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Introduction

Depuis la préhistoire, de nombreuses plantes médicinales ont été utilisées en
médecine traditionnelle (Rout et al., 2000). (Verpoorteet al., 2002) (Yesil-
Celiktas et al., 2007) (Guo et al., 2007) (Shinde et al., 2010).

Ils ont été utilisés partout dans le monde pendant des milliers d'années comme
médicaments naturels possédant des propriétés thérapeutiques et autre effet
pharmacologique. Aujourd'hui, selon I'Organisation mondiale de la santé (OMS),
autant 80% de la population mondiale dépend de la médecine traditionnelle pour

ses besoins de soins de santé primaires.

Les résultats préliminaires d'une étude menée au nom de I'OMS ont montré
que le nombre de personnes utilisant les plantes médicinales sont importantes et en

augmentation, méme chez les jeunes (WHO et al., 1993).

Les plantes médicinales ou parties de ces plantes (feuilles, rhizomes, racines,
graines, fleurs) peuvent étre utilisées sous différentes formes telles que forme brute
et préparations sous forme de thés, décoctions, matieres végetales en poudre ou
formes extraites de agents medicinaux (jus, extraits d'eau ou d'alcool, teintures,
huiles essentielles, résines, baumes).Les plantes médicinales sont généralement
connues et populaires pour un certain nombre d'avantages pour la santé tels que le
sang diminution de la pression, prévention des maladies cardiovasculaires ou
réduction du risque de cancer également en raison de leur activité
antioxydante(Burt, 2004) (Suhaj, 2006) (Brewer, 2011) (Ghasemzadeh et
Ghasemzadeh, 2011) (Mothana, 2011) (Prochazkovaet al., 2011).

L'effet conservateur de nombreuses épices et herbes végetales suggere la
présence de constituants antioxydants et antimicrobiens dans leurs tissus (Hirasa
et Takemasa, 1998).
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Récemment, l'intérét a considérablement augmenté pour trouver des
antioxydants naturels a utiliser dans les aliments ou substances médicinales pour
remplacer les antioxydants synthétiques, qui sont restreints en raison de leur

cancérogénicité (Velioglu et al., 1998).

Apiacées est une grande famille de plantes, regroupant jusqu'a 3000 especes.
Cette famille contient de nombreuses plantes aux propriétés medicinales et
utilisées en médecine (Pae et al., 2002). le caractéristique de cette famille est la
présence, dans tous les organes, de metabolites secondaires bioactifs tels que huiles
essentielles, polyphénols: flavonoides, acides phénoligues; les coumarines (furano-
et pyranocoumarines), saponines, alcaloides et poly acétyléenes(Hegnauer, 1997)
(Christensen et Brandt, 2006) (Mediniet al., 2014).

T. garganica L. (Apiaceae) est une plante ombellifére poussant dans la région
méditerranéenne. Connue pour sa toxicité,  L'avantage des effets irritants de la
peau de la plante a été pris en médecine traditionnelle arabe depuis des millénaires,
et la résine de la racine a été incluse pour la derniere fois dans I'édition de 1937 de
la Pharmacopée francaise. Aussi les effets toxiques de certaines parties de la plante

dans le fourrage sont connus depuis des siécles (Perrot, 1943).

En dépit de la connaissance ancienne des effets de la plante, la chimie et la
pharmacologie n’ont été comprises qu'au début des années 80. De plus, un certain
nombre de nouveaux composés bio synthétiqguement ou pharmacologiques trés

intéressants ont été isolés plantes appartenant au genre (Liu et al., 2006).

Un reméde ancien, Resinathapsiae, utilisé contre maladies pulmonaires,
catarrhes et douleurs rhumatismales, a été obtenu a partir des racines de la

Méditerranée plante T. garganica L (French, 1971).
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La résine, qui est située dans les canaux sécrétoires schizogenes de la racine
écorce, provoque une dermatite de contact vigoureuse exprimée par un erythéme,
des démangeaisons et de petites vésicules. Comme au XIXe siécle, la résine était
utilisée en médecine, en particulier par les Arabes du nord d'Afrique, qui a nommé
la résine Bou néfa (pere de la santé), et la plante, Dérias (Smitt et Christensen,
1991). La résine de T. garganica et un pansement médical ont été inclus dans

I'édition de 1937 de la pharmacopée francaise.

Cependant, il existe une étude rare sur l'effet des solvants de différentes
polarités sur I'extraction de I'actif composés de T. garganica liés a leurs activités
antioxydants. Parce que la détermination du meilleur extrait de solvant pour T.
garganica avec diverses mesures de la teneur phénolique totale et les dosages de
I'activité antioxydant étaient un facteur important pour augmenter I'efficacité du

processus d'extraction.

