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Résumé

Résumé

La plante thapsia garganica est une plante largement répandue dans la région
méditerranéenne qui a de nombreux effets bénéfiques et peut traiter diverses maladies.

Nous avons étudi¢ 1’effet anti-inflammatoire et antioxydant de 1’extrait méthanolique et
¢thanolique des racines de I’espece Thapsia garganica. L.

Le rendement d’extraction hydro-methanolique est de 5,4% et 4,91% hydro-éthanolique.

Les racines de Thapsia garganica sont riche en composés phénolique notamment les
polyphénols (137,95 ug EAG/mg) pour I’extrait méthanolique, et (69.59 ug EAG/mg d’extrait)
pour I’extrait éthanolique. Les flavonoides (5,04 mg/ml) dans 1’extrait méthanolique et (3.57
ug EQ/mg d’extrait) pour I’extrait éthanolique. Les deux extraits sont été¢ quantifiés a 1’aide de

techniques colorimétriques.

L’activité antioxydant a été évaluée en utilisant la technique de piégeage des radicaux DPPH,

pouvoir réducteur et I’activité anti hémolytique. Les différents extraits (E Meth/ Etha) Leur
capacit¢ a prévenir la dénaturation de la BSA, afin d’évaluer leur efficacité contre
I’inflammation in vitro. Selon les résultats d’une étude de leur effet anti-inflammatoire en
laboratoire confirment notre résultat, avec une activité anti-inflammatoire in vivo confirmée.

Thapsia garganica peut étre une source de substances bioactives en raison de ses
propriétés anti-inflammatoires et anti oxydantes.



Résumé

Abstract

Thapsia garganica is a plant widely spread in the Mediterranean region that has many
beneficial effects and can treat various diseases. We studied the anti-inflammatory and
antioxidant effect of methanolic and ethanolic root extract of the species. The yield of hydro-
methanolic extraction is 5.4% and 4.91% hydro-ethanolic. The roots of Thapsia garganica are
rich in phenolic compound including polyphenols (137.95 ug EAG/mg) for methanolic
extract, and (69.59 ug EAG/mg extract) for ethanolic extract. Flavonoids (5.04 mg/ml) in
methanolic extract and (3.57 ug EQ/mg extract) for ethanolic extract.

The DPPH radical scavenging technique was used to evaluate antioxidant activity, which
resulted in reducing power and anti-hemolytic activity. The different extracts (E Meth/

Etha) have been evaluated for their ability to prevent denaturation of BSA in order to evaluate
their effectiveness against inflammation in vitro. The results of a laboratory study on their
anti-inflammatory effect have been confirmed, and anti-inflammatory activity has

.been confirmed in vivo

Thapsia garganica anti-inflammatory and antioxidant properties make it a source of
bioactive substances.



Résumé

uidls

aal) Al g Lo giall a1 ) il (8 ey (3 e e i s (Gube sl ) @l 5g) Sl sl Ll il
.ol e Cilide #0le 4Say s 3adal) BV (e

Gl gl Jslaa 8 Waila jla Ll Gl sia Galiiod 5008V Cilalian 5 gD slaall i) L ja 8
<Ll g5y

e AL 74,915 75.4 55 Sl Gl sisdll paliiadl sl

(EAG/MQ ale 550 137.95) sl sall iy 8 Ly 4] 538l liS jally die WSla s LS il 93a

5.04) 2558308 el g1 Galdtued (paldiue EAG/MQ &l & 584 69.59) 5 cdld giliall (alitil

S paat oy Sl QAW el (EQ/MQ waldiuw (e ol je 55806 3.57) 5 <l sitiall Galitie 8 (Jo/prle
OV el s aladiuly ualiiiul SIS

A Iy sliaal) Tl 5 28Uall (e Jlay Lae «DPPH 4 aad) daladll 4 alasiinls 300U aliadll Lalial) ayis o3
il 8 Gl aa Leillad i Jal e (BSA g e e 538 (E Meth/Etha) 4ilisal) cilialiiull
aall 3 LD sl LlLaal) 28 e oliiadis XS5 ¢ pridall 3 Ll aliad) L Sl A ja all F
ol

Clalizas 5 Gl saliadll 4cailiad Ca UGa gl o ddadal) af sall | jaae Kaila jla Ll &80 o o5 o (8
38y



Liste des abréviations

AINS : Anti-inflammatoires non stéroidiens
AICI3: Aluminium chlorid EExa hydrate
BSA : Albumine sérique bovine

CPG : Chromatographie in phase gazeuse
DCF : Diclofenac

DPPH : 2 ,2-Diphényle-1-picrylhydrazyl
EAG : Equivalent d’acide gallique.

EEth : Extrait éthanolique

EMet : Extrait méthanoique

EQ : Equivalent de quercétine.

FeClI3 : Chlorure de fer

HCL.: Hydrochloricacide

HPLC : High performance liquid chromatography

IC50: Half maximal inhibitory concentration.
K3Fe(CN) 6 : Ferricyanure de potassium

MS : Matiere seche

OMS : Organisation Mondiale de la Sante.
Pf : poids final.

PH : Potentiel Hydrogene

Pi: Poids initial de la prise d’essai.

Rdt : Rendement

Rpm: Rotation par minute

TCA: Acide Trichloracétique



Liste des abréviations

TG: Thapsia garganica

Vit C : Acide ascorbique



Liste des Fiqures

Figure 01 :
Figure 02 :
Figure 03 :
Figure 04 :
Figure 05 :
Figure 06 :
Figure 07 :
Figure 08 :
Figure 09 :
Figure 10 :
Figure 11 :
Figure 12 :
Figure 13 :
QAIGANICA. .. ... cuvis e et et e een et e e et et e ees eae e ees et ee e et ae e een s e een an e aen a
Figure 14 :

Liste des fiqures

Photographie du plant Thapsia garganica (A)...........cccooevvieienann...
Photographie des racines du Thapsia garganica (B).......................
structures des sesquiterpenes de Thapsia garganica........................
Site d’échantillonnage de la plante de Thapsia garganica...................
Poudre fine des racines de la plante de Thapsia garganica...............
Préparation de I’extrait méthanolique ................cooviveiiiiiininnnn

Réaction de réduction de radical DPPH..........c.ccooeoiiinivieiniieeen .

Taux d’humidité des racines de Thapsia garganica........................
Taux de cendre des racines de Thapsia garganica.........................
Courbe D’¢étalonnage de ’acide gallique.................coooeiiiiiin.n.
Teneur en polyphénols des extraits des racines de Thapsia garganica.

Courbe d’étalonnage de la Quercétine...............cooeviiiiiiiiiiiinn...

Teneur en flavonoides des deux extraits des racines de Thapsia

Courbe d’étalonnages de la vit ¢ des deux extraits

(Méthanolique /Ethanolique)...........cooeieiiiii e,

Figure 15 :

Figure 16 :
Figure 17 :
Figure 18 :
Figure 19 :

Figure 20

La concentration inhibitrice des 2 extraits par rapport au standard

Courbe d’¢étalonnage du vit C pour le pouvoir réducteur...................

pouvoir réducteur des deux extraits des racines de Thapsia garganica.

Le pourcentage d’inhibition des deux extraits (Meth/Etha)...............

Courbe d’étalonnage de la vit C (control) et Diclofénac (référence)......

: Activité anti-inflammatoire des deux extraits des différentes

CONCENE AL ONS . .ottt et e e e e

Figure 21 :

La différence du volume des cedémes entre les oreilles droit et gauche

des souris traité avec E Meth/ E Etha et groupe témoin négative.......................

Figure 22 :

Le pourcentage d’inhibition d’cedéme..................coeiiiiiiiiianL.

04
08
10
10
11
15
20
20
21
22
22
23

24

24

25
25
26
26
27

28

28



Liste des tableaux

Liste des tableaux

Tableaul : Classification botanique de Thapsia garganica L.. ceveeeee 03
Tableau?2 : Structures des principales composées phénoliques de Thap5|a garganlca 06

Tableau3 : Rendement d’eXtraction. ... ....ovee et 19



Sommaire

Remerciements.
Dédicace

Liste des abréviations
Liste des tableaux
Liste des figures

Chapitre 1 : Géneralité sur Thapsia garganica L.

