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production des ROS particuliérement O, et H,O, en réduisant I’hypoxanthine en xantine et la
xantine en acide urique (Harrison, 2002). Beaucoup de cellules sont aussi capables de produire le
monoxyde d’hydrogene (NO°) a partir de I’argénine et de 1’oxygéne, par une réaction catalysée
par la NO synthase. Le réticulum endoplasmique contient des enzymes qui catalysent les
réactions de détoxification des drogues liposolubles, la plus connue de ces enzymes et le
cytochrome P450 qui oxyde les acides gras insaturés et les xénobiotiques et produit ainsi des
ROS. De plus, dans I’organisme, 1’oxygene est réduit a 95 % dans les mitochondries par voie
enzymatique en molécules non toxiques comme H,O, il peut néanmoins subir une réduction
monoélectronique et former une espéce beaucoup plus réactive comme 1’anion superoxyde. Le
peroxysome est 1’une des sources non enzymatiques importantes dans la production cellulaire de

H,0; car cet organite contient de nombreuses enzymes générant du H,O.
II.  Les antioxydants

Ce sont des molécules produites par I’organisme ou bien apportées par 1’alimentation et qui

assurent la diminution des concentrations des entités oxydantes dans 1’organisme.

Un antioxydant peut &tre défini comme toute substance qui, présente a faible concentration,
entre en compétition avec un substrat oxydable et ainsi retarde ou inhibe significativement son
oxydation (Halliwell et Gutteridge, 1990). Le systéme de défense contre le stress oxydatif est
tres large et inclut des antioxydants enzymatiques et non enzymatiques.

1. Les systémes antioxydants enzymatiques

Ce sont des enzymes douées d’activité antioxydante qui leur permet de diminuer la
quantité des ROS dans la cellule en présence de leurs cofacteurs. Les superoxydes dismutases
(SOD) constituent la premiére ligne de défense contre le stress oxydatif. Ce sont des
métalloprotéines qui catalysent la dismutation de I’anion superoxyde en H,O,. Ce dernier étant
moins réactif et il pourra &tre pris en charge par des enzymes & activité peroxydase. La SOD a
besoin d’oligoéléments pour fonctionner correctement et dont la nature permet de distinguer trois
isoformes de la SOD (Fridovich, 1995); la CuZn-SOD présente dans le cytosol, la SOD a

Manganése située dans les mitochondries et une forme CuZn-SOD extracellulaire.

La catalase est ’'une des enzymes antioxydantes les plus efficaces. C’est une enzyme
tétramérique, chaque unité portant un groupement héme et une molécule NADPH. Elle

catabolise les peroxydes d’hydrogéne générés lors de la dismutation de I’anion superoxyde en
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molécule d’eau (Mates, 2000). La catalase est principalement localisée dans les peroxysuises v

dans les érythrocytes.

La glutathion peroxydase (GPx) est la plus importante enzyme neutralisante de I’H,O,
chez les mammiferes. Elle est formée de quatre tétraméres contenants chacun des atomes de
sélénium incorporés dans une molécule de sélénocystéine. Elle assure la réduction du H,O, en
eau, des hydroperoxydes organiques (ROOH) en alcools (ROH), et des espéces radicalaires en
especes non radicalaires en utilisant comme donneur d’électrons le glutathion réduit (GSH). Les
molécules du GSSG ainsi obtenus sont réduites par le glutathion réductase a 1’aide du cofacteur
NADPH sous forme réduite (NADPH, H'). La GPx est présente dans les liquides
extracellulaires, et dans les cellules au niveau du cytosol, des mitochondries et des membranes
(Combhair, 2002 ; Mates, 2000). La GR est également localisée dans le cytosol et les

mitochondries.

Les thiorédoxines peroxydases (Prx) sont des enzymes antioxydantes qui ont été
découvertes récemment et leur activité antioxydante a fait I’objet de plusieurs travaux (Wood,
2003). Les Prx sont des enzymes a activité antioxydante intrinseéque comme toutes les protéines a
groupement thiol (-SH). Elles réduisent I’H,O,, le peroxynitrite et de nombreux hydroperoxydes
en utilisant la thiorédoxine comme donneur d’électrons. Elles sont présentes dans le cytosol, les

mitochondries, les peroxysomes associés au noyau et aux membranes.

Les  Glutathion-S-transférases (GST) représentent une famille d’enzymes
multifonctionnelles essentiellement cytosoliques. Ce sont des enzymes de détoxification
glutathion dépendante, qui catalysent la conjugaison du GSH de nombreux substrats (Volm et
coll., 1993).

2. Les systémes antioxydants non enzymatiques

En plus du systéme enzymatique, la cellule peut disposer de 1’appui des molécules
antioxydantes non enzymatiques naturelles ou synthétiques qui sont capables de piéger les ROS
en captant leur électron libre et en les réduisant ainsi en molécules plus stables. Parmi ces
molécules ; le glutathion (GSH) qui est le thiol intracellulaire le plus abondant présent sous
forme de tripeptide (y-L-Glutamy! cystéinyl glycine) et qui joue un réle a divers niveaux dans la
lutte contre le stress oxydatif. II permet la conversion des ponts disulfures (R-S-S-R) des
protéines oxydées en deux fonctions thiols (R-SH). De plus, il piége le peroxyde d’hydrogene et
réagit avec I’oxygene singulet et le radical hydroxyle (Larson, 1988).



Parmi les molécules apportées par I’alimentation et possédants un pouvoir antioxydant
important, la vitamine E et C sont des antioxydants trés puissants ; en effet la vitamine E est le
nom commun utilisé pour toutes les molécules de la famille des tocophérols (a, B, v, §). Parmi
ces quatre isomeres, c’est ’alpha tocophérol liposoluble qui posséde les activités antioxydantes
les plus intéressantes. Il réduit les RL provenant de 1’oxydation des lipides et inhibe ainsi la
propagation lipidique en cédant son hydrogéne situé¢ dans le noyau phénolique. Devenue

radicalaire, la vitamine E sera prise en charge par 1’acide L-ascorbique.

La vitamine C (acide ascorbique) de son c6té est un excellent piégeur des ROS. Elle peut
capter le radical hydroxyle, I’oxygéne singulet, 1’anion superoxyde et aussi réduire le H,O, en
H,0O via I’ascorbate peroxydase (Noctor et Foyer, 1998). Une fois oxydée, la vitamine C sera

réduite via les ascorbates réductases ou par 1’acide alphalipoique.

Les oligoéléments apportés par le bol alimentaire comme le sélénium, le manganése, le
cuivre et le zinc ne sont pas des antioxydants mais ils jouent un réle trés important dans le
processus de défense contre les ROS. Ce sont des cofacteurs essentiels des enzymes
antioxydantes comme la SOD (CuZn-SOD et Mn-SOD) et la glutathion peroxydase (Se-GPx).

