élimine
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le bloc Mg?" des récepteurs NMDA postsynaptiques, permettant ainsi l'influx de Ca*>* dans le
neurone et 'activation d'un certain nombre de kinases et d'autres enzymes, telles que la NO

synthase.
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Figure 29. Role du signal calcique dans la plasticité synaptique (Marambaud et al., 2009).

Les signaux calcium ont la propriété particuliére de 1’autorégulation, c'est-a-dire que les
systémes protéiques qui contrdlent I'homéostasie cellulaire du Ca?* peuvent étre régulés par le
Ca®" lui-méme, tant au niveau transcriptionnel que post-transcriptionnel (Mellstrom et al.,
2008). D’aprés Clapham (2007), les capacités des ions Ca?* a modifier les champs
¢lectrostatiques locaux et les conformations des protéines sont les deux outils universels de la
transduction du signal. La fonction des protéines est régie par la forme et la charge. Le Ca®>* en
se fixant sur ces protéines déclenche des changements conformationnels.

Dans le noyau, les signaux de calcium peuvent réguler la transcription génique (Lyons
et West, 2011 ; Kanchiswamy et al., 2014). Le Ca*" est impliqué dans la dégradation de
'enveloppe nucléaire et dans l'activation de la transcription (Liu ef al, 1993). En outre, la
phosphorylation du facteur de transcription CREB est induite par le Ca?*, 30 secondes aprés la
dépolarisation cellulaire (Humbert, 1995). Dans le noyau, le Ca?* contréle I'action de diverses
protéases et nucléases, la fonction de la calmoduline nucléaire dans la synthése de I'ADN, le

début et la progression de la mitose, I'expression des geénes et la réparation de ' ADN. Il est aussi
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impliqué dans la régulation de la méiose en intervenant dans la dégradation des cyclines par la
Ca*"/calmoduline kinase II (Bachs et al., 1994).

Le Ca** régule la capacité des mitochondries a fournir de I'ATP aux processus exigeants
en énergie, y compris les pompes assurant son ¢limination du cytosol. Cependant, le calcium

matriciel régule aussi directement la F1FO-ATPase (Denton, 2009, Zundorf et Reiser, 2011).

3.5. Dyshoméostasie calcique et la neurodégénéréscence

Méme de légéres variations du niveau de Ca*" sont mortelles pour les neurones. En
vieillissant, plusieurs changements se produisent aux niveaux physiologique et moléculaire qui
affectent 'homéostasie globale du calcium dans les neurones, ce qui les rend plus susceptibles
a la neurodégénérescence (Chandran et al, 2019). Selon Zundorf et Reiser (2011), la
dérégulation du signal Ca*>" est décisive pour la dégénérescence et la mort cérébrale aprés un
AVC ischémique, la neurodégénérescence a long terme dans la maladie d'Alzheimer, la maladie
de Parkinson, la maladie de Huntington, les processus inflammatoires comme la sclérose en
plaques, la sclérose épileptique et les leucodystrophies. D’aprés Wojda et al. (2008), La
dyshoméostasie du Ca?* due a l'infection par les virus HIV ou a des accidents soudains, tels
qu'un accident cérébrovasculaire ou une lésion cérébrale traumatique, entraine une mort
neuronale rapide.

La perturbation de 1'homéostasie calcique implique plusieurs mécanismes, tels que des
altérations des capacités tampon du calcium, une dérégulation de 'activité des canaux calciques
ou une excitotoxicité. Différentes populations de neurones sont sélectivement affectées dans les
maladies neurodégénératives.

La vulnérabilité sélective de certaines populations neuronales peut étre expliquée en
partie par la diminution de I’expression de certaines protéines tampons du calcium, notamment
la calbindine D28K, la calmoduline et la parvalbumine (Marambaud ez al, 2009). 11 a ét¢
suggéré que la diminution de la capacité tampon de SERCA et de la Ca** -ATPase (PMCA)
dans la membrane plasmique entrainerait des modifications du transport du Ca?", conduisant a
une augmentation prolongée du calcium cytosolique. En outre, une diminution de la capacité
de rétention du Ca** mitochondrial pourrait entrainer une altération de I'homéostasie calcique.
Des altérations de la libération de Ca*" par les récepteurs RyR sur le RE ont également été
associées a la dyshoméostasie associée a la neurodégénération (fig. 30) (Chandran et al.,
2019).

La dérégulation des canaux calciques est également décrite dans certaines maladies

neurodégénératives. Les changements dans le niveau d'expression et l'activité des canaux Ca?",
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y compris ceux dépendants du voltage (VGCC) ainsi que des récepteurs ionotropes du
glutamate avaient également été signalés dans la neurodégénérésence (Chandran et al., 2019).
Des études avaient démontré que 'auto-immunité pouvait étre impliquée dans la pathogenése
de la maladie d’Alzheimer. La plupart des patients atteints de la forme SLA sporadique de cette
pathologie possédaient des immunoglobulines (IgG) dirigées contre les canaux calciques
voltage dépendant (VGCC) (Marambaud et al., 2009).

Le glutamate est le neurotransmetteur excitateur le plus abondant du systéme nerveux
des mammiferes. L'activation excessive des récepteurs du glutamate peut entrainer un
dysfonctionnement neuronal et la mort cellulaire, processus appelé excitotoxicité. L’ activation
incontrdlée des récepteurs ionotropes entraine un afflux excessif de calcium a travers la
membrane plasmique associé a des troubles de l’activation synaptique et de la plasticité
neuronale. Il active des enzymes dépendantes du calcium impliquées dans le catabolisme des
protéines, des phospholipides et des acides nucléiques ainsi que dans la synthése de 'oxyde
nitrique (NO). Ces altérations peuvent potentiellement conduire a la mort cellulaire par
différentes voies, telles que la dégradation de la membrane, les altérations du cytosquelette et
la production de radicaux libres dérivés du NO. Une activation accrue des récepteurs du
glutamate a été décrite dans AD, PD, ALS et HD (Abuhamadah, 2014).

Divers facteurs, notamment les taux élevés de calcium mitochondrial et la dépolarisation
mitochondriale, déclenchent I’ouverture des pores de transition de perméabilité mitochondriale
(mPTP). L’ouverture prolongée de ces pores avait été associée a la libération de facteurs
apoptotiques et a la mort cellulaire (Marambaud et al., 2009).

Au niveau synaptique, I’augmentation locale exaspérée des concentrations de calcium
entraine un certain nombre d'altérations spécifiques a la synapse a court et a long terme. Ceux-
ci incluent I’insertion ou le retrait de sous-unités de canaux calciques spécifiques au niveau de
la membrane ou a partir de celle-ci ainsi que la modification post traductionnelle ou la

dégradation des protéines synaptiques (Catterall et Few, 2008).

58



Chapitre 3 : Calcium et les maladies neurodégénératives.

Healthy Brain Aged brain/ Disease Condition
AMPAR
m) MADAR m : {GuR2:) PRSI ';wve_?c - synudain
- . ® . m“‘ . . " -m

R R R

mMAmm@mwwn ' . o symuciebp amyiokd Co pore
m AMPA lacking GIUR2 subunit PR
ﬁum I RR
« Ca*
. mGhRs ) SERCA Pump

n L-4ype-VGCC - Calcium binding proleins

Figure 30. Signal calcique dans un cerveau sain et un cerveau agé ou en condition
pathologique (Chandran et al., 2019).

3.5.1. Signal calcique, le stress oxydatif et la neurodégénéréscence

La diminution des habilitées des neurones a maintenir les niveaux d’énergie cellulaire
et la suppression des ROS peut avoir un impact sur le signal calcium durant le vieillissement et
les processus de maladies neurodégénératives (Gleichmann et Mattson, 2011). Les ROS
activent les canaux calciques et désactivent les pompes a calcium, ce qui entraine des taux de
calcium intracellulaires anormalement élevés dans les neurones. Cette hausse du Ca®*
cytosolique entrainera ’activation des enzymes dépendantes de Ca?’, la phospholipase

cytosolique A2, la xanthine oxydase et I’oxyde nitrique synthase neuronale (NOS). Cette
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activation géneére davantage de ROS, d'oxyde nitrique et de peroxynitrite, ce qui finit par
entrainer des dommages nucléaires, des dommages mitochondriaux, une inhibition du
protéasome et un stress du réticulum endoplasmique (Shibata et Kobayashi, 2008).

NO et le peroxynitrite entravent la S-glutathionylation et la S-nitrosylation de
nombreuses protéines, ce qui entraine davantage de mauvais repliement des protéines
(Nemmiche, 2017). La SERCA, la PMCA et les NCX sont inhibés par les ROS dans le cceur,
le pancréas et le cerveau (Feissner ef al., 2009). Cependant, certains ROS qui échappent au
systéme antioxydant peuvent activer des voies de signalisation cellulaire impliquées dans
diverses fonctions, notamment la survie cellulaire et méme la plasticité synaptique (Watson et
al., 2002 ; Kamsler et Segal, 2004). Les ROS, par oxydation et glutathionylation ultérieure des
groupes thiol, modulent également la cinétique des protéines clés du RE et de I'homéostasie du
Ca?" mitochondrial, & savoir les récepteurs mPTP, SERCA, IPsR et les RyR (Csordas et
Hajnoczky, 2009). Selon Hidalgo (2005), les ROS peuvent moduler directement les récepteurs
de la ryanodine (RyR) en induisant 'oxydation du NO en ions nitrosium (NO¥) et la réaction
subséquente avec des thiols libres dans RyR pour former du S-nitrosothiol, qui stimule la
libération de Ca?* a partir du réticulum endoplasmique.

Les composantes de 'homéostasie ROS sont régulées par des voies dépendant de Ca®*
et un afflux élevé de Ca?* peut conduire a la génération d'espéces réactives de 1'oxygéne (ROS)
mitochondriales. Pour les mitochondries neuronales, les dommages oxydatifs signifient une
production moins efficace d’ATP, de NADH et une capacité respiratoire maximale réduite
(Gleichmann et Mattson, 2011). Dong et al. (2017), rapportent que l'environnement rédox
module I'activité de I’uniporter calcium mitochondrial (MCU), un canal hautement sélectif du
Ca®* et d'une capacité de transport remarquable. Lors de 1'oxydation, un résidu de cystéine (Cys)
dans le MCU est S-glutathionylé, ce qui favorise I'assemblage des canaux MCU en molécules
plus complexes avec une activité persistante, ceci entrainera une absorption accrue de Ca®* par
la mitochondrie. L'absorption soutenue de Ca®*, a son tour, augmente la production d'espéces
réactives de 1'oxygeéne (ROS) par les mitochondries, provoquant ainsi un cercle vicieux
conduisant a une surcharge en Ca?" mitochondriale et a la mort cellulaire (fig. 31) (Demaurex
et Rosselin, 2017).

Le stress oxydatif, en favorisant la surcharge des mitochondries en Ca?*, induit
I'ouverture du pore de transition de perméabilité mitochondriale (mPTP), conduisant a la
libération de protéines pro-apoptotiques mitochondriales dans le cytosol qui initient la voie

intrinséque de mort cellulaire (De Stefani ef al., 2016 ; Demaurex et Rosselin, 2017).
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Figure 31. Oxydation de Cys97 active le Ca?" uniporteur mitochondrial (Demaurex et
Rosselin, 2017).

3.5.2. Quelques exemples de maladies neurodégénératives liées a la dys-homéostasie
calcique

L'augmentation du métabolisme de la protéine B-amyloide est généralement considérée
comme le principal mécanisme de la pathogenése de la maladie d'Alzheimer. Cependant, la
découverte du modulateur de 1'homéostasie du Ca*"(CALHM1) qui module le canal ionique
voltage-dépendant (VGCC), favorisant ainsi l'entrée de Ca®*a partir du milieu extracellulaire,
pourrait réguler le métabolisme de 1'amyloide (Dreses-Werringloer ez al. 2008). 11 a ét¢ montré
que les concentrations nano-molaires du peptide B-amyloide régulent positivement les IP3R et
augmentent le nombre de points de contact réticulum endoplasmique-mitochondries et la
concentration mitochondriale en Ca?*. Ceci suggére le role de ce contact dans la
physiopathologie de la maladie (Hedskog et al., 2013).

L’implication possible de Ca** dans la maladie de parkinson provient de l'observation
d’une corrélation négative entre 1'expression de la protéine tampon de cet ion (CB-D28k) avec
la vulnérabilit¢ des neurones (Damier et al, 1999) et que la concentration du calcium

cytoplasmique était plus élevée dans les neurones dopaminergiques (Mosharov et al., 2009).
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Des ¢études sur des modeles cellulaires sur-exprimant les protéines apparentées a la
maladie de parkinson avaient indiqué la possibilité¢ qu’elles puissent étre impliquées dans la
modulation des signaux Ca®*. L’a-synucléine, la parkine et la DJ-1 amélioraient le transfert du
Ca®* entre le réticulum endoplasmique et la mitochondrie en augmentant le lien entre les deux
organites. Cette communication privilégiée était nécessaire pour garantir la physiologie et la

morphologie de cette organelle (fig. 32) (Ottolini et al., 2013 ; Melachroinou et al., 2013 ;
Brini et al., 2014).
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Figure 32. Trois protéines li¢es a la maladie de Parkinson (a-synucléine, la parkine et la DJ-
1) contrdlant I’absorption du Ca?* mitochondrial par la modulation des sites de contact RE-
mitochondries (Brini ef al., 2014).

Dans des conditions pathologiques telles que 1'épilepsie et 1'ischémie cérébrale, il se
produit une libération massive de glutamate, entrainant une neuro-toxicité au glutamate par le

biais de multiples voies, dont des surcharges massives en Ca>* (Arundine et Tymianski, 2003).

3.6. Effets de quelques substances phytochimiques sur le signal calcique

Les effets neuro-protecteurs des polyphénols sont souvent attribués a leur capacité a
moduler les voies de signalisation cellulaire (Bournival et al., 2012). La neuro-protection de
’epigallocatéchine gallate (EGCG) se fait par I’inhibition des courants de Ca®* activés par haute
tension et les courants entrant induits par NMDA, ainsi que I'élévation de Ca* par la voie PLC-

IP3 (Wang et al., 2011). Les récepteurs couplés a la protéine G (GPCR), impliqués dans la
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signalisation neuronale et 1’excitabilit¢ membranaire, sont activés par la naringine (flavonoide
glycoside), présentant ainsi un potentiel d'amélioration de la cognition dans la maladie
d’Alzheimer (Yow et al, 2011). Similairement, la curcumine module un large éventail de
canaux ioniques incluant CRAC (Ca**-release activated Ca®* channels), Kv (voltage-gated K*
channel), SK4 (intermediate-conductance Ca?"-activated K* channel), et la concentration
cytoplasmique du Ca?* chez les cellules Jurkat-T (Shin et al., 2011). Aussi, la quercétine atténue
les Iésions ischémiques en contrdlant la dérégulation du calcium et la peroxydation des lipides

dans les neurones par les canaux ioniques sensibles aux acides (Pandey et al., 2011).
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Chapitre 4 : Matériel et méthodes.

4.1. Matériel végétal

Les échantillons de Anacyclus pyrethrum L. ont été collectés dans la région de Tagdempt
a 8 km de la wilaya de Tiaret (Algérie). Le matériel végétal a ét¢ identifié et authentifié par le
Dr SEKKAL F.Z., département de biologie, faculté de sciences de la nature et de la vie,
Université¢ de Mostaganem (Algérie). Un spécimen de référence (Anacyclus pyrethrum O-
002849) est déposé a 1'herbier de 1'université d'Oran 1. Les espéces Artemisia absinthium L. et
Urtica urens L. ont été ramassé dans la région d’ Achacha (wilaya de Mostaganem). Les plantes
ont été identifiées par leurs caractéristiques botaniques macro-microscopiques selon les normes.
Un spécimen de référence des échantillons se trouve dans 1'herbier du Laboratoire de Botanique
de I’Université Oranl.Les plantes étaient soigneusement lavées et séchées a I’air libre et a

I’ombre pendant quelques jours.

4.2. Préparation des extraits
4.2.1. Extrait aqueux

Procédé¢ de macération simple. 500 g de chaque plante a été placée dans un ballon a fond
rond, pendant 48 heures, contenant 2L d'eau distillée. L'extrait aqueux a été filtré et 1'eau a été

évaporée sous pression réduite en utilisant un évaporateur rotatif a 60°C.

4.2.2. Extrait méthanolique

100 g de chaque plante ont été¢ placés dans un ballon a fond rond contenant 1L de
méthanol. Le mélange a été chauffé, sous agitation, dans un bain marie a 60°C pendant 20
minutes puis le mélange a été filtré. Cette procédure a été répétée trois fois en utilisant le méme

matériel de départ. Les filtrats ont été combinés et le solvant a été ¢liminé sous vide a 40°C.

4.3. Détermination de la teneur totale en polyphénols

La teneur en composés phénoliques totaux a été estimée par la méthode colorimétrique
de Folin-Ciocalteu, basée sur la procédure de Singleton et Rossi (1965), en utilisant de 'acide
gallique comme standard. Briévement, 50 pl d'extraits (1 mg/ml) ont été mélangés avec 450 pl
d'eau distillée et 2,5 ml de réactif Folin-Ciocalteu 0,2N. Apres 5 minutes, 2 ml de carbonate de
sodium saturé (75 g/1) ont été ajoutés. L'absorbance de la solution bleue résultante a été mesurée
a 765 nm apres incubation a 30°C pendant 1,5 h avec agitation intermittente. Des mesures
quantitatives ont été effectuées sur la base d'une courbe d'étalonnage standard de sept points 0,
0,2, 0,3, 04, 0,5, 0,6, 0,7 mg/ml d'acide gallique. La teneur des polyphénols totaux a été

exprimée en pg équivalents acide gallique (GAE) /mg de matiére séche.
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4.4. Détermination de la teneur totale en flavonoides

La teneur totale en flavonoides de l'extrait a été déterminée par la méthode de Lamaison
et Carnet (1990). Une aliquote (1,5 ml) de solution d'échantillon diluée de maniére appropri¢e
a été mélangée avec 1,5 ml d'AlCl;, 6H20 (2%). Le mélange a été soigneusement mélangé et
laissé reposer pendant 10 minutes a température ambiante. L'absorbance du mélange a été
déterminée a 440 nm par rapport a la quercétine, composé standard pour la quantification de la
teneur totale en flavonoides. Toutes les valeurs ont été exprimées en microgramme équivalent

de quercétine par milligramme d'extrait.

4.5. Détermination de I’activité antioxydante des différents extraits
4.5.1. Activité de piégeage du radical 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH)

L'activité antioxydante des extraits a été déterminée en utilisant le piégeage du radical
1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH) qui a un maximum d'absorption UV-vis a 515 nm. En
recevant le proton de n'importe quel donneur d'hydrogene, principalement des phénoliques, le
radical perd son chromophore violet et devient jaune.

Dans les tubes a essai, 1 ml de DPPH dans de I'éthanol (0,1 mM) a été ajouté a 3 ml de
solutions d'extrait, correspondant a la gamme d'extrait de concentration entre 0,03 et 1 mg/ml.
Aprés avoir mélangé les échantillons, les mélanges ont été maintenus dans l'obscurité, a
température ambiante pendant 30 minutes. L'absorbance a été mesurée a 517 nm en utilisant un
spectrophotometre UVmini-1240 SHIMADZU et comparée a un témoin sans extrait. L'acide
ascorbique a ¢été utilis¢ comme référence. L'activité antioxydante a été exprimée en

pourcentage d'inhibition du radical DPPH et calculée a partir de 1'équation :

Pourcentage d’inhibition (%) = 100 [(Abs contrdle - Abs échantillon)]/Abs contrdle.

Les valeurs d’ICso, exprimées en mg/ml, ont été déterminées a partir des graphiques
tracés du pourcentage d’inhibition du radical en fonction de la concentration des extraits. Ces
valeurs sont définies comme étant les concentrations de l'extrait nécessaire pour diminuer de

50% la concentration initiale du radical DPPH.

4.5.2. Estimation du pouvoir réducteur de I’extrait
La capacité antioxydante de I'échantillon a été déterminée en utilisant le test du pouvoir

réducteur d’Oyaizu (1986). Le test est simple, rapide et reproductible (Benzie et Strain, 1996).
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Il est universel et peut étre appliqué aux plantes, aux plasmas et aux extraits organiques et
aqueux (Li et al., 2008). La capacité réductrice est généralement associée a la présence de
reductones, qui casse la chaine des radicaux libres en faisant don d'un atome d'hydrogene
(Sujith et al., 2011). La présence d'agents réducteurs dans les extraits végétaux provoque la
réduction du complexe Fe3*/ferricyanure a la forme ferreuse. Par conséquent, le Fe?* peut étre
¢valué en mesurant et en surveillant I'augmentation de la densité de couleur bleue dans le milieu
réactionnel a 700 nm. Différentes concentrations des extraits (0,030 a 1 mg/ml) d'eau distillée
ont été mélangées avec 2,5 ml de tampon phosphate (200 mM, pH 6,6) et 2,5 ml de ferricyanure
de potassium (K3Fe (CN)s) (1%). Le mélange a été incubé a 50 C° dans un bain d'eau pendant
20 minutes. 2,5 ml d'acide trichloroacétique (10%) ont été ajoutés au mélange, qui a ensuite été
centrifugé a 3000 tr/min pendant 10 minutes. Le surnageant (5 ml) a été mélangée avec 5 ml
d'eau distillée et 1 ml de FeCls (0,1%) et 1'absorbance a ét¢ mesurée a 700 nm. Une absorbance
accrue du mélange réactionnel indique un pouvoir réducteur élevé. L'acide ascorbique a été

utilisé comme référence.

4.6. Analyse statistique

Toutes les expériences ont été réalisées en triple et 1'analyse statistique des données a
été réalisée en utilisant le programme StatBox (version 6.40). Une valeur de probabilité de p

<0,05 a été considérée comme statistiquement significative.

4.7. Tests de Neurotoxicité
Affin de connaitre s’il y a une présence ou pas d’effet toxique de chacun des six extraits
végétaux sur les cellules neuronales CAD, un test de viabilité cellulaire appelé aussi le test du

MTT avait été réalisé sur ces cellules.

4.7.1. Cellules CAD

Les lignées de cellules catécholaminergiques du systéme nerveux central, Cath.a,
avaient été obtenues par oncogenese ciblée chez des souris transgéniques, portant un antigéne
de type sauvage SV40T sous contrdle transcriptionnel du promoteur tyrosine hydroxylase de
rats (Suri ef al, 1993). Les cellules Cath.a expriment des propriétés neuronales mais elles
avaient perdu la morphologie des neurones.

Les cellules de souris (B6/D2 F1 hybrides) CAD (Cath.-a-differentiated), sont une
variante de la lignée cellulaire catécholaminergique Cath.a. Les CAD avaient perdu I'oncogene

immortalisant, I’antigéne SV40T, et expriment des protéines spécifiques aux neurones et des
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protéines des vésicules synaptiques telles que la b-tubuline de classe III, la GAP-43, la SNAP-
25 et la synaptotagmine qui ne sont pas exprimées chez leurs ascendants Cath.a. De plus, les
cellules CAD expriment la tyrosine hydroxylase, enzymatiquement bioactive, et accumulent la
L-DOPA. Bien que les deux lignées expriment la tyrosine hydroxylase biologiquement active,
les cellules CAD accumulent de la L-DOPA mais manquent de dopamine, ce qui suggére que
I’activité¢ de la L-DOPA décarboxylase, qui convertit la DOPA en dopamine, pourrait étre
déficiente. Les cellules CAD présentent les caractéristiques biochimiques et morphologiques
des neurones primaires et constituent un outil unique pour I'étude de la différenciation neuronale
(Qi et al., 1997). Le dépositaire et 1’auteur est le Dr D. Chikaraishi, du département de
neurobiologie, Batiment de recherche 427G Bryan, Centre médical de 1’Université Duke,
Durham, Caroline du Nord, Etats-Unis 27710.

Dans les cellules CAD, une différenciation morphologique réversible peut étre initiée

par ¢limination du sérum ou de la protéine ajoutée de manicére exogéne au milieu de culture.

4.7.2. Différentiation et dédifférenciation des cellules CAD

La différenciation morphologique réversible peut étre initiée par 1'élimination du sérum
ou de la protéine exogene ajoutée au milieu de culture. Le premier jour, les cellules commencent
a mettre en place des axons. Quatre jours apres la mise en culture, la plupart des cellules
présentent de longs axons (Qi et al., 1997 ; Abuhamadah, 2014) (fig. 33 et 34). Dans ces
conditions, les cellules CAD différenciées semblent étres en bonne santé malgré le manque de
protéines et de sérum dans le milieu. Elles peuvent étre maintenues dans cet état pendant au
moins 6 semaines, apres quoi elles ont tendance a se décoller des flacons de culture sous forme
de monocouches aprés une perturbation mécanique. Le détachement est probablement le
résultat d'un manque de substrat approprié plutot que de la mort des cellules car les feuilles
détachées peuvent étre triturées et les cellules répliquées sans sérum. En revanche, lorsque les
cellules parentales Cath.a, avaient ét¢é commutées, en mode sans sérum ni protéines, elles
mouraient (Qi et al, 1997). Le fait de priver les cellules CAD de sérum, réduit
considérablement leur prolifération alors que I’absence des protéines dans le milieu de culture,

stoppe immédiatement I'augmentation de leur nombre.

67



Chapitre 4 : Matériel et méthodes.

Figure 33. Cellules CAD indifférenciées dans un milieu contenant du sérum. Image de
contraste de phase (Abuhamadah, 2014).

Figure 34. Cellules CAD différenciées dans un milieu sans sérum montrant de longs axones.
Image de contraste de phase (Abuhamadah, 2014).
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4.7.3. Applications des cellules CAD
Les cellules CAD présentent des caractéristiques biochimiques et morphologiques des
neurones primaires et fournissent un outil unique pour I'é¢tude de la différenciation neuronale et

I’étude des cellules neuronales indifférenciées.

4.7.4. Culture de cellules CAD

La culture des cellules CAD et les expériences ont été réalisées dans des installations de
CL1 dans des conditions stériles. Des cellules CAD ont été cultivées a 37°C et a 5% de CO: sur
des flacons de culture tissulaire de 75 cm? (T75) (Sarstedt, Newton, NC), dans un
milieu Dulbecco's modified eagles' medium DMEM/F-12 Media - GlutaMAX™-I (GIBCO,
Grand Island, NY), additionné de 10% de sérum feetal bovin (FBS, Sigma, St. Louis, MO).

