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Introduction générale

Dans le monde des vivants, les plantes occupent une partie primordiale, ceci a poussé
I'hnomme a les exploiter dans la nutrition et la médecine.

L'efficacité des plantes médicinales est du aux produits synthétisés par le métabolisme
secondaire naturel qui se fait au niveau des cellules et des tissus de ces Plantes.

La richesse verte et vierge de notre pays I'Algérie, avec sa grande diversité, a poussé les
chercheurs algériens a les étudier et les analyser qualitativement et quantitativement, pour explorer
la grande Flore algérienne. Dans ce cadre vient notre travail, qui présente la continuité de ce qui a
été réalisé dans notre laboratoire, qui a étudié plusieurs types de plantes Algériennes, et
spécialement le genre Centaurea; qui sont des plantes piquantes de la famille Compositae, cette
derniere englobe 1000 genres et plus de 25000 especes (1).

Les plantes du genre ont été le but de plusieurs études phytochimiques, qui ont abouti a la
séparation de différents produits, comme: les hydrocarbures non saturés (2-3), les graisses (4), et
parmi les produits du métabolisme secondaire de ce genre qui ont été séparés on trouve: les
Flavonoides (5) et les sesquiterpenes (6-7).

Le choix de I’espéce est basé sur des critéres chimiques et biologiques; sur le plan chimique, le
genre Centauréa est riche en composés Flavonoiques, et une diversité en Lactones sesquiterpenes.
Sur le plan biologique; ce genre est connu par ses propriétés médicales et pharmaceutiques pour
lesquelles, il est utilisé pour faire guérir différentes maladies (8).
Le but de ce travail est concentré sue deux points:

1- Extraction, étude et détermination de la structure des composés flavonoiques.

2- Etude de la toxicité de ces produits flavonoiques.

Aprés avoir séparé et identifié les deux flavonoides Fi1gB et FigA a partir de 1’extrait
chloroformique de I’espéce Centaurea dimorpha, puis les tester in vivo pour connaitre leurs

propriétés toxicologiques, il nous a apparait important d’étudier les autres extraits du méme
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genre Centaurea avec deux autres espéces qui sont : pullata et niceansis ; d’ou le but est de réunir

plus d’informations sur ce genre.
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1.1. Introduction

Le mot « flavonoide » a été introduit en 1952 par HINREIER pour désigner tous les pigments
ayant un squelette Cg-C3-Cg analogue a celui des flavones, lui-méme dérivant du Latin flavus qui
signifie jaune [9].

Les flavonoides sont presque toujours hydrosolubles, ils sont responsables de la coloration des
fleurs, des fruits, et parfois des feuilles. Tel est le cas des flavonoides jaunes (chalcones, aurones,
flavonols jaunes), des anthocyanosides rouges, bleus ou violets. Quand ils ne sont pas directement
visibles, ils contribuent & la coloration par leur réle de co-pigment : tel est le cas des flavones et
des flavonols incolores co-pigmentant et protégeant les anthocyanosides [10].

Dans certains cas, la zone d’absorption de la molécule est située dans le proche ultraviolet : la
coloration n’est alors pergue que par les insectes qui sont ainsi efficacement attirés et guidés vers
le nectar et donc contraints a assurer le transport du pollen, condition de la survie de I’espéce
végetale [10].

Les flavonoides sont également présents dans la cuticule foliaire et dans les cellules
épidermiques des feuilles, assurant ainsi la protection des tissus contre les effets nocifs du

rayonnement ultraviolet.
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1.2. Flavonoides, Distribution, Classification

L’étude des Flavonoides a suscité notre intérét, du fait de leur intérét pharmacologique, de
leurs nombreuses implications dans des domaines biologiques et de leur diversité structurale (plus
de 4000 structures flavoniques identifiées a I’heure actuelle) [11].

IIs constituent 1’'un des grands groupes de phénols, et sont des constituants caractéristiques des
plantes vertes a I’exception des algues [12].

On signale qu'environ 2% du carbone photosynthétique global sont incorporés dans la
biosynthése flavonique [11-12].

Abondants dans les plantes supérieures, on les rencontre essentiellement dans les feuilles et
les fleurs. Mais ils sont également signalés dans les racines, le bois, I'écorce, le pollen, le nectar,
les baies et les grains [12]. Leur concentration dans la cellule végétale excéde souvent 1uM [13].

Tres répandus dans les végétaux, les flavonoides existent sous forme de combinaisons, les
plus fréquentes étant les hetérosides [9]. Ainsi, les flavonoides glycosylés se trouvent
principalement dans les vacuoles et leurs aglycones sont présents dans les zones lipophiles,
comme les glandes (a sécrétion) huileuses ou les couches de cire [13], telles les glandes de
I’odorat du castor, la propolis (abeilles a sécrétion), et les ailes des papillons. Quant a leurs
aglycones O-méthylés on les trouve dans le cytoplasme [14].

On peut les rencontrer aussi dans les chloroplastes des feuilles des plantes supérieures [15].
Comme il est possible de les localiser fixes sur les hémi—cellules des parois cellulaires [16].

Les génines sont des dérivés polyhydroxylés, parfois méthoxylés ou méthylés de la chromone

ou benzol y—pyrone, Fig. 1 [17].

8 1
O
7 2
6 3
5 4
O

Fig 01 : Benzol y—pyrone
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1.2.1. Classification des flavonoides selon la composition chimique

Dans toutes les classes de flavonoides mentionnées ci-dessus, la biosynthése justifie la

présence fréquente d’au moins trois hydroxyles phénoliques en Cs-C; et Cy-.
a- Flavones, Flavonols

Ces molécules représentent la majorité des flavonoides connus. Le cycle A est, dans plus
de 90% des cas, substitué par deux hydroxyles phénoliques en Cs et en C;. Ces hydroxyles

peuvent étre libres ou éthérifiés. Le cycle B est substitué dans 80% des cas en Cy4- [10].
b- Flavanones et dihydroflavonols

Ces molécules sont caractérisées par 1’absence de double liaison en 2, 3 et par la
présence de centres d’asymétrie.

Dans les Flavanones naturelles, le carbone C, est normalement de configuration (2S). Si,
pour les dihydroflavonols, quatre isomeéres sont théoriquement possibles, la presque totalité
des composés de la série connus a ce jour sont de configuration 2R ou 3R, le phényle et

I’hydroxyle étant en trans [10].
c- Biflavonoides

Les flavonoides peuvent se lier les uns aux autres, en particulier par leurs carbones, tres
réactifs, Cs ou Cg. La majorité des biflavonoides naturels sont des dimeres de flavones et de

flavanones [10].
d- Chalcones, aurones

Les chalcones, dépourvus de 1I’hétérocycle central, sont caractérisés par la présence d’un

chainon tri—carboné cétonique dont la liaison a—f est insaturée [10].
e- Les anthocyanes

Ce sont des pigments rouges en milieu acide, et bleu en milieu basique : ils sont trés
répandus dans les fleurs et les fruits. Ils ont une structure Cs-C3-Cg dans laquelle 1’élément en
Cs est sous forme d’ions pyrilium, alors que I’oxygene a une structure oxonium ionique. Ils

sont présents dans la nature sous forme hétérosidique [10].
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Tableau 01 : les différentes classes de flavonoides.

CLASSES
Nom de la famille Nom Hydroxylation
Dérivés Structure
Flavone Apigénine 57,4
Phenyl-2- -z TP
chromone Flavonol Myricetine 3,5,7,3,4,5
Flavanone Butine 7,3, 4
(C,-Cslaison simple)
Phenyl-2- Catéchines Gallocatechine | 5,7,3°,4°,5
chromone
(flavanols-3)
Phenyl-3-
Chromone Isoflavone Genisteine 57,4
Flavylium Anthocyanidine cyanidine 33,73, 4
Chalcone Chalcone Buteine 3,4,2°, 4
Aurone Aurone Aureusidine 4,6,3’, 4
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I. 3. Les propriétés pharmacologiques et toxicologiques des flavonoides:
I. 3. 1. Les flavonoides et la santé :

Les flavonoides sont des composés non-nutritifs [18]. Un montant considérable de recherche a
été orienté vers leur activité antioxydante et la propriété de fixation de plusieurs espéeces
oxydantes, ainsi que leurs propriétés anti-mutagéniques et anticancérigénes. Cependant, le grand
intérét a été donné a leur potentiel dans la prévention de maladies cardiovasculaires [19].

Le thé, les oignons et les pommes sont la principale source d’apport des flavonoides (le thé
48% de la prise totale, les oignons 29% et les pommes 7%) [20], par consequent, les chercheurs
conclurent que la prise des flavonoides est le facteur le plus fortement lié a la diminution du risque
de mortalité d0 aux maladies cardiovasculaires chez les sujets agés.

Parmi les flavonoides dont les activités sont reconnues, on a les flavonols : la quercétine (Q),
le kaempferol (K), la myricétine (M) et les flavones : 1’apigénine (A) et la luteoline (L), existent
dans 28 légumes et 9 fruits [21]. La quercétine est le majeur flavonoide diététique (il est
représenté par des prises de 16 mg/jour), suivi du kaempférol (4 mg/jour), myricétine (1,4
mg/jour), lutéoline (0,92 mg/jour) et enfin I’apigénine (0,69 mg/jour) [20]. Une étude
épidémiologique de I’effet des flavonoides diététiques sur la santé (la consommation alimentaire
des flavonoides) est rassemblée dans le tableau 02.

Ce tableau porte aussi, les rapports inverses entre les fruits et les légumes prises et le cancer
des poumons [22], et entre la consommation de I’oignon et le carcinome de I’estomac (stomach
carcinoma) [23], seulement un léger rapport préventif a été trouvé entre la consommation
alimentaire des flavonoides et la mortalité du cancer [24]. Par contre, la mise en évidence de
’effet protecteur antioxydant des flavonoides dans la prévention des maladies cardiovasculaires,

bien que ce ne soit pas concluant [25].
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Tableau 02 : L’évidence épidémiologique des effets des flavonoides consommés
alimentairement sur la santé [25,26].

) Le flavonoide ]
Les effets sur la santé _ Réf.
pris

I-les maladies cardiovasculaires :

v" Risque réduit des maladies cardiovasculaires Q. K,MA, L [27],
v Q. K MA,L [28],
v Q. KM [29],
v Q. K MA, L [30].
v Aucune association entre le flavonoide pris et les maladies Q, K, M, A, L [31]

cardiovasculaires
v Aucune association entre la quercétine prise et ’accident Q [32]

vasculaire cérébral

v Augmentation du risque de la cardiopathie ischémique Q. K,M [33]

v' Risque réduit de I’infarctus myocarde Q, K, MA, L [27]
I1- Cancer :

v Aucune association entre le flavonoide pris et le cancer Q, K, MA, L [34],

v Q, K MA,L [35]

v Aucune association entre le flavonoide pris et le cancer Q, K, M, L [36]

des poumons

v Relation inverse entre le flavonoide pris et le cancer des Q, K, M, A, L [37],
poumons

v Relation inverse entre le flavonoide pris et le cancer de Q, K, M, L [38]
I’estomac
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OH O OH O OH O

HO I
OH- O- OH O OH O N
Naringénine » Myricétine
Quercétine

Les résultats positifs rassemblés dans le tableau (11), ont contribué a 1’augmentation
dramatique dans 1’'usage des plantes. Il faut signaler que la prise incontrélée des flavonoides peut
entrainer des activités pro-oxydatives ou mutagéniques, en outre I’inhibition des enzymes qui

constituent la clé des métabolismes des hormones [39].
I. 3. 2. Quelques activités pharmacologiques des flavonoides :
l. 3. 2. 1. L’activité antioxydante des flavonoides :

Il a été montré que les flavonoides agissent comme des fixateurs de plusieurs espéces
oxydantes ; tel que I’anion peroxyde (O;"), le radical hydroxyle ou les radicaux peroxydes.

Les données de la littérature montrent une mise en évidence de certains rapports entre la
structure flavonique et I’activité antioxydante. En outre, la comparaison entre la quercétine, la

catéchine et la cyanidine démontre 1I’importance de la présence de I’hétérocycle (C) [40].

OH OH OH

OH OH
4+
HO o @ HO 0 @ HO
N
OH OH 7

OH O OH OH
Quercétine Catéchine Cyanidine

La présence du groupe hydroxyle 3-OH attaché a la double liaison C=C) et son

emplacement adjacent au groupement carbonyle de 1’hétérocycle (C) en position Cs) est exige
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pour la grande efficacité de I’activité antioxydante [41]. Cette activité antioxydante atteint son

maximum quand le noyau B est substitué par un systéme orthodihydroxyle.

La O-méthylation des substituants hydroxyles du squelette flavonique annule 1’activité

antioxydante des flavonoides [42,43].

Dans la plupart des articles récents, 1’activité antioxydante est mesurée, en utilisant le

dosage de la peroxydation lipidique (LPO) [44]. Il existe une relation entre la structure flavonique,

et I’inhibition de la peroxydation lipidique :

1.

5.

Le groupement hydroxyle en position 3 de I’hétérocycle (C) [20] :

Il a été trouvé que les flavonoides posseédant un groupement 3-OH libre tel que : la morine,
la myricétine, la quercétine, (+)-Catéchine, la fisétine et d’autre ont une capacité inhibitrice
plus grande comparé a ceux qui n’ont pas, tel que les flavones : la diosmétine, 1’apigénine
et les flavanones : I’héspertine et la naringénine.

