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Résume

Résumé

Dans le but de valoriser les plantes médicinales Algérienne, nous sommes
intéressés dans cette étude d’une part, a la caractérisation qualitative et quantitative des
extraits aqueux et méthanolique brut d’une plante médicinale de la pharmacopée
traditionnelle récoltée de la région de Khenchela (Thapsia garganica L), et d’autre part, a
la détermination des activités biologiques.

Le screening phytochimique réalisé a permis de mettre en évidence la présence des
saponines, des tanins, des alcaloides des composes réducteurs et les flavonoides surtout de
type flavones et flavonones. Ainsi, 1’étude qualitative par CCM des extraitsa révéléune
diversit¢ remarquable des composés flavonoiques susceptibles d’exprimer 1’activité
recherchée.

L’analyse quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides par le réactif du
Folin-Ciocaleu et par la méthode du trichlorure d’aluminium respectivement, a dévoilé la
richesse de 1’extrait méthanolique par rapport a 1’aqueux en polyphénols et flavonoides
avec des teneurs égaux a 57,72+6,69ug EAG/mg et 47,68 +4,11ug EQ/mg d’extrait.

L’activité antioxydante obtenue a été évaluée in vitrovia deux méthodes: le test de
piégeage de radical libre DPPH et la méthode de réduction du fer (FRAP): cependant,
I’oxydation du DPPH est efficacement inhibée par ’EMBavec une IC50 égale a
1,68mg/mlsuivi par I’EAq avec IC50 égale a 2,1mg/ml. Méme ces résultats sont remarqués
avec ’activité chélatrice du fer et le pouvoir réducteur qui ont été forts.

. L’activité¢ antihémolytique et anticoagulante ont été¢ avéré intéressantes pour les
deux extraits notamment I’EMB.

Les activités biologiques obtenues ont ¢té dépendantes et en bonne corrélation avec
la teneur en polyphénols totaux et celle en flavonoides qui constituent des puissants agents
antioxydants.

En conclusion; Thapsia garganica L est doué d’une activité antioxydante,
antihémolytique et anticoagulante remarquables. De ce fait, il peut constituer une ressource
naturelle afind’atténuer les complications du stress oxydant associ¢ ou déclenchant des
maladies cardiovasculaires.

Mots cles : Activitée anticoagulante, Activité antihémolytique, Activité antioxydante,
Flavonoides, Thapsia garganical.




Abstract

Abstract

In order to promote the Algerian medicinal plants, we are interested in thisstudy on the
one hand, the qualitative and quantitative characterization of the aqueousextracts and
crudemethanol of a medicinal plant of the traditionalpharmacopoeiaharvestedfrom the
Khenchelaregion (Thapsia garganical)), and secondly, to the determination of
biologicalactivities.

The phytochemical screening carried out made it possible to highlight the presence
ofsaponins, tannins, alkaloids,reducing compounds and flavonoidsmainlyflavones and
flavonones. Thus, the qualitative study by TLC extractsrevealed a remarkablediversity of
flavonoic compounds likely to express the desiredactivity.

Quantitative analysis of total polyphenols and flavonoids by the Folin-Ciocaleureagent
and by the aluminumtrichloridemethod, respectively, revealed the richness of the
methanolicextractcompared to aqueouspolyphenols and flavonoidswithlevelsequal to 57.72 +
6.69 ng EAG / mg and 47.68 + 4.11 pg EQ / mg of extract.

The antioxidantactivityobtained was evaluated in vitro by twomethods: the DPPH free
radical scavenging test and the ironreductionmethod (FRAP): however, the oxidation of the
DPPH iseffectivelyinhibited by the EMB with an IC50equal to 1.68 mg / ml followed by
EAqwith IC50 equal to 2.1 mg / ml. Eventheseresults are noticedwith the chelatingactivity of
iron and the reducing power which have been strong.

The antihemolytic and anticoagulant activitywerefound to beinteresting for the
twoextracts, in particular the EMB.

The biologicalactivitiesobtainedweredependent and in good correlationwith the
content of total polyphenols and thatwithflavonoidswhichconstitutepowerfulantioxidant
agents.

In conclusion; Thapsia garganical isendowedwithremarkableantioxidant, anti-
hemolytic and anticoagulant activity. As a result, itcanbe a naturalresource to mitigate the
complications of oxidative stress associatedwith or triggeringcardiovasculardisease.

Key words: Anticoagulant activity, Antihemolyticactivity, Antioxidantactivity, Flavonoids,
Thapsia garganica L.
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Introduction

Introduction

Depuis la nuit des temps, de nombreuses plantes sont utilisées dans les traitements
traditionnels. Dans le monde entier et depuis longtemps les plantes sont utilisées en médecine
naturelle, elles possedent de réels effets thérapeutiques. Selon 1'Organisation Mondiale de la
Santé (OMS), 80% de la population mondiale dépendrait de la médecine traditionnelle pour
leurs premiers soins. Toujours selon 'OMS, le nombre de personnes utilisant la médecine
traditionnelles et donc les plantes médicinales est, non seulement trés important mais est en
hausse considérable. De nos jours, c'est "une mode", méme les plus jeune sont sensible a cette
médecine ancestrale. (Guo, Gao et Liu 2007; Shinde, Malpathak et Fulzele ;2010)

Les plantes médicinales sont généralement connues et appréciées pour de nombreux
avantages pour la santé, tels que la baisse de la pression artérielle, la prévention des maladies
cardiovasculaires ou la réduction du risque de cancer, du fait de leur activité antioxydante.
Nous pouvons donc dire que la majorité des effets de ces plantes est présente grace a une
activité antioxydante (traitement et prévention des cancers par exemple) (Ghasemzadeh et
Ghasemzadeh 2011 ; Mothana 2011 ; Prochazkova, Bousova et Wilhelmova 2011)

Les plantes médicinales, ou une partie de ces plantes tels que les feuilles, les rhizomes, les
racines, les fleurs, les fruits ou encore les graines, peuvent étre utilisées de différentes fagons.
Nous les utilisons crues, cuites, en décoctions, en poudre séchée ou encore de facon plus
¢laborée, par des extrait d'agent actif, (extrait par solvant, jus, huiles essentielles....). ( Khales
Athmouni, Taheni Beelghtth et al ;2015).

Thapsia garganica est une plante surtout connue pour ces effets diurétiques, émétiques et
purgatifs, elle est utilisée en médecine traditionnelle pour de nombreuses maladies, et aussi
en tant que "cure dépurative" au début du printemps. Elle est appliquée en cataplasme sur la
poitrine afin de traiter les bronchites et les pneumonies. Pour des maux moins graves. D'autres
utilisations traditionnelles sont sa préparation dans du lait afin d'étre ingérée oralement ou
encore l'utilisation de morceaux de racines pures pour calmer les douleurs dentaires. (adjel ;
Zellagui et Gherraf ;2011).

Thapsia garganica possede, selon les chercheurs, de piégeur de radicaux. Ceci lui
permettrait d'étre une source naturelle d'antioxydants treés intéressant. Le probléme réside,
comme nous l'avons stipulé, dans sa haute toxicité. Nous devons donc nous assurer que les
antioxydants soient siirs, que ce soit pour un usage médical ou commercial.

C’est pourquoi nous nous sommes intéressés a entreprendre ce travail, dont on a visé a

démontrer la richesse de notre plante Thapsia garganicaen flavonoides et en polyphénols, et

1



Introduction

déterminer in vitro ’activité antioxydante, anti coagulante et anti-hémolytique des extraits
aqueux et organique.

C’est dans ce contexte, que s’inscrit la présente étude dont ce manuscrit s’articule autour
de deux parties: Outre I’introduction et la conclusion générale, la premiére partie est une
synthése bibliographique dans la quelle, sont abordés trois chapitres: la phytothérapie et les
plantes médicinales, Thapsia garganicaet les activités biologiques étudiées.

La deuxiéme partie est expérimentale divisée en deux chapitres; le premier présente le
matériel et les méthodes analytiques utilisées pour I’extraction, identification des extrais par
CCM, ¢étude de leurs teneurs en flavonoids et polyphénols et 1’évaluation in vitro du pouvoir
anti-oxydant, anti-coagulant et anti-hémolytique des extraits aqueux et méthanolique brut, le

deuxieme chapitre expose les résultats obtenus suivis de la discussion.



Synthése
bibliographique
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Synthése bibliographique 1. La phytothérapie

I. La phytothérapie et les plantes médicinales

1. La phytothérapie

Le terme phytothérapie vient du grec : (phytos) : la plante et (therapiae) : la thérapie,
elle signifie le traitement ou la prévention des maladies par 1’'usage des plantes. La
Phytothérapie utilise des plantes médicinales dans leur totalité ou certaines parties de la plante
dans des buts thérapeutiques, elle compte parmi les premiéres et les plus anciennes méthodes
curatives depuis I’aube de I’humanité. (Frederich ; 2014).

Historiquement, la médecine classique n’existerait pas sans la phytothérapie. C’est
avec le développement ultra-rapide des sciences naturelles au XIXe siécle, et particuliérement
avec les avancées de la chimie, que 1’on a pu isoler des composants purifiés des plantes et
produire leurs dérivés partiellement synthétiques, puis fabriquer de nouvelles molécules
synthétisées chimiquement, pour finalement les introduire comme elles le sont actuellement
dans I’arsenal de la médecine classique. Un grand nombre provient de la nature du moins en

ce qui concerne leur structure de base. (Kasmi ;2014).

1.2. La phytothérapie en Algérie

En Algérie les plantes occupent une place importante dans la médecine traditionnelle,
qui, elle-méme est largement employée dans divers domaines de la santé.

Dans les derniéres années, la phytothérapie est trés répandue, des herboristes sont
partout et sans aucune formation spécialisée ou connaissance scientifique sur la phytothérapie,
ils prescrivent des plantes et des mélanges pour toutes les maladies : diabéte, rhumatisme,
minceur et méme les maladies incurables.

Des chiffres recueillis aupreés du Centre national du registre de commerce, montrent
qua la fin 2009, 1'Algérie comptait 1926 vendeurs spécialisés dans la vente d'herbes

médicinales, dont 1393 sédentaires et 533 ambulants. (Belguitar ; 2015).

2. Les plantes médicinales

Les plantes médicinales sont des plantes possédant des molécules a I’intérieur de leur
organe (feuilles, fleures....etc.) et pouvant selon des techniques chimiques (extraction,
distillation...) permettent a I’isolation des principes éléments actifs (huiles, alcool...) pour des
buts thérapeutiques. (Benkiki ;2006 )

Les plantes médicinales sont essentiellement utilisées sous deux formes :



Synthése bibliographique 1. La phytothérapie

>Comme un mélange complexe contenant un large spectre de constituants (infusion, des
huiles essentielles et des extraits des teintures)
>Pure, chimiquement définie comme des principes actifs

Les composés purs sont généralement utilisés quand les principes actifs des plantes produisent

une forte et spécifique activité ou bien avaient un faible indice thérapeutique. (Nadia ;2009)

2.1. Généralités

On qualifie de plante médicinale toute plante possédant des propriétés agissant sur
l'organisme humain ou animal de facon bénéfique. Les plantes médicinales sont utilisées en
médecine naturelle. Généralement, seule une partie de la plante est utilisée, que ce soit le
bulbe, les racines, les feuilles, les graines, les fruits ou les fleurs. La branche de la médecine
qui utilise des plantes médicinales est appelée phytothérapie. Parmi les principes actifs les
plus courants des plantes médicinales, on peut nommer les polyphénols, les terpénes, les

stéroides et les alcaloides. (citel)

2.2. Définition médicales
Ce sont des plantes inscrit a la pharmacopée, et qui sont considéré comme des
médicaments, leur vente est exclusivement réservée aux pharmaciens, et aux herboristes

(Chevaltier ; Crouzet-Seganac ;2004)

2.3. Définition chimique

Les plantes médicinales sont des plantes possédant des molécules a 1’intérieur de leur
organe(feuilles, fleures....etc.) et pouvant selon des technique chimique (extraction,
distillation ...)permettent a I’isolation des principes ¢léments actifs (huiles, alcool...) pour des

buts thérapeutiques(Benkiki ; 2006).

2.4. Définition biologique
Les plantes médicinales sont des végétaux connus pour leurs pouvoirs bienfaiteurs ;
dont I'un de ces organes comme I’écorce, fruits ... etc. possédants des vertus curatives .

(Triki ; 2002).



Synthése bibliographique 1. La phytothérapie

3. Les métabolites primaires et secondaires
Les produits naturels des plantes peuvent é&tre classés en deux catégories, les

métabolites primaires et les métabolites secondaires (Figure 1).

Figure 1 : Les principales familles de principes actifs utilisées en phytothérapie (Bruneton ;
2009).
3.1. Les métabolites primaires

Les plantes utilisent I'énergie du rayonnement solaire, le dioxyde de carbone présent
dans l'atmosphere, 1'eau et les ¢léments inorganiques du sol qu'elles absorbent par les racines
(eau, €léments inorganiques) et par les feuilles (dioxyde de carbone).

Le processus de base est la photosynthése qui fixe le carbone contenu dans le dioxyde
de carbone atmosphérique, en le combinant aux atomes d'hydrogéne contenus dans les
molécules d'eau. Les premiers produits formés par la photosynthése sont des hydrates de
carbones, de faible masse moléculaire (oses). C'est a partir de ces oses (ou sucres) que sont

ensuite formés tous les métabolites primaires nécessaires a la survie de la plante : glucides
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complexes (polymeéres comme la cellulose, I’amidon ou les pectines), acides aminés

(constitutifs des protéines), acides gras (constitutifs des lipides)...etc (Bruneton, J. (2009).

3. 2.Métabolites secondaires

Les plantes produisent un grand nombre des métabolites secondaires, d’une variété
structurale extraordinaire souvent complexe (Khiri et Lalaoui ; 2007).

La variation des conditions écologiques, édaphiques et climatiques, interactions entre
les végétaux, entre les végétaux et les animaux sont des facteurs qui peuvent stimuler la
production des métabolites secondaires. La concentration de ces derniers variée selon
I’espece, 1’age de la plante, la saison et la partie de la plante (Aneb ; 2017).

Les métabolites secondaires ne sont pas produits directement lors de la
photosynthese mais résultent de réactions chimiques ultérieures (Khiri et Lalaoui ;2007).

Ces composés sont localisés dans les vacuoles (flavonoides, alcaloides), dans des
organites spéciaux tels que chloroplastes (avec la chlorophylle), chromoplastes (caroténoides)
(Aneb ; 2017).