INErOTUCTION. . . ettt e 01

Chapitre 2 : Revu bibliographique

1o DEFINITION. ..o 03
2. Classification botanique. ...........cooiiiiiii 03
3. DIStribULION. ... 04
4, Lapartie ULIISBe. ..o 04
5. Utilisation traditionnelles. ..., 05
6. Composition chimique de Thapsia garganical..........cccccooeeveevieeievieereenne. 05
6.1. Les composés phénoliqUES. ..........oviriiii e 05
6.1.1. Acide phénolique. ........ooiniii 05
6.1.2. FIaVONOTUES. .. ..ottt 06
6.1.3. COUMAIINES. ...ttt 06
6.2. LeS COMPOSES tEIPENIGUES. ... vttt ettt et 07
6.3.Huiles essentielles. ... ... 08
7. Latoxicitédelaplante ........coiiiiiriii 08
8. Les études réalisées surlaplante............cooviiiiiiiiii 08

Chapitre 3 : Reaction inflammatoire

1. Définition de I'inflammation ...............ccoiiiiiiiiiiiiii i, 10
2. Les Types de la réaction inflammatoire ................coooviiiiiininenn... 10
> L’inflammation @igUe .........c.ovuieiiiiitiit e 10
» L’inflammation chronique .............ooeiiiiiiiiiii e, 10
3. Les médiateurs de I'inflammation ................cooooiiiiiiiiiiii .. 10
4. Les anti-inflammatoires ...........ooeeuivrieiiiriitiit et 11
a) Les anti-inflammatoires non Stéroidiens ..............ocoveiiiiiiiiinennn, 11

b) Les anti-inflammatoires stéroidiens ..................coooviiiiiiiiiinnn.. 11



Sommaire

c) Les anti-inflammatoires d’origine végétales .................ccocevveneenn.n. 11

Chapitre 4 : Matériel et méthodes

Lo MaAtCriC] ... 12
Lo Laplante ..o 12
2. 1ES ANIMAUX. ...ttt 13

Il MEthOde. .. oeiniie e 13
1. Extractionsdelaplante.............ooooiiiiiiiiiii 13
a) Extraitméthanolique. ... 13
b) Extrait éthanolique. ..o 14

Il Analyse physico-Chimique. ..o 14
1. Détermination de taux d’humidité...................oooiiiiiiiiiii i, 14
2. Déterminationde taux decendre.............ovvviniiiiiiiiiiiiia 14
3. Dosage des composés phénolique..............oooiiiiiiiiiiiiiia, 15
3.1.Dosage des polyphénols totauX .............cooveiiiiiiiiiiiiiiiie 15
@) PIINCIPE. .ttt 15
D) ProtoCOle. ... ..ot 15
3.2.Dosage des flavonoides. ..o 15
@) PIINCI DR . ettt ettt et e e 16
D) Protocole........oeoniii i 16
4. Activités biologiquesde laplante ..., 16
4.1. Etude de I’activité antioxydante..............cooeiiiiiiiiiiiiiiaienenn, 16
4.1.1. Testede DPPH. ... ..ot 16
) I 0 410 [o1 o =T PSP 16
D) ProtoCOle. ... ..o 17
4.1.2. Réduction desions métalliques...............cccoiiiiiiiiiiiiiiian.. 17
@) PIINCI DR . ettt ettt et e e e 17
D) ProtoCOIe. ... 18
5. Activite anti-hemolytique.............ooiiiii 18
@) PIINCIPe. . e, 18
D) ProtoCOIe. ... 18
6. Activité anti-inflammatoire ... 19
6.1.Activité anti-inflammatoire iN Vitro................ooiiiiiiiiiiie 19

@) PIINCIPE. .ttt 19



Sommaire

D) ProtoCole. ... 19
6.2 Activité anti-inflammatoire in vivo « (Edéme de ’oreille induit par le xyléne » 19
@) PIINCIPE. .ttt e 19
D) ProtoCOIe. ..o 19

Chapitre 5 : Résultat et Discussion

L. RESUNAL. .. 21
1.1 Rendement d’eXtraction. . ..ooveeeeeieee ettt 21
2. Analyse physiCo-ChimiqQUe..........c.ooiiiiii e, 21
2.1 Taux d’humidite . ....ooneee e e 21
2.2 TauX dE CENATE ... vttt e e, 22
3. Dosage des polyphénols totauX.........coevvuiiiiiiiiiiiiiiii i eeennes 22
3.1 Dosage des flavonoides. ........c.ooouiiriiiie e 23
4. ACHVItE antioXydante..........o.euiiiriiiit e 24
A1 Testde DPPH. . ... e e 24
4.2 POUuvOIr TEAUCTEUL ...ttt 26
5. Activité anti- hémolytique. ..........oooviriiiiii e 27
6. ACtiVIté anti-inflammatoire. .........ovuereee 28
B. . TN VIETO Lo 28
8.2 Il VIV 0 e 29
T DISCUSSION ...ttt e e e 30

CONCIUSION .ottt 34



Introduction

Introduction

Depuis des siecles, I’étre humain utilise diverses ressources trouvées dans son
environnement, pour traiter et soigner certaines maladies. Selon 1’organisation mondiale de la
santé (OMS) environ 80% des habitants utilisent des préparations traditionnelles a base de
plantes (Karou et al. 2005).

Malgré son ancienneté, 1’étude des activités des plantes est toujours d’actualité. En
raison du fait que la regne végeétal est une source majeure de diverses molécules bioactives qui

font un sujet d’intérét scientifique (Falleh et al. 2008).

Les propriétés anti inflammatoires des plantes aromatiques et médicinales sont bien
connues. Mais ¢’est seulement a partir du début du 20éme si¢cle pour que les scientifiques ont
commence (Christensen et Brandt, 2006 ; Medini et al. 2014).

Dans I’industrie, I’alimentation, la cosmétologie et la pharmacologie, les substances
naturelles issues des végétaux sont utilisées a de multiples fins. Parmi ces composés, on
retrouve principalement les métabolites secondaires, qui sont principalement abordés en

thérapeutique (Bahorun, 1997).

La famille des Apiacées, rassemble plus de 3000 especes de plantes, aux propriétés
médicinales et utilisées en médecine (Pae et al. 2002). Les particularités de cette famille
résident dans la présence des métabolites secondaires bioactifs tels qu’huiles essentielles, poly
phénols, flavonoides, acides phénoliques, les coumarines, saponines, alcaloides et poly

acetylénes dans tous les organes (Hegnauer, 1997).

Thapsia garganica L. (Apiaceae) est une plante ombellifere développé dans la région
méditerranéenne. Depuis des millénaires, cette plante médicinale elle est utilisée pour traiter
I’asthme, I’arthrite, la stérilité féminine (Ladjel et al. 2011). La médecine traditionnel arabe
utilise les effets irritant de la plante pour soulager les symptémes de la toxicité, les effets
néfastes de certaines parties de la plante dans le fourrage sont bien documentés depuis des
siécles (Perrot, 1943).

L’objectif de cette étude est d’évaluer 1’activité anti inflammatoires des racines de la plante

Thapsia garganica L.

Cette etude subdivise en deux parties essentielles :



Introduction

La premiére partie de ce document est consacrée a une synthese bibliographique sur
I’inflammation, la plante Thapsia garganica L, un apercu général sur ses composés
bioactifs et I’activité anti-inflammatoire des composées phénoliques
La seconde partie est consacrée a la partie expérimentale, a savoir :
Extraction des composeés phénoliques & partir des racines de la plante Thapsia
garganica L.
Dosage des composés phénoliques de ces extraits.
Evaluation de leurs activités anti inflammatoires.
Puis nous avons exposé 1'ensemble des résultats obtenus et leur discussion et enfin,

nous finirons par une conclusion et perspectives.
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1. Définition
Thapsia garganica L. appartient a la famille des Apiacées, qui comprend des plantes

dicotylédones, caractérisées par leurs homogenéités (Ombelliféeres) (Guignard, 1998).
Le nom Thapsia garganica L, est constitué¢ de deux mots d’aprés Lauzer (1968).
Thapsia : qui est tiré de 1I’ile de Thapsos, ou elle été découverte pour la premiére fois.

