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Résumeé

L’ Aster squamatus est caractérisé par plusieurs propriétés médicinales importantes en tant que plante
aromatique riche en composés métaboliques secondaires. Cette recherche vise a évaluer les effets
antioxydants et anti-enzymatiques des extraits éthanoliques de différentes parties (feuilles, fleurs,
tiges, partie aérienne) de la plante 4. squamatus. Les propriétés antioxydantes évaluées par les
méthodes ABTS, FRAP et Phénanthroline, ont montré que les extraits possédent une capacité de
piégeage des radicaux libres et de réductions des ions ferriques. Ainsi, I'activité anti-enzymatique des
extraits évaluée vis-a-vis l'acétylcholinestérase (ACHE) et de la butyrylcholinestérase (BCHE), a
révélé la capacité des extraits a inhiber acétylcholinestérase et aucun effet sur I'enzyme

butyrylcholinestérase.

Mots clés : Aster squamatus, antioxydant, acétylcholinestérase, butyrylcholinestérase.



Abstract

Aster squamatus is characterized by several important medicinal properties as an aromatic plant rich
in secondary metabolic compounds. This research aims to evaluate the antioxidant and anti-enzymatic
effects of ethanolic extracts from different parts (leaves, flowers, stems, aerial part) of A. squamatus
plant. The antioxidant properties evaluated by the ABTS, FRAP and Phenanthroline methods showed
that the extracts have capacity to trap free radicals and reduce ferric ions. The anti-enzymatic activity
of the extracts evaluated against acetylcholinesterase (ACHE) and butyrylcholinesterase (BCHE),
revealed that the capacity of the extracts to inhibit acetylcholinesterase and no effect on the enzyme

butyrylcholinesterase.

Keywords : Aster squamatus, antioxidant, acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase.
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Introduction

Introduction

L'utilisation des plantes médicinales par I'étre humain est une pratique ancienne qui remonte a I'aube
de I'humanité. Les plantes ont toujours été¢ une source essentielle de remedes naturels, offrant une
gamme de composés chimiques aux propriétés curatives. Cette utilisation traditionnelle des plantes
médicinales est profondément ancrée dans de nombreuses cultures a travers le monde, et elle continue

d'étre présente dans la médecine moderne (Boissiere, 2018).

Les plantes médicinales contiennent une grande variété de composés actifs tels que des flavonoides,
des polyphénols, qui peuvent avoir des effets bénéfiques sur la santé¢ humaine. Ces composés peuvent
agir de différentes manieres, comme soulager la douleur, réduire l'inflammation, tuer les microbes ou

réguler les fonctions corporelles (Boissiére, 2018).

C’est pourquoi ce travail vise a étudier la plante Aster squamatus, une plante de la région d’Oum el
Bouaghi, qui est dotée de plusieurs activités biologiques.

L’objectif du présent travail est d’évaluer in — vitro ses propriétés biologiques.

Notre travail sera donc réparti en deux parties :

- Une partie d’étude bibliographique qui regroupe deux chapitres dont le premier concerne des
informations sur le stress oxydatif et les agents anti oxydantes, et le deuxieme chapitre regroupe des
informations sur la plante Aster squamatus (Spreng.) Hieron.

- Une autre partie est consacrée a 1’évaluation de I’activité antioxydante, et anti enzymatique.
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Notion de stress oxydatif et les antioxydants



Partie I : Synthése Bibliographique Chapitre I : Notion de stress oxydatif et
les antioxydants

1. Stress oxydant

Le stress oxydant, nommé aussi stress oxydatif, est communément défini comme un déséquilibre
entre la production des radicaux libres et la capacité du corps a neutraliser et a réparer les dommages
cellulaires oxydatifs (Sy et al., 2018) , soit par une production excessive d’especes réactives de
I’oxygéne (ERO) dans les cellules et les tissus, et/ou un déficit des mécanismes de défense
antioxydants (enzymatiques et non enzymatiques). Ceci conduit a I'endommagement irréversible des
biomolécules telles que I’ADN, les protéines, et les lipides (Remmelt, 2013 ; Hussain et al., 2016 ;
Meziti, 2018). Il peut étre d’origine accidentelle comme un état d’inflammation, une exposition a des
radiations ou a des xénobiotiques pro oxydants. Il peut étre aussi d’origine génétique comme un
déficit dans I’expression d’enzymes de défense antioxydants. Ce déséquilibre a pour conséquence

I’apparition de dégats souvent irréversibles pour les cellules (Robert, 2006).

2. Les radicaux libres

Les radicaux libres peuvent étre définis comme des molécules ou des fragments de molécules
contenant des ¢électrons libres. La présence d'électrons inutilisés confére un degré de réactivité
considérable sur un radical libre (Valko et al., 2006). La production de radicaux libres peut-étre
endogene. En effet la formation de radicaux libres dans I’organisme est constante et nécessaire a la
vie, mais les exces dépendent des facteurs extérieurs tels que le stress, la fatigue et les exercices
physiques intensifs (Bakasso, 2009). Ils sont également générées sous D’effet d’oxydants
environnementaux, tels que, le tabac, la pollution, le soleil, les rayons ultra-violets, les radiations
ionisantes, un effort physique intense, le stress, une mauvaise alimentation, la consommation

d’alcool, les fibres d’amiante, les pesticides, etc (Afonso et al., 2007).

2.1. Les principaux types des radicaux libres
Les radicaux libres qui interviennent ont soit un ¢électron célibataire centré sur un atome d’oxygene,
ce qui leur confere la denomination d’espéces oxygénées réactives (EOR), soit centré sur un atome

d’azote, d’ou ’appellation d’espéces azotées réactives (EAR) (Choteau, 2011).