Enfin, les flavonoides sont des substances polyphénoliques d'origine végétale qui
possedent un grand pouvoir antioxydant. Ils ont la capacité a piéger directement les ROS grace a
leur structure par fixation de deux atomes d’hydrogéne fournis par deux fonctions thiols
(Lahouel et al., 2004). Ils jouent aussi un réle dans la diminution des ROS générés par la
xanthine oxydase et aussi la réduction du taux d’oxyde nitric produit par la NO synthase en
inhibant I’activité de ces deux enzymes (Nijveldt et al., 2001). Certains flavonoides peuvent

amplifier I’activité de certaines entités antioxydantes endogenes.

III. Conséquences du stress oxydatif

1. Peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique est un mécanisme en chaine de dégradation des acides gras
membranaires sous I’action des RL conduisant 4 la formation d’hydroperoxydes (ROOH)

instables, responsables de la diminution de la fluidit¢ membranaire et de sa dégradation.

La cible lipidique principale des ROS est les acides gras polyinsaturés trés abondants
dans la composition des phospholipides membranaires. Le processus général de la peroxydation
lipidique se compose en trois étapes essentielles ; I’initiation, la propagation et la terminaison

(Catala, 2011). La phase d’initiation commence par une cassure hémolytique d’une liaison suite
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modifications selon I’intensité du stress subit. Ainsi il peut y avoir formation de liaison croisée
entre deux protéines le plus souvent par des ponts disulfures ou formation d’intermédiaires
radicalaires ou des coupures de la chaine peptidique si le stress est trés fort ; il peut y avoir aussi
une addition de produits de peroxydation lipidique comme le 4-HNE et des modifications des
acides aminés de la chaine latérale. Tous les acides aminés peuvent étre oxydés d’une fagon
réversible ou non, ainsi I’oxydation de la méthionine va donner la méthionine sulfoxyde et la
tyrosine la nitrotyrosine. En effet dans le cas de la méthionine celles-ci peut étre régénérée par

des enzymes méthionine sulfoxyde réductase.

De telles modifications conduisent a la perte de la fonction catalytique ou structurale des
protéines affectées dans la majorité des cas, cette perte d’activité rend la protéine plus sensible a

1”action des protéases et particulierement le protéasome et sera donc dégradée.
4. Les dommages oxydatifs sur les sucres

Les atteintes induites par les ROS sur les sucres au cours d’un stress oxydant sont les moins
étudiées parmi les biomolécules concernées par ces modifications. Cependant, il est connu que
I’oxydation du glucose en présence de métaux peut produire des espéces radicalaires comme le
peroxyde d’hydrogene et ’anion superoxydes mais c’est surtout les céto-aldéhydes issus de cette
réaction qui peuvent causer des dégats cellulaires en s’attachant aux protéines formant un produit
de glycation avancé (AGE, Advanced Glycation End product) et qui peut se terminer par la

coupure de la protéine et la perte de sa fonction (Wolff et al., 1989).
IV.  Stress oxydatif et chimiothérapie

Peu de familles médicamenteuses ont connu un développement aussi important et rapide que
celle des agents anticancéreux. Toutefois, et malgré les progres réalisés dans la spécificité des
molécules développées, ces agents restent incapables d'épargner les cellules normales. Les
mécanismes de toxicité varient d’un organe a un autre et aussi d’un agent a un autre. Cependant,
I’induction d’un stress oxydatif  dans les tissus normaux est impliquée dans un nombre

important de ces mécanismes (Jungsuwadee et al., 2012).

La doxorubicine (DOX, Adriamycine ; antibiotique de la famille des anthracyclines) est I’'un
des agents anticancéreux les plus utilisés vue son efficacité dans le traitement surtout des
leucémies et des tumeurs solides mais dont l’utilisation est limitée en raison des effets

secondaires qui affectent plusieurs organes, essentiellement le cceur, mais les changements
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2. Toxicité de la doxorubicine

La génération des ROS semble étre le mécanisme principal de la toxicité des agents
anticancéreux. La doxorubicine induit la génération d’une quantité importante des ROS qui
peuvent initier la peroxydation lipidique. Cette capacité est due au groupement quinone présent
dans sa structure chimique. En présence du NADH, comme donneur d’électrons, ce groupement
quinone peut &tre réduit en un radical semi-quinone. Ce radical peut lui-méme étre re-oxydé en
sa forme quinone en présence de 1’oxygeéne moléculaire avec production d’un anion superoxyde.
Le cycle redox entre la forme quinone et semi-quinone de la doxorubicine induit une production

accrue du O,%, et donne ainsi naissance & d’autres ROS (H,O,, OH-) (Jungsuwadee et al., 2012).

-~ " HO

rubicine
al semi-quninone

Fig. 2: Cycle redox de la doxorubicine (Pereira et Oliveira, 2008)

L’hépatotoxicité de la doxorubicine est principalement due a I’augmentation de la
peroxydation lipidique (Bagchi et al., 1995) mais aussi I’induction du ARNm hépatique, des
changements nucléaires, réduction du glutathion, inhibition de la phosphorylation oxydative et

1’inhibition de I’enzyme NADPH cytochrome réductase (Zima et al., 2001).
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de prostaglandines de V’inflammation dans les sites 1ésés lors des différentes agressions
cellulaires.

Les protéines produites par le foie dont la plus importante est la CRP ; initialement décrite
dans la pneumonie a pneumocoque, porte son nom car elle réagit avec le C-polysaccharide de la
paroi du pneumocoque. Elle appartient a la famille des pentraxines qui ont des interactions avec

les constituants nucléaires et se lient aux cellules stressées ou abimées.

III. Pharmacologie anti-inflammatoire

Les anti- inflammatoires sont des médicaments symptomatiques capables de s’opposer au
processus inflammatoire quelle qu’en soit la cause, ils agissent sur les signes locaux de

I’inflammation : rougeur, chaleur, douleur et cedeme. Ils sont classés en deux grandes familles :

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) qui sont sans doute la classe
médicamenteuse la plus utilisée. Ce sont tous des inhibiteurs des COX et par conséquent ils
inhibent la formation des prostaglandines (Nantel et al.,, 1999). On cite le diclofénac,
I’indométacine et le célécoxib.

Les anti-inflammatoires stéroidiens, couramment appelés « corticoides », sont des dérivés
semi synthétiques des hormones corticosurrénaliennes et, plus exactement, des

glucocorticoides (Vane et Botting, 1995).