Les cellules ont été soumises a un passage tous les 6 a 7 jours a une dilution de 1/4. Les
CAD se différencient pour former des axons neuronaux dans des conditions sans sérum. Pour
induire une différenciation morphologique, les cellules ont été transférées sur le méme milieu

sans supplément de sérum apres 12-24 h.

4.7.5. Subculture de la lignée cellulaire CAD

Une fois que les cellules CAD deviennent confluentes a 80% a peu prés dans les flacons
de culture, on jette le milieu de culture d’origine dans des récipients appropriés, puis on rajoute
10 ml de nouveau milieu Dulbecco's modified eagles' medium DMEM/F-12 Media-
GlutaMAX™-[ additionné de 10% de sérum fcetal bovin dans chaque flacon.

On déloge les cellules, adhérant aux parois des flacons, par un pipetage doux en aspirant
et en injectant doucement le milieu de culture, pendant 3 minutes, pour ne pas détruire les
cellules. Le contenu de chaque flacon a été récupéré et centrifugé a 1000rpm pendant 5 minutes
et le surnageant était par la suite éliminé. Sml du milieu DMEM avaient été ajouté aux cellules
(culot) et c’est a partir de cette suspension que les dilutions désirées pouvaient alors étre

préparées.

4.7.6. Cryoconservation et stockage de la lignée cellulaire CAD

Les cultures sous-confluentes (70-80%) ont été délogées par pipetage doux ; transféré
dans un tube de 15 ml et centrifugé a 200 x g pendant 5 minutes a 4°C. Le culot a été remis en
suspension dans du milieu DMEM® F-12 - GlutaMAX ™ -[ supplémenté avec 10% de FBS et
10% de DMSO. La suspension cellulaire a ét¢ immédiatement divisée et stockée a -80°C

pendant 24 heures, puis transférée dans de 1'azote liquide.
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4.7.7. Ressuscitation de la lignée cellulaire congelée

Le flacon cryogénique de cellules CAD, conservées dans de d'azote liquide, est collecté
a I’aide d’un équipement de protection approprié. Le flacon a ensuite été rapidement transféré
dans un bain-marie a 37°C. Il est important de décongeler le contenu du flacon rapidement pour
minimiser les dommages causés aux membranes cellulaires. L'ampoule a ensuite été nettoyée
avec un mouchoir imbibé d’alcool (70%) avant l'ouverture. L'ensemble du contenu de I'ampoule
est transféré dans un tube stérile de 15 ml. Du DMEM préchauffé a été ajouté aux cellules CAD
pour atteindre un volume total de 10 ml. Le tube a ensuite été centrifugé a 1000 tr/min pendant
5 min. Le surnageant a été retiré et le culot a été remis en suspension dans du milieu DMEM/F-
12 - GlutaMAX ™ -] supplémenté avec 10% de FBS. Les cellules remises en suspension ont

été cultivées a 37°C et 5% de CO» dans des flacons de culture tissulaire de 75 cm?.

4.7.8. Test de neurotoxicité (essai du MTT ou test de viabilité cellulaire)

L'effet de divers extraits de plantes sur la viabilité des cellules CAD a été déterminé en
utilisant le test du MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium).
L’anneau  de  tétrazolium  qu’il  contient est  réduit, par lasuccinate
déshydrogénase mitochondriale des cellules vivantes actives, en formazan. Ceci forme un
précipité dans la mitochondrie de couleur violette. La quantit¢ de précipité formée est
proportionnelle a la quantité de cellules vivantes mais également a l'activité métabolique de

chaque cellule viable (Kang et al., 2005 ; Freshney, 2011).

Les cultures CAD subconfluentes (70-80%) ont été délogées par un pipetage doux puis
transférées dans un tube de 15 ml et centrifugées a 1000 tr/min pendant 5 minutes a 4°C. Le
culot a été remis en suspension dans du milieu DMEM/F-12-GlutaMAX ™ -] supplémenté avec
10% de FBS et une série de dilutions y a été préparées. Les suspensions cellulaires ont été
immédiatement étalées dans des plaques de 24 puits et remises en culture. Une série de dilution
(1, 0,1, 0,01, 0,001, 0,0001 mg/ml) des extraits aqueux et méthanoliques de Anacyclus
perythrum L., de Artemisia absinthium L. et de Urtica urens L. avait été préparée en utilisant
10ul de diméthylsulfoxyde (DMSO) et de I'eau distillée comme solvant. Une fois que les
cultures cellulaires étaient devenues confluentes a prés de 80%, les différentes dilutions de
chaque extrait végétal avaient été placées dans des plaques de 24 puits puis incubées a 37 C° et
a 5% de COz. Apres 24 heures de traitement, 50 pl de solution tampon de phosphate (PBS), pH
7,4, contenant 5 mg/ml de MTT avaient été ajouté a chaque puits et incubé a 37C° (5% de CO»)
pendant 2,5 heures. Ensuite, le contenu de chaque puits avait été récupéré et placé dans des

tubes Eppendorf puis centrifugé pendant 10 min a 13000 rpm. 250 ul d'isopropanol avaient été
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ajoutés au culot pour dissoudre les cristaux violets apres les avoir rincé au PBS. La densité
optique de 100 pl de chaque échantillon avait été lue par spectrophotométrie a 590 nm (Thermo
Lab systems Multiskan Ascent, V1.3). La viabilité cellulaire relative a ét¢ déterminée par la
quantité de MTT convertie en sel de formazan insoluble. La réduction de 1'absorbance de la
viabilité des échantillons a été déterminée par la réduction de I'absorbance des échantillons a
diverses concentrations par rapport au témoin non traité. La viabilité cellulaire a été calculée en
fonction de I’équation suivante : Viabilité% = proportion de 1’absorbance de
I'échantillon/absorbance du contréle (Mohammadi et al., 2016).

Toutes les données sont présentées en moyenne + déviation standard (SD) pour au moins

4 répétitions pour chaque échantillon préparé.

4.8. Test de neuroprotection

Un test de neuroprotection avait été appliqué aux cellules CAD, et avait pour but de
connaitre si oui ou non, les extraits de plantes sélectionnées pouvaient protéger ces cellules
contre un stress oxydatif induit par le peroxyde d’hydrogéne H>O,.

Une solution mere de H202 (2500 M) dans une solution tampon de phosphate, PH 7.4
(PBS), a été fraichement préparée. Une série de dilutions a ensuite été¢ préparée en utilisant le
milieu Dulbecco's modified eagles' medium DMEM/F-12 Media - GlutaMAX™-I, additionné
de 10% de sérum feetal bovin(FBS) pour atteindre des concentrations finales de 250 uM. Les
cultures subconfluentes (70-80%) ont été délogées par un pipetage doux puis transférées dans
un tube de 15 ml et centrifugées a 1000 tr/min pendant 5 minutes a 4°C. Le culot a été remis en
suspension dans du milieu DMEM/F-12 GlutaMAX ™ -] supplémenté avec 10% de FBS. Une
série de dilution avait été préparée a partir de ces suspensions cellulaires qui ont été
immédiatement étalées dans des plaques de 24 puits et remises en culture. Une fois que les
cultures sont devenues confluentes a prés de 70%, 50ul de chaque dilution d’extrait ont été
ajoutés a chaque puits. Apres 24 heures d’incubation, 250 pM d’H20: (30%), préparé plus tot,
avaient été ajouté aux cellules CAD et mise en culture pendant 2 heures supplémentaire. Apres
quoi un test MTT avait été effectué. Le choix des concentrations d'extrait a été initialement
¢tudié en appliquant différentes concentrations de 1'extrait (0,0001, 0,001, 0,01, 0,1, 1 mg/ml)
pendant 24 heures a des cultures de cellules CAD.
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4.9. Analyse statistique
L’analyse statistique des données a été réalisée en utilisant le programme StatBox.
(version 6.4). Une valeur de probabilit¢ P<0,05 avait été considérée comme étant

statistiquement significative.

4.10. Essais de I’imagerie du calcium
4.10.1. Méthodologie

Les méthodes d'imagerie du calcium mesurent directement le flux dynamique du
calcium dans les neurones et le tissu neuronal. Les conditions idéales d'imagerie des cellules
résultaient de la croissance des cellules CAD dans un incubateur a 37°C et 5% de CO2 pendant
6 jours de différenciation dans un milieu sans sérum. 2 mM de sonde calcique, fura-2 (Calcium
Green probe), ont été préparé dans du DMSO et maintenus a -20°C.

Le jour de I'expérience, le stock de sonde a été amené a température ambiante puis dilué
dans un tampon physiologique HEPES (N-2-hydroxyéthyl pipérazine-N'-2-éthanesulfonique),
contenant 150 mM de NaCl,1mM de MgCl,, 10 mM HEPES, 2 mM de CaCl: et 5 mM de KCl,
jusqu'a obtention d'une solution a 1 uM. Les cellules ont été étalées dans des micro-boites a
fond plat ((brand : 60 p-Dish, 35 mm, Ibidi GmbH), puis lavées avec 1 ml de tampon
physiologique HEPES et incubées pendant 40 minutes en ajoutant 1 ml de ce tampon. La sonde
de calcium fura-2 a été injectée dans les cellules, dans I'obscurité totale, parce que la sonde est
sensible a la lumicre.

Apres la période d'incubation, les cellules ont été de nouveau lavées avec le tampon
physiologique HEPES et laissées dans ce dernier, a l'abri de la lumiére, jusqu'au début de
l'expérience. Tous les extraits de plantes appliqués aux cellules CAD au cours des expériences
ont été dissous dans du tampon physiologique HEPES sous forme de solutions meres 10 fois
plus concentrées que la concentration finale souhaitée pour l'expérience.

Pour I’imagerie, le microscope confocal LSM 880 Airyscan-Zeiss avec une taille 63 oil
lens (et un LA de 1,4) a été utilisé pour capturer chaque image. Le temps entre chaque image
(série temporelle) a été réglé a zéro avec une durée de 633,02ms (pour chaque image). Le laser
était réglé a 514 nM : 1,1% (Ch2GaAsp : 524-620) - avec une fenétre spectrale fixée a 24620
et un trou d'épingle de 49 um. Les cellules ont été dépolarisées par injection de 50 mM de KCl

dans les cellules.
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4.10.2. Analyse des donnés

Pour I’analyse des donnés, les corps cellulaires ont été isolés, les régions d’intéréts ayant
¢été identifiées et isolées en sélectionnant leurs superficies correspondantes. Les graphiques de
l'intensité de fluorescence divisé€s par la zone correspondante en fonction du temps, dans les
cycles d'imagerie, ont ensuite été tracés. Les chiffres rapportés correspondent a des cellules
isolées avec les signaux de base les plus forts, recueillies a partir de n = 10 réplicas de cellules

provenant de trois expériences distinctes.

4.11. Détermination de la composition chimique de Anacyclus pyrethrum L. par HPLC-
UV-MS/MS
Les extraits aqueux et méthanoliques des racines de A. pyrethrum L. ont été soumis a

une analyse HPLC-UV-MS/MS.

4.11.1. Appareil HPLC

Les analyses chromatographiques ont été réalisées grace a un appareil HPLC Thermo
Scientific équipé d’une unité "Accela" U-HPLC avec un détecteur a photodiodes UV-Vis et
d'un spectrométre de masse "LTQ Orbitrap XL" couplé a une source d’ionisation par

électrospray (Thermo Scientific, Waltham, MA, Etats-Unis).

4.11.2. Phase stationnaire

Les performances de la séparation en chromatographie dépendent de la nature de la
phase stationnaire, de sa longueur, de son diamétre et a la taille de ses particules. Dans notre
¢tude la séparation a été effectuée sur une colonne Luna C-18 de 150 mm x 3 mm, 3 pm

(Phenomenex, Torrance, CA, USA).

4.11.3. Phase mobile

La phase mobile joue un réle important sur la séparation et affecte I’ionisation des
molécules et de ce fait la sensibilité du détecteur. La phase mobile utilisée était constituée d'eau
de méthanol CH3OH et d’acétonitrile CH3CN*! ; acidifiés séparément avec 0,075% d'acide

formique.

73



Chapitre 4 : Matériel et méthodes.

4.11.4. Conditions chromatographiques

La composition de la phase mobile varie dans le temps selon le gradient d’¢lution
suivant : H;O/CH3;OH/CH3CN™ : 90: 0: 10 (0 min), 90: 0: 10 (5 min), 0: 90: 10 (60 min), 0 : 90:
10 (65 min), 90: 0: 10 (67 min ), 90: 0: 10 (70 min) suivi d'un retour aux conditions de
démarrage et d'un équilibrage dans les conditions de démarrage pendant 5 min avant la
prochaine injection. Le débit était de 400ul/min et le volume d'injection de 5 pl.

La source ESI a été utilisée avec une commutation de polarité et le spectromeétre de
masse a été réglé pour enregistrer les spectres haute résolution MS1 (résolution 30k) (m/z 125-
2000) en mode positif en utilisant les spectres MS-spectres-orbitaux et basse résolution (m/z
125-2000) en mode négatif et spectres MS2 et MS3 dépendant des données dans les deux modes

en utilisant le picge a ions linéaire.

Les composés détectés ont été attribués par comparaison des données de masse
d'accumulation (sur la base de ppm) et des données MS/MS disponibles, en se référant au
systéme d'affectation des composés publi¢ (Schymanski ez al., 2014) et en utilisant des spectres

de support UV.
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5.1. Détermination de la quantité totale des polyphénols

La détermination de la teneur totale en polyphénols dans les deux extraits de chacune
des trois plantes a été réalisée séparément en utilisant la méthode colorimétrique appelée
méthode de Folin-Ciocalteu. Les molécules de polyphénols ont la capacité de réduire le réactif
de Folin-Ciocalteu, et la réaction peut étre suivie par spectrophotométrie en mesurant le

changement de la couleur de la solution d'un jaune intense au bleu.

Plusieurs facteurs peuvent influencer la composition chimique d'une espeéce végétale,
entre autre l'environnement ou I'habitat de la culture, les méthodes de récolte des plantes, I'dge
et la position des feuilles, la variété ou la sous-espéce et les facteurs génétiques (Elliott et al.,
2007). La méthode d'extraction, y compris la température et la durée d'extraction, le rapport
solvant/solide et le type de solvant utilisé peut également influer sur le profil chimique signalé
pour une espece particulicre (Pinelo et al.,, 2005). Les extraits aqueux et méthanoliques de
Anacyclus pyrethrum L., de Artemisia absinthium L. et de Urtica urens L. ont été analysés pour
leurs teneurs en polyphénols. La quantité de polyphénols est rapportée en pg équivalent acide

gallique/mg d'extrait végétal (tableau 1).

Tableau 1. Dosage des polyphénols totaux des racines de 4. pyrethrum L. et des feuilles de 4.
absinthium L. et de U. urens (ug d'AGE / mg d'extrait).

Plante A. pyrethrum A. absinthium L. U. urens L.

Extrait 33,83 +2,02 16+ 6,55 36,66 + 5,25
méthanolique

Extrait aqueux 24,83 £ 1,60 12,33 + 5,85 20,66 + 3,78

5.2. Détermination de la quantité totale des flavonoides
La teneur en flavonoides, estimée par la méthode de trichlorure d’aluminium, est

rapportée en pg équivalent de quercétine/mg d’extrait végétal (tableau 2).

Tableau 2. Dosage des Flavonoides totaux des racines de A. pyrethrum L. et des feuilles de A.
absinthium et de U. urens L. (en pg équivalent de quercétine/mg d’extrait végétal).

Plantes A. pyrethrum L. A. absinthium L. U. urens L.

Extrait 0,84 + 0,00 1,07+0,018 28,91 + 2,34
méthanolique

Extrait aqueux 1,40 +£ 0,02 0,49 + 0,088 5,61 £0,20
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La teneur totale en polyphénols obtenue, résumé dans le tableaul, varie en fonction du
type de solvant utilisé. En fait, le méthanol semble étre le solvant le plus approprié pour
l'extraction des polyphénols. Selon Falleh ef al. (2008), la solubilit¢ des polyphénols est
conditionnée par le type de solvant utilisé; pour une haute récupération de polyphénols, le
méthanol est le solvant approprié.

La quantit¢ des composés phénoliques totaux est plus élevée (33,83 +£ 2,02 pg
d'AGE/mg d'extrait) dans I’extrait méthanolique que dans ’extrait aqueux (24,83 £+ 1,60 pg
d'AGE/mg d'extrait) des racines de A. pyrethrum L. (p<0.05). Daoudi et al. (2017) rapportent
la quantité de 97,57 ng AGE/mg d’extrait aqueux dans les racines de pyréthre. Alors que Kalim
et al. (2010) ont trouvé la quantité de 62.89 + 0.43 ng AGE/mg d’extrait hydroalcoolique de A.
pyrethrum L. Cherrat et al. (2017) rapportent 7.83 + 1.18 ug AGE/mg d'extrait méthanolique
et 5.88 + 0.63 ng AGE/mg d'extrait aqueux de pyréthre. La teneur la plus élevée en composés
phénoliques totaux a été trouvée dans I’extrait méthanolique (310,78 mg AGE /g d’extrait)
suivie par I’extrait aqueux (183,82 mg AGE/g d’extrait) du pyréthre de la wilaya de Tlemcen
d’apres Selles et al. (2012). Sujith ef al. (2011) avaient enregistré 159,63 mg AGE /g d’extrait
¢thanolique de racines de 4. pyrethrum L.

La polarité du solvant ne semblait pas avoir d’incidence sur 1’extraction car le solvant
le plus polaire (I’eau) avait montré la capacité d’extraction la plus faible pour les polyphénols
chez les trois especes. Il existe une forte corrélation entre les polyphénols et le pouvoir
antioxydant, ce qui est démontré chez de nombreuses plantes (Oktay et al, 2003). Ces
composés sont connus pour agir comme antioxydants non seulement en raison de leur capacité
a donner de l'hydrogéne ou des électrons, mais aussi parce qu'ils forment des radicaux
intermédiaires stables.

Au cours de la derniére décennie, de nombreux travaux de recherche avaient montré que
les polyphénols pouvaient exercer une action particuliérement puissante sur la cognition des
mammiferes et inverser les pertes de mémoire et d’apprentissages liés a I’age. En outre, de plus
en plus de preuves indiquent également que les polyphénols peuvent inhiber le développement
d'une pathologie de type maladie d'Alzheimer et de contrecarrer le déclin cognitif 1i¢ a 1'age,
probablement par leur capacité a interagir avec l'architecture cellulaire et moléculaire du
cerveau responsable de la mémoire (Vauzour, 2012). Wang et al. (2012), avaient montré
qu'apreés administration orale de 1’épicatéchine, on a pu améliorer la fonction cognitive chez des
souris transgéniques (Tg2576) atteintes de la maladie d’ Alzheimer par des mécanismes associés

aux signalisations CREB (cAMP response element-binding protein).
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Les polyphénols induisent des effets bénéfiques sur le systéme vasculaire périphérique
et cérébral entrainant des modifications du débit sanguin cérébrovasculaire. De tels
changements sont susceptibles d'induire une angiogenese, la croissance de nouvelles cellules
nerveuses dans l'hippocampe et une modification de la morphologie neuronale
(Rodriguez-Mateos et al., 2014). Tous ces processus sont connus pour jouer un réle important
dans le maintien de la fonction neuronale et des performances neurocognitives optimales. On
pense que la mort des neurones nigraux dans la maladie de Parkinson implique la formation de
la neurotoxine endogene, la 5-S cystéinyl-dopamine. Les catéchines et I'acide caféique inhibent
la formation de la 5-S-cystéinyl-dopamine induite par la tyrosinase via leur capacité a subir une
oxydation par la tyrosinase pour générer des cystéinyl-polyphénols (Vauzour et al., 2007).

La quantité¢ des flavonoides semble étre trés hautement significative dans l'extrait
aqueux (1,40 £ 0,02 pg QE/mg d'extrait) par rapport a I’extrait méthanolique des racines de A.
pyrethrum L. (0,84 £ 0,00 png QE/mg d’extrait) (p<0.001) (tableau 2). Cherrat ef al. (2017) ont
enregistré la valeur de 0.96 ng QE/mg d’extrait hydro-méthanolique contre seulement 0.31 pg
QE/mg dans la fraction aqueuse. Selon Selles et al. (2012), les extraits méthanoliques et aqueux
de racines de pyréthre avaient des niveaux plus élevés en flavonoides avec respectivement 92,50
et 72,50 mg de QE/g d’extrait. Sujith et al. (2011) ont enregistré la valeur de 29.65 mg QE/g
d’extrait éthanolique. De nombreuses espéces de Anacyclus comme A. pyrethrum L., A.
radiatus L., A. valentinus L., A. cyrtolepodioide L. et A. Clavatus L. sont utilisées en médecine
traditionnelle. D’aprés plusieurs auteurs, leurs propriétés médicinales sont dues a la présence
de flavonoides et de terpénoides (Efraim et Zohar, 2008 ; Benitez et al., 2010). La prise de
flavan 3-ols, de théaflavines, de flavonols avait été associée positivement au langage et a la
mémoire verbale, en particulier a la mémoire épisodique évaluée par le test RI-48 (Kesse-
Guyot et al., 2012).

Les quantités des polyphénols des extraits de feuilles de Artemisia absinthium L. ne
révelent pas des différences significatives (p>0.05) entre 1’extrait aqueux (12,33 £ 5,85ug
AGE/mg d’extrait) ou bien méthanolique (16 = 6,55 pg AGE/mg d’extrait) (tableau 1).
Canadanovic-Brunet ef al. (2005) ont signalé que la quantité totale des composés phénoliques
dans cette espeéce trouvée dans plusieurs extraits obtenus par une procédure d’extraction
successive était de 25.6 ug AGE/mg d’extrait. Singh et al. (2012), avaient trouvé 40 mg GAE/g
d’extrait aqueux et 43.04 a + 0.57 mg GAE/g d’extrait éthanolique d’absinthe. Cependant, une
teneur en polyphénols totaux de 9,79+£0.5 ng d’AGE/g d’extrait méthanolique d’absinthe a été
déterminée par Sengul ef al. (2011). Les valeurs de 1,34 + 0.016 mg AGE/g d’extrait aqueux et
1,31 £ 0.011 mg AGE/g d’extrait méthanolique d’absinthe ont été trouvé par Lee ef al. (2013).
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Bora et Sharma (2010) enregistraient 122 = 0.91 mg AGE/g d’extrait de méthanol. Craciunescu
et al. (2012) rapportent 178.76 £ 1.58mg CAE/g d’extrait éthanolique d’absinthe. Mahmoudi
et al. (2009) obtenaient 194.9 = 9.7mg AGE/g d’extrait méthanolique des feuilles de cette

espece.

Les composés phénoliques présents dans A. absinthium L. sont la fisétine,
l'isorhamnétine et le kaempférol (Ivanescu, 2010). Les acides phénoliques tels que les acides
chlorogénique, syringique, coumarique, salicylique et vanillique sont également présent dans
cette drogue (Craciunescu ef al, 2012). Par ailleurs, les flavonoides dans I’extrait
méthanolique de A. absinthium L. avaient été plus abondantes (1,07 = 0,018 ug QE/mg
d’extrait) en comparaison avec I’extrait aqueux (0,49 + 0,088 png QE/mg d’extrait) (p<0.001)
(tableau 2). Lee et al. (2013) avaient obtenu 0.41 + 0.04 pg QE/mg d’extrait au méthanol et
0.18 = 0.01 pg QE/mg d’extrait a I’eau des feuilles d’absinthe. Mahmoudi et al. (2009)
enregistraient 12.4 + 0.6 mg QE/g d’extrait méthanolique. Bora et Sharma (2010) détectaient
25 + 0.74 mg RE/g d’extrait méthanolique d’absinthe. Craciunescu et al. (2012) avaient
enregistré 52.43 + 2.22 mg QE/g d’extrait éthanolique de feuilles d’absinthe. Les quantités de
550.53+45.93 etde 1108.15 £48.78 mgQE/g d’extraits aqueux et éthanolique de A. absinthium
L. avait été avancées par Singh et al. (2012). Les flavonoides détectés dans les extraits
méthanoliques d’absinthe sont la quercétine et la rutine. Les données chromatographiques
HPLC avaient montré la présence d’autres flavonoides glycosides telles que 1’isoquercitrine, la
quercitine3-0-B-D-glucoside, 1la  quercitine-3-O-rhamnoglucoside, 1’isorhamnetine-3-O-

rhamnoglucoside et I’isorhamnetine-3-glucoside (Craciunescu ef al., 2012).

L'analyse phytochimique de la teneur totale en composés phénoliques exprimée en
équivalents d'acide gallique pour les extraits de U. urens L. a donnée les résultats suivants :
I’extrait aqueux des feuilles de U. urens L. semblait contenir une quantité de polyphénols qui
avoisine les 20,66 £ 3,78 pg AGE/mg d’extrait, alors que celle présente dans 1’extrait
méthanolique était de 36,66 + 5,25 ng AGE/mg d’extrait (p<0.05) (tableau 1). Mzid et al.
(2017) ont obtenu 29.56 + 1.5631ug AGE /mg d’extrait aqueux et 31.41 £+ 0.31pg AGE /mg
d’extrait éthanolique d’ortie. Manu Kumar et al (2013) avaient enregistré les valeurs
suivantes :15.56+0.22 ng AGE/mg d’extrait méthanolique et 4.13+0.03 pg AGE/mg d’extrait
aqueux. Marrassini et al. (2010) ont trouvé la teneur de 10,4 mg AGE/g d’extrait éthanolique
des feuilles d’ortie. L'acide chlorogénique était le composé phénolique le plus abondant dans

cet extrait (670 mg/100 g de poids sec).
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Des propriétés bénéfiques telles que des activités antioxydantes, hypoglycémiques,
antivirales, hépatoprotectrices, anti-inflammatoires et analgésiques ont été attribuées a l'acide
chlorogénique (Alonso-Castro et al., 2008). L’acide chlorogénique supprimait l'expression de
la cyclooxygénase-2 induite par les lipopolysaccharides dans les cellules RAW (Shan et al.,
2009). Une quantité de 43,915 + 19,95 mg AGE/g d’extrait aqueux de U. urens contre 88,75 £
12,25 mg d'AGE/g d’extrait méthanolique de cette plante, telles sont les valeurs obtenues par
Maaroufi et al. (2017). Daoudi et al. (2015) ont trouvé les valeurs de 0,06 + 0,029 mg AGE/30g
d’extrait méthanolique et de 0,098 + 0,002 mg AGE/30g d’extrait aqueux. U. urens L. présentait
la teneur de 0,8g AGE/100g d’extrait hydroéthanolique, les acides hydroxycinnamiques étant
quantifiés dans cet extrait (0,66 g/100 g) (Carvalho et al., 2017). Selon Maaroufi et al., (2017)
I’urticaceae est I'une des sources importantes de polyphénols. Les polyphénols détectés dans
cette plante par Nencu et al. (2015) et Carvalho et al. (2017) sont les acides
phénolcarboxiliques, 1'acide caféoylmalique, 1’acide chlorogénique, 1’acide caféique, I’acide
gallique et I’acide ellagique. L'effet bénéfique de cette espece sur la santé humaine est déja tres

largement connu (Fattahi et al., 2014).

