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Glossaire médical

 Antalgique: Qui calme les douleurs.

 Anticholinergique: Un agent anti cholinergiques est une substance appartenant à une

classe pharmacologique de composés qui servent à réduire les effets ou l’acétylcholine

joue le rôle de médiateur dans le système nerveux central et le système nerveux

périphérique.

 Antioxydant: Lutte contre le stress oxydatif, protège la cellule d’une oxydation par

les radicaux libres et empêche l’altération des composés organiques.

 Antispasmodique: Fait baisser la tension et soulage les spasmes musculaires.

 Antiparkinsonien: Diminuant les tremblements de la maladie et parkinson.

 Antipyrétiques : Substance médicamenteuse contre la fièvre.

 Conjonctivite: La conjonctivite est une inflammation de la conjonctive provoquée par

un virus (conjonctivite virale), une bactérie (conjonctivite bactérienne), une allergie

(conjonctivite allergique) ou encore une irritation.

 Dépurative: Qui purifie l’organisme, en favorisant l’élimination des toxines, des

déchets organisme.

 Diurétique: terme caractérisant de façon générale ce qui augmente la sécrétion

urinaire.

 Eczéma: maladie chronique allergique ou infectieuse de la peau, caractérisée par des

lésions consistant en squames couvertes de boutons séreux provoquant des

démangeaisons.

 Eruptions cutanées: Les éruptions cutanées se manifestent généralement par des

rougeurs, des démangeaisons ou une sensation de brûlure ainsi que par la formation de

petites vésicules, de croûtes ou de squames. Si elles apparaissent souvent sur les

mains, elles peuvent aussi se former sur pratiquement n’importe quelle partie du corps.

 Goutte: Maladie inflammatoire qui touche les articulations.

 Migraine: en pathologie élancement aigu et répété qui touche le plus souvent un seul

Coté de la tête, accompagnée de nausées.

 Nausée: Envie de vomir.

 Rhumatismes: l’inflammation des os.

 Phytothérapie: Traitement médical par l’emploi de la plantes médicinales comme

remèdes.

 Psoriasis: Maladie de la peau caractérisée par des plaques rouges.



Glossaire médical

 Spasmolidique: Provoque des relâchements des muscles lisses.

 Toxicité: Caractère des substances chimiques qui, en contact ou après pénétration

dans l’organisme, ont la propriété de causer un disfonctionnement à l’échelle

moléculaire, cellulaire ou organique.

 Toxicocinétique: Étude du sort d'une substance toxique dans l'organisme. La quantité

de substance qui agit avec l'organisme pour causer un effet néfaste dépend de quatre

facteurs biologiques principaux qui sont : l'absorption, la distribution, le métabolisme

(ou la biotransformation) et l'excrétion.

 Virulicides: Substance capable de détruire les virus.

 Xénobiotique : substance possédant des propriétés toxiques même à faible

concentration. En toxicologie, substance étrangère au consommateur qui peut causer

des troubles plus ou moins importants. Ce sont des polluants, des contaminants et

desrésidus de produits agrochimiques et vétérinaires.



Glossaire botanique

 Annuel, elle : qui revient chaque année.

 Corolle : Ensemble de pétale d’une fleur.

 Cholagogue : sont des plantes médicinales agissent au niveau du foie comme les

plante cholérétique, favorisent aussi l’évaluation de la bille hors de la vésicule biliaire.

 Dicotylédone : Plante angiosperme dont la graine dont la graine contient deux

cotylédons.

 Fleur : Structure reproductrice des angiospermes, une fleur complète comprend le

calice, la corolle, l’androcée (étamines) et le gynécée (carpelles) mais toutes les fleurs

comprennent au moins une étamine ou un carpelle.

 Fruit : Chez les angiospermes, ovaires (ou groupe d’ovaires) arrivé à maturité et

contenant les graines, ainsi que toutes les parties contigües qui peuvent y être

fusionnées à maturité, parfois appliqué, à tort, lorsqu’on parle de «fructification » aux

structures reproductrices d’autres types d’organismes.

 Glabres : Se dit d’un organe végétal dépourvu de poils.

 Ovoides : Qui présente la forme d’un œuf.

 Pennatiséquées : Se dit d’une feuille dont le limbe est penné et divisé en segments

séparés par des sinus qui atteignent presque la nervure médiane.

 Pétale : Pièce florale, généralement bien colorée ; partie de la corolle.

 Racine : Axe de la plante, généralement orienté vers le bas et situé dans le sol, servant

à la fixation de la plante, ainsi qu’à l’absorption  et au transport de l’eau dans celle-ci.

 Tronqués : Extrémité de fruit.
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INTRODUCTION

1

Les plantes ont constitué depuis toujours la source majeure de médicaments grâce à

leur richesse en métabolites secondaires. Cependant, l’homme n’a découvert leurs vertus

bénéfiques que par une approche progressive (Fouché et al., 2000).

Une plante est dite médicinale lorsqu’un de ses organes renferme des