13



I.ac rnmnncéc nhénnlinnec

Les composés phénoliques sont des métabolites secondaires des végétaux caractérisés par la
présence d’un ou de plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles
(Urquiaga et Leighton, 2000). Ils participent & plusieurs phénomeénes liés au développement de
la plante et a son interaction avec son environnement, ainsi ils peuvent assurer le rdle de signaux
de reconnaissance entre les plantes (Allélopathie), de moyen de résistance aux diverses

agressions et participent a la tolérance des végétaux a des stress variés.

I.  Principales classes des composés phénoliques

1. Les acides phénoliques simples

Parmi les principales classes de composés phénoliques, on trouve les acides phénoliques
simples représentés par deux groupes principaux : les acides hydroxybenzoiques dérivés de
l'acide benzoique comme I’acide gallique et 1’acide protocatechique qui possédent une structure
de base de type (C6-C1) et qui existent souvent sous forme d'esters ou de glycosides. Les acides
hydroxycinnamiques sont aussi des acides phénoliques simples dérivent de 'acide cinnamique et
partagent une structure de base de type (C6-C3) eux aussi existent souvent sous forme combinée
avec des molécules organiques, les coumarines, ’acide caféique et ’acide férulique sont les
chefs de fil.

2. Les flavonoides

Les flavonoides également appelés les bioflavonoides sont des composées phénoliques
naturelles qui regroupent prés de 3000 composés issus du métabolisme secondaire et qui
partagent le méme squelette de base & quinze atomes de carbone, constitué de deux cycles en C6
(A et B), reliés par une chaine en C3 (Fig.4). La structure des flavonoides est représentée selon le

systeme C6-C3-C6 (Merghem, 2009).

Fig. 4: Structure de base des flavonoides (Brunetor

La répartition de ces composés est en relation avec la fonction physiologique de la plante
et ses interactions avec son environnement. Les flavonoides sont synthétisés au niveau des
chloroplastes. Certaines molécules flavonoidiques telles que les anthocyanes quittent les

chloroplastes et s’accumulent dans les vacuoles (Merghem, 2009).

14















I.a nlanto Thancin nnvaanisaa 1

les Marocains utilisaient une pate préparée & partir des racines pour prendre du poids, pour cela
les racines ont été bouillies dans du beur ou de ’huile puis mélées avec du miel et de la farine de
I’orge ou du pois chiche, 1’équivalent d’une poignée de ce mélange est & consommer sans boire
apres chaque repas. Doreau a rapporté que des préparations pour usage interne ont été utilisées

pour calmer la toux, la bronchite et le rhumatisme (Le Floc’h, 1983).

III.  Les activités biologiques de T. garganica

Outre la thapsigargine, métabolite majeur, est le plus étudi¢ de la plante 7. garganica peu de
travaux ont été réalisés sur les autres métabolites dont les flavonoides et les composés
phénoliques. Dans ce contexte, Rached a signalé dans une étude durant laquelle il a évalué la
teneur en composés phénoliques et en flavonoide ainsi que le pouvoir anti-radicalaire de
plusieurs plantes médicinales algériennes, la présence d’un effet antioxydant in vitro des extraits

bruts des racines et des feuilles de Thapsia garganica (Rached et al., 2010).

L’activité biologique de 7. garganica est due principalement & la thapsigargine (TG), un
sesquiterpene lactone, qui est un inhibiteur spécifique de la pompe Calcium ATPase du
réticulum endoplasmique et sarcoplasmique. Vu le réle du Ca™ intracellulaire dans le controle et
la régulation de plusieurs fonctions cellulaires, la thapsigargine est utilisée comme outil

pharmacologique (Xu et al., 2004).

/\/\/\/ﬁ\o a j\
s A

Fig. 6 : Structure chimique de la thapsigargine (Thastrup et al., 1990)

L'interaction de TG avec les isoformes de la pompe SERCA est rapide et essentiellement
irréversible (Denmeade et al., 2003) et conduit & une augmentation rapide du taux du Ca®*
intracellulaire suite a son libération excessive a partir du réticulum endoplasmique (ER). (Lytton
et al., 1991). La thapsigargine est également utilisée comme modele expérimental de 'apoptose
par ce mécanisme basé sur la perturbation des taux du Ca?* libre intracellulaire et par
I'épuisement du stock du Ca®>* du RE (Denmeade et al. 2003). En outre la thapsigargine est
utilisée dans le traitement des cancers en raison de son effet inhibiteur sur la prolifération
cellulaire concernant aussi bien les cellules quiescentes que les cellules en prolifération (Furuya
et al. 1994).
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Matériel et Méthodes



I.  Matériel végétal et contribution a I’étude phytohimique

L’étude est effectuée sur des échantillons de racines et de la partie aérienne de la plante T
garganica L récoltés dans la région de Jijel et identifi€és par M. Sebti M. a I’université de Jijel.
La partie aérienne (feuilles et fleurs) ramenée séche est conservée & 1’abri de la chaleur avant son
utilisation alors que les échantillons de racines sont nettoyés, découpés en petits morceaux et mis
a sécher dans I’étuve a 40°C pendant cing jours. Devenues seches, les racines sont broyées en
poudre a ’aide d’un moulin & café. Le broyat va constituer la matiere seche qui va servir a

I’extraction Soxhlet.

1. Préparation de Pextrait brut de Thapsia garganiga

1.1. A partir des racines

L’extrait brut de 7. garganica est obtenu par une extraction Soxklet (Lakshman et al.,
2006) & partir de 20 g de poudre dans I’éthanol 70 % en utilisant un appareil Soxhlet (Gerhardt,
Germany) (Fig. 7) en 3 cycles jusqu’a 1’épuisement de la matiére solide chargée dans la
cartouche. La séparation du solvant de I’extrait est faite a I’aide d’un Rotavapor (Heidolph) a
40°C. Le résidu sec constituant I’extrait brut éthanolique de 7. garganica est repris en partie dans
I’eau distillée pour servir a des affrontements avec plusieurs solvants afin d’extraire le

maximum de produits bioactifs.

rlL____

A
N
—

Fig. 7: Schéma de Pextracteur Soxhlet (Lakshman et al., 2006)
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II.  Etude de Pactivité anti-radicalaire de 7. garganica in vitro

La méthode du DPPH? est largement utilisée pour tester la capacité des composés d'agir en
tant qu'éboueurs des radicaux libres ou donneurs d'hydrogéne. Le 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH®) est un radical libre stable qui lorsqu’il réagit avec un antioxydant il se réduit et il

change de couleur du violet vers le jaune (Ancerewicz et al., 1998).

Pour réaliser ce test, la cuve de mesure contient : 1,5 ml de la solution éthanolique du DPPH®
(100 uM) et 15 pl de I’extrait a tester aux différentes concentrations préparées dans 1’éthanol. La
mesure de la densité optique s’effectue chaque 30 secondes pendant cing minutes & 517 nm a

1’aide d’un spectrophotométre.