Les métabolites secondaires sont classés en plusieurs grands groupes : parmi ceux-ci,
les composés phénoliques, les terpénoides et les alcaloides. Chacune de ces classes renferme
une trés grande diversit¢ de composés qui possedent une trés large gamme d’activité

biologique (Bouzid ; 2009).

3.2.1. Activités biologiques des métabolites secondaires
Le spectre d’activité biologique des métabolites secondaires (Tableau 1) est tres large,
qui liée a sa composition chimique, aux groupes fonctionnels des composés majoritaires et a

leurs effets synergiques (Zhiri ;2006).
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Tableau 1 : Activités biologiques des métabolites secondaires.

Activités biologiques

Composants chimiques

Références

Activité Bactériostatique| Limonéne, alpha-humuléme, Moubarki, 2010
bactérienne beta-pinéne
Bactéricide carvacrol, thymol, eugénol, Merouane, 2013
néral, géranial, citronnellal
et cuminal
Activité Fongistatique | Limonéne, alpha-humuleme, Moubarki, 2010
beta-pinéne
antifongique
Fongicide eugénol, chavicol 4-allyl-2-6 Chemloul, 2014
diméthoxyphénol
Phénols, alcools,
cinnamaldehyde, cétone,
Labiod, 2016
ester, hydrocarbure

Activité antivirale

acétate d'anéthole, carvone,
béta-caryophylléne, citral,
eugénol, limonéne, linalol,

linalyle,

Merouane, 2013

Quercétine, apigénine,
catéchine,
hesperédin,

phénylpropanoides

Bouhaddouda, 2016

Activité anticancéreuse

l'alpha-terpinéne,
gammaterpinéne,
alpha-pinéne, pcymeéne,
terpinéol, thymol,

citral, le 1,8 —cineol

Aneb, 2017

Activité anticancéreuse

d-limonéne, géraniol,

ahumuléne

Piochon, 2008

lutéoline, quercétine,

Zeghad, 2009
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kaempférol, apigénine,
taxifoline,

épigallocatéchine-3-gallate

Activité insecticide

Phénothrine, pyrethrum

Jouault, 2012

safrole et I’eugenol

Achache, 2017

Activité antiparasitaire

aldéhydes aromatiques

Leroyer, 2015

Phénols, alcools

terpéniques, cétones

Héléne, 2015

Activité anticoagulant

Cétones, coumarines

Mohammed, 2010

Activité antioxydant

alcools, éthers, cétones,
tinalool, 1,8-cinéole,
géranial/néral, citronellal,
I'isomenthone, menthone,
aterpinene,

y-terpinene, i'a

terpinolén

Piochon, 2008

Phénols, polyphénols

Laib, 2011

Activité antiinflammatoire

monoterpenes
hydrocarbonés,
sesquiterpénes
hydrocarbonés, alcools

sesquiterpéniques

Rojer, 2010

Aldéhydes

Mayer, 2012

Cétones, acides

Leroyer, 2015

Saponosides

Touami, 2016

Activité antiseptique

Aldéhydes, terpénes

Benayad, 2013

Activité Immunostimulante

Cétones, monoterpenes

Mohammed, 2010

Activité antalgique

Activité antalgique

Aldéhydes terpéniques,
acides

Monoterpénes, éthers

Leroyer, 2015

Achache, 2017

Activité antioedémateuse

Coumarine

Hamidi, 2013

Sponosides

Touami, 2016
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3.2.1.1. Polyphénols
e Définition

Le terme « phénol » regroupe un ensemble de molécules hydroxylées substituées,
dérivées de benzéne (phénols simples) et de ses homologues supérieurs (crésols) et de
molécules a noyaux poly condensés (naphtols et naphtol sulfonés) (CEAEQ ; 2016).

Le terme « polyphénol » désigne des corps dont la molécule contient plusieurs

Fonctions Phénol. Ce sont des substances qui possédent un ou plusieurs cycles aromatiques
avec au moins un groupe hydroxyle (Urquiaga et Leighton ; 2000 ; Bennick ; 2002). D’une
autre maniere, les polyphénols sont des molécules composées d'au moins un groupe
benzénique (six atomes de carbone liés en un hexagone, et chaque atome de carbone li¢ en
outre a un atome d'hydrogene), dont certains hydrogénes peuvent étre remplacés par des
groupes hydroxyles OH (Cheynier et Sarni-Manchado ; 2006).

Les polyphénols constituent un des plus répandu groupes de substances dans les
plantes .C’est une classe constituée d’environ 8 000 composés (Middleton et al ; 2000). 11
devient, de plus en plus clair, que ces composés phénoliques sont essentiels a la survie de la
plante, en assurant sa défense contre des attaques microbiennes et en rendant la nourriture

désagréable aux prédateurs (Bennick ; 2002).

e C(lassification et structures
Plusieurs classifications des composés phénoliques basées sur des criteres différents
ont €té proposées :

% Selon le nombre de noyaux aromatiques qu’ils contiennent, et la nature de leur squelette
carboné, les classes majeures des polyphénols sont : acides phénoliques (C6-C3),
flavonoides (C6-C3-C6), stilbeénes (C6-C2-C6) et lignanes (C6-C3-C3-C6) ( Garry et al.,
2003)

% Selon le nombre d'atomes du carbone dans le squelette de base, la classification des

polyphénols est la suivante (Tableau 2) :

Tableau 2 :Principales classes des polyphénols ( Urquiaga et Leighton ;2000).
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Mombis d°atoimes L& squeletie de base Classe
de C
51 Co Phenols Sunple
Benzoquinones
7 L | Acides phénoliques
&8 Co-C2 Acetophenones
Tyrosine denvatives
Acide Phenvlacetigque
o C6B-3 Acide Hyvdroxycinnamuigue
Phenvipropenes
COUINATIIe S
[soCOMMArine s
Chromones
10 ' C6-C4. ﬁaﬁﬁtﬁﬂqufnmnes
13 CHa-C1-06 Hanthonss
14 CG-C2.06 Stilbenes
Anthragquinoiies
15 Co-C3-C6 Flavonoids
Isoflavonouds
18 (C6-C3)2 Lignans
Neolignans
30 (C6-C3-C6)2 Biflavonoids
™ {(CH-C3)1n Lignins
{6 n Catéechol melanines
(Ce-C3-Ca)n Flavolans {Tanmnins
condenses)

% Selon leur structure chimique, les polyphénols sont divisés en 4 classes majeures
(Bennick ; 2002): phénols, acides phénoliques, flavonoides et tannins (tannins

hydrolysables et Tannins condensés).

3.2.1.2. Phénols et acides phénoliques

Les phénols simples sont rares dans la nature (catéchol, phloroglucinol ...)
(Krief ;2003).

Les acides phénoliques sont tous les composés organiques possédant au moins une
fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique (Samadi ; 2000). Deux classes d'acides
phénoliques peuvent étre distinguées: les dérivés de l'acide benzoique (composés en C6-C1)
tels que l'acide gallique élément constitutif des tanins hydrolysables ou les dérivés de l'acide
cinnamique (composés en C6-C3) comme l'acide caféique qui sont souvent estérifiés .
(Figure 4) (Samadi ;2000, Scalbert et Williamson ; 2000, Garry et al ; 2003, Krief ;2003,
Cheynier ;2005).
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3.2.1.3. Flavonoides

Le terme flavonoides (du latin flavus, jaune) désigne une trés large gamme de
composés naturels appartenant a la famille des polyphénols (Marfak ;2003). Ils peuvent étre
considérés parmi les agents responsables des couleurs de plante a co6té des chlorophylles,
caroténoides et bétalaines (Ladhem ;2016 ; Zarrouki ;2009). On trouve les flavonoides,
d’une maniere générale, dans toutes les plantes vasculaires, ou ils peuvent étre localisés dans
divers organes : racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et fruits. Ils sont considérés comme des
pigments quasi universels des végétaux (Zerargui ;2015).

Les flavonoides ont une structure de C6-C3-C6 a poids moléculaire faible. D’une autre
manicre, ce sont des polyphénols complexes dont la structure est constituée de deux noyaux
aromatiques (noyaux A et B) et d’un hétérocycle oxygéné (cycle C). Ce sont des dérivés du
noyau flavane (noyau de base) portant des fonctions phénols libres, éthers ou glycosides

(Figure 2)(Hadi ;2004 , Ladhem ;2016).

Figure 2 :Structure de base des flavonoides (Marfak ; 2003 , Hadi ; 2004).

3.2.1.4. Tannins

Le terme « tanin » vient du mot Celtique ancien pour le chéne, une source typique
pour les tannins (Hagerman ; 2002) utilisés dans la fabrication du cuir ( Peronny ; 2005).

Les tannins sont des composés polyphénoliques, solubles dans 1’eau mais leur
solubilité varie selon le degré de polymérisation. Ils sont solubles aussi dans les alcools et
I’acétone. Leurs poids moléculaires sont trés ¢élevés (500-3000 Daltons) (Peronny ;2005 )

La caractéristique la plus déterminante des tannins est leur capacité de former des
complexes (par précipitation) avec les polymeéres naturels comme les protéines nutritives, les
enzymes digestives, les polysaccharides (I’amidon, la cellulose, 1’hémicellulose...etc.), les
lipides, les acides nucléiques et les acides aminés. De plus, ils sont capables de capter les ions
métalliques et particulierement le fer, les alcaloides (Kumbasli ; 2005)et les métaux lourds

(Bruneton ;1993).
11
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Les deux principaux groupes basés sur des différences structurales sont :

e Tannins hydrolysables

Les Tannins hydrolysables donnent par hydrolyse un ose et un nombre variable des
molécules d’acides phénolique, acide gallique ou acide ellagique (Zarrouki ;2009).
Sont des esters de glucose, c'est-a-dire un noyau central de glucose (dans certain
cas des polysaccharides ont été identifiés) sur lequel se fixent au moyen d’une liaison ester,
des acides : acide gallique pour le groupe des gallotannins, 1’acide hexahydroxydiphénique
(ou ellagique) pour le groupe des ellagitannins . Leurs hydrolyses par des acides, des bases ou
certains enzymes libére le glucose ainsi que les acides galliques ou phénoliques lies. Ils

n’existent que chez les dicotylédones (Bouzid ; 2009 et Zarrouki ;2009).

e Tannins condensés
On les appels également les proanthocyanidines car les tannins condensés
produisent les anthocyanidines quand on les chauffe dans des conditions acides. Ce sont des
polyméres de flavan-3-ols (appelés aussi catéchines) et de flavan-3,4-diols (appelés
leucoanthoyanidines), ou un mélange des deux liées entre elles par des liaisons type carbone-
carbone le plus souvent 4—8 ou 4—6 (Zarrouki ;2009). Les tannins condensés sont des
polymeres de trés fort poids moléculaires, les plus couramment décrits faisant 5000 Da, mais
on en a découvert de plus de 30 000 Da (Peronny ;2005). Plus le poids moléculaire des
tannins condensés augmente (>5000 Da) plus ces derniers deviennent insolubles dans les

solutions physiologiques et perdent leur capacité a précipiter les protéines (Kumbasli ; 2005).

3.2.1.5. Coumarines

Les coumarines tirent leur nom de « coumarou », nom vernaculaire de féve tonka
(Dipterixordorota Wild., Fabaceae) d’ou fut isolée en 1982 (Bruneton ;1993). Ils sont des
composés aromatiques dérivant de I’acide O- hydroxy-Z- cinnamique connue dans la
nomenclature interactionnelle comme 1-benzopyrane-2-one ou 1,2-benzopyrone (Zarrouki ;
2009).

Les coumarines sont classées principalement en coumarines simples, prenylées,
furanocoumarines, pyranocoumarines . C’est une classe importante de produits naturels, elles
donnent une odeur caractéristique semblable a celle du foin fraichement fauché. A I’exception

des algues, ces composés sont les constituants caractéristiques du régne végétal

12
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chlorophyllien. Elles se trouvent dans toutes les parties de la plante et notamment dans les
fruits et les huiles essentielles des graines (Deina et al ; 2003 , Booth et al ; 2004).
Les coumarines ont des effets différents sur le développement des plantes suivant leur
concentration et aussi selon 1’espece. Dans la cellule végétale elles sont principalement
présentes sous forme glycosylée , Cette glycosylation est une forme de stockage permettant
d’éviter les effets toxiques de ces molécules. Elles sont considérées comme des phytoalexines,
c'est-a-dire de métabolites que la plante synthétise en grande quantité pour lutter contre une
infection causée par des champignons ou par des bactéries. Les coumarines peuvent
¢galement se trouver dans le régne animal (les glandes a sécrétion odoriférante du castor) et
chez certains microorganismes (Hofmann ; 2003).

Les coumarines sont solubles dans les solvants organiques tels que 1’éther, les solvants
chlorés et les alcooles. Leurs formes hétérocycliques sont plus ou moins solubles dans 1’eau.
Elles ont une absorption caractéristique en UV vue leurs structures aromatique (Zarrouki ;

2009).
4. Activités biologiques des polyphénols
Les activités biologiques de principales classes des polyphénols sont représentées dans le

(tableau 3).

Tableau 3 :Activités biologiques des polyphénols

Compasani phenolicgue Activile Biologicgue Reélérence

Anhbacteriennes
Aditifongigues Badereddine &f al., 2014
Antioxydants

Acide phénohque antmlcéreuses

anfiparastaires Maemn Mwada, 2000

Amtr timenrales
antiparasitaires
antibactenennes
anti- inflanunatoires
analgésiques
hypotenscurs Mzemu Muanda, 2010
antivirales
dirétigues
antroxydants
antithrombotigue
ant1-allergugue
anficarcimegene

antulocre Yezza et qf., 2014

antispasmiodigques Hameza ef al., 2015
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ani-hépatoloxigue
activits
hypochalestéroldmisnte Zoughlache, 200
Flavonoides activitd antidiabstique

actrvate antamitotigque
activite aneolyiuqe

Achiviles estrogemngques
anti-estrogénigques
Activité sur les maladies Morel 2011
nrlm—cﬁﬂélm{lvrﬁ
Actrente msechicide
anti-influenza Ehaldi, 2015

Wasodilntatenr Trprame, 2014
Protectrices vasculares,
anti- mflammatoires,
Comruir e anfi parasitamres Moo Muanda, 2010
analpdsagues
anly edemaieuses

Amircoa bl
Alllmx}-ﬂﬂﬂl
Induectrice de 'apoptose
Anti diarrheique
Ant tumorales
Immunost o lant

Amntuntagdae Baaye, 2002
Al ||1.,-'|'_'l|.-|:l-|:u.\.'t'|.r-|=
T amiam Antunflanmeatore
Anti virale
Antibactérienne
Antifongique

antmleeres:e
stabalization du collaedne

Hamnza ef af., 2015

cicatrisant Adssous et al., 2016
Antiviral anticancérsuy,
Lagmine antimerahbicn Adszons ot af, 016G
anfioxyvdant
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Chapitre II : Thapsia garganica

1. Généralités sur les apiacées

Cette vaste famille a été créée par Antoine Laurent de Jussieu en 1789 sous le nom
d’Umbelliferae, en relation avec la structure en ombelles des inflorescences, puis nommée
Apiacées par John Lindley en 1836 (Boitineau ; 2010) .
La famille des Apiacées (Apiaceae), appelées aussi Ombelliféres (Umbelliferae), est une
famille de plantes dicotylédones, qui comptent prés de 3 000 espéces qui se répartissent
essentiellement dans les régions tempérées du monde mais surtout dans I’hémisphere Nord.
C'est une famille relativement homogene, caractérisée notamment par son inflorescence
typique, 'ombelle.(Guignard ;1998 , Judd et al ; 2002).