Garganica : qu’est le nom d’une montagne en Italie (Gargano), ou elle est présente en grande

quantité (Soubeiran et Regwuld, 1988).

En Kabylie, utilise le terme « Adéryés », en Arabe «bounafaa » et en Francais « Thapsia
ou faux fenouil » (Crété, 1965).

2. Classification botanique

D’aprés la classification de Gomez (2007) Thapsia garganica peut étre classé en :

Tableaul : Classification botanique de Thapsia garganica

Division Angiospermes

Classe Dicotylédones
Sous-classe Archychlamideae

Ordre Umbeliflorales

Famille Umbelliferae = Apiaceae
Genre Thapsia

Espéce Thapsia garganica

Nom commun Tapisia, ok, @b,

Thapsia garganica est une Plante vivace avec une racine épaisse et allongée, de couleur
grise a I’extérieur et blanche a I’intérieur, qui contient un suc laiteux tres caustique. La tige de
cette plante est robuste, droite et légerement striée avec une fistule. Elle se divise en branches
laches, étalés, avec des feuilles pétiolées, deux ou trois fois ailées, glabres et lancéolées, d’un
vert lumineux en haut et plus clair, nerveuses et ridées en bas. Les pétioles se dilatent a leur

base en une gaine large et membraneuse. Les fleurs sont de couleur jaune péle, se présent sous
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la forme de plusieurs ombelles composées de huit a douze rayons. Les fruits ont une taille
comprise de 15425 mm -10 & 15mm (Roques, 1835 ; Kadda et al., 2017).

FigureOlet 02 : Photographie du plant Thapsia garganica (A), ces racines(B).

3. Distribution

On peut trouver Thapsia garganica L. dans le bassin méditerranéen, fréquemment

retrouvée le long des routes et dans les champs (Gomez, 2007).

Il se développe de maniére spontanée en Algérie, Tunis et au Maroc, Espagne, aux fles
Baléares, en lItalie, en Sicile, en Sardaigne, dans plusieurs Tles Grecques, et dans plusieurs iles
de I’Archipel, a Constantinople et dans 1’Asie occidentale. Elle résiste aux conditions
climatiques seéches de la méditerranée et a 1’aridité des steppes et des montagnes du Sahara

(Leleux, 1857).
4. La partie utilisée

Les parties largement utilisées sont les racines de la plante, tandis que 1’écorce des
racines est encore employée en médecine traditionnelle maghrébine pour traiter la stérilité
féminine, les douleurs rhumatismales, les entorses et surtout pour les maladies pulmonaires
graves et comme usage externe. La racine est préparée et appliquée sur les articulations
enflammées, morsures de serpents, plaies, atones, Abceés sont traité par des racines décoctée
(Ladjel et al. 2011).
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5. Utilisation traditionnelle

Dans la thérapeutique traditionnelle utilise fréquemment Thapsia garganica L. on lui
attribue des propriétés diurétiques, émétiques et purgatifs. Toujours pensé que la plante était
spécifique pour le traitement de la douleur, mais il est important de rester prudent car elle peut
étre toxique pour certains Mammiferes. La plante est aussi tres irritante, provoquant des cloques

et des démangeaisons intenses (Ladjel et al. 2011).

Il a été prouvé que la racine de Thapsia garganica posséde des vertus thérapeutiques
similaires a celles d’un vaccin, car elle agit comme un véritable médicament qui renforce le

systéeme immunitaire et combat les allergies (Gomez, 2007).

Thapsia garganica peut aussi étre utilisée comme anti-inflammatoire pour soulager les
douleurs rhumatismales (Ali et al. 1985 ; Srikrishna et Anebouselvy, 2009). Et dans la prise
en charge des maladies pulmonaires et le catarrhe (Nelson et Stoltz, 2008 ; Srikrishna et
Anebouselvy, 2009).

6. Composition chimique de Thapsia garganica L

Différentes classes de métabolites secondaire ont €té mis en évidence dans la plante

Thapsia garganica.
6.1. Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires, présents en grande
quantité dans le regne végétal (Martin et Andriantsitohaina, 2002). La caractéristique
principale de ces composés est la présence d’un ou plusieurs noyaux aromatiques avec lesquels
un ou plusieurs groupements hydroxyles libres ou lie dans une autre fonction (Bruneton, 1999
; Crozier et al. 2006).

6.1.1Acides phénoliques

Les acides phénoliques sont des composés organiques qui possédent une fonction
carboxylique et un hydroxyle phénolique, provenant des acides benzoiques ou des acides
cinnamiques (Bruneton, 1999). Les acides phénoliques se composent principalement des
acides hydroxycinnamique (C6-C3) et les 1’acide hydroxybenzoique (C6-C1). (Cheynier,
2005 ; Chira et al. 2008).
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Les analyses chimiques effectuées sur Thapsia garganica L. ont révéle que les extraits
de cette plante renferment des dérivés de I’acide hydroxycinnamique qui représentent 2% des
composés phénoliques totaux tandis que la variation de I’acide hydroxybenzoique sont
inexistantes (Stocker et al. 2004).

6.1.2. Flavonoides

Les parties aériennes de Thapsia garganica L. Renferment une grande quantité de
flavonoides tels que les flavones et les flavonoles (Harrorne et Williams, 1972 ; Stocker et
al. 2004 ; Djeridane et al. 2006). Les flavonoides parmi plus de 6000 composés naturels, qui
sont quasiment universels chez les plantes (Erlund, 2004). Leur structure est composée de
carbone C6-C3-C6, ou plus précisement une fonction phénylbenzopyrane (Marais et al. 2006).
Les flavonoides constituent des pigments qui produisent des teintes jaune, orange et rouge des

diverses parties végétales (Ghedira, 2005).
6.1.3Coumarines

Les coumarines se trouvent dans les racines de Thapsia garganica L (Larsen et
Sandberg, 1970). Les Apiacées abritent des molécules hétérosides dans de nombreuses
familles dicotylédones, qu’elles soient libres ou sous forme hétérosides. Ces molécules sont

extrémement complexes (Bruneton, 1999 ; Ojala et al. 2000).

Tableau 2 : Structures des principaux composés phénolique de Thapsia garganica L.

Acide hydroxycinnamique ' R4
OH
(Cheynier, 2005)
R2 =~ COOH
O OH
Acide hydroxybenzoique
(Cheynier, 2005) OH

()]
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6.2. Composés terpéniques

Des analyses GC-FID et GC /MS ont été effectuées pour examiner la composition
chimique des huiles volatiles extraites des racines, des feuilles, des fleurs et des tiges de Tapsia
garganica originaire de Tunisie. Il y avait une prédominance d’hydrocarbure sesquiterpéniques
et mono terpéniques oxygénés dans les huiles de toutes les parties de la plante. Dans la premiére
classe de composes, on retrouvait principalement le bicyclogermacréne (21,59 — 35,09 %),
tandis que dans la derniere classe, on comptait principalement le géranial avec 3,31 — 14,84 %
et le linalol avec 0,81 — 10,9 % et étaient les plus importants (Hassen et al. 2015).
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Parmi les constituants volatiles présents dans les racines, on retrouve principalement:
les lactones sesquiterpénes, d-cadinéne, o- et d-guaiene, élémol, guaiol et la thapsigargine
(Drew et al. 2012).