Le but de cette étude était d'examiner I'effet toxique de cette plante in vivo et
I’¢tude Dl’activité antioxydant par deux méthodes I’activité réductrice du cuivre

(CUPRAQC) et la chélation du fer de la plante Thapsia garganica.
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I.1 Généralités sur les Apiacées

La famille des Apiacées (Apiaceae), appelées aussi Ombelliferes
(Umbelliferae), est une famille de plantes dicotylédones, qui comptent prés de
3000 espéces réparties en 420 genres, qui se répartissent essentiellement dans les
régions tempérées du monde. En Algérie, selon Quezel et Santa (1962), elle est
représentée par 55 genres, 130 espéces et 27 sous — especes. Les especes présentent
une distribution bipolaire (dans toutes les régions tempérées), mais la majorité

habitant I’hémisphére Nord tempéré (Tabanca et al., 2006) (Figure 1)

B Présent

Figure 1 : Répartition géographique mondiale des Apiaceae (lakhdar, 2011).

1.2. Caracteéristiques des Apiacées
> Ce sont des plantes herbacées annuelles, bisannuelles ou vivaces.
> Les feuilles sont alternes, composées, pennées, palmées ou simples. Elles
peuvent étre profondément découpees ou lobées, entieres ou dentées-serrées
a nervation paralleles ou pennées ; a pétioles plus au moins engainants ;

stipulés ou ex stipulées.
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> Les inflorescences sont organisées en ombelles composées (ou simples)
parfois en cymes.

> Les fleurs sont blanches, jaunatres, verdatres ou rosées, généralement
hermaphrodites, mais parfois unisexuees.

> Les racines, tiges et feuilles sont parcourues par des canaux Ssecréteurs qui
contiennent un mélange d’essence et de résine.

> Les tiges sont a entre-nceuds souvent creux, a canaux sécréteurs contenant
des huiles essentielles et des résines, des saponines tri terpéniques, des
coumarines, des poly acétyléenes falcarinone, des mono terpenes et des
sesquiterpenes ; a umbelliférose (tri saccharide) comme élément de réserve
(Gaussen et al., 1982 ; Guignard, 1998 ; Judd et al., 2002).

Tableau 1: Répartition mondiale des genres de la famille des Apiacées (lakhdar, 2011).

Continent Genres endémiques
Afrique 126 50
Amérique 197 52
Asie 265 159
Australie 36 11
Europe 139 29

1.3. Le genre Thapsia

Thapsia est un genre de plantes a fleurs avec 41 espéces, appartenant a la
famille des Apiacées. Les plantes du genre Thapsia sont des plantes herbacées
vivaces, lls sont originaires d'Afrique, d'Asie et d'Europe, distribuent sur le
pourtour méditerranéen, sur la péninsule hispanique et en Afrique du nord

principalement.
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1.4 L’espéce Thapsia garganica

1.4.1 Classification botanique
La systématique botanique permet de classer Thapsia garganica parmi les

systemes du regne végétal en se référant a la classification de Gomez (2007).

Division : Angiospermes

Classe : Dicotylédones
Sous-classe : Archychlamideae
Ordre: Umbeliflorales

Famille: Umbelliferae = Apiaceae
Genre : Thapsia

Espéce : Thapsia garganica

Nom Commun :Tapisia, .oxb_», a8l s

Figure 02:Thapsia garganica. (karlostachys, 2010)

1.4.2 Description botanique
C’est une Plante vivace puissante, a tige florifére dressée, peu ramifiee,
atteignant environ 1,50 m de haut (Meftah et al., 2001).



http://gardenbreizh.org/profils/profil-7620.html
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Les racines: sont en forme de rhizomes cylindrique volumineux épaisse, noiratre
extérieurement, blanche intérieurement (Lauzer, 1868).

Figure 03: photo des racines de Thapsia garganica
La tige : est forte, droite, Iégerement striée, fistuleuse, ramifiée dans sa partie
supérieure, atteignant de 0,90 a 1,40 m de hauteur, elle se devise en rameaux

laches, étalés garnis de feuilles (Roques, 1835).

Figure 04:photo de la tige de Thapsia garganica

Les feuilles : feuilles vertes, glabres. Les primordiales petites, elliptiques et
entieres, les suivantes palmatilobées. Feuilles de la base de la tige grandes, 2-3
pennatiséquées, les supérieures réduites a une gaine large (Pottier-Alapetite, 1979)

Figure 05:les feuilles de Thapsia garganica
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Les fleurs : sont petites, jaunes disposées en grandes ombelles presque sphériques
a calice glabre. Involucre et involucelle nuls. Ombellules globuleuses,

La floraison entre avril et juillet (Meftah et al., 2001).

Figure 06:photo des fleurs de Thapsia garganica

Les fruits : sont ovales, atteignent plus de 2 cm de long, largement ailés.

a échancrures plus ou moins larges au sommet et a la base. Ailes latérales trés
développées, brillantes, d'un jaune paille, finement striées (Pottier-Alapetite,
1979).