La double liaison C»=Cs) [20] : La réduction de cette double liaison réduit le potentiel
antioxydant.

Dans certains cas, la présence du groupement carbonyle en Cu)y de I’hétérocycle (C) est
essentiel pour le potentiel antioxydant [20] : La catéchine a un potentiel antioxydant plus
faible comparé a celui de la quercétine.

Le nombre des groupements hydroxyles [20] :

L’activité antioxydante des flavonoides augmente avec le nombre des groupes OH
substitués sur le noyau B. La myricétine a une activité antioxydante plus grande
que celle du kaempférol.

Les groupements hydroxyles en position 3, 5, 7, 3°, 4’ participent dans I’inhibition de  la

peroxydation lipidique [20].

6.

7.

La capacité antioxydante des flavonoides revient a leur aptitude a former des chélates
métal-ion, par I’ensemble (3-hydroxy, 4-0xo) ou (5-hydroxy, 4-oxo) [45].

Les groupes hydroxyles 5-OH, 7-OH, et la double liaison C»)=C) qui sont des sites
potentiels de réactivité, sont essentiels pour 1’activité inhibitrice des flavonoides de

I’enzyme Xanthine oxydase (X.0.) et du radical peroxyde produit par ce dernier [46].

l. 3. 2. 2. L’activité antimicrobienne des flavonoides :

Il est connut que les flavonoides sont synthétisés par les plantes lors de I’invasion

microbienne [47], il est logique par conséquent, qu’ils soient des substances antimicro-biennes

efficaces in vitro contre les microorganismes [48,49].
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Il a été montré que les composés flavoniques les moins polaires, c'est-a-dire les moins
substitués par des groupes OH sur le noyau B, sont les plus actifs vis-a-vis des microorganismes
[50], cela est renforcé par la découverte que la méthylation des flavonoides augmente 1’activité
antibactérienne contre Staphylococcus aureus [51].

Dans le cas du methicillin-resistant S. aureus, les chaines aliphatiques latérales dans les
flavones (dans la position 6 ou 8), rendent la molécule plus lipophile et augmentent son activité
antimicrobienne comparé aux flavones non substituées [52]. Il a été montré avec la bactérie
cariogénique (Actinomyces viscosus et A. naeslundii, several Streptococci) que la présence des
groupes hydroxyles sur les noyaux A et B essentiellement (5-OH), plus une substitution
aliphatique sur le noyau A, détermine 1’activité antibactérienne des flavones [53]. Cependant, il a
aussi été constaté que les flavonoides lipophiles (méthoxylés) n’étaient pas de bons agents
protecteurs contre les microorganismes [54], cela est confirmé par le fait que les dérivés
glycosylés de la quercétine et de la quercétagetine ont montré des activités antimicrobiennes
considérables contre les microorganismes pathogéniques [55,56].

La présence des groupes hydroxyles libre dans les positions 3, 3°, 4’et 5 est indispensable
pour I’activité antimicrobienne contre Staphylococcus aureus et Proteus vulgaris [57], cela est
supporté par le résultat de Puupponen-Pimia et al. (2001), dans lequel ils
ont testé I’activité antibactérienne de la myricétine contre la Lactobacilli et E. coli [58].

I. 3. 2.3. L’inhibition des enzymes :

Les flavonoides sont des composés polyphénoliques, qui réagissent avec les protéines, ainsi
ils peuvent réagir avec les enzymes par des processus biologiques a I’intérieur des cellules [59].

Des expériences menées in vitro ont montré que les flavonoides inhibent plusieurs enzymes
[60,61] tel que [I’histidine carboxylase, 1’élastase, 1’aldose réductase, la lipooxygenase, la
cyclooxygenase [62], I’hyaluronidase et la phosphodiétérase [63].

Des testes sur plusieurs flavonoides ont montré leur capacité d’inhiber les enzymes clés de
la respiration mitochondriale : la double liaison C»=Cs) et la fonction cétone en C ainsi que les
groupes OH occupant les positions 3°, 4’et 5° du noyau B sont des caractéristiques importantes de
la forte inhibition du NADH-oxydase.

Cos et al. (1998), ont montré que les flavones ont une activité inhibitrice supérieure que
celle des flavonols, et que les groupes hydroxyles en position C-3 et C-3” sont indispensables pour

la propriété d’épuration des superoxydes.
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I. 3. 2.4. Autres activités des flavonoides :

Les flavonoides possédent aussi d’autres activités biologiques et pharmaceutiques,
ils sont notamment : antiallergiques [64], anti-inflammatoires [65,66], analgésiques [67], anti-
influenzas [68], antifongiques [69], antivirales [70], on leur reconnait également une activité anti-
malaria [71].
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I1.1. Analyse structurale des flavonoides :

1. 1. 1. Méthode chromatographique :

L’examen des flavonoides en lumiére ultraviolette est le plus utilisé pour 1’identification et la
détermination des différents types des flavonoides.

Tous les flavonoides apparaissent en UV sous forme de spots colorés, permettant de donner
de donner des renseignements pour déterminer la structure du produit [41].

Tableau 03 : Prévision de la structure a partir de la fluorescence sous

lumiére de wood

La Coloration Type de flavonoides
Jaune Péle Dihydroxyflavone
Jaune Fluorescent Flavonol avec 3-OH libre, Aurone,

Chalcones, Flavanones

Jaune Vert brillant 5-OH libre ou 5-OH substitué
Jaune Orange (fluorescent) Flavonol avec OH ou OR en 3
Bleu Claire (fluorescent) Flavone 5-O- substitué

Flavonols avec OR en 3 sans OH en 5
Violet 5,4’-dihydroxyflavone
Flavone 3-O substituée et 5-OH, 4’-OH

6-hydroxy ou 8-hydroxyflavone, chalcone,

isoflavone, dihydroflavonols, flavanones
Noir 5, 6, 7- trihydroxyflavonol
5, 7, 8- trihydroxyflavonol
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Relation Rs structure :

La relation Ry structure a été établie par BATE-SMITH et WESTALL [41].
Ry est une valeur importante a connaitre et facile a déterminer, il est défini comme le rapport entre
la distance d parcourue par 1’origine de la substance ayant migré et la distance D parcourue par

I’origine et le front du solvant :

Rf: d/D

Rf est une valeur caractéristique d’un composé pour des conditions de chromatographie
donnée (éluant, temperature). R¢ est égale a 1, dans le cas de produit trés solubles dans la phase
mobile et insolubles dans la phase stationnaire. Inversement Rs est nul lorsque le produit est trop

peu soluble dans la phase mobile.

Tableau 04 : Relation Ry et structure flavonique

Structure flavoniques Rt

Augmentation des groupes | Rs diminue dans les systemes de solvants organiques et

hydroxyles augmente dans les systemes de solvant aqueux [42]

Glucosylation Rf augmente dans les solvants aqueux

Rt diminue dans les solvants organiques [42]

Méthylation des Rt diminue dans les systéemes de solvants aqueux et

hydroxyles augmente dans les systemes de solvants organiques [42]
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1. 1. 2. Méthodes spectroscopique :

A. Spectrophotométrie UV —Visible :

Les flavonoides sont capables d’absorber sélectivement une partie de la lumiére. Les

fractions chimiques responsables de cette absorption sont dites Chromophores. Les groupements

chimiques comme 1’hydroxyle et le méthoxyle sont susceptibles de modifier la couleur de base

offerte par le chromophore. Ainsi I’effet bathochrome correspond a une modification de la

structure moléculaire par addition de groupements chimiques auxochromes. L’étude de ces

propriétés se fait par la spectrophotométrie UV —Visible qui est une méthode tres importante pour

la détermination des composés flavoniques. Son importance réside dans :

I’utilisation des faibles quantités de produit.

La facilité d’analyse

L’obtention d’informations trés importantes sur la position des hydroxyles sur le squelette
flavonique.

Le principe de cette méthode est basé sur le fait que chaque produit a un spectre
d’absorption dans le méthanol et I'addition des réactifs provoque un changement dans ce

spectre donne des indictions précises sur le squelette flavonique [43].

a - Absorption dans le méthanol :

L'absorption ultraviolette des flavonols dans le méthanol neutre donne deux bandes :

la bande I : apparaissant entre 320 et 380 nm correspondant a 1’absorption du systéme
cinnamoyle et faisant intervenir la conjugaison de groupement carbonyle C4 avec le noyau
B.

la bande Il : apparaissant entre 240-280 nm correspondant a I’absorption du systéme

benzoyle.
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b- Absorption en présence des réactifs :

L’utilisation des réactifs spécifiques permet d'indiquer la nature des substituent sur le
squelette flavonique.

Présence de NaOH :

NaOH est une base forte, elle ionise tous les hydroxyles phénoliques de la molécule, ce qui
indique un déplacement bathochrome de la bande 1.
L'enregistrement du spectre en présence du NaOH ce fait en deux temps : instantanément, et
apres cing minutes :
e un déplacement bathochrome de 45-65 nm de la bande I accompagné d’une stabilité de la
densité optique qui confirme la présence d’un OH libre en 4.
e Un déplacement bathochrome de 50-60 nm de la bande I accompagné d’une diminution
d’intensité, indique la présence d’un OH en 3.
e La présence d’un hydroxyle libre en position 7 peut étre confirmée par 1’apparition d’une

nouvelle bande entre 320 et 335 nm.
En présence de NaOAc et NaOAc+H3BOg:

L’acétate de sodium NaOAc est une base faible ionise les hydroxyles phénoliques les plus
acides de la molécule 3, 7 et 4'. [44] Elle provoque un effet bathochrome de 5 a 20 nm, sur la
bande Il qui signal la présence d’un hydroxyle libre en 7.

L'addition d'acide borique en présence de l'acétate de sodium provoque un déplacement

bathochrome de la bande I avec 12 a 13 n.m indique un systéme orthodihydroxyle.

OH o B/H
oH \
(0]
HO. O
HO O
H3BO3
OH NaOAC
OH
OH O
OH (0]
Fig 02 : réaction des flavonoides aprées addition de NaOAc et
NaOAc+H3BO3
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En présence de AICI; et AICI; + HCI :

La présence (ou absence) de systeme ortho dihydroxyle dans les flavonoides peut étre déduit a
partir de 1’analyse de leur spectre dans le méthanol avant et aprés 1’addition de chlorure
d’aluminium et I’acide chlorhydrique.

Dans ces cas la formation d’un complexe stable entre la fonction carbonyle et I’hydroxyle en
5 (ouen 3) et d’un complexe labile avec le systéme Ortho dihydroxyle sur les cycles A ou B
[41].

L’utilisation de AICl; pour la détection de groupement ortho dihydroxylé, se traduit par un
effet bathochrome de la bande | par rapport au spectre méthanolique neutre.

L’addition de HCI permet de s’assurer de la stabilit¢ du complexe formé. La présence d’un
systeme orthodihydroxyle est observée, sur le spectre obtenu avec le AICI; acidifié par un
déplacement hypsochrome de la bande | de 30 a 40 nm par rapport au spectre de AICl;. Un
déplacement hypsochrome de la bande I de 20 nm est significatif d’une Flavone tri —substitué sur
le noyau B.

D’autre part, le spectre obtenue avec AlCl3+HCI donne un déplacement bathochrome de la
bande | de 60 nm, ce qui indique la présence de OH libre en 3, et éventuellement en 5, un

déplacement de cette bande de 35 a 55 nm signifié que I’hydroxyle en position 5 est libre.
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Fig 03: les complexes stables entre flavonoides et
AICl3
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Tableau 05 : les déplacements observés dans la présence des
réactifs ajoutés

Réactif Déplacement (n.m) Interprétation
Bande | Bande 11
MeOH 304-350 250-280 Flavone
352-385 250-280 Flavonol
328-357 250-280 ORen3
NaOMe +45 a +65
(NaOH) 1. stabilité d’intensité/MeOH OHen 4’
2. diminution d’intensité
ORen4’etOHen 3
L’intensité diminue avec le 3°,4’ OH ou ortho di —OH
temps sur A ou ortho di OH sur
(décomposition) B
Nouvelle bande/MeOH entre 320 a 335 OHen7
NaOAc +5 a+20 OHen7
Déplacement
diminue en
présence d’un
substituant en 6 ou
8
Pas de ORen7
déplacement ou
trés faible
Spectre qui se 5,6, 7-tri OH ou 5, 7, 8-tri
décompose avec le OH
temps
NaOAc+ +12 a +36 Ortho di OH sur B
H3BO3
AICl3 Une seule bande entre 420- Ortho di OH sur B avec 5-
430 OH
MeOH/ +17 a +20 5-OH avec une
AICl; + oxygénation en 6
HCI +35 a +55 5-OH et 3-OMe
+50 a +60 OH en 3 avec ou sans OH
enb5
AICl3/ -20 a -40 avec sommet ou Ortho di OH sur B
(AICI3+HCI) | épaulement entre (350-360)

-20a-25

Ortho di OH sur A et
Ortho di OH sur B ou tri-
OH sur B.