Partie I : Synthése Bibliographique Chapitre I : Notion de stress oxydatif et
les antioxydants

Tableau 1. Types des radicaux libres (Hallwell, 1996).

Espéce radicalaire Espéce non radicalaire
Alkoxyle RO Acide hypochloreux HOCI
ERO Anion superoxide O~ Oxygene singulet 10,
Hydroxyle HO: Ozone O3
Peroxyle RO Peroxyde d’hydrogéne H>O»
Acide nitreux HNO>
Acidepéroxynitreux
ONOOH
Dioxyde d’azote NO> Alkylperoxynitrites ROONO
ERA Oxyde nitrique NO Cation nitronium NO,*
Peroxyde d’azote N2O4
Peroxynitrite ONOO"
Trioxyde d’azote N2O3

2.2. Sources des radicaux libres
Dans I’organisme, les radicaux libres peuvent étre formés a partir des substances endogenes et

exogenes (tableau 2).

Tableau 2. Source et origine des radicaux libres
3
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les antioxydants

Source Origine Reference
*NAD(P)H
Production intracellulaire *Oxydase membranaire
(endogene) *Mitochondrie
*Les cytochromes P450
*Xanthine oxydase (Valko et al., 2006)

*Métabolisme de 1’acide
arachidonique
*Les cellules phagocytaires

*Le mécanisme leucocytaire

* Les rayonnements UV

*Tabagisme, radiations
Production  extracellulaire | ionisantes, champs (Gambini, 2013)
(exogene) ¢lectriques, polluants (Mena et al., 2009)

industriels, consommation

d’alcool.

2.3. Cibles des radicaux libres
Les radicaux libres peuvent avoir un rdle physiologique ou un effet toxique en fonction de leur
concentration. Dans des conditions normales ils sont sécrétés en faibles quantités mais quand ils sont

produits en grandes quantités, les radicaux libres deviennent pathologiques (Haleng et al., 2007).

Les principales cibles des RL sont : acides désoxyribonucléiques, protéines, lipides, etc.

2.3.1. Acides désoxyribonucléiques

L’ADN est une molécule trés sensible a I’attaque radicalaire, cette derniere peut entrainer 1’oxydation
des bases azotées, engendrant un grand nombre de bases modifiée, citons I’exemple de la Guanine
qui réagit avec le OHe et en donne la 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine (8-OH-dG) qui, au lieu de
s’apparier avec la cytosine, s’associera avec 1’adénine, entrainant des mutations au sein de I’ADN et
conduisant a des altérations du message génétique donnant éventuellement naissance a plusieurs

maladies tel que le cancer (Davier, 2000 ; Lee et al., 2004).
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2.3.2. Protéines

Les modifications des structures primaire, secondaire et tertiaire des protéines par les RL sont a la
base de la formation de dérivés protéiques carbonylés via plusieurs mécanismes incluant la
fragmentation et I’oxydation des acides aminés (Pincemail et al., 1999). Les acides aminés les plus
réactifs sont ’histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine. Les radicaux libres
peuvent interagir avec différents types de protéines : celles de soutien comme le collagene (vieillesse),
les protéines circulantes (transferrine, albumine) et les enzymes protéiques. La plupart des dommages
sont irréparables et peuvent entrainer des modifications fonctionnelles importantes (non-
reconnaissance d’un récepteur par un ligand, perte d’activité enzymatique). Certaines protéines
oxydées sont peu dégradées et forment des agrégats qui s’accumulent dans les cellules et dans le

compartiment extracellulaire (Haleng et al., 2007).

2.3.3. Lipides
Les membranes cellulaire riches en acides gras polyinsaturés (AGPI : oléique, linoléique, et
arachidonique), sont trés sensibles a 1’oxydation par les RL en déclenchant une réaction en chaine

appelé lipoperoxydation cellulaire (Favier, 2003).

2.4. Les maladies liées au stress oxydatif

Le stress oxydatif est impliqué dans de trées nombreuses pathologies (Tableau 3) comme facteur
déclenchant ou associé¢ a des complications (Favier, 2003). Il peut étre associé¢ a 1’athérosclérose,
I’asthme, 1’arthrite, la cataractogénese, I’hyperoxie, I’hépatite, 1’attaque cardiaque, les vasospasmes,
les traumatismes, les accidents vasculaires cérébraux, les pigments d’age, les dermatites, les
dommages de la rétine, les parodontites et les cancers (Cohen et al., 2000). Néanmoins, la plupart
des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec 1'age car le vieillissement diminue les

défenses antioxydants et augmente la production mitochondriale des radicaux (Favier, 2003).
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Tableau 3. Les principales affections li¢es a la production des ERO (Meziti, 2009).

Pathologie Références

Lésion de répercussion post-ischémique (Zweier & Talukder, 2006)
Maladie auto-immunes (Halliwell & Guetteridge, 1999)
Arthrite rhumatoide (Ahsan et al., 2003)

Maladies inflammatoires (Dension & Afanas, 2003)
Maladies d’Alzheimer, de parkinson (Sorg, 2004)

Emphyséme (Lechuer et al., 2001)

Diabéte (Yu ,1994)

Certains cancers (Valko et al., 2007)

Anémie drépanocytaire (Martinez, 1995)