Les apiacées sont des plantes herbacées annuelles, bisannuelles ou vivaces. Les
feuilles sont alternes, composées, pennées, palmées ou simples.
Les fleurs sont blanches, jaunatres, verdatres ou rosées, généralement hermaphrodites, mais
parfois uni sexuées .Les racines, tiges et feuilles sont parcourues par des canaux sécréteurs qui
contiennent un mélange d’essence et de résine.

Les tiges sont & entre -noeuds souvent creux, a canaux sécréteurs contenant des huiles
essentielles et des résines, des saponines triterpéniques, des coumarines, des polyacétylénes
falcarinone, des monoterpenes et des ses quiterpenes ; a umbelliférose (trisaccharide) comme

¢lément de réserve (Gaussen et al 5 1982 , Guignard ; 1998 , Judd et al ; 2002).

1.1. Le genre Thapsia

Thapsia est un genre de plantes a fleurs avec 41 especes, appartenant a la famille des
apiacées. Ils sont originaires d'Afrique, d'Asie et d'Europe. Thapsia garganica L. est une
espece répandue dans le bassin méditerranéen, qui a pour habitat le bord des routes et les
champs (Gémez ; 2007).

Thapsia est une herbe robuste de 1 a 2 meétres, vivace ; les parties aériennes sont
glabres, les feuilles lisses, finement découpées en étroites lanieres. Les ombelles jaunes
atteignent 25 cm de diameétre elles sont nues a la base.(Quezel , Santa ; 1962-1963) .

Thapsia garganica L. est présente au Maroc, en Algérie, en Tunisie et en Lybie
(Dobignard et Chatelain ; 2011).), mais aussi en Turquie, en Espagne, au Portugal, en Italie

eten Grece (Hand ;2011).
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Trés commun dans tout le pourtour méditerranéen, surtout abondant dans Ie Maghreb et, plus
particulierement, en Algérie ou il est adapté a la sécheresse méditerranéenne et a 1' aridité des
steppes et des montagnes sahariennes; tous les sols lui conviennent, depuis les sables
maritimes jusqu'aux sables sahariens du nord en passant par toutes les formes d' argiles seéches
ou gorgeées d' eau (Merad , Hammiche ; 1992),le plus recherche etait celui des montagnes de

Kabylie et des Aures.

1.2. L’espece Thapsia garganica L.
D’apres (Lauzer ;1868),le nom Thapsia garganica L. est composé de deux mots :
e Thapsia : tiré de I’ile de Thapsos ou elle fut découverte pour la premiére fois.
e (arganica : ¢épithéte donné par rapport au nom d’une montagne en Italie « Gargano »
ou elle se trouve en abondance. (Soubeiran et Regwuld ; 1988).

Tableau 4 : Principaux noms vernaculaires de Thapsia garganica L.

Langue Nom Référence
Arabe Bou nafa ou Derias
ol slad Ui (Wassel et Ahmed ;
Anglais False fennel 1974,Rohlfs ;2002) .
Berbére Aderyes
Francais Thapsie ou Faux fenouil (Hseini,Kahouadji,
Lahssissene et Tijane;
2007).

1.3. Classification botanique

La systématique botanique permet de classer Thapsia garganica parmi les systémes du régne
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
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1.4. Description

C’est une Plante vivace, a tige florifére dressée, peu ramifiée, atteignant environ 1,50 m de
haut. Elle posseéde de grandes feuilles en touffes, trés découpées, a division linéaires pourvues
d’un pétiole en gaine a la base, les supérieurs sont réduits a la gaine épaisse, d’un vert grisatre
comme la tige. Les fleurs sont petites, jaunes disposées en grandes ombelles presque
sphériques. Les fruits sont ovales, atteignent plus de 2 cm de long, largement ailés. Les
racines sont en forme de rhizomes (figure 3).La floraison a lieu entre avril et juillet (Meftah

etal ; 2001).

Figure 3: Photographies des différentes parties aériennes de Thapsia garganica.L
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1.5. Métabolites secondaires

1.5.1. Composés phénoliques

(Djeridane et al ;2007) ont révélé que la composition phénolique des extraits
éthanoliques de Thapsia garganica était relativement faible, soit de 2,5 mg équivalent d’acide
gallique par 1g de matiere séche. Lors de cette méme étude, ils se sont intéressés a la nature
des composés phénoliques. L’analyse HPLC de ces extraits a révélé que les flavonoides
représentent 98% (m/m) des composés phénoliques totaux avec détection de la quercétine,
que les dérivés de 1’acide hydroxycinnamique représentent 2%(m/m) des composés
phénoliques totaux et que les dérivés de 1’acide hydroxybenzoique sont inexistants.

Liu et al ;2006) ont quant a eux montré 1’existence d’esters de phénylpropanoides dans les
extraits de Thapsia garganica L.
e Acides phénoliques

Les études phytochimiques effectuées sur Thapsia garganica L. ont révélé que les
extraits de cette derniéres contiennent des dérivés de 1’acide hydroxycinnamique qui
représentent 2% des composés phénoliques totaux tandis que les dérivés de 1’acide
hydroxybenzoique sont inexistants (Stocker et al ; 2004).

Différents phénylpropanoides ont été isolé a partir des plantes appartenant aux
Apiacées y compris Thapsia garganica L. 1l s’agit d’une classe de composés phénoliques,
synthétisée a partir de la phénylalanine (Liu ef al; 2006). Ce sont des composantes
structurales des parois cellulaires (Hahlbrock et Scheel ;1989). L’étude cytotoxique des
substances bioactives de Thapsia garganica L. a révélé que les phénylpropanoides isolés a
partir de leurs fruits sont cytotoxiques (Liu et al ; 2006).

e Flavonoides

Les parties aériennes de Thapsia garganica L. sont riches en flavonoides tels que les
flavones et les flavonoles (Harrorne et Williams ; 1972 , Stocker ez al ; 2004 , Djeridane et
al 5 2006). Les flavonoides sont un groupe de composés naturels, plus de 6 000, qui sont
quasiment universels chez les plantes (Erlund ; 2004). Ils comportent un squelette de carbone
C6-C3-C6, ou plus précisément une fonction phénylbenzopyrane (Marais et al ;2006). Les
flavonoides constituent des pigments responsables de la coloration jaune, orange et rouge des
différents organes végétaux (Ghedira ;2005).

e Coumarines

Les racines de Thapsia garganica L. contient des composés appelés les coumarines

18



Synthése bibliographique 11. Thapsia garganica

(Larsen et Sandberg ; 1970). IIs se trouvent libres ou sous forme hétérosides dans beaucoup
de famille dicotylédones, surtout chez les Apiacées. Ces molécules sont trés complexes

(Bruneton ; 1999 , Ojala ef al ; 2000). Ils tirent leur nom de «coumarou», nom vernaculaire
de la féve tonka d’ou fut isolée en 1820. Les coumarines sont issues du métabolisme de la

phénylalanine via un acide cinnamique qui est 1’acide 4-coumarique (Bruneton ; 1999).

1.5.2. Composés terpéniques

Les composés terpéniques que 1’on retrouve essentiellement chez le genre Thapsia
sont des lactones ses quiterpéniques (ladjel et al ;2011). Ces composés constituent un groupe
numériquement important de substances a environ 3000 structures connues qui furent décrites
dans les anciens traités de matieres Médicinales, sous le nom évocateur de « principes
amersy. Leurs structures sont trés variées, mais se rattachent toutes au produit de cyclisation,
cyclodécadiénylique du pyrophosphate farnésyle (FPP) (Bruneton ; 1993).

Les composants dominants de cette plante sont des thapsigargines qui appartiennent au
groupe des guaianolides, et des thapsigargicines (Rubal et al; 2007),ainsi que les
constituants volatiles suivants : les lactones sesquiterpénes d-cadinene, a- et 3-guaiene, elemol
et guaiols (Drew et al ; 2009)

La thapsigargine (Tg) est une molécule naturelle trés importante. Cette molécule est un
inhibiteur  puissant et spécifique de I’enzyme calcium ATPase endo/sarcoplasmique
(SERCA) qui entraine la mort cellulaire, elle est utilisée comme un nouveau moyen
chimiothérapeutique de cancer et en particulier celui de la prostate ( Anthony ez al ; 2013).

La thapsigargicines (Tc) est un autre sesquiterpéne lactone qui présente une similitude
structurale et fonctionnelle avec la Tg, la comparaison entre la structure de ces deux
composés a révélé que la seule différence entre eux est la présence de quatre groupements

méthylénes dans ’acyl (R) de Tc et six dans le Tg (Ali et al ; 1985).

1.5.3. Huiles essentielles

Thapsia garganica L. renferme des huiles essentielles (HE) qui sont principalement
des monoterpenes. Les HE connues aussi sous le nom d’huiles volatiles, sont des mélanges
complexes oxygénés et hydrocarbures de formule générale (CSH8)n (Schulz et al ; 2004).
Les constituants dominant des différents parties aériennes de Thapsia garganica L sont
pvinylguaiacola 59-63%, Linalol a 6-8% et 1,4-diméthylazuléne a 6-7% (Ladjel et al;
2011).L’huile essentielle extraite des racines contient principalement de 1'élimicine (54 a 73

%) et de la latifolone (20-32%) (Avato et al ; 2001).
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2. Usages
2.1. Usages traditionnels

L’¢écorce de racine trouve encore quelques emplois en médecine traditionnelle
maghrébine, pour traiter la stérilité féminine, les douleurs rhumatismales, les entorses et
surtout, pour les maladies pulmonaires graves.

La racine fraiche est enfouie dans des cendres chaudes jusqu'a ramollissement et
exsudation de la résine ; elle est, alors, grossierement broyée et placée dans une gaze ; Ce
cataplasme, applique sur Ie thorax préalablement enduit d'huile d'olive, y est maintenu jusqu'a
sensation de brulure. On renouvelle chaque jour si nécessaire. Pour les enfants, on utilise la
racine privée de son écorce . (Hammiche ; 1991)

Thapsia garganica est une plante surtout connue pour ces effets diurétiques,
émétiques et purgatifs .(S. Ladjel, A. Zellagui and N. Gherraf, 2011)

En Algérie elle est utilisée en médecine traditionnelle pour de nombreuses maladies.
En Kabylie, par exemple nous l'utilisons en tant que "cure dépurative" au début du printemps

. Il est aussi appliqué en cataplasme sur la poitrine afin de traiter les bronchites et les
pneumonies. Pour des maux moins graves, elle est parfois macérée dans de 1'huile afin d'étre
utilisée en massage ou ingérée en trés petite quantité. D'autres utilisations traditionnelles sont
sa préparation dans du lait ou de la hume afin d'étre ingérée oralement ou encore 1'utilisation

de morceaux de racines pures pour calmer les douleurs dentaires.( Ladjel, Zellagui et
Gherraf ; 2011).

2.2. Utilisations thérapeutiques

La résine figurait, sous forme d'extrait mou, la pharmacopée frangaise 1937est servait
a préparer divers papiers révulsifs, sparadraps et topiques utilises en usage externe. Elle n'est
plus utilisée depuis longtemps .La plante fait I'objet d'investigations dans le traitement du
cancer de la prostate ; les données précliniques semblent prometteuses, une remission dans
I’évolution de la tumeur apparait avec une toxicit¢ minimale (Isaacs ;2005)]. Les chercheurs
ont connu, a partir de la thapsigargine, I'un des principes du thapsia, une pro-drogue appelée
(G202. La G202 est hydrolysée par une carboxypeptidase membranaire, spécifique des cellules
cancéreuses prostatiques ; cette hydrolyse active la G202 qui inhibe la pompe SERCA ce qui
induit la mort de ces cellules (Denmeade et al ;2012)

La plante est utilisée pour combattre les toux et bronchites rebelles ainsi que les

rhumatismes, la rage et la stérilité féminine. On ['utilise également, mélangée a de la farine et
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a du son, en cataplasmes, contre les morsures d'animaux venimeux ou enragés (Bammi et
Douira ;2002).

21



Chapitre 11T



Synthése bibliographique 1I1. Les Activités biologiques

III. Les Activités biologique
1. L’ Activité anti-oxydante
1.1. Les radicaux libres

Le radical libre est une espece caractérisée par une instabilité et/ou un pouvoir oxydant
fort, il se différencie par la présence d'un électron non apparié sur la couche ¢€lectronique la
plus externe. Les especes réactive oxygénées (ERO) proviennent de produits dérivés de
réactions enzymatiques essentielles, principalement de processus métaboliques endogénes.
Leur formation initiale se base sur la réduction d'oxygene moléculaire. Parmi toutes les ERO,
on distingue un ensemble restreint de ces composés que nous appelons radicaux primaires a
savoir : I'anion superoxyde (O2¢-), le radical hydroxyle (OHe), le monoxyde d'azote (NOv), le
radical peroxyle (ROO¢) et le radical alkoxyle (ROv).

Les autres radicaux libres, dits radicaux secondaires tels que 'oxygeéne singulet1 02, le
peroxyde d'hydrogene (H202) et le nitroperoxyde (ONOOH), se forment par réaction de ces

radicaux primaires sur les composés biochimiques de la cellule (Favier ; 2003).

1.2. Stress oxydatif

Le stress oxydatif correspond a un déséquilibre entre la génération d’especes réactives
oxygénées (ERO) et les défenses antioxydantes de 1’organisme, en faveur des premiéres
(Haleng et al., 2007). Il déclenche des pathologies nombreuses comme l'athérosclérose, le
cancer, les maladies inflamatoires et l'infertilit¢ masculine (Kmonickova et al ; 2008).