(/) : Parrapport (+): effet bathochrome ( -): effet hypsochrome
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B. Spectroscopie RMN *H :

On utilise cette méthode dans 1’analyse qualitative des flavonoides pour déterminé :

e Le nombre total de proton a partir de la courbe d’intégration.

o Le degré d’oxydation des noyaux A, B et C

e Le nombre des molécules de sucre et le type de liaison anomérique o et 3 entre le sucre et
1’aglycone.

e Le nombre et la position de groupements méthoxyle dans le produit.
a. Proton aromatique :
- Proton du noyau A :

Selon les substitutions possible. Les résonances et les multiplicités des protons Hs, He et Hg

sont résumées dans le tableau suivant :

Tableau 06 : déplacement et multiplicité des protons du noyau A

Flavonoides Hs He Hsg
(6=ppm) (J=Hz) (6=ppm) (J=Hz) (5=ppm)(J=Hz)
5-7 di -hydroxy - 6.00-6.20 6.30-6.50
J=2.5Hz J=2.5Hz
5-OH 7-hydroxy, - 6.20-6.40 6.50-7.00
glucoside J=2.5Hz J=2.5Hz
5,6, 7-OR - - 6.3 (s)
R=H, sucre
5,7,8-0OR - 6.3 (s) -
7-OR 8.00 6.70-7.10 6.70-7.10
R=H, sucre d J=9.0Hz dd J=9Hz et d J=2.5Hz
J=2.5Hz
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- Proton du noyau B :

Le déplacement chimique est basé sur les substituent dans le noyau B et le degré d’oxydation

du noyau C

Tableau 07 : déplacement chimiques et multiplicité des protons du noyau B

Flavonoides Déplacement chimique (ppm) H,-, Déplacement chimique (ppm)
He (J=8.5H7) Hs:, Hs-
4’-hydroxy Flavone 7.70-7.90 (d) 6.50-7.10 (d) J=8.5Hz
4’-hydroxy Flavonol 7.90-8.10 (d) 6.50-7.10 (d) J=8.5Hz
3’,4’dihydroxy 7.20-7.90 -
3°,4,5” tri hydroxy 6.50-7.50 (s) -

- Proton du noyau C

Le proton H; dans la Flavone, résonne sous forme d'un singulet dans I’intervalle (6.20-

6.40ppm).
b. protons aliphatiques :
- Protons méthoxyle :

II se présentent sous la forme d’un signal singulet dans I’intervalle entre 3.5 et 4.5 ppm.

- Protons du sucre :

Les déplacements chimiques des protons anomériques dépendent d’une part du flavonoide et
d’autre part de la position et du type de liaison sucre- aglycone. La constante de couplage entre le
proton anomérique du sucre et celui du proton existant en 2’ a une grande importance car elle
permet de savoir le type de la liaison entre le sucre et 1’aglycone si il s’agit d’une position o ou .

Pour le sucre glucose, le proton anomérique donne en générale un doublet et sa constante de
couplage est de J=7Hz car il est toujours on position 3 d'apres la biogénaise. Pour le rhamnose son
proton anomérique donne un doublet aussi mais sa constante de couplage est de J=2.5Hz (position
a). On peut aussi reconnaitre le sucre rhamnose par le signal du groupement méthyle entre 0.8-1.2

ppm et avec une constante de couplage de J=6Hz.
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C. Spectroscopie RMN *C :

Cette technique permet d'une part d'identifier les atomes de carbone d'un flavonoide. D'autre
part, il est possible d'obtenir des informations sur I'environnement de chaque atome de carbone
selon son déplacement chimique.

Les plupart des signaux **C se situent entre 0 et 220ppm, et le déplacement chimique dépend
de I'environnement du carbone dans la molécule.

La technigue RMN a une dimension s'est avérée parfois insuffisante d’ou la nécessité

d'utiliser d'autre techniques notamment la RMN a deux dimensions.
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I11. 1. Définition de la toxicologie :

La toxicologie (du grec "toxicon", poison recouvrant les fleches, et "logos"”, étude, science)
est la science étudiant les substances toxiques (ou poisons), leur étiologie (origine), les
circonstances de leur contact avec l'organisme, leurs effets sur celui-ci (organes cibles) et sur
I'environnement (écotoxicologie), les moyens de déceler et de les combattre (voies d'élimination,
antidotes).

Elle s'intéresse aux effets de I'exposition a des toxiques, quelle que soit la voie d'entrée dans

I'organisme (inhalation, contact, ingestion...), et que celle-ci soit seulement potentielle et
asymptomatique (on parle alors de toxines), ou responsable de signes cliniques associés
(syndrome) réalisant une intoxication proprement dite.
L'intoxication étant un processus dynamique, la toxicologie hospitaliere reléve souvent d'une
procédure d'urgence, mobilisant le clinicien dans une démarche simultanement diagnostique
(étiologie toxique ou autre), analytique (interprétation des résultats de la biologie) et thérapeutique
(traitement symptomatique, réanimation).

L'étiologie des intoxications et intonations est trés variée : pollution atmosphérigue,
exposition professionnelle, intoxication alimentaire, intoxication médicamenteuse, envenimation
ou empoisonnement. Les cibles sont également variées : les neurotoxiques affectent le cerveau ou
le systéeme nerveux, d'autres produits ou les mémes affecteront préférentiellement certains organes
(glandes, poumons, foie, rein.)

Les toxines peuvent étre d'origine animale (venin lors d'envenimation ophidienne par la vipére
aspic, par exemple), végétale (empoisonnement par la Belladone ou Atropis belladonna), fongique
(champignon vénéneux, comme lI'amanite phalloide, par exemple) ou chimique (intoxication par
les métaux lourds, par exemple). Dans sa partie expérimentale et réglementaire, la toxicologie
étudie et analyse expérimentalement la toxicité des produits (médicaments humains ou
vétérinaires, produits phytosanitaires...) préalablement a leur commercialisation.

L'intoxication dépend souvent d'effet de seuils, le toxicologue se référe donc a de nombreuses
références qui sont des seuils, normes ou doses tolérables ou admissibles, dont par exemple :

La " Dose Journaliere Admissible " (DJA) (pour les résidus de pesticides) La " Dose
Journaliere Tolérable " (DJT), ou DHTP (Dose hebdomadaire tolérable provisoire) ou (pour les
métaux lourds) La " Dose Limite Annuelle " (DLA) (pour les radionucléides).

Ces seuils sont calculés pour des toxiques pris individuellement, et non pour des cocktails de

polluants qui peuvent agir en synergie (positive ou négative) ou avec des effets de potentialisation,

33



sachant également qu'il existe des niveaux de sensibilités liés au patrimoine génétique, a I'état
général de santé, a l'histoire immunitaire, et également a 1'age (le feetus et I'embryon, ou le jeune
enfant sont beaucoup plus sensibles aux toxiques que les adultes). La toxicologie, et plus encore
I'écotoxicologie ne sont donc pas des sciences exactes

La dose mortelle peut étre faible (le millionieme de gramme pour la toxine botulique ou le
plutonium, respectivement & court terme, ou & moyen ou long terme). Certains produits n'ont un
effet toxique que chez des individus génétiquement prédisposés, ou exposes a un effet synergique
avec une autre molécule ou affection. La toxicité est évaluée expérimentalement chez I'animal par
la détermination de la Dose Létale 50 (DL50).

I11. 2. Définition d'un poison ou un toxique :

Un poison, ou toxique, est une substance capable de perturber, immédiatement ou a terme, de
facon passagére ou durable, le fonctionnement normal d'un organisme vivant, pouvant aller

jusqu’a sa suppression complete et amener la mort. [76]
I11. 3. Le toxique et I'organisme :

L'organisme doit étre exposé a un produit toxique pour qu'un effet nocif se manifeste. Dans ce
cas, le produit peut agir au point de contact (effet local) ou pénétrer dans l'organisme (effet
systémique). Certains produits agissent pendant leur contact avec la surface exposée, soit la peau
et les yeux, par exemple les acides qui causent des brdlures chimiques graves. D'autres doivent
pénétrer dans I'organisme pour provoquer des effets nuisibles.

Les principales facons de les absorber sont l'inhalation (voie respiratoire), I'absorption par la
peau (voie cutanée) et l'ingestion (voie digestive) (figure 05).
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Fig 04 : Les voies d’absorption usuelles.

Voie cutanée

Veie respiratoire
(inhalation)

Voie digestive
(ingestion)

I11. 3. 1. La voie respiratoire (inhalation) :

Les poumons sont les organes ou se font les échanges gazeux entre I'air des alvéoles et le sang
des vaisseaux capillaires qui tapissent les alvéoles pulmonaires. Ils sont le siége de la respiration,
qui permet I'absorption et I'élimination des gaz.

Dans la majorité des milieux de travail, la voie respiratoire représente la principale voie
d'entrée des contaminants. La forte possibilité que I'air ambiant soit contaminé par des vapeurs,
des gaz, des fumées, des poussiéres, etc. explique cette situation. Il suffit de penser notamment a
I'inhalation de fumées de soudure. De nombreux facteurs sont a considérer dans l'absorption d'un
produit par les poumons.

Pour les gaz et les vapeurs, il s'agira de la concentration, de la durée d'exposition, de la

solubilité dans l'eau et les tissus, de la réactivité et du debit sanguin et pour les particules (ex. :
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poussieres, fibres, fumées, brouillards, brume, pollen, spores), il s'agira des caractéristiques
physiques (le diametre, la forme, etc.) et de I'anatomie de I'arbre respiratoire.

I11. 3. 2. La voie cutanée (peau) :

La peau est une barriere imperméable qui recouvre toute la surface du corps et qui le protége.
Cette enveloppe protectrice recouvre presque tout l'organisme et fait obstacle a la pénétration de
nombreux contaminants. Toutefois, cette barriere n'offre pas une protection compléte, car elle
n‘enveloppe pas la totalité du corps et qu'elle présente des failles, dont la base des poils et les
pores. C'est un passage important, puisque plusieurs toxiques peuvent pénétrer dans I'organisme
en traversant la peau a la suite d'un contact avec un liquide, un solide ou des vapeurs (ex. : certains
solvants employés pour nettoyer des piéces mécaniques ou encore des diluants ou des décapants
qui sont utilisés sans protection).

L'absorption cutanée est influencée par de nombreux facteurs tant physico-chimiques (ex. :
pureté, grosseur de la molécule, solubilité) gu'individuels (ex. : hydratation de la peau, présence de

Iésions cutanées) et anatomiques (ex. : endroit du corps mis en contact avec le toxique).

I11. 3. 3. La voie orale (ingestion) :

En milieu de travail, l'ingestion n'est généralement pas considérée comme une voie
d'exposition importante. 1l ne faut cependant pas la négliger, car des méthodes de travail
inadéquates peuvent conduire a une ingestion accidentelle. De plus, de mauvaises habitudes
peuvent également étre a l'origine d'une exposition par ingestion, notamment manger, boire ou

fumer dans des lieux de travail contaminés.

I11. 3. 4. Les autres voies :

Il existe dautres voies d'entrée, appelées parentérales, d'une importance généralement
moindre et propres a certains milieux de travail, par exemple les injections accidentelles d'un

médicament et les piqdres d'aiguilles en milieu hospitalier.
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I11. 4. Le cheminement d'un toxique dans I'organisme :

Un produit qui pénétre dans I'organisme peut avoir des effets bénéfiques (médicaments) ou
néfastes (toxiques). Inversement, I'organisme peut agir sur ce produit : c'est ce qu'on appelle le
métabolisme. La réponse de l'organisme a un toxique dépend, entre autres, de la quantité du
produit présent dans un tissu ou un organe. Plusieurs facteurs interviennent dans les processus
d'action toxique, notamment les phases toxicocinétiques et toxicodynamiques.

La toxicocinétique s'intéresse a I’influence qu'exerce l'organisme sur un toxique. Cette
influence découle des processus (l'absorption, la distribution, le métabolisme, I'élimination) qui
gouvernent le cheminement du toxique dans I'organisme. Elle détermine la disponibilité physique
de la substance.

La toxicodynamie s'intéresse a 1’influence qu'exerce un toxique sur l'organisme et aux
facteurs qui interviennent dans la réponse toxique. Elle détermine la disponibilité biologique de la
substance. Ce n’est qu’aprés cette phase que nous pourrons observer les effets toxiques d’une
substance. [77]

Dans cette section, il sera question des quatre principales étapes du cheminement d'un produit

dans I'organisme (figure 06).
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Fig 05 : Cheminement d'un produit dans I'organisme.
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I11. 4. 1. L'entrée (ou I'absorption) :

On appelle absorption le processus de pénétration d'un produit dans l'organisme. Il s'agit
d'une étape importante, car, tant qu'il n'a pas pénétré dans la circulation sanguine, un produit ne
peut causer d'action toxique systémique, c'est-a-dire a des endroits éloignés du point de contact
initial.

Divers facteurs peuvent influencer le processus d'absorption d'un produit: sa nature, sa
solubilité, la perméabilité des tissus biologiques au point de contact, la durée et la fréquence de
I'exposition, etc.
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I11. 4. 2. Le transport et la distribution (ou la répartition) :

Aprés avoir atteint la circulation sanguine, le produit peut étre transporté dans tout
I'organisme. C'est ce qu'on appelle la distribution. En plus de I'oxygéene, de divers éléments
nutritifs essentiels au fonctionnement de I'organisme et des déchets, le sang transporte aussi des
toxiques. Ceux-ci peuvent alors entrer en contact avec des cellules et se fixer dans certains tissus.
Ainsi, les pesticides organochlorés comme le DDT se concentrent dans les tissus adipeux. lls
peuvent y rester emmagasines sans causer d'effets toxiques pendant une période plus ou moins
longue. En revanche, ils peuvent causer des effets toxiques dans d'autres tissus ou organes ou ils
sont présents en quantités moindres.