Par ailleurs, les flavonoides avaient été assez abondantes dans 1’extrait méthanolique de
U. urens avec des concentrations qui avoisinent les 28,91 + 2,34ug QE/mg d’extrait alors que
dans I’extrait aqueux cette concentration ne dépassait pas les 5,61 + 0,20 ng QE/mg d’extrait
(p<0.001) (tableau 2). 6.81 = 1.72 pg QE/mg d’extrait éthanolique et 5.34 £ 0.21ug QE/mg
d’extrait aqueux étaient les valeurs obtenues par Mzid et al. (2017). Maaroufi et al. (2017) ont
trouvé une valeur de 67,5 = 13,5 pg QE/g d’extrait méthanolique de U. urens L. et de 46 + 5,9
ug QE/g d'extrait aqueux. Daoudi ef al. (2015) ont enregistré la valeur de 0,005 + 0,0002 mg
QE/30 g dans I’extrait alcoolique et de 0,03 + 0,005 mg QE/30 g d’extrait aqueux des feuilles
de cette espece. Jimoh et al. (2010) ont obtenu 0.46 + 0.02mg QE/g d’extrait méthanolique des
feuilles d’U. urens L. et 0.36 = 0.03 mg QE/g d’extrait aqueux. Manu Kumar ef al. (2013) ont
détecté 0.59 = 0.00 mg QE/g d’extrait méthanolique et 0.58 + 0.01 mg QE/g d’extrait a 1’eau.
Les flavonoides trouvés dans cette espéce sont la patulétine, la rutine, le kaempférol, la
quercétine et 1’isorhamnetine (European Scientific Cooperative of Phytotherapie, 2003).
Quinze différents flavonoides dérivés de l'acide hydroxycinnamique et seize flavonoides,
flavones et glycosides de type flavonols ont été identifiés dans des extraits hydroalcooliques de
parties aériennes de U. urens L. en utilisant "HPLC-PDA-ESI/ MS. Parmi eux, deux isomeres

de l'acide p-coumaroyl-caféoylquinique et trois dérivés de 3-hydroxy-3-méthylglutaroyle
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flavone analogues a des statines ont été identifiés pour la premiere fois chez U. urens L.

(Carvalho et al., 2017).

D’aprés Slemmer et Weber (2014) les phénols sont des constituants végétaux tres
importants en raison de leur capacité de piégeage due a leurs groupes hydroxyles. L'efficacité
de beaucoup de ces composés provient de leur structure, les composés antioxydants ont souvent
des similitudes structurelles qui leur permettent de piéger les électrons en excés des composés
oxydants. De maniére intéressante, ces composés eux-mémes sont susceptibles d'étre oxydés,
et nécessitent donc leurs propres voies de neutralisation. La présence de composés phénoliques
permet aux plantes d’agir comme agents réducteurs, donneurs d’hydrogene et extincteurs

d’oxygene singulet (Fattahi et al., 2014).

5.3. Détermination de ’activité antioxydante des différents extraits

5.3.1. Activité du piégeage du radical 1,1-diphényl-2-picrylhydrazyle (DPPH)

L'activité de piégeage des radicaux libres des extraits méthanoliques et aqueux de
Anacyclus pyrethrum L., de Artemisia absinthium L. et de Urtica urens L. avait été évaluée a
l'aide de la méthode du DPPH. La possibilité que les extraits pouvaient donner de 1'hydrogene
ou des ¢électrons avait été mesurée en utilisant le radical stable 1-1diphényl-2-picrylhydrazyle
(DPPH) (Manouze et al., 2017). Le DPPH est un radical libre en mesure d’accepter un électron
ou un radical hydrogéne pour devenir une molécule diamagnétique stable (Maaroufi et al.,
2017). La réduction des radicaux DPPH due a la capacité de piégeage de l'extrait peut tre
observée par la diminution de 1’absorbance de ce radical a 517 nm. Les concentrations ayant
conduit a une inhibition de 50% (ICso) de ce radical sont présentées dans le tableau 2. Il convient
de noter que les valeurs basses des ICso reflétent une meilleure activité anti-radicalaire. L ’acide

ascorbique avait été utilisé comme un témoin positif (fig.37).
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Figure 37. Activité de piégeage du radical DPPH par l'acide ascorbique.
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Figure 38. Activité de piégeage de I'extrait aqueux de Anacyclus pyrethrum L. sur le radical

DPPH.
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Figure 39. Activité de piégeage de I'extrait méthanolique de Anacyclus pyrethrum L. sur le
radical DPPH.
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Figure 40. Activité de piégeage du radical DPPH par l'extrait aqueux de Artemisia absinthium
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Figure 41. Activité de piégeage du radical DPPH par 1'extrait méthanolique de Artemisia
absinthium L.

82



Chapitre 5 : Résultats et discussion.

90 7 y=17,659In(x) + 78,633

80 - R?=0,8281

70 - %

60 -

50 -

40 -

30 -

20 -

10 -

0 . . . . . .
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Concentrations de I'extrait aqueux de Urtica urens L. (mg/ml)

Inhibition%

Figure 42. Activité de piégeage du radical DPPH par I'extrait aqueux de Urtica urens L.
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Figure 43. Activité de piégeage du radical DPPH par l'extrait méthanolique de Urtica urens
L.

Tableau 3. Activité de piégeage du radical libre DPPH par les extraits végétaux et ’acide

ascorbique.
Extraits végétaux /Acide Ascorbique I1Cso (mg/ml)
Extrait aqueux de Anacyclus pyrethrum L. 0,382 £0,11

Extrait méthanolique de Anacyclus pyrethrum L. | 0.043 £ 0,00

Extrait aqueux de Artemisia absinthium L. 0.193 £ 0,00

Extrait méthanolique de Artimesia absinthium L. | 0.107 £ 0,00

Extrait aqueux de Urtica urens L. 0.198 +£ 0,02
Extrait méthanolique de Urtica urens L. 0.146 £ 0,00
Acide Ascorbique 0.00051£0.73
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Les extraits aqueux et méthanolique de A. Pyrethrum L., évalués par le test du DPPH,
avaient montré une activité anti-radicalaire ; les deux extraits exhibaient une activité de
piégeage du radical de fagon proportionnelle avec les concentrations testées (fig. 38 et 39).
Selon Kataki et al. (2012) I'extrait montre une activité antioxydante en fonction de la dose ou
le solvant utilisé.

L'extrait méthanolique de A. pyrethrum L. piégeait le radical DPPH d’une fagon
remarquable (ICs50=0,043% 0,00 mg/ml) (p<0.001). L'activité de piégeage des radicaux la plus
faible (ICs50=0,382 + 0,1 1mg/ml) avait été attribuée a 'extrait aqueux (tableau 3). Selles ef al.
(2012) ont rapporté une valeur ICso= 0.056 mg/ml pour I’extrait méthanolique du pyréthre et
de ICso= 0.114mg/ml pour I’extrait aqueux. L'extrait éthanolique de A. pyrethrum L. avait été
¢valué¢ pour les activités antioxydantes in vivo et ex-vivo en utilisant différents modeles
expérimentaux a différentes concentrations 25, 50, 100, 200, 400 pg/ml. Akarkarha a montré
une bonne propriété antioxydante (ICso égale a 0,056 + 1,92 mg/ml) en raison de sa capacité de
piégeage des radicaux hydroxyles, les peroxydes d’hydrogéne et les dioxydes d’azote. Il avait
¢galement inhibé la peroxydation des lipides. Sujith et al. (2011) rapportent que la propriété
antioxydante puissante d’Akarkarha est due a la présence d’eugénol, de phénols, de
flavonoides, d'acide ascorbique, d’alcaloides et de tanins. Un ICs0=12.38 + 0.25 pg/ml pour
I’extrait méthanolique et 13.41 + 0.67 ng/ml pour I’extrait aqueux étaient les valeurs détectées
par Manouze et al. (2017), mais les pouvoirs antioxydants des deux extraits étaient nettement
inférieurs a ceux des antioxydants de référence, le butyle hydroxytoluéne (BHT) et la
quercétine. L’ extrait hydro-alcoolique étudié par Cherrat et al. (2017) a donné un ICso =0.145
mg/ml. Kalim et al. (2010) ont enregistré un ICso= 467.10 £ 0.27 pg/ml d’extrait hydro
alcoolique de racines de pyréthre.

Rappelons que I’extrait alcoolique de pyrethre était plus riche en polyphénols mais
contenait beaucoup moins de flavonoides par rapport a 1’extrait aqueux. Selon Sengul et al.
(2011) une activité anti-radicalaire faible peut étre attribuée a l'absence de composants de
I’activité¢ antioxydante. Ces résultats étaient en faveur de I’implication de composés
phénoliques dans I’activité antioxydante des extraits de A. pyrethrum L. par réaction de transfert
d’hydrogene. Plusieurs auteurs confirment qu'il existait une corrélation positive entre la
présence des polyphénols et l'activité antioxydante, affirmant que les polyphénols sont de
puissants antioxydants qui inhibent la formation de radicaux libres et s'opposent a 1'oxydation
des macromolécules (Kalim et al, 2010 ; Cherrat et al., 2017 ; Manouze et al., 2017).

L’extrait aqueux de A. pyrethrum L., bien qu’il contenait une concentration plus élevé en
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flavonoides par rapport a I’extrait méthanolique, révele un pouvoir anti-radicalaire trés faible
(IC50=0,382 + 0,11 mg/ml).

Les extraits aqueux et méthanolique des feuilles de Artemisia absinthium L. présentent
aussi une activité anti-radicalaire intéressante contre le DPPH (fig. 40 et 41). L’ICso pour
I’extrait méthanolique de 1’absinthe est de 0.107 = 0,00 mg/ml (tableau 3). Bhat et al. (2018)
ont obtenu un ICso= 0.112 + 2.41 mg/ml d’extrait méthanolique. Une valeur de 0.57 + 0.05
mg/ml d’extrait éthanolique a été enregistrée par Craciunescu et al. (2012). Une valeur
d’ICs50=0.612 + 30.6 mg/ml d’extrait méthanolique des parties aériennes d’absinthe a été
enregistrée par Mahmoudi ef al. (2009). Un ICso= 7.37 pg/ml était la valeur trouvée par Lee et
al. (2013) pour I’extrait aqueux des feuilles d’absinthe. Selon Msaada et al. (2015) 1’extrait
méthanolique issu des parties aériennes de A. absinthium L., récoltées dans la région de
Boukornine (Tunisie), présentait une forte activité antioxydante avec un ICso= 0.044 + 1.92
mg/ml. Ce qui justifie l'effet de la région sur I’activité antioxydante de chaque espéce. Aussi
l'impact des facteurs environnementaux, les variations saisonnieres, les techniques d'extraction,
le rendement et la composition des extraits, avaient été évoqués par Msaada et al. (2012).

L’ICso pour ’extrait aqueux de A. absinthium L. était de 0.193 £ 0,00 mg/ml (tableau
3). Un ICso de 0.23 1mg/ml était la valeur trouvée par Ozgen et al. (2004) dans 1’extrait aqueux
d’absinthe de Turquie. Lee et al. (2013) trouvent un ICso= 6.77 pg/ml pour I’extrait éthanolique
de A. absinthium L.

L’extrait alcoolique présente un plus grand pouvoir réducteur par rapport a 1’extrait
aqueux donc cela indique que les composés a forte capacité de piégeage des radicaux ont une
polarité moins ¢élevée. Cette activité anti-radicalaire de 1’extrait méthanolique d’absinthe contre
le DPPH pouvait étre attribuée aux polyphénols et aux flavonoides. Canadanovic-Brunet et al.
(2005) affirmaient que les propriétés de piégeage des composés antioxydants ; flavonoides et
acides phénoliques sont souvent associées a leur capacité a former des radicaux stables. Par
exemple, la quercétine, la rutine et I'acide chlorogénique, principaux composés antioxydants de
l'absinthe, peuvent piéger efficacement les radicaux en donnant généralement naissance a des
radicaux libres de semi quinone. L.’absinthe contient é¢galement d’autres flavonoides glycosides
telles que 1’isoquercitrine, la quercitine-3-O-d-glucoside, la quercitine-3-O-rhamnoglucoside,
I’isorhamnetine-3-O-rhamnoglucoside, I’isorhamnetine-3-glucoside, et des acides phénoliques
tels que I’acide chlorogénique, syringique, coumarique, salicylique et vanilliques (Kordali et
al., 2005), qui sont probablement impliqué dans le mécanisme de l'activité de piégeage des
radicaux libres selon Bora et Sharma (2010). Plusieurs composés de faible masse molaire ont

été identifiés dans 4. absinthium L. telles que les lactones sesquiterpéniques, les lignanes, les
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monoterpenes, le thymol et le carvacrol, considérés comme les principaux composés actifs de
ces plantes. Il avait été montré que ces pharmacophores possédent une activité antioxydante et
anti-radicalaire puissante (Braca et al., 2003).

L’activité anti-radicalaire, mesurée par la méthode au DPPH, a été également évoquée
pour 'huile essentielle de A. absinthium L. (Kordali et al., 2005 ; Lopes-Lutz et al., 2008). Le
chamazulene, 1’'un des composants essentiels de ’huile de 4. absinthium L. ; (17.8 = nd %)
(Kordali et al., 2005) et 39.93 + 4.56% (Msaada et al., 2015), a été signalé comme étant un
puissant piégeur de radicaux hydroxyles et capable d'inhiber efficacement la peroxydation des
lipides (Siveen et Kuttan, 2011).

Par ailleurs, les composés phénoliques, présents aussi dans A. absinthium L., peuvent
¢galement agir comme antioxydants en améliorant le systéme antioxydant endogene
(Qingming et al., 2010). L’ajout de I’absinthe aux régimes alimentaires a un effet trés percutant
sur le systéme enzymatique antioxydant. D’ailleurs, Kostadinovic et al. (2015) ont montré que
'addition de A. absinthium L. a 1'alimentation des poulets de chair entrainait une plus grande
activité de la SOD dans le sang hémolysé et les homogénats de foie. L'utilisation d'absinthe
pourrait &tre bénéfique en termes de protection antioxydante des animaux (Popovié et al.,
2017).

L’extrait aqueux d’absinthe (50, 100 ou 200 mg/kg poids corporel / jour) administré par
voie orale a des souris expérimentales et I’atteinte hépatique provoquée chimiquement par une
seule dose de CCls (0,1% ml) montrent que 1’extrait réduit de maniére significative (P <0,05)
la peroxydation lipidique dans le tissu hépatique et rétablit les activités des enzymes
antioxydantes de défense (SOD et GPx) vers des niveaux normaux (Amat et al., 2010). D’apres
Kharoubi et al. (2008), A. absinthium L. avait restauré les activités enzymatiques perturbées
par l'exposition au plomb, telles que la glutathion peroxydase et la superoxyde dismutase
(15,7% et 16,4%, respectivement) et avait un rle protecteur contre la peroxydation lipidique.

Les extraits de Urtica urens L. ont montré une activité antioxydante en fonction de la
dose et du solvant utilisé (fig. 42 et 43). Les résultats du tableau 3 indiquent que 1’extrait
méthanolique de U. urens, qui contenait la plus grande quantité de composés phénoliques et
flavonoides, présentait I’activité antioxydante (ICs0=0.146 £+ 0,00 mg/ml) la plus puissante en
comparaison avec 1’extrait aqueux (ICs50=0.198 + 0,02 mg/ml) (p<0.05). Mzid et al. (2017) ont
aussi constaté que 1’extrait éthanolique de cette méme espece, provenant de Tunisie, avait un
puissant pouvoir anti-radicalaire (ICs0=0.245 £+ 10,2 mg/ml) et que I'extrait aqueux a aussi
montré une activité de piégeage des radicaux libres (IC50=0.142 £ 10,54 mg/ml). Selon Manu

Kumar et al. (2013), l'extrait méthanolique de feuilles de U. urens L. a décelé une activité plus
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¢levée (78% a 0,5 mg/ml) par rapport a I’extrait aqueux (50% a 0.5 mg/ml). Jaradat et al. (2016)
rapportent une valeur d’1Cso des extraits méthanoliques d’ortie de 1’ordre de 29,70 + 0,60 pg/ml.
Une valeur d’ICso égale a 1.2 mg/ml d’extrait aqueux de U. urens contre la valeur de 21,8 ng/ml
pour l'acide ascorbique a été enregistrée par Fattahi et al. (2014). A 1 mg/ml, extrait
méthanolique donnait 91,2% et I’extrait aqueux 63,5% d’inhibition selon Jimoh et al. (2010).
Tous ces auteurs avaient observé que ces extraits avaient la capacité de donner des protons et
pourraient cependant servir d'inhibiteurs ou de piégeurs de radicaux libres.

Mzid et al. (2016) ont constaté que 1’extrait éthanolique d’ortie améliorait I’activité des
catalases (CAT), la superoxide dismutase (SOD), et la glutathione peroxidase (GPx) et réduisait
par conséquent le taux de malondialdehyde (MDA) au niveau de 1’épiderme. La présence de
flavonoides et des huiles volatiles dans U. urens L. est responsable de ses activités antioxydante,
antimicrobienne et anti-inflammatoire (Saeed et ahmed, 2016). Selon Abdel-Wahhab et al.
(2005), la patulétine est un flavonoide majeur de U. urens L. qui posséde une activité
antioxydante et des effets piégeurs des radicaux libres chez des rats traités avec des Aflatoxines
B1 a une dose de 7,5 mg/kg de poids corporel. En outre, ce composé est lipophile et traverse
facilement la membrane cellulaire, la rendant facilement disponible dans le cytosol pour exercer
son action antioxydante protectrice (Abdel-Wahhab et al., 2005). Selon ces auteurs, des
recherches récentes appuient ['utilisation de U. wrens L. comme antidiabétique et
hypocholestérolémiant pour le traitement de I'hyperplasie bénigne de la prostate, des infections
des voies urinaires, des névralgies, de l'arthrite et d'autres troubles connexes. L'ortie a été
longtemps et largement utilisée dans la médecine traditionnelle pour traiter diverses maladies.

Une différence trés significative (p<0.001) a été constatée entre 1’activité anti-
radicalaire (DPPH) des six extraits et I’acide ascorbique, utilis¢é comme témoin positif, dont
I’ICso été de 0.00051 £ 0.73 mg/ml (tableau 3). L’activité antioxydante affichée par les six
extraits étudiés suggere qu'ils peuvent avoir un potentiel de capacité neuroprotectrice.

Notre étude a montré que l'activité anti-radicalaire augmente avec la concentration des
extraits et que les fortes teneurs en composés phénoliques et flavonoides totaux indiquent que
ces composés contribuent a l'activité anti-radicalaire et antioxydante. Ces résultats confirment
ceux de Rice-Evans ef al. (1996) et Pietta (2000) qui avaient déduit que les substances
phytochimiques naturelles, telles que les composés phénoliques, présentent dans leurs
structures moléculaires des anneaux aromatiques, avec un ou plusieurs groupes hydroxyles. Ces
composés peuvent agir en tant qu’antioxydants car leur systéme étendu d’électrons conjugués
permet un transfert rapide d’électrons ou d’atomes hydrogene des groupements hydroxyles vers

les radicaux libres.
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5.3.2. Test du pouvoir réducteur

Le cerveau posseéde le taux métabolique le plus élevé de tous les tissus et recourt
obligatoirement au métabolisme aérobie. Ceci, combiné a des concentrations ¢élevées d'ions
métalliques Cu* et Fe*, augmente sa vulnérabilité au stress oxydatif. La grande majorité des

ROS proviennent des réactions redox des métaux (Abuhamadah, 2014).

Il existe de nombreuses méthodes pour tester la capacité¢ antioxydante d’un extrait
végétal. La méthode du pouvoir réducteur a été utilisée dans la présente étude. Le pouvoir
réducteur est représenté par la valeur d’ICso ; les concentrations de 1'antioxydant fournissant une

réduction de 50 % de la solution d'essai (tableau 4).
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Figure 44. Pouvoir réducteur de 'acide ascorbique.
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Figure 45. Pouvoir réducteur de l'extrait aqueux de Anacyclus pyrethrum L.
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Figure 46. Pouvoir réducteur de l'extrait méthanolique de Anacyclus pyrethrum L.
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Figure 47. Pouvoir réducteur de I'extrait aqueux de Artemisia absinthium L.
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Figure 48. Pouvoir réducteur de I'extrait méthanolique de Artemisia absinthium L.
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Figure 49. Pouvoir réducteur de l'extrait aqueux de Urtica urens L.
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Figure 50. Pouvoir réducteur de I'extrait méthanolique de Urtica urens L.

Tableau 4. Pouvoir réducteur des extraits aqueux et méthanoliques des trois plantes et de
I’acide Ascorbique.

Extraits végétaux /acide ascorbique. ICso (mg/ml)
Extrait aqueux de Anacyclus pyrethrum L. 0.66 £0.05
Extrait méthanolique de Anacyclus pyrethrum L. 0.63 £0.065
Extrait aqueux de Artemisia absinthium L. 0.950 +£0.038
Extrait méthanolique de Artemisia absinthium L. 0.901 £0.013
Extrait aqueux de Urtica urens L. 2.610+0.3
Extrait méthanolique de Urtica urens L. 0.186 + 0.006
Acide Ascorbique. 0.018 £ 0.003
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Le pouvoir réducteur des extraits aqueux et méthanolique de A. pyrethrum L., de A.
absinthium L. et de U. urens L. évalué par la méthode d’Oyaizu (1986) ou 1’acide ascorbique a
servi comme témoin positif (fig.44). Selon Meir et al. (1995) la capacité réductrice d'un
composé peut constituer un indicateur significatif de son activité antioxydante potentielle. Cette
capacité réductrice est généralement associée a la présence de réductones qui rompent la chaine
des radicaux libres en faisant don d'un atome d'hydrogéne ou d’électron. Il a également été
rapporté que les réductones réagissent avec certains précurseurs du peroxyde empéchant ainsi
leur formation (Bora et Sharma, 2011).

Les extraits de 4. pyrethrum L. qu'ils soient aqueux ou méthanoliques ont montré un
pouvoir réducteur presque similaire (p>0.05) ou I'ICso était de 0,66 + 0,05 mg/ml et 0,63 +
0,065 mg/ml respectivement (tableau 4). Ce pouvoir réducteur augmente avec la hausse des
concentrations des deux extraits (fig.45 et 46). Des résultats semblables ont été trouvés par
Sujith et al. (2011) qui confirmaient que le pouvoir réducteur de 1’extrait éthanolique de A.
pyrethrum L. augmentait avec I’augmentation de ses concentrations. Des 1C50=50.89 + 1.25
pug/ml pour I’extrait méthanolique et de 60.17 + 4.48 pg/ml pour I’extrait aqueux du pyréthre
du Maroc ont été constatés par Manouze et al. (2017). Dans une étude menée par Selles et al.
(2012), I'extrait méthanolique du pyrethre de Tlemcen présentait un pouvoir réducteur un peu
plus fort par rapport a I’extrait aqueux. En effet, I'absorbance de l'extrait méthanolique a 0,10
mg/ml était de 0,359, valeur supérieure a celle des extraits a 1'eau dont I’absorbance était de
0,281. De méme, a 0,15 mg/ml la capacité de réduction ferrique la plus élevée résidait dans
l'extrait méthanolique (0,569) par rapport aux extraits a l'eau (0,301). Sujith et al. (2011) ont
abouti a la méme conclusion puisque a 400 pg/ml I’absorbance calculé était de 0.241 alors qu’a
25 ng/ml elle était égale a 0.022.

Pour les extraits aqueux et méthanoliques de A. absinthium L., 1’1Cso pour le premier est
de 0.950 + 0.038 mg/ml alors que I’extrait alcoolique présente un ICso égale a 0.901 + 0.013
mg/ml (p>0.05) (tableau 4). D’aprés Mahmoudi ef al. (2009), 1'extrait méthanolique d’absinthe
présentait une bonne activité¢ réductrice entre 0.05 et 0.800 mg /ml. Selon ces auteurs, la
présence de réducteurs (antioxydants) donneurs d’¢lectron dans les échantillons entrainera la
réduction du Fe** en Fe?. Par ailleurs, Msaada er al. (2015) ont trouvé que les extraits
méthanoliques d’absinthe obtenus a partir des lots issus des régions de Bou Salem, de Jerissa
et de Boukornine (Tunisie), étaient plus actifs que 1’acide ascorbique dont I’ECso = 4,2 + 0,11
g/ml.

A 0.05, 0.100 et 0.200 mg/ml, les extrait méthanoliques d’absinthe ont montré des

activités plus faibles que le BHT (p <0,05) mais a une concentration de 0.400 mg/ml d’extrait
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d’absinthe, un pouvoir réducteur significatif (p <0,05) a été enregistré (Bora et Sharma, 2011).
Lee et al. (2013) confirmaient que I’extrait méthanolique d’absinthe possédait un pouvoir
réducteur supérieur a celui de ’extrait aqueux. Plusieurs auteurs avaient conclu que le pouvoir
réducteur de cet extrait a été¢ proportionnel a ses concentrations (Bora et Sharma, 2011 ; Lee
et al., 2013 ; Msaada et al., 2015). Ces résultats cohrroborent avec ceux obtenus dans cette
recherche (fig.47 et 48).

Une différence significative (p<<0.001) du pouvoir réducteur des extraits aqueux et
méthanolique de Urtica urens L. a été observée (fig.49 et 50), un ICso de 2.610 + 0.3 mg/ml
pour I’extrait aqueux et 0.186 + 0.006 mg/ml pour 1’extrait alcoolique (tableau 4). Ce pouvoir
réducteur réduit de ’extrait aqueux est peut étre du a la faible teneur des flavonoides (5,61 +
0,20 ng QE/mg) d’ortie par rapport a celle contenue dans 1’extrait alcoolique (28,91 + 2,34ug
QE/mg). La quantité des polyphénols dans 1’extrait méthanolique de U. urens L. était également
un peu plus élevée que celle contenue dans I’extrait a I’eau (p<<0.05). Les composés phénoliques
présentent une activité antioxydante en raison de leurs propriétés rédox. Selon Lee et al. (2013),
la capacité réductrice d'un composé peut servir d'indicateur significatif de son potentiel

antioxydant.