Le stress oxydant est un déséquilibre de la balance entre le systéme de défense des
antioxydants et la production des espéces réactives de I’oxygene( ERO) (power et al ;2010) ,
cela entraine des lésion biochimiques au niveau des cellules de 1’organisme du fais de leur
conséquence sur le plan moléculaires , telle que les altérations au niveau des protéines
,I’apparition des cassures sur ’ADN , ou des atteintes de 1’intégrité de la membrane cellulaire
par I’induction de la peroxydation lipidique(Shilpa et al ;2017).

1.3. Les antioxydants

Les antioxydants sont des substances capables de retarder et d'empécher
I'oxydationdes macromolécules principalement les lipides, les protéines et I'ADN. Elles
protegent les tissus des dommages causés par 1'oxygene et/ou les radicaux libres (Adil et al ;

2007).
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1.4. Classification et mécanismes d'action
1.4.1.Systéeme antioxydant enzymatique

e Superoxyde dismutase SOD : C'est une métalloprotéine contenant du mangan¢se,
cuivre et de zinc. Elle élimine le radical superoxyde O2- en le transformant en
peroxyde d'hydrogéne (H202).

e Glutathion peroxydase: soit par la peroxydase GSH-Px: qui consiste a
I'élimination du peroxyde d'hydrogéne (H202) et le hydroperoxyde lipidique
(ROOH), en association avec le glutathion pour donner respectivement une molécule
d'eau et (ROH), soit par I'enzyme réductase, par la régénération du glutathion réduit
(GHS).

e (Catalase : Transformation du peroxyde d'hydrogéne (H202) en simple molécule

d'eau.

1.4.2.Systeme antioxydant non enzymatique
e Vitamine C
La vitamine C est un excellent pi¢geur des ERO (HO* ou O2¢-). Elle inhibe ¢galement
la peroxydation lipidique en régénérant la vitamine E a partir de la forme radicalaire issue de

sa réaction avec des radicaux lipidiques (Haleng et al ; 2007).

e Polyphénols
Les polyphénols sont des métabolites secondaires caractérisés par la présence d’un
cycle aromatique portant des groupements hydroxyles libres ou engagés avec un glucide. Ils
sont présents dans toutes les parties des végétaux supérieurs (racines, tiges, feuilles, fleurs,
pollen, graines et bois) et sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques comme
la croissance cellulaire, la germination des graines...etc (Boizot et Charpentier ;2000).
Lesactions protectrices des polyphénols peuvent comprendre :
e Inhibition des E.R.O (102) ;
e Piégeage des radicaux libres ;
e (Chélation des ions métalliques responsables de la production des ERO ;
¢ Inhibition des enzymes responsables de la production des ERO (Pokorny et al ; 2001,
Magalha et al ; 2008)

23



Synthése bibliographique 1I1. Les Activités biologiques

- Flavonoides
L’appellation « Flavonoide » qui en latin (= flavus) est dii a leur couleur jaune qu’ils
engendrent (Wilson ; 1987), formés par un squelette de base a 15 atomes de carbones. Ces
composés représentent le groupe de composés phénoliques le plus diversifi¢ : plus de 4000
flavonoides ont déja été identifiés (Harborne ;1989 , Sarni-Manchado et Cheynier ; 2006).
Les flavonoides stabilisent les RL grace a leur groupement hydroxyles fortement réactif. Ils
sont également capables de chélater les ions métalliques libres au niveau de l'organisme

(Derbel et Ghedira ;2005).

- Tanins

Les tanins sont des composés phénoliques. Le terme « tannin » ou « tanin » vient de la
source de tanins utilisés pour le tannage des peaux d’animaux en cuir. Dans ce processus, les
molécules de tanins se lient aux protéines par des liaisons résistantes aux attaques fongiques
et bactériennes (Dangles et al ;1992). Les tanins sont classés en deux groupes majeurs : les
tanins hydrolysables, font intervenir des liaisons de type ester entre un groupement
phénolique et un groupement hydroxyle des glucides (Min et Hart; 2003) ; les tanins
condensés sont des polymeéres d'unité flavaniques, le plus souvent liées entre elles par des

liaisons C4-C8 ; ils sont résistants a I'hydrolyse (Bruneton ; 1987).

e Les caroténoides
Plus de 600 caroténoides différents ont été isolés a partir de sources naturelles, les
caroténoides dérivent d'une structure linéaire (C40H56) avec de nombreuses doubles liaisons
(Haleng et al ; 2007). Ce sont des piégeurs de ' (102) et de (LOO¢), et peuvent ¢galement
neutraliser les radicaux libres. Le lycopéne piege les radicaux libres avec de (102) dans les
tissus rétiniens, prévenant la dégénérescence, qui est la premiere cause de cécité chez la

personne agée (Landrum et al ; 1997, Blumberg ; 2007).

1.5. Méthodes d'évaluation de l'activité antioxydante
Plusieurs méthodes ont été développées pour tester la capacité de piégeage d’un
radical libre et I’activité antioxydante totale d’un extrait de plante (Oszmianski et al ; 2007).

Parmi ces méthodes :

1.5.1. Méthode de réduction de radical DPPH
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Le composé chimique 2,2- diphényl -1-picrylhydrazyle (DPPH) posséde un ¢€lectron
non appari¢ sur un atome du pont d’azote. Cette délocalisation en solution provoque aussi la
couleur bleue violette bien caractéristique de la solution de DPPH. La mesure de I’efficacité
d’un antioxydant se fait en mesurant la diminution de la coloration violette due a une
recombinaison des radicaux DPPH, mesurable par spectrophotométric a 515-518 nm
(Popovici et al., 2009) En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH (2.2 diphényl-1-
picrylhydrazyle) de couleur violette se réduit en 2,2 diphényl -1- picryl hydrazine de couleur
jaune (Maataoui et al ; 2006 )

1.5.2. Méthode de réduction de I'ion ferrique FRAP

Cette méthode est fondée sur l'aptitude des extraits a réduire le fer ferrique dans le
complexe (Fe3+-TPTZ) en fer ferreux (Fe2+) par les antioxydants qui donne la couleur bleue
pour le complexe produit (Fe2+-TPTZ). Le mécanisme est connu comme étant un indicateur

de l'activité réductrice d'électron caractéristique de l'action antioxydante des polyphénols

(Yildirim et al ; 2001).

1.5.3. Autres méthodes d'évaluation de l'activité antioxyadante
e Test de blanchissement de 3 carotene.

e ORAC : Oxygen Radical Absorbance Capacit

2. Activité anti Hémolytique
2.1. Généralités

Le sang est un liquide vital visqueux et fluide de pH compris entre 7.35 et 7.45, qui coule
dans les arteres et les veines, pése 8% du poids corporel humain et son volume varie de 5 a 6L
chez I’homme et de 4 a 5L chez la femme. Il est composé de cellules représentants les
¢léments figurés du sang en suspension dans une matrice extracellulaire liquide, le plasma. Ce
dernier représente 55% du volume sanguin. Les cellules sanguines occupent 45% du volume
sanguin total chez I’adulte. On peut distinguer 3 catégories de cellules variant par leur
morphologie et leur fonction ; les thrombocytes (plaquettes), les leucocytes (globules blancs)

et les érythrocytes (les globules rouges) (Béraud ; 2014).

2.2 .Structure et fonction des globules rouges
Les globules rouges ¢galement appelés hématies ou érythrocytes sont de petites cellules

anucléées, de forme biconcave contenant essentiellement 1’hémoglobine, un pigment
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respiratoire qui assure le transport d’un ¢lément indispensable a la vie, 1’oxygéne, des
poumons aux tissus, et aussi le transport du dioxyde de carbone (CO2) des tissus aux
poumons. Ces cellules mesurant 7um du diamétre et 2pum d’épaisseur, baignent dans le sang a
une concentration d’environ 5 millions de cellules par mm?3. Le nombre constant de ces
cellules dans la circulation sanguine est le résultat d’un équilibre dynamique entre leur
production dans 1’os et leur élimination de la circulation sanguine a la fin de leur cycle de vie

qui dure 120 jours. (Girasole et al ; 2012).

2.3. Structure de la membrane érythrocytaire

L’intégrité de la membrane cellulaire et le maintien de sa structure est indispensable au
bon fonctionnement de la cellule, ceci est particulierement vrai pour le globule rouge. La
membrane érythrocytaire est constituée d’une bicouche phospholipidique opposée par leur
pole hydrophobe. Les parties hydrophiles regardent la périphérie de la bicouche. La face
externe de la bicouche est dirigée vers le cytoplasme, est en contact avec le cytosquelette
protéique globulaire. Des molécules de cholestérol viennent se positionner dans les zones
hydrophobes. Cette bicouche est également traversée de part en part par des protéines
transmembranaires, sur ces protéines se fixent des sucres qui déterminent les groupes
sanguins. Les plus importantes protéines membranaires des érythrocytes sont la bande 3 qui
présente un antiport pour le passage des ions du chlore (Cl-) et les sialoglyco-protéines qui

jouent le role de transporteurs de dioxyde de carbone (CO?2).

2.4. Echanges membranaires du globule Rouge

Les transports transmembranaires peuvent étre regroupés en deux mécanismes(Figure4) :
les transports passifs selon le gradient de concentration et les transports actifs contre le
gradient de concentration. La pompe a sodium correspond a une ATPase magnésium
dépendante qui permet la sortie de 3 Na+ du globule rouge et I’entrée de 2 K+. Le
fonctionnement de cette pompe nécessite un apport énergétique fourni par I’ATP issu de la
glycolyse anaérobie. Il existe également une pompe ATPase magnésium-dépendante qui
rejette hors de I’hématie un ion Ca2+. Le transport des anions, notamment les ions CI- et
HCO3-, s’effectue au niveau de la protéine 3 transmembranaire. La sortie d’acide carbonique
est contrebalancée par une entrée d’ions Cl- La protéine 3 permet également le transport de

’eau a travers la membrane érythrocytaire. (Lenormand ; 2001 ,Portier et al ; 2007).
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Figure 4:les échanges de la membrane érythrocytaire (Jauréguiberry ; 2015)

2.5. Biosynthése du globule rouge

L’érythropoicse est un processus complexe qui a lieu dans la moelle osseuse et aboutit
a la formation de 100 milliards des érythrocytes par jour. Les érythrocytes sont formés a partir
de cellules souches multipotentes. Sous I’action d’une hormone, 1’érythropoiétine, les
globules rouges se différencient et perdent leur noyau, formant des réticulocytes qui entrent
dans la circulation sanguine et terminent leur maturation en 24 a 48h. comme cette maturation
peut se produire dans la rate, avec synthése d’hémoglobine puis la perte des mitochondries et
des
ribosomes, aprés maturation les globules rouges migrent dans le sang ou ils surviennent

généralement entre 100 et 120 jours.(Courtois et al ; 2007)

2.6. Processus d’hémolyse
2.6.1. hémolyse physiologique

L’accumulation de modifications de la membrane du globule rouge au cours du
vieillissement (peroxydation lipidique membranaire, perte de résidus d’acide sialique et
formation de néoantigénes de sénescence) sont autant de signaux qui permettent aux
macrophages d’identifier les globules rouges a éliminer par phagocytose avec réutilisation des

composants (Beaumont et Canonne-Hergaux ; 2005).
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L’hémolyse (hémo : sang ; lyse : perturbation) est un phénoméne physiologique
irréversible qui aboutit a la rupture de la membrane des hématies provoquant la libération des
¢léments intra-érythrocytaires dans le plasma notamment I’hémoglobine, Ce phénomene est
détect¢ visuellement en montrant une teinte rose a rouge dans 1’échantillon aprés
centrifugation ou en mesurant la densit¢ optique de surnageant (hémoglobine) par
spectrophotométrie (Mezzou et al ; 2006).L’hémolyse est manifestée par une augmentation
des taux sériques en hémoglobine associée a une augmentation du lactate déshydrogénase
(LDH), de phosphate et de la créatine kinase(CK) (Ali et al; 2014), et aussi par une
diminution du taux d’haptoglobine et d’hémoglobine glycosylée. L’ hémoglobine libérée lors
de I’hémolyse est dégradée en bilirubine non conjuguée, ou bien sous forme d’un complexe

avec I’haptoglobine qui est éliminée rapidement par le foie (Marchand et al ; 1980).

2.6.2. Hyperhémolyse
L’hyperhémolyse est le dépassement du processus physiologique de lyse des GR qui
devient pathologique, ce phénomeéne est dii & une destruction excessive des hématies ou a un
raccourcissement de leur durée de vie. Il peut se dérouler dans les vaisseaux (intravasculaire) ;
I’hémoglobine libérée se lie alors a I’haptoglobine. Comme, il peut se manifester hors des
vaisseaux (extravasculaire), notamment au niveau de la rate (Béraud ; 2014).
Un déséquilibre dans les proportions des radicaux libres générés et le répertoire
antioxydant inhérent au systéme explique la diminution de la durée de vie des globules rouges

pendant de nombreuses pathologies hyperhémolytiques (Hebbani et al ; 2014).

2.7. les types des Anti-hémolytiques
2.7. 1. Anti-hémolytiques classiques
L’anémie hémolytique est un sujet relativement complexe qui demande
obligatoirement une investigation spécialisée pour déterminer des traitements appropriés, il y
a autant de traitements qu’il y a de causes. Un certain nombre de substances synthétiques
antihémolytiques qui réduit 1’hyper-hémolyse, sont disponibles. Le choix du traitement se
porte notamment sur la prescription de fer, de vitamine B12 et d’acide folique. (Federici et
al ; 2007, Leporrier ; 2008).
e Le fer: Le role physiologique du fer est la synthése de ’héme dans la mitochondrie.
e Le FeC+ et la protoporphyrine vont donner 1’héme, qui passe alors dans le
cytoplasme.
e L’héme ensuite s’associe aux sous unités de globine a et  pour former I’hémoglobine.
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Quand I’équilibre en fer est rompu (manque d’apport ou pertes €levées), I’organisme
fait appel aux stocks de ferritine et d’hémosidérine. Lorsque ces stocks sont épuisés,
on observe alors une diminution du fer plasmique ; I’érythropoiese est ralentie, les
érythroblastes s’appauvrissent en granules ferrugineux et les sidéroblastes
disparaissent progressivement, I’anémie s’installe.