Figure 07:photo des fruits de Thapsia garganica




Chapitre | Thapsia garganica

1.4.3 Distribution

Thapsia garganica L. est une espéce répandue dans le bassin méditerranéen,
qui a pour habitat le bord des routes et les champs (Gomez, 2007).
Il pousse spontanément en Algérie, Tunis et Maroc, Espagne, dans les fles
Baléares, en ltalie, en Sicile, en Sardaigne, dans plusieurs Tles Grecques, et dans
plusieurs iles de I’ Archipel, a Constantinople et dans 1’ Asie occidentale.
Elle s’adapte a la sécheresse Méditerranéenne et a 1’aridité des steppes et des

montagnes sahariennes (Leleux, 1857).

1.4.4 Usages

La racine du plante est largement utilise; I'écorce des racines trouve encore
quelques emplois en médecine traditionnelle maghrébine, pour traiter la stérilité
feminine, les douleurs rhumatismales, les entorses et surtout, pour les maladies
pulmonaires graves, et comme Usage externe la racine est décoctée et mise sur les
articulations enflammées, morsures de serpents, plaies atones, Abces (Ladjel et
al., 2011).

10
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I1. Les antioxydants
11.1 Définition

Un antioxydant peut étre défini comme: « toutes substances qui, lorsqu’elle
est présente a de faibles concentrations par rapport a celle d’un substrat oxydable,
ralentie ou inhibe significativement 1’oxydation de ce substrat » (Young et
Woodside, 2001).
Les systéemes antioxydants sont soit des molécules qui captent rapidement les ERO
(antioxydants proprement dits), soit des systemes enzymatiques qui catalysent la
conversion des molécules pro-oxydantes (Negres —Salvayre et Salvayre, 2005).
Les antioxydants sont considerés comme un systeme défensif car ils empéchent la
formation de radicaux libres ou réparent les dommages causés par eux, c'est-a-dire
qu'ils sont des matériaux donneurs d'atomes, I'nydrogéne se combine avec le

radical et le transforme en un composé stable, comme le montre I'équation

OH [}
!
'
[}
]

S hilchaie bl e har sl

Figure 08:Equation de la réaction antioxydant

suivante:

11.2 Classification des antioxydants

Notre organisme est équipé de tout un systeme complexe de défense
antioxydant enzymatiques et non enzymatiques, localisé dans les compartiments
intra- et extracellulaire (Berger, 2006). Les antioxydants peuvent étre classés selon
leur mode d’action, leur localisation cellulaire et leur origine (Young et

Woodside, 2001).

11
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Selon I’origine, la classification des antioxydants est la suivante:
11.2.1 Les antioxydants endogenes
11.2.1.1 Les antioxydants enzymatiques

L’organisme posséde des enzymes qui peuvent métaboliser les ERO (Morena et

al., 2002)

Systeme de défense antioxyvdant

Caroténoides

Vitamine E =2
Cu/Zn
6%

Catalase

-~ Glutathion
Vitamine E péroxydase

+ caroténoides

Figure 09: site d’action des nutriments antioxydants et des enzymes antioxydants
(Pastre, 2005).

11.2.1.2 Les protéines antioxydants

La transferrine, la ferritine et la cérulé plasmine jouent un réle antioxydant
par chélation des ions (Curtay et Robin, 2000; Pincemail et al., 2002).
Ces chélateurs forment des complexes ou des composes de coordination avec les
métaux. Ils inhibent ainsi le cycle redox du métal ou construisent des complexes
métalliques insolubles (Cillard et Cillard., 2006).

11.2.2 Les antioxydants exogenes
11.2.2.1 Les oligo-éléments

Les oligo-éléments interviennent comme co-facteurs d’enzymes
indispensables dans la lutte contre les radicaux libres. Parmi ces oligo-éléments on

cite ; le zinc, le sélénium et le manganese (Pastre, 2005).

12
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Figure 10: Effet de synergie entre les vitamines et les Oglio- éléements (Pincemail
et al., 2002).

11.2.2.2 Les vitamines

Les vitamines sont des molécules organiques requises en faible quantité
indispensable pour le fonctionnement des voies metaboliques des étres vivants.
Elles réagissent sous forme de coenzyme (BaratiElbaz et Le Marechal, 2008).
Parmi les défenses antioxydants, les vitamines jouent un réle essentiel au cours du
vieillissement. Elles interviennent dans 1I’immunité, les fonctions cognitives,
la protection contre les maladies cardiovasculaires, les cancers et les cataractes
(Roussel et Ferry, 2002).

11.2.2.3 Les composés phénoliques
11.2.2.3.1 Définition

Les polyphénols constituent le groupe de métabolites le plus large et le plus
répondu du régne végétal et font partie intégrante de 1’alimentation humaine et
animale (Martin et Andriantsitohaina, 2002).
L’¢lément structural fondamental qui les caractérise est la présence d’au moins un
noyau benzoique au quel est directement lié au moins un groupement hydroxyle

libre ou engagé dans une autre fonction : éther, ester, hétéroside (Bruneto, 2008).

13




Chapitre | ‘ Thapsia garganica
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Figure 11: Les structures chimiques des différents acides phénoliques (Anne-
Laure, 2007).

11.3 Caractéristiques des antioxydants:

Un composé est considéré antioxydant in vivo, lorsqu’il requiére les
propriétés suivantes:

- Agi specifiqguement sur les radicaux libres.