5.4. Test de Neurotoxicité : traitement des cultures cellulaires CAD avec les extraits des

plantes (Anacyclus pyrethrum L., Artemisia absinthium L. et Urtica urens L.)

La toxicité des extraits aqueux et méthanolique de Anacyclus pyrethrum L., de Artemisia
absinthium L. et de Urtica urens L. sur des cellules CAD a été¢ examinée a 'aide du test MTT
(bromure de 3- [4,5-diméthyl-2-thiazolyl] -2,5, diphényltétrazolium). Ce test est basé sur une
réaction colorimétrique dans laquelle le MTT est réduit par la réductase mitochondriale (les
déshydrogénases) des cellules viables en composé Formosan bleuatre, soluble dans
l'isopropanol. Ce qui reflete le fonctionnement normal des mitochondries et la viabilité
cellulaire selon Sylvestre et al. (2005) et Mohammadi et al. (2016), déterminée en mesurant la
densité optique (DO) a 570 nm. Pour cette fin, 24 heures de traitement des cellules CAD avec
une gamme de concentrations (0,0001, 0,001, 0,01, 0,1 et I mg/ml) de chaque extrait avaient

été effectuées, suivi par le test de neurotoxicité ou test du MTT.
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Figure 51. Traitement des cultures de cellules CAD avec I'extrait aqueux de A. pyrethrum L.
pendant 24 heures. Des concentrations de 0,0001, 0,001, 0,01 et 0,1 mg/ml n'ont provoqué
aucun effet neurotoxique sur les cellules CAD. En fait, a 1 mg/ml d'extrait aqueux de 4.
Pyrethrum, le taux de survie cellulaire était plus élevé aprés 24h de traitement, *** p < 0,001
par rapport au control.
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Figure 52. Traitement des cultures de cellules CAD avec 1'extrait méthanolique de 4.
pyrethrum L. pendant 24 heures. Les concentrations de 0,0001, 0,001, 0,01, 0,1 mg/ml n'ont
pas induit d'effet neurotoxique ou de viabilité accrue sur les cellules CAD.
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Figure 53. Traitement des cultures de cellules CAD avec l'extrait aqueux de 4. absinthium L.
pendant 24 heures. Les concentrations de 0,0001, 0,001, 0,01, 0,1 mg/ml n'ont pas induit
d'effet neurotoxique sur les cellules CAD. A 1 mg/ml l'extrait aqueux de A. absinthium L., le
taux de survie cellulaire était plus élevé apres 24h de traitement, ***p<0.001 par rapport au
control.
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Figure 54. Traitement des cultures de cellules CAD avec 1'extrait méthanolique de 4.
absinthium L. pendant 24 heures. Les concentrations de 0,0001, 0,001, 0,01, 0,1 mg/ml n'ont
pas induit d'effet neurotoxique sur les cellules CAD. ***p<0.001 par rapport au control.
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Figure 55. Traitement des cultures de cellules CAD avec l'extrait aqueux de U. urens L.
pendant 24 heures. Les concentrations de 0,0001, 0,001, 0,01, 0,1 et Img/ml n’avaient induit
aucun effet neurotoxique sur les cellules CAD. p>0.05.
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Figure 56. Traitement des cultures de cellules CAD avec l'extrait méthanolique de U. urens
L. pendant 24 heures. Les concentrations de 0,0001, 0,001, 0,01, 0,1et 1 mg/ml n'avait pas
induit d'effet neurotoxique sur les cellules CAD, p>0.05.

Les résultats des figures 51 et 52, des concentrations de 0,1 a 0,0001 mg/ml d'extrait
aqueux et méthanolique de 4. pyrethrum L. n'avaient provoqué aucun effet neurotoxique sur
les cellules CAD. Par conséquent, on avait opté pour ces concentrations afin d’effectuer le test
de neuroprotection. De plus, I'extrait aqueux contrairement a 1'extrait au méthanol augmentait
significativement la viabilité cellulaire sur une période de 24 heures a une concentration élevée
de 1 mg/ml. Plusieurs recherches affirmaient que le pyréthre ne présente aucun danger

particulier. Une étude de toxicité aigu€ réalisée conformément au directif n°423 de
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I’organisation pour la coopération et le développement économique (OCDE, 2001) montre que
'administration orale de I’extrait aqueux et méthanolique de 4. pyrethrum L. a des doses allant
jusqu'a 5000 mg/kg n'a provoqué aucun signe ou symptome visible de toxicité chez des souris
suisses males adultes (Manouze et al., 2017). Sclon ces auteurs, aucune mortalité ni
changement significatif du poids corporel (p> 0,05) ou du poids des organes (p> 0,05) n’a été
observé 14 jours aprés I’administration des extraits. Dans des études de toxicité aigué de la
racine de A. pyrethrum L. chez des rats albinos, aucune mortalité et modifications significatives
des paramétres de poids corporel et de bien-étre n’ont enregistrés a 175, 550 et 2000 mg/kg
poids corporel (Kumar et Lalitha, 2013). Zaidi et al. (2013) ont mis en évidence une activité
anxiolytique significative sans évidence de neurotoxicité a une dose testée de 1600 mg/kg.

Pour évaluer la toxicité subchronique de l'extrait de A. pyrethrum L. chez des rats albinos
Wistar, un extrait éthanolique préparé a 2% (v/v de tween 80) a ét¢ administré par gavage oral
a des rats a la dose de 1000 mg/kg par jour pendant 90 jours. Les résultats ont révélé aucune
mortalité ou preuve d'effets indésirables sur 'administration orale de l'extrait. Ce dernier ne
présentait aucune anomalie toxicologique liée au traitement et peut étre considéré comme sir
pour un traitement a long terme (Sujith et al., 2012).

La toxicité aigué de I'extrait éthanolique de racines de 4. pyrethrum L. a été déterminée
chez des souris albinos femelles. L'extrait a ét¢ administré a des doses de 300, 2000, 5000 mg/kg
et la mortalité a été observée apres 24 h. 1l a été constaté que 1’extrait a 1’éthanol était sans
danger aux doses utilisées et qu’il n’y avait pas de mortalité a des doses supérieures a 2g/kg
(Gautam et al., 2011). On peut tout de méme noter que 1’extrait méthanolique de Anacyclus
pyrethrum L. (1mg/ml) avait un effet neurotoxique significatif (p<0.05) sur les cultures de
cellules CAD par rapport au contrdle. Une étude dirigée par 1’organisation pour la coopération
¢conomique et le développent (OCDE, 2008) confirme que les extraits de racines de cette
drogue ne provoquent aucune toxicité apparente chez les modeles animaux. Bien qu’a forte
dose, la racine irrite la membrane muqueuse de I’intestin et provoque des selles avec saignement
et des dermatites de contact en cas de mauvaise manipulation (Kumar et choudhary, 2016).
Cette plante ne peut pas étre dépourvue d’effets toxiques selon une étude réalisée par Daoudi
et al. (2014). Elle peut provoquer des problémes respiratoires, une gastro-entérite, des coliques,
une irritation de la peau, des muqueuses, un bourdonnement d'oreille et méme une perte de
conscience (Bellakhdar, 1997 ; Hmamouchi, 1999).

Des concentrations de 0,1 a 0,0001 mg/ml d'extrait aqueux et méthanolique de A.
absinthium L. n'ont provoqué aucun effet neurotoxique, par conséquent ces concentrations ont

été sélectionnées pour les tests de neuroprotection (fig. 53 et 54). Concernant 1’extrait
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méthanolique des feuilles de 4. absinthium L. (1mg/ml), un effet neurotoxique trés prononcé
(p<0.001) sur les cellules CAD a été enregistré. L'utilisation chronique de 4. absinthium L. a
¢été signalée comme ayant un effet neurotoxique di a la présence de Thujone.

Le Thujone, un composant caractéristique de 'huile essentielle de A. absinthium L., est
une toxine connue du systéme nerveux central. Cependant, le risque toxicologique li¢ a
I’utilisation des préparations d'absinthe est trés bas car les extraits aqueux contiennent peu de
Thujone (Beigh et Ganai, 2017). D’aprés Pinto-Scognamiglio (1968), 1’administration
chronique de 10 mg/kg de thujone par voie orale a des rats n'alteére pas l'activité spontanée ou
le comportement conditionné. Patocka et Plucar (2003) rapportent une DLso de 'alpha-thujone
chez la souris d'environ 45 mg/kg.

Pour exclure l'effet cytotoxique possible des extraits éthanoliques d'absinthe, plusieurs
concentrations (10-1000 mg/1) ont été testées sur des cellules NCTC (fibroblastes). Des taux de
viabilité cellulaire supérieure a 80% ont été enregistrés pour des concentrations allant jusqu'a
500 mg/1 d'extrait d'absinthe. Des concentrations plus élevées induisent une perturbation de la
rétention de rouge neutre et de la viabilité cellulaire qui diminuait de maniére significative (p
<0,01) jusqu'a 30,46% par rapport au controle négatif (100%) (Craciunescu et al., 2012).

Craciunescu et al. (2012) ont également rapporté que les cellules NCTC traitées avec
10-500 mg/l d'extrait d'absinthe sécrétent moins de 15% de LDH dans le milieu de culture.
L'Agence européenne des médicaments a proposé que l'apport quotidien de 3,0 mg d’absinthe
par personne s'avere acceptable pour une durée maximale de 2 semaines (Mubashir ef al.,
2017). L'extrait aqueux (Img/ml) contrairement a l'extrait méthanolique augmente
significativement (p<0.001) la viabilité cellulaire sur une période de 24 heures. Ceci peut étre
pro-prolifératif et/ou cytoprotecteur dans ces conditions de culture cellulaire.

Selon Marrassini ef al. (2010), bien que les orties soient utilisées depuis longtemps comme
aliment nutritif ou comme remede a base de plantes, des études de toxicité aigué et subaigué
rigoureuses sont nécessaires pour confirmer l'innocuité de cette plante dans le traitement des
symptomes d'inflammation et de la douleur. Ainsi, nos résultats de ’espece U. urens L. utilisée
a des concentrations de 0.1 a 1 mg/ml d'extrait méthanolique et aqueux ne montrent aucune
neurotoxicité chez les cellules CAD (p>0.05) et par conséquent ces doses ont été sélectionnées
pour le test de neuroprotection (fig. 55 et 56). Ces résultats concordaient avec ceux de plusieurs
auteurs (Doukkali ez al.,2015 ; Saeed et Ahmad, 2016). Une ¢étude de toxicité aigué a été suivie
conformément aux mod¢le de 'OECD 423 (OECD/OCDE, 2002). Doukkali et al. (2015)
rapportent que I’administration orale d'extrait méthanolique de feuilles de U. urens L. a une

dose de 2000 mg/kg de poids corporel de souris adultes n’induit aucun changement significatif

97



Chapitre 5 : Résultats et discussion.

du poids corporel entre le groupe traité et le t€émoin, avec absence de signes de toxicité tels que
convulsions, hypothermie, hyperactivité.

Une dose de 25 mg/kg/jour de U. urens L. a été administrée par voie orale a des lapins
albinos pendant trois mois, les résultats obtenus confirment I’utilisation sans danger voir
efficace de cette espéce a la dose prescrite et pendant la période recommandée (Saeed et
Ahmad, 2016). L’extrait aqueux d’ortie n'était pas cytotoxique pour les macrophages et les
hépatocytes de souris a des concentrations bioactives de 200 et 350 pg/ml. Par conséquent,

Carvalho et al. (2017) suggerent son utilisation sans danger dans les applications alimentaires.

L'effet cytotoxique de l'extrait aqueux d'ortie a ét¢ déterminé sur les lignées de cellules
BT-474 apres une exposition de 24, 48 et 72 h. La viabilité¢ des cellules BT-474 n'a pas été
affectée par les concentrations d'extrait jusqu'a 1,5 mg/ml mais elle a diminué¢ de moiti¢
(contrdle) en présence de 3 mg/ml d'extrait (Fattahi ef al., 2014). Les médicaments a base de
plantes peuvent provoquer certains effets secondaires. Leur survenue dépend de la dose du

médicament pris, de la durée du traitement et du type de médicament.

5.5. Test de neuroprotection : traitement des cultures cellulaires CAD avec les extraits des

plantes (Anacyclus pyrethrum L., Artemisia absinthium L. et Urtica urens L.)

Les radicaux libres ont un réle important dans le métabolisme cellulaire et moléculaire.
Ils jouent particulierement le réle de second messager dans les voies de signalisation
intracellulaire (Valko et al., 2006). Les antioxydants disponibles dans le commerce obtenus
par synthése chimique possédent généralement un trés grand pouvoir antioxydant a effet non
spécifique bloquant ainsi les voix de signalisation qui font intervenir les radicaux libres. C’est
dans ce contexte que la recherche d’antioxydants naturels a base de plantes s’est avérée utile,
sachant que ces derniéres avaient développé des systémes efficaces les protégeant du stress
oxydatif provenant de I’environnement.

Les effets du peroxyde d'hydrogéne sur les cellules CAD ont été étudiés avec une
période d'incubation de 2 heures. La concentration de 250 uM H>O» a été choisie pour étudier
les propriétés neuroprotectrices des extraits aqueux et méthanoliques de A. pyrethrum L., de A.
absinthium L. et de U. urens L. Les cellules sont pré-traitées avec les extraits de plantes 24 h
avant 1’application du peroxyde d’hydrogeéne. Parmi les six extraits végétaux seul 1’extrait
aqueux de A. pyrethrum L. (0.1 mg/ml) avait montré une neuroprotection vis-a-vis de I’H>O»

(fig.57).
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Figure 57. Protection partielle des cultures de cellules CAD par I’extrait aqueux de 4.
pyrethrum L. (0.1 mg/ml) apres 2 heures de traitement avec 250 uM de peroxyde
d’hydrogene. **p<0.01 comparé aux cellules traitées avec 250 uM d’H20..
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Figure 58. Traitement des cultures de cellules CAD avec I’extrait méthanolique de A.
pyrethrum L. (0.1 et 0.01 mg/ml) aprés 2 heures de traitement avec 250 uM de peroxyde
d’hydrogene. p >0.05 comparé aux cellules traitées avec 250 uM d’H>Oo.
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Figure 59. Traitement des cultures de cellules CAD avec I’extrait aqueux de A. absinthium L.
(0.1 et 0.01 mg/ml) apres 2 heures de traitement avec 250 uM de peroxyde d’hydrogéne.
p>0.05 comparé aux cellules traitées avec 250 uM d’H,O..
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Figure 60. Traitement des cultures de cellules CAD avec I’extrait méthanolique de A.
absinthium L. (0.1 et 0.01 mg/ml) apres 2 heures de traitement avec 250 uM de peroxyde
d’hydrogene. p>0.05 comparé aux cellules traitées avec 250 uM d’H>O
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Figure 61. Traitement des cultures de cellules CAD avec ’extrait aqueux de U. urens L. (0.1
et 1 mg/ml) aprés 2 heures de traitement avec 250 uM de peroxyde d’hydrogene. p>0.05
comparé aux cellules traitées avec 250 uM d’H20s.

140 -

120 -

100 -
80 - n.s
n.s
60
40
20
0 T T T T T

Contréle OUME 0,1mg/ml OUME 1mg/ml  H202 250uM OUME 0,1 mg/mlOUME1 mg/ml +
+250uM H202  250uMH202

Cellules viables %

Figure 62. Traitement des cultures de cellules CAD avec I’extrait méthanolique de U. urens
L. (0.1 et 1 mg/ml) aprés 2 heures de traitement avec 250 uM de peroxyde d’hydrogene.
p>0.05 comparé aux cellules traitées avec 250 uM d’H>O».
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Il est bien connu que le stress oxydatif induit par H>O» augmente considérablement les
niveaux de ROS intracellulaires et peut induire une apoptose ou une nécrose par des
changements microenvironnementaux intracellulaires (Mattson, 2006). D’aprés Al-Yafaeea
et al. (2014) le peroxyde d'hydrogeéne est cytotoxique et 1’exposition des cellules et des tissus
en culture a cette molécule peut entrainer un déséquilibre du métabolisme énergétique, une
peroxydation des lipides et des protéines de la membrane cellulaire, ainsi qu'une perte de
l'intégrit¢ de la membrane et de la fonction normale pouvant éventuellement conduire a
l'apoptose et a la mort neuronale. Des niveaux de peroxyde d'hydrogéne égaux ou inférieurs a
environ 20-50 mg semblent avoir une cytotoxicité limitée pour de nombreux types de cellules.
L’¢limination du peroxyde d’hydrogéne ainsi que 1'anion superoxyde est trés importants pour
la protection (Bora et Sharma, 2011). De plus le stress oxydatif résultant de la formation
accrue de peroxyde d'hydrogene et de radicaux libres dérivés de 1'oxygéne peut déclencher une
cascade d'événements, notamment un dysfonctionnement de la respiration mitochondriale et de
l'excitotoxicité et une augmentation fatale du calcium cytosolique, ainsi qu'une nécrose ou une
apoptose des cellules (Van Houten et al., 2006). Le peroxyde d’hydrogéne en lui-méme n’est
pas trés réactif mais il peut parfois étre toxique en donnant naissance au radical hydroxyle dans
les cellules. C’est pour cette raison que la suppression de cet élément est impérative pour la
défense antioxydante dans les cellules ou dans les systémes alimentaires. Selon Sujith et al.
(2011), I’H20O7 peut générer un radical hydroxyle par la réaction de fenton et peut également
traverser facilement la membrane cellulaire et exercer un effet nuisible sur les tissus par un
certain nombre de mécanismes différents, tels que la perturbation du Ca?" intracellulaire,
I’augmentation de I'ATP intracellulaire, 1'endommagement de 1'ADN et l’induction de
'apoptose.

Un effet neuroprotecteur clair (p<0.01) a été observé avec I’extrait aqueux des racines
de A. pyrethrum L. a la concentration de 0.1mg/ml, en revanche aucun effet de cet extrait n’a
¢été remarqué sur les mémes cellules a la concentration de 0.0lmg/ml (fig.57) La protection
significative observée avec l'extrait aqueux de A. pyrethrum L. est en accord avec l'activité de
piégeage du radical DPPH et les propriétés de réduction du fer. L'activité antioxydante est
attribuée a plusieurs mécanismes parmi lesquels la décomposition du peroxyde et la réduction
des radicaux libres ont été mentionnées par Maaroufi et al. (2017). La capacité des molécules
antioxydantes a neutraliser I’H202 pourrait étre attribuée aux caractéristiques structurelles de
ses composants actifs qui déterminent leur capacité a donner des électrons. La purification de

I’H2O> a été attribuée aux phénols grace a leur capacité a lui donner des électrons et a sa
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neutralisation sous forme d'eau par le processus appelé cycle eau-eau qui prend place dans les

plantes (Asada et al., 2000).

Au contraire, 'extrait méthanolique dans la présente étude n'est pas apparemment un
neuroprotecteur par rapport a I’H>O» pour les mémes concentrations testées (fig.58).
Contrairement aux résultats de Sujith et al. (2011) qui ont montré que I'extrait méthanolique de
A. pyrethrum L. était dans la capacité de piéger le peroxyde d'hydrogéne de manicre dose-
dépendante (ICs50=38.54 pg/ml). Fait intéressant, l'extrait méthanolique, bien qu'il contienne
une teneur en polyphénols plus élevée que l'extrait aqueux, ne semblait pas étre neuroprotecteur
dans ce modele de stress oxydatif. L'extrait aqueux de cette plante contient une plus grande
quantité de flavonoides que I'extrait méthanolique.

Les flavonoides exercent de multiples actions neuroprotectrices dans le cerveau, y
compris un potentiel pour protéger les neurones contre les dommages induits par les
neurotoxines, une capacité a supprimer la neuro-inflammation, et le potentiel de promouvoir la
mémoire, l'apprentissage et la fonction cognitive (Vauzour et al., 2008). Ces effets semblent
étre soutenus par deux processus communs. Premiérement, ils interagissent avec des cascades
de signalisations critiques de protéines et de lipides kinases dans le cerveau conduisant a une
inhibition de 'apoptose déclenchée par des espéces neurotoxiques, et a une promotion de la
survie neuronale et de la plasticité synaptique. Deuxiémement, ils induisent des effets
bénéfiques sur le systéme vasculaire conduisant a des changements dans le flux sanguin
cérébrovasculaire capable de provoquer 1'angiogenése, la neurogenese et les modifications de
la morphologie neuronale (Vauzour et al., 2008). La quercétine est un flavonoide largement
répandu dans les plantes. Des études in vitro sur des lignées de cellules neuronales et des
neurones primaires avaient montré que, a des concentrations micromolaires, ces molécules sont
antagonistes de la toxicité cellulaire induite par divers oxydants tels que le peroxyde
d’hydrogene, 1’acide linoléique, 1’hydro-peroxyde et d’autres molécules neurotoxiques
induisant un stress oxydatif (Costa et al., 2016). La quercetine (100 mg/ml) exercait un effet
neuroprotecteur contre le stress oxydatif induit et les 1ésions neuronales causées par le peroxyde
d’hydrogeéne de maniére dose-dépendante. L'effet de cette molécule sur l'amélioration de la
survie et de la viabilité neuronales était vraisemblablement li¢ a sa capacité antioxydante et a la
prévention de la génération de ROS (Haq et Al Amro, 2019).

Tous les marqueurs biochimiques du stress oxydatif tels que la peroxydation lipidique,
le dosage de I'enzyme GST, les dommages et la fragmentation de ' ADN ont été complétement

inversés avec les prétraitements a la quercétine (Haq et Al Amro, 2019). Le stress oxydatif
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accru induit par H>O: dans les cellules cérébrales se reflétait dans les sections histologiques du
cerveau colorées a la fois par la coloration hémalun et éosine et celle du bleu de toluidine.

Le bleu de toluidine est un colorant métachromatique basique de la thiazine qui a été
utilisé préférentiellement pour étudier la modification de la morphologie des neurones dans
différentes conditions expérimentales ou pathologiques (Fernandez-Bueno et al., 2012). Les
coupes tissulaires des cultures cérébrales témoins montraient des neurones normaux, des
cellules gliales et des cellules pyramidales disposées en plusieurs couches. Le traitement avec
le peroxyde d’hydrogéne a montré une modification marquée de la morphologie des cellules
gliales, nettement agrandies, ainsi qu'une pycnose nucléaire, une vacuolisation et une
désintégration cytoplasmique. Le prétraitement a la quercétine montrait un effet protecteur
remarquable sur la morphologie globale et la viabilité des cellules neuronales (Haq et Al Amro,
2019). Selon ces auteurs, lorsque ce flavonoide réagit avec un radical libre, il donne un proton
et devient lui-méme un radical, mais I'électron non apparié résultant est délocalisé¢ par
résonance, ce qui le rend trop faible en énergie pour étre réactif. D'autres études avaient montré
que la rutine et I’isoquercitrine étaient capables d'antagoniser les modifications de I'expression
des genes induites par la 6-hydroxydopamine dans les cellules PC12 (Magalingam et al.,
2015). La protection des cellules neuronales par les flavonoides contre la toxicité de la béta-
amyloide avait également été rapportée par Zhang et al. (2016). Les flavonoides tels que le
flavanone tangeretin ont permis de maintenir I'intégrité et la fonctionnalité nigrostriatal suite a
la Iésion avec 6-hydroxydopamine, suggérant qu'il peut servir d'agent neuroprotecteur potentiel
contre la pathologie sous-jacente associée a la maladie de Parkinson (Dalta et al., 2001).
L'utilisation d'extraits végétaux ou alimentaires riches en flavonoides avait montré des
améliorations de la fonction cognitive, probablement en protégeant les neurones vulnérables,
en améliorant la fonction neuronale existante ou en stimulant la régénération neuronale
(Youdim et Joseph, 2001).

Dans le processus ischémique de I'AVC au niveau cellulaire. Les défaillances
métaboliques mitochondriales initiales, entrainent une perturbation du fonctionnement de la
pompe ionique au niveau de la membrane et une libération massive de neurotransmetteurs et de
glutamate qui, a son tour, augmente l'entrée de Ca?" et ’activation des enzymes (XO, NOS,
COX, LOX kinases). La production d'espéces réactives d'oxygene et d'azote fait partie de ce
processus, générant une peroxydation lipidique et des dommages & I'ADN nucléaire. Les
flavonoides agissent en inhibant plusieurs étapes de ce processus (Dajas et al, 2003).
Cependant, Pour que les flavonoides puissent accéder au cerveau, ils doivent traversez d’abord

la barriere hémato-encéphalique, qui contrdle I’entrée des xénobiotiques dans le cerveau. Des
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flavanones telles que I'hespérétine, la naringénine et leurs métabolites in vivo, avaient traversé

cette barriere dans des modeles pertinents in vitro et in vivo (Youdim et al., 2004).

A ce jour, les traitements médicamenteux existants pour les troubles neurodégénératifs
n'empéchent pas la dégénérescence sous-jacente des neurones et par conséquent, développer
des stratégies alternatives capables d'empécher la perte progressive de populations neuronales
spécifiques semble étre une meilleure alternative. Plusieurs études avaient prouvé le role
neuroprotecteur de 4. pyrethrum L. L’espéce a une activité neuropharmacologique potentielle
en tant que nootrope. Elle possede des propriétés antidépressives (Sujith et al., 2011). Des
¢tudes suggéraient que l'extrait de racine de A. pyrethrum L. pourrait produire un effet
antidépresseur par interaction avec les récepteurs adrénergiques et dopaminergiques,
augmentant ainsi le niveau de noradrénaline et de dopamine dans le cerveau des souris (Badhe
et al., 2010). La plante avait été utilis€ pour traiter les crises épileptiques et la paralysie
(Annalakshmi et al., 2012 ; Boonen et al., 2012).

A. pyrethrum L. améliore la mémoire dans les modeles d'amnésie induite par la
scopolamine en améliorant la neurotransmission cholinergique centrale (Sujith ez al., 2012). 4.
pyrethrum L. inhibe 1'enzyme acétylcholinestrease et en élevant la concentration d'acétylcholine
dans le cerveau homogénéise et améliore la mémoire chez les rats. Ces résultats suggerent le
role neuroprotecteur possible de pyréthre, il semble donc que A. pyrethrum L. puisse se révéler
étre utile comme agent anti Alzheimer au vu de sa capacité d’améliorer la mémoire (Sujith et
al., 2012 ; Ronald et al., 2012). Sachant que le systeme cholinergique central, la transmission
sérotoninergique et la noradrénaline jouent un role vital dans la fonction cognitive du cerveau,
donc Akarkarha peut étre considéré comme tonique du systéme nerveux selon Bendjeddou et
al. (2003). Le pyrethre avait été utilisé pour traiter la paralysie, I’hémiplégie, la céphalalgie,
Iépilepsie et les rhumatismes dans la médecine traditionnelle (Prajapati et al., 2003).