La vitamine B12 et B9 (cobalamine et acide folique) : Ces deux vitamines dites anti
mégaloblastiques sont indispensables a la physiologie de I’hématopoicse. En cas de
carence de 1'une de ces deux vitamines une hématopoic¢se inefficace s’installe
aboutissant a un état pathologique nommé « anémie mégaloblastique » ou les taux
sanguins de plaquettes, de globules blancs et des globules rouges seront diminués.

La conséquence commune aux modes d’action de la vitamine B12 et des folates est
d’intervenir au niveau cellulaire dans la synthése de I’ADN, une carence de ces

vitamines se traduira par un trouble cellulaire trés particulier dans lequel la division

cellulaire (ADN) sera affectée (Dubost et Dupuis ; 2011).

2.7.2. Autres anti-hémolytiques

L’étude et la recherche de substances anti-hémolytiques d’origine végétale est en plein

essor. En effet, des ¢tudes entrepris ont montrés que les plantes constituent un réservoir de

substances a potentiel anti-hémolytique dont les mécanismes d’action restent dans 1’ensemble

a déterminer. Quelques exemples en sont cités dans( le Tableau 5)

Tableau 5 : Quelques exemples de plantes médicinales douées d’activité anti-hémolytique
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3. Activité anticoagulante
3.1. Généralité sur la coagulation

L’hémostase regroupe différents mécanismes qui assurent la prévention des
saignements spontanés et 1I’arrét des hémorragies en cas de rupture de la continuité de la paroi
vasculaire et la réparation de la bréche vasculaire. Elle comprend différent étapes
vasoconstriction, adhésion, agrégation plaquettaire et coagulation (Kramoroff ; 1999).

La coagulation est activée lors d’une breéche vasculaire, pour consolider I’agrégat
plaquettaire a fin de colmater la bréche et arréter le saignement du sang (Lemaoui ; 2011),
par I’activation en chaine de facteurs plasmatiques de la coagulation, circulant sous forme de

précurseurs inactifs (Chalal, et Chibout ; 2017).

3.2. Mécanismes de la coagulation
La coagulation plasmatique consiste en une cascade enzymatique (Figure 5)

(Patrick ; 2002) :

Voie endogene Voie exogene
X —* XIla Facteur tissulaire
XI ———* XIa VI
CaT
o ———* Da
1':-[& Ca™ = faciew IV
Ca®
PL
X = X X
Cas
Va
PL
Prothrombine— p Thrombos:
Cat
Fibrinoging ————p  Fibrine soluble
Xs: — | Calf
L

: Caillet de fibrine insoiuhie

| Caillor samsuin

PL = PhosphoLlipide

Figure 5 : Voies de la coagulation (Lemaoui ; 2011).
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3.2.1. Formation de la prothrombinase
Elle résulte de 1’association, sur une matrice de phospholipides, du facteur Stuart (Xa),

de la proaccélérine (Va) et de calcium. L’association de ces facteurs peut étre déclenchée par
deux mécanismes (Patrick ;2002) :

e Voie exogene
C’est le contact du plasma et du facteur tissulaire avec le facteur VII a qui va entrainer
I’activation du facteur X. celui-ci va alors former la prothrombinase en
s’associant au facteur Va en présence de CaC+ (Patrick ; 2002).

e Voie endogéne
Cette voie est déclenchée par 1’activation du facteur XII lors de ce contact aux matrice sous-
endothéliale, une activation qui conduit par la suite a I’activation de pré-kallikréine en
kalikriéne qui a son tour peut activer le facteur XII. Le facteur XII activé catalyse la
transformation de la forme zymogene du facteur XI a la forme protéolytique activée qui active
par la suite le facteur IX. Ce dernier se lie a la surface de phospholipides anioniques des
plaquettes par I’intermédiaire des ions calcium et forme, en présence de son cofacteur, le
facteur VIII le complexe tenase qui est responsable de 1’activation du facteur X.
Ce dernier forme avec son cofacteur, le facteur V (pro-accélérine), les phospholipides
plaquettaires et par I’intermédiaire aussi des ions de calcium le complexe prothrombinase qui

catalyse la transformation de prothrombine (facteur II) en thrombine (Tlili ;2015).

3.2.2. Formation de la thrombine

Elle résulte de ’action de la prothrombinase sur la prothrombine (Patrick ; 2002).

3.2.3. Formation de la fibrine

La thrombine formée catalyse la conversion de fibrinogéne en monomeres de fibrine
qui s’associent les unes aux autres grace a des liaisons hydrogene pour former un réseau
fibrineux instable, ou le facteur XIlla (le facteur stabilisateur de fibrine) préalablement activé
par la thrombine intervient pour la solidification du caillot fibrineux par I’établissement de

liaisons covalentes entre les différentes molécules de fibrine (Tlili ; 2015).
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Partie expérimentale 1. Matériel et méthode

I. Matériel et méthodes

Le travail expérimental, ayant pour objet [D’investigation phytochimique et
I’évaluation in vitro de I’activité antioxydante, antihémolytique et anticoagulante des extraits
aqueux et méthanolique brut de la plante médicinale Thapsia garganica L. La partie
expérimentale a été¢ réalisée au niveau du laboratoire de biochimie a I’université Abbes

Laghrour — Khenchela.

1. Matériel

1.1. Matériel biologique

1.1.1. Matériel végétal

Il est constitué de la partie aérienne (feuilles et tiges) de la planteThapsia

garganica L, récoltée au cours du mois de mars 2019 de la région M’toussa-Ain Touila-
Khenchela (Latitude 35°35'58"N Longitude 7°14'42"E) et identifiée par Dr. Zeraeb
Azzeddine maitre de conférences a la faculté de sciences de la nature et de la vie,
Université Abbés Laghrour - Khenchela. La plante fraichement récoltée a été séchée dans
un endroi sec et aéré a I’abri de I’humidité et de la lumicre du soleil puis pulvérisée au
broyeur pour obtenir une poudre fine, cette dernicére est conservée dans un flacon en

verre bien hermétique jusqu’a son utilisation.

Figure 6 : Carte géographique de Khenchela montrant le lieu de récolte (Google maps)
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1.1.2. Echantillons du sang
Six échantillons de sang ont été recueillis a partir des personnes saines pour

L’évaluation de I’activité anti hémolytique et anticoagulante des extraits.

1.2. Médicaments
Deux médicaments ont été utilisés comme contréle positif pour I’évaluation des
activités antihémolytique et anticoagulante
e Le médicament anticoagulant « Lovenox » de concentration 2000 UI pour I’activité
anticoagulante ;
e Le médicament antihémolytique «Dicynone » de concentration 250 mg pour ’activité

antihémolytique.

1.3. Réactifs chimiques et instrumentations

Plusieurs réactifs chimiques et solvants ont été utilisés dans nos expériences, parmi
ces produits: FeCls, HCI, acide acétique, NaOH, NH4OH, KI, I, NaCl, AICIz, dimétyl
sulfoxide (DMSO), quercétine, chloroforme, toluéne, acétone, éthanol, dichlorométhane,
hexane,Folin-Ciocalteu, trichlorure de fer, Diphénylpicryl-hydrazyl, carbonate de sodium,
toluéne, trichlorure d'aluminium, méthanol, n-butanol, Ether de pétrole, acétate d'éthyle,
chloroforme, acide sulfurique, ammoniaque, tampon phosphate, acide ascorbique, acide
gallique , acide acétique, acide chlorique, Wagner et des plaques CCM.; proviennent tous
de Sigma-Aldrich.

Parmi [’appareillage utilisé: Rota vapeur (HAHNVAPOR), Spectrophotométre
(spectrum SP-UV 2005), Chambre d’observation UV « 264/365 nm » (VILBER
LOURMAT), Bain Marie (niive bath, MEMMERT), Etuve universelle de 5 a 220°C avec
ventilation (MEMMERT), Agitateur magnétique (SCILOGEX), Vortex (VELP), Balance
analytique (OHAUS),Balance (KERN PCB), Centrifugeuses (EZ Swing 3K, Rotofix 32
A), Réfrigérateurs (Liebherr), Plaque chauffante (LabTech), Autoclave (Raypa) et pH

metre (Hanna instruments).

2. Méthodes

2.1. Préparation de ’extraitméthanolique brut

100 g de la poudre de la partie aérienne de la plante médicinale Thapsia garganica
Lmises a macérer dans un mélange méthanol /eau (7:3) pendant 24 heures a température

ambiante. Cette opération est répétée trois fois avec renouvellement du solvant. L’extrait
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hydroalcoolique est récupéré dans un premier temps apres filtration du mélange dont le
méthanol est éliminé par évaporation sous pression réduite via un rotavapeur a la température
45°C (Figure 7) permettant ainsi d’obtenir I’extrait méthanolique brut qui est conservé a -

4°C(Markham ;1982)

Figure 7: Photo du Rotavapeur utilisé pour sécher I’extrait méthanolique brut.

2.2. Préparation de I’extraitaqueux
Elle est basée sur la préparation d’une infusion, en mettant 50 g de la poudre
végétale dans 500 ml d’eau distillée bouillante pendant 30 min. Aprés refroidissement et

filtration, le filtrat récupéré est évaporé a sec dans 1’étuve a 50°C (Boubacar, Souley ;
2005).

2.3. Détermination du rendementd’extraction

Le résidu ou la poudre obtenue des extraits est pesée pour la détermination du rendement

selon la formule suivante :

endement " extraction ("e) = F; / Fp x LiH)

Ou: Ps : Poids de I'extrait sec en gramme (g)

Pp : Poids de la poudre en gramme (g).
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2.4. Screening phytochimique

Le screening chimique est un ensemble de réactions chimiques qui permettent
d’identifier la présence des principales catégories des substances chimiques naturelles
contenues dans une plante et responsables de propriétés pharmacologiques. Les tests
phytochimiques qualitatifs sont réalisés sur les deux extraitset les résultats obtenus ont été
évalués comme suit:

+ : Positif'; - : Négatif ; ND : Non déterminé.

2.4.1. Recherche des tanins
2 a 3 gouttes de la solution de FeCl3 a 2%, sont ajoutées a 2 ml de chaque extrait. La
solution obtenue est reposée pendant quelques minutes. Le test est considéré positif s’il ya

I’apparition d’une coloration bleue-noire et un précipité (Akrout; 2011)

2.4.2. Recherche des saponosides
- Test 1 : 5 ml de chaque extraits sont mélangés avec 10 ml d’eau distillée
pendant 2 min. La formation d’une mousse persistante aprés 15 min confirme la
présence des saponosides . (Naili,M ; 2010).
- Test 2 : 5 ml de I’extrait sont mélangés avec 2 ml de chloroforme et 3 ml
d’acide sulfurique concentré. Une couleur rouge-marronne de la couche d’interface

indique la présence des triterpénes hétérosidiques.(Ben Sassi ;2007)

2.4.3. Recherche des coumarines

Les résidus secs sont dissous dans 1’eau distillée par chauffage. Apres
refroidissement, la solution obtenue été répartie dans 2 tubes a essai. Le premier sert de
témoin et on ajoute 05ml de NH40OH 10% dans le 2eme tube. L’apparition d’une
fluorescence bleue ou verte a la lampe UV 365 nm indique la présence des coumarines .(

Donrop; 2007)

2.4.4. Recherche des composésréducteurs
Ce test est base sur la réaction de Keller-Kiliani, 5 ml d’acide acétique contenant
des traces de FeCl3 et 5 ml d’acide sulfurique contenant des traces de FeCl3 sont ajoutés

a 1 ml de I’extrait. La présence des composes réducteurs est confirmé par la formation de
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deux phases, une colorée en brun rouge (acide acétique) et la deuxiéme en bleu-vert (acide

sulfurique) (Romero; 2005).

2.4.5. Recherche desalcaloides

Ce test est fait pour révéler la présence ou I’absence des alcaloides sels. 5 ml
d’HCI (2N) sont ajoutés a I’extrait et chauffer dans un bain marie. Apres la filtration,
le filtrate est traité¢ avec le réactif de Wagner (2g de KI et 1,27g d’I2 solubilisé dans
100 ml d’eau distillée). La présence de turbidité ou de précipitation indique la

présence des alcaloides sels .(Pavela;2009).

2.4.6. Recherche des flavonoides
5 ml de chaque extrait sont traités avec quelques gouttes d’AlCI3 (1%). La
présence des flavonoides est confirmée par ’apparition d’une couleur jaune (Kyeong

;2007)

2.4.7. Recherche des anthocyanes
2 ml d’extrait a été traités avec 2ml de HCI (2N) et quelques gouttes de NH4OH. Un
test positif est révélé par une coloration rose-rouge qui vire au bleu violacée (Mellouk ;

2013).

2.4.8. Recherche des flavonols
0,5 ml du HCI concentré ont été additionnés a 5 ml d’extrait. La couleur rouge
pourpre apres incubation dans un bain marie pendant 30 minutes, a température entre 80 —

90 C° indique la présence des flavonols (Guessoum et Lecheheb ; 2015).

2.4.9. Recherche des flavones
Quelques gouttes de KOH ont été ajoutées a un 1 ml d’extrait. La couleur orange

indique la présence des flavones (Mellouk ; 2013).

2.4.10.Recherche des flavonones
Quelques gouttes de FeCls ont été ajoutées a un 1 ml d’extrait. La couleur rouge
violacé indique la présence des flavonones. Si le résultat est négatif cela indique la

présence de chlacone ou isoflavone (Mellouk ;2013).
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2.5. Etudequantitative

2.5.1. Dosage des polyphénols totaux
Le dosage des polyphénols totaux a été effectu¢ avec le réactif colorimétrique Folin

Ciocalteu selon la méthode de (Wong ; 2006).

- Principe

La teneur phénolique totale est habituellement déterminée colorimétriquement avec le
spectrophotométre UV-Vis en utilisant 1’essai de Folin-Denis ou généralement Folin
Ciocalteu .Ces essais sont basés principalement sur la réduction du réactif acide
phosphotungstique phosphomolybdique (réactif Folin) dans une solution alcaline (Vuorela
et al;2005).

Brievement 200 pl de chaque extrait (dissous dans le méthanol) ont été ajoutés a Iml
de réactif de Folin-Ciocalteu dilué a 10%. Les solutions ont été mélangées et incubés pendant
4 minutes.Apres 1’incubation 800ul de la solution de carbonate de sodium Na,COs (7,5g /1) a
¢té ajoutée .Le mélange final a été secoué et puis incubé pendant 2 heures dans 1’obscurité a
température ambiante. L’absorbance des extraits a été mesurée par un spectrophotometre a

765 nm.