La nature, l'intensité et la localisation de ces perturbations dans I'organisme difféerent d'un

produit a l'autre et dépendent souvent de la dose.
I11. 4. 3. La biotransformation (ou le métabolisme) :

Pendant ou apres son transport dans le sang, le toxique peut entrer en contact avec différentes
cellules de I'organisme qui ont la capacité de le transformer.

L'ensemble des réactions de la transformation métabolique est appelée biotransformation,
tandis que les produits de la biotransformation sont appelés métabolites. 1l peut en résulter un
produit moins toxique (détoxification) ou plus toxique (activation), I'accumulation ou I'élimination
du produit et de ses métabolites.

La transformation des toxiques est surtout effectuée par le foie, véritable laboratoire chimique de
I'organisme, qui contient une multitude d'enzymes (substance protéique qui catalyse une réaction
chimique dans I'organisme). Il enrichit le sang d'éléments nutritifs et le purifie en concentrant et en
éliminant beaucoup de substances. D'autres organes tels que les poumons et les reins peuvent aussi

transformer des toxiques.
I11. 4. 4. L'excrétion :

Ce processus consiste a rejeter le produit inchangé ou ses metabolites a I'extérieur de
I'organisme. L'excrétion peut se faire par voie rénale (l'urine), gastro-intestinale (les selles),
pulmonaire (I'air expiré), cutanée (la sueur) ou lactée (le lait). Par exemple, le sang transporte de
nombreux produits vers les reins, dont plusieurs déchets provenant du métabolisme. Les reins
filtrent le sang, remplissant ainsi une fonction essentielle au maintien de I'équilibre des éléments

sanguins et assurent I'élimination de nombreux produits.
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I11. 5. L’effet toxique :
I11. 5. 1. L'effet toxique :

Les effets toxiques, trés divers par leur nature, 1’organisme cible et mécanisme d’action ;
résultent de I’interaction biochimiques entre le toxique et 1’organisme.

L'effet toxique est donc le résultat d'un processus souvent complexe et il peut entrainer une
série de réactions physiologiques et métaboliques.

L’effet toxique est lié a la voie d’absorption, & la gravité des lésions, au temps
d’apparition, ainsi qu’au type des lésions.

On entend par effet local celui qui survient au point de contact, tandis qu’un effet
systémique survient ; aprés sa distribution dans 1’organisme ; & un endroit éloigné du point de
contact initial. Certains effets toxiques sont réversibles, ils disparaissent plus ou moins
rapidement apres l'arrét de I'exposition, tandis que d'autres sont irréversibles, ils persistent ou
méme s’intensifient apres l'arrét de I'exposition.

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

Un effet morphologique aboutit & un changement de la morphologie d’un tissu visible en
microscopie optique ou électronique, tandis qu’un effet fonctionnel détermine un changement
dans les fonctions d’un organe (foie, rein, etc.).

Les différents effets toxiques sont représentés dans le (tableau 09).
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Tableau 08 : Effets toxiques sur certains tissus et systemes biologiques.

Systéme et organe exposé Effet toxique
Oeil Irritation, corrosion
Peau Irritation, corrosion, dermatose
Systeme digestif Irritation, corrosion
Systeme cardiovasculaire Rythme cardiaque anormal
Systéme nerveux central Dépression (nausée, vomissement,

étourdissement)

Systéme nerveux périphérique Neuropathie (perte de sensation, trouble de la

coordination)

Systéme respiratoire Irritation, corrosion, essoufflement
Systeme sanguin Carboxyhémoglobinémie
Systeme urinaire Urine trés foncée, sang dans les urines

I11. 5. 2. La survie et I'évolution d'un effet toxique :
I11.5. 2. 1. La notion d'exposition :

La majorité des toxiques doivent généralement pénétrer dans I'organisme pour produire des
effets néfastes, sauf ceux causant des effets locaux. Généralement, pour qu'un effet toxique puisse
se produire, il faut que l'organisme soit exposé a un toxique, que ce toxique y pénétre et que
I'organisme en absorbe une quantité suffisante pour perturber son fonctionnement. La figure 6

résume la séquence de ces événements.
I11. 5. 2. 2. L atteinte toxique :

Les organismes fonctionnent dans des conditions relativement constantes (pH, oxygeéne,
autres). C'est ce que I'on appelle I'homéostasie ou la constance du milieu intérieur. Les organismes
vivants cherchent a maintenir cet équilibre afin de conserver un degré optimal de fonctionnement.
Le corps humain est un ensemble de systemes finement rodés qui peut s'adapter a de nombreuses
situations d'agression, tant biologiques que physiques ou chimiques. Les processus d'adaptation de

I'organisme fonctionnent continuellement pour veiller a maintenir cet equilibre. Quand cet
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équilibre est perturbé, cela entraine un dysfonctionnement, c'est I'effet toxique. Il y a alors
mobilisation d'une partie de I'organisme et parfois de tout I'organisme ; des réactions diverses sont
déclenchées pour repondre a l'agression et rétablir I'équilibre rompu.

L'organisme peut résister a une agression toxique en autant qu'elle s'effectue a l'intérieur
des limites de ses mécanismes de détoxication, d’homéostasie et de réparation. Au dela, les
mécanismes de compensation ne peuvent suffire a la tache. Le systeme de défense ne peut alors

contrer les effets toxiques et des manifestations, réversibles ou non, peuvent s'ensuivre.
I11. 5. 2. 3. La gravité de I'intoxication :

La gravité, l'intensité et la nature des symptémes liés a une exposition a un toxique varient
en fonction de plusieurs facteurs tels que la toxicité du produit, la dose recue, la voie d'exposition
et la susceptibilité de I'organisme. L'évaluation et le pronostic sont trés variables et sont liés aux
symptomes ainsi qu'a leur évolution (tableau 10).

Tableau 09 : Gravité d'un effet toxique

Degré de gravité

Bénin Modéré Grave Fatal
Effet Modification Augmentation du Atteinte Déces
biochimique volume et du poids | morphologique d'un
d'un organe organe
Exemple Inhibition des Hyperplasie du foie | Neuropathie avec | Arrét respiratoire
cholinestérases causée par trouble de la motricité |  causé par une
causee par I'exposition au lors de I'exposition a | intoxication grave
I'exposition au chlorure de vinyle I'nexane aux cyanures
malathion

I11. 5. 2. 4. Les effets fonctionnels et Iésionnels :

Les effets causés par un toxique peuvent se traduire en changements fonctionnels ou
Iésionnels (morphologie). Les premiers touchent l'atteinte transitoire d'une fonction de lI'organisme

ou d'un organe (ex.: une modification de la fréquence respiratoire lors de I'exposition a un
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asphyxiant simple) sans créer de lésions et ils sont généralement réversibles. Les seconds causent
une lésion a un ou & plusieurs tissus ou organes (ex. : fibrose pulmonaire causée par I'exposition
chronique a la silice cristalline) sans que le sujet présente des signes cliniques et sont souvent
irreversibles. Enfin, des altérations biochimiques peuvent également se produire sans étre
accompagneées de changements morphologiques apparents (ex. : l'inhibition des cholinestérases
causée par les insecticides organophosphorés).

I11.5. 2. 5. Les organes cibles :

Les toxiques ne produisent pas des effets de méme intensité sur tous les organes (ex. : le
rein) ou les tissus (ex. : le sang). lls s'attaquent a des organes en particulier, les organes cibles,
pour des raisons qui ne sont pas toujours comprises. Il peut y avoir plusieurs raisons, dont une
sensibilité plus grande de ces organes, une concentration plus élevée du toxique et/ou de ses

métabolites, etc. Par exemple, le foie est un organe cible pour le chlorure de vinyle.
1. 5. 2. 6. La réversibilité et I'irréversibilité :

Certains effets toxiques sont réversibles (ils disparaissent plus ou moins rapidement apres
I'arrét de I'exposition) tandis que d'autres sont irréversibles (ils persistent ou s'aggravent apres
I'arrét de I'exposition).

Des changements adaptatifs causés par un produit chimique dans un tissu ou un organe
peuvent étre accompagnés de changements fonctionnels et morphologiques. De tels
changements peuvent étre réversibles si on prévient ou arréte I'exposition.

Cependant, dans certains cas, l'interruption de I'exposition n'est pas suivie d'une
récupération. Il s'agit alors de changements irréversibles. Ainsi, pour un tissu tel que celui du foie,
qui a une importante capacité de régénération, la majorité des atteintes sont réversibles ; au
contraire, elles sont généralement irréversibles lorsqu'il s'agit d'une atteinte du systéme nerveux
central, les neurones ne pouvant pas étre facilement remplacés. Des effets tels que la

cancérogénicité et la tératogénicité sont généralement considérés comme des effets irréversibles.
I11. 5. 2. 7. La spécificité de I'intoxication:

Les intoxications ne sont pas toujours imputables au travail. Par exemple :
« de nombreux toxiques sont utilisés sans précautions au cours de loisirs tels que le bricolage

(ex. : solvants, colles) et le jardinage (ex. : insecticides, herbicides) ;
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« l'intoxication par le plomb peut étre causée par de I'eau potable contaminée ; et
« l'intoxication au monoxyde de carbone peut étre causée par un systeme de chauffage

défectueux (ex. : poéle au gaz propane).
I11. 5. 3. La classification des effets toxiques:

Les effets toxiques peuvent étre classés de diverses fagcons, selon, par exemple :

e ladurée : aigué, chronique ;

o letype d'action : locale, systémique ;

e le mécanisme d'action : stimulant, inhibiteur ;

« lavoie de pénétration : respiratoire, cutanée, digestive ;

e le tissu ou l'organe affecté: sang (hématotoxique), foie (hépatotoxique), rein

(néphrotoxique), le systéme nerveux (neurotoxique) ;

« lanature de I'effet : irritant, sensibilisant, asphyxiant, cancérogene ;

« lutilisation : pesticides, savons, solvants ;

o [D’étiquetage : matiére corrosive ; et

« la famille chimique : hydrocarbures aromatiques, alcools.

La classification des toxiques est donc abordée de plusieurs points de vue. Elle dépend
souvent du domaine d'application, de I'objectif poursuivi par un organisme ou méme du champ

d'activité d'un individu.
I11. 6. La relation entre la dose et I'effet toxique :

Un principe important en toxicologie veut que toutes les substances chimiques soient toxiques,
car il existe toujours une dose pouvant causer un effet nocif. Mais le fait d’inhaler, de toucher et
méme d’ingérer des substances chimiques n’entraine pas nécessairement 1’apparition d’un tel
effet.

La dose est la quantité d’une substance a laquelle un organisme est exposé. Des doses croissantes
résultent généralement en une augmentation de 1’intensité et de la diversité des effets toxiques.
C’est ce qu’on appelle la relation dose-effet ou exposition-effet (relation entre 1’exposition et
I’intensité d’un effet). L’exemple suivant illustre bien cette relation : si une personne inhale
accidentellement une substance tres volatile, la manifestation des effets toxiques dépend de la
quantité de vapeurs inhalées et du seuil d’apparition de ces effets. Ainsi, au dela de la dose seuil,

les effets seront d’autant plus toxiques que la personne aura inhalé davantage de
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vapeurs.
. La notion de seuil toxique est importante, car elle peut servir a fixer des normes. La valeur
seuil représente la quantité minimale sous laquelle il ne se produit pas d’effet. Au-dessus de ce
seuil, I’effet observé dépend de la dose, et ce, bien qu’il y ait théoriquement des exceptions : par
exemple, les cancérogenes génotoxiques. Ce seuil s’explique par le fait que le corps humain est
constitué d’un grand nombre de cellules, de tissus et d’organes ayant une sensibilité variable et
qu’il possede des mécanismes de défense ou d’adaptation. Le méme principe s’applique a une
population d’individus, car I’effet ou les nombreux effets possibles peuvent se manifester
différemment chez plusieurs personnes exposées a une méme dose d’un toxique. C’est ce qu’on

appelle la relation dose-réponse ou exposition-réponse,

I11. 7. Les facteurs qui influencent les effets toxiques :
I11. 7. 1. La toxicité:

Les toxiques ne présentent pas tous le méme degré de toxicite. Certains ont une faible toxicité,
méme si on les absorbe en grande quantité, par exemple le sel de table, tandis que d’autres ont une
forte toxicité, méme si on en absorbe de faibles quantités, notamment les dioxines. On peut en
partie expliquer de telles variations par les différences qui existent entre la structure chimique des
substances. Ces différences peuvent affecter la capacité des substances a perturber le
fonctionnement de I’organisme. De plus, les caractéristiques physico-chimiques, par exemple la
grosseur des poussieres, la volatilité¢ et la solubilité dans I’eau, interviennent également dans la
réponse toxique. Ainsi, la connaissance des caractéristiques physico-chimiques des toxiques

proprement dits se révéle importante pour en évaluer la toxicité.
I11.7.2. L'individu :

La population humaine est un groupe hétérogéne au sein duquel il existe une grande
variabilité entre les individus. Ceux-ci peuvent étre affectés difféeremment par une méme dose
toxique, et une personne peut y réagir différemment selon le moment (relation dose-réponse).