L’administration de l'extrait hydro-éthanolique de racine de pyréthre prévient
significativement les convulsions qui induisent le stress oxydatif et les troubles cognitifs d’une
maniére dose dépendante. La plante normalise aussi la diminution dans [’activité de la
cholinesterase causée par les convulsions (Gautam et al., 2011 ; Pahuja et al., 2012). Zaidi et
al. (2013) suggéraient une activité anticonvulsivant significative de l'extrait de racine de
pyrethre qui avait également montré un potentiel anxiolytique sans aucune neurotoxicité
détectée. Les auteurs avaient conclu que I’effet anticonvulsivant améliore la neurotransmission

GABAergique.
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L’eugénol (4-allyl-2-méthoxyphénol, C10H1202), un composé terpénique aromatique,
dont la présence était confirmée dans l'extrait de A. pyrethrum L., était susceptible d'expliquer
l'activité anticonvulsivante observée dans cet extrait. Szabadics et Erdelyi (2000) avaient
montré que l'eugénol bloquait la transmission synaptique chez l'escargot, Helix pomatia L.,
dans les neurones pré et post-synaptiques. Certaines études indiquent que 1'eugénol possede un
effet inhibiteur sur les événements liés a I'activation du récepteur NMDA et protége également
les cellules neuronales contre les 1ésions oxydatives et excito-toxiques induites par ’'NMDA.
De plus, il protége les neurones de I'hippocampe de 1'ischémie globale par la modulation des
récepteurs NMDA et retarde également les convulsions induites par ce dernier.

Muller-Jakic et al. (1994) avaient testé une série d’alkylamides isolés a partir d’extraits
de pyrethre. Tous inhibaient la cyclooxygénase, mais seuls quelques-uns inhibaient la 5-
lipoxygénase. Le seul alkylamide de A. pyrethrum L. testé dans cette série, a savoir le deca-
2E, 4E-dienoic acid tyramide, inhibe les deux enzymes avec des taux d'inhibition de 25% et
34% respectivement. Rimbau et al. (1996) avaient confirmé cet effet anti-inflammatoire des
extraits aqueux, éthanoliques et chloroformiques de Anacyclus L. en inhibant la 5-lipoxygénase
et en faisant appel a la médiation des prostaglandines.

En Inde, le tabac est souvent maché avec un mélange de A. pyrethrum L. et de Spilanthes
calva L. Les deux réduisaient le potentiel mutagéne du tabac en inhibant la nitrosation (Boonen
et al., 2012). 11 est admis que les composés actifs dans cette plante sont des alkylamides, en
plus, une activité préventive modérée contre les dommages oxydatifs de ' ADN a été attribuée
a I’extrait méthanolique de racine de cette drogue (kalim et al., 2010). La LDso d'un extrait
aqueux des racines de pyrethre chez la souris a été estimée a 800 mg/kg et aucun effet mutageéne
n'a été observé (Sukumaran et Kuttan, 1995). Ce profil encourageant de I’extrait aqueux de
A. pyrethrum L. mérite d'étre approfondi en tentant d'identifier les constituants de cet extrait,
responsables de cette activité.

Les extraits aqueux et méthanoliques des feuilles de 4. absinthium L. n’avaient montré
aucun effet neuroprotecteur (p>0.05) sur les cellules CAD traitées au peroxyde d’hydrogeéne
(fig. 59 et 60). Pourtant cette drogue possédait un historique long d’utilisation comme plante
restauratrice du déclin des fonctions cognitives. Les praticiens de la médecine traditionnelle
chinoise utilisaient cette plante pour traiter les maladies neurodégénératives (Parekh et al.,
2009). Cette espece était utilisée dans la médecine traditionnelle libanaise contre les maladies
neurologiques, dont la maladie d’Alzheimer (Salah et Jiger, 2004). Zeng et al. (2015)
rapportaient que le dimer sesquiterpene Caruifolin D de A. absinthium L. supprimait

considérablement la production intracellulaire des espéces réactives a 1’oxygene, c’est ce qui la
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rendait neuroprotectectrice. Hallal et al. (2016) avaient signalé que le traitement avec A.
absinthium L. montrait une amélioration significative de l'activité des enzymes antioxydantes,
la superoxyde dismutase, la catalase et le glutathion peroxydase, et protégeait aussi le cerveau
du dysfonctionnement induit par le dichlorure de mercure (HgCl,). Une étude avait été congue
pour étudier in vivo les effets protecteurs potentiels de A. absinthium L. (100 mg/kg et 200
mg/kg) sur le stress oxydatif cérébral ainsi que les perturbations comportementales induites par
l'ischémie-reperfusion chez les rats (Bora et Sharma, 2010). Cette derniére provoque un
dysfonctionnement mitochondrial et une diminution rapide de 1'ATP, entrainant la génération
de radicaux libres. Une production excessive de ROS peut causer des dommages cellulaires et
la mort cellulaire ultérieure, car les ROS peuvent oxyder des composants cellulaires vitaux tels
que les lipides, les protéines et ' ADN (Xi-Qiao ez al., 2008), et modifier plusieurs voies de
signalisation qui en fin de compte, favorisent les dommages cellulaires et la mort au cours de
l'ischémie-reperfusion cérébrale (Chan, 2001). Physiologiquement, la SOD réagit avec Oae-
pour former H>O»; la CAT et le GSH participent a la détoxification de ’H,O> (Bora et Sharma,
2010). La réduction du volume de l'infarctus cérébral et du stress oxydatif, la restauration des
antioxydants endogénes et I’amélioration significative des résultats comportementaux lors
d'une ischémie-reperfusion témoignaient toutes de la neuroprotection de cet extrait. Le
mécanisme par lequel 4. absinthium L. normalisait les dommages, inhibait la peroxydation
lipidique et les déficits neurologiques et restaurait les enzymes de défense antioxydants
endogénes est probablement dii a ses propriétés antioxydantes (Bora et Sharma, 2010).

De plus, l'activit¢ de piégeage du peroxyde d'hydrogeéne in vitro par 1’extrait
méthanolique d’absinthe, indiquait qu’il a été capable de piéger le peroxyde d'hydrogeéne d'une
maniére dépendante de la concentration (ECs0=106.41 pg/ml) (Bora et Sharma, 2011). Ces
résultats sont an accord avec ceux de Mahmoudi et al. (2009), dont les extraits présentaient une
bonne activité de piégeage de I’'H>O» (ICso = 0.243 + 12,15 mg/ml) d’une fagon dose
dépendante. Le piégeage d’H20: par l'extrait des parties aériennes de 4. absinthium peut étre
attribué¢ a leurs composés phénoliques, qui peuvent donner des électrons au peroxyde
d’hydrogene, le neutralisant ainsi en eau selon ces auteurs.

Les travaux menés par Craciunescu et al. (2012) afin d'évaluer la capacité de 1’extrait
¢thanolique d’absinthe a réduire le stress oxydatif dans les fibroblastes traités par H>O2 (50uM)
ont révélé une diminution de la viabilité des fibroblastes a enivron 50% et le prétraitement des
cellules NCTC avec l'extrait d'absinthe (100-500 mg/1) avait inversé de manicre significative
la cytotoxicité induite par H>O,. Les résultats du test au rouge neutre avaient présenté des

valeurs comprises entre 75 et 88,9% de viabilit¢ cellulaire, significativement (p<0,01)
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supérieures au groupe traité avec H,O> seul. La meilleure protection cellulaire, exprimée en
valeurs de viabilité cellulaire, avait été observée pour le prétraitement avec 10-300 mg/l
d'absinthe. On supposait que I’H>O pouvait induire 'arrét du cycle cellulaire en phase G2 / M,
par l'expression d'un inhibiteur de la kinase dépendante de la cycline (Seomun et al., 2005).
Les données avaient démontré que les extraits de 4. absinthium L. protégeaient les cellules
NCTC contre les dommages oxydatifs, soutenaient la prolifération cellulaire et ne présentaient
aucune altération du cycle cellulaire causée par le stress oxydatif induit par H>O> (Craciunescu
etal.,2012). Les cellules traitées avec H2O2 semblaient dégénérées et lysées. Une morphologie
cellulaire altérée et une densité cellulaire diminuée, indiquaient un effet dommageable. D'autre
part, les cellules prétraitées avec 10-300 mg/l d'extrait d'absinthe ne présentaient pas de
modification morphologique d’apres ces auteurs.

Malgré la grande disparité qui existait entre 1’effet neurotoxique et neuroprotecteur de
cet extrait, ces auteurs suggéraient que A. absinthium L. est neuroprotectrice et pourrait s'avérer
utile dans le traitement des accidents vasculaires cérébraux. D’aprés Lachenmeier (2010), il se
pourrait bien que le thuyone, une substance neurotoxique, soit éliminé au cours de la préparation
relativement prolongée de I'extrait d'absinthe, qui comprenait le séchage et le broyage des
parties de la plante, suivis de l'extraction méthanolique au Soxhlet, de I’évaporation sous vide
et de la lyophilisation. Et que par conséquent, les limites de I'étude font que les effets
neuroprotecteurs ne s’appliquent pas a l'absinthe en elle-méme, mais seulement a 1'extrait
préparé de cette maniére spécifique. Par ailleurs, la plante est approuvée par la Commission E
Allemande pour le traitement des patients souffrant de dyspepsie, de perte d'appétit et de
dyskinésie biliaire (Blumenthal ef al., 1998). Bien que largement utilisé, il n'y a pas de dose
standard pour I'absinthe (Yarnell et Abascal, 2013). Elle est couramment utilisée sous formes
de thé, de poudre et de capsule. En pratique générale, une ou deux cuillerées a thé de feuilles
seches de A. Absinthium L. bouillies dans l'eau sont utilisées pour ses effets digestifs et
anxiolytiques (Altunkaynak et al., 2017). En plus, I’extrait ethanolique de A. absinthium L.
renforce I’excroissance des neurites en potentialisant le facteur de croissance et les cellules
PC12 (Li et Ohizumi, 2004), il posséde une activité sur les récepteurs nicotiniques et
muscariniques des cellules corticales humaines (Wake et al., 2000).

L'herbe pourrait étre bénéfique pour le traitement des altérations de la glie et des
neurones observées au cours d'une intoxication chronique au plomb chez les rats (Parekh et
al., 2009). Selon Orhan et al. (2010) A. absinthium L. (100 g/ml) présente un pouvoir

d’inhibition de 1’acétylcholinestérase de 17.64 + 2.28% et par conséquent peut avoir un effet
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bénéfique chez les patients atteint de 1’Alzheimer. L’absinthe est aussi antidépressive
(Mahmoudi et al., 2009).

Aucune activité neuroprotectrice vis-a-vis du peroxyde d’hydrogéne n’a été constatée
chez les cellules CAD traitées simultanément avec les deux extraits de U. urens L. (fig. 61 et
62). Pourtant, dans une étude récente menée par Barkaoui et al. (2017), les auteurs affirmaient
que D’extrait avait un excellent pouvoir antioxydant contre H>O». Pendant 1I’expérimentation,
l'extrait aqueux de U. urens L. (3mg/kg) avait été administré a des rats albinos, suivi d'une
injection intra-péritonéale de 1mM H>O,. L’évaluation biochimique du traitement avait été
testée a différents niveaux enzymatiques, tels que le glutathion (GSH), le superoxyde dismutase
(SOD) et la peroxydation lipidique (MDA). Le dosage des antioxydants avait montré une
augmentation du GSH et de la SOD. Des signes cliniques et des 1ésions histologiques ont été
rarement observées chez les souris traitées (Barkaoui ef al,, 2017). Une diminution
significative du taux de MDA avait également été signalée par Romojaro et al. (2013), la
capacité de I’extrait d’ortie a éliminer H2O: était de 81.41 %. Le peroxyde d'hydrogéne est un
agent chimique sélectivement toxique. Il induit la synthése des ROS et / ou diminue les
mécanismes de défense antioxydants (Whaley-Connell e al, 2011). Cependant,
l'augmentation de la sécrétion de ROS s'est révélée étre une cause importante dans différentes
maladies. Il est de plus en plus évident que H,O» directement ou indirectement peut agir comme
une molécule messagére dans la synthése et l'activation de plusieurs médiateurs de
l'inflammation. Ces radicaux hydroxyles ont la capacité de rejoindre les nucléotides dans ' ADN
et de provoquer la rupture des brins, contribuant a la cancérogencse, la mutagenése et la
cytotoxicité. De plus, cette espeéce est considérée comme ’un des initiateurs rapides du
processus de peroxydation lipidique en raison de I’abstraction des atomes d'hydrogéne a partir
d'acides gras insaturés (Romojaro et al., 2013).

Dans une autre étude, I’efficacité de I’extrait méthanolique d’ortie (100 a 400 mg/kg) a
¢été comparée a celle du médicament anxiolytique standard, le diazépam (1 mg/kg). Les résultats
corroborent l'activité anxiolytique de U. urens L., conformément a son utilisation traditionnelle
a des fins médicinales, et peuvent également suggérer un meilleur profil d'effets secondaires de

cette plante par rapport au diazépam (Doukkali et al., 2015).

5.6. Essai d’imagerie du calcium
La plasticit¢ du systeme nerveux est régulée par un équilibre fonctionnel entre les
processus de croissance/régénération et de décroissance/dégénérescence. La concentration de

calcium principalement intracellulaire [Ca®*] i joue un rdle clé dans la régulation de la direction
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de cet équilibre fonctionnel. Il existe également une interaction systématique entre I'étendue de
la perturbation du calcium et la durée de la dérégulation. Par conséquent, tout
dysfonctionnement de I'homéostasie du Ca®* peut expliquer les changements liés a 1'4ge et aux
maladies neurodégénératives.

Les ions calcium (Ca*") générent une multitude de signaux intracellulaires qui
controlent l'expression des genes et des fonctions clés, telles que la libération de
neurotransmetteur par les vésicules synaptiques, la fonction neuronale et la plasticité
synaptique. Mais, paradoxalement, un influx trop important de Ca** dans les cellules peut
causer leur endommagement. La source du calcium intracellulaire pourrait étre une
combinaison de canaux calciques voltage-dépendants (VGCC), de récepteurs NMDA, de
réserves de calcium du RE intracellulaires et/ou de mitochondries (Brini et al., 2014). Dans la
cellule, la concentration en calcium est hautement dynamique en raison de la présence de
canaux qui transportent sélectivement ces ions en réponse a divers signaux. Par conséquent si,
a la suite d’une dépolarisation ou tout autre stimuli, un extrait végétal empécherait
l'augmentation excessive de la [Ca®'] i dans les neurones par son entrée a travers ces canaux,
cela contribuerait a I'action neuroprotectrice de cet extrait. C’est dans ce sens que notre étude
avait été dirigée et l'effet des extraits aqueux et methanoliques des racines de Anacyclus
pyrethrum L., des feuilles de Arthemesia absinthium L. et de Urtica urens L., sur les
concentrations intracellulaires de Ca?" libre dans des cellules neuronales cultivées de souris
CAD, avant et durant la dépolarisation au KCl, avaient été observés. A cette fin, la technique
d'imagerie numérique et la photométrie du calcium a base de fura-2, avait été utilisée. Cette
technique est extrémement utile pour investir les différents rdles, que joue le Ca?*, dans le
fonctionnement des neurones. Lee et al. (2013), avaient constaté qu’une augmentation de
[Ca?"]; pouvait étre obtenue, en appliquant du KCl aux cellules neuronales de I’hippocampe de
rats . Ceci est en accord avec I’hypothese de Zundorf et Reiser (2011), qui confirmaient que,
dans des conditions physiologiques, des impulsions électriques ou des stimuli regus par les
récepteurs neuronaux générent différents signaux de Ca?" avec des dimensions spatiales, une
extension temporelle, une amplitude, une localisation subcellulaire et, dans certains cas, des
oscillations distinctes. Le signal calcium apparait actuellement comme l'un des facteurs
déterminants intervenant dans la transduction intracellulaire d'un stimulus extracellulaire. Ce
signal possede une dynamique spatiotemporelle trés complexe qui allie rapidité de propagation
et retour a I'état initial dans un délai trés bref (Humbert ez al., 1995). L’essai de mobilisation
du calcium est le test fonctionnel le plus largement utilisé pour les systémes de culture de

cellules neuronales. L'imagerie du calcium est une technique extrémement utile pour étudier la
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variété des roles des ions calcium dans les neurones en fonctionnement. Le nombre des cellules

CAD, ¢étudiées a chaque expérience, était égal a dix (n=10).

5.6.1. Signalisation fonctionnelle des extraits aqueux et méthanoliques de 4. pyrethrum L.
utilisant ’'imagerie du calcium

L'extrait aqueux de Anacyclus pyrethrum L. (0,1 mg/ml) était le seul des six extraits a
générer une petite réponse fonctionnelle significative avec une l1égére augmentation du [Ca®*]i.
L'extrait méthanolique de Anacyclus, d'autre part, n'a eu aucun effet sur la concentration de
[Ca**]i. En outre, cet extrait aqueux semblait également augmenter 1'effet de dépolarisation par
rapport au témoin, contrairement a l'extrait au méthanol qui, pour sa part, supprimait

considérablement cette réponse.

5.6.1.1. Effet des extraits aqueux et méthanolique de A. pyrethrum L. sur la mobilisation

du calcium dans les cellules CAD au moment de I’injection de I’extrait
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Figure 63. Extrait aqueux de A. pyrethrum L. Le moment de 1’injection de I’extrait est la
trente deuxiéme seconde (32s).
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Figure 64. Extrait méthanolique de 4. pyrethrum L. Le moment de 1’injection de I’extrait est

la cinquante deuxiéme seconde (52s).

5.6.1.2. Effet des extraits aqueux et méthanolique de A. pyrethrum L. sur la mobilisation

du calcium durant la dépolarisation (50 mM KCI) des cellules CAD
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Figure 65. Dépolarisation des cellules CAD control. Le moment de la dépolarisation est la
cinquante huitiéme seconde (58s). Une durée de réponse égale a 200 secondes et un pic de
I’intensité/surface égale a 25 % par rapport a la ligne de base.
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Figure 66. Dépolarisation en présence de 1’extrait aqueux de 4. pyrethrum L. Le moment de
la dépolarisation est la quarante quatriéme seconde (44s). Une durée de réponse supérieure a
220 secondes et un pic de I’intensité/surface égale a 50 % par rapport a la ligne de base.
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Figure 67. Dépolarisation en présence de 1’extrait méthanolique de 4. pyrethrum L. Le
moment de la dépolarisation est la trentieme seconde (30s). Une durée de réponse de 5
secondes et un pic de I’intensité/surface égale a peu prés a 5 % par rapport a la ligne de base.
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5.6.2. Signalisation fonctionnelle des extraits aqueux et méthanoliques de A. absinthium
L. utilisant I’imagerie du calcium

Les extraits aqueux et méthanoliques de A. absinthium L. (0,1 mg/ml) ne semblaient
avoir aucun effet sur la réponse [Ca?"]i . Cependant, les extraits aqueux et méthanoliques (0,1
mg/ml) ont totalement supprimé la réponse a la dépolarisation, induite par KCl, par rapport au

contrdle.

5.6.2.1. Effet des extraits aqueux et méthanolique de A. absinthium L. sur la mobilisation

du calcium dans les cellules CAD au moment de I’injection de I’extrait
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Figure 68. Extrait aqueux de A. absinthium L. Le moment de 1’injection de I’extrait est la
cinquante troisieme secondes (53s).
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Figure 69. Extrait méthanolique de 4. absinthium L. Le moment de 1’injection de I’extrait est

la cinquante et uniéme seconde (51s).

5.6.2.2. Effet des extraits aqueux et méthanolique de A. absinthium L. sur la mobilisation

du calcium durant la dépolarisation (50 mM KCI) des cellules CAD
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Figure 70. Dépolarisation du control. Le moment de la dépolarisation est la cinquante
huitieme seconde (58s). Une durée de réponse égale a 200 secondes et un pic de
I’intensité/surface égale a 25 % par rapport a la ligne de base.

115



Chapitre 5 : Résultats et discussion.

3001

200 A

100 .

Normalised Intensity/Area

0 100 200 300

Time (seconds)

Figure 71. Dépolarisation en présence de 1’extrait aqueux de 4. absinthium L. Le moment de
la dépolarisation est la cinquantiéme seconde (50s). Une durée de réponse égale a 50s et un
pic d'intensité / surface égal a 5% par rapport a la ligne de base.
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Figure 72. Dépolarisation en présence de 1’extrait méthanolique de 4. absinthium L. Le
moment de la dépolarisation est la cinquante deuxiéme seconde (52s). Aucune réponse et un
pic d'intensité/surface égal a 0% par rapport a la ligne de base.
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5.6.3. Signalisation fonctionnelle des extraits aqueux et méthanoliques de U. urens L.
utilisant I’'imagerie du calcium

L'extrait aqueux de U. urens L. (0,1 mg/ml) a généré une réponse fonctionnelle modeste
avec une légére diminution du [Ca?*]i aprés 10 secondes d'injection. D'autre part, ce méme
extrait a fortement réduit la réponse a la dépolarisation induite par KCI également en environ
10 secondes. En comparant avec le temoin, 1’extrait méthanolique de U. urens L. (0.1mg/ml)
n’a eu aucun effet sur la [Ca?*]i mais il a eu un effet biphasique sur le contenu en calcium suite

a la dépolarisation.

5.6.3.1. Effet des extraits aqueux et méthanolique de U. urens L. sur la mobilisation du

calcium dans les cellules CAD au moment de ’injection de I’extrait
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Figure 73. Extrait aqueux de U. urens L. Le moment de I’injection de I’extrait est la trente
troisieme seconde (33s).
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Figure 74. Extrait méthanolique de U. urens L. Le moment de I’injection de I’extrait est la
cinquantieme secondes (50s).

5.6.3.2. Effet des extraits aqueux et méthanolique de U. urens L. sur la mobilisation du

calcium durant la dépolarisation (50 mM KCIl) des cellules CAD
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Figure 75. Dépolarisation du control. Le moment de la dépolarisation est la cinquante
huitieme seconde (58s). Une durée de réponse égale a 200 secondes et un pic de
I’intensité/surface égale a 25% par rapport a la ligne de base.
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Figure 76. Dépolarisation en présence de 1’extrait aqueux de U. urens L. Le moment de la

dépolarisation est la trente deuxieme secondes (32s). Une durée de réponse égale a 18
secondes et un pic de I’intensité/surface égale a 25% par rapport a la ligne de base.
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Figure 77. Dépolarisation en présence de 1’extrait méthanolique de U. urens L. Le moment de

la dépolarisation est la vingt deuxiéme seconde (22s). Une durée de réponse égale a 54

secondes. Un premier pic d’intensité/surface égale a 25% et un deuxiéme pic
d’intensité/surface égale a 15% par rapport a la ligne de base.
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Par rapport au témoin (fig. 65), I'extrait aqueux de A. pyrethrum L. (0.1mg/ml), était le
seul des six extraits a générer une petite réponse fonctionnelle avec une modeste augmentation
du [Ca*]; aprés seulement 2 secondes de son injection (fig. 63). Par contre I’extrait
méthanolique de pyréthre n’avait aucun effet sur la concentration intracellulaire du calcium
(fig. 64). Cependant, I’extrait aqueux de A. pyrethrum L. semblait augmenter l'effet de la
dépolarisation (fig. 66) contrairement a I'extrait au méthanol qui a, quant a lui, considérablement
supprimé cette réponse (fig. 67).

Contrairement a I'extrait méthanolique qui avait significativement supprimé la réponse
a la dépolarisation, l'extrait aqueux semblait étendre cette dernicre. Les cellules CAD traitées
avec un extrait aqueux de pyrethre produisaient un effet de dépolarisation plus important
(environ 50%) supérieur a celui du contréle (environ 25%). Il est possible que I'extrait aqueux,
en augmentant la réponse dépolarisante, puisse augmenter de fagon différentielle la libération
de neurotransmetteurs inhibiteurs, par exemple le GABA, ce qui peut expliquer la capacité
neuroprotectrice de cet extrait. De plus, un temps de réponse égal a 200 secondes pour le
contrdle contre 220 secondes pour l'extrait aqueux de pyréthre a été€ observé. Ce dernier aspect
est peut-étre aussi lié a sa propriété neutroprotectrice. L’extrait aqueux de 4. pyrethrum L., avait
peut-étre retardé 1’entrée du calcium en rendant inactifs, d’une fagon transitoire, les canaux
calcium dépendants du voltage (VGCC), les excitateurs des récepteurs NMDA et/ou en
empéchant la libération de cet ion depuis les réserves intracellulaires telles que le réticulum
endoplasmique ou les mitochondries ou bien en entravant momentanément la dépolarisation
membranaire en agissant sur les canaux Na* et K. D’aprés Ziindorf et Reiser (2011), les stimuli
induisent l'entrée de Ca®" externe via les canaux Cay, les canaux TRP et ROC. Parallélement,
l'activation des GPCR induit la synthése de seconds messagers tels que 1’InsP; et la ryanodine.
Ces derniers, en se fixant sur leurs récepteurs, InsP3R et RyR respectivement, induiraient la
libération de Ca*" interne depuis le RE ou depuis d’autres compartiments cellulaires. Cette
derniére voie est également activée par I'influx de calcium (Ziindorf et Reiser, 2011). Ces
résultats ressemblaient & ceux de Bautista et al. (2005), qui avaient constaté que 30% des
cellules humaines (HEK293t) présentaient des augmentations significatives du calcium
intracellulaire libre apres 'application d'extrait d'ail et que toutes les réponses ont été éliminées
par coapplication du bloqueur de canaux TRPAI non sélectif ; le rouge de ruthénium. Ces
auteurs suggéraient que les canaux calcium de type TRP pouvaient étres activés par cet extrait.