Le méme test est effectué sur la vitamine C en utilisant plusieurs concentrations préparées

ausst dans 1’éthanol pur.

Les résultats sont exprimés en pourcentage de réduction en prenant le 100% du contréle

{(DPPH? seul) selon la relation suivante :
% de réduction = [Ac-Ag /Ac] x100
Avec

- Ac : Absorbance du contrdle

- Ag: Absorbance de ’essai aprés Smin.

II. Etude des effets de 1. garganica in vivo
1. Etude de Pactivit¢ antioxydante des flavonoides monoglycosides de la partie

aérienne de 7. garganica sur le stress hépatique induit par la doxorubicine

L’¢étude est réalisée sur des rats Wistar Albinos provenant de ’institut de Pasteur d’Alger
(Algérie). Les animaux, pesant environ 168 g, ont I’acces libre a la nourriture et a4 ’eau. Ils sont
¢levés dans des cages de trois rats chacune dans une animalerie maintenue & une température

ambiante.
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1.1.Traitement des animaux

Cette ¢étude a pour but d’évaluer I’activité antioxydante d’un extrait des flavonoides
monoglycosides de la partie aérienne de 7. garganica administré par voie intrapéritonéale contre

un stress hépatique induit par la doxorubicine administrée aussi par voie intrapéritonéale.
Pour cela, les animaux sont répartis en quatre lots (trois rats par lot) comme suit :

- Lot 1: rats témoins recevant un véhicule constitué d’une solution hydroalcoolique a 1%
d’¢thanol chaque 24 heures pendant six jours.

- Lot 2 : rats recevant I’extrait de flavonoides monoglycosides a la dose de 10 mg/Kg dilué
dans une solution hydroalcoolique & 1% d’éthanol chaque 24 heures pendant six jours.

- Lot 3 : rats recevant le véhicule constitué d’une solution hydroalcoolique a 1% d’éthanol
chaque 24 heures pendant six jours. Le sixicme jour, la doxorubicine est administrée a
une dose de 15 mg/Kg une apreés 1’administration du véhicule.

- Lots 4 : rats recevant I’extrait de flavonoides monoglycosides a la dose de 10 mg/Kg
dilué dans une solution hydroalcoolique & 1% d’éthanol chaque 24 heures pendant six
jours. Le sixiéme jour, une dose de 15 mg/Kg de doxorubicine est administrée une heure

apres I’administration de I’extrait.

1.2.Sacrifice des animaux et prélévement de foie

Ala ﬁn‘des délais d’administration, les animaux sont sacrifiés, le foie est préleve et
fractionné en vue d’extraction d’enzymes (SOD, CAT, GST), dosage des protéines et aussi des
substrats (GSH et MDA).

1.3.Evaluation du stress oxydatif dans la cellule hépatique

A. Extraction de la fraction cytosolique

Pour préparer la fraction cytosolique, on a suivi la méthode décrite par Igbal et al. (2003).
Pour cela, 1.5 g de fois sont coupés et homogénéisés avec 3 ml du tampon phosphate KH,PO;
(0,IM ; pH = 7,4) contenant du KCl a 1,17% a I’aide du broyeur de DOUNCE. L homogénat est
ensuite centrifugé a 2000 rpm pendant 15 min a 4°C pour séparer les débris nucléaires et le
surnageant récupéré est centrifugé encore une fois a 9600 rpm pendant 30 min a 4°C. C’est le

surnageant final ainsi obtenu qui va servir a ’évaluation de I’activité des enzymes antioxydantes.
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B. Mesure de ’activité enzymatique de la superoxyde dismutase SOD

La SOD est 'une des enzymes les plus importantes dans la défense contre le stress
oxydatif ; elle assure 1’élimination de 1’anion superoxyde par une réaction de dismutation, en le
transformant en peroxyde d’hydrogéne et en oxygéne. L’activité de la SOD est déterminée selon

la méthode de Beauchamp et Fridovich (1971).
» Principe

L’évaluation de l’activité de la SOD nécessite un milieu réactionnel qui contient une
molécule photosensible (la riboflavine) et une autre capable d’étre réduite par [’anion
superoxyde (bleu de nitrotétrazolium). L’éclairage intense de ce milieu réactionnel induit
’oxydation de la riboflavine qui céde un électron au dioxygeéne pour former 1’anion superoxyde
interagissant avec le NBT (incolore) pour former le formasan (bleu) absorbant a 560 nm.

L’activité de la SOD limite la formation de ce bleu de formasan.
Riboflavine + O, —  Superoxyde
Superoxyde + NBT —  Formazan
» Méthode du dosage

Le mélange réactionnel contient : 2 ml du milieu réactionnel (solution NaCN 107 M,
solution NBT 1,76 x 10™* M, solution EDTA 66 x 10° M, solution riboflavine 2 x 10° M et une
solution de la méthionine 102 M comme donneur d’électron) et 5 pl de la fraction cytosolique.
Ce mélange est irradié¢ avec une lampe de 15 Watt pendant 10 min. L’absorbance est mesurée au
spectrophotométre & 560 nm et ’activité de la SOD est évaluée en % d’inhibition par rapport a

un contrdle dépourvu de SOD.
» Calcul

L’activité de la SOD est donnée en unité.mg’ de protéines, une unité correspondant a la

capacité d’inhiber 50 % de la réduction du NBT (et donc la formation du formasan).
% d’inhibition = (Ac —Ag/Ac) x 100

SOD U/mg = % d’inhibition x 6,35
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C. Mesure de Pactivité enzymatique de la catalase

La catalase réagie efficacement avec H,O, pour donner de I’eau et de ’oxygeéne. L activité

de la catalase cytosolique est déterminée selon la méthode de Clairbone (1985).
> Principe

Le principe repose sur la mesure de la disparition de ’'H,O, a 25°C en présence de la source

enzymatique dans la fraction cytosolique.
» Méthode du dosage

On mesure la baisse de I’absorbance a 240 nm sur un volume de 1,975 ml contenant 1 ml du
tampon phosphate (0,1 M ; pH = 7,2), 0,950 ml H,O, (0,019 M) et 0,025 ml de la fraction
cytosolique chaque 30 secondes pendant une minute. Le blanc est préparé dans les mémes

conditions sans source enzymatique.
» Calcul
L’acﬁvité enzymatique de la catalase est exprimée en pmoles H,O,/min/mg de protéines
umoles H,O,/min/mg de protéines = [(pente x €) x 1000 x Vr] / (C x Vs)
Sachant que :

- Pente : dAbsb,se/min : différence d’absorbance par minute
- & coefficient dextinction de H,0; (36M™ cm™)

- Vr:volume de la réaction (ml)

- C: concentration en protéines de 1’échantillon (mg/ml)

- Vs : volume de la fraction ajoutée (ml)
Ou:

La cinétique de la catalase n’obéissant pas au modele Michaelien, nous n’utilisons pas la loi de

Beer-Lamber. En effet, la constante de vitesse est définie telle que :
K =2,3/At x log DOzéro / DOt

Les résultats sont exprimés en unité (U ou K)/ mg de protéines totales
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E. Dosage du glutathion hépatique

Le glutathion est un tripéptide. Il est le thiol (-SH) majoritaire au niveau cellulaire ou il est
présent sous forme essentiellement réduite (GSH). Pour le dosage du glutathion, la méthode

colorimétrique par le réactif d’Ellman (DTNB) est la plus utilisée (Ellman, 1959).
> Principe

La réaction consiste & couper la molécule de DTNB par le GSH ce qui libére 1’acide

thionitro-benzoique (TNB). Ce dernier présente, a pH 8-9 alcalin, une absorbance a 412 nm.