- Chélate les métaux de transition.

- Agi en synergie avec d’autres antioxydants pour se régénérer.

- Agi a des concentrations physiologiques relativement faibles.

- La demi-vie de I’antioxydant doit étre suffisamment longue pour réagir avec

I’oxydant.

11.4 Principe des antioxydants:
La réaction d'oxydation est souvent une réaction en chaine, les antioxydants
bloquent cette chaine et empéchent ainsi les radicaux libres d'attaquer les cellules

du corps.
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Les antioxydants vont se lier aux radicaux libres et réalisent une réaction
d'oxydation avec eux, ce qui va les rendre inoffensifs et donc rendre impossible

leurs oxydations par les protéines ou les acides gras (Figure 12)

Antioxydants et radicaux libres

Membrane Radica
celiulaire libre ——. o
\ - # d
S *9 |
@ ® xydart
B ‘ -
-
=) 3 ®
0* =) "
Noyau Tio Cellule il ’

Figure 12: principe des antioxydants

11.5 Les radicaux libres

Un radical libre est un atome ou une molécule qui contient un ou plusieurs
¢lectrons non appariés, comme conséquence de la perte d’un ou plusieurs ¢€lectrons
de D'orbite externe, aboutissant a la formation d’une demi-liaison qu’il faut
satisfaire par un pillage local d’¢lectrons (Berger, 2006).
Les radicaux libres sont des composés caractérisés par une structure électronique
déesequilibrée qui leur confere une grande reactivité sur les constituants organiques
et sur les structures cellulaires (Aurousseau, 2002).
Les radicaux libres ont une durée de vie trés courte (millionieme de seconde) mais
pendant ce laps de temps ils réagissent avec les molécules environnantes ce qu’on
appelle la chaine oxydative (Rabelais, 2005).
Ils sont produits quand une liaison covalente est rompue de telle sorte que chaque
partie a conserveé la moitié des électrons en commun, comme ils peuvent se former
quand un atome ou une molécule accepte un seul €lectron au cours d’une réaction

oxydoréduction (Karp, 2010).
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11.5.1 Les radicaux libres en biologie

En biologie, les radicaux libres sont formés le plus souvent par gain
d’¢électrons a partir de 1’oxygene (Koechlin-Ramonatxo, 2006).

Les especes pro-oxydantes sont représentées par les especes réactives de 1’oxygene
(ERO) et les espéces réactives du nitrogene (ERN) (Groussard, 2006).

qui sont les produits du métabolisme cellulaire normal et a des concentrations
faibles a, modérées elles sont connues de posséder des réles physiologiques variés
allant de la transduction du signal cellulaire a la défense contre les pathogenes
(Dastmatchi et al., 2007).

Les radicaux libres les plus courants sont le radical super oxyde (02-), le
radical hydroxyle (OH.) et le monoxyde d’azote (NO.). D’autres molécules,
comme le peroxyde d’hydrogéne (H202) et I’ion peroxynitrite (ONOO-) dont leur
toxicité est importante, ils ne sont pas des radicaux libres mais ils peuvent en
genérer par différentes réactions chimiques (Tamion et al., 2003 ; Re et al.,
2005).

11.6 Les antioxydant dans Thapsia garganica

Thapsia garganica a été considéree comme spécifique dans le traitement de
la douleur, a un effet purgatif et les racines possédent une activité diurétique et
emeétique.
L’étude réalisée par (Idir Nawel et Ouadir Kahina, 2012) sur les feuilles et les

racines de Thapsia garganica nous a permis d’aboutir aux résultats suivants :

e Les teneurs en phénols totaux de la plante ont été élevées et ce sont les
feuilles qui ont exhibé les teneurs les plus dominantes.

e Thapsia garganica contiendrait des quantités moderées en flavonoides, et ce
sont les extraits aqueux qui ont presenté les concentrations les plus

importantes. D’autre part, les feuilles ont été plus riches que les racines.
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e Les extraits de Thapsia garganica ont dévoilé des taux appréciables en
tanins condensés.

e Les extraits des feuilles et des racines ont exhibé une tres forte activité
scavenging du radical DPPH. De plus, les extraits agueux ont exprimé des
pourcentages d’inhibition plus élevés que les extraits organiques ; cela a été
en bonne corrélation avec le contenu en tanins condenseés.

e Les extraits de Thapsia garganica n’ont pas été de bons chélateurs du fer.

e Thapsia garganica posséderait un faible pouvoir réducteur, ces résultats sont
en corrélation positive avec les teneurs en phénols totaux.

e En fin, vue les corrélations existantes entre les activités anti-oxydantes
testees et les composés phénoliques, cela suggererait que les composés

phénoliques seraient probablement responsables de ces activites.