- Expression des résultats
La concentration des polyphénols totaux est calculée a partir de 1’équation de
régression de la gamme d’étalonnage ¢établie avec le standard étalon 1’acide gallique 2 a 5 pg
ml) et exprimée en microgrammes d’équivalents d’acide gallique par milligramme d’extrait

(ng EAGmg).

2.5.2. Dosage des flavonoides

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3) cité par Djeridane ( Kyeong; 2007)

est utilisée pour quantifier les flavonoides dans nos extraits.

- Principe
Iml de chaque extrait et du standard (dissous dans le méthanol) avec les dilutions
convenables a été ajouté a un volume égal d’une solution d’AlCI3 (2% dans le méthanol).Le
mélange a été vigoureusement agité et 1’absorbance a 430 nm a été lue aprés 10 minutes

d’incubation.
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- Expression desrésultats
La quantification des flavonoides a été faite en fonction d'une courbe d'étalonnage
linéaire (y=ax+b) réalisé¢ par un standard étalon "la quercétine" a différentes concentrations
(1.75-40pg/ml) dans les mémes conditions que 1’échantillon .Les résultats sont exprimés en

microgrammes d’équivalent de quercétine par milligramme d’extrait (LgEQ/mg).

2.6. Etude qualitative
2.6.1. Identification des flavonoides par chromatographie sur couche mince(CCM)

Cette méthode se repose sur la séparation des différents constituants d’un extrait
selon leur force de migration dans la phase mobile qui est en général un mélange des solvants,
adapté au type de separation recherchée, et leur affinité vis-a-vis la phase stationnaire qui
peut étre un gel de silice ou de polyamide. Les techniques chromatographiques ne sont pas
suffisantes pour identifier un produit mais elles apportent des renseignements (Rapport frontal
-Rf- et coloration) susceptibles d’orienter vers une hypothése destructures.

Les analyses par CCM ont été effectuées avec des plaques de silica gel, sur support
rigide en aluminium 20/20 cm dont chaque extrait a été déposé a 1’aide d’une micropipette (2
ul) a des points reperes a 1.5 cm du bord inférieur de la plaque.
Les plaques sont ensuite placées dans les cuves de développement, a environ 0,5 cm de
hauteur dans les quelles se trouve la phase mobile dont cinq systémes de migration différents
ont ¢été utilisés selon les extraits méthanolique et aqueux.

Phase 1: Acétate d’éthyl; acide formique; acide acétique ; I’eau distillée (25/3/3/7)

Phase 2: Butanol; acide acétique; 1’eau distillée (4/1/5)

Phase 3: Acétone; I’eau distillée (10/10)

Phase 4: Butanol; acide acétique; 1’eau distillée (10/15/25)

Phase 5: Acétate d’éthyl; acide acétique glacial ; acide formique ; I’eau distillée

(25/3/3/7)

Le meilleur system utilisé et qui a donné une bonne séparation c’est :

Phase 2: Butanol; acide acétique; I’eau distillée (4/1/5)

Apres développement, les plaques sont séchées, puis visualisées séparément par une
révélation physique sous lampe UV a 264 et 365nm.

Pour chaque spot on a calculé le facteur de rétention qui est égal a la distance
parcourue par le constituant sur la distance parcourue par le solvant et les rapports frontaux

des spots sont comparés a ceux des témoins permettant ainsi [’identification des

38



Partie expérimentale 1. Matériel et méthode

constituants des deux extraits(Sefi, M. 2010).
2.7. Etude in vitro des activités biologiques
2.7.1. Evaluation de P’activité antioxydante

2.7.1.1. Test scavenger du radical libre DPPH

Dans cette analyse la capacité anti-oxydante est déterminée par l'activité du balayage
des radicaux libres en employant le radical libre stable DPPH (CisH12Ns5Os) qui est 1'un des
essais principaux employés pour explorer ['utilisation des extraits d'herbes comme

antioxydants (Bastos et al; 2007)

- Principe
En présence des piégeurs de radicaux libres, le DPPH (2.2 diphenyl 1 picrylhydrazyl)
(Figure 8)de couleur violette se réduit en 2.2 diphenyl 1 picrylhydrazyl de couleur jaune
(Maataoui et al;2006). L’activité du balayage du radical DPPH a ét¢ mesurée selon le
protocole décrit par (Lopes-Lutz etal;2008)

Substanca donnmnt
un atome o hydranene

Y
. 0

ﬂi N =N

Formie radicalaire (OPPH')

Figure 8 :Réduction du DPPH"par un antioxydant (Molyneux ; 2004)

- Méthode

Le DPPH est solubilisé dans le méthanol pour avoir une solution de 0,2mM. Dans
des tubes on introduit 50ul de chaque extrait (Apartir d’une solution méthanolique mére
de Ci=2mg/ml de chaque extrait est solubilisé¢ dans le méthanol, les dilutions suivantes
ont été préparées: Co=1.5mg/ml, Cz=1mg/ml, C4=0.75mg/ml, Cs=0.5mg/ml) .Et on ajoute
950pul de la solution méthanolique au DPPH. Aprés agitation par un vortex, les tubes sont
placés a I’obscurité a température ambiante pendant 30 minutes. La lecture est effectuée

par la mesure de 1’absorbance a 515nm.
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Le contrdle négatif est composé de 950ul de la solution méthanolique de DPPH et de 50 pl
de méthanol. Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard qui

est I’acide ascorbique.

- L’expression des résultats

En présence d’un antioxydant, I’intensité d'absorption est diminuée et la décoloration
résultante est steechiométrique en ce qui concerne le nombre d'électrons captés (Bastos et al;
2004) Les résultats sont exprimés en tant que D’inhibition des radicaux libres en
pourcentages (I %) en utilisant la formule suivante.(Wang et al; 2006 )

1% = [(Abs Control négatif — Abs Echantillon) / Abs Control négatif] X 100

La valeur IC 5 est définie comme étant la concentration de 1’extrait qui cause la
pertede 50% de I’activité de DPPH (couleur) ,lesvaleurs IC50 moyennes ont été calculées
par les régressions linéaires de trois essais séparés ou l’abscisse est représentée par la
concentration de I’extrait testé et 1’ordonnée par 1’activité antioxydante en pourcentage
(Mensor etal; 2001)
2.7.1.2. Réduction de fer : FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Le pouvoir réducteur a ¢été déterminé suivant la méthode préconisée par
(Oyaizu ;1986). 1 ml de chaque concentrations de chaque extrait est mélangé avec 2,5 ml de
la solution tampon phosphate (0,2 M ; pH 6,6) et 2,5 ml de solution de ferricyanure de
potassium (K 3Fe(CN)e) a 1%. Les mélanges sont incubés a 50°C pendant 30 min. Apres,

2,5 ml de I’acide trichloracétique (10%) est additionné.

Le tout est centrifugé a 3000 tours pendant 10 min. 2,5 ml du surnageant de

chaque concentration est mélangé avec 2,5 ml d’eau distillée et 0,5 ml de FeClI3 (0,1%).
L’absorbance est mesurée a 700 nm a I’aide d’un spectrophotométre.

L’acide ascorbique est utilis¢é comme controle positif dans cette expérience dans les
mémes conditions opératoires. Pour explorer les résultats obtenus, la maniére la plus
commune utilisée par la majorité des auteurs est de tracer les graphes des absorbances

obtenues en fonctions des différentes concentrations utilisées pour chaque fruit.

L’augmentation de [D’absorbance correspond a une augmentation du pouvoir

réducteur des fractions testées. (Yildirim et al ;2001).

2.7.2. Evaluation de I’activité anti-hémolytique

L’effet anti-hémolytique des extraits a été réalisé selon la méthode de(Yang et al ; 2005) :
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2.7.2.1. Préparation des globules rouges

- 5 ml de sang d’une personne saine ont été recueillis dans des tubes traités a ’EDTA,

puis centrifugés pendant 5 min a 1000 tr/min.

- Le surnageant a été ¢liminé et le culot a été lavé trois fois avec du tampon phosphate

saline (PBS) (0,2 M et pH 7,4) (Annexe 1) puis remis en suspension dans une solution

saline (4 %).

- L’opération de lavage a consisté en une série de centrifugation a 1000 tr/min pendant

5 min de la suspension du culot dans le PBS.

- Apres la derniére centrifugation, 0,4 ml du culot ont été additionné a 9,6 ml de tampon

phosphate saline (0,2 M a un pH de 7,4) pour obtenir une solution érythrocytaire

d’hématocrite a 4%.

2.7.2.2. Préparation de I’extrait

Différentes concentrations des extraits (I mg/ml, 0,5mg/ml, 0,25 mg/ml) ont été

préparés dans le PBS.

2.7.2.3. Protocole expérimentale

Les différentes étapes de 1’essai sont :

Mettre dans des tubes 1 ml de la solution érythrocytaire préparée avec 0,5 ml des
extraits (dilu¢ avec le PBS) a différentes concentration initiales ;

Incuber les tubes a 37 °C pendant 20 min ;

Ajouter 0,5 ml de la solution de NaCl (2 %) dilué¢ avec le PBS au mélange
réactionnelle;

Centrifuger les tubes a 1000 tr/min pendant 10 min ;

Récupérer le surnageant

Lire I’absorbance du surnageant (la fuite d’hémoglobine) de chaque tube a 540 nm
a I’aide d’un spectrophotometre ;

L’hémolyse relative a été évalué en comparaison avec 1’hémolyse induit par NaCl
en absence des extraits (controle négatif).

Un médicament anti-hémolytique (Dicynone 250 mg) dissout dans le tampon PBS
et en absence des extraits a été utilisé comme contrdle positif.

Chaque série d’expérience a été effectuée en triplicata et le % d’inhibition de

I’hémolyse par les extraits a été calculé.
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2.7.2.4. Expression des résultats
Le pourcentage d’inhibition de I’hémolyse a été calculé selon la formule suivante
(Miki et al ;1987) :
% d’inhibition = (Ac — Aext /Ac)100

Ac: absorbance du control négatif.

Aext: absorbance de 1’extrait.

2.7.3. Evaluation de ’activité anti-coagulante

L’activité anti coagulante des extraits a été évalué in vitro vis-a-vis la voie exogene et
endogene de la coagulation, et ceci sur un pool des plasmas normaux déplaquettés et a I’aide
de 2 tests globales et chronométriques, le temps de Quick (TQ) ou nommé également Taux de

Prothrombine (TP), et le Temps de Céphaline Kaolin (TCK).

2.7.3.1. Préparation de pool plasmatique (standard) déplaquetté

Le pool plasmatique déplaquetté est un mélange de plasma déplaquetté des volontaires
sains adultes non traités, dont les TQ et TCK sont normaux et comparables.

Le sang de chaque volontaire a été prélevé par ponction veineuse dans un tube en
plastique sur en solution anti coagulante de citrate de sodium a 3,2 % et a raison de 1 volume
pour 3 volumes du sang. Le sang est ensuite centrifugé pendant 10 min a 3000 tr/min pour

obtenir un plasma pauvre en plaquettes.

2.7.3.2. Evaluation de ’activité anti coagulante vis-a-vis la voie exogéne

L’activité anticoagulante vis-a-vis la voie exogene de la coagulation a été évalué en
utilisant un test de coagulation de Quick (TK) ou le temps de prothrombine (TP) qui permet
une exploration globale des facteurs de la voie exogeéne de la coagulation (Brummel et al ;

2002).

- Principe de I’essai
Ce test consiste a mesurer le temps de coagulation a 37 °C d’un plasma pauvre en
plaquette en présence d’un mélange de facteurs tissulaires et des phospholipides (la
thromboplastine). Les facteurs de la voie exogeéne sont donc activés et le temps qui s’écoule

jusqu’a la formation du caillot est mesuré. Un temps de coagulation allongé par rapport a
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celui du contrdle négatif explique que 1’extrait exerce un effet anticoagulant vis-a-vis de cette
voie de coagulation.
- Protocole expérimentale

Effet des extraits sur la voie exogene de la coagulation a été évalué selon les étapes
suivantes; 10 ul de chaque extrait (0,5 mg/ml) préparé dans le DMSO ont été¢ additionné a 90
pl du plasma standard, le mélange a été incubé a 37 °C durant 15 min. Aprés 1’incubation, la
coagulation a été déclenchée par 1’addition de 200 pl de thromboplastine pré incubé a 37 °C
pendant 15 min. Le temps qui s’écoule jusqu’a la formation du caillot a été alors mesuré

visuellement a 1’aide du chronométre.

2.7.3.3. Evaluation de I’activité anticoagulante vis-a-vis la voie endogéne
Le test du temps de Céphaline Kaolin (TCK) est un test qui permet d’explorer
I’activité des facteurs plasmatiques de voie endogene.
- Principe de I’essai
Ce test consiste a mesurer le temps de coagulation a 37 °C d’un plasma pauvre en
plaquette en présence d’un mélange de facteurs tissulaires et des phospholipides (la
thromboplastine) et de calcium. Le temps qui s’écoule jusqu’a la formation du caillot est
mesuré. Un temps de coagulation allongé par rapport a celui du controle négatif explique que
nos extraits exercent un effet anticoagulant vis-a-vis de cette voie de coagulation.
- Protocole expérimentale

L’effet des extraits sur la voie endogeéne de la coagulation a été évalué¢ selon les
étapes suivantes :

10 ul de chaque extrait (0,5 mg/ml) préparé dans le DMSO ont été additionné a 90 pl
du plasma pauvre en plaquettes qui est ensuite incubé a 37 °C durant 15 min. Apres
I’incubation, 100 pl d’une solution de céphaline Kaolin ont été¢ additionnés puis le mélange
est réincubé a 37 °C pendant 3 min et la coagulation est alors déclanchée par 1’addition de
100 pl d’une solution aqueuse de 0,025 M CaCl»

Le temps qui s’écoule jusqu’a la formation du caillot a été alors mesuré visuellement a
I’aide du chronométre.
Un médicament anticoagulant « Lovenox » de concentration 2000 UI dissout dans le

DMSO a été utilisé comme contrdle positif.
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2.7.4. Analyse statistique
Toutes les expériences ont ¢été faites en triple sauf pour étude de Dactivité
antibactérienne qui a été faite en doublet. Les résultats ont été exprimés en moyenne +

(déviation standard (n=3) .
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I1. Résultats et discussion

Le présent travail porte sur I’étude phytochimique et I’évaluation in vitrode I’activité
antioxydante, antihémolytique et anticoagulante de 1’extrait méthanolique brut (EMB) et

I’extrait aqueux (EAq) de la partie aérienne de la plante médicinale «Thapsia garganica L.».