Thapsigargin Thapsigargicin Nortrilobolide

Figure 03 : structures des sesquiterpenes de Thapsia garganica L
6.3. Huiles essentielles

Thapsia garganica L. contient des huiles essentielles (HE) surtout des mono terpénes.
Les HE appelées aussi huiles volatiles, sont constituées d’un mélange complexe d’oxygéné et
d’hydrocarbures de formule chimique générale (C5H8) n (Schulz et al. 2004). Les composes
principales des différents parties aériennes de Thapsia garganica L sont p- vinylguaiacol a 59-
63%, Linalol a 6-8% et 1,4-diméthylazuléne & 6-7% (Ladjel et al. 2011).

7. La toxicité de Thapsia garganica

Les substances toxiques et irritantes de la Thapsia garganica sont connues pour leur
effet agressif sur la peau, en particulier la racine qui se forme une résine tres agressive
(Hammiche et al., 2014). La toxicité de la thapsie provient a la présence de dermatite survient
lorsque les fleurs de T. garganica sont contactées directement ce qui provoque un érytheme,
des démangeaisons et la formation de petites vésicules (Mohamed Ibrahim et al. 2018). Des
testes ont été réalises sur des cellules cancéreuses de la leucémie, du carcinome du sein traité

par la thapcigagargine et des phénylpropanoides isolés des fleurs de Tapsia Garganica L.
8. Les études realisées sur Thapsia garganica

Titre 01 : Optimisation des conditions d’extraction des composés phénoliques chez Thapsia

garganica L.
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L’objectif de cette étude est d’évaluer les meilleures conditions d’extraction des
composés phénolique totaux chez Thapsia garganica L. Les polyphénols connus pour leurs
propriétés antioxydantes, sont actuellement largement utilisées pour extraits des principes actifs
a haute valeur ajoutée a partir de la mati¢re végétale, cette étape est d’une grande importance

dans I’isolement et 1’identification des composés phénoliques.

Par conséquence, un grand nombre d’auteurs ont examiné 1’'impact de différentes
conditions d’extraction sur le rendement d’isolement des composés phénoliques provenant de

source végétale (Khali et al. 2013).

D’aprés les résultats la thapcigagargine a une grande toxicité par rapport aux

phénylpropanoides (Liu et al. 2006).
Titre 02 : La cytotoxicité de Thapsia garganica

Une étude a été réalisée par Liu et al., (2006) sur la toxicité de la thapsigargine et des
esters des phénylpropanoides extraits des fleurs de Thapsia garganica. Des lignées cellulaires
cancéreuses de la leucémie, du carcinome et du sein ont été testées. Les IC50 ont révélé que la
thapsigargine possede un potentiel cytotoxique plus élevé par rapport aux esters
phénylpropanoides.

Le cancer de la prostate est le cancer masculin le plus répandu et lI'une des principales
causes de mortalit¢ dans le monde occidental. Il se produit lorsqu’il y a une prolifération
incontrolable de cellules anormales sous I’influence d’hormone sexuelles males : les

androgeénes (Christensen et al. 2009).

Selon Arnold et Isaacs (2002), le traitement du cancer de la prostate par ablation
androgénique n’est pas totalement efficace car cette thérapie n’est efficace que sur des cellules
cancéreuses androgéno-dépendantes. Les cellules cancéreuses androgéno-indépendantes ne
réagissent pas a cette thérapie et continuent a proliférer, entrainant ainsi une rechute et la mort

du patient.

Thapsia garganica a démontré sa capacité a provoquer 1’apoptose dans le traitement du
cancer de la prostate, principalement pour combattre les cellules cancéreuses androgéno-

indépendantes (Gomez, 2007).
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1. Définition
Depuis longtemps, I’inflammation est un phénomene reconnu et existe.

La réaction inflammatoire est un processus naturel physiologique qui se produit
lorsque ’organisme est exposé a des agents chimique, toxique, microbienne, traumatique,
environnementale, etc.... (Ryan et Majono, 1977 ; lwalewa et al. 2007 ; Barton, 2008). La
réaction inflammatoire peut étre caractérisée par un ensemble de mécanismes réactionnels de
défense par lesquels 1’organisme est capable de reconnaitre, détruire et éliminer toute

substance étrangere.

Il y a des formes d’agresseur telles qu’une infection (bactérienne, virale, parasitaire ou
fongique), un agent physique (une blessure, une piqire d’insecte, une brilure, une gelure, une
radiation, un corps étranger), un agent chimique (une toxine, un venin, un agent caustique), ou
méme une fausse menace, comme par exemple lors des réactions allergiques ou des maladies
auto-immunes. De cette maniére, 1’organisme des patients qui atteints des maladies auto-
immune font face en permanence a une menace inexistante, compromettant de leur propre
intégrité (Sy et al. 2008).

2. On distingue deux types de réaction inflammatoire

» L’inflammation aigiie : qui n’est pas spécifique et se développé tres rapidement.
Nécessite I’intervention des cellules capables de tuer 1’agresseur. Une fois

I’agression contrdlée, le tissu est réparé et I’inflammation se termine (Charles et

al. 2010).

» L’inflammation chronique : survient lorsque 1’inflammation n’est pas controlée et
persiste sur une longue période. Dans ce cas, les mécanismes de défense sont renforcés
par les mécanismes immunitaires qui sont plus spécifiques. Autrement dit, la réaction
inflammatoire dévient défavorable et nécessite la prise des médicaments, elle peut
durer plusieurs semaines a plusieurs années (Iwalewa et al, 2007 ; Charles et al,
2010).

3. Les médiateurs de ’inflammation solubles et cellulaires

La réponse inflammatoire est initiée et contr6lée par de nombreux médiateurs chimique,

pro ou anti inflammatoires, qui peuvent étre des substances protéiques plasmatiques, présentes
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dans le sang circulant, ou proviennent de cellules telles que les mastocytes, les thrombocytes,
les neutrophiles, les monocytes et les macrophages (Henrotin et al, 2001 ; Iwalewa et al,
2007).

Les principaux médiateurs impliqués dans le développement de la réaction inflammatoire
sont : I’histamine, sérotonine, platelet activating factor (PAF), leucotriénes, prostaglandines,
bradykinine, thrombine, fibrine, I’interleukine 8 (IL8), protéine 3a du complément C3a,

protéine 5a du complément C5a (Kumar et al. 2007).

4. Les anti-inflammatoires

a) Anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoire non stéroidiens (AINS) sont 1'une des classes thérapeutiques
largement utilisés a 1’échelle mondiale en raison de leurs propriétés anti-inflammatoires,

antalgiques et antipyrétique.

En ce moment, il existe plus de 50 différents AINS sont disponible sur le marché mondial
(Blain et al. 2000).

b) Anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) font partie d’une large gamme de médicaments

dérivés du cortisol, principal glucocorticoide surrénalien (Barnes, 1998).

c) Anti-inflammatoires d’origine végétale

Le nombre de composés phytochimiques, découverts dans la régénération végétal est
extrémement important, et leur spectre d’activité est tout aussi étendu. Certains de ces

composés phytochimiques possedent des propriétés anti-inflammatoires.

Il est supposé que beaucoup agissent en bloquant les voies de la cyclooxygénase et la

lipooxygénases, ainsi que par d’autres processus (Barnes, 1998).
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. Matériels
1. La plante Thapsia garganica L
Les racines de la plante Thapsia garganica ont été récoltées a partir de la région de

Belimour wilaya de Bordj Bou Arreridj.
\—/
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Figure 04 : Site d’¢échantillonnage de la plante Thapsia garganica.
Les racines de Thapsia garganica ont été nettoyé et rincer par 1’eau, ensuite séchées a

température ambiante et broyés a 1’aide d’un mortier en poudre moyennement fine.
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Figure 05 : Poudre fine des racines de la plante Thapsia garganica.
2. Lesanimaux

Les souris albinos femelle de souche Wistar, proviennent tous d’animalerie de Sétif, a des

poids (25 a 30g).
Il.  Méthodes
1. Extraction de la plante :
a) Extrait méthanoiques :

L’extrait méthanolique (EMeth) est préparé par la macération de 50 g de poudre des
racines de la plante thapsia garganica dans 100ml le méthanol 80%. Le mélange a été trempé
pendant 72 heures puis le mélange est filtré par le papier Wattman (N 3) pour récupere le
filtrat(1). On ajouté 100ml de méthanol 80% pour faire une 2éme macération. Aprés 3 jours,

une deuxieme filtration a été effectué et les deux filtrats sont mélangés. Ensuite, évaporés a sec.