Cela peut également contribuer a l'action de l'extrait aqueux de A. Pyrethrum L.
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L’extrait méthanolique de A. pyrethrum L. avait, presque totalement, supprimé la
réponse a la dépolarisation par rapport au contréle. L’extrait méthanolique de pyrethre avait
une durée de réponse de 5 secondes contre 200 secondes pour le témoin et un pic de
I’intensité/surface égale a peu prés a 5% par rapport a la ligne de base. On peut déduire que
I’extrait au méthanol avait considérablement empéché la mobilisation du calcium apres une
dépolarisation qui se traduit par une entrée libre des ions Na* depuis 1’espace extracellulaire
parallélement a une sortie libre des ions K* de I’espace intracellulaire et qui devait entrainer
systématiquement une entrée rapide et importante du calcium par le biais des VGCC, de
maniére dépendante de la concentration du calcium extracellulaire ou par son efflux depuis les
stocks intracellulaires d’aprés Lee ef al. (2013). L'afflux de Ca®* dans les dendrites et le corps
cellulaire selon Gleichmann et Mattson (2011), dépend largement du potentiel membranaire,
principalement contrdlé par les canaux Na* et K*. La suppression contrastée de la réponse a la
dépolarisation indique une dérégulation du calcium qui peut sous-tendre 1’absence apparente
d'effets neuroprotecteurs. D’aprés Zundorf et Reiser (2011), la dérégulation du Ca?* peut étre
décisive pour la mort des cellules cérébrales. Les interactions entre les ions Ca®* et les ROS,
coordonnant la signalisation, peuvent étre a la fois bénéfiques ou néfastes. Dans les maladies
neurodégénératives, les systémes de régulation du calcium cellulaire sont compromis dans les
deux directions. Les extraits de A. pyrethrum L. ont des effets antioxydants clairs. Un stress
Oxydatif, un métabolisme énergétique perturbé et des altérations des protéines liées a la
maladie, induisent tous, un dysfonctionnement, une perte de la plasticité synaptique et la perte
des neurones, toutes dépendantes du Ca?* selon Zundorf et Reiser (2011). Les effets contrastés
des extraits sur les réponses fonctionnelles peuvent expliquer les propriétés neuroprotectrices
et 1’absence apparente de toxicité chez l'extrait aqueux. Cependant, d'autres explications
peuvent également justifier ces différences entre les extraits, par le biais d'autres voies
intracellulaires en rapport avec le stress oxydant (H20:), la fonction du réticulum
endoplasmique et mitochondriale. Ce profil pharmacologique encourageant, mérite des
recherches plus poussées, afin de pouvoir identifier les constituants de 1'extrait aqueux de A.
Pyrethrum L. responsables de cette activité neuroprotectrice.

En comparant avec le témoin (fig. 70), les extraits aqueux et méthanoliques de 4.
absinthium L. (0.1mg/ml) ne semblaient avoir aucun effet sur la réponse calcique (fig. 68 et
69). Par ailleurs, les extraits aqueux et méthanolique de A. absinthium L. (0.1mg/ml) comme
I’extrait méthanolique de pyréthre, avaient totalement supprimé la réponse a la dépolarisation
induite par le KCI par rapport au témoin (fig. 71 et 72). Ces résultats concordaient avec ceux

de Kanada et al. (2005), ayant travaillé¢ sur des Neurones Granules Cérébelleux de rats. 3,10
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et 30 ug/ml d’extrait de feuilles du Ginkgo biloba, diminue I’augmentation du [Ca®*]; induite
par le kainate. L’ inhibition compléte par 1’extrait avait été observée, dans certains neurones,
lorsque la concentration variée entrel0 et 30ug/ml. L’augmentation du [Ca®']; induite par le
kainate est du principalement a I’afflux de cet ion par les canaux calcium dépendant du voltage
ouvert par la dépolarisation membranaire via I’activation des récepteurs au kainate. Ces auteurs
concluaient que cet extrait empéchait le kainate de se fixer sur ses récepteurs spécifiques
entravant de cette maniére le faufilage des ions ca®" a travers les canaux calciques situés sur la
membrane plasmique. Selon Oyama et al. (1996), il existe deux étapes pour augmenter [Ca?*];;
l'activation du récepteur du AMPA/kainate conduisant a la dépolarisation de la membrane puis
l'activation, par la dépolarisation, du canal Ca*" dépendant du potentiel.

L'extrait aqueux de U. urens L. (0,1 mg/ml) avait généré une réponse fonctionnelle
modeste avec une légére diminution du calcium intracellulaire aprés 8 secondes d'injection
(fig.73). Par ailleurs, ce méme extrait avait fortement réduit la réponse a la dépolarisation
induite par le KClI en environ 7 secondes (fig. 76) par rapport au témoin (fig. 75). De plus, un
temps de réponse égal a 200 secondes pour le contrdle contre seulement 18 secondes pour
l'extrait aqueux de U. urens L. a été observé. On peut dire que 1’extrait aqueux de U. urens L.,
méme s’il ne possédait pas des propriétés neuroprotectrice contre le peroxyde d’hydrogene
(H202), pouvait empécher des entrées excessives des ions calcium dans les cellules neuronales.
Dr’ailleurs, plusieurs chercheurs avaient suggéré que les extraits végétaux pouvaient réduire et
aller jusqu’a complétement inhiber la réponse calcique suite a une dépolarisation. Lee et al.
(2013), avaient constaté qu’une augmentation reproductible de [Ca®*]; pouvait étre obtenue en
appliquant du KCl (50 mM), aux neurones de l'hippocampe de rat. Le prétraitement des
neurones a I’extrait de gland avait inhibé¢ la réponse calcique induite ultérieurement par le KCI.
Aprés lavage de l'extrait de gland, les réponses induites par KCl ont été partiellement
récupérées. Ces auteurs suggéraient que 1’extrait végétal bloquait la dépolarisation qui induisait
l'afflux de Ca*™, par les canaux calciques dépendants du voltage. Les effets inhibiteurs de
Iextrait de gland sur 1'augmentation de [Ca*"]i, induite par le KCI, traduisaient indirectement
qu’il pouvaient inhiber la libération de neurotransmetteurs neurotoxiques (ex. glutamate)dans
les terminaisons pré synaptiques par inhibition des canaux Ca®" voltage-dépendants car ces
derniers promouvaient la libération de neurotransmetteurs excitateurs a partir des terminaisons
axonales des neurones de I'hippocampe (Luebke et al.,1993).

En comparaison avec le t¢émoin, l'extrait méthanolique de U. urens L. (0,1 mg/ml) n'avait
eu aucun effet sur les taux de calcium intracellulaire (fig. 74) mais avait un effet biphasique sur

le contenu en calcium suite a la dépolarisation avec le KCL aprés environ 22 secondes pour le
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premier effet et 46 secondes pour le deuxiéme (fig.77). Les extraits de U. urens L. contiennent
aussi des polyphénols notamment ’extrait méthanolique qui contenait une plus grande
proportion en ces molécules par rapport a 1’extrait aqueux. Parmi ces molécules, on trouve les
acides phénoliques tels que 1’acide phénolcarboxilique, 1'acide chlorogénique, 1’acide caféique,
I’acide gallique et 1’acide ellagique et les flavonoides telles que la patulétine, la rutine, le

kaempférol, la quercétine, I’isorhamnetine (Nencu et al, 2015 ; El-Seadawy et al., 2018).

Le neurotransmetteur glutamate active les récepteurs non-N-méthyl-D-aspartate
(NMDA) (Dingledine et al., 1999). Une excitotoxicité par un excés de cette molécule (Olney
et de-Gubareff, 1978) et une activation excessive des récepteurs du glutamate, entrainant
I’augmentation de la concentration intracellulaire du calcium [Ca®']; et la génération d'espéces
réactives a ’oxygene (ROS), impliquée dans la dégénérescence et la mort neuronale
(Choi,1992). En fait, au niveau de la fonte synaptique, le glutamate, en activant les récepteurs
ionotropiques (NMDA), ouvre les canaux membranaires perméables principalement au Na*,
conduisant a une dépolarisation de la membrane des corps cellulaires des neurones. Cette
dépolarisation active les canaux Ca? * voltage-dépendants qui permettent I’afflux de calcium a
Iintérieur des neurones (Lee ef al., 2013). La concentration de Ca®" cytosolique [Ca**]i peut
également étre élevée par la libération de Ca?* a partir de réserves intracellulaires sensibles a
I'TP3 par l'activation de la phospholipase C (PLC), induite par les récepteur métabotropiques du
glutamate (Zundorf et Reiser, 2011 ; Lee ef al., 2013).

Il a été¢ démontré que les antagonistes des récepteurs du glutamate NMDA posseédent
une action neuroprotectrice (Rogawski et al., 1999 ; Lee et al., 2013). Lee et al. (2013), avaient
montré que 1 mg/ml d’extrait de gland, inhibaient complétement 1’augmentation du [Ca? *];
induite par 100uM de glutamate, dans les neurones cultivés de I'hippocampe de rat et que,
aprés épuisement des réserves intracellulaires de Ca?* en injectant aux celluleslpM de
thapsigargine, un inhibiteur de Ca**-ATPase du réticulum endoplasmique, le traitement des
neurones avec seulement 50pg/ml min d'extrait de gland avait diminué¢ les augmentations
ultérieures de [Ca®']i induites par le glutamate. Ces auteurs suggéraient la possibilité que
l'extrait de gland inhibe la réponse calcique induite par le glutamate par une liaison directe a de
multiples récepteurs ionotropiques du glutamate, tels que les récepteurs AMPA et NMDA et a
des canaux Ca®* dépendants du voltage. Cependant, au niveau moléculaire, aucune information
sur la fagcon dont cet extrait végétal pouvait exercer ses effets inhibiteurs sur les canaux n’avait

été mentionnée.
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Les composés phénoliques, selon plusieurs auteurs, affecteraient les fonctions de
divers canaux ioniques tels que les canaux K* (Choi et al., 2001) et les canaux Na* (Wallace
et al., 2006). La génistéine, par exemple, bloque les canaux Na* voltage-dépendants par une
liaison directe avec ces derniers (Paillar et al., 1997). L’epigallocatechine-3-gallate inhibe les
canaux rKv1.5 (Choi et al., 2001). L’apigénine inhibe le courant Cl" activé par le GABA en se
liant au site de la benzodiazépine (Avallone ef al., 2000). En plus, les polyphénols interagissent
avec la bicouche lipidique de la membrane cytoplasmique pour exercer leurs fonctions
biologiques (Hendrich, 2006). Les lipides membranaires peuvent affecter la structure et le
fonctionnement des canaux ioniques (Tillman et Cascio, 2003). Par conséquent, Lee et al.
(2013) ne pouvaient pas exclure une troisiéme possibilité ; que 1'extrait de gland inhibait la
signalisation calcique induite par le glutamate en interagissant avec la bicouche lipidique de la
membrane et en inhibant indirectement les multiples canaux ioniques.

Les canaux Ca?" sont, aussi, des cibles des polyphénols selon plusieurs auteurs. Les
composés phénoliques ont la capacité de réduire 1’augmentation du calcium induite par le
glutamate dans les neurones en culture d'hippocampe de rat (Ahn ef al., 2011 ; Wang et al.,
2011). Des composés phénoliques tels le gallate d'ocytle et les flavonoides affectent les flux
de Ca** dans les cellules hypophysaires GH4C1du rat (Summanen et al., 2001). En outre, le
gallate d'octyle pouvait inhiber la signalisation de Ca** dans les cellules PC12 a travers de
multiples voies, y compris les canaux Ca?" voltage dépendants et les canaux ioniques
perméables au Ca®* (Guo et al., 2010). Les polyphénoles sont censés atténuer la neurotoxicité
et I’ischémie cérébrale induite par les béta-amyloides (Ono et al., 2003). L'acide gallique, 1'un
des principaux antioxydants de 1'extrait de radix Sanguisorbae, empécherait la mort neuronale
apoptotique, induite par les béta-amyloides, en interférant avec I’augmentation du [Ca**]; dans
les neurones corticaux de rat ( Ban et al., 2008).

L’extrait aqueux de A. pyrethrum L. contient des métabolites secondaires et leurs dérivés
comme les acides chlorogéniques. Ces acides présentent une fonction antioxydante
(Bhattacherjee et Datta, 2015) et protégent les neurones des effets toxiques du glutamate
(Mikami et Yamazawa, 2015). Les acides chlorogéniques ont des capacités antimicrobiennes,
antibactériennes, antivirales et anti-inflammatoires, qui peuvent contribuer a la prévention des
maladies chroniques et cardiovasculaires, telles que décrites par plusieurs études in vivo et in
vitro (Peng et al., 2015 ; Butiuk ef al., 2016). Les acides caféoylquiniques, contenus dans cet
extrait, sont communs a de nombreuses espéces végétales qui comprennent de nombreuses
plantes comestibles telles que le caféier. Des avantages potentiels pour la santé ont été associés

a la consommation de café¢, notamment une incidence réduite de plusieurs maladies chroniques
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et dégénératives telles que le cancer, les troubles cardiovasculaires, le diabéte et la maladie de
Parkinson (Nkondjock, 2009 ; Ludwig et al., 2014). La consommation de café a été suggérée
pour réduire le risque de développer la maladie d’Alzheimer (Perry et Howes, 2011).

La pellitorine avait été signalé comme produits propre a I’espece Anacyclus (Kumar et
Choudhary, 2016 ; CCD, 2018). C’est le composé le plus abondant dans les racines de
pyréthre (Kumar et choudhary, 2016). Cet alkamide pouvait agir positivement sur I’afflux de
calcium. La pellitorine, selon Olah et al. (2016), avait bloqué la sur pénétration excessive du
Ca*" évoquée par la capsaicine avec une ICso de 154 pg/ml dans les lignées cellulaires HaCaT.
La pharmacocinétique de perméabilité du BBB pour cet N-alkylamide ont été évaluées chez le
rat. Une injection intraveineuse de pellitorine avait montré une pénétration rapide et élevée de
la BBB, permettant a 97% de la pellitorine d'atteindre le cerveau et seulement 3% restaient dans

les capillaires cérébraux (Veryser et al., 2016).

5.7. Caractérisation biochimique de I’extrait aqueux de Anacyclus pyrethrum

Anacyclus pyrethrum L., un membre de la famille des Asteraceae, est une espece
méditerranéenne occidentale avec une répartition restreinte au Maroc, en Algérie et dans le sud
de 1'Espagne. La tendance de la population de 4. pyrethrum L. est en baisse ; en effet, le nombre
d'individus matures et la densité de population ont été considérablement réduits au cours des
derniéres décennies et l'espéce se rencontre souvent dans de petites sous-populations
fragmentées en raison de nombreuses menaces. La surexploitation de cette plante médicinale
dans la nature a contribué a son déclin, en particulier lorsque la partie qui a un intérét médical
est la racine. L'exploitation continue de cette plante en tant que stimulant naturel et pour ses
propriétés insecticides a entrainé un déclin de la population le classant parmi les espéces
vulnérables selon la derniere liste rouge de I'UICN (UICN, 2017). Les stratégies de protection
des populations de 4. pyrethrum L. au Maroc ont inclus des essais de plantation, le suivi et la
promotion de pratiques d'exploitation durables et la protection des zones de culture contre le
braconnage (Ouarghidi ez al., 2017).

L'analyse haute résolution LC-UV-MS / MS a révélé la détection de différentes classes
de composés dans les extraits aqueux et méthanoliques de 4. Pyréthrum L. Les composés
détectés ont été attribués a partir de leurs ions [M + H] © (ou [M + NH4] ¥) observés, de leur
masse d'accumulation (ppm) et du spectre de support UV disponible (tableau 5). Les composés
détectés comprenaient les acides aminés, les acides caféoylquiniques, la N-feruloyltyramine et

les alcaloides.
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Tableau 5. Composés attribués issus de I'analyse LC-UV-MS/MS des extraits de racines de
A. pyrethrum L.

Assigned compound# | Retention Molecular (m/z) lon A. pyrethrum L. A. pyrethrum L.
(or isomer) time formula root water root methanol
(min) extract extract
ppm# ppm#
Alkaloid 1.8 C7H13NO2 144.1022 [M+ H]* 2.670 1.629
Leucine/isoleucine 1.9 C6H13NO2 132.1022 [M + H]* 2.383 2.004
Leucine/isoleucine 2.5 C6H13NO2 132.1020 [M + H]* 1.247 1.702
3 Phenylalanine 3.1 C9H11NO2 166.0864 [M+ H]* 1.053 1.956
4 Caffeoylquinic acid 4.5 C16H1809 355.1031 [M+ H]* 2.736 2.820
5 Tryptophan 4.6 C11H12N20 | 205.0977 [M+ H]* 2.466 3.344
2
Caffeoylquinic acid 5.9 C16H1809 355.1025 [M + H]* 2.651 1.806
6 Hydroxy- 6.4 C11H1005 223.0607 [M+ H]* 2.579 1.928
dimethoxycoumarin
Dicaffeoylglucaric acid 6.8 C24H22014 | 535.1096 [M + H]* 2.482 1.903
Roseoside 7.4 C19H3008 387.2024 [M+ H]* 2.623 2.468
Alkaloid 8.9 C26H36N20 | 489.2601 [M+ H]* 1.108 0.045
7
Alkaloid 9.3 C26H36N20 | 489.2599 [M+ H]* 0.740 1.987
7
10 | Di-O-caffeoylquinic acid 9.9 C25H24012 | 517.1354 [M + H]+ 2.915 2.567
Di-O-caffeoylquinic acid 10.8 C25H24012 | 517.1351 [M+ H]+ Nd 2.083
11 | Propenyl-benzenetriol; 11.9 C22H32012 | 506.2246 [M + NH4]* 2.841 2.169
di-Me ether, pentosyl-
hexoside
12 N-Feruloyltyramine 12.0 C18H19NO4 | 314.1395 [M+ H]* 2.691 0.940
13 6-Hydroxypellitorine* 16.5 C14H25N0O2 | 240.1962 [M+ H]* 1.434 2.516
14 2,8-Decadiene-4,6- 16.6 C15H19NO 230.1543 [M+ H]* 2.430 1.343
diynoic acid; 2-
methylpropylamide, N-
Me* (or) 2,4-
Undecadiene-8,10-
diynoic acid; 2-
methylpropylamide*
15 Alkaloid 17.1 C18H27N0O3 306.2071 [M+ H]* 2.449 2.547
Alkaloid 17.2 C18H27N0O3 306.2073 [M+ H]* 3.069 2.155
16 N-(2-Phenylethyl)-2,4- 17.5 C19H19NO 278.1541 [M+ H]* 3.808 0.608
undecadiene-8,10-
diynamide*
17 Alkaloid 17.6 C17H21NO3 288.1600 [M+ H]* 2.117 0.625
18 Alkaloid 17.8 C17H19NO3 286.1442 [M+ H]* 0.437 0.105
19 2,4-Decadienoic acid 19.6 C14H25NO 224.2011 [M+ H]* 0.743 0.807
isobutyla-mide*
20 Methylpellitorine 20.3 C15H27NO 238.2168 [M+ H]* 2.472 0.961
21 Dodecadienoic acid 20.8 C16H29NO 252.2328 [M+ H]* 4.198 2.533
isobutyla-mide*
Dodecadienoic acid 21.3 C16H29NO 252.2324 [M+ H]* 3.643 0.868
isobutyla-mide*
22 N-(4- 21.7 C22H33N0O2 | 344.2589 [M+ H]* 2.714 1.377

Hydroxyphenethyl)-2,4-
tetradecadienamide*
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23 2,4-Tetradecadienoic 22.5 C18H33NO 280.2640 [M+ H]* 3.243 1.744
acid iso-butylamide*

24 N-Isobutyl- 23.6 C20H37NO 308.2955 [M + H]* 1.520 2.396

hexadecadienamide

(or) 2-Hexadecenoic
acid pyrrolidide

25 Octadecadienoic acid; 23.9 C22H39NO 334.3106 [M + H]* 2.957 0.594
pyrrolidide

Octadecatrienoic acid; 24.6 C23H39NO 346.3105 [M+ H]* 2.569 0.227
piperidide

26 2-Octadecenoic acid; 26.5 C23H43NO 350.3419 [M+ H]* 5.133 0.424
piperidide

27 Eicosadienoic acid; 26.7 C25H45NO 376.3579 [M+ H]* 2.679 1.298
piperidide

Eicosadienoic acid; 27.6 C25H45NO 376.3581 [M+ H]* Nd 1.776
piperidide

Tous les composés sont attribués par comparaison de données de masse précises (sur la base du nombre de ppm)
et par interprétation des spectres MS / MS et / ou UV disponibles.

Nd : Non détecté / inférieur au niveau de détection. * Signalé comme produits propre a I’espéce Anacyclus (CCD,
2018).

Vingt sept composés différents ont été identifiés dans 1’extrait aqueux de A. pyrethrum
L., représentant 95,25% de 1’ensemble de I’extrait ; la dominance revient aux alcaloides avec
53,59% dont 22,52 % sont des alkylamides qui ont déja été rapportés dans les racines de A.
pyrethrum L. (Amrita et al., 2011 ; Boonen ef al., 2011 ; Elazzouzi et al., 2014 ; Althaus et
al., 2017). Des résultats similaires avaient ét¢ obtenus par Selles et al. (2012) dans les racines,
les feuilles et les fleurs du pyréthre d’Algérie. Treize alkamides étaient identifiés dans 1’extrait
éthanolique de racines de pyréthre par HPLC-UV/ESI-MS, parmi eux cinq N-isobutylamides
(Undeca-2E,4E-diene-8,10-diynoic acid IBA, Deca-2E 4E-dienoic acid IBA (pellitorine),
Tetradeca-2E,4E-diene-8,10-diynoic acid IBA (anacycline), Tetradeca-2E,4E, XE/Z, YE/Z-
tetraenoic IBA et le Dodeca-2E,4E-dienoic acid IBA), trois N-methylisobutylamides (Undeca-
2E, 4E-diene-8,10-diynoic acid N-Me IBA, Deca-2E, 4E-dienoic acid N-Me IBA, Tetradeca-
2E, 4E-diene-8, 10-diynoic acid N-Me IBA), quatre tyramides ou 4- hydroxyphenylethylamides
(Deca-2E,4E-dienoic acid 4-OH PEA, Tetradeca-2E,4E-diene-8,10-diynoic acid 4-OH PEA,
Dodeca-2E,4E-dienoic acid 4-OH PEA, Tetradeca-2E,4E, XE/Z-trienoic acid 4-OH PEA)et un
2-phenylethylamides (Undeca-2E,4E-diene-8,10-diynoic acid 2-PEA) (Boonen et al., 2011 ;
Sharma et al., 2013 ; Kumar ef choudhary, 2016).

D’aprés Boonen et al. (2012), en fonction de la méthode d'extraction et du solvant
utilisé, différents rendements en constituants de N-alkylamide peuvent étre atteints, causant
éventuellement des variations des effets biologiques et de la toxicité. Les plantes connues
comportées des alkylamides sont les especes Anacyclus pyrethrum, Spilanthes acmella,

Achillea millefolium et Echinacea, toutes appartenant a la famille des Asteraceae (Wynendaele

127




Chapitre 5 : Résultats et discussion.

et al., 2018). Parmi ces alkylamides trouvés dans les extraits de racines de 4. pyrethrum L., un
composé majeur qui est le deca-2E,4E-dienoic acid isobutylamide, appelé aussi pellitorine ou
pyréthrine (Zaidi et al. 2013 ; Usmani ef al. 2016 : Althaus et al. 2017 et Cherrat et al.,
2017). Cette molécule se trouve a peu prés avec les mémes proportions dans les deux extraits
de cette espece. C’est un mélange d'isobutylamides d'acides insaturés en C10, C12 et C14 avec
le décadiéne isobutylamide comme constituant principal (Kumar et Choudhary, 2016 ;
Tauheed et al., 2017). Les pyréthrines obtenues a partir des racines de la plante constituent un
groupe naturel de six esters chimiquement apparentés. La pyréthrine I, la cinérine I et la
Jasmoline I sont des esters de l'acide chrysanthémique. La pyréthrine II, la cinérine II et la
jasmoline II sont des esters de l'acide pyréthrique (Kushwaha et al., 2012). La pellitorine a été
signalé comme produits propre a I’espéce de Anacyclus (Kumar et Choudhary, 2016 ; CCD,
2018). C’est le composé le plus abondant dans les racines de pyrethre (Kumar et choudhary,
2016). Cet alkamide peut agir positivement sur 1’afflux de calcium. Selon Olah ef al. (2016), la
pellitorine peut bloquer la sur-pénétration du Ca** évoquée par la capsaicine avec une ICso de
154 pg/ml chez les lignées cellulaires HaCaT. Les propriétés pharmacocinétiques de
perméabilit¢ du BBB pour ce N-alkylamide ont été évaluées chez le rat. Une injection
intraveineuse de pellitorine avait montré une pénétration rapide et élevée de 1a BBB, permettant
a 97% de la pellitorine d'atteindre le cerveau et seulement 3% restaient dans les capillaires
cérébraux (Veryser et al., 2016).

Les pyréthrines sont enregistrées comme insecticides aux états unis par 1’agence de
protection de I’environnement (EPA, 2018). Cet insecticide est sans danger parce qu’il est
inoffensif pour I’étre humain (Burgess et al., 1994). Selon Boonen et al. (2011), les N-
alkylamides sont a I’origine du caractére aphrodisiaque du pyréthre. Akarkarha est un agent
aphrodisiaque étonnant parce qu'il contient de la pellitorine, un alkylamide qui peut étre
responsable de I'amélioration des fonctions sexuelles. La pellitorine imite ou augmente la
sécrétion de testostérone car tous les effets androgéniques ont été observés dans des modéeles
expérimentaux ayant validé son effet viagra (Kumar et Choudhary, 2016). Des extraits
aqueux de racines de A. pyrethrum L. augmentaient les taux sériques de testostérone et de
gonadotrophines (LH, FSH) en raison de la présence de pellitorine qui avait un impact positif
sur la reproduction chez les rats (Shahraki ez al., 2014). La 6-Hydroxypellitorine qui fait partie
intégrale des composantes de cette drogue (CCD, 2018), a été similairement observée dans nos
deux extraits mais plus abondante dans 1’extrait alcoolique (2.516 ppm) que dans 1’extrait

aqueux (1.434 ppm). Par ailleurs, la Methylpellitorine a été trouvée en quantité plus importante
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dans I’extrait aqueux (2.472 ppm) par rapport a I’extrait méthanolique (0.961 ppm) des racines
de pyréthre.