1. Rendement de I’extraction
Le rendement de 1’extraction, la couleur et I’aspect des extraits sont représentés dans

le tableau ci-dessous.

Tableau 6 :Rendement et caractéristiques des extraits issus de Thapsia garganica

La plante Extrait Poids de
Couleur Aspect Pextrait Rendement
en (g)
Thapsia . o
. EMB marron visqueux 12 12%
garganica
EAQ | amon | Pateux 26 52%

L’opération de I’extraction des flavonoides a partir du matériel végétal de Thapsia
garganica L a permis d’obtenir des résidus dont le poids de 1’extrait méthanolique brut est
de 12g et ’extrait aqueux avec 26g qui correspond respectivement aux rendements 12% et
52 %.

L’extraction des polyphénols a partir des plantes est influencée par la méthode
d’extraction, la nature du solvant, le diamétre des particules de 1’échantillon, la durée et les
conditions de stockage ainsi que la présence de substances interférentes (Naczk et Shahidi ;

2004).

L’extrait méthanolique brut (EMB) a été préparé a partir de la poudre de la partie
aérienne de notre plante en utilisant la méthode de macération a froid dont le solvant devrait
étre remplacé jusqu’a ce que la matiere végétale soit épuisée (100) et I’extrait aqueux obtenu
(EAq)est le résultat d’une simple infusion a 10%, suivant la méthode de Drissa et ses

collaborateurs (2004). En effet, le rendement n’est pas relatif; il varie en fonction de la
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localisation géographique de 1’espéce végétale, le degré de maturité, la génétique, le climat, la
période de récolte, I’organe utilisé dans I’extraction, les conditions de séchage, le contenu de
chaque espece en métabolites (de son métabolisme) et de la nature du solvant utilisé dans

I’extraction ou fractionnement et de sa polarité¢ ( Bagad;2011)

2. Test phytochimiques

Le screening phytochimique réalis¢ sur EMB et ’EAq consiste a détecter les
différentes familles de composés qui existent dans les feuilles et les tiges de Thapsia
garganica par des réactions de précipitation ou de coloration, en utilisant des réactifs
spécifiques a chaque famille de composés, les résultats obtenus sont représentés dans les

tableaux 7 et 8.

Tableau 7 : Analyse phytochimique préliminaire de 1’extrait méthanolique brut ( EMB) de

Thapsia garganica

Tests phytochimiques Résultats
Test de la | (+) | Formation d’une
Test 1 | mousse mousse persistante
saponoside apres 15 min
s
Test 2 (+) | Apparition d’une
coloration rouge
marron
Flavonoides AlICl3 (+) | Apparition d’une
coloration jaune
Tanins FeClz (+) | Apparition d’une
coloration bleue noire
et un précipité apres 3 -
min ‘
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Composés Acide (+) | Apparition de
réducteurs sulfurique phases:
Acide brune- rouge et
acétique bleue-verte
FeCls
Alcaloides Wagner (+) | Précipitation
Coumarines NHsOH Absence d’une
10% fluorescence bleue ou
(-) | verte sous lampe UV

Anthocyanes HCl (2N) | (-) | Absence du virage de
NH4+OH couleur au  bleu —
violace
flavonols HCI (-) | Absence de la couleur
concentré rouge pourpre
Flavones KOH (+) | Apparition d’une

couleur orange
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Flavon

ones FeCls

()

Apparition d’une

couleur rouge violacée

Tableau 8 : Analyse phytochimique préliminaire de ’extrait aqueux (EAq) de Thapsia

garganica
Tests phytochimiques Résultats
Test de | (+) | Formation d’une
Test1 |la mousse persistante
Saponoside mousse apres 15 min
s
Test 2 (+) | Apparition d’une
coloration rouge
marron
Flavonoides AlCl; (+) | Apparition d’une
coloration jaune
Tanins FeCls (+) | Apparition d’une
coloration bleue noire
et un précipité apres 3
min
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Composés Acide &)
réducteurs sulfuriqu Absence de
e d’acide I’apparition de 2
acétique phases:
FeCls brune- rouge et
bleue-verte
H
Alcaloides Wagner Précipitation
Coumarines NH4+OH Absence d’une
10% (-) | fluorescence bleue ou
verte sous lampe UV
Anthocyanes HCI (2N) | (-) | Absence du virage de
NH4OH couleur au  bleu —
violace
flavonols HCl (-) | Absence de la couleur
concentr rouge pourpre
¢
Flavones KOH (+) | Apparition d’une
couleur orange
Flavonones FeCls (+) | Apparition d’une
couleur rouge violacée
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Les résultats sont exprimés selon:
- Réaction positive (+)
- Réaction négative (-)

- Non déterminé (ND)

La présence de ces métabolites permet de justifier 'utilisation de Thapsia
garganicacomme substance anti-allergique, antioxydante, anti-inflammatoire et anti-

spasmodique (Hamza etal ;2015).

3. Analyse quantitative

- Dosage des polyphénols totaux
La quantification des composés phénoliques a été faite en fonction d’une courbe
d’étalonnage linéaire (y=ax +b) réalisée par une solution étalon (I’acide gallique) a
différentes concentrations (Figure 09) dont la teneur en polyphénols totaux des deux
extraits (Figurel(Q) est exprimée en microgrammes équivalents d’acide gallique par

milligramme d’extrait (ug EAG /mg).
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Figure 09 : Courbe d'é¢talonnage de 1'acide gallique (moyenne + SD de trois mesures).

Le dosage des polyphénols totaux des extraits deThapsia garganicaa été effectué selon

la méthode colorimétrique de Folin-Ciocalteu. C’est I’une des méthodes les plus anciennes
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congue pour déterminer la teneur en polyphénols des plantes médicinales et les nourritures
(Blasa et al ; 2007). L’acide gallique est le standard le plus souvent employé dans la méthode
de Folin-Ciocalteu (Maisutthisakul ez al ; 2008).
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Figure 10: Histogramme représente la teneur des extraits en polyphénols

Une vue d’ensemble de la représentation graphique nous laisse remarquer que les
teneurs en phénols totaux de Thapsia garganica L sont comprises entre 31.05+0.5pg
équivalent acidegallique/mg d’extrait (EAq) et 57.72+6.69ug équivalent acide gallique /mg
d’extrait (EMB).

Une étude qui a été effectuée par Djeridane et ses collégues (2006), ces derniers ont
trouvé des valeurs trés inférieures a nos résultats soient seulement de 7,63+0,61mg EAG/g
d’extrait sec et cela en utilisant I’éthanol 70%, cette différence peut ainsi étre expliquée par le
solvant utilisé, la région de la récolte qui est la ville de Laghouat (sahara), la période de
récolte (juin) et enfin la délipidation de I'extrait de maniére a nedoser que les polyphénols,car
le follin-Ciocalteu n’est pas spécifique qu’aux polyphénols, mais beaucoup de composés
peuvent réagir avec ce dernier et donner un taux apparent ¢levé en polyphénols (Tawaha.

Etal ; 2007).

- Dosage des flavonoides
La quantification des composés flavoniques a été faite en fonction d’une courbe
d’étalonnage linéaire (y= ax +b) réalisée par une solution étalon (la quercétine) a différentes
concentrations (Figurell) dont la teneur en flavonoides est exprimée en microgramme

d’équivalents quercétine par milligramme d’extrait (ug EQ/mg d’extrait).
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Figure 11 : Courbe d’étalonnage de la quercétine (moyenne + SD de trois mesures).

La raison principale pour la quelle, on a choisi cette classe de polyphénols, réside dans
le fait que les flavonoides constituent la classe polyphénolique la plus importante, avec plus

de 5000 composés déja décrits (Gomez-Caravaca et al;2006).
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Figure 12 : Histogramme représente la teneur des extraits en flavonoides

La détermination quantitative des flavonoides par la méthode du trichlorure révele
une richesse de I’extrait EMB avec un taux de 47,68 +4,11pug EQ/mg d’extrait par rapport a
I’extrait aqueux avec une teneur faible a raison de 17,1£1,01 pgEQ/mg d’extrait (Figurel2).
Les flavonoides sont des pigments naturels largement répandus chez les plantes. Ils
protégent 1’organisme contre les dommages oxydatifs tels que les rayons ultraviolets, la

pollution de I’environnement, les produits chimiques, etc. (Martinez-Flérez etal;2002).
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Ce groupe est ’'un des groupes ubiquitaires le plus largement distribués chez les
végétaux et les antioxydants extraits des plantes sont en majeur partie des composés
phénoliques dont les flavonoides, les tannins et les acides phénols (Poblocka-Olech et al;
2016).

L’¢étude réalisée par Djeridane etal., 2007 a montré que 98% des polyphénols totaux
de la partie aierienne de Thapsia garganica L . sont des flavonoides, ceci serait évident étant
donné que c’est la partie aérienne qui joue un role important dans la protection contre les
rayonnements solaires (Ryan etal., 2002) et que ce groupe de composés phénoliques
intervient dans la coloration des feuilles et des pétales des fleurs (Havsteen ; 2002,

Gervaise ; 2004).

4. Etude qualitative de la chromatographie sur couche mince

Le développement de la méthode pour la chromatographie sur couche mince
commence non seulement par le choix de la phase mobile de séparation mais aussi le choix de
la phase stationnaire, la technique de développement choisie, dimension de la chambre de
développement et de 1’espace vapeur ont un effet prononcé sur la séparation (Yrjonen ;
2004).

La CCM nous a permis d’avoir les empreintes flavoniques des différentes extraits dont
I’identification des composés €tait basée sur la comparaison des Rfs et couleurs observés sous
lampe UV des taches apparues sur la plaque en utilisant plusieurs systémes d'¢lution de
polarité différente.

Suivant la révélation des plaques, les spots ont été visualisés sous une lampe UV a la
longueur d'onde 365 nm, dont elle révele les taches fluorescentes et visible et les tableaux

09-10 résument les résultats du CCM.

Tableau 9 : CCM de ’EMB Systéme solvant : BAW (40:10:50)

Couleur sous UV 365 (nm) Rapport frontal (cm) Type de flavonoide
possible

Rouge 0.074 Anthocyanidine 3-
glycosides

Rouge 0.387 Anthocyanidine 3-
glycosides

Bleu 0.53 Acide phénol

Bleu 0.61 Acide phénol
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Rouge 0.66 Anthocyanidine 3-
glycosides

Bleu fluorescent 0.72 Flavonols, flavonones,

Bleu fluorescent 0.78 1soflavone, flavanones,

Bleu fluorescent 0.92 acide phénol

Tableau 10 : CCM de ’EAq Systeéme solvant : BAW (40:10:50)

Couleur sous UV | Rapport frontal (cm) Type de flavonoide possible
365(nm)

Bleu 0.41 Anthocyanidine 3-glycosides
Bleu 0.55 Anthocyanidine 3-glycosides
Bleu Fluorescent 0.63 Flavonols, flavonones,

isoflavone, flavanones, acide

phénol
Rouge 0.70 Flavonols, Acide phénol
Bleu fluorescent 0.81 Flavonols, flavonones,
isoflavone, flavanones,
chalcones

Figure 13 : Photos des chromatogrammes résultant de 1’analyse des extraits EMB et EAq par

chromatographie sur gel silice (révélation a UV (365 nm) parle systéme solvant BAW (4:1:5)
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5. Etude in vitro des activités biologiques de Thapsia garganica L

5.1. Evaluation de Dactivité anti-oxydante

Plusieurs méthodes sont utilisées expérimentalement pour la détermination in vitro de
I’activité antioxydante, nommées d’apres le nom de la substance utilisée comme source de
radicaux libres, par exemple : FRAP (Ferric reducing antioxidant power), ORAC (oxygen
radical absorbance capacity), TEAC (Trolox équivalent antioxidant capacity) ou ABTS (2,2-
azinobis 3-ethyl-benzothyazoline 6 sulphonate) et DPPH" (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl) etc.
Il est a indiquer que différentes méthodes donnent des résultats assez différents et devraient
étre appliquées préférentiellement pour la comparaison de produits similaires (Georgieva et

al ; 2010).

5.1.1. Test scavenger du radical libre DPPH
L’activité antioxydante des extraits EMB et EAq deThapsia garganica L vis-a-vis le
radical stable DPPH a été évaluée spectrophotométriquement en suivant la réduction de ce

radical qui s’accompagne par son passage de la couleur violette a la couleur jaune mesurable a

517 nm selon la réaction suivante :DPPH+ AH — DPPH-H + A

La valeur d’IC50 (concentration inhibitrice a 50%) est déterminé graphiquement a
partir de la courbe [% inhibition = f (Concentration)] dont une valeur faible d’IC50 indique

une activité anti-radicalaire puissante (figurel4, figurel5).
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Figure 14 : Courbes présentant le pourcentage d’inhibition du radical DPPH en fonction de la

concentration des extraits.
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Figure 15 : Histogramme représente les concentrations inhibitrices a 50% le radical

DPPH des extraits.
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L’activité anti-radicalaire par la méme fagon est mesurée pour I’acide ascorbique, pris
comme antioxydant de référence. Ce dernier a manifesté in vitro une capacité trés puissante
sur le radical libre DPPH, justifiée par la valeur IC50 la plus réduite obtenue
expérimentalement par cette méthode (ICso=1,61png/ml). Ce standard (ac.ascorbique) demeure
le piégeur le plus efficace, dirigé contre les radicaux libres dans les systémes biologiques

hydrosolubles.

A partir de cette figure, nous constatons que les deux extraits de Thapsia garganica
ont exhibé une treés forte activité scavenging du radical DPPH comparativement au
pourcentage d’inhibition montré par le standard utilisé : 1’acide ascorbique qui a donné une

inhibition de 97.01%+0.95% a 100pg/ml

Aussi nous déduisons que c’est I’extrait méthanolique de la partie aérienne qui a
donné le pourcentage le plus ¢levé parce que c’est ’extrait brut, il a montré la plus grande

teneur en phénols totaux (57.72+6.69 ng équivalent acide gallique /mg d’extrait).

Le DPPH est un radical libre stable, accepte un électron ou un proton pour donner
une molécule diamagnétique stable. Il est trés utilisé dans le criblage des activités de
piégeage des radicaux libres. Dans cet essai les antioxydants réduit et décolore le radical
DPPH, a un composé¢ jaune le diphenyl picryl hydrazine, I'ampleur de la réaction dépendra de
la capacité des antioxydants de donner I’hydrogéne (Ardestani et al ; 2007). Le degré de
décoloration exprime le potentiel de piégeage de 1’antioxydant. Les terpéneoides,
flavonoides, alcaloides et les tannins sont considérés comme des substances potentiellement
antioxydantes. Cependant, la présence de ces substances indique que nos fractions sont
dotées d’une activité antioxydante. Les piégeurs les plus efficaces du radical libre DPPH sont
ceux possédant les valeurs IC50 les plus basses (Markowiczet al ; 2007).