NO>
COOH
a SH
COOH
COOH

DTNB + GSH <——
S
S |
L NO;
|
G NB
COOH absorbant

Acide glutathionyl-ditlno-nitrobenzoique
NO:

Fig. 9 : Réaction d’Ellman
> Méthode du dosage

Un gramme de fois congelé est homogénéisé dans trois volumes de TCA 5% (précipitation
des protéines) dans un homogénéiser de DOUNCE. L’homogénat est centrifugé a 2000 rpm
pendant 15 min. puis 50 pl de surnageant sont dilués dans 10 ml de tampon phosphate Na,HPO4
(0,1 M; pH = 8). A 3 ml de ce mélange, 20 pl de DTNB 0,01 M sont additionnés ; une couleur
jaune se développe 15 min apres incubation. La lecture de la densité optique est effectuée a 412

nm contre un blanc préparé avec le TCA 20%.
» Caleul

Les concentrations du GSH sont déterminées a partir d’une gamme étalon de glutathion

préparée dans les mémes conditions et sont exprimées en mmoles de glutathion /g de foie.
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F. Dosage du Malondialdéhyde cytosolique MDA

Le malondialdéhyde est I’un des produits terminaux formés lors de la peroxydation lipidique,
mais il existe d’autres entités radicalaires, qui peuvent également se former au cours de la
peroxydation lipidique. Ces entités sont connues sous le nom de TBARS (Thio Barbituric Acid
Reactive Substances). Le test de TBARS est le plus couramment utilisé pour déterminer

indirectement la peroxydation lipidique, en mesurant le taux du MDA (Ohkawa et al., 1979).
»> Principe

Le MDA est mesuré en utilisant la réaction de deux molécules d’acide thiobarbiturique avec
une molécule de MDA 4 chaud en milieu acide pour former un adduit de couleur rose absorbant

a 530 nm et extractible par les solvants organiques comme le n-butanol.
»> Méthode du dosage

Un gramme de foie congelé est coupé et homogénéisé avec trois volumes du K Cl 1,15 M a
I’aide d’un broyeur de DOUNCE. Puis 0,5 ml du TCA 20% et 1 ml du TBA 0,67% sont ajoutés
a 0,5 ml de I’homogénat et chauffés a 100°C pendant 15 min. Le mélange est refroidis puis
additionné de 4 ml de n-butanol et centrifugé & 3000 rpm pendant 15 min. La densité optique est

déterminée sur le surnageant au spectrophotomeétre a 530 nm.
> Calcul

La conversion de I’absorbance, mesurée a 530 nm, en équivalents de malonaldéhyde (mg/kg
d’échantillon) est obtenue en utilisant le coefficient d’extinction moléculaire du complexe MDA

TBA : 1,56.10° M .cm™ (Buedge et coll., 1978).
Le mode de calcul est le suivant :

mg équivalent MDA/Kg = (As3 x Vxa X 2 XM x 10%) /(1,56 x m)
Avec

- Va : volume du solvant d’extraction (3 ml)
- m :masse de I’échantillon analysée (g)

- M : masse moléculaire du malonaldéhyde = 72 g.mol’
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I.  Etude phytochimique

L’étude phytochimique de la plante 7. garganica a été rapportée sur d’abord, la préparation
des extraits bruts a partir des racines et de la partie aérienne, puis sur I’extraction des flavonoides
basée sur leurs degrés de solubilité dans différents solvants, suivi par des dosages des

polyphénols totaux et des flavonoides.

1. Extraction des composés phénoliques

Le rendement de I’extraction Soxhler (extrait brut des racines) est de 25,85 %.
L’extraction des flavonoides des racines de 7. garganica par la méthode des affrontements
montre des taux de rendement différents d’une fraction a une autre ; le meilleur rendement est
observé dans 'extrait aqueux avec 30,37 %, suivi de la fraction acétate d’éthyle qui représente
les flavonoides monoglycosides avec un rendement de 12,41%, les fractions n-Butanol et éther
di¢thylique quant a eux montrent un rendement beaucoup plus faible de 1’ordre de 3,99 % et 2,21
% respectivement (tableau II).

L’extraction par macération de la partie aérienne de 7. garganica montre un rendement
de 19,25 %. La séparation des flavonoides de cette partie montre que 1’extrait aqueux a le
rendement le plus élevé avec 26,44 %, suivi de la fraction n-butanol avec 7,55 % puis les
fractions éther diéthylique et acétate d’éthyle avec des rendements beaucoup moins élevés de

I"ordre de 2,42 % et 1,66 % respectivement (tableau II).

Tableau IT : Rendement d’extraction des composés phénoliques a partir des racines et de la

partie aérienne de T. garganica

Extrait Rendement % | Rendement %
Brut 25,85 19,25
Ether diéthylique 2,21 2,42
Acétate d’éthyle 12,41 1,66
n - butanol 3,99 7,55
Eau 30,37 26,44

Le rendement obtenu dans I’extraction Sox/let prouve 1’efficacité de cette méthode dont
le principe est simple et facile a mettre en ceuvre et qui permet de répéter infiniment le cycle
d’extraction avec du solvant frais jusqu'a 1I’épuisement complet du soluté dans la matiere
premiere d'ou vient son efficacité élevée. La macération dans 1’alcool utilisée pour la partie

aérienne a aussi donné un bon rendement (19,25 %).
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La séparation des flavonoides contenus dans les extraits bruts dont le but de mieux
caractériser la composition en molécules bioactives de ces extraits montre une variation d’une
fraction a une autre. Ainsi le meilleur rendement est obtenu avec 1’extrait aqueux des racines
(30,37 %) et de la partie aérienne (26,44 %) supposés étre riches en flavonoides trés

hydrosolubles. Le rendement des autres fractions est moins important.
2. Dosage des composés phénoligues

Le dosage des polyphénols totaux des racines de 7. garganica par la méthode utilisant le
réactif de Folin-Ciocalteu et ’acide gallique comme référence montre une bonne reproductivité,
I’absorbance est étroitement corrélée avec la concentration de [’acide gallique avec un
coefficient de corrélation de la gamme étalon r = 0,99. Les résultats du dosage montrent que la
fraction éther diéthylique et la fraction n-butanol contiennent le taux le plus élevé en polyphénols
avec des concentrations de 146,52 et 127,41 mg d’équivalent d’acide gallique /g de matiére
séche extraite respectivement, suivies de I’extrait brut éthanolique puis la fraction acétate
d’éthyle (57,41 et 38,93 mg équivalent d’acide gallique/g de matiére séche extraite
respectivement). La fraction aqueuse posséde la concentration la plus faible qui est de I’ordre de

13,20 mg équivalent d’acide gallique /g de mati€re seche extraite (tableau III).