Deux principales catégories de facteurs contribuent a expliquer la nature et I’intensité des

effets toxiques.
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a-Facteurs génetiques :

Des différences genétiques peuvent intervenir dans la capacité des individus a transformer des
toxiques.

b-Facteurs physiopathologiques :

-L'age
La sensibilité aux effets toxiques est habituellement plus grande chez les enfants et les
personnes agées.
-Le sexe
Il existe des différences entre les hommes et les femmes, notamment en ce qui concerne le
métabolisme des toxiques.
-L'état nutritionnel
La toxicité peut étre influencée par la masse de tissus adipeux, la déshydratation, etc.
-L'état de santé
Les individus en bonne santé sont plus résistants, car ils métabolisent et éliminent les toxiques
plus facilement que ceux qui souffrent de maladies hépatiques ou rénales.
-La grossesse
Il se produit des modifications de 1’activité métabolique des toxiques au cours de la grossesse.
Nos connaissances sur l’interaction de tous ces facteurs et de nombreux autres aspects
demeurent incomplétes. En effet, il est souvent difficile, sinon impossible, d’évaluer la sensibilité
d’un individu ou d’une population et de prédire quelle sera la réponse biologique d’un organisme

a une exposition a un toxique.

I11. 7. 3. L’environnement :

Certains facteurs environnementaux, c’est-a-dire les éléments extérieurs a 1’individu, peuvent
influencer la toxicité. La lumicre et la température peuvent notamment modifier les effets d’un
toxique. Mentionnons comme exemple la réaction photoallergique au cours de laquelle la peau
exposée a I’éthyléne diamine peut devenir plus sensible a la lumiére.

En milieu de travail, ’exposition a des mélanges de produits chimiques est une réalité et
figure parmi les problémes les plus importants a prendre en considération.

Les mélanges y sont souvent complexes et peuvent étre constitués de composés similaires, de

produits de transformation, de produits de réaction ou de résidus (déchets). L’exposition
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simultanée ou séquentielle a plusieurs produits peut entrainer des conséquences imprévues qui
peuvent différer de la somme des réponses causées par chacun des composants du mélange. C’est
ce que I’on appelle une interaction toxicologique. Les interactions toxicologiques peuvent étre
néfastes (augmentation de la toxicit¢é d’un autre produit) mais aussi, dans certaines situations,
avantageuses (réduction des effets toxiques d’un autre produit). Par exemple, I’ingestion d’alcool
¢thylique augmente les effets toxiques du trichloréthyléne ; en revanche, administrer de 1’alcool
¢thylique en cas d’intoxication permet de diminuer la toxicité de 1’alcool méthylique.
Il existe différents termes pour décrire les interactions toxicologiques : addition, synergie,
potentialisation ou antagonisme (tableau 11).
o Addition (additivite) : la réponse est égale a la somme des réponses des substances prises
individuellement, il n’y a pas d’interaction.
o Synergie : la réponse est supérieure a la somme des réponses des substances prises
individuellement.
e Potentialisation : elle se produit lorsqu’une substance ayant peu ou pas de toxicité
augmente la réponse d’une autre substance.
o Antagonisme : la réponse est inférieure a la somme des réponses des substances prises

individuellement.

Tableau 10 : Interactions possibles entre certains produits chimiques [78]

Interaction Modele Effet
Additivité Addition 1+2=3 Aucune interaction

Synergie 1+2=5

Supra additivité Augmentation
Potentialisation 0+3=5
0+3=2

Infra additivité Antagonisme Diminution

2+3=1

Les plantes (médicinales ou non) peuvent étre source de nouvelles molécules candidates bio
médicaments. Cependant, I’usage de plantes médicinales peut apporter directement des réponses a
certains problémes de santé; mais avant de pouvoir recommander 1’usage de telle ou telle espéce
pour une maladie, il est nécessaire de valider I’'usage traditionnel qui en est fait. En d’autres
termes, il convient d’évaluer scientifiquement 1’activité pharmacologique de la plante médicinale

retenue, et apprécier si celle-ci confirme sa réputation. De plus, il est impeératif de vérifier
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également 1’absence de toxicité des plantes employées. L’usage de plantes médicinales locales, en
réponse a des problémes de santé peut-étre percu comme une alternative aux médicaments, en
particulier dans les pays du Sud ou ces médicaments sont souvent chers, peu accessibles et

quelquefois contrefaits.

1 Toxicité par administration unique : Toxicité aigué

Elle se manifeste rapidement, voire immédiatement, aprés une prise unique ou a court terme
apres plusieurs prises rapprochées. C’est I’étude qualitative et quantitative des phénomeénes
toxiques qu’il est possible de rencontrer apres administration unique de la ou des substances
actives contenues dans le médicament. Cette étude décrit les symptdémes observés, y compris les
phénomeénes locaux et fournit pour autant que cela est possible, I’indication de la DL50 avec ses
limites de confiance (95%). L’étude sur ’animal de laboratoire doit étre effectuée sur un nombre
égal d’animaux males et femelles. La durée de 1’observation des animaux est précisée par
I’expérimentateur.

En général elle n’est pas inférieure a une semaine.

L’étude de la toxicité aigué permet d’exprimer la dose qui tue 50% des animaux d’expérience
(DL50) ainsi que la dose maximale sans effet toxique (DME) c¢’est a dire la dose la plus élevée

pour laquelle aucun effet toxique n’est relevé par rapport au lot témoin.

2 Toxicité par administration réitérée : toxicité sub-aigué et chronique :

Ces épreuves ont pour objet de mettre en évidence les altérations fonctionnelles et/ou
pathologiques consécutives aux administrations répétées de la substance active examinée et
d’établir les conditions d’apparition de ces altérations en fonction de la posologie. Les
expérimentations se font sur deux especes de mammiferes dont une non-rongeur. Une des deux
épreuves durera 2 a 4 semaines, ’autre 3 a 6 mois. Le choix de la ou des voies d’administration
doit tenir compte de la voie pour I’emploi thérapeutique et des possibilités de résorption. Le mode
et le rythme des administrations ne sont pas codifiés strictement mais doivent étre clairement
indigués ainsi que la durée des essais. Il est utile de choisir la dose la plus élevée de facon a faire
apparaitre des effets nocifs, les doses inférieures permettent alors de situer la marge de tolérance
du nouveau produit chez 1’animal. L’appréciation des effets toxiques est faite sur la base de

I’examen du comportement, de la croissance, de la formule sanguine et des épreuves
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fonctionnelles particulierement celles qui se rapportent aux organes extérieurs ainsi que la base

des comptes rendus nécropsiques, accompagnés des examens histologiques qui s’y rattachent.
II1. 8. L’évaluation d’un effet toxique :

L’évaluation de la toxicité s’appuie sur des études qualitatives (non mesurables) ou
quantitatives (mesurables) adéquates. Il existe plusieurs types d’études qui nous permettent
d’évaluer les effets d’un toxique. On peut les classer dans quatre catégories (figure 07) :

e les études épidémiologiques, qui comparent plusieurs groupes d’individus ou les études de

cas;

o les études expérimentales in vivo, qui utilisent des animaux (ex. : lapin, rat et souris);

 les études in vitro, effectuées sur des cultures de tissus ou des cellules; et

« les études théoriques par modélisation (ex. : structure-activite).
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Fig 06 : Les différents types d’études.
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On utilise fréqguemment une terminologie pratique mais arbitraire pour désigner les diverses
formes d’intoxication selon la fréquence et la durée de 1’exposition (tableau 12).

Tableau 11 : Les formes d’intoxication

Forme d'intoxication Fréguence d'administration Dureée de I'exposition

AIGUE Unique < 24 heures
SUBAIGUE Répétée <=1 mois

SUBCHRONIQUE Répétée de 1 a 3 mois
CHRONIQUE Repétée > 3 mois
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Cependant, la distinction entre exposition aigué et effet aigu ainsi qu’entre exposition
chronique et effet chronique est souvent difficile a faire. Certains effets sont également difficiles a
classer dans une catégorie, puisqu’une exposition aigu€ peut causer un effet chronique. Ainsi, le

pronostic entre 1’exposition et 1’effet n’est pas nécessairement prévisible (tableau 12).

I11. 8. 1. Latoxicité aigué (a court terme) :

Une fagon pratique de caractériser la toxicité d’une substance consiste a déterminer sa dose
létale 50 (DL50). Cette dose permet d’identifier les symptomes de 1’intoxication et de comparer
les substances entre elles quant a leur potentiel toxique. Elle sert souvent de point de départ des
études de toxicité, car elle fournit un minimum de connaissances. La DL50 correspond a la dose
d’une substance pouvant causer la mort de 50 % d’une population animale dans des conditions
d’expérimentation précises. On administre généralement le produit a des rats ou a des souris
répartis en plusieurs groupes, et ce, a des doses croissantes suffisantes pour obtenir un pourcentage
de mortalité s’échelonnant entre 0 % et 100 % (figure 08).

Lorsqu’il s’agit d’un toxique qui est inhalé, on parle de concentration létale 50 (CL50) pour

exprimer la concentration du toxique dans I’air inspiré qui cause la mort de 50 % des animaux.
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Fig 07 : Détermination de la dose létale 50 (DL 50)
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L'indice DL 50 sert fréquemment pour exprimer la toxicité aigué ainsi que pour classer et
comparer les toxiques. Il a cependant une valeur tres limitée, car il ne concerne que la mortalité et
ne donne aucune information sur les mécanismes en jeu et la nature des Iésions. 1l s’agit d’une
appréciation grossiére et préliminaire (premiére analyse) qui peut étre influencée par plusieurs
facteurs tels I’espece animale, le sexe, 1’age, le moment de la journée, etc.

Il existe d’autres méthodes d’étude de la toxicité, par exemple les tests d’irritation et de
corrosion de la peau et des yeux, qui font généralement partie d’un programme d’évaluation

toxicologique.
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I11. 8. 2. La toxicité chronique :

Certains effets néfastes peuvent prendre plusieurs semaines ou de nombreuses années avant
d’étre diagnostiqués et éventuellement se révéler irréversibles (ex. : la neurotoxicité de I’hexane).
L’évaluation de la toxicité aigué ne permet pas de prédire ce type de toxicité d’une substance. Des
études destinées a évaluer la toxicité chronique doivent donc étre effectuées. Celles-ci durent
plusieurs mois ou années et supposent I’administration de plus d’une dose a des intervalles variant
selon la méthode employée.

Le terme chronique caractérise bien 1’objet de ce type d’évaluation. Ces études, qualifiées de
pluridisciplinaires, sont généralement effectuées par plusieurs chercheurs spécialisés dans
différents aspects de la toxicologie, par exemple I’immunotoxicologie et la cancérogénicité. Elles
supposent généralement la collaboration de chercheurs de divers domaines scientifiques, comme

la chimie, la biochimie, la biologie et la médecine.
I11. 9. Principales manifestations toxiques :
I11. 9. 1. Description des manifestations selon différents types d'effets toxiques :
I11.9. 1. 1. L'irritation et la corrosion :

L’irritation est une réaction réversible de la peau ou des muqueuses a des produits (figures
09 et 10). Cette réaction peut varier en gravité selon les tissus ou les organes affectés :

« la peau (le contact avec des produits tels que les décapants a peinture et les détergents peut
causer une rougeur et de I’inflammation).

o les yeux (le contact avec une eau savonneuse peut causer une conjonctivite).

o les voies respiratoires (I’inhalation de gaz tels que I’ammoniac ou le chlore peut causer de
la bronchoconstriction, un oedéme pulmonaire et de la difficulté a respirer).

e les voies digestives (I’ingestion accidentelle d’eau de javel peut causer des brilures
d’estomac).

La corrosion consiste en des dommages irréversibles causés a des tissus par suite du
contact avec un produit. On qualifie de corrosifs les produits qui peuvent causer la destruction des
tissus vivants (figures 09 et 10), et de matériaux tels que les métaux et le bois.

e Le contact de I’acide fluorhydrique avec la peau peut causer une ulcération profonde, un

blanchiment et une nécrose (figure 09).
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e Le contact de I’acide chlorhydrique avec les yeux peut causer une brilure qui se manifeste
par un larmoiement, une conjonctivite et une possibilité de lésions permanentes de la

cornée (figure 10).

Fig 08: Irritation et corrosion de la peau
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Fig 09 : .Irritation et corrosion des yeux
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I11. 9. 1. 2. La cancérogénicité (effet cancérogene) :

Il existe entre les cellules de I’organisme une interaction qui fait en sorte que chaque tissu a
une taille et une organisation adaptée aux besoins de 1’organisme. Dans certaines situations, des
cellules ne répondent plus aux signaux des autres cellules et n’obéissent plus qu’a elles-mémes.
Ce sont les cellules cancéreuses.

Le cancer est une maladie qui se caractérise par une croissance et une multiplication
incontrolée de cellules anormales dans un organe ou un tissu de 1’organisme. En se multipliant,
ces cellules anormales forment une masse appelée tumeur. Il existe deux types de tumeurs : la
tumeur bénigne et la tumeur maligne. On appelle tumeur bénigne la tumeur qui n’envahit pas le
tissu d’origine ou qui ne se propage pas dans d’autres organes. On appelle tumeur maligne celle
qui peut envahir et détruire les tissus sains avoisinants ou se répandre dans le corps. C’est cette
derniére que 1’on qualifie de tumeur cancéreuse. Un agent qui cause le cancer est qualifié de
cancérogene.

Une tumeur maligne qui se répand (dissémination) forme ce que 1’on appelle des
metastases (figure 11). La meétastase est une cellule cancéreuse qui quitte le foyer de croissance
initial et s’attaque aux tissus avoisinants, emprunte la circulation lymphatique pour atteindre les

ganglions, passe dans le sang et colonise d’autres organes, formant ainsi des foyers secondaires.
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La transformation d’une cellule normale en cellule cancéreuse peut survenir a n’importe
quel moment de la vie de la cellule. Cette transformation peut étre la conséquence d’une agression
par un cancérogene. Généralement, une telle transformation suppose une cascade d’événements
biologiques dont I’ensemble du processus peut s’échelonner sur une longue période au cours de la
vie d’une personne.