11.7 Méthodes de détermination de I’activité antioxydant
11.7.1 Méthode du CUPRAC

La méthode CUPRAC (cupric ion Reducing Antioxidant Capacity) (Apak et
al., 2004) est utilisee pour la réduction du Cu (Il) et par le traitement du Cu(l)
avec un réactif chromogene Néocuproine (NC) (2,9 -diméthyl- 1,10-
phénanthroline) (Gouda et Amin, 2010).
Le principe de cette méthode est basé sur la conversion des hydroxyles
phénoligues en quinones par la réduction du complexe Cu+2-Nc, produisant un

complexe chromogene de Cu+2-Nc qui absorbe a 450 nm (Figure 13).
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Figure 13: Réaction de CUPRAC par une molécule antioxydant

11.7.2 Chélation des ions métalliques

L'efficacité des ions ferreux (Fe2+) permis la protection contre les méfaits
oxydatifs par 1’élimination du fer, ce dernier participe autrement a la genération du
HO- dans la réaction Fenton (réaction d'oxydation aboutissant a la formation du

radical hydroxyle)

Fe 2+ + H202 — Fe 3+ + OH- + OH

Cette méthode est basée sur la mesure d’absorbance de la formation du complexe
Fe (I1)- Ferrozine apres le traitement des échantillons avec les ions Fe2+, elle est
déterminée selon la méthode de Decker et Welch. les ions libre Fe2+ et Ferrozine
forment un complexe [Ferrozine - Fe2+] qui donne un chromophore rouge qui
absorbe a A 562 nm (Gulgin et al., 2009).

HO,S

N —
ws O30
N=—N N

Figure 14: structure chimique du Ferrozine.
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I11. Toxicité

Toute la plante est toxique par sa résine, jaune ou légerement rougeétre, rubéfiante
et vésicante, particuliérement abondante dans 1’écorce de la racine.

I11.1 Principes toxiques :

On y a caractérise deux substances histamino-libératrices, des lactones
sesquiterpéniques: thapsigargine et thapsigarginine, ainsi que des triesters de
lactones sesquiterpéniques ayant des structures inhabituelles.

La thapsigargine, guaianolide hexa oxygéne, mobilise le calcium intracellulaire
selon des modalités tres particulieres, en inhibant la Ca++ ATPase du réticulum

endoplasmique.

Figure 15: Structure de la thapsigargine isolée a partir de Thapsia garganica L.
(Levine, 2005).
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Chapitre 11 Materiels et méthodes

Notre étude a porté sur une espéce des plantes de la famille des Apiacées qui
est la Thapsia garganica L. Le choix de cette plante fut basé sur son utilisation en
médecine traditionnelle algérienne.

I1.1 Récolte du matériel végétal

La plante de Thapsia garganica (racines, feuilles) a été récoltée en moi de

Novembre de I'année 2019, dans la région de Mila, loin de tout impact de

pollution, qui est présentée dans la Figure 16

Figure 16: Photographies des différentes parties aériennes et racinaires de Thapsia garganica.

Apres la récolte, les différentes parties ont été lavées pour les débarrasser de la
terre, la plante a ét¢ identifiée au laboratoire de physiologie végétale et d’écologie

de I'université de freres Mentouri Constantine.

11.2 Séchage et broyage

> Séchage : Apres la récolte, les différentes parties ont été mises a sécher dans un
endroit sec, a température ambiante et a 1’abri de la lumiére. ; a noter que la plante
a été séchée juste apres sa cueillette.

Les racines ont ¢été d’abord coupées en petits morceaux dans le but d’accélérer le

séchage, et un deuxiéme séchage est effectué dans I’étuve a 40 C°.
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» Broyage : Puis les deux parties de la plante ont été broyées a ’aide d’un
broyeur électrique La matiere séche obtenue est réduite en poudre,

Cette derniére a été conservée dans des bocaux en verre fermés et stockés a

I’abri de la lumiére.

Figure 18: La poudre de Thapsia garganica. Obtenue suite au broyage

» Solvants utilisé et produit utilisé
- Méthanol
- Eau distillé

» Equipement
- Evaporateur rotatif

- Etuve
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> Verreries et autre Matériel
- Burette graduée de 50ml
- Verrerie courante de laboratoire

- Balance de précision (0,1 mg)

1.3 Préparation de I’extrait brut méthanolique (Salvat et al.,2004)

Cet extrait est obtenu par la macération de 100g de la poudre végétale dans
Me OH: eau (70:30), (700 ml de méthanol et 300 ml de I’eau distillé) sous
agitation douce pendant une 24 h a température ambiante. L.’extrait alcoolique est
récupéré dans un premier temps apres filtration du mélange sur coton (entonnoir),
cette étape est répétée 3 fois, ensuite le méthanol est éliminé du filtrat par
évaporation sous pression réduite dans un évaporateur rotatif (Rotavapor Heidol ph
Laborota 4002) a la température To = 65 C° et a la vitesse de rotation = 3.
L’extrait des feuilles est caractérisé par une couleur jaune foncée, et L’extrait de
la racine par une couleur vert foncé c’est 1’extrait brut. Pesé, étiqueté et conservé a

4°C dans basse température au réfrigérateur jusqu'a utilisation (Figure 19).