Le dosage des flavonoides contenus dans les racines de 7. garganica par la méthode
utilisant 1’ AlCl; comme réactif et la quercétine comme standard montre une .bonne corrélation
entre ’absorbance et les concentrations de la quercétine de la gamme, r = 0,99. La fraction n-
butanol censée contenir les flavonoides di et triglycoside présente la meilleure teneur en
flavonoides avec une concentration de 0,58 mg d’équivalent de quercétine /g de matiére séche
extraite, suivie de 1’extrait éthanolique brut avec 0,50 mg équivalent de quercétine/g de maticre
séche extraite. Cette teneur est de I’ordre de 0,46 mg équivalent de quercétine/g de matiere séche
extraite. Les fractions éther diéthylique et acétate d’éthyle posséde la méme quantité de

flavonoides avec 0,37 mg équivalent de quercétine/g de matiére seche extraite (tableau III).

Les dosages des polyphénols totaux et des flavonoides de la partie aérienne de T.
garganica réalisés par les mémes méthodes qu’avec les racines et en utilisant les mémes courbes
d’étalonnage montrent que la fraction acétate d’éthyle contient la meilleure teneur en
polyphénols avec une concentration de 439,89 mg d’équivalent d’acide gallique/g de matiére
séche , suivie de ’extrait brut avec 125,77 mg d’équivalent d’acide gallique/g de matiére séche
extraite et la fraction ether di éthylique avec 119,87 mg d’équivalent d’acide gallique/ de

matiére séche extraite . La fraction n-butanol présente aussi un bon taux avec 111,69 mg
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utilisée dans cette étude est récoltée dans la région de Jijel alors que celle rapportée dans la

littérature a été obtenue de la région de I’ouest algérien.

Le dosage des composés phénoliques et des flavonoides dans les fractions issues de
Iaffrontement est I’'un des apports de notre travail. Les résultats du dosage des polyphénols
totaux montrent que la quantité des polyphénols dans la fraction acétate d’éthyle de la partie
aérienne (43%) et dans la fraction éther diéthylique des racines (14%) est importante en
comparaison avec les autres extraits, les fractions aqueuses en sont pauvres (3% et 1%). Par
contre la quantification des flavonoides n’a pas révélé une grande teneur en flavonoides. En
effet, la fraction acétate d’éthyle de la partie aérienne supposée contenir les flavonoides
monoglycosides présente le meilleur taux de flavonoides qui est de I’ordre de 2,40 mg équivalent

quercétine/g de matiére seche extraite.

II.  Evaluation de P’activité anti-radicalaire de 7. garganica in vitro

Pour évaluer le pouvoir antioxydant de 7. garganica, nous avons mesuré la capacité de ces
extraits a piéger les radicaux libres in vitro en utilisant la méthode au DPPH® ou le pourcentage

de réduction de ce radical libre stable par les différents extraits de la plante a été déterminé.

Dans les figures 10, 11,12 nous avons représenté les résultats exprimés en pourcentage de
réduction du DPPH?® par la vitamine C, notre antioxydant de référence, et par trois extraits de la
plante a différentes concentrations ; ’extrait brut des racines, 1’extrait brut de la partie aérienne
et ’extrait des flavonoides monoglycosides de la plante (ou fraction acétate d’éthyle). Les

résultats des sept autres extraits issus des affrontements sont en annexe (Annexe).

En analysant les résultats obtenus avec I’extrait des flavonoides monoglycosides (fig. 10),
nous constatons que la vitamine C présente comme attendu la meilleure réduction du DPPH®
avec un taux de réduction de 90,95 % a une concentration de 3,12 mg/ml seulement, pour la
méme concentration 1’extrait des flavonoides monoglycosides de la partie aérienne (fraction
acétate d’¢thyle) possede un effet anti-radicalaire important avec un pourcentage de réduction de
59,66 % qui dépasse le pourcentage de réduction de I’extrait brut des feuilles a la concentration
de 25 mg/ml (34,10 %) et de I’extrait brut des racines a la concentration de 100 mg/ml (51,12
%). Cependant, la meilleure réduction mesurée est celle de 1’extrait brut de la partie aérienne 4 la
concentration de 100 mg/ml qui est de 77,04 % qui dépasse légérement celle de 1’extrait des
flavonoides monoglycosides de la partie aérienne a 50 mg/ml et qui réduit le DPPH® de 76,38
%.
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Fig. 10 : Effet scavenger in vitro de I’extrait des flavonoides monoglycosides de 7. garganica a
différentes concentrations sur le radical DPPH® par rapport a la vitamine C.
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Fig. 11: Effet scavenger in vitro de Pextrait brut de la partie aérienne de 7. garganica a
différentes concentrations sur le radical DPPH?® par rapport a la vitamine C.

Comparant ces résultats, on peut bien constater que 1’extrait des flavonoides monoglycosides
de la partie aérienne de T. garganica posséde le meilleur pouvoir anti-radicalaire par rapport aux

autres extraits de la plante suivi par 1’extrait brut de la partie aérienne alors que I’extrait brut des
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racines ne présente pas une activité importante. Nous constatons également que cet effet
scavenger des différents extraits de la plante est fortement lié & la concentration et il augmente

en fonction de la concentration jusqu'a un seuil maximal ou il se stabilise.
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Fig. 12 : Effet scavenger in vitro de ’extrait brut des racines de 7. garganica 3a différentes
concentrations sur le radical DPPHP® par rapport a la vitamine C.

Les résultats de la détermination du pouvoir anti-radicalaire de toutes les fractions
obtenues par la méthode au DPPH® révélent que la fraction acétate d’éthyle de la partie aérienne
possede un pouvoir réducteur important comparé aux autres fractions. Cet effet éboueur des
radicaux libres était donc concentration dépendant ; a une concentration de 50 mg/ml, cet extrait
réduit le DPPH® de 76%, ce qui nous laisse penser que cette action anti-radicalaire importante
par rapport aux autres extraits étant en corrélation avec la teneur en polyphénols et en

flavonoides.