A la fin des années 60, Burden et Crombie avaient montré que A. pyrethrum L.
contenait le N-[2-(p-hydroxyphényl)-éthyl] déca-, dodéca et tétradéca-trans-2, trans-4-
diénamide, une nouvelle série d'amides correspondant a la tyramine isobutylamide, la lignane
(y compris la sésamine) (Selles, 2012). D’aprés Gautam et al. (2011), Kushwaha et al. (2012),
Kalam et al. (2015), Usmani et al. (2016) et Althaus et al. (2017), les racines de pyrethre
contiennent du N- (2-P-hydroxyphényléthyl) déca-, dodéca et tétradéca-trans-2, qui est une
nouvelle série de tyramine, amides correspondant aux isobutylamides classé aussi par le CCD
comme ’un des composés des racines de pyrethre (CCD, 2018). Cette méme molécule avait
été détectée dans les extraits aqueux et méthanolique de A. pyrethrum L. d’Algérie avec une
plus grande concentration de 2.714 ppm dans 1’extrait aqueux contre 1.377 ppm dans 1’extrait
méthanolique.

Les racines de cette plante contiennent du tetradeca-2E,4E-dien-8,10-diynoic acid
isobutylamide (anacycline) (3.243ppm dans I’extrait aqueux contre 1.744 ppm dans I’extrait
méthanolique). Cette molécule était reconnue par la CCD comme étant 1’un des constituants
officiels du pyréthre (CCD, 2018), qui été utilisé traditionnellement comme tonique pour le
systéme nerveux (Annalakshmi et al., 2012 ; Sujith et al., 2012). Ces résultats concordaient
avec ceux d’Althaus et al. (2017).

Le Dodecadienoic acid isobutylamide, reconnu également par la CCD, caractérisaient
aussi dans nos extraits surtout I’extrait aqueux (4.198 et 3.643 ppm). Le dodeca-2E 4E-dienoic
acid isobutylamide, appelé¢ alkylamide 15 (A15) selon un systéme de numérotation décrit par
Cech et al. (2006). L'alkylamide A15 de E. purpurea inhibait l'afflux de calcium dans les
mastocytes de souris (C57BL/6) (Gulledge et al., 2018), protégeant ainsi ces cellules de
I’inflammation di & une entrée trop importante de cet ion.

Le 2,8-Decadiene-4,6-diynoic acid; 2-methylpropylamide, N-Me ou le 24-
Undecadiene-8,10-diynoic acid; 2-methylpropylamide sont des alcaloides propres a cette
espece (CCD, 2018), é¢galement présents dans I’extrait aqueux (2.430 ppm) et méthanolique
(1.343 ppm) de racines de 4. pyrethrum L.

Le N-(2-Phenylethyl)-2,4-undecadiene-8,10-diynamide, molécule propre a cette espece
aussi (Althaus et al., 2017 ; CCD, 2018) et trés présente dans 1’extrait aqueux avec la valeur
de 3.808 ppm, alors que dans I’extrait méthanolique elle ne dépassait pas les 0.608ppm. Les
pipéridines, un groupe d’alcaloides important dans A. pyrethrum L., qui se sont révélés

présenter diverses bio-activités (Chen et al, 2018). Parmi les pipéridines détectées dans
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I’extrait aqueux et alcoolique du pyrethre d’Algérie on peut citer 1’octadecatrienoic acid ;
piperidide, le 2-octadecenoic acid ; piperidide et eicosadienoic acid; piperidide, trés abondants
dans I’extrait aqueux.

Les alkylamides peuvent susciter des effets souhaitables au systéme nerveux central
(Veryser et al., 2014). Les alcaloides jouent un role trés important dans la neuroprotection. A
titre d’exemple, les alcaloides de Piper longum L. (Piperaceae) protégent les cellules
dopaminergiques de la neurotoxicit¢ induite par le 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine (MPTP) en améliorant les anomalies comportementales, en augmentant les
niveaux de la dopamine et de ses métabolites associés. Ils renforcent aussi la défense
antioxydante en augmentant les niveaux de GSH et de SOD tout en abaissant les niveaux du
MDA (Bi et al., 2015). Plusieurs maladies du systéme nerveux central telles que 1'épilepsie ou
les troubles neuro-dégénératifs par exemple, sont encore difficiles a traiter et 1'un des obstacles
est la barriére hémato-encéphalique imperméable, empéchant les médicaments de franchir cette
barriere. Woelkart ef al. (2009) ont démontré que les dodeca2E, 4E, 8Z, 10E/Z-tetraenoic acid
isobutylamides (tétra¢nes provenant de I'échinacée), administrés par voie orale a des rats étaient
biodisponibles avec un passage rapide a travers la barriére hémato-encéphalique. Ces résultats
suggerent une action possible des N alkylamides dans le systéme nerveux central.

Ces molécules avaient été¢ également utilisées pour traiter la neuro-dégénérésence. Un
exemple intéressant c’est la galanthamine (Masondo et al., 2019), un alcaloide isol¢ des bulbes
de la famille des Amaryllidacées, utilisée pour le traitement symptomatique de la maladie
d’Alzheimer (Scott et Goa, 2000 ; Sharma et al, 2019). C'est un inhibiteur compétitif
réversible de l'acétylcholinestérase et il interagit également de maniére allostérique avec les
récepteurs nicotiniques de l'acétylcholine pour potentialiser son action. En agissant pour
améliorer la fonction cholinergique centrale, associée aux premiers stades de cette maladie, des
améliorations significatives des symptomes cognitifs et comportementaux ont été observées
(Scott et Goa, 2000 ; Sharma et al., 2019). Selon Shrivastava et al. (2019), la galanthamine
pourrait étre utilis¢é pour la conception et le développement de nouveaux inhibiteurs
d’acétylcholinestérases.

De nombreuses études visaient a élucider les effets neuroprotecteurs de la galantamine
(Egea et al., 2012). Elle inhibe 1'agrégation de la B Amyloide et la cytotoxicité (Melo et al.,
2009). Elle peut piéger les espéces réactives de 1'oxygene, ce qui protége les neurones contre
les dommages oxydatifs (Tsvetkova ef al, 2013). La galantamine favorise également la
neurogenese chez l'adulte dans I'hippocampe de souris via les récepteurs muscariniques M1 et

nicotiniques a7 de I’acétylcholine (Kita et al., 2014).
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Certains alcaloides d’origines végétales tels que Berberine et la caféine ont un role anti
inflammatoire et donc anti neuro-dégénératif, d’autres sont anti-apoptotique comme la
Huperzine A (Ng et al, 2015). Une inhibition in vitro de la cyclooxygénase et de la 5-
lipoxygénase par des alkylamides isolés a partir de 4. pyrethrum L. a également été rapportée
(Miiller-Jakic et al., 1994), d’ou leur effet anti-inflammatoire.

L’isolement et la caractérisation de ces alcaloides par spectroscopie RMN seront
nécessaires pour déterminer leurs structures chimiques et leurs activités biologiques. Leur
détection dans cet extrait indique donc qu'il serait utile d'étudier ces classes de composés pour
comprendre les utilisations traditionnelles potentielles de ces substances. Pour déterminer les
autres activités des alkylamides provenant de cette espeéce ¢a nécessiterait un isolement et une
¢lucidation de leur structure.

L’extrait contient aussi 16,58% de métabolites secondaires et leurs dérivés comme les
acides chlorogéniques. Parmi les groupes de composés présents dans les plantes, les acides
chlorogéniques sont 1’'un des plus importants. Ils font partie d'un groupe de composés
phénoliques caractérisés comme des esters d'acide hydrocinnamique et d'acide quinique,
l'isomere le plus courant étant I'acide 5-caféoylquinique (Kremr et al., 2015 ; Shin et al., 2015 ;
Meinhart et al.,, 2018). Les principaux hydroxycinnamates sont les acides p-coumarique,
caféique, férulique et sinapique (Clifford et al., 2017).

Les acides chlorogéniques ont des capacités antimicrobiennes, antibactériennes,
antivirales et anti-inflammatoires qui peuvent contribuer a la prévention des maladies
chroniques et cardiovasculaires, telles que décrites par plusieurs études in vivo et in vitro (Peng
et al., 2015 ; Butiuk et al., 2016). Peng et al. (2015) ont observé que chez le rat soumis a un
régime hyperlipidique, I'administration de 20 mg / kg de poids corporel de 5-caffeoylquinic
acid, une fois par jour pendant 11 semaines, influencait positivement I'homéostasie du
métabolisme du glucose. Ces composés sont également bénéfiques pour le traitement des
maladies du foie (Wang et al., 2009 ; Zheng et al., 2015) et du métabolisme des lipides, en
plus d'interférer dans l'absorption et la biosynthése de cholestérol avec réduction des LDL
(Arantes et al., 2016 ; Cho et al, 2016). Ils présentent une fonction antioxydante
(Bhattacherjee et Datta, 2015) et protégent les neurones des effets toxiques du glutamate
(Mikami et Yamazawa, 2015) et les cellules endothéliales du stress oxydatif (Jiang et al.,
2016). L’acide caféoylquinique et 1’acide Di-O- caffeoylquinique sont présents dans les deux
extraits avec a peu prés les mémes proportions. L’acide 5-caféoylquinique ainsi que 1’acide Di-

O- caféoylquinique sont connus pour leurs effets antioxydant et cytoprotecteur (Xican Li et al.,
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2018). Ce qui justifie peut-étre I’activité antioxydante des deux extraits et 1’activité
neuroprotectrice de I’extrait aqueux du pyrethre qui s’est avéré riche en ces molécules.

Les acides caféoylquiniques sont communs a de nombreuses especes végétales qui
comprennent de nombreuses plantes comestibles telles que le caféier. Des avantages potentiels
pour la santé ont été associés a la consommation de café, notamment une incidence réduite de
plusieurs maladies chroniques et dégénératives telles que le cancer, les troubles
cardiovasculaires, le diabéte et la maladie de Parkinson (Nkondjock, 2009 ; Ludwig et al.,
2014). La consommation de café a été suggérée pour réduire le risque de développer la maladie
d’Alzheimer (Perry et Howes, 2011). Les effets protecteurs ont été attribués aux acides
quiniques présents dans le breuvage (Ludwig e al, 2014). Gonzalez-Sarrias et al. (2016)
avaient évalué le potentiel neuroprotecteur de 19 métabolites dérivés des polyphénols, dont
l'acide dihydrocafféique et I'acide3’,4’-dihydroxyphénylacétique. A 5 pmol/L, les deux acides
caféoylquiniques atténuent significativement la cytotoxicité induite par I’H>O> dans les cellules
de neuroblastome SH-SYSY. Les effets neuroprotecteurs les plus forts se sont produits a 10
umol/l. Cette concentration réduit significativement les niveaux de ROS dans les cellules SH-
SYS5Y et diminue I'apoptose induit par le stress oxydatif en empéchant I’activation de la caspase
3 via la voie apoptotique mitochondriale. Dans une étude similaire, Verzelloni et al. (2011)
avaient étudié la capacité d'un ensemble de catabolites de polyphénols générés in vivo a partir
de différentes sources alimentaires a contrer la neurotoxicité liée au stress oxydatif dans des
neuroblastomes humain SK-N-MC. Les composés ont été testés a des concentrations allant de
0,1 a 20 umol/l, I'acide dihydrocafféique avait montré des effets protecteurs significatifs a 0,5
umol/l. L'acide dihydroférulique et la feruloylglycine protégeaient ¢galement les neurones
contre la toxicité induite par le 2,3-diméthoxy-1,4-naphtoquinone avec une survie accrue a un
stress oxydatif allant de 6,5 a 17,0%.

Pendant de nombreuses années, des études mécanistiques avaient li¢ les effets
protecteurs des polyphénols alimentaires a leur activité¢ antioxydante (Clifford et al., 2017).
Cependant, on avait constaté que les polyphénols exercaient des effets modulateurs sur les
cellules par une action sélective sur de multiples voies de signalisation cellulaire impliquées
dans la pathogenese des maladies dégénératives indiquant que les effets sur la santé vont au-
dela de la simple activité antioxydante (Del Rio et al., 2013 ; Rodriguez-Mateos ef al., 2014).

7,31% de I’extrait aqueux est constituée d’acides aminés comme le phénylalanine,
leucine, I’isoleucine et le tryptophane. Les roseosides et les propenyl-benzenetriol; di-Methyl
ether, pentosyl-hexosides étaient également présents dans les deux extrait mais plus répandus

dans I’extrait aqueux de pyrethre. Selon Bendjeddou ef al. (2003), les extraits polysaccharides
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de racines de pyréthre ont une activité immuno-stimulante. La drogue avait montré une bonne
propriété antioxydante contre les radicaux OH-, H2O: et une capacité de piégeage du NO: en
fonction de la dose. Il a é¢galement inhib¢ la peroxydation des lipides. Selon Selles ef al. (2012)
et Sujith et al. (2011), cette propriété antioxydante est due a la présence d'eugénol, de phénols,
de flavonoides, d'acides ascorbiques, d'alcaloides et de tanins. 4. pyrethrum L. semble donc étre
une plante riche en métabolites secondaires. Ce fait pourrait justifier leur extraction et leur
utilisation notamment dans la prévention et la prise en charge de nombreuses maladies
(Elazzouzi et al., 2014).

A travers ce travail, nous avons tenté de contribuer a la valorisation de 4. pyrethrum L.
Algérien en établissant une caractérisation chimique et biologique de la plante. La composition
chimique des extraites de A. pyrethrum L., récoltées dans la région de Tiaret en période de

floraison, nous a permis d'identifier deux chémotypes intermédiaires.
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La capacité fonctionnelle du cerveau humain se détériore avec le temps, accentuée par
des facteurs endogenes et exogeénes. Le stress oxydatif est un des facteurs induisant 1’oxydation
des lipides, des protéines et des acides nucléiques, et la modulation des voies de signalisation
apoptotiques contribuant a la perte de la fonction cérébrale. L'homéostasie du Ca?* subit, elle
aussi, une dys-régulation subtile au cours du vieillissement physiologique. Les produits du
métabolisme énergétique qui s'accumulent avec l'age et le stress oxydatif altérent
progressivement 'homéostasie du calcium, rendant les neurones plus vulnérables au stress
supplémentaire, ce qui peut conduire a une dégénérescence neuronale.

L'identification des composants neuroprotecteurs est une stratégie pour faciliter le
vieillissement cérébral sain et contrer certaines maladies neurodégénératives. Des antioxydants
synthétiques antérieurs tels que le butylhydroxytoluéne (BHT) et le butylhydroxyanisole (BHA)
ont ¢ét¢ utilisés pour atténuer les pathologies liées au stress oxydatif, mais les inquiétudes
sérieuses émergeant de leur utilisation étendue comme la toxicité et la cancérogénicité ont
nécessité la recherche de meilleures alternatives.

A ce jour, les produits naturels provenant de plantes médicinales font ’objet de
nombreuses recherches pour des applications biomédicales, la récupération de bioactifs et le
développement de médicaments pharmacologiques. Les plantes médicinales ont été reconnues
pour leur énorme potentiel thérapeutique en raison de I'abondance de composés phytochimiques
comme les phénols et les flavonoides qui présentent une myriade de propriétés biologiques. Ce
retour a la médecine traditionnelle est la cause de diverses raisons, a savoir, le colt qui est faible
comparé¢ aux médicaments conventionnels, la disponibilit¢ des plantes et notamment
I’existence de maladies pour lesquelles il n’y a pas de traitement pharmaceutique efficace
(Touami, 2017).

L’objectif primordial de cette étude vise a évaluer les propriétés antioxydantes et
neuroprotectrices de certaines plantes médicinales Algériennes. Le choix de ces plantes est basé
sur des données ethno-pharmacologiques.

Les résultats obtenus ont révélé que la quantité des composés phénoliques totaux sont
un peu plus élevée (33,83 + 2,02 ng d'AGE/mg d'extrait) dans I’extrait méthanolique que dans
I’extrait aqueux (24,83 + 1,60pg d'AGE/mg d'extrait) des racines de A. pyrethrum L. (p<0.05).
La quantité des flavonoides semble étre trés hautement significatives dans l'extrait aqueux (1,40
+ 0,02 ng QE/mg d'extrait) par rapport a 1’extrait méthanolique des racines de A. pyrethrum L.
(0,84 = 0,00 pg QE/mg d’extrait) (p<0.001). Les quantités des polyphénols des extraits de
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feuilles de A. absinthium L. ne semblent pas présenter des différences significatives (p>0.05)
entre I’extrait aqueux (12,33 + 5,85ug AGE/mg d’extrait) ou bien méthanolique (16 £ 6,55 pg
AGE/mg d’extrait). Par ailleurs, les flavonoides dans 1’extrait méthanolique de 4. absinthium
L. ont été plus abondants (1,07 + 0,018 pg QE/mg d’extrait) en comparaison avec 1’extrait
aqueux (0,49 + 0,088 pg QE/mg d’extrait) (p<0.001). Selon I'analyse phytochimique, la teneur
totale en composés phénoliques exprimée en équivalents d'acide gallique pour les extraits d'U.
urens révele que I’extrait aqueux des feuilles de Urtica urens L. semble contenir une quantité
de polyphénols qui avoisine les 20,66 = 3,78 pg AGE/mg d’extrait, alors que celle présente
dans I’extrait méthanolique est de 36,66 + 5,25 ug AGE/mg d’extrait (p<0.05). Par ailleurs, les
flavonoides ont été assez abondantes dans I’extrait méthanolique de Urtica urens L. avec des
concentrations qui avoisinent les 28,91 + 2,34ug QE/mg d’extrait alors que dans 1’extrait
aqueux cette concentration ne dépassait pas les 5,61 + 0,20 ng QE/mg d’extrait (p<0.001).

A. pyrethrum L. peut étre considéré comme un puissant antioxydant avec un ICso= 0.043
+ 0,00mg/ml, cependant I’activité anti-radicalaire la plus faible a été avec 1’extrait aqueux
(IC50=0,320 £ 0,1 1mg/ml). A. absinthium L. montre un ICso de 0.193 + 0,00mg/ml pour I’extrait
aqueux et de 0.107 £ 0,00mg/ml pour I’extrait méthanolique alors que U. urens L. présente les
valeurs d’ICso de 0.198 £ 0,02mg/ml d’extrait aqueux et 0.146 + 0,00mg/ml d’extrait
méthanolique.

La deuxi¢me méthode d’évaluation de I’activité antioxydante des six extraits végétaux
est celle du pouvoir réducteur. Les six extraits ont un pouvoir réducteur proportionnel a leurs
concentrations. Le pyréthre d’Algérie est doté d’un grand pouvoir réducteur. Les extraits de 4.
pyrethrum L., qu'ils soient aqueux ou méthanolique, ont un pouvoir réducteur presque similaire
(p>0.05) ou I'ICso était de 0,66 £ 0,05 mg/ml et 0,63 + 0,065 mg/ml respectivement. A.
absinthium L. posséde aussi un pouvoir réducteur similaire (p>0.05) (0.950 + 0.038 mg/ml et
0.901+0.013mg/ml valeurs respectives des ICso obtenues pour les extraits aqueux et alcoolique
de cette plante). Par contre I’extrait aqueux de U. urens L. posséde un pouvoir réducteur tres
bas (IC50=2.610 £ 0.3mg/ml) par rapport a I’extrait alcoolique (ICs50=0.186 = 0.006 mg/ml)
(p<0.001).

La toxicité des extraits aqueux et méthanolique de A. pyrethrum L., A. absinthium L. et
U. urens L. sur des cellules CAD a été examinée a l'aide du test au MTT (bromure de 3- [4,5-
diméthyl-2-thiazolyl] -2,5, diphényltétrazolium). Des concentrations de 0,1 a 0,0001 mg/ml
d'extrait aqueux et méthanolique de A. pyrethrum L. et de A. absinthium L. n'ont provoqué

aucun effet neurotoxique sur les cellules CAD. Concernant 1’espéce Urtica urens L., a des

135



Conclusion générale

concentrations de 0.1 a 1 mg/ml d'extrait méthanolique et aqueux, aucune neurotoxicité n’a été
observée chez les cellules CAD (p>0.05).

Des études épidémiologiques ont établi un lien entre 1'adhésion a des régimes
alimentaires sains comme les régimes japonais et méditerranéens a un risque moindre de
maladies neurodégénératives (Hu et al., 2013). Compte tenu de I’implication des ROS dans les
maladies neurodégénératives, les recherches se sont concentrées sur les effets bénéfiques
potentiels des composés antioxydants naturels, en raison de leur capacité a inhiber la génération
de ROS et a protéger les cellules neuronales des dommages oxydatifs ou de la mort. Les effets
des différents extraits végétaux sur le peroxyde d'hydrogeéne au sein des cellules CAD ont été
¢tudiés. Un effet neuroprotecteur clair (p<0.01) a été observé avec 1’extrait aqueux des racines
de A. pyrethrum L. a la concentration de 0.1mg/ml, en revanche aucun effet de cet extrait n’a
été remarqué a la concentration de 0.01mg/ml. Par ailleurs, les extraits aqueux et méthanoliques
des feuilles de A. absinthium L. et de U. urens L. n’ont montré aucun effet neuroprotecteur
(p>0.05) sur les cellules CAD traitées au peroxyde d’hydrogene.

Par rapport au contrdle, l'extrait aqueux de 4. pyrethrum L. (0.1mg/ml), était le seul des
six extraits & générer une petite réponse fonctionnelle avec une modeste augmentation du [Ca?*];
apres son injection. Par contre 1’extrait méthanolique de pyréthre n’a induit aucun effet sur la
concentration intracellulaire du calcium. Contrairement a l'extrait méthanolique qui a
significativement supprimé la réponse a la dépolarisation, 1'extrait aqueux semble étendre cette
derni¢re. Cependant, I’extrait aqueux de A. pyrethrum L. semblait augmenter l'effet de la
dépolarisation. Les cellules CAD traitées avec un extrait aqueux de pyrethre produisaient un
effet de dépolarisation plus important (environ 50%) supérieur a celui du contrdle (environ
25%). 11 est possible que l'extrait aqueux, en augmentant la réponse dépolarisante, puisse
augmenter de facon différentielle la libération de neurotransmetteurs inhibiteurs, par exemple
le GABA, ce qui peut expliquer la capacité neuroprotectrice de cet extrait. De plus, un temps
de réponse égal a 200 secondes pour le contrdle contre 220 secondes pour I'extrait aqueux de
pyréthre a été observé. Ce dernier aspect est peut-&tre aussi lié a sa propriété neutroprotectrice.

En comparant avec le contrdle, les extraits aqueux et méthanolique de 4. absinthium L.
(0.Img/ml) ne semblaient avoir aucun effet sur la réponse calcique. Par ailleurs, les extraits
aqueux et méthanolique de A. absinthium L. (0.1mg/ml) comme 1’extrait méthanolique de 4.
pyrethrum L. avaient totalement supprimé la réponse a la dépolarisation induite par le KCI par
rapport au contrdle. Par ailleurs, l'extrait aqueux de U. urens L. (0,1 mg/ml) a généré une
réponse fonctionnelle modeste avec une l1égére diminution du calcium intracellulaire. Ce méme

extrait a fortement réduit la réponse a la dépolarisation induite par le KCIl par rapport au
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contrdle. En comparaison avec le témoin, I'extrait méthanolique de U. urens L. (0,1 mg/ml) n'a
eu aucun effet sur les taux de calcium intracellulaire mais il a un effet biphasique sur le contenu
en calcium suite a la dépolarisation avec le KCL. On peut dire que ’extrait aqueux de U. urens
L., méme s’il ne posséde pas des propriétés neuroprotectrices contre le peroxyde d’hydrogene
(H202), il peut empécher des entrées excessives des ions calcium dans les cellules neuronales.

Suite a la protection partielle des cellules CAD par I’extrait aqueux de 4. pyrethrum L.,
la caractérisation biochimique des extraits aqueux et méthanolique de cette drogue paraissait
étre nécessaire afin de pouvoir détecter les molécules responsables de cette activité
neuroprotectrice. L'analyse haute résolution LC-UV-MS/MS a révél¢ la détection de différentes
classes de composés dans les extraits aqueux et méthanoliques de A. pyrethrum L. Les
composés détectés comprenaient les acides aminés, les acides caféoylquiniques, la N-

feruloyltyramine et les alcaloides.

En conclusion, L’extrait aqueux de A. pyrethrum L. a montré une protection partielle
des cellules CAD contre le stress oxydatif in vitro. Toutefois, le pyréthre d’ Afrique connait une
forte dégradation suite a une surexploitation anarchique qui le menace d’extinction ; en effet,
les plantules sont souvent arrachées avant d’atteindre le stade de production des graines,
matériel indispensable pour la régénération naturelle de la plante. De plus, 1’exploitation et la
commercialisation de la plante sont entreprises par un circuit informel et opaque de ramasseurs,
collecteurs, grossistes, revendeurs, industriels et exportateurs échappant au controle des

autorités (Daoudi et al., 2014).
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ABSTRACT

Anacyclus pyrethrum (L.) Lag has a long tradition of medical use in Algeria.
We report for the first time the antioxidant, functional and neuroprotective
properties of this plant from Algeria. Differences in biochemical and physio-
logical properties for the aqueous and methanol extracts of A. pyrethrum are
reported and related to the main chemical constituents. The A. pyrethrum
extracts contained amino acids, caffeoylquinic acids, N-feruloyltyramine and
alkaloids, including including N-alkylamides, common in this plant species.
Aqueous extracts (0.1 mg/ml) are neuroprotective against H,0,-induced
oxidative stress, while methanol extracts (high phenolic content), despite
significant antioxidant and free-radical scavenging activity, caused dysregula-
tion of calcium signalling in neurons and was not apparently neuroprotec-
tive. Such knowledge can provide incentive for the sustainable cultivation of
Algerian A. pyrethrum, with the aim of supporting conservation strategies
and preserving biodiversity.

1. Introduction

suggests that antioxidant compounds can be bene-
ficial for the nervous system (Slemmer and Weber,

The number of people suffering from neurological
disorders has lately increased worldwide, especially
in developed countries (Sanders and Morano,
2008). Amongst them, neurodegenerative diseases
(Parkinson’s and Alzheimer’s disease) as well as
psychiatric disorders (anxiety and depression) are
the most common ones which has led to an in-
creased need for new antioxidant and neuropro-
tective drugs. Antioxidant compounds have re-
ceived significant attention as potential treatments
for a variety of brain abnormalities, and evidence

2014).