L’extrait obtenu a été conservé a (4C°) jusqu’a son utilisation (Markham, 1982). (Figure :
06).

Figure 06 : Préparation de I’extrait méthanoique.

b) Extrait éthanolique :
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La préparation de 1’extrait éthanolique se fait selon la méthode décrite par Markham (1982).

La macération consiste a mélanger la poudre des racines de Thapsia garganica dans
d’éthanol 80% (0,3 mg/ml), puis on a tremper pendant 3 jours. La premicre étape consiste a
filtrer sur un papier wattman. Ensuite, on récupére le filtrat (1) et on ajoute le méme volume
pour la deuxieme macération. Ensuite, on a récupére les deux filtrats et mélanger. Puis, I’extrait

a été évapore a sec. Conserveé par la suite a 4C° jusqu'a son utilisation.

L’extrait méthanolique (Eeth) est préparé par la macération de 50 g de poudre des racines de la
plante thapsia garganica dans 100ml le méthanol 80%. Le mélange a été trempé pendant 72
heures puis le mélange est filtré par le papier Wattman (N 3) pour récupere le filtrat(1). On

ajouté 100ml de méthanol 80% pour faire une 2éme macération.

I11.  Analyse physico-chimique de la plante
1) Détermination de taux d’humidité

a. Principe de la méthode

La méthode d’Amadou (2004) permet de déterminer la teneur en humidité de la poudre
végétale en effectuant une dessiccation a I’étuve a 105 C°. Le taux d’humidité est calculé selon

la formule suivante :
Taux d’humidité % = ((Pi — Pf) / Pi) * 100
Pi : poids initial de la prise d’essai
Pf : poids final
b. Protocole

Trois prises d’essai d’une quantité des racines fraiches d’une masse de 2g a été exposée

a une température de 105 C° dans 1’étuve jusqu’a’ I’obtention d’un poids.

2) Détermination du taux de cendre
a. Principe de la méthode :

Le taux des matieres minérales a été déterminé par minéralisation dans le four a

moufle. (Brulant).

b. Protocole :

12
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Nous avons pese une quantité de matiere sache des racines de Thapsia garganica L. 2 g
mettons dans trois creusés apres les avoir pesés (vide) et exposé a température de 800 ¢” pendant
8h.

Pesé les creusés avec produit minéralisat pour calculer le taux de cendre par la formule

suivante :

Taux de Cendre %=( (m1 — m2)/m1)*100
m1= masse finale (creuset + cendres totales)
m2=masse du creuset vide

3) Dosage des composes phénolique :
3.1.Dosage des polyphénols totaux :

Différentes technique analytiques sont utilisées pour quantifier ces métabolites,
notamment la méthode Folin-Ciocalteu est I’approche la plus couramment utilisée (Georgeé et
al, 2005).

a. Principe :

Le réactif de Folin-Ciocalteu(H3PMO12040) est formé en combinant d'acide
phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide phosphomolybdique. .Lorsque les composés
phénoliques sont oxydés dans une solution alcaline, les groupes oxydables de Folin-Ciocalteu
subissent une oxydation, ce qui provoque la formation d’un mélange d’oxydes bleus. La
quantité de polyphénols dans I'extrait examiné est déterminée par l'intensité de la couleur

produite, qui absorbe maximalement a 765 nm.
b. Protocole :

A 200 pl d'échantillon ou standard (préparés dans le méthanol/ éthanol), on ajoute 1000
ul de réactif de Folin (dilution 10 fois) avec les dilutions convenables. Aprés 4 minutes, 800 pl
de solution de carbonate de sodium (75 mg/ml) sont ajoutés au milieu réactionnel. Aprés 2
heures d'incubation a température ambiante, on mesure 1’absorbance a765 nm. La concentration
en polyphénols totaux est calculée a partir de I'équation de régression de la gamme d'étalonnage
établie avec I'acide gallique (0-160 pg/ml) et est exprimée en pg d'équivalent acide gallique par
milligramme d'extrait (ug EAG/mg extrait).

13
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3.2. Dosage des flavonoides

a. Principe

Cette méthode fonctionne en établissant un lieu covalent entre I’ALCL3 et les groupes
OH des flavonoides, ce qui permet de créer une couleur jaune avec une absorbance maximale
de 430nm (Huang et al ,2004).

b. Protocol

Iml de solution d’ALCL3 (2% dans le méthanol / éthanol) est ajouté a 1ml d’échantillon
(3ml de méthanol / éthanol + 18 mg d’extrait), aprés 10min d'incubation a température ambiante
et a I'abri de la lumiere, on mesure les absorbances a l'aide d'un spectrophotometre a 430nm.

Toutes les manipulations sont effectuées trois fois.

La gamme d’étalonnage de la quercetine (5-40 g/ml) est établie dans les mémes
conditions. L'équation de régression de la ligne d'étalonnage est utilisée pour calculer la quantité
des flavonoides. Les résultats sont donnes en équivalents quercetine par milligramme d'extrait
(g QE / mg d’extrait).

4) Activités biologiques de la plante
4.1.Etude de Pactivité antioxydante
4.1.1. Méthode DPPH
a. Principe

La méthode de Blois (1958) consiste a bloquer le radical libre 2,2-diphényle-2-
picrylhydrazyl (DPPH.). Cette méthode permet de déterminer la concentration inhibitrice
médiane (IC50) des composés antioxydants et de mesurer leur capacité a étre piégés. Le DPPH
est un radical libre violet (forme oxydée) qui devient jaune (forme réduite) lorsque des produits
chimiques antioxydants qui lui donnent un proton interagissent avec lui. L'activité anti-
radicalaire libres de I'extrait est inversement proportionnelle a sa couleur violet foncé, qui peut

étre mesurée a 517nm (Locatelli et al, 2010).
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DPPH DPPH-H

 Rose.St7m Jaune

& ' H represents antioxidant

Figure 07 : Réaction de réduction de radical DPPH (Goudijil ., 2019).
b. Protocole

On ajoute 1,5 ml de I'extrait ou de la solution standard & 0,5 ml de solution DPPH a des
concentrations précises (0,004 %). Apres avoir été agités, les tubes sont places dans 1’obscurité
pendant 30 minutes a température ambiante. Un spectrophotometre réglé sur 517 nm détecte
I'absorbance par rapport a un blanc produit pour chaque concentration. L'examen est effectué
trois fois. L'équation suivante est utilisée pour calculer le pourcentage de piégeage des radicaux
DPPH :

% de piégeage= [(Al — A2) / Al] *100
Al : absorbance du contréle (solution du DPPH sans extrait).
A2 : absorbance en présence d’extrait

4.1.2. Réduction des ions métallique : « Pouvoir réducteur »
a. Principe

Selon Yildirim et al (2001) la capacité des extraits a transformer le fer ferrique (Fe 3+)
en fer ferreux (Fe2+), Ce mécanisme est reconnu comme un indicateur de 1’activité donatrice

d’¢électrons, caractéristique de I’action antioxydante des polyphénols.

b. Protocole
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La méthode décrite par (Oyaizu en 1986) permet de déterminer le pouvoir réducteur.
On mélange 1ml de l'extrait a différentes concentrations avec 1,25ml d'une solution tampon
phosphate 0,2M (pH 6,6) et 1,25ml d'une solution de ferricyanure de potassium K3Fe (CN) 6
a 1%. L'ensemble est incubé au bain-marie a 50C°pendant 20 min ensuite, 1,25ml d'acide
trichloracétique TCA a 10% sont ajoutés pour stopper la réaction et les tubes sont centrifugés a
3000 rpm pendant 10 min. Un aliquote 1,25ml de surnageant est combinée avec 1,25ml d’eau
distillée et 0,5ml d'une solution aqueuse de FeCl3 & 0,1% .La lecture de I'absorbance du milieu

réactionnel se fait a 700nm contre un blanc semblablement préparé.