1. Etude des effets de T. garganica in vivo
1. Effets des flavonoides monoglycosides de la partie aérienne de 7. garganica sur

le stress hépatique induit par la doxorubicine
Les résultats sont donnés en moyenne + Ecart type. Test de Student :

- *p<0.05,** p<0.01, *** p <0.001: groupes comparés au groupe témoin ;
- # p <005, # p <001, #i## p < 0,001 : groupe comparés au groupe recevant la

doxorubicine seule.
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1.1 Activité de la superoxyde dismutase et de la catalase hépatiques

Récultate af Nicrmiceinn

Les résultats de I’effet des flavonoides monoglycosides sur 1’activité enzymatique de la

SOD sont représentés dans le tableau IV et la figure 13.

Tableau IV :Variation de Pactivité enzymatique de la SOD cytosolique hépatique chez des

rats recevant la doxorubicine seule ou en association avec un extrait de flavonoides

monoglycosides
Traitement des animaux
Témoin Extrait de Doxorubicine Extrait de
flavonoides seul seule flavonoides +
doxorubicine
Protéines mg/ml 5,81 +£ 0,054 5,75 £ 0,005 5,79 + 0,060 5,59+ 0,36
Activité de SOD 83,97 £ 5,49 84,32 + 13,80 68,91 + 7,32 80,36 + 16,06
U/mg de protéines
120,00 * N
b0 :
£
= 100,00 !
g | o 8397 ez I 80,36
= 80,00 - I \ 68,91 [TTTTT
g3 | :
TS 6000 - \
8L |
a8 40,00 - \
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@ Doxorubicine seule
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Fig. 13 :Effet des flavonoides sur Pactivité de la SOD dans le foie.

L’activité de la SOD cytosolique hépatique a diminué d’une fagon significative (p < 0,05)

chez les rats recevant la doxorubicine seule (68,91 + 7,32 U/mg de protéines) par rapport a

cellemesurée chez les rats témoins (83,97 + 5,49U/mg de protéines).

Par ailleurs, cette activité est conservée a son niveau normal chez les rats recevant

I’extrait de flavonoides seul et ceux recevant la doxorubicine en association avec 1’extrait de

flavonoides. Leurs valeurs respectives 84,32 + 13,80 U/mg de protéines et 80,36 + 16,06 U/mg

de protéines par rapport a celle obtenue avec le groupe témoin ne montrent aucune signification.
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Les résultats de 1’effet des flavonoides monoglycosides sur 1’activité enzymatique de la

CAT sont rapportés dans le tableau V et la figure 14.

Tableau V: Variation de ’activité enzymatique de la CAT cytosolique hépatique chez des

rats recevant la doxorubicine seule ou en association avec un extrait de flavonoides

monoglycosides
Traitement des animaux
Témoin Extrait de Doxorubicine Extrait de
flavonoides seule flavonoides +
seul doxorubicine

Protéines mg/ml 5,81+ 0,054 5,75 £ 0,005 5,79 + 0,060 5,59+ 0,36
Activité de CAT moles | 1,419+ 0,175 1,373 £0,262 | 1,721 +£ 0,340 1,493 £ 0,430
H,0,/min/mg de Prot. ’
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Fig. 14 :Effet des flavonoides sur ’activité de la CAT dans le foie

L’ administration de la doxorubicine seule a provoqué une légere augmentation de ’activité
cytosolique hépatique de la catalase (1,721 + 0,340moles H,O,/min/mg de protéines) par rapport

a celle mesurée chez les rats témoins (1,419 + 0,175moles H,O,/min/mg de protéines).

En outre,l’activité enzymatique de la CAT est considérée stable chez les rats recevant
P’extrait de flavonoides seul ou en association avec la doxorubicine (1,373 + 0,262 et 1,493 +

0,430 moles H,O,/min/mg de protéines respectivement) en comparaison avec le groupe témoin.

Les ROS, sont analysés indirectement par 1’évaluation des enzymes antioxydantes. La SOD,
par une réaction de dismutation, transforme 1’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogéne qui

sera capté par la catalase. En fait, une réduction significative (p< 0.05) de I’activité de la SOD
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La concentrationhépatiqueen GSH a diminué chez les rats recevant la doxorubicine seule

(0,741 + 0,127 mMole/g de tissu) par rapport aux rats témoins (0,776 + 0,023 mMole/g de tissu).

Cette diminution n’est pas significative.

Par contre, cette concentration augmente d’une fagon significative (p< 0,05) chez les rats
recevant la doxorubicine en association avec 1’extrait de flavonoides monoglycosides (1,215 +
0,257 mMole/g de tissu) en comparaison avec celle mesurée chez les rats témoins. Cette valeur
montre aussi une augmentation significative (p< 0,05) par rapport aux rats traités par la

doxorubicine.

Une légére augmentation est aussi observée dans la concentration du GSH chez les rats
recevant 1’extrait de flavonoides seuls (0,907 £ 0,253 mMole/g de tissu) comparée toujours aux

rats témoins.

Etant donné que le glutathion est le principal antioxydant propre de la cellule, une mesure
du taux de sa forme réduite GSH peut renseigner sur le statut antioxydant. Les résultats ont
révélé une diminution du GSH hépatique chez les animaux traités par la doxorubicine
accompagnée d’une augmentation significative de D’activité de la GST. Cela témoigne la
production des ROS par la doxorubicine et I’intervention de la GST, enzyme de détoxification,

pour les éliminer en consommant le glutathion (Zima et al., 2001).

En revanche, nous avons enregistré une augmentation significative du taux du glutathion
chez les rats recevant le traitement combiné de 1’extrait de flavonoides et la DOX par rapport a
ceux traités par la DOX seule et aussi par rapport aux animaux témoins. De méme, I’activité de
la GST a augmenté d’une fagon significative (p< 0.05) par rapport aux témoins. Nos résultats
confirment le r6le antioxydant des flavonoides qui sont capables de piéger les radicaux libres
(Nijveldt et al., 2001). Les flavonoides semblent agir par activation du furn-over du glutathion et
des enzymes particuliérement les glutathion-s-transférases permettant 1’élimination des
métabolites réactifs de la doxorubicine(Lahouel et al., 2004).