100 g de la poudre végétale + Me OH: eau (70:30)

l Macération

Filtration

1 Evaporation

Conservation de I’extrait méthanolique a 4°C

Figure 19: Représentation du protocole d’extraction de 1’extrait méthanolique

23




Chapitre 11 ‘ Materiels et méthodes

Figure 21: Photo du rotavapor utilisé pour obtenir 1’extrait brut de Thapsia

garganica L

11.4 Activités antioxydants des extraits (Chélation du fer, Cuprac)
Notre étude a porté sur le dépistage de l'activité antioxydants par 2 méthodes
(Chélation du fer et Cuprac) de I'extrait méthanolique, deux tests ont été realises

qui est les suivants :

11.4.1. Chélation du fer
L’activité métal chélate est déterminée selon la méthode de Dinis et al 1999.
> instrument utilisés:

Un spectrometre a cuve de volume 3 ml ou un lecteur a microplaque.
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> Réactifs utilises:
- FeCl2
- Ferrozine
- EDTA

» préparation:
m= 4 mg (Fe+2) [0, 2 Mm FeCl2, 2 H20] + 100 ml (H20) —S1
m= 0, 5 ml Ferrozinin + 9, 5 ml (H20) —»S2

» Procedure:

40 ul MeOH + 40 pl Extrait + 40 pl Fe2+ (0, 2mM) (S1) + 80 ul Ferrozine (S2)
+attendrel0 mn + Lecteur a 562nm. Le contr6le est le mélange de FeCl2 et de
ferrozine, I'EDTA est utilisée comme standard.

La ferrozine produit un complexe violet avec le Fe2+. En présence d'un agent
chélatant, la formation du complexe est interrompue, et par consequent, la couleur
violette du complexe diminue (Hazra et al., 2008).

L’activite chélatrice du fer des extraits a €té calculée par la relation suivante :

% de chélation = [(Ac — (At -Ae))/ Ac] x 100

Ou:

Ac: est I'absorbance du contrdle (blanc, sans extrait)

Ae: est I'absorbance du blanc de I’extrait (extrait + eau distillée)

At: est I’absorbance du test.
* Etude statistique
Trois mesures ont été réalisées pour chaque échantillon analysé et les résultats ont
été exprimés sous la forme : moyenne + écartype. Des comparaisons statistiques
ont éte effectuées en utilisant le logiciel Anova. Les différentes ont été considerées
d’étre significatives a o = 0,05. Les valeurs des 1C50 ont été calculées en utilisant

le logiciel Origine8.
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11.4.2 Réduction Cuprique (CUPRAC)

La réduction du cuivre a été mesurée par la méthode CUPRAC décrite par
(Apak et al., 2004)
Une solution de : 50 pl Cu (II) (10 mM), 50 ul neocuprine (7,5 mM) et 60 pl des
solutions tampon NH4Ac (1 M, pH =7,0) est preparée.
Différentes concentrations d’extrait ont été ajoutées au mélange initial jusqu'a un
volume final de 200ul, les microplaques de 96 puits ont été mises a 1’abri de la
lumicére, et aprés 1 h, I'absorbance est mesurée a 450 nm. L’a-tocophérol et le BHT
ont été utilisés comme standards. Les résultats ont été calculés a titre de A0.5

(ug / mL) correspondant a la concentration indiquant 0,50 d’absorbance.

> Instrument utilisés

- lecteur de microplaque

> Préparation des solutions
m=1,927g Acétate d'ammonium (ACNH4) +25 ml (H20) — S1 transparent
(PH=7, 0)
m= 0,042625 g (Cu CI2, 2H20) + 25 ml (H20) —»S2 bleu
m= 0, 0480 g (Neocupronin) + 25 ml (MeOH) —S3

» Procedure
40ul Extrait +60ul (S1) +50ul (S3) +50ul (S2) +attendre 1 heure + lecture a 450nm
M (Cu Cl2, 2H20) =170, 50 g/mol
M (ACNH4) = 77 g/mol
M (Neocupronin) = 208, 27 g/mol
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11.5 Evaluation de la toxicité in vivo

> Matériel vegétal :

Le matériel végétal est constitué de feuilles et de racines du Thapsia garganica L.
préalablement concentré a I’aide d’un rotavapor et mélangé a du méthanol pour en
obtenir I’extrait hydro méthanolique.

» Matériel animal

Pour cette étude, le rat est choisi comme modele pour induire la toxicité
Des rats adultes males de souches Wistar dont le poids est compris entre 260 et
200 g, Ces rats ont été ¢levés a l'animalerie de ’université des fréres Mentouri.
avec un libre acces a la nourriture et a l'eau, et vivait a une tempeérature ambiante

de 20 a 24°C, Les rats ont été répartis au hasard en 4 lots homogénes de 4.