Concernant les maladies les plus fréquentes la maladie d'Alzheimer (MA) qui est un trouble
neurologique chronique caractérisé par des troubles de la mémoire, un dysfonctionnement cognitif;,
des troubles du comportement et des déficits dans les activités de la vie quotidienne. La MA s'est
avérée €tre associée a un déficit cholinergique dans le cerveau post-mortem caractérisé par une
diminution significative de la quantité d'acétylcholine. La MA est devenue un probléme majeur, en
particulier dans les pays développés en raison de I'augmentation de la population agée avec une
qualit¢ de vie élevée. L'acétylcholine est un neurotransmetteur inhibé principalement par
l'acétylcholinestérase (AChE) et ensuite par la Butyrylcholinestérase (BChE), considéré comme
jouant un role dans la pathologie de la MA. Les deux enzymes sont présentes dans le cerveau et sont
détectées parmi les enchevétrements neurofibrillaires et les plaques neuritiques. Malgré 1'étiologie
inconnue de la MA, I'élévation de la quantité d'acétylcholine par I'inhibition de I'enzyme AChE a été
acceptée comme la stratégie de traitement la plus efficace contre la MA. Par conséquent, les
inhibiteurs de I'AChE et de la BChE sont devenus des alternatives remarquables dans le traitement

de la MA (Orhan et al., 2004).

3. Antioxydants

3.1. Définition
Un antioxydant est par définition une espéce chimique plus ou moins complexe diminuant le stress
oxydant au sein de I’organisme. Un antioxydant peut donc : (1) prévenir la syntheése de radicaux libres

en inhibant I’initiation des chaines réactionnelles décrites ci-dessus ou (ii) désactiver directement les
6
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ROS. Les antioxydants peuvent étre classés selon leurs modes d’actions : systémes enzymatiques,
inhibiteurs d’enzymes oxydantes, chélateurs de métaux et piégeurs de radicaux libres (Desmier,

2016).

3.2. Classification des antioxydants

3.2.1. Les antioxydants non-enzymatiques

Ce sont des antioxydants naturels capables de prévenir les dommages oxydatifs. Ils peuvent se
comporter comme des piégeurs des radicaux libres par les interventions directes sur les molécules
pro-oxydantes ou indirectement, en chélatant les métaux de transition (Bensizerare & Boulakhoua,
2014). On peut citer les vitamines, dont deux présentent des effets antioxydants importants, comme

les vitamines C et E (Sharifi et al., 2020).
3.2.1.1. Les vitamines
3.2.1.1.1. La vitamine A

La vitamine A est une vitamine liposoluble que I’on retrouve en grande quantité dans 1’organisme
surtout au niveau du foie. On distingue deux groupes, a savoir les rétinoides (rétinol, trétinoine....) et
les provitamines A (principalement les a- et B- caroténe). Méme en 1’absence de liaison OH, le B3-
caroténe est un bon antioxydant naturel. Le B-caroténe peut agir comme un inhibiteur de la
peroxydation lipidique uniquement a une faible pression partielle en O, (Higdon, 2004 ; Desmier,

2016).

Figure 1. Structure chimique de -caroténe (Desmier, 2016).

3.2.1.1.2. La vitamine C

La vitamine C ou I’acide ascorbique est soluble dans 1’eau et c’est I’antioxydant naturel le plus
puissant. Il piege les radicaux dans la phase aqueuse. Les aliments les plus riches en vitamine C sont

les fruits comme les oranges (Fabre et al., 2015 ; Desmier, 2016).
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Figure 2. Structure chimique de la vitamine C (Damnier, 2016).

3.2.1.1.3. La vitamine E

Le terme « vitamine E » comprend deux classes sous-ensemble des tocophérols (a-, B-, y-, ou 6-

tocophérol) et des tocotrienols (a-, B-, y-, ou 6-tocoprienol). Elle agit comme antioxydant contre les

ERO (en parallele avec la vitamine C et du glutathion) et plus particuliérement dans 1’inhibition de la

peroxydation lipidique. La vitamine E est retrouvée dans les huiles végétales (Desmier, 2016).

cH,
HO. _,;:x;[fm CH, CH, CH,
; %"-\‘:v-" “Gwﬁ“‘/J\/\HJ/LW*AM/I‘H=CH1
3 CH;
CH Vitamine E ou Tocophémal

Figure 3. Structure chimique de la vitamine E (Desmier, 2016).

3.2.1.2. Polyphénols

Les polyphénols, sont des composés phytochimiques polyhydroxylés qui sont synthétisés par les
plantes et qui ont de nombreux avantages pour la sant¢ humaine. Les polyphénols ont la capacité de
piéger et de récupérer les radicaux libres en faisant don d’ions hydrogénes pour stabiliser les radicaux

libres (Arts & Hollman, 2005).
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OH

Figure 4. Structure chimique du phénol (Desmier, 2016).

3.2.2. Les antioxydants enzymatiques
L’organisme possede des enzymes qui peuvent métaboliser les ERO (Morena et al., 2002). Les plus

connues sont : le superoxyde dismutase (SOD), la glutathion peroxydase, la catalase
3.2.2.1. La superoxydedismutase (SOD)

Elle catalyse la dismutation de I’anion superoxyde en hydrogene peroxyde (H20:) et en oxygene

(Desmier, 2016).
3.2.2.2. La glutathion peroxydase

Une enzyme a cofacteur de sélénium se localise dans le cytosol et la matrice mitochondriale. Elle a
pour activité la dégradation des peroxydes organiques (ROOH) et du peroxyde d’hydrogene (H>O»)
(Valko et al., 2006).

3.2.2.3. La catalase

Cette enzyme est localisée essentiellement dans les peroxysomes elle permet de convertir deux

molécules de H>O2 en H>O et O» (Valko et al., 2006).

4. Mécanismes d’action des antioxydants
Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers, incluant le captage de I’oxygene singulier, la
désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la réduction de radicaux ou de

peroxydes, la chélation des métaux de transition (Favier, 2006).
Selon leurs modes d’actions, les antioxydants sont classés en deux catégories :
-systeme de défense primaire

-systeme de défense secondaire
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4.1. Systeme de défense primaire

La cellule est pourvue d’enzymes antioxydants qui sont des systémes de défense trés efficaces. Cette
ligne de défense est constituée de superoxyde dismutase (SOD), de catalase et de peroxydase (Favier,

2006).