1.3.Variations des concentrations en malonyldialdéhyde (MDA)

L’évaluation des lésions dues au stress oxydatif au niveau des lipides est réalisée en
mesurant le taux d’un des produits terminaux de leur oxydation par les radicaux libres ; le MDA.
Le tableau VIII et la figure 17 illustrent I’effet des flavonoides monoglycosides sur la variation

du MDA cytosolique dans les cellules hépatiques.
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2. Etude de I’activité anti-inflammatoire de ’extrait brut de 7. garganica

Nous avons recherché 1’effet anti-inflammatoire potentiel de ’extrait brut des racines de
Thapsia garganica dans un modele in-vivo utilisant la carragénine comme molécule pro-
inflammatoire. Ce modele est le plus étudié pour tester ’activité anti-inflammatoire in-vivo de
n’importe quelle molécule (Gerhard, 2002) et cette activité est souvent représentée sous forme de
pourcentage d’augmentation de la taille de I’cedéme et en pourcentage d’inhibition de 1’cedéme,
ce dernier traduit I’activité anti-inflammatoire proprement dite.  Un anti-inflammatoire de
référence est utilisé dans ce genre d’étude comme témoin positif pour comparer 1’effet de la
molécule étudiée et pour pouvoir conclure sur I’importance ou non de cet éventuel effet. Dans ce
travail, nous avons choisi le diclofénac injectable a une dose de 5 mg/kg en se basant sur les

données de littérature scientifique (Nsonde et al., 2010).

L’analyse du pourcentage d’augmentation de la taille de la patte induite par la carragénine par
rapport a la taille initiale avant injection de la carragénine permet d’évaluer I’ampleur de
I’cedéme installé (tableau IX) et donne une idée sur D’efficacité de la mise en place de
I’inflammation et donc du modele expérimentale en général. Dans notre étude les pourcentages
d’augmentation de la taille de la patte chez les rats témoins non traités montre bien I’installation
d’un cedéme important qui atteint un volume maximal 2h aprés I’injection de la carragénine avec
un pourcentage de 63,80 % d’augmentation de la taille de la patte par rapport a la taille initiale,
la taille de I’cedéme reste élevée pendant la durée de I’étude (4 heures) méme si elle diminue
Iégérement vers 4 heures, ces résultats sont identiques a ceux de la littérature (Sy et al. , 2008).
L’cedéme s’est installé chez les rats recevant le diclofénac (5 mg/kg) mais avec une taille moins
importante que le témoin, la différence du pourcentage d’augmentation de la taille de la patte et
donc de I’cedéme a été significative (p < 0.05) dans trois sur les quatre mesures réalisées et les
résultats de la deuxiéme heure (14,09 %) ont ét€¢ hautement significatifs (p < 0,01) avec un

pourcentage d’augmentation de 37,01 %.
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Tableau IX: Effet de ’extrait brut de 7. garganica et du Diclofénac sur ’cedéme

inflammatoire de la patte de rat induit par la carragénine

Pourcentage d’augmentation de la taille de la patte induite par la carragénine
Temps 1h 2h 3h 4h

Traitement
Témoin négatif 51,31+ 8,70 63,80 + 8,24 53,30+ 12,62 41,23+ 5,01
Diclofénac 2931+145* | 37,01+10,25 ** 36,14 + 14,00 25,49 +£ 10,71 *
5meg/kg
Extrait brut de T. 28,01+ 10,00 | 14,09+ 839 *** | 10,35+ 12,79** | 1,96+ 5,54 ***
garganica Smg/kg * ok #Ht # #i

(*) : comparaison avec le lot témoin non traité. * : significatif ; ** : hautement significatif ; *** :
trés hautement significatif,

(#) : Comparaison avec le lot témoin positif traité par le diclofénac. # : Significatif ; ## : hautement

significatif ; ### : trés hautement significatif.

Chez les lots traités par 1’extrait brut des racines de Thapsia garganica & une dose de 5
mg/kg, I’cedéme installé a été beaucoup moins important que le témoin non trait€ et que le lot
recevant le diclofénac, la taille de I’cedéme a continué de diminuer en fonction du temps. La
différence de 1’augmentation de la taille de la patte comparée aux témoins non traité a €té de
hautement significative a trés hautement significative pendant la durée de 1’étude (sur les quatre
heures) avec une augmentation maximale de 28,01 % aprés une heure et minimale de 1,96 %
aprés quatre heures. Cette diminution a été aussi significative a hautement significative a partir

de la deuxiéme heure comparée aux témoins positifs recevant le diclofénac (5 mg/kg).
v" L’inhibition de P edéme

Le pourcentage d’inhibition de 1’cedeme représente la différence du pourcentage
d’augmentation de la taille de la patte chez les rats traités par I’extrait et I’anti-inflammatoire de
référence calculée par rapport au pourcentage d’augmentation de la taille de la patte chez les
témoins non traités. Ce pourcentage d’inhibition représente le pouvoir anti-inflammatoire

proprement dit des traitements utilisés (tableau X).

La diminution de la taille de la patte chez le Lot recevant le diclofénac (5 mg/kg) a été
accompagnée par une augmentation du pourcentage d’inhibition de I'cedéme qui atteint une
inhibition de 49,10 % aprés 4 heures, calculé par rapport aux témoins, ces résultats sont similaire
aux résultats de la littérature ou le Diclofénac est utilisé¢ & la méme dose. Cette inhibition de

I’cedéme est due a ’action anti-inflammatoire puissante du diclofénac, connu pour étre une
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Résumé

Le but de ce travail était de préparer les extraits bruts dans un premier temps puis
séparer par la méthode des affrontements le contenu phénolique et flavonoidique de la plante
Thapsia garganica L. de la région de Jijel. Le dosage des polyphénols totaux et des
flavonoides par des techniques utilisant les réactifs de Folin et AICI; respectivement ont
montré des taux élevés en polyphénols et relativement élevés en flavonoides dans certaines
fractions. Le test au DPPH® a révélé une activité anti-radicalaire importante pour plusieurs
fractions mais surtout pour I’extrait brut de la partic aérienne et 1’extrait des flavonoides
monoglycosides, ce dernier a montré des résultats intéressants pour I’étude de I’activité
antioxydante in vivo ou il a réduit le stress oxydant induit par la doxorubicine dans le foie des
animaux et a diminué la lipoperoxydation , il a aussi rétabli les activités enzymatiques et non
enzymatiques des systémes antioxydants (SOD, CAT, GST,GSH) vers des valeurs proches de
la normale. Enfin I’étude de I’effet anti-inflammatoire de 1’extrait brut des racines sur un
modéle a la carragénine révéle une activité anti-inflammatoire trés puissante avec un pouvoir
d’inhibition de I’cedéme inflammatoire comparable a celui du diclofénac 1’anti-inflammatoire

de référence, ces résultats sont trés encourageants pour une éventuelle application clinique.

Mots clés : anti-inflammatoire, antioxydant, Thapsia garganica L., flavonoides.
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