Chaque type de cancer est différent et la progression d’un méme cancer est différente d’une

personne a 1’autre.
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Fig 11 : La cancerogénicité
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Plusieurs causes sont reliées au cancer : 1’alimentation, le tabac, 1’exposition prolongée au

soleil, certains virus et certains produits chimiques. Parmi ces derniers, mentionnons : le benzene
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(cancer du sang), le chlorure de vinyle (cancer du foie) et la béta-naphtylamine (cancer de la

vessie).
I11. 9. 1. 3. La mutagénicité (effet mutagene):

Une mutation est un changement qui se produit dans le matériel génétique de la cellule,
c’est-a-dire I’ADN (acide désoxyribonucléique). L’ADN se trouve a I’intérieur du noyau de la
cellule et constitue le support matériel de 1’hérédité. Son role est essentiel pour la transmission de
I’information génétique d’une cellule a la génération suivante. Les conséquences des
modifications dépendront du type de cellules modifiées (figure 12).

I existe deux types de cellules susceptibles d’étre affectées : la cellule somatique et la
cellule germinale. Les cellules somatiques comprennent toutes les cellules du corps (ex. : cellules
hépatiques, neurones), sauf les cellules germinales.

Les cellules germinales sont les spermatozoides et les ovules.

Fig 12 : L’effet mutagéne
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Un agent mutagene est celui qui va induire une mutation (figure 12). Si la mutation se
produit dans une cellule somatique, il pourra en resulter la mort de la cellule, un cancer ou
d’autres effets néfastes. Si la mutation se produit dans une cellule germinale, elle pourra avoir des
conséquences sur la descendance. Toutefois, si une cellule est transformée par un mutagene, il

n’en résultera pas nécessairement une conséquence néfaste, car tous les mutagenes ne causent pas
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nécessairement d’effet biologique décelable. De plus, 1’organisme peut réparer une partie plus ou
moins importante des altérations.

Il existe des tests permettant de repérer les produits ayant un potentiel mutagéne (ex. :
aberration chromosomique, dominance Iétale). Les résultats de ces tests facilitent 1’identification
et la classification des agents mutagenes de nature chimique (ex. : acrylamide, cyclophosphamide)
ou physique (ex. : radiations ionisantes).

111. 9. 1. 4. L’allergie (la sensibilisation) :

L’organisme humain possede divers systeémes de défense qui lui permettent de reconnaitre
les substances favorables a son bon fonctionnement. Lorsque 1’organisme répond d’une fagon
excessive ou exagérée a des produits chimiques étrangers qui ne provoquent habituellement pas de
réaction immunologique, on parle d’allergie.

L’allergie est une réaction indésirable de 1’organisme a des agents chimiques, physiques ou
biologiques généralement inoffensifs pour la plupart des gens. La réaction allergique survient
lorsque le syst¢tme immunitaire de 1’individu reconnait par méprise une substance comme
étrangere, appelée alors allergéne. L’organisme la reconnait et fabrique des substances pour la
neutraliser et 1’éliminer, ce sont des anticorps. Le systéeme de défense peut toutefois se dérégler et
en venir & fabriquer des anticorps contre des substances inoffensives. Pour qu’il y ait allergie, il
faut :

e un contact entre 1’allergene et I’organisme; et
« une faculté particuliére a se sensibiliser, qui peut étre héréditaire ou qui peut se développer
par suite de I’action de nombreux facteurs.

Le contact de la substance avec ’organisme déclenche un mécanisme qu’on appelle
sensibilisation (figure 13). Le terme sensibilisant qualifie les agents susceptibles de causer une
telle réaction. L’exposition qui provoque la sensibilisation ne correspond pas nécessairement a la
premiére exposition, car un individu peut étre exposé pendant une longue période a un allergéne
avant que la sensibilisation ne se manifeste. On ne nait pas allergique. On le devient par un contact

prolongé ou répété avec une substance.
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Fig 13 : La sensibilisation:
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Les allergénes peuvent emprunter plusieurs voies

: la voie aérienne, la voie cutanée,

I’ingestion et I’injection. Les deux premiéres sont les plus fréquentes en milieu de travail et créent

également beaucoup de problémes dans la vie courante :

Les allergénes aériens (moisissures, poils d’animaux, pollen de I’herbe a poux) peuvent

causer de I’écoulement nasal, des éternuements, de la congestion, du larmoiement, du

picotement et le gonflement des yeux. Si ces symptdmes nous apparaissent surtout comme

incommodants, n’oublions pas qu’ils peuvent s’aggraver et conduire a des complications

médicales ; de plus, I’inhalation d’allergénes (tels que les isocyanates qu’on trouve dans

certaines peintures) peut étre dangereuse et causer de 1’asthme.

Les allergénes de contact (herbe a puce, nickel) peuvent causer des éruptions et des

démangeaisons.

Les allergénes injectés (morsures, piqlres d’insectes) peuvent causer des éruptions, de la

fievre, des nausées, des vomissements et des crampes d’estomac.
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o Les allergénes ingérés (aliments et leurs constituants, tels que les oeufs et les arachides)
peuvent étre la cause d’éruptions et d’une manifestation allergique violente (telle qu’un

choc anaphylactique).
I11. 9. 1. 5. Les effets sur la reproduction et le développement :

De nombreuses personnes s’interrogent sur la possibilité que des produits chimiques,
présents dans leur milieu de travail, puissent avoir des répercussions sur leur capacité a concevoir
et avoir des enfants en bonne santé. La toxicologie de la reproduction s’intéresse aux troubles de
la reproduction, aux effets non héréditaires sur I’embryon et le feetus, ainsi qu’a ceux pouvant
affecter ’enfant de la naissance a la puberté. La gamme des effets observés peut Etre
sommairement regroupée comme sulit :

o les effets sur la fertilité.
o les effets sur le développement (prénatal et postnatal).
o les effets durant la lactation.

Les effets toxiques peuvent affecter la fertilité, tant chez I’homme que chez la femme. Les
atteintes de la libido, du comportement sexuel, de la spermatogenése, du développement ovulaire
(oogenése) ou de la capacité de fécondation sont parmi les effets néfastes possibles qui peuvent se
manifester (ex. : les anomalies spermatiques causées par 1’exposition au dibromo-1,2 chloro-3
propane ou DBCP).

La toxicité sur le développement peut apparaitre a la suite d’une exposition, avant,
pendant ou apres la conception et peut prendre diverses formes (tableau 13). Les malformations
congénitales représentent les effets qui sont les plus publicisés et qui apparaissent comme étant
les plus dramatiques, et souvent les plus visibles. Cependant, il peut également y avoir d’autres
atteintes in utero, telles que des retards de développement et des troubles fonctionnels de
I’embryon et du feetus. Ils peuvent alors étre regroupés sous les termes d’embryotoxique ou
foetotoxique et d’effet postnatal en fonction du stade de développement (embryon ou feetus)
selon qu’ils se produisent avant la naissance (prénatale) ou aprés la naissance (postnatale). Par
exemple, I’exposition au monoxyde de carbone, présent dans les gaz d’échappement des moteurs a
combustion interne et dans les gaz d’émission s’il y a combustion incompleéte des matieres
combustibles, peut produire des effets embryotoxiques ou feetotoxiques ainsi que de la toxicité
postnatale.

La lactation est une étape importante durant la période postnatale. En effet, 1’allaitement

maternel présente un avantage nutritionnel important pour le bébe, puisque le lait maternel est un
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aliment naturel qui contient les nutriments essentiels a son développement (acides gras, vitamines,
minéraux, etc.). Il est donc important que ce soit un aliment sain. Bien qu’il existe plusieurs
données relativement aux effets des médicaments sur le lait et 1’allaitement, il y a cependant peu
d’études relatives a la contamination du lait maternel par des substances chimiques présentes en
milieu de travail. Plusieurs substances sont excrétées dans le lait (ex. : aldrine, perchloroéthyléne,
plomb, toluéne), mais les conséquences sur le bébé allaité et sur I’allaitement sont encore trés peu
documentées.

Tableau 12 : Principaux effets liés aux différents stades du développement humain

Prénatale

< - . : Postnatale
Periode | Préconception I 1 i )
(lactation)
(2 semaines) | (3-8 semaines) (9-38 semaines)

Evénement | Fonction de Conception et | Formation des | Augmentation de la | Croissance et

biologique | reproduction implantation organes taille des organes | maturation
majeur
Effet Infertilité Mortalité Tératogénécité et | Tératogénécité et Trouble
principal prénatale embryotoxicité foetotoxicite physiologique

I11. 9. 2. Description des manifestations par systemes biologiques et organes cibles:
I11.9. 2. 1. L’hépatotoxicité:

C’est une atteinte du foie. Le foie est un organe vital, tout comme le cceur et les poumons.
Il remplit de multiples fonctions et son rdle est trés important dans le maintien de 1’équilibre
général. Il participe a la digestion, a I’emmagasinage des aliments ainsi qu’a la détoxication, en
aidant I’organisme a se débarrasser de ses poisons, et a I’élimination. Il a un réle important dans la
transformation des substances circulant dans le sang, dont les substances toxiques qui y sont
véhiculées et qui dans plusieurs cas peuvent y étre neutralisées. C’est une cible pour de nombreux
toxiques a cause de son important débit sanguin et de sa situation par rapport a la circulation
sanguine (ex. : le tétrachlorure de carbone, le diméthylformamide, 1’ingestion chronique abusive

d’alcool éthylique).
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I11. 9. 2. 2. La néphrotoxicité :

C’est un effet toxique sur le rein. Le rein est ’organe d’élimination responsable de la
sécrétion de I'urine. Il joue un réle dans la régulation de I’équilibre des liquides du corps et
contribue & débarrasser le sang de ses impuretés, et notamment de certains toxiques (ex. : le

cadmium, le chloroforme).
I11. 9. 2. 3. La neurotoxicité :

C’est un effet toxique sur le systéme nerveux. Le systéme nerveux est un ensemble de

cellules spécialisées ou non dont 1’unité fondamentale est le neurone. Les neurones assurent le
transfert de I’information (influx nerveux) d’une partie du corps a une autre afin d’assurer le
fonctionnement interne de l’organisme et ses relations avec le milieu extérieur. Le systéme
nerveux est formé de deux ensembles, le systéme nerveux central (dont I’abréviation courante est
S.N.C.) et le systeme nerveux périphérique (S.N.P.).
Le systéme nerveux central comprend 1’encéphale, lequel est constitué des organes situés dans la
boite cranienne (cerveau, cervelet et tronc cérébral) et de la moelle épiniére. Le systéeme nerveux
périphérique est quant a lui constitué par les nerfs et leurs renflements (ganglions nerveux). Il
existe diverses catégories d’effets neurotoxiques. Donnons comme exemples :

o la dépression du systéme nerveux central, dont les symptdmes sont des maux de téte, des
nausées, des vomissements, des étourdissements, etc. qui se manifestent a la suite d’une
exposition a des solvants tels que le toluene et le xyléne;

o la neuropathie périphérique (affection du systéme nerveux périphérique) qui peut étre
produite par des solvants tels que le n-hexane;

o le tétanos, qui consiste en des contractures musculaires et qui est causé par une toxine
biologique produite par le Clostridium tetani. Cette derniere peut pénétrer dans
I’organisme a la suite d’une lésion de la peau ou des muqueuses (ex. : blessure avec un
clou) ou a I’occasion de travaux agricoles; et

o la paralysie musculaire causée par une toxine biologique produite par le Clostridium
botulinum et qui peut résulter de I’ingestion de certains aliments avariés ou de la

contamination d’une plaie faite au moment de la manipulation d’un objet contaminé.
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I11. 9. 2. 4. La dermatotoxicité :

On regroupe sous ce terme 1’ensemble des effets toxiques des substances sur la peau
(dermatose, sensibilisation cutanée). On utilise généralement 1’expression dermatoses
professionnelles pour les affections de la peau (dermatoses) pour lesquelles un lien a été établi
entre la cause et le milieu de travail. Ce sont :

o les dermatoses qui proviennent exclusivement du milieu de travail, a ’occasion d’un
contact cutané avec des produits, irritants et corrosifs, ou qui sont consécutives a une
intoxication systémique, comme dans le cas de la chloracnée causée par des dioxines (que
I’on trouve comme contaminant dans certains produits a base de biphényles polychlorés ou
BPC) ; et

» les dermatoses aggravees par le milieu de travail, comme celles qui peuvent étre aggravées

par un travail en milieu humide.
I11. 9. 2. 5. La toxicité de I’appareil respiratoire :

L’appareil respiratoire est constitué des voies aériennes supérieures (nez, pharynx ou
gorge), de la trachée, des bronches, des bronchioles et des alvéoles pulmonaires. L’humain est
expose par inhalation a divers agents qui existent sous plusieurs formes (gaz, vapeur, gouttelettes,
fines particules) et en diverses tailles et qui ont leur toxicité et leurs caractéristiques physiques
propres.

Les toxiques présents dans I’air inspiré sont absorbés dans 1’organisme par les voies
respiratoires pour ensuite se distribuer dans d’autres tissus et y exercer un effet systémique
(dépression du systeme nerveux central causée, par exemple, par I’inhalation de fortes doses de
toluene ou d’essence).