5) Activité anti-hémolytique

a. Principe

La préparation de la suspension d'érythrocytes a été effectuée conformément a la
méthode décrite par (Shin de et al), avec quelques modifications. Un échantillon sanguin total
a été préleve sur un individu en bonne santé. On a centrifugé le sang a 3 000 tr/min pendant 5
min dans des tubes a centrifuger héparines puis lavé trois fois avec un volume régulier de
solution saline normale (0,9 % de NaCl). Apreés la centrifugation. On a mesuré et reconstitué le
volume sanguin en utilisant une suspension a 10 % (v/v) avec une solution tampon isotonique
(tampon phosphate de sodium 10 m M pH 7,4). La solution tampon utilisée contenait du
NaH2PO4 (0,2), Na2HPO4 (1,15) et NaCl (9,0) (g/l).

Le % d’inhibition de I’hémolyse est calculé par 1’équation suivante :
% d’inhibition = (1 - A2/ A1)*100
Al :I’absorbance de contrdle.
A2 : I’absorbance du teste.
b. Protocole

Ce test a été realise comme décrit par (Okoli et al,), avec quelques modifications comme
décrit dans (Gunathilake et al,). 0,05 ml de suspension de cellules sanguines et 0,05 ml
d'extraits hydrométhanoliques et hydrométhanolique des racines de la plante Thapsia garganica
ont été mélangés avec 2,95 ml de tampon phosphate (ph7.4). Le mélange a été incubé a 54°C
pendant 20 minutes dans un bain-marie agité. Aprés l'incubation, le mélange a été centrifugeé (2
500 tr/min pendant 3 min) et I'absorbance du surnageant a eté mesurée a 540 nm a l'aide d'un
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spectrometre UV/VIS. Une solution tampon de phosphate a été utilisée comme contréle pour

I'expérience.

6) Activité anti-inflammatoire
6.1. Activité anti- inflammatoire in vitro

a. Principe

Selon (Willians et al, 2002) 1a méthode montre que 1’utilisation de test d'inhibition de
la dénaturation de la BSA, pour I'évaluer I'effet anti-inflammatoire de plusieurs extraits de
Thapsia garganica L.

%d'inhibition= (A contréle - A test) / Contrdle) *100
b. Protocole

500 ul de BSA (0,2%) prealablement préparés dans un tampon tris-Hcl, ont été ajustes a pH
= 6,3 et ajoutés a 500 ul des différentes concentrations de 1’extrait, ce mélange a été incubé a
37C° pendant 20 min puis a 65C° pendant 10 min dans un bain maris apres refroidissement.
Les absorbances ont été mesurées a 660nm, et le pourcentage d'inhibition a été calculé en

utilisant I'équation d'inhibition.

6.2. Activité anti-inflammatoire in vivo

a. Principe

L'évaluation de l'inhibition de I'eedéme de l'oreille induit in vivo chez la souris par
I'application topique du xyléne est effectuée dans cette étude. L'cedéme de l'oreille est induit

chez les souris en se basant sur la méthode de Hosseinzadeh et al. (2002).

% inhibition = (Ec - Ee / Ec) * 100

Ec: Moyenne de 1'épaisseur de I'eedeme du groupe témoin.

Ee: Moyenne de 1'épaisseur de I'eedeme du groupe de souris traité (tests).
b. Protocole

Le test a porté sur un groupe des souris (femelle Albinos, pesant entre 20 et 30 g), réparties

sur 4 groupes.
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e Le premier groupe est traité avec 400mg/kg de I'extrait méthanolique du plante Thapsia
garganica.

e Le deuxieme groupe est traité avec 400mg/kg de I'extrait éthanolique.

e Le troisieme groupe est traité avec 50mg/kg de Diclofénac (anti-inflammatoire
standard).

e Le quatrieme groupe (témoin) est traité avec du sérum physiologique (véhicule).

Chacun des quatre groupes a recu un volume de 1ml soit de I'extrait méthanolique ou

éthanolique de Thapsia garganica ou de Diclofénac ou du sérum physiologique,

Les souris recoivent les solutions par voie orale (gavage). Apres une heure, les souris
recoivent une application topique de 0,03 ml de Xylene en utilisant une micropipette sur la
surface antérieure de l'oreille droit. Aprés 30min, I'épaisseur des oreilles est déterminée a l'aide

d’un pied a coulisse numérique.

On évalue le pourcentage d'inhibition de I'eedéme en fonction du résultat du groupe controle

(témoin) qui est considéré comme le 100 d'cedéme.
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I. Résultats

1. Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction est évalu¢ en fonction au pourcentage de substances
naturelles extraites d’une plante par 1’utilisation d’un solvant, par rapport a la quantité de ces
substances présentes dans la plante elle-méme. Ce rapport dépend de divers facteurs, tel que
le type de solvant utilis¢, le pH, la température, la durée d’extraction et la composition de

I’échantillon végétal (Do et al, 2024).

En employant la méthode d’extraction par macération dans le méthanol (80%) et

1’éthanol (80%), et on a utilisé la formule suivante pour calculer les rendements.

Rdt % = PF/MS *100 |

Rdt : rendement en %

PF : produit final

MS : Matiére seche.

Les rendements obtenus pour les différents extraits sont représentés dans le Tableau 03.

Tableau 03 : Rendement d’extraction

Extraits Ethanol Méthanol

Rendements(%o) 5.33 491

Le résultat obtenu indique que le rendement d’extraction différe entre 1’extrait
méthanolique et I’extrait éthanolique, En effet le rendement le plus élevé a été enregistré avec

I’extrait éthanolique (5.33%), puis 1’extrait méthanolique (4.91%).

2. Analyse physico-chimique :
2.1. Taux d’humidité :

La poudre des racines de Thapsia garganica a montré un taux d’humidité de 0.36% lors

de I’analyse (figure 08).

19



Résultats et discussion

Humidité; 0,36%

Figure 08 : Taux d’humidité des racines de Thapsia garganica.
2.2.Taux de cendre :

Les résultats d’analyse ont montré que la poudre des racines contenait 0,22 %!

Cender

0,22%0 matiere minerale
SN

99,78%
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Figure 09 : Taux de cendre des racines de Thapsia garganica.

3. Dosages
3.1.Dosage des polyphénols totaux

Nous utilisons une courbe standard avec 1’acide gallique comme étalon de

0,9 -
y = 0,0049x

0,8 -
R?=0,9907

0,7
0,6 - 2
0,5 -
0,4 -
S ® Abs Méth
0,3 -

0,2 -

Absorbance a 765nm

0,1 -

O T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Concentration de I'acide galique (ug/ml)

référence pour déterminer la teneur en composés phénoliques totaux de nos échantillons.
Figure 10 : Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique.

Les résultats de dosage des composés phénoliques montrent que la teneur en
polyphénols varie selon le solvant utilisée, cependant, la teneur la plus élevée a été trouvée
dans I’extrait méthanolique (137.95 ug EAG/mg d’extrait) ensuite 1’extrait éthanolique (69.59
ug EAG/mg d’extrait).
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Figure 11 : Teneur en polyphénols des extraits des racines de Thapsia garganica.
3.2.Dosage des flavonoides :

On évalue la teneur en flavonoides en utilisant la méthode au trichlorure
d’aluminium, et on exprime les résultats en (ug EQ/mg d’extrait) en se basant sur 1’équation

de la droite de régression de la courbe d’étalonnage de la quercétine. (Figure 12)

167 y=0,0338x
14 1  R2?2=0,9968

o
(e)]
1
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2 =

o
N
1

o
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Figure 12 : Courbe d’étalonnage de la Quercétine.