Anacyclus pyrethrum (L.) Lag., a member of the
Asteraceae family, is a western Mediterranean
species with a restricted distribution in Morocco,
Algeria and southern Spain. This species has been
classified as vulnerable, according to the Internatio-
nal Union for Conservation of Nature (IUCN) Red
List of Threatened Species (IUCN, 2017). The popu-
lation trend of A. pyrethrum is decreasing; indeed
the number of mature individuals and the popula-
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tion density have been significantly reduced during
the last decades and the species occurs often in
small fragmented subpopulations due to many
threats. A. pyrethrum has been used as a traditio-
nal medicinal plant in different regions of the world
including Morocco (Jamila and Mostafa, 2014 ;
Ouarghidi et al., 2017) India (Kalim et al., 2010),
Iran (Abdollahi Fard and Shojaii, 2013) and Algeria
(Selles et al., 2013). Overharvesting of such medici-
nal plants from the wild has contributed to their
decline and risk of becoming endangered, particu-
larly when the plant part of medicinal interest is
the root. Strategies to protect A. pyrethrum popu-
lations in Morocco have included planting trials,
monitoring and promoting sustainable harvesting
practices and protecting cultivation areas from poa-
ching (Ouarghidi et al., 2017). It is recognised that
medicinal plants such as A. pyrethrum often have a
long tradition of use and will likely continue to be in
demand for medicinal applications and for trade to
support livelihoods. It is in this context that scienti-
fic research to assess the biological activities and
chemical constituents of medicinal plants can con-
tribute to understanding their value to some com-
munities. Such knowledge can provide further in-
centive for the sustainable cultivation and uses of
medicinal plants such as A. pyrethrum, with the
aim of supporting conservation strategies and pre-
serving biodiversity.

In this present study, we explored for the first time
the chemical, antioxidant, neurotoxicity and neuro-
protection properties of aqueous and alcoholic
extracts of Algerian A. pyrethrum.

2. Materials and Methods
2.1 Chemicals

Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM), peni-
cillin—streptomycin, fetal bovine serum (FBS), sodi-
um pyruvate and Dulbecco’s phosphate buffered
saline (PBS) were obtained from Gibco (England). 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) and other chemicals were pur-
chased from Sigma-Aldrich (England).

2.2 Plant material

The roots of A. pyrethrum was collected from the
region of Tagdemt 8 km of Tiaret (Algeria) and the
plant material was identified and authenticated by
Dr Sekkal F.Z.,, Department of Biology, Faculty of
Nature and Life sciences, University of Mostaga-
nem (Algeria). A Voucher specimen (Anacyclus py-
rethrum 0-002849) is deposited at the herbarium

of the University of Oran.
2.3 Preparation of plant extracts
2.3.1 Water extract

The powder of the A. pyrethrum (500 g) was placed
in distilled water (2 L) in a round bottom flask
(simple maceration process) for 48 hours. The wa-
ter extract was filtered and water was evaporated
under reduced pressure using a rotavapor at 60 C.

2.3.2 Methanol extract

Milled A. pyrethrum (100 g) and methanol (1 L)
were put in a 2 L round bottom flask. The mixture
was heated with stirring in water bath at 60°C for
20 min and the mixture was filtered. This proce-
dure was repeated three times using the same
batch. The filtrates were combined and the solvent
was removed in vacuo at 40°C.

2.4 Determination of total phenolic content

The total phenolic content was estimated by the
Folin-Ciocalteu colorimetric method, based on the
procedure of Singleton and Rossi (1965), using Gal-
lic acid as a standard phenolic compound. Briefly,
50 pl (three replicates) of extracts (1 mg/ml) were
mixed with 450 ul of distilled water and 2.5 ml of
0.2 N Folin-Ciocalteu reagent. After 5 min, 2 ml of
saturated sodium carbonate (75 g/l) was added.
The absorbance of the resulting blue-coloured solu-
tion was measured at 765 nm after incubation at
30°C for 1.5 h with intermittent shaking. Quantita-
tive measurements were performed, based on a
Standard calibration curve of seven points 0, 0.2,
0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7 mg/ml of Gallic acid. The total
phenolic content was expressed as gallic acid
equivalents (GAE) in ug/mg of dry extract.

2.5 Determination of flavonoids content

The total flavonoid content of extract was deter-
mined by Lamaison and Carnet (1990) method. An
aliquot (1.5 ml) of appropriately diluted sample
solution was mixed with 1.5 ml of AICl;.6H,0 (2%).
The mixture was thoroughly mixed and allowed to
stand for 10 min at room temperature. Absorbance
of the mixture was determined at 440 nm versus a
prepared blank, Quercetin, as a standard com-
pound for the quantification of total flavonoid con-
tent. All values were expressed as quercetin equiv-
alent in pg/mg of dry extract. Data were recorded
as mean + SD for three independent replicates.

2.6 LC-UV-MS/MS analysis method
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The A. pyrethrum root extracts were subjected to
LC-UV-MS/MS analysis using a Thermo Scientific
system consisting of an ‘Accela’ U-HPLC unit with a
photodiode array detector and an ‘LTQ Orbitrap XL’
mass spectrometer fitted with an electrospray
source (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA).
Chromatography was performed on 5 ul sample
injections onto a 150-mm x 3 mm, 3 um Luna C-18
column (Phenomenex, Torrance, CA, USA) using the
following 400ul/min mobile phase gradient of H,0/
CH3;0H/CH3CN +1% HCOOH: 90:0:10 (0 min),
90:0:10 (5 min), 0:90:10 (60 min), 0:90:10 (65 min),
90:0:10 (67 min), 90:0:10 (70 min) followed by re-
turn to start conditions and equilibration in start
conditions for 5 min before the next injection. The
ESI source was operated with polarity switching
and the mass spectrometer was set to record high
resolution (30 k resolution) MS1 spectra (m/z 125-
2000) in positive mode using the orbitrap and low
resolution MS1 spectra (m/z 125- 2000) in negative
mode and data dependent MS2 and MS3 spectra in
both modes using the linear ion trap. Detected
compounds were assigned by comparison of accu-
rate mass data (based on ppm), and by available
MS/MS data, with reference to the published com-
pound assignment system (Schymanski et al., 2014)
and with supportive UV spectra.

2.7 Determination of antioxidant activity

2.7.1 Reducing power or Ferric reducing antioxi-
dant power assay (FRAP)

The total antioxidant capacity of the sample was
determined using the FRAP assay of Oyaizu (1986).
The assay is a simple, rapid and reproducible assay.
It is universal and can be applied to plants, plasmas
and organic and aqueous extracts (Li et al,
2008).The reducing ability is generally associated
with the presence of reductones, which breaks the
free radical chain by donating a hydrogen atom
(Sujith et al., 2011).

The presence of reducing agents in plant extracts
causes the reduction of Fe®*/ ferricyanide complex
to the ferrous form. Therefore, Fe** can be evaluat-
ed by measuring and monitoring the increase in the
blue colour density in the reaction medium at 700
nm. Different concentrations of the extracts (0.030
to 1 mg/mL) in distilled water were mixed with 2.5
ml of phosphate buffer (200 mM, pH 6.6) and 2.5
ml of potassium ferricyanide (KsFe(CN)g) (1%). The
mixture was incubated at 50 °C in a water bath for
20 min. 2.5 ml of trichloroacetic acid (10%) was
added to the mixture, which was then centrifuged

at 3000 rpm for 10 min. The upper layer of the so-
lution (5 ml) was mixed with 5 mL of distilled water
and 1 ml of FeCl; (0.1%) and the absorbance was
measured at 700 nm. Increased absorbance of the
reaction mixture indicate increased reducing pow-
er. Ascorbic acid was used as the standard com-
pound.

2.7.2 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical-
scavenging activity

The antioxidant activity of the samples were deter-
mined using 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)
radical scavenging. In the test tubes, 1ml of DPPH
in ethanol (0.1mM) was added to3ml of extract
solutions, corresponding to the concentration ex-
tract range between 0.03 and 1 mg/ml. After mix-
ing the samples, the mixtures were maintained in
the dark, at room temperature for 30 min. The ab-
sorbance was measured at 517 nm using an UVmini
-1240 Shimadzu spectrophotometer and compared
with a control without extract. Ascorbic acid was
used as standard reference. Antioxidant activity
was expressed as a percent inhibition of DPPH radi-
cal and calculated from the equation: Scavenging
activity (%)=100 [(Abs control — Abs sample)/Abs
control. 1Csy values were determined from the
plotted graphs of scavenging activity Vs the concen-
tration of the extracts. These values are defined as
inhibitory concentration of the extract necessary to
decrease the initial DPPH radical concentration by
50% and are expressed in mg/ml. Triplicate meas-
urements were carried out.

2.8 Cell viability assay

The viability of the CAD neuronal cells was deter-
mined by using the MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide] assay, which is
based on the reduction of a tetrazolium salt by
mitochondria aldehydrogenases in viable cells
(Abuhamdah et al., 2015). CAD cells were plated in
24-well tissue culture plates. A series of concentra-
tions of A. perythrum water and methanol extracts
were prepared: 1, 0.1, 0.01, 0.001, 0.000 1mg/ml
using 10 pl of dimethylsulfoxide (DMSO) as the ini-
tial diluent, and thence water, then added to the
24-well plate, and incubated at 37°C (5% CO,).
After 24 hours of drug treatment, 50 pl Phosphate
Buffered Saline (PBS) (136.9 mM 2.68 mM KCl, 4.3
mM Na,HP0Q,4, 1.4 mM KH,P0,, pH 7.4) containing 5
mg/ml| MTT was added to each well and incubated
at 37°C (5% CO,) for 2.5 hours. Then MTT- contain-
ing medium was removed, placed in Eppendorf and
centrifuged for 10 min at 13000 rpm, and finally
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250 ul isopropanol was added to the pellet to dis-
solve the purple crystals. The optical density of 100
ul samples were spectrophotometrically read at
596 nm (Thermolabsystems Multiskan Ascent,
V1.3).The relative cell viability was determined by
the amount of MTT converted to the insoluble
formazan salt compared to control (sham PBS-
treated). Absorbance reduction of the samples via-
bility was determined by absorbance reduction of
the samples at various concentrations when com-
pared with untreated control (100%). All data are
presented as mean + standard deviation (SD) for at
least 4 replicates for each prepared sample.

2.9 Neuroprotection assay

A stock solution of H,0, (2500 uM) in PBS was
freshly prepared. A series of concentrations were
then prepared using Dulbecco's modified eagles'
medium DMEM/F-12 Media - GlutaMAX™-I| supple-
mented with 10% FBS to achieve final concentra-
tions of 250 uM. Sub-confluent cultures (70-80%)
was dislodged by gentle pipetting; transferred to a
15 ml falcon tube and centrifuged at 1000 rpm for
5 minutes at 42C. The pellet was resuspended in
DMEM/F-12 Media GlutaMAX™-l supplemented
with 10% FBS. The cell suspension was immediately
plated in 24-well plates and incubated at 37°C and
5% CO,. After 24 hours, the cells were pretreated
with two concentrations of A. pyrethrum (L.) Lag
(0.01 and 0.1 mg/ml) followed by 2.5 hours treat-
ment with 250 pM H,0, The choice of A.
pyrethrum (L.) concentrations was initially investi-
gated from the neurotoxicity test. The MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bro-
mide] assay was performed to quantify surviving
viable cells.

The choice of extract concentrations was initially
investigated by applying different concentrations of
the extract (0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, 1mg/ml) for
24h to CAD cell cultures. Viability of neurons was
assayed using a standard MTT assay (Abuhamdah
et al., 2015). Survival of CAD cells was assessed by
the MTT assay, after 24 hr pre-treatment with ex-
tract at 37 2C.

2.10 Calcium imaging assay

A 2 mM stock of the CalciumGreen™ (Invitrogen,
UK) probe was prepared in DMSO and this was kept
at -202C. On the day of the imaging experiments,
the probe stock was brought to room temperature
and then diluted in HEPES physiological buffer (150
mM NaCl, 1 mM MgCl,, 10 mM HEPES, 2 mM CaCl,,

5 mM KCl) to a 1uM solution. The cells were plated
in flat bottom microdishes (brand: 60 p-Dish,
35mm, lbidi GmbH). The cells were washed with
1ml of physiological buffer and incubated for 40
min in 1 ml of the probe solution. After the incuba-
tion period, the cells were incubated in this buffer
till the start of the imaging experiments. All the
extract samples applied to the neuronal cells during
the experiments were dissolved in the HEPES physi-
ological buffer as stock solutions 10x more concen-
trated than the final desired concentration for the
experiments. Depolarisation was achieved by ap-
plying 50 mM KClI to the cells. Cell bodies were iso-
lated and regions of interest identified and isolated
by selecting their corresponding areas. The graphs
of fluorescence intensity divided by the corre-
sponding area versus time (in imaging cycles) were
then plotted. The reported figures corresponds to
isolated cells with the strongest basal signals, gath-
ered from n = 10 cell replicates from three separate
experiments.

3. Results
3.1 The phytochemistry of Algerian A. pyrethrum
3.1.1 Phenol and Flavanoid content

The determination of the total phenol and flavo-
noid contents in the two extracts of Anacyclus py-
rethrum was carried out separately using classic
colorimetric methods.

The results show that the methanol extract had a
significantly higher total phenol content relative to
that of the aqueous extract, while the aqueous ex-
tract contains the higher content of flavonoid (p <
0.01, t-test).

Plant A. pyrethrum A. pyrethrum
(Phenolics) (Flavanoids)

Methanol extract | 33.83 +£2.02 0.84 + 0.00

Water extract 24.83 +1.60 1.40 £ 0.02

Table 1: Total phenolics and flavonoids content.

The total phenol content estimated by the Folin-Ciocalteu
method for each extract was reported in pg equivalent gal-
lic acid (AGE)/ mg of plant extract. The total flavonoid con-
tent of extract was determined by Lamaison and Carnet
(1990) method, and reported in (ug quercetin (QE)/mg of
extract)

3.1.2 Detailed chemistry of A. pyrethrum root ex-
tracts

High resolution LC-UV-MS/MS analysis revealed the
detection of different compound classes in the
aqueous and methanol extracts of A. pyrethrum
root. The detected compounds were assigned from
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Assigned compound” Reten- Molecular (m/2) lon A. A.
(or isomer) tion formula pyrethrum | pyrethrum
time root water | root
(min) extract methanol
ppm* extract
ppm*
Alkaloid 1.8 C;H13NO, 144.1022 [M +H]* 2.670 1.629
Leucine/isoleucine 1.9 CgH13NO, 132.1022 [M +H]* 2.383 2.004
Leucine/isoleucine 2.5 CgH13NO, 132.1020 [M +H]* 1.247 1.702
Phenylalanine 3.1 CoH11NO, 166.0864 [M +H]* 1.053 1.956
Caffeoylquinic acid 4.5 Ci6H1809 355.1031 [M +H] 2.736 2.820
Tryptophan 4.6 C11H1N,0, | 205.0977 [M +H] 2.466 3.344
Caffeoylquinic acid 5.9 Ci6H1809 355.1025 [M +H] 2.651 1.806
Hydroxy-dimethoxycoumarin 6.4 C11H1005 223.0607 [M +H] 2.579 1.928
Dicaffeoylglucaric acid 6.8 Cy4H2,014 535.1096 [M +H] 2.482 1.903
Roseoside 7.4 Ci9H3005 387.2024 [M +H] 2.623 2.468
Alkaloid 8.9 Ca6H3sN,0O; | 489.2601 [M +H]" 1.108 0.045
Alkaloid 9.3 CysH3gN,04 489.2599 M+ H]+ 0.740 1.987
Di-O-caffeoylquinic acid 9.9 CysH2401, 517.1354 [M +H] 2.915 2.567
Di-O-caffeoylquinic acid 10.8 CysH54015 517.1351 [M +H] Nd 2.083
Propenyl-benzenetriol; di-Me 11.9 Cy,H3,04; 506.2246 [M+NH,]" | 2.841 2.169
ether, pentosyl-hexoside
N-Feruloyltyramine 12.0 CigH1gNO, 314.1395 [M +H] 2.691 0.940
6-Hydroxypellitorine* 16.5 Ci4H5NO, 240.1962 [M +H] 1.434 2.516
2,8-Decadiene-4,6-diynoic acid; 16.6 CisH1gNO 230.1543 [M +H] 2.430 1.343
2-methylpropylamide, N-Me*
(or) 2,4-Undecadiene-8,10-
diynoic acid; 2-
methylpropylamide*
Alkaloid 17.1 C1gH,7NO; 306.2071 [M +H]* 2.449 2.547
Alkaloid 17.2 C1gH,7NO; 306.2073 [M +H]* 3.069 2.155
N-(2-Phenylethyl)-2,4- 17.5 CioH1sNO 278.1541 [M +H]* 3.808 0.608
undecadiene-8,10-diynamide*
Alkaloid 17.6 C17H,:NO; 288.1600 [M +H]* 2.117 0.625
Alkaloid 17.8 C17H1gNO; 286.1442 [M +H]* 0.437 0.105
2,4-Decadienoic acid isobutyla- 19.6 Ci4H2sNO 224.2011 [M +H]* 0.743 0.807
mide*
Methylpellitorine 20.3 CisH,7NO 238.2168 [M +H]* 2.472 0.961
Dodecadienoic acid isobutyla- 20.8 Ci6H2oNO 252.2328 [M +H]* 4,198 2.533
mide*
Dodecadienoic acid isobutyla- 21.3 Ci6H2oNO 252.2324 [M +H]* 3.643 0.868
mide*
N-(4-Hydroxyphenethyl)-2,4- 21.7 C»H33NO, | 344.2589 | [M+H]" 2.714 1.377
tetradecadienamide*
2,4-Tetradecadienoic acid iso- 22.5 C,gH33sNO 280.2640 [M +H] 3.243 1.744
butylamide*
N-Isobutyl-hexadecadienamide 23.6 CyoH37NO 308.2955 [M +H] 1.520 2.396
(or) 2-Hexadecenoic acid pyrro-
lidide
Octadecadienoic acid; pyrroli- 239 CyH3oNO 334.3106 [M +H] 2.957 0.594
dide
Octadecatrienoic acid; pipe- 24.6 Cy3H3oNO 346.3105 [M +H] 2.569 0.227
ridide
2-Octadecenoic acid; piperidide | 26.5 Cy3HasNO 350.3419 [M +H] 5.133 0.424
Eicosadienoic acid; piperidide 26.7 CysHasNO 376.3579 [M +H] 2.679 1.298
Eicosadienoic acid; piperidide 27.6 C2_5H45NO 376.3581 [M +H] Nd 1.776

Table 2: Assigned compounds from LC-UV-MS/MS analysis of the A. pyrethrum root extracts.
All compounds assigned by comparison of accurate mass data (based on ppm#), and by interpretation of available MS/MS

and/or UV spectra.

Nd: Not detected / below level of detection. *Reported to occur in Anacyclus species (CCD, 2018).
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their observed [M + H]" (or [M + NH,]") ions, accu-
rate mass (ppm), and from available supportive UV
spectra (Table 2). The compounds detected in-
cluded those assigned as amino acids, caffeoylqui-
nic acids, N-feruloyltyramine and alkaloids; with
the latter including compounds assigned as N-
alkylamides, which have previously been reported
to occur in A. pyrethrum root (Boonen et al., 2012).

3.2 Antioxidant activity
3.2.1 Reducing power assay (FRAP)

Antioxidant activity of methanol and water extracts
of A. pyrethrum was determined compared to
Ascorbic acid as control. The reducing power is pre-
sented as an ICsy value; concentrations of the anti-
oxidant providing 50% reduction in the test solu-
tion (ICsq) were calculated. Both extracts, whether
aqueous or methanol, had similar reductive power
IC50=0.66%0.05 mg/ml and 1C5,=0.63+0.065 mg/ml,
respectively. ICsy for ascorbic acid is 0.018+0.003
mg/ml.

3.2.2 DPPH scavenging activity

The antioxidant activity of the extracts were deter-
mined by the 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)
test system. DPPH scavenging activity is presented
as an ICsq value. Concentrations of the antioxidant
providing 50% inhibition of DPPH in the test solu-
tion (ICsg) were calculated. The weakest radical
scavenging activity (0.382 + 0.11 mg/ml) was exhib-
ited by the A. pyrethrum water extract, whereas
the strongest activity (0.043 + 0.00 mg/ml) was ex-
hibited by A. pyrethrum methanol extract. ICsy for
Ascorbic acid is 0.00051 mg/ml

3.3 Neurotoxicity
3.3.1 Neuroprotection assay

The neuroprotective properties of A. pyrethrum
water and methanol extracts were assessed versus
oxidative-stress (250 uM)-induced neurotoxicity
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Figure 1: 24 hours Treatment of CAD cell cultures with Ana-
cyclus pyrethrum water and methanol extract.

Concentrations 0.0001-0.1 mg/ml elicited no neurotoxic effect
upon CAD cells for both extracts. In fact, at 1 mg/ml, Anacyclus
pyrethrum water extract elicited an apparent higher level of
cell survival/proliferation at 24 h, ***p<0.001 compared to the
control using a two-way ANOVA post-hoc statistical test).
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Figure 2: Neuroprotection of CAD neuronal cells with A. pyre-
thrum

A. pyrethrum water (0.1mg/ml), but not methanol, extract
elicited a significant neuroprotection from 2 hours 250 uM
hydrogen peroxide insult. Values are mean * SD for n=4 repli-
cates. ** p <0.01 compared to cells treated with 250 uM H,0,
using a two-way ANOVA post-hoc test; n.s = non-significant.

using concentrations of 0.01 and 0.1 mg/ml of ex-
tracts.
3.3.2 Calcium Imaging assay

In order to assess the functional properties of A.
Pyrethrum water and methanol extracts, a series of
calcium imaging experiments were performed. The
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C. Effect of A. Pyrethrum extracts upon depolarisation re-
sponse (50 mM KCl).
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D. Depolarisation in presence of A. . Pyrethrum water extract
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E. Depolarisation in presence of A. Pyrethrum metha-
nol extract (0.1 mg/ml).

effects of the extracts alone and on depolarisation
responses were investigated (Figure 3A and B).

4. Discussion

A. Pyrethrum water and methanol extracts were
analysed for phenolic and flavonoid content. Flavo-
noid-like compounds appear to be more significant
with respect to neuroprotective properties as high-
er in A. Pyrethrum water extract (1.40 ug QE/mg of
extract) then A. Pyrethrum methanol extract (0.84
pug QE/mg of extract). Despite this, quercetin itself

was not detected by LC-MS. In contrast, the
amount of total phenolics is higher (33.83 ug AGE/
mg of extract) in A. Pyrethrum methanol extract
then water extract (24.83 ug AGE/mg of extract),
which bares more relationship to its antioxidant
properties. Flavonoids can protect the brain by
their ability to modulate intracellular signals pro-
moting cellular survival. Quercetin and structurally
related flavonoids (myricetin, fisetin, luteolin)
showed a marked cytoprotective capacity in in vitro
experimental conditions in models of predominant-
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ly apoptotic death such as that induced by oxida-
tive stress induced by H,0, added to PC12 cells in
culture (Dajas et al., 2003). Flavonoids act by inhib-
iting several steps in this process, including lipid
peroxidation and scavenging free radicals (Dajas et
al.,2003). Although polyphenols such as anthocya-
nins and flavonols may exert some of their neuro-
protective effects by acting directly as antioxidants,
they likely have other important effects, such as
scavenging reactive nitrogen species, activating
protective cell signalling pathways, or altering the
expression of various protective proteins. (Schaffer
and Halliwell., 2012). The antioxidant activity of the
methanolic and aqueous extracts of the plants was
evaluated in this study. Both extracts exhibited a
clear radical scavenging activity at all tested con-
centrations. In our studies, the methanolic extract
displayed more effective radical scavenging activity
than the aqueous extract. This was comparable to
Sujith et al. (2012) who found an ICs, of ethanol
extract of Indian A. pyrethrum was 0.056 mg/ml.
Our results demonstrate a positive correlation be-
tween free radical scavenging and the phenolic
contents of the two extracts.

Interestingly, the methanol extract despite contain-
ing a higher phenol content than the water extract,
its higher free-radical scavenging and antioxidant
appears not to endow neuroprotective properties
in this oxidative-stress model. In contrast, the wa-
ter-extract displays a neuroprotective property. As
discussed before, the water-extract of this plant
contains a higher amount of flavonoids than meth-
anol-extract. Flavonoids exert a multiplicity of neu-
roprotective actions within the brain, These effects
appear to be underpinned by two common pro-
cesses. Firstly, they interact with critical protein
and lipid kinase signalling cascades in the brain
leading to an inhibition of apoptosis triggered by
neurotoxic species and to a promotion of neuronal
survival and synaptic plasticity. Secondly, they in-
duce beneficial effects on the vascular system lead-
ing to changes in cerebrovascular blood flow capa-
ble of causing angiogenesis, neurogenesis and
changes in neuronal morphology (Vauzour et al.,
2008).The use of flavonoid-rich plant or food ex-
tracts in humans and animal dietary supplementa-
tion studies have shown improvements in cognition
function possibly by protecting vulnerable neurons,
enhancing existing neuronal function or by stimu-
lating neuronal regeneration (Youdim and Joseph,
2001).

Little is known regarding the physiological effects of

A. Pyrethrum. Under physiological conditions, elec-
trical pulses or receptor-mediated stimuli in the
neuron generate different Ca** signals with distinct
spatial dimensions and temporal profiles ( Zundorf
and Reiser, 2011). Post-synaptically, a transient rise
of the calcium level in dendritic spines is essential
for the induction of activity-dependent synaptic
plasticity (Zucker, 1999). The A. Pyrethrum extracts
applied to the neuronal cells elicited no clear or
modest effects on cell body calcium levels for the
water and methanol extracts, respectively. But in-
teresting, the water extract appeared to extend the
depolarisation response, (perhaps linked to its neu-
roprotective property). and in contrast the metha-
nol extract dramatically supressed the depolarisa-
tion response Dysregulation of Ca®* can be decisive
for brain cell death. Interactions between Ca** and
reactive oxygen species coordinate signalling can
be either beneficial or detrimental. In neurodegen-
erative disorders, cellular Ca’*-regulating systems
are compromised in both directions. Oxidative
stress, perturbed energy metabolism, and altera-
tions of disease-related proteins result in Ca*"
dependent synaptic dysfunction, impaired plastici-
ty, and neuronal loss (Zundorf and Reiser, 2011).
The contrasting effects of the extracts on functional
responses may account for the neuroprotective
properties and apparent lack of toxicity for the wa-
ter extract. The contrasting suppression of depolar-
isation response indicates calcium dysregulation
which may underlie the apparent lack of neuropro-
tective effects. Interestingly, our results for the Al-
gerian plant are in contrast to the study of Sujith et
al. (2011) who showed that A. Pyrethrum methanol
extract was capable of scavenging hydrogen perox-
ide and being neuroprotective in a dose-dependent
manner; the source of this plant is India (hilly re-
gions of Pathanamathitta district of Kerala). This
may be due to region-specific chemical differences.

5. Conclusion

This encouraging pharmacological profile warrants
further investigation by attempting to identify the
Algerian A. Pyrethrum water extract constituents
responsible for this positive neuroprotective activi-

ty.
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