Pour étudier I'effet toxique de notre extrait méthanolique des racines et des feuilles
du plante Thapsia garganica L., la toxicité est induite par I'injection intra

péritonéale (IP), Ont formé 6 lots dont chaque lot contient 4 rats dont :

- Lot 1: traitement ou on va tester I'effet de notre extrait sur la toxicité 200 mg/kg
(infusion feuille)

- Lot 2: 200 mg/kg (infusion Racine)

- Lot 3:100 mg/kg (infusion Racine)

- Lot 5: 25 mg/kg (infusion Racine)

- Lot 6: 5 mg/kg (infusion Racine)

- Lot 7: 2.5 mg/kg (infusion Racine)

» Principe de la méthode

La méthode consiste en I'administration par l'injection intra péritonéale (IP)
de doses différentes des extraits méthanolique des feuilles et racines de Thapsia
garganica, a plusieurs lots d'animaux de laboratoire répartis de fagcon homogéne et

d'observer les effets toxiques.
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Aprés I'obtention de la plante, la partie choisie est séchée, broyée, puis I'extraction
est faite par macération en fonction du solvant et des molécules qu'on cherche dans
I'extrait final., La solution obtenue est concentrée et sechée par Rotavapor.
L’extrait obtenu est conserveé dans le réfrigerateur a 4C° jusqu'a utilisation.

Avant I'administration de I'extrait, il doit étre préparé en solution aqueuse selon la
concentration voulue. il faut confirmer que la totalité de I'extrait est dissoute dans
la solution si I'extrait n'est pas hydrosoluble, il faut dissoudre d'abord dans un
solvant organique puis le diluer dans I'eau en essayant d'utiliser la quantite la plus

faible du solvant organique (pour réduire ses effets nocifs I'animale).

» Mode opératoire

Sept doses de chaque partie de la plante 200 mg/kg, 200 mg/kg, 100 mg/kg, 50
mg/kg, 25 mg/kg, 5 mg/kg, 2,5 mg/kg des extraits méthanolique des feuille set des
racines de Thapsia garganica ont été administrées, par l'injection intra péritonéale
(IP) a des lots (chaque lot est composé de 4 individus de rats), Les effets toxiques

et la mortalité sont observés pendant 48 heures.

Figure 22: Photographie d’administration des solutions par 1'injection intra
péritonéale chez le rat.
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I11.1 Résultats et discussion de I’activité antioxydante

Il existe plusieurs méthodes pour évaluer le pouvoir antioxydant des extraits.
La complexité chimique des extraits, la polarité et le comportement chimique,
pourraient conduire a des résultats positifs, en fonction du test utilisé. Dans cette
¢tude, I’activité antioxydant de 1’extrait méthanolique a ét¢ déterminée par deux
méthodes il est bien claire qu’une seule méthode n’est pas suffisante pour
caractériser le potentiel antioxydant d’un échantillon. Une activité réductrice du
cuivre (CUPRAC) et Chélation du fer.

111.1.1 Résultats de I’activité CUPRAC
Les résultats de 1’activité Cuprac des extraits methanolique des feuilles et

des racines de Thapsia garganica sont représentés dans la Figure ci-dessous :

y =0,001x + 0,208
R?=0,941

0,9000
0,8000
0,7000 /
0,6000
0,5000 P
0,4000 =
0,3000 /
0,2000
0,1000
0,0000

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Figure 23: Pourcentages de I’activité CUPRAC des extraits des feuilles et des
racines de Thapsia garganica

Discussion

L’analyse des résultats montre une complication entre la néocuproine et les
ions cuivreux avec une conciliation et une absorbance de 0,50 a des coefficients
respectifs de 51,25 pug/ml-(SD = +- 0,61) (feuille 2)
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5> 800 pg/ml (Racine 2)
194, 49 pug/ml (SD= +- 1, 83) (Racine 1)
Ce qui explique une activité réductrice du cuivre positive (Cuprac >)

Résultats confirme avec I’étude de Riad, Samia, Université Bordj Bouareridj, 2010

111.1.2 L’activité chélatrice du fer

Les pourcentages de I’activité chélatrice du fer des extraits méthanolique de
Thapsia garganica sont représentés dans la Figure ci-dessous :
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Figure 24: Pourcentages de I’activité Chélatrice du fer des extraits des feuilles et
des racines de Thapsia garganica

Discussion

Une vue générale de la représentation graphique, nous permet de constater
que les extraits de Thapsia garganica n’ont montré aucune activité Chélatrice du
fer concordant avec les resultats de 1’é¢tude de (Idir Nawel et Ouadir Kahina, 2012,
Université de Bejaia).

111.2 Toxicité

La toxicité pour but la détermination de la dose létale qui correspond a la
dose capable de tuer des animaux mis en expérience dans une méme espece

animale. Les résultats obtenus sont regroupés dans le Tableau 02
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Tableau 02: résultats de I'étude de la toxicité

Solution préparé Pourcentage de la mortalité
Injection racine Injection feuilles
200 mg/kg 100 % 100 %
100 mg/kg 100 % /
50 mg/kg 100 % /
25 mg/kg 100 % /
5 mg/kg 25 % /
2,5 mg/kg 0% /

Apres I’injection des extraits, les animaux ont été d’abord mis sous observation

pendant 1 heure afin de noter les cas de mort immédiate

> apres 15 minutes de I'injection de 1’extrait des racines, les rats sont morts
> et apres et 37 min de l'injection de I'extraits des feuilles, les rats sont morts.
» Aucune mortalité, ni signe clinique n’ont été observés suite a

I’administration de la dose de 2,5 mg/kg de nos préparation racine.