Outre les effets de certains gaz et de certaines vapeurs, signalons également la
pneumoconiose, maladie pulmonaire causée par I’inhalation prolongée de poussicres, la silicose,
causée par I’inhalation de silice cristalline (maladie qui apparait généralement apres plus de 20 ans
d’exposition), I’emphyséme et le cancer du poumon, causés par la fumée de cigarette, et
I’asthme, induit par des spores de moisissures (ex. : aspergillus) ainsi que par certains enzymes

contenus dans des détergents (ex. : les subtilisines).
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I11. 9. 2. 6. La toxicité cardiovasculaire :

Ce sont les effets sur le ceeur et les vaisseaux sanguins. L’exposition aigué a des doses
élevées de certains fréons, comme le fréon 113, peut provoquer des troubles du rythme cardiaque,
tels qu’un ralentissement des battements du cceur (bradycardie).

I11. 10. Toxicité des flavonoides :

Puisqu’ils sont présents dans la denrée alimentaire de I’homme et ses boissons, et méme trés
utilisées dans les plantes médicinales depuis il y a tres longtemps, les flavonoides sont considérés
comme des produits trés peu toxiques, néanmoins cette famille de produit a divers types
d’activités dans les cellules mammifeéres, c’est pour ¢a il est nécessaire d’explorer ses activités in
vivo, afin de métriser la toxicité des flavonoides, pour les exploiter sans risque dans le domaine de
la médecine moderne, cette derniere a vraiment besoin des flavonoides, avec leurs activités
thérapeutiques diverses et multiples pour aboutir a des diagnostics et des remédes des différentes
maladies. [79]
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IV. 1. L'étude chimique de I’espéce: Centaurea dimorpha :
IV. 1. 1. La matiere végetale :

La matiére végétale a été récoltée durant le mois de mai 2008 des environs de la ville de
M’SILA, nous n'avons pris ¢ n considération que les partie aérienne de la plante.
L'opeération de sechage est effectuée dans I'ombre, et loin de I'hnumidité, la masse de la plante était
de 482g.

IV. 1. 2. Description botanique de la plante :

Plante désertique, épine centrale des bractées moyennes ne dépassent pas 15mm de longueur,
accompagnée par 4-6 épine basilaires, épine plus foncées que le corps de la bractée plante a aspect
de c-sphaerophala, pubescente tiges, ailées a ailes faiblement épineuses, de 20-30cm, souvent
couchées et naissant alors sous un capital central subsessile dans une rosette de feuilles. Akénes de

4mm sur 2, tachetés a aizrette plus courte ou subégale et a hile tres gros lieux sablonneux.

IV. 1. 3. Place dans la systématique :

Embranchement: Angiospermes

Classe: Dicotylédones
Famille: Composées

Ordre: Asterales

Tribu: Cynarées

Genre Centaurea

Espeéce: Centaurea dimorpha
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1V. 2. Extraction :

Apres le broyage de la plante, la matiére végétale obtenu est mise a une macération dans le
méthanol froid, cette macération est répétée 3 fois avec renouvellement du solvant, elle dure dans
chaque fois 24 heures.

Apres concentration sous vide a 35°C, I'extrait méthanolique obtenu est dilué avec de I'eau
distillée a raison de 500ml pourl kg de matiére séche, puis filtration.

-La phase organique est separée par l'incorporation du CH.CI, trois fois au filtrat, aprés la
troisiéme fois la solution est laissée une nuit

La phase organique obtenue apres les trois séparations par décantation est séchée par
I'addition du dessiccateur Na,SO4 anhydre, puis elle est filtrée et concentrée a 35°C.

La masse de I'extrait brut du CH,Cl, était de 1.6g.
-La phase aqueuse a subi une extraction trois fois avec l'acétate d'éthyle (AcOEt), la masse de
I'extrait brut de (AcOEt) était de 3g.
-La phase aqueuse a subi une extraction trois fois avec le n-Butanol, la masse de I'extrait brut de n-
Butanol était de 5g.

Le protocole d'extraction est réesumé dans la figurel4
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la masse de I’espece
Centaurea dimorpha
482 g

Me OH : 6150 ml

ConcT=35°C l

Extrait méthanolique

- dilution avec I’eau (241 ml)l

- filtration
Le filtrat
- 3x 232 ml de CH,Cl,
(décantation) v
La phase aqueuse La phase organique
3x231ml
AcOEt
(décantation) - séchage par
v v hygroscopie Na, SO,
: - filtration
La phase aqueuse La phase organique
P q P ganig -conc T=35°C
- séchage par hygroscopie
Na, SO4
3x231ml - filtration
n-Butanol -conc T=35°C |
(décantation) Extrait ACOEt Extrait CH.C
m=3g m=16g

Phase aqueuse

)

Phase organique

- séchage par
hygroscopie Na, SO4

- filtration

-concT=35°C

Extrait butanolique
m=5¢g

Fig 13: Protocole d’extraction de I’espéce « Centaurea Dimorpha »
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IV. 3. Séparation chromatographique de I’extrait CH,Cl, :

Le fractionnement de I'extrait CH,Cl, (1.69) est réalisé par chromatographie d'adsorption sur
une colonne de gel de silice (60; 0,040-0,063mm) préparé dans le  (n-Hexane).

L'éluant utilisé est le n-Hexane, avec l'addition progressive de l'acétate d'éthyle (AcOEt), le
volume des échantillons prélevé de la colonne était de 100ml, et les fractions recueillies sont
regroupées suivant la similitude de leur profil chromatographique sur couche mince (feuilles
daluminium, gel de silice 60 F,54 avec 0,2mm d'épaisseur), les plaques analytiques ont été
développées avec différents systémes, et visualisées sous lampe UV, a 254 et 365 nm, puis
révélées avec un révélateur a base d'acide sulfurique (H,SO,) et d'acétate d'éthyle (AcOEt), et
chauffées pendant 3 minutes a 100°C .

Les résultats obtenus sont mentionnés dans le tableau 13
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Tableau 13 : Les fractions obtenues

N° de la fraction

Les échantillons

Systeme d’élution

Observations

n-Hexane AcOEt
F1 1-5 100% 0% Des graisses
6-9
10-13
14-17
F2 18 9 1 Mélange
F3 19
F4 20
F5 21
F6 22-23
F7 24-26
F8 27-29
F9 30-33
F10 34-38
F11 39-41
F12 42-57
F13 58-83
F14 84-88
F15 89-91 7 3 Mélange
F16 92-99
F17 100-101
F18 102
F19 103-112
F20 113-143
F21 144-170
F22 171-191
F23 192-200
F24 201-218 1 1 Mélange
F25 219-220
F26 221-239
F27 240-257
F28 258-266 1 2 Mélange
F29 267-284
F30 285-310
F31 311-318 0% 100% Mélange
complexe
F32 319-324 100% 100% Mélange
Méthanol Meéthanol complexe
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-a partir de la fraction Fg, les deux produits F1oA et F19B ont été séparés par chromatographie sur
couche mince (poly-amide) par le systeme :
(Toluene : Méthanol : Méthyl éthyl cétone) (4:3:3).
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V. 1. Elucidation des produits :
V. 1. 1. Elucidation du produit FB :
V. 1. 1. 1. Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire du proton:

Le profil du spectre RMN *H enregistré dans le DMSO, oriente vers la structure d'un
Flavonoide. (Annexe : Fig 17)

On remarque sur le spectre:
Un singulet d'intégration 1H a 6,78 ppm, attribuable a Hsg.
Un singulet d'intégration 1H a 6,84 ppm attribuable a Hs.
Un doublet d'intégration 2H & 6,91 ppm attribuable a Hs- et Hs..
Un doublet d'intégration 2H a 7,90 ppm attribuable a Hy- et Hg-.
Un singulet d'intégration 3H a 2,52 ppm attribuable au groupe (-OCHj).
Un singulet d'intégration 1H a 13,04 ppm attribuable au groupe (-OH).
Le tableau 15 présente tous ces résultats:

Tableau 14: Déplacements chimiques
du spectre RMN *H (400 MHz, DMSO) du produit F1B

Le déplacement L'intégrale La multiplicité la constante de Proton
chimique (ppm) couplage corespondant
J (Hz)
6,78 1H Singulet S Hs
6,84 1H Singulet S Hs
6,91 2H doublet 7.08 Hs et Hs
7,90 2H doublet 7.08 H, et He
2,52 3H Singulet S (-OCHs)
13,04 1H Singulet S (-OH)

Et pour confirmer les positions des deux protons (Hs et Hg), on a utilisé la technique de
I’RMN bidimensionnelle (HSQC et COESY).
Le spectre HSQC (Annexe : Fig 18), montre que I’atome de carbone Cg qui a un déplacement
chimique caractéristique(95.6 ppm), est relié directement au proton Hg lequel son déplacement
chimique est de 6,78ppm, et que I’atome de carbone C; qui a un deplacement chimique
caractéristique de (104.3 ppm), est relié directement au proton Hjz qui a comme déplacement
chimique la valeur 6,84ppm.
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Les autres corrélations obtenues dans le spectre HSQC (Annexe : Fig 18) et le spectre
COESY (Annexe : Fig 19) de chaque proton correspond exactement a leurs atomes de carbones

mentionnés dans le spectre RMN *H (Annexe : Fig 17)
V. 1. 1. 2. Le comportement chromatographique du produit F19 B :

Tableau 15 : Comportement chromatographique du produit F1g B

Systéme S1 S2 S3
R¢ 0.53 0.90 0.04
Couleur sous UV violet violet violet

Le systeme S1: (4: 3: 3) (Toluéne : MeOH : Méthyléthylcétone).
Le systéeme S2 : BAW (4 : 1:5). (Butanol : acide acétique : eau)

Le systeme S3 : acide acétique a 15%.

V.1.1. 3. La spectroscopie UV-Vis du produit Fi9B :

La couleur violette sous UV, plus la valeur maximale de la longueur d'onde de la bande I en
présence du méthanol a 335,5nm oriente vers la structure d'un flavone.

L'addition du réactif NaOH provogue un déplacement bathochromique de +60 nm de la
bande | sans diminution de I'intensité prouve la présence d'un groupement
(-OH) dans la position 4.

L'apparition d'une nouvelle bande & 325,5 nm montre la présence d'un groupe (-OH) en
position 7, ceci est confirmé aussi par le déplacement bathochromique de +5 nm de la bande Il du
méthanol apres I'ajout du NaOAc.

Il n'y a pas de déplacement de la bande | aprés comparaison des deux spectres : AICl3/
(AICI3+HCI), indique I'absence du groupement ortho di OH sur le cycle B.
(Annexe : Fig 20).

Ces résultats obtenus sont représentés sur le tableau suivant :
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Tableau 16 : Résultats de la spéctroscopie UV-Vis du produit F9B:

Les indicateurs La bande (I) (nm) La bande (II) Autres bandes (nm)
(nm)
MeOH 335,5 268,5
NaOH 395.5 275.5 325.5
NaOAc 348.5 272.5
AlCl; + HCI 346 275,5 383,5
AICl3+ (HCl + AICI3) 346 276

La combinaison de ces données spectrales UV et RMN orientent vers la structure suivante:

Fig 14 : Structure chimique du produit F19B

Le nom du produit F19B est. 4', 5,7-trihydroxy 6-methoxyflavone et il est connu sous le

nom Hispiduline.
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V. 1. 2. Elucidation du produit F1oA :
V. 1.2. 1. La spectoscopie RMN *H du produit F1oA :

Le spectre RMN *H (Annexe : Fig 21) du produit F1oA montre :
-apparition d’un doublet a 6= 7,86 ppm attribuable aux H,-He:
-I’apparition d’un doublet a 6= 6.93 ppm attribuable aux Hj-Hs-.

-I’apparition d’un singulet a =6.60 ppm correspondant a Hs.

-I’apparition de deux doublets a 6.46 ppm et a 6.21 ppm attribuable & Hg et Hg respectivement.

Le tableau 18 présente tous ces résultats:

Tableau 17 : Déplacements chimiques du spectre RMN *H (400 MHz, CD;OD)

du produit FioA

Le déplacement
chimique (ppm) L'intégrale La multiplicité la constante de Proton
couplage correspondant
J (Hz)
7,86 2H doublet 8.8 HxHe
6.93 2H doublet 8.8 HsHs.
6.60 1H singulet S Hs
6.46 1H doublet 2.1 Hs
6.21 1H doublet 2.1 He
V. 1. 2.2. Le comportement chromatographique du produit Fg A:
Tableau 19 : Comportement chromatographique du produit Fig A:
Systéme S1 S2 S3
R¢ 0.65 0.02 0.07
Couleur sous UV violet violet violet

Le systeme S1: (4: 3: 3) (Toluéne : MeOH : Méthyléthylcétone).
Le systeme S2 : BAW (4 : 1:5). (butanol : acide acétique : eau)

Le systéeme S3 : acide acétique a 15%.
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V.1.2.3. La spectroscopie UV-Vis :

Le spectre UV-Vis du produit FigB dans le méthanol montre qu’il est un Flavone, sa
coloration violette sous UV, ainsi que la valeur maximale d’absorbance de la Bande I en présence
du méthanol, qui correspond a la longueur d'onde 336nm indique qu’il est un Flavone, c'est-a-dire
il ne contient pas de groupement (-OH) en position 3.