0,25 -
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Extrait Meth Extrait Etha

Figure 13 : Teneur en flavonoides des deux extraits des racines de Thapsia garganica.

Nous avons remarqué que ’extrait le plus riche en flavonoides est 1’extrait

méthanolique (5,04 ug EQ/mg d’extrait) puis I’extrait éthanolique (3.57 ug EQ/mg d’extrait).

4. Activité antioxydante
4.1.Test de DPPH

Les extraits ont été évalués pour leur capacité antioxydante en se basant sur
la valeur IC50 (également appelée concentration inhibitrice a 50%), qui représente la
concentration requise pour réduire 50% du radical DPPH. plus cette valeur est faible, plus

I’activité est élevée.
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Figure 14 : Courbes d’étalonnages de la Vit C des deux extraits (Méthanolique / Ethanolique
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Figure 15: La concentration inhibitrice des 2 extraits par rapport au standard (vit C).

D’aprés les résultats, nous avons remarqué que les deux extraits sont capable
de capturer les radicaux DPPH avec IC50 (114,24 ug/ml) d’extrait méthanolique, et (111,24

ug/ml) d’extrait éthanolique.

4.2.Pouvoir réducteur :
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La détermination du pouvoir réducteur obtenu a partir des extraits de Thapsia

garganica s'est basée sur une courbe standard qui utilise I'acide ascorbique comme étalon de

référence (Figure : 16).
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Figure 16 : Courbe d’étalonnage du vit C pour le pouvoir réducteur.

Les resultats obtenus montrent que le pouvoir réducteur de I’extrait

méthanolique est (0.85 + 0.69 mg/ml) et pour I’extrait éthanolique (0.67 + 0.26 mg/ml).
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Figure 17 : Pouvoir réducteur des deux extraits des racines de Thapsia garganica L.

5. Activité anti hémolytique
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Figure 18 : Le pourcentage d’inhibition des deux extraits (Meth/Etha).

Les résultats a été obtenu présentent I’extrait méthanolique des racines de la plante Thapsia
garganica a des valeurs (2.039 £ 0.103) avec un % d’inhibition diminue avec 1’augmentation

de la concentration de 1’extrait, ensuite I’extrait éthanolique (1,948 £ 0.013).

Le pourcentage d’inhibition de I’extrait méthanolique est plus fort (39.10% avec la

concentration 10mg/ml) que I’extrait éthanolique (42,96% dans 10mg/ml),
5. Activité anti- inflammatoire
5.1.Activité anti-inflammatoire in vitro

Des mesures ont été prises sur les extraits méthanolique et éthanolique des
racines de Thapsia garganica pour évaluer leur capacité a supprimer la dénaturation due a la
BSA et leur effet anti-inflammatoire in vitro.
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Figure 19 : Courbe d’étalonnage de la vit C (control) et Diclofénac (référence).

D'aprés les résultats, les extraits méthanolique préparés des racines de

Thapsia garganica inhibent la dénaturation de la BSA. Cette suppression est comparable a

26



Résultats et discussion

celle observée pour l'activité anti-inflammatoire standard (Diclofénac) a la méme

concentration.

L’activité anti-inflammatoire in vitro d’E Meth des racines de Thapsia garganica est de
’ordre (0,324 £ 0,102) et E Etha (0,295 * 0,295).
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M Extrait eth

Absorbance

0,2 -

0,1 -

0 .
2,5 5 7,5 10

Figure 20: Activité anti-inflammatoire in vitro des deux extraits des différentes

concentrations.
5.2.Activité anti-inflammatoire in vivo

Les souris ont été utilisees pour mesurer I'effet anti-cedémateux de l'extrait méthanolique et
éthanolique de Thapsia garganica sur l'eedéme de l'oreille causé par le xyléne, qui est un
exemple d'inflammation aigue. L’évaluation de l'effet anti-oedémeux des extraits de notre
plante a été basée sur la différence de volume entre I'oreille droite et gauche des souris apres

application topique du xyléne dans cette étude.
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Figure 21 : La différence du volume des cedémes entre les oreilles droits et gauche des souris

traité avec E Meth/ E Etha et groupe témoin négative.

Le taux d'inhibition de 1'cedéme a été évalué par rapport au groupe traité par 1’indomethacine

(référence), et les résultats ont été affichés. (Figure 22).
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Figure 22 : Le pourcentage d’inhibition d’cedéme.

L’efficacité anti-inflammatoire des extrais méthanolique et éthanolique de
Thapsia garganica a été confirmée une heure aprés I’application du xyléne, ce qui confirme

son action dans la phase aigie de I’inflammation.
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Les deux extraits ont un effet anti-inflammatoire de I’ordre (26,51%),
méthanolique et (31,68%) éthanolique, Ainsi que, 1’indomethacine & un pourcentage
d’inhibition de I’ordre (43,92%).

Les résultats ont révélé que I'extrait éthanolique a un effet anti-inflammatoire

supérieur a celui de I'extrait méthanolique.
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IlI. Discussion

Les plantes médicinales ont fait 1’objet de nombreuses études en raison de la
diversité de leurs principes actifs, créant ainsi une diversité biologique remarquable. Plus de

cing mille substances naturelles différentes ont été identifiées (Farombi, 2003).

Les anti-inflammatoires sont des substances capables de combattre le
processus inflammatoire, quelle qu'en soit la cause (Nantel et al, 1999). D’aprés les
statistiques, le pourcentage des médicaments anti-inflammatoires non stéroidiens les plus
utilisées en Algérie sont (Aspirine, Diclofinac, Indométacine...).

Dans le but d’évaluer les activités biologiques de Thapsia garganica, nous
avons utilisé plusieurs tests in vitro et in vivo.

Le test d'’humidité a été effectué pour estimer la teneur en humidité des
racines de Thapsia garganica et évaluer I'efficacité du séchage.

Selon Timbo (2003) et Amadou (2004), pour une meilleure conservation des poudres
vegétales, le taux d’humidité doit étre inférieur a 10 %.

Selon I'étude de Berri (2011), I'numidité de la poudre de racine de Thapsia garganica
obtenue était de 7,12%, ce qui était supérieur aux 0,36% d'humidité de notre étude. Cette
différence était due au bon séchage de la plante.

Les résultats de I'analyse ont montré que la poudre de racines de Thapsia
garganica contient 0.22 % de cendre, ce qui répond a la norme de 14 % spécifiée par la
Pharmacopée européenne (Fettah, 2019).

Selon Vermani et ses collégues (2010), la composition minérale du matériel végétal peut
changer considérablement en fonction de divers facteurs tels que la partie de la plante et son
age.

Le rendement d’extraction de l'extrait méthanolique était d'environ 5,41 %,

qui est supérieur au rendement de I'extrait éthanolique, qui était d'environ 4,91 %. Cette
différence peut étre due a la polarité du solvant. Les résultats obtenus sont supérieurs a ceux
rapportés par Seoud et Touahria (2022), qui ont trouvé un rendement d'extraction
méthanolique d'environ 4,69 %.
De nombreux chercheurs s’intéressent aux polyphénols en raison de leurs propriétés
antioxydantes et de leur réle potentiel dans la prévention des maladies liées au stress oxydatif,
notamment le cancer, les maladies cardiovasculaires et les maladies neurodégénératives
(Scalbert et al. 2005).
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Dans notre étude nous avons trouvé que 1’extrait méthanolique est le plus

riche en polyphénols avec un teneur de (137.95 + 0,038 ug EAG/mg d’extrait), alors que
I’extrait éthanolique est de 1’ordre de (69.59 + 0,035 ug EAG/mg d’extrait), représente
I’extrait le plus faible tencur en polyphénols. Des études qui ont été effectué par Asmouni
(2015). Il a trouvé une teneur en polyphénols de I'EMeth de 1’ordre de (10,44 + 1,3 mg EAG/g
d’extrait), par contre, ils ont constaté que la teneur en EEth et en eau de Thapsia garganica
était d'environ (7,63 + 0,61 mg GAE/g), Boumezzough et al., (2018) ont également constaté
que I’extrait méthanolique contient (9,74 + 0,15 mg de GAE/g d'extrait) ces résultats sont
supérieure aux valeurs mesurées dans notre étude.
Plusieurs facteurs peut influencer qualitativement et quantitativement la teneur des
polyphénols, tels que la partie de la plante utilisée, les conditions climatiques et
environnementales (climat, sécheresse, sol, agressions et maladies), le patrimoine génétique
de la plante, la période de récolte et le stade de développement de la plante (Miliauskas et al,
2004). Chaque facteur peut entrainer une augmentation des métabolites phénolique.