Ces enzymes antioxydants permettent 1’élimination des radicaux libres primaires, selon les réactions

suivantes :

20+ 2H" Superoxyde dismutase . H,O2+ O3
2H>0» Catalase , 2H>0 + O,
2H,0» Glutathion peroxydase 2H,0 + GSSG

De ce fait elles préviennent la formation des radicaux libres organiques a partir des lipides
membranaires notamment et contribuent donc a la protection des membranes de la peroxydation

lipidique (Dacosta, 2003).

4.2. Systéme de défense secondaire
Ce sont des molécules exogenes. Contrairement aux enzymes antioxydants, une molécule
d’antioxydant piége un seul radical libre. Pour pouvoir fonctionner a nouveau, cette molécule

d’antioxydant doit donc étre régénérée par d’autres systemes (Dacosta, 2003).

Plusieurs substances pouvant agir en tant qu’antioxydants in vivo, elles incluent : la vitamine E,
I’acide ascorbique, le B-carotene, les flavonoides, les composés phénoliques,...etc (Kohen & Nyska,

2002).
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1. Présentation de la plante Aster squamatus

Généralité

Les Astéracées connues sous le nom de composées, sont une grande famille de plantes a fleurs
comprenant plus de 23000 espéces reparties dans pres de 1900 genres. Elles se distinguent souvent
par leurs capitules composés de fleurs trés serrées, qui donnent I’impression d’une seule fleur

(Reveal, 2011).

L’ Aster squamatus est une grande astéracée annuel d’automne, halophile. C'est une grande plante
aérée a fleurs minuscules dont I’allure pyramidale est caractéristique. Cette plante d’origine

américaine a été observée la premiere fois en Camargue en 1929 (Crad, 2007).

Le nom, Aster squamatus. Provient du latin. « Aster » fait référence a la forme en étoile. De ses
Fleurs, tandis que « squamatus » signifie « écailleux », faisant allusion aux écailles, présentes sur

certaines parties de la plante.

Cela pourrait faire référence aux écailles sur les tiges ou les feuilles cette nom créé par le botaniste

Ivan ivanovi¢ Martinov en 1820 (Flora of China. Editorial Comité 2011).

Le prénom Aster squamatus a des noms alternatifs donnes a une méme espece de plante.
Pour Aster squamatus. Quelques synonymes pourraient inclure des noms utilisés précédemment ou
localement pour désigner la méme plante (Huxley et al., 1999).

2. Classification

Regne : Plantae

Embranchement : Angiospermae

Classe : Dicotylédonae

Sous classe : Astéridae

Ordre : Astérale

Famille : Asteraceae

Tribu : Astereae

11
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Sous-tribu : Asterinae
Genre : Aster

Espéce : Aster squamatus (Spreng.) Hieron.

3. Répartition géographique

Aster squamatus est une plante appartenant a la famille des Astéracées, la famille se retrouve sur tous
les continents sauf I’Antarctique, c’est une plante halophile et annuelle d’automne, est originaire
d’Amérique du sud, naturalisée un peu partout jusque dans les oasis du Sahara (Quezel & Santa,

1963).

4. Description botanique

4.1. Plantule
Cotylédons lancéolés-pointus de 10 x 3 mm, pétiolés, glabres. Feuilles primordiales ovales, entieres,
longuement atténuées en pétiole canaliculé, glabres. L’axe hypocotylé est assez court. Plantule d’un

vert sombre (Kazi & Thomas, 2021).

4.2. Plante adulte

Aster squamatus est une plante annuelle a pluriannuelle. Port dressé, atteignant 30 cm a 120 cm. Tige
trés ramifiée surtout dans la partie supérieure, glabre ou presque, rougeatre. Feuilles alternes, entieres,
sessiles, glabres, les supérieures étroitement lin€aires, légerement succulentes, les inférieures
lancéolées. Inflorescence en grappe de capitules ligulés, petits, 4-6 x 7-5 mm, lilas pale a blanchatres,
au centre jaune. Akenes fusiformes, petits, de 2-3 mm, velus a aigrette blanche plus longue qu’eux,

de 5-6 mm (Kazi & Thomas, 2021).

12
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Figure 5. Aster squamatus (Spreng.) Hieron. (Pascal et al., 2006).

5. Composition chimique

La littérature sur la composition chimique de la plante Aster squamatus indique la présence d’acides
caféique, cinnamique et sinapique dans des fractions solubles d’extraits aqueux des feuilles, des tiges
et des racines de cette plante. Par conséquent, une variété des flavonoides a été isolés des fleurs de la
plante telles que: squamatine, ternatine, ramnetime, kaempférol, baicaleine, lutéoline-7-

méthyetherleter et quercétine (El-Sayed & Ross, 1987 ; Sperotto et al., 2002).

6. Utilisation en médecine traditionnelle
Les asters ont été également utilisés en médecine traditionnelle chinoise pour le traitement des

morsures de serpent, fievre, thum, angine et piqiire d’abeille (Coréa et al., 2004).

La plante médicinale Aster squamatus est couramment utilisée au sud du Brésil comme
antinéoplasique, cicatrisant et anti diarrhéique (Meneghetti et al., 2001). Elle est utilisée aussi pour

traiter la bronchite chronique, la coqueluche et la pneumonie (Lanzotti, 2005).