Le déplacement bathochromique de la bande I de + 63 nm suite a I’addition de NaOH avec
le maintien de la méme intensité de 1’absorbance prouve qu’il existe un groupe (-OH) en position
4’.avec I’apparition d’un nouveau maximum d’absorbance a
325 nm qui indique ’existence d’un groupement (-OH) a la position 7, cet argument est confirmé
par le déplacement bathochromique de la bande II de +6 nm aprés 1’ajout du réactif NaOAc.

L’absence d’un déplacement hypsochromique de la bande I aprés comparaison des deux
spectres AICI; /(AICI3+HCl)indique qu’il n’y a pas de groupement ortho di OH sur le cycle B.

Par contre I’apparition d’un déplacement bathochromique de la bande | de + 45 nm apreés la
superposition des deux spectres (MeOH- AICls+ HCI) prouve qu’il y a un groupement (-OH) en
position 5. (Annexe : Fig 22)

Tous ces résultats sont mentionnés sur le tableau suivant :

Tableau 20 : Résultats de la spéctroscopie UV du produit F1gA

Les indicateurs La bande (I) La bande (II) Autres bandes (nm)
(nm) (nm)
MeOH 336 269
NaOH 399 275 325
AlCl3 381 276 301-341
AICl; + HCI 381 277 300-339
NaOAc 371 275 301
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D’aprés tous ces résultats, la structure du produit est la suivante :

Fig 15 : Structure chimique du produit FoA

5, 7,4’ Trihydroxy flavone. Il est connu sous le nom Apigénine.
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V1. Tests Biologiques des extraits des espéces Centaurea dimorpha, Centaurea pullata et de
Centaurea niceansis :
V1. 1. Etude de la toxicité de I'extrait chloroformique de I’espéce Centaurea dimorpha :
VI. 1. 1. Animaux utilisés :

Les études de toxicité aigue sont généralement effectuées sur des rongeures, et plus
particuliérement sur des souris, pour réduire le coup de I’expérimentation et du fait de leur grande
sensibilité au pouvoir toxique des drogues.

Des souris blanches (Mus musculus) de 75 a 90 jours, pesant 25 a 30g, de souche Swiss,

sont utilisées pour les tests toxicologiques.
VI. 1. 2. Procédure expérimentale :

6 souris adultes, males (M) et femelles (F), pesant (20-25)g ont été répartis dans 5 cages
plastiques individuelles, avec un libre acces a 1’eau et a la nourriture composée d’orge, cicalime et
grains de tournesol.

La 1% cage Témoin (cage de contrdle) contient : 2 souris (1 males et 1 femelle), injectées
par de I’eau distillée.

La 2°™ cage : contient 1 souris male, injectée par le produit F1gB.

La 3°™ cage : contient 1 souris femelle, injectée par le produit F1oB.

La 4°™ cage : contient 1 souris male, injectée par le produit FioA.

La 5°™ cage : contient 1 souris femelle, injectée par le produit FiA.

Apreés avoir soumis les animaux a un je(ne de 24 heures, les différentes solutions sont
administrées par voie orale, au volume de 1 ml. La dose administrée est de :

25 mg/kg Poids Corporel.
L’administration du produit est réalisée par gavage (voie orale) a I’aide d’une sonde rigide

a bout olivaire.
V1. 1. 3. Le stade d’observation :

Les signes cliniques apparus chez chague groupe de souris ont été observés
continuellement pour une heure aprés administration et par intervalle de 4 heures au-dela d’une
période de 24 heures.

L’observation des symptomes cliniques a été étendue le long de la toxicité aigue (14

jours) chaque jour, pour déceler les effets retardés de ’extrait. Ce suivi des signes cliniques de la
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toxicité aigue rend compte des organes cible du médicament (qui sont préférentiellement atteints
par le toxique).

VI. 1. 4. Les résultats pharmacotoxicologiques (les signes cliniques sur les souris) :

Le lot contrdle (0 g/Kg) contenant les souris gavées par I'eau distillée n'a montré aucun
signe clinique.

L'administration des deux produits élucidés dans la partie chimique; a montré quelques
signes cliniques habituels: I'anorexie et I'asthénie, mais pas de symptoémologies cliniques graves
durant les 14 jours d'observation.

Les signes observés sont disparus aprés (4 a 8) heures du gavage, et n‘'ont pas été reconstaté
pendant les 13 jours restants.

Les tableaux (21 et 23) montre les différents signes cliniques observés (1% jour), les
observations sont effectuées directement apres gavage de la dose aigue, puis chaque 4 heures.

Les tableaux (22 et 24) présente les différents signes cliniques observés chaque jour des

(13 jours restants),

Tableau 20: Signes cliniques de la toxicité aigue chez les 3 groupes de souris, pendant le 1°

jour apres traitement aigu du produit F1oB.

Dose / Heure Sex (0-4)h (4-8)h (8-12)h (12-16)h (16-20)h (20-24)h
M 4} 0] 1] 0] 0] @
0 (Témoin)
F 4} 0] 0] (0] (0] 4]
M An+As An @ 1] [0} 4]
25 mg/kg
F An+As As 1] (0] (0] @
25 mg/kg

Légende:

O : aucune anomalie. An : Anorexie. As : Asthénie. Sa : Salivation. Sy : Syncope.
H: Hypoactivité. T : tremblement.

Les signes (Sa. Sy. H.T) n’ont pas été remarqué.
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Tableau 21: signes cliniques de la toxicité aigue chez les 3 groupes de souris, pendant les 13

jours restants apres traitement aigu du produit F1¢B.

Dose / Jour | Sex 2 3 4 5 6 7 8 9 10J | 113 | 127 | 13] | 14)
J J J J J J J J
M ) %] %] %] %] ) %] 2 2 2 2 2 )
0(Témoin) F %] 9] ] 2 2 ) 2 2 2 2 2 {9 )
25 mg/kg M @ 2 2 %] 2 @ 2 2 %) %) 2 %) %)
25 mg/kg F 2 %] %] %] %] ) %] 2 2 2 2 2 %)

Tableau 22: signes cliniques de la toxicité aigue chez les 3 groupes de souris, pendant le

1°" jour apres traitement aigu du produit FiA.

Dose / Heure Sex (0-4)h (4-8)h (8-12)h (12-16)h (16-20)h (20-24)h
M 0] a 0] (] 4] %}
0 (Témoin)
F 4] a ] 9] 4] %]
M An+As As @ (0] @ @
25 mg/kg
F An+As As 0] (] 4] %}
25 mg/kg

Tableau 23: signes cliniques de la toxicité aigue chez les 3 groupes de souris, pendant les 13
jours restants apres traitement aigu du produit FiA.

Dose / Jour | Sex 2 3 4 5 6 7 8 9 103 | 113 | 127 | 13] | 14)
J J J J J J J J
0 (Témoin) M %] 4] %] %] %] @ 2 2 %] %] 2 2 )
F @ 2 2 2 2 @ 2 2 @ @ 2 @ @
25 mg/kg M 2 4] %] %] %] @ %] 2 @ @ 2 2 %)
25 mg/kg F %] 4] %] %] %] @ 2 2 %] %] 2 2 )

D'apres tous ces résultats, on peut constater que les flavonoides du genre centaurea

dimorpha ne sont pas toxiques.
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VI. 2. Etude de Pactivité antibactérienne des I’extraits d’acétate d’éthyle des especes :
Centaurea pullata et de Centaurea niceansis :

VI. 2. 1. Protocole expérimentale :

Une concentration de 2% de chaque extrait préparée dans le DMSO a été évaluée pour son
activité antibactérienne, en utilisant la méthode de diffusion par disque. Les souches bactériennes
utilisées sont les suivantes : Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas
auginosa, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Citrobacter Sp. Les souches
bactériennes sont obtenues du Deépartement de Microbiologie, Faculté de Pharmacologie,
Université d’Azhar Egypt. Les Souches sont maintenues dans un agar nutritif et chaque souche
bactérienne est utilisée a un inoculum (10° cellules/ml).

Les boites de pétri sont remplies par 20 ml de milieu de culture Muller-Hinton ensemencé
par la suspension bactérienne. 5 disques de papier Wattman (1.16) stérilisé de diametre de 6mm
imprégnés de 0,1 ml d’extrait végétal (2%) sont placés dans chaque boite de pétri. Les boites de
pétri sont incubées pendant 24 h a 37°C. Le Kanamycine (30ug/disc) est utilisé comme témoin de

controle.

V1. 2. 2. Résultats des essais sur I'activité antibactérienne :

Les résultats sont obtenus en mesurant la zone d’incubation en mm. La discussion est faite
en comparant la zone d’incubation de chaque extrait a celle du témoin de contrdle 1’antibiotique

Kanomycine (30ug/disc).
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Tableau 24: résultats des tests sur I’activité antimicrobienne des extraits d’acétate d’éthyle
des espéces : Centaurea pullata et de Centaurea niceansis:

Zone d’inhibition (mm)
Microorganismes | Extrait C.niceansis Extrait C.pullata Kanomycine
2% 2% (30ug/disc)
Staphylococcus 10 14 22
Aureus
Bacillus subtilis 9 12 19
Escherichia coli 10 12 16
Proteus mirabilis 13 13 10
Klebsiella 10 10 13
pneumonia
Pseudomonas 12 11 15
auginosa

Citrobacter Sp 9 11 15

D’apres les résultats du tableau 25; on remarque que le pouvoir d’inhibition des deux
extraits sur les 7 types de bactéries, est proche de celui de ’antibiotique témoin Kanomycine
(30ug/disc), avec une meilleure inhibition pour le type de bactérie Proteus mirabilis. Qui est
supérieur a celui de I’antibiotique témoin Proteus mirabilis.

Cette activité antibactérienne des deux extraits a été réalisée pour nous par le Docteur
Ahmed Menad du Département de Biologie, Université Mentouri de Constantine, et elle n'a pas

été exploitée auparavant.
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Conclusion générale

Le but de ce travail est la séparation et la détermination structurale des métabolites

secondaires de I’espece " Centaurea dimorpha".

Nous avons séparé a partir de cette espece deux flavonoides, en utilisant les techniques
chromatographiques: (chromatographie sur colonne, chromatographie sur couche mince). Les

structures ont été établies en utilisant les méthodes spectroscopiques : RMN et UV-Vis.

Ces composé sont de type flavones : 4', 5,7-Trihydroxy flavone, et

4', 5,7-trihydroxy 6-methoxyflavone.

Ces deux produits étaient sujets de test pharmacotoxicologiques in vivo (des souris),

d’ou Les résultats ont confirmés une toxicité trés minime des flavonoides.

Les deux autres espéces du méme genre Centaurea, qui ont été utilisées dans 1’étude de

I’activité antibactérienne, ont prouvé 1’effet bactéricide du genre Centaurea.

Les perspectives de recherche futures sont les suivantes :
- Poursuivre ’étude phytochimique de I’espéce " Centaurea dimorpha”, afin d’isoler d’autres
métabolites secondaires contenus dans les extraits.
- Etudier d’autres activités de ces métabolites (anti-inflammatoire, anticancéreuse) afin de

confirmer ou d’infirmer 1’activité biologique attribuée a cette espece.
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Spectre HSQC (400 MHz, DMSO) du produit F,4B
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Résumé:

Notre travail consistait a déterminer les métabolites secondaires de I'espece Centaurea
dimorpha, il rentre dans le cadre des différents travaux réalisés au sein de notre laboratoire,
afin d'explorer les richesses de la flore algérienne.

Dans cette étude, nous avons procéde a l'extraction de la plante, puis separation et
purification de deux produits flavoniques par la combinaison de différentes méthodes
chromatographiques (chromatographie sur colonne, chromatographie sur couche mince,
chromatographie sur papier).

L'identification de ces deux produits est effectuée par I'utilisation de différentes méthodes
physiques spectroscopiques (UV-Vis, résonance magnétique nucléaire).

Les deux produits isolés de cette espece sont :

4’, 5,7- Trihydroxy flavone.
4', 5,7- trihydroxy 6-methoxyflavone.

Aprés avoir séparer et identifier ces deux produits; on a effectué des tests biologiques in-
vivo (sur les souris), ces tests nous ont permis de connaitre les caractéristiques
pharmacologiques et toxicologiques de I’espéce Centaurea dimorph.

Et afin de mieux explorer notre genre Centaurea ; on a étudié 1’activité antibactérienne de
deux autres especes de ce genre, qui sont des deux extraits: Centaurea pullata et de

Centaurea niceansis.

Les mots clés :

Centaurea dimorpha

Centaurea pullata

Centaurea niceansis.

Activités pharmacotoxicologiques et biologiques
Flavonoide
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Abstract

This work makes parts of our research program laboratory of Algerian medicinal plants.

He consisted to identify the secondary metabolite of the genus Centaurea dimorpha.

The extraction and purification of the different constituents; based on the use of a
combination of chromatographic methods, and their structural determination, performed by
physicals and spectroscopic methods, such as ultraviolet and nuclear magnetic resonance
spectroscopy, allowed us to isolate two products;

4', 5, 7- Trihydroxy flavone.
4', 5, 7- trihydroxy 6-methoxyflavone.

The two products showed good pharmacological and toxicological results.

Then; we are studie the antibacterial activity of another’s spaces of the same genre :
Centaurea pullata

Centaurea niceansis

Key words :

Centaurea dimorpha

Centaurea pullata

Centaurea niceansis.

pharmacological and toxicological activities

Flavonoide
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