D'apres les résultats des dosages de flavonoides totaux, on a constaté que
I'extrait méthanolique présente une teneur en flavonoides (5,04 £ 0.098 ug EQ/mg d’extrait)
supérieure a celle de I'extrait éthanolique (3,57 £ 0.010 ug EQ/mg). Cette teneur est inférieure
a celle mentionnée dans le travail de Boumezzough et al (2018), qui a trouvé une teneur en
flavonoides de (24,31+0,3EQ/g) de I’extrait méthanolique de Thapsia garganica L.

On peut expliquer cette disparité dans les niveaux en fonction des conditions
environnementales, climatiques et de la période de récolte, qui peuvent influencer les
compositions de la plante, ainsi que des facteurs génétiques et des conditions expérimentales.
De plus, il est connu que les composés phénoliques ont un impact considérable sur les teneurs
a différents stades de maturation et pour différentes conditions de culture, comme la
température et les précipitations.

Selon Gulgin et al. (2010), l'activité anti-radicalaire revét une grande

importance en raison de I'impact néfaste des radicaux libres sur les systemes alimentaires et
biologiques. La méthode du radical de DPPH est une méthode courante ou l'activité
antioxydante de I'extrait étudié est évaluée en fonction du degré de piégeage des radicaux
libres (Gulcin et al. 2010).
On a trouve une concentration d'inhibition de I'extrait méthanolique IC50 (114,24 ug/ml) alors
que la concentration d’inhibition pour l'extrait éthanolique était IC50 (111,24 ug/ml). Les
travaux de recherches réalisées par Bouimdja, (2022), a découvert une IC50 de
113,18+0,0007 ug/ml.
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La capacité d'une molécule a céder des électrons dans une réaction
d'oxydoréduction est appelée pouvoir réducteur et est employée pour évaluer l'activité
antioxydante d'un composé (Yuan et al ., 2018 ., Gonzalez-Ballesteros et al ., 2021).

Le pouvoir réducteur évalue la capacité de I'extrait a fournir un électron en transformant le fer
ferrique Fe3+ en fer ferreux Fe2+. Une absorbance élevée témoigne d'une capacité réductrice
importante de I'extrait, ce qui est considéré comme un indicateur important de son pouvoir
antioxydant (Tep et al ., 2005).

D’apres les résultats obtenus I'extrait méthanolique des racines de Thapsia garganica a était
de (0,858 = 0,692 mg/ml), ce qui est supérieure que celui de I'extrait éthanolique (0.67+0.26
mg/ml). Khaled Athmouni et al. (2015) ont a observé que la concentration inhibitrice 50 de
I'extrait méthanolique était de (0.24 + 0.04 mg/ml).

On peut expliquer cette différence des résultats par la différence de récolte et les conditions
climatiques et édaphiques, car la température et le climat différents, ainsi que la méthode de
travail différente, peuvent entrainer des résultats différents.

L'hémolyse est le processus irréversible ou les globules rouges sont détruits
et libérent leur contenu hémoglobinique dans I'environnement externe.

Selon les résultats obtenus, on constate un taux d'inhibition de I'némolyse de Il'extrait
méthanolique de Thapsia garganica avec des concentrations allant de 2,5 a 10 mg/ml. Est
supérieur a celui de I'extrait éthanolique (42,96 a 43,58%) a des concentrations similaires.
D’autres études ont éte réalisé, pour évaluer 1’activité anti hémolytique sur différentes
extraits des feuilles montre que, le pourcentage d’inhibition d’hémolyse de 1’extrait
méthanolique des Passiflora edulis et Olax zeylanica a des niveaux d’inhibition éléves (3,8 —
23,1%) a 25-100 ug/ml. (Gunathilake et al, 2018).

La dénaturation protéique est la méthode la plus appropriée pour évaluer
I'activité anti-inflammatoire in vitro (Rathiste et al., 2013). La méthode de Rahman et al.
(2012) est utilisée pour étudier l'activité anti-inflammatoire de deux extraits en inhibant la
dénaturation de la BSA. Les résultats obtenus de 1’extrait méthanolique (0.32+0.10)
supérieure que I’extrait éthanolique (0.29+0.09)

Selon les résultats de (Shaimila et al. 2018), il a été constaté que le taux d'inhibition a une
concentration de 10 (ug/ml) (24.74+0.75) est plus élevé que notre résultat.

Selon Adarash et al. (2011), la dénaturation protéique se produit
lorsque la protéine perd sa structure tridimensionnelle ou secondaire en raison de son
exposition a la chaleur, a un agent infectieux ou chimique, ce qui entraine I'exposition de

certains sites qui se transforment en auto-antigénes.
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Les resultats des tests anti-inflammatoires révelent que I'extrait éthanolique de Thapsia
garganica diminue l'cedéme causé par le xyléne, de maniére plus significative que l'extrait
méthanolique. Une heure aprés la mise en place du xyléne, 1'inhibition de I'cedéme est atteinte
par E Meth (26,51 %) et par E Etha (31,68 %), tandis que le pourcentage d’inhibition du
I’indomethacine est (43,92%).

D’apres les études qui ont été realises par Sellal et al. (2009) sur le gingembre montre que
I’E Etha de gingembre a des pourcentage d’inhibition (54%). Ces résultats sont supérieurs aux
résultats de notre travail (31,68%) de I’E Etha des racines de Thapsia garganica. Cette
différence peut étre due a la variation de la composition chimique des deux plantes ainsi que

la méthode d’extraction utilisés.
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Conclusion et perspectives

Ce présent travail a porter sur I’étude comparative entre deux extraits (méthanolique et
éthanolique) des racines de Thapsia garganica L pour évaluer I’activité anti-inflammatoires

de ce dernier.

Les diverses analyses réalisées sur les extraits méthanolique et éthanolique des racines

de Thapsia garganica L révélent qu’ils contiennent des substances actives comme:

> Les composes phénoliques totaux : I’extrait méthanolique présente une teneur
importante (137,95 ug EAG/mg d’extrait) et I’extrait éthanolique présent une teneur
de (69,59 ug EAG/mg). des composes phénoliques.

> Les flavonoides: les résultats indiquent que la teneur en flavonoides varie
significativement entre les extraits avec (5,04 ug EQ/mg d’extrait) et (3,57 ug EQ /mg
d’extrait) respectivement pour I’E Meth et E Etha.

Par ailleurs, 1’évaluation de 1’activité antioxydante a révélé que :
Les deux extraits présentent des activités anti-radicalaires puissantes contre le radical DPPH.

e Un pouvoir réducteur important par les deux extraits

e Une forte activité anti-hémolytique par I’extrait méthanolique du Thapsia garganica.

e Un effet anti-inflammatoire ou les deux extraits du Thapsia garganica ont diminué
la dénaturation de BSA de I’ordre de (11,27 mg/ml) par E Meth et (10,24 mg/ml) par

E Etha, ces résultats sont confirmés par une activité anti-inflammatoire in vivo.
En perspective, il serait important de :

v Une analyse phytochimique des différent extraits par HPLC ou CPG

v’ Réaliser des tests enzymatiques pour évaluer I’activité de substances bioactives de
notre plante sur les enzymes inflammatoire comme les cyclooxygénase

v" Evaluer I’activité de la plante contre d’autres maladies telles que 1’arthrite

v Envisager également la possibilité d’utilisation des extraites de Thapsia garganica

comme substances anti tumorale.
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