Discussion

Des résultats d’une analyse de toxicologique de nos extraits administrés aux
rats ont montré une mortalité aux dose de 200 mg/kg a 5 mg /Kg, mais arrivé a la
dose de 2,5 mg/kg les rats ne meurent plus.
Donc le pouvoir toxique est proportionnel a la teneur des extraits administres qui
sont tres réactifs compétitivement a des substances authentiques connues comme
toxiques (Fatiha. BEDJOU.Yasmine BERRY.Khalida BOUGOFFA. Labo de

biologie. Université de Bejaia)
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Conclusion et perspectives

Notre étude réalisée sur les feuilles et les racines de Thapsia garganica est
portée sur I'évaluation de I'activité antioxydant par le biais de deux méthodes
Cuprac et Chélatrice du fer et I'effet toxique de la plante par la méthode in vivo les
résultats nous montre que:

> les extraits de Thapsia garganica ont exhibé une activité réductrice du
cuivre (CUPRAC).

» L’activité Chélatrice du fer c’est avérée négative.

> Une toxicité proportionnelle aux doses administrées avec une dose létale de

200 mg/kg a 5 mg/kg et non létale a partir de la dose de 2,5 mg/kg.
> Les racines de Thapsia garganica est plus toxique que les feuilles.

Nos résultats concordent avec quelques résultats des chercheurs scientifiques déja
citées.

Enfin ce travail nous a permis d’avoir un apercu général sur I’activité antioxydante
de I’extrait méthanolique des feuilles et des racines de Thapsia garganica.

Ainsi, I’effet direct de la toxicité de la plante par la méthode in vivo.

Nous souhaitons aller au-dela des tests des extraits bruts, et de tenter d’isoler, de
purifier et d’identifier les constituants biochimiques responsables de ces différentes
activités. En outre, les tests antioxydants réalisés : I’activité réductrice du cuivre
(CUPRAC) le pouvoir réducteur et la chélation du fer sont trés importants pour la
santé humaine, il serait trés intéressant d’aller plus loin en essayant de réaliser ces
tests in vitro afin de s’assurer de 1’efficacité et de la non toxicité des extraits ou des

constituants biochimiques isolés.
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Annexe 01 : matériels et produits chimiques

- La verrerie :
Tubes a essai, béchers, pipette, Burette graduée de 50ml, Verrerie courante de

laboratoire.

- L’appareillage

Balance de preécision
Broyeur

Evaporateur rotatif
Etuve

Microscope optique
Lecteur de microplaque

- Autres : spatule, micropipettes (du 100ul et 1000ul), papier aluminium, papier

absorbant, papier filtre, parafilm, boites de Petri.

- Les produits chimiques et solvants

Eau distillée
Methanol: CH30H,79%, MM=32,04 g/mo
FeCI2

Ferrozine

EDTA
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Résumé

Abstract
Thapsia garganica plant of the family Apiaceae. This species is widely used
by the Algerian population because of their many therapeutic characteristics.
Our work focuses on the evaluation of the antioxidant activity of the methanolic
extract of the roots and leaves of Thapsia garganica and the toxic effect by the in
vivo method.

Two methods were used for the evaluation of the antioxidant activity: a
copper reducing activity (CUPRAC) and the method of chelation by ferrous ions,
the latter gave us negative results for the chelating activity of iron, and exhibited
copper reducing activity (CUPRAC).

As for the test of the toxicity of the plant shows that mortality at the dose of 200
mg / kg has 5 mg / kg, but at the dose of 2.5 mg / kg the rats no longer die.

The toxic power is proportional to the content of the extracts administered.
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Résumé

Résume

Thapsia garganica plante de la famille des Apiaceae. Cette espece est tres
utilisée par la population Algérienne en raison de leurs nombreuses caracteéristiques
thérapeutiques.

Notre travail porte sur 1I’évaluation de I’activité antioxydant de I’extrait
méthanolique des racines et des feuilles de Thapsia garganica et I’effet toxique

par la méthode in vivo.

Deux methodes ont été utilisées pour 1’¢valuation de 1’activité antioxydante:
une activité réductrice du cuivre (CUPRAC) et la méthode de cheélation par des
ions ferreux, cette derniére nous a donné des résultats négatifs pour 1’activité
chélatrice du fer, et ont exhibé une activité reductrice du cuivre (CUPRAC).

Quant au test de la toxicité de la plante montre que une mortalité aux dose de 200
mg/kg a 5 mg /Kg, mais arrivé a la dose de 2,5 mg/kg les rats ne meurent plus.

Le pouvoir toxique est proportionnel a la teneur des extraits administre.

Mots clés : Thapsia garganica L., ’activité antioxydante, CUPRAC, chélatrice du
fer,