Le mécanisme de la réaction entre I’antioxydant et le DPPH dépend de la
conformation structurale de ID’antioxydant (Tsimogiannisand Oreopoulou ;2006,
Kourietal ;2007).

Quelques composés se réagissent trés vite avec le DPPH en réduisant un nombre de
molécules de DPPH égal a celui des groupements hydroxy les de 1’antioxydant (Bondetezal ;
1997).

L’effets cavenger des flavonoides sur les radicaux libres dépend de la présence des
groupements OH libres, en particulier 3-OH, avec une configuration3',4' -rthodihydroxy

(Heimetal ; 2002).
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5.1.2. Réduction de fer : FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

L’évaluation de I’activité antioxydante par réduction de fer est une méthode facile et

reproductible, pour cela elle est trés utilisée pour distinguer les extraits les plus actifs (Liu et
al ; 2007).
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Figure 16 : Courbes présentant le pouvoir réducteur du fer par les extraits.

Les pouvoirs réducteurs sont mesurés a 700 nm. On assiste a une augmentation de la
densité optique des extraits a partir de la concentration de 0.25 mg /ml, cette absorbance
continue a augmenter proportionnellement a la concentration de la solution jusqu'a la fin de
I’expérimentation (Figurel6). Ces courbes mettent ainsi en évidence une relation
proportionnelle entre 1’augmentation de la concentration et la réduction du I’absorbance dans

les échantillons étudiés.

De maniére générale, la concentration des antioxydants, ainsi que le nombre de
groupements hydroxyles des composés phénoliques et leurs position spatiale contrélent

I’intensité du pouvoir réducteur (Kranl et al ;2005).

5.2. Evaluation de Pactivité antihémolytique
Le choix d’étudier I’activité antihémolytique de D’extrait de la plante Thapsia

garganica Lest motivé en raison de son utilisation déclarée en médecine traditionnelle.

Les résultats relatifs de I’effet antihémolytique en fonction de concentration, dans

un milieu tampon phosphate saline PBS (0,2 M et Ph 7,4) contenant une suspension
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érythrocytaire, incubé a 37 °C et en présence des différentes concentrations des deux
extraits EMB et EAq (0,25 mg/ml ; 0,5 mg/ml et 1 mg/ml), comparées a un témoin négatif
(tube contenant le PBS, solution érythrocytaire et NaCl a 5%), et un témoin positif (tube
contenant le PBS, solution érythrocytaire et un médicament antihémolytique) sont

représenté dans la figure 17
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Figure 17 : Evolution de I’effet antthémolytique des extraits deThapsia garganica L en

fonction de leur concentration en comparaison avec le controle positif.

Les résultats obtenus (Figurel7), montrent que les pourcentages d’effets
antihémolytiques sont directement proportionnels a I’augmentation des concentrations des
extraits. Il est & noter que 1’extrait a présenté un effet inhibiteur d’hémolyse par toutes les
concentrations étudiées. A des concentrations de 0,5 mg/ml et 1 mg/ml, nous avons enregistré
un pourcentage d’inhibition d’hémolyse faible a ’ordre de 12,1 % pour I’EAq par rapport au
controle positif qui donne pour les mémes concentrations des pourcentages d’inhibitions a

I’ordre de 31,4% .

(Zhang et al ;1997) ont trouvé que Dactivité anti-hémolytique pourrait étre
attribuée aux flavonoides qui possédent une activité¢ anti-oxydante importante. Selon une
¢tude menée par (Asgary et al ;2005) ; la rutine a entrainé une inhibition de 1’hémolyse de
42,5% a une concentration de 10 pg/ml uniquement. De méme, ils ont démontré que la
quercétine a inhibé ’hémolyse de 35,5% et le kaempférol a inhibé I’hémolyse de 26,9 % a la

concentration maximale (10 pg/ml).
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Cette activité anti-hémolytique pourrait étre attribuée également aux tannins ; des
¢tudes ont montré que les tannins ont eu une inhibition trés forte de la formation des corps de
Heinz, cette méme étude a révélé une corrélation élevée entre le pourcentage d’inhibition des

corps de Heinz et la concentration en tannins (Chalal et Chibout ;2017).

Nos résultats sont en accord avec les résultats de (Zhang et al ; 1997), (Zubair et
al ; 2013) ; (Khenfer et Medjouel ;2016) et (Chalal et Chibout ; 2017) ou les extraits de
plusieurs plantes médicinales étudiées ont montrées des effets antihémolytiques contre les
érythrocytes humains. C’est une justification scientifique a I’utilisation de cette plante dans la

médicine traditionnelle contre certaines troubles d’hémolyse.
5.3. Evaluation de ’activité anticoagulante

Le pouvoir anticoagulant de Thapsia garganica L a été évalué in vitro vis-a-vis de la
voie exogene et la voie endogeéne de la coagulation a l'aide de deux tests chronométriques, le
TQ et le TCK respectivement. Un temps de coagulation allongé par rapport au controle

négatif traduit une activité anticoagulante du matériel testé (Tlili ;2015).
5.3.1. Evaluation de l'activité anticoagulante vis-a-vis de la voie exogéne

L'évaluation de l'activité anticoagulante vis-a-vis de la voie exogéne a été réalisée a
l'aide du test de temps de Quick (TQ), qui explore la voie extrinseque (VII) et la voie
commune (X, V, II, fibrinogéne) de la coagulation sanguine ou le facteur tissulaire

(thromboplastine) est le déclencheur de cette voie (Manallah ; 2012). Les résultats sont
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Figure 18 : Résultat de l'activité anticoagulante vis-a-vis de la voie exogene.
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La figure présente les résultats de 1’activité anticoagulante, on note que les deux
extraits donnent un TQ supérieur a celui du control négatif (16s) et du témoin (13) avec un
TQ égal a 50,6s. Donc, nos extraits testés ont une activité anticoagulante vis-a-vis de la

voie exogene.
5.3.2. Evaluation de I'activité anticoagulante vis-a-vis de la voie endogéne

L'évaluation de 1'activité anticoagulante vis-a-vis de la voie endogene est réalisée a
l'aide du test de Temps de céphaline Kaolin (TCK). Cette voie de coagulation est activée
par le contact entre le facteur XII et l'activateur qui est le kaolin (substitut du collageéne et
de tissu conjonctif in vivo). Cette interaction induit l'activation du facteur XII et par
conséquence l'activation séquentielle des facteurs XI, IX, X et la thrombine (Lemaoui ;

2011).Les résultats sont représentés dans la figure 19
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Figure 19 :Résultat de I'activité anticoagulante vis-a-vis de la voie endoogéne.

A partir de la figure 20, Nous avons constaté une valeur a I’ordre de 53s et 64,7 pour
le TCK de I'EAq et EMB respectivement par rapport a celui de CN a 34,8s et de CP a 50,6 s.

Donc, les extraits testé sont une bonne activité anticoagulante vis-a-vis la voie endogene.

L'évaluation de l'effet anticoagulant des extraits de Thapsia garganica La 1'aide des
deux tests (TQ, TCK) a montré que ces extraits ont une importante activité anticoagulante vis-
a-vis la voie endogéne et exogene par apport au control positif. Ce dernier est appartient au

groupe des héparines exactement les Héparines de Bas Poids Moléculaire (HBPM) qui
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forment un complexe avec l'anticoagulant physiologique I'antithrombine III qu'inhibe

particulierement le facteur Xa et 8 moindre degré la thrombine (Manallah ; 2012).

L'activité¢ anticoagulante de Thapsia garganica est due a sa richesse aux
flavonoides; ces derniers participent a la prévention des maladies cardiovasculaires; ils
inhibant l'agrégation plaquettaire impliquée dans le phénoméne de thrombose, améliorent le
fonctionnement de l'endothélium la couche cellulaire et assure le bon fonctionnement du
systtme vasculaire en réduisant les risques d'athérosclérose. De plus, les rapports
épidémiologiques ont démontré que les gens peuvent avoir une incidence plus limitée en
maladies du cceur, s'ils ont une ingestion diététique €élevée en flavonoides (Manallah ; 2012).
Il présente un remplacent d'origine naturelle des anticoagulants utilisés qui sont obtenues par

différents procédés chimiques ou enzymatiques (Zandecki ; 2006).
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Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales restent toujours une source fiable de principes actifs,
Thapsiagarganica L. est I'une de ces plantes, utilisée depuis longtemps a des fins
thérapeutiques ,mais les études phytochimiques de cette plante restent jusqu’a présent
insuffisantes. Dans le présent travail, on s’est intéressé a I’investigation phytochimique et
I’exploration in vitro d’éventuel effet antioxidant, antihémolytique et anticoagulant de
I’extrait méthanolique brut et I’extrait aqueux de la partie aérienne de Thapsiagarganica L

récoltée de la région de Khenchela, et a la lumiére des résultats obtenus, on peut conclure que:

Le screening phytochimique réalisé, a révélé la richesse de notre plante en métabolites
secondaires dont nous avons constaté la présence des saponines, des tanins, des alcaloides des
composés réducteurs et les flavonoides surtout de type flavones et flavonones. Ainsi, le
criblage des extraits par la CCM a révélé la présence des différentes classes flavonoiques

susceptibles d’exprimer 1’activité recherchée.

L’analyse quantitative a dévoilée que I’extrait méthanolique brut est plus riche en
polyphénols totaux eten flavonoides par rapport a I’extrait aqueux.

Quant a D’activité¢ antioxydante, nous déduisons que les résultats ont montré que
I’oxydation du DPPH est efficacement inhibée par les deux extraits avec des IC50 réduites et
ils ont démontré un pouvoir réducteur du Fer considérable; cela a été en bonne corrélation
avec le contenu en flavonoides qui constituent des puissants agents antioxydants.

L’estimation de D’activité anti-hémolytique et anticoagulante in vitro, a révélé un
pouvoir important pour I’EMB, ce qui permet d’entrer dans une préparation
thérapeutique qui sert a la guérison des maladies hémolytiques et son utilité contre les
complications des maladies thrombotiques.

Par ailleurs, les résultats de cette étude reste préliminaire et ne constituent qu’une
premicre ¢tape dans la recherche de substances d'origine naturelle biologiquement active,
donc, de nombreuse perspective expérimentales écoulent de cette recherche. En fait, des
¢tudes plus approfondies nécessaires concluant plusieurs points a savoir:

» Caractérisation quantitative des flavonoides par des méthodes de séparation plus
performantes (CLHP, CL/SM, CG/SM...) ;

» Evaluer et tester ces molécules actives pour d’autres propriétés biologiques in vivo
dans le cadre d’application pharmacologique et industrielle ;

» Faire une étude comparative avec les autres fractions extraites a partir la méme

plante.
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Annexe 1

Phosphate baffer saline (PBS) est une solution isotonique et non toxique utilisée
couramment en biochimie Il s’agit d’un soluté physiologique contenant du chlorure de
sodium, du phosphate disodique, du phosphate dipotassique et de chlorure de potassium.

11 est utilisé pour lavage ou dilution des cellules.
Pour la préparation de PBS a ph égale a 7.2 on a besoin de :
- 13.21¢g/1 de la base Na2HPO4.
-20.29¢g/1 de I’acide K2H2PO4.
- 80g/1 de NaCl.
-2g/1 de KCl.

Dissoudre les comptants dans 500ml de 1’eau distillé, en agitant jusqu’il s’homogénéise a
I’aide d’un agitateur et conservé a 4°C dans des fioles propre au réfrigérateur, jusqu’au
moment de I’utilisation. Il ne faut pas congeler, surchauffés, conditionner dans des fioles
présentant une fissure ...etc.

Pour faciliter la préparation, il y a des comprimés commerciaux de tampon PBS qui
donne une solution PBS préte a I’emploi apres leur dissolution dans une certaine quantité de

I’eau.
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Resume

Dans le but de valoriser les plantes médicinales Algérienne, nous sommes intéressés
dans cette é¢tude d’une part, a la caractérisation qualitative et quantitative des extraits aqueux
et méthanolique brut d’une plante médicinale de la pharmacopée traditionnelle récoltée de la
région de Khenchela (Thapsia garganica L), et d’autre part, a la détermination des activités
biologiques.

Le screening phytochimique réalisé a permis de mettre en évidence la présence des
saponines, des tanins, des alcaloides des composés réducteurs et les flavonoides surtout de
type flavones et flavonones. Ainsi, I’étude qualitative par CCM des extraits a révélé une
diversit¢ remarquable des composés flavonoiques susceptibles d’exprimer [’activité
recherchée.

L’analyse quantitative des polyphénols totaux et des flavonoides par le réactif du
Folin-Ciocaleu et par la méthode du trichlorure d’aluminium respectivement, a dévoilé la
richesse de I’extrait méthanolique par rapport a I’aqueux en polyphénols et flavonoides avec
des teneurs égaux a 57,72+6,69ug EAG/mg et 47,68 +4,11ug EQ/mg d’extrait.

L’activité antioxydante obtenue a été évaluée in vitro via deux méthodes: le test de
piégeage de radical libre DPPH et la méthode de réduction du fer (FRAP): cependant,
I’oxydation du DPPH est efficacement inhibée par I’EMB avec une IC50 égale a 1,68mg/ml
suivi par ’EAq avec IC50 égale a 2,1mg/ml. Méme ces résultats sont remarqués avec
I’activité chélatrice du fer et le pouvoir réducteur qui ont été forts.

. L’activité¢ antihémolytique et anticoagulante ont été avéré intéressantes pour les
deux extraits notamment I’EMB.

Les activités biologiques obtenues ont été¢ dépendantes et en bonne corrélation avec
la teneur en polyphénols totaux et celle en flavonoides qui constituent des puissants agents
antioxydants.

En conclusion; Thapsia garganica L est doué¢ d’une activité antioxydante,
antihémolytique et anticoagulante remarquables. De ce fait, il peut constituer une ressource
naturelle a fin d’atténuer les complications du stress oxydant associ¢ ou déclenchant des
maladies cardiovasculaires.

Mots clés: Activité anticoagulante, Activité antihémolytique, Activit¢ antioxydante,
Flavonoides, Thapsiagarganica L.
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