7. Les effets biologiques de I’ Aster squamatus

L'effet anti-ulcérogéne de I’extrait hydro-alcoolique brut des feuilles d'dster squamatus
(Spreng.) Hieron a été testé sur des ulcéres induits par 1’éthanol, I'indométhacine, le froid et le stress.
Les résultats de 1’étude suggerent que 1'extrait hydro-alcoolique brut des feuilles d'Aster squamatus
(Spreng.) Hieron peut étre efficace dans le traitement des Iésions gastriques (Ghedini et al., 2002).
Ghedini & Almeida, (2007) ont signalé que la fraction butanolique de 1'extrait hydro-alcoolique brut
de la partie aérienne était également efficace pour inhiber la sécrétion d'acide gastrique.

13
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Les travaux de (Sperotto et al., 2002) ont suggéré que les infusions de feuilles, des tiges et des racines
d’Aster squamatus (Spreng.) Hieron réduit de facon significative la propulsion gastro-intestinale par
rapport au contrdle (standard), alors que les extraits aqueux et éthanolique ne l'ont pas modifié.
L’effet antibactérien de 1’extrait d’acétate d’éthyle et n-butanol des feuilles d’Aster squamatus a été
aussi confirm¢ (Boulechfar et al., 2014).

L’effet antioxydant de ’extrait éthanolique, acétonique , acétate d’éthyle et n-butanol des feuilles de
I’Aster squamatus a été aussi étudié¢ par Ghedini et al. (2002) et Boulebrachene et al. (2021).
L’effet cicatrisant de I’extrait des fractions butanolique des parties aérienne de la plante Aster
squamatus a été aussi étudié (Ghedini & Almeida, 2007).

L’effet de réduction de la propulsion gastro-intestinale d’extrait aqueux et éthanolique des feuilles,

tiges, et racines de I’ Aster squamatus a été aussi confirmé par 1’étude de Sperotto et al. (2002).
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1. Récolte de la plante

La plante Aster squamatus a été récoltée de la région d’Oum el Bouaghi a la fin du mois de septembre
2019 (stade de floraison). Apres séchage dans un endroit sec a 1’abri des rayons solaires, afin de
préserver au maximum I’intégrité des molécules, la plante a été divisée en 3 parties (feuilles, fleurs,
tiges) et partie aérienne puis les différentes parties ont été coupées en petits morceaux et broyées dans

un moulin électrique puis pesées.

2. Extraction

L’extraction a été effectué par macération selon le protocole de Park & Ikegaki (1998). 20 g de
poudre végétale est laissé macérer pendant 3 jours dans un mélange hydro alcoolique (Ethanol/eau)
(70/30 : v/v). La macération a été répétée 4 fois jusqu'a 1'épuisement du matériel végétal. Les extraits

ont ensuite été filtrés par papier filtre et soumis a une évaporation dans un étuve a 37° C.

20 g de la poudre végétale + éthanol/eau (70/30 : v/v)

Filtration

Séchage des extraits éthanoliques a 37°C

Figure 6. Méthode de la macération.
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3. Evaluation de I'activité Antioxydante in vitro
3.1. Test de piégeage des radicaux ABTS"

3.1.1. Principe

L’activité anti radicalaire des extraits est déterminée par une methode basée sur la réduction du radical
ABTS (2,2azino-bis. (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique acide)) Qui est utilisé comme un radical
libre pour évaluer I’activité antioxydante des échantillons. Ce radical cationique est facilement formé
par oxydation en présence de persulfate de potassium pour donner une solution colorée en vert bleu
(Prouillac, 2006).

L’addition d’un antioxydant & une solution de ce radical cationique entraine la réduction de ce radical
et une diminution de 1’absorbance. Cette diminution dépend de 1’activité antioxydante des composés

testés, du temps et de la concentration (Re et al., 1999).

3.1.2. Mode opératoire

La solution ABTS" été préparée en mélangeant I’ABTS avec du persulfate de potassium K2S>Og
(solution aqueuse conservée durant 16 h dans I’obscurité a une température ambiante). L’absorbance
de la solution ainsi obtenue est ajustée a 7.00+0.020 par I’éthanol a 734 nm. Une quantité de 1 mg de
chaque extrait a été dissoute dans 1 mL de méthanol ; a partir de cette solution ; des dilutions au 1/2
ont été préparées pour les différents extraits avec des concentrations de 6.25/12.5/25/50/100/200
ug/mL. Dans les tubes, un volume de 1600 uL de I'ABTS*. Est déposé dans chaque puits ensuite 400
uL des différentes concentrations de chaque solution d’extrait. Pour le blanc un volume de 400 pL de
méthanol et 1600 uL d'’ABTS". a été mis dans les derniers tubes. Aprés 10 minutes a température
ambiante ; le tube est lue & 734 nm.

L’activité de piégeage de ’ABTS" est exprimée en pourcentage d’inhibition a 1’aide de la formule

suivante :

AC — AE
I%=—7—F—+100

AC : Absorbance controle.

AE : Absorbance extrait.
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3.2. Pouvoir réducteur du Fer
3.2.1. Test de FRAP (Ferric Reducing Antioxydant Power)

3.2.1.1. Principe

Les substances, qui possédent un potentiel de réduction, réagissent avec le ferricyanure de potassium
(CeNgFeK3) pour former du ferrocyanure de potassium (CgFeK4Ng), qui lui-méme réagit avec le
chlorure ferrique pour donner un complexe ferreux de couleur bleu cyanée, qui présente un maximum

d'absorption a 700 nm (Jayanthi & Lalitha, 2011).

3.2.1.2. Mode opératoire

Le test FRAP a été effectué selon la méthode d’Oyaizu (1986) avec une 1égeére modification. Dans
une microplaque a 96 puits 10 puL de diverses concentrations des extraits de plante sont mélangées
avec 40 pL du tampon phosphate (pH 6.6), 50 pL potassium ferricyanide CsNeFeKs (1%) est alors
ajouté. Ce mélange a été maintenu a 50°C dans I’étuve pendant 20 minutes. Aprés refroidissement,
50 puL d'acide trichloracétique (TCA) a 10% et 40 uLL H,O et 10 pL de chlorure ferrique (FeCls)

fraichement préparée a 0.1% ont été ajoutés. L'absorbance a été mesurée a 700 nm.

3.2.2. Test de phénanthroline

3.2.2.1. Principe

La méthode de la phénanthroline était basée sur la réduction de Fe3" en ion Fe," par un antioxydant.
L'ion Fe," formé réagissait ensuite avec la 1,10-phénanthroline pour former un complexe rouge-
orange de tri-phénanthroline qui absorbe au maximum a 508-510 nm (Mukhopadhyay et al., 2016 ;
Yefrida et al., 2018).

3.2.2.2. Mode opératoire

L’activit¢ de phénanthroline est déterminée par la méthode de Szydlowska-Czerniaka et ses
collaborateurs (2008). Un volume 100 pL de différentes concentrations de chaque extrait est ajouté a
500 pL de chlorure ferrique FeCls 0,2%, 300 pL de phénanthroline 0,5% puis 1100 pL de méthanol.
Aprées une incubation a 1’obscurité pendant 20 min a 30°C, 1’absorbance a ét¢ mesurée a 510 nm. Un
blanc sans échantillon est préparé parallélement dans les mémes conditions en remplagant 1'extrait

par le solvant. La vitamine C est utilisée comme standard.
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4. Evaluation de Pactivité anti-enzymatique
4.1. Activité Anti-acétylcholinestérase

4.1.1. Principe

L’activité inhibitrice de I’acétylcholinestérase est déterminée par la méthode d’Ellman et al (1961).
Le principe chimique de la réaction est présenté dans la (figure 7). L’enzyme hydrolyse le substrat
acétylcholine i0dé¢ (ATCI) en thiocholine et en acide acétique. La thiocholine peut réagir avec le
DTNB, et cette réaction donne naissance a une couleur jaune. L'intensité de la couleur du produit est
mesurée a 412 nm et elle est proportionnelle a l'activité enzymatique. La galanthamine est utilisée

comme référence.

0 0
J\ NQHS AChE H;Q S
HC” °S” “—N-CH;———) AN
| C':H H + HC OH
3 3 CH,
| Acetylthiocholine (ATCI) Thiocholine Acetic acid
HOOC COOH
o,u-<j>s—s~<j>uo2
\ DTNB .

HOOC | COOH
O,N S N?
2 O \s/\/l\ + HSONO,
Mixed disulphide Yellow 5-thio 2- nitrobenzoicacid (TNB)

Figure 7. Méthode chimique d’Ellman (site web).

4.1.2. Mode opératoire

Une quantit¢ de 4 mg de chaque extrait a été dissoute dans 1 mL de méthanol ; a partir de cette
solution ; des dilutions au 1/2 ont été préparées pour les différents extraits avec des concentrations de
3.125/6.25/12.5/25/50/100/200 pg/mL. Dans une microplaque a 96 puits 150 pL du tampon
phosphate de sodium (pH 8.0), 10 uL des extraits a différentes concentrations et 20 uL. d’AChE ont
été déposés. Apres une incubation dans une étuve a 37°C pendant 15 min ; 10 pL réactif d'Ellman
DNTB et 10 pL d'acétylcholine d’iodine (substrat) ont été ajoutés. La lecture par spectrophotometre
a412 nm permet de déterminer 1’absorbance a To, aprés une incubation dans une étuve a 37°C pendant

15 min, une deuxiéme lecture a 412 nm permet de noter I’absorbance a Ti.
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4.2. Activité anti-Butyrylcholinestérase

4.2.1. Principe

L’activité inhibitrice de butyrylcholinestérase est evaluée par la méthode d’Ellman et al. (1961).
Dans cette réaction, 1'enzyme hydrolyse le substrat butyrylcholine chloride en thiocholine et en acide
acétique. La thiocholine peut réagir avec le DTNB, et cette réaction donne naissance a une couleur
jaune. L'intensité de la couleur du produit est mesurée a 412 nm et elle est proportionnelle a I'activité

enzymatique. La galanthamine est utilisée comme référence.

4.2.2. Mode opératoire
Une quantité de 4 mg de chaque extrait a été dissoute dans 1 mL de méthanol ; a partir de cette
solution ; des dilutions au 1/2 ont été préparées pour les différents extraits avec des concentrations de
3.125/6.25/12.5/25/50/100/200 pg/mL Dans une microplaque a 96 puits: 150 pL du tampon
phosphate de sodium (pH 8.0), 10 pL des extraits a différentes concentrations et 20 uLL BChE (enzyme
Butyrylcholinestérase) ont été déposés. Apres une incubation dans une étuve a 37°C pendant 15 min
; 10 puL réactif d'Ellman DNTB et 10 pL de chlorure butyrylcholine (substrat) ont été additionnés. La
lecture par spectrophotomeétre a 412 nm permet de déterminer I’absorbance a To, aprés une incubation
dans une étuve a 37 °C pendant 15 min, une deuxiéme lecture a la méme longueur permet de noter
I’absorbance a Tj.

5. Analyse statistique
Toutes les expériences ont été faites en triples et les résultats sont exprimés en moyenne =+ écartype.
Les résultats sont analysés par une analyse de variance unidirectionnelle (ANOVA) suivie d'un test
de Tukey a l'aide de Graph Pad Prism (version 6.0.1). Les résultats sont considérés comme

significativement différentes a p<0.05.
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I. Evaluation de P’activité antioxydante in vitro

Pour évaluer avec précision I’activité antioxydante, une seule méthode n’est pas suffisante car de
nombreux facteurs peuvent affecter 1’évaluation. Il est nécessaire de prendre plus d’une mesure et
¢galement de prendre en compte les différents mécanismes de I’activité antioxydante (Kukrié et al.,
2012). Pour cela, trois tests (ABTS ; FRAP ; Phénanthroline) ont été utilisés dans notre étude et dans
lesquels le pouvoir antioxydant des extraits de I’A.squamatus est comparé a la molécule de référence
(vitamine C).

L’activité antioxydante des extraits a ¢été évaluée par le calcul de la valeur ICso qui indique la
concentration nécessaire de 1’extrait qui inhibe 50% des radicaux libres. Il est noté que les valeurs
d’ICso, qui font référence a la plus petite concentration d’antioxydants nécessaire pour 50 % de
réactivité, ont été calculées. L’efficacité des propriétés antioxydantes est inversement corrélée avec
leurs valeurs 1Cso (ug/ml). Une valeur ICso inférieure indique une activité plus élevée.

Les résultats obtenus dans notre étude sont présentés dans le tableau 4.

Tableau 4 : activité antioxydantes des extraits et de la vitamine C.

Extraits ABTS FRAP Phénanthroline
ICso (ng/mL) Ao,50 (ng/mL) Ao,50 (ng/mL)
EEPA 45,30+0,14° 117,25+5,49b¢ 29,63+0,16°
EEFL 71,48+1,85¢ 42.28+13,20%° 30,33+0,044
EEF 76,96+1,83¢ 83,50:£6,44 ¢ 28,44+5,954
EET >200 159,77+46,52¢ 21,76+0,04°
Vitamine C 9,84+0,05% 6,77+1,15% 2.72+0.06

1.1. Test de piégeage du radical ABTS*

L’activité ABTS est déterminée par la méthode de Re et al., (1999). L’activité totale d’'une molécule
est déduite de sa capacité a inhiber le radical ABTS™. L'ajout de I'extrait ou de la vitamine C, entraine
une décoloration de la solution indiquant I'existence d'une activité antioxydante des échantillons. La

disparition de la coloration bleue est proportionnelle a la capacité d’inhiber le radical ABTS".
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Figure 8. Variation de I’inhibition de I’ABTS en fonction des concentrations des extraits.

L efficacité des extraits a inhiber le cation ABTS" peut étre classée selon leur I1Cso dans 1’ordre
suivant : EET < EEF < EEFL < EEPA <Vitamine C (tableau 04). D’aprés I’histogramme (figure 8),
on remarque que la capacité de piégeage du radical libre ABTS" est variable entre les extraits. A une
concentration de 100 pg/mL, il existe une différence significative (p<0,05) entre EEPA, EEFL et
EET. Par contre, il n’existe pas une différence significative (p>0,05) entre I’EEFL et EEF.

L’EEPA a montré I’activité la plus puissante avec une 1Cso de 45,30+0,14 pg/mL parmi les extraits
de la plante A. squamatus et ceci peut-étre s’expliquer par sa forte teneur en composés bioactifs. Ce
résultat est en agrément avec les travaux de Boumediene et al. (2023) qui ont indiqué la richesse de
la partie aérienne en composés phénoliques et flavonoidiques. Cependant, aucun extrait n’a montré

une activité mieux que la Vitamine C (ICso= 9,84+0,05 pg/mL).

Nos résultats sont supérieurs a ceux de Choi et al. (2020) qui ont montré que 1’extrait éthanolique de
I’espece A. scaber a exercé une activité de piégeage des radicaux ABTS" de 8,87% a 18,42% pour
des concentrations allant de 0,1 a 1 mg/mL. Seo & Kim (2019) ont étudié 1’activité antioxydante d’A4.
glehni et ont montré que les extraits d’acétate d’éthyle, butanolique et methanolique ont une activité

de piégeage du radical ABTS" supérieur a 50%.
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1.2. Test de FRAP

L’évaluation de I’activité antioxydante par réduction de fer est une méthode facile et reproductible,
pour cela elle est tres utilisée pour distinguer les extraits les plus actifs (Li et al., 2007). L’acide
ascorbique est un puissant antioxydant, il est utilis€ comme témoin. Pour tous les extraits, des
dilutions en cascade allants de 3,125 a 200 mg/mL, sont préparées et les pouvoirs réducteurs sont

mesurés a 700 nm.

E EEPA
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vit ¢

a,b,c

Absorbance a 700 nm
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o
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Figure 9. Pouvoir réducteur des extraits d’A.squamatus et la vitamine C par la méthode du FRAP.

La capacité des extraits a réduire les ions ferriques peut etre classé selon leur Agso dans 1’ordre
suivant : Vitamine C > EEFL > EEF > EEPA > EET (tableau 4). D’apreés ’histogramme (figure 9),
on remarque qu’a une concentration de 100 pg/mL, il n’existe pas une différence significative entre
le standard (vitamine C) et EEFL, EET et EEF. Par contre, il existe une différence significative

(p<0,05) entre I’activité de EEPA et les autres extraits.

En général, tous les extraits étaient capable de réduire les ions ferriques en ions ferreux dont le
meilleur pouvoir réducteur a été obtenu par I’EEFL avec une valeur de Aoso = 42,28+13,20 ng/mL.

Cependant, cette valeur est six fois plus supérieur a celle de la vitamine C (Aoso = 6,77+1,15 pg/mL).
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Une étude faite par Jamei & Anvari (2018) sur les extraits de la plante A. absinthium ont montré un
pouvoir réducteur de I’ordre de 1.09+0.20 umol Fe (I1)/100g pour I’extrait des fleurs et de 0.87+0.18
umol pour I’extrait des feuilles.

L’étude de Hamza et al. (2018) sur I’espece du genre Erodium glaucophyllum, une plante de la
famille Astéracée, a révelé un pouvoir réducteur de valeur égale a 14.98+1.26 ug/mL, ce qui est
meilleur que celle enregistré dans notre étude.

En général, le potentiel réducteur des extraits végétaux est 1i€ a la présence de molécules capables de
donner des ¢électrons qui peuvent réagir avec les radicaux libres afin de donner des produits plus
stables (Ferreria et al., 2006), ce qui explique le pouvoir réducteur de nos extraits riches en composés

phénoliques.

1.3. Test de phénanthroline

La méthode phénanthroline est une méthode appliquée pour mesurer la capacité antioxydante totale
des antioxydants. Cette méthode est basée sur la réduction de Fe™ par un agent antioxydant pour
donner I’ion Fe*2 qui ensuite réagit avec la phénanthroline pour donner un complexe de couleur rouge
orangé, et qui absorbe a 510 nm (Szydlowska et al., 2008). L’augmentation de la coloration rouge-

orangée indique un pouvoir réducteur éleve.
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Figure 10. Pouvoir réducteur des extraits d’A. squamatus et la vitamine C par la méthode du

Phénanthroline.
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D’apres I’histogramme (figure 10), on remarque que tous les extraits étaient capables de réduire les
ions de fer d’une maniére concentration dépendante. Cela implique que les extraits contiennent des

composants donneurs d’¢lectrons.

Nous avons remarqué qu’a une concentration de 50 pg/mL, il existe une différence significative entre
vitamine C et les autres extraits, et que la capacité de réduction du fer est variable entre les extraits
mais cette variabilité est non significative entre EEFL, EEF et EEPA. Par contre, il existe une

différence significative entre I’EET et les autres extraits.

Les résultats ont aussi montré qu’EET est I’extrait le plus actif parmi les extraits de la plante, dont il
a présenté une valeur Aoso de 21,76+0,02 ng/mL (tableau 4). Mais elle est incomparable a celle de
la vitamine C (Ao.so = 2,72+0,06 pg/mL).

Il est indiqué dans la littérature que les plantes de la famille Astéraceae possédent des pouvoirs
réducteurs. Parmi les peu de travaux réalisés sur les espéces de la famille Astéracée, 1’étude de
Boudjelal & Zerzaihi (2019) a révélé que les extraits buthanolique et d’acétate d’éthyle d’Artemicia
compestris possede un effet réducteur (0,390 et 0,93+0,07 pg/mL, respectivement). Boutiti &
Zellagui (2019) ont montré que ’extrait d’acétate d’éthyle de la plante Artemicia judaica a exercé

un pouvoir reducteur fort avec une Ao.so = 0,65+0,01 a la concentration 50 pg/mL.

I1. L’activité anti-enzymatique
La capacité des extraits de la plante A. squamatus a inhiber les enzymes de la famille des
cholinestérases (Acétylcholinestérase et Butyrylcholinestérase), enzymes clés dans la maladie

d’Alzheimer, a été évaluée in vitro. Galantamine a été utilisé comme standard.
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Figure 11. Activité anti-acétylcholinestérase des extraits et de galantamine.

Tous les extraits (EEPA, EEF, EEFL et EET) étaient capables d’inhiber 1’enzyme
Acetylcholinestérase. Cependant, les extraits ont présenté des pourcentages d’inhibition trés faibles
(inférieures a 50%) a des concentrations de 200 pg/mL. Ces valeurs obtenues sont incomparables au
standard car ce dernier a présenté un pourcentage de 94,77 + 0,34 % a la méme concentration. Par

ailleurs, tous les extraits testés étaient incapables d’inhiber I’enzyme butyrylcholinestérase.

Dans ce test, étaient capable d’inhiber [I'acétylcholinestérase, mais incapable d’inhiber Ia
butyrylcholinestérase. Cela explique que les composés actifs qui inhibent la butyrylcholinestérase ne
sont pas les mémes que ceux qui inhibent 1'acétylcholinestérase.

I est important de signaler qu’aucun travail portant sur ce test a été fait ni chez ’espece 4. squamatus

ni chez le genre Aster.
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CONCLUSION

Notre travail porte sur 1’étude de I’espeéce A.squamatus qui appartient a la famille des Astéracées,
I’'une des familles les plus importantes dans la région méditerranéenne, et la plus utilisée dans la
médecine traditionnelle. Notre étude a été réalisée pour évaluer le potentiel antioxydant et anti-
enzymatique de différents extraits de la plante Aster squamatus de la région d’Oum el Bouaghi.
L’activité antioxydante a été évaluée par les méthodes ABTS, le pouvoir réducteur (FRAP) et
phénanthroline. Les résultats obtenus nous aménent a conclure que cette plante est une source
potentielle des antioxydants. C’est une source naturelle qui a prouvé son utilisation traditionnelle dans
de nombreux soins des maladies associées aux stress oxydatif.

Ainsi, l'activité anti enzymatique in vitro des extraits évaluée vis-a-vis deux enzymes
Acétylcholinestérase et Butyrylcholinestérase, a révélé que la plante contient des inhibiteurs de

I’acétylcholinestérase, une enzyme clé de la maladie d’Alzheimer.

Partant de ces résultats, il est nécessaire de :
- Etablir d’autres tests in vitro pour confirmer le pouvoir antioxydant, et anti-enzymatique.
- Etablir des tests in vivo pour confirmer ’efficacité de cette derniére, afin de I’utiliser pour I’intérét

de la santé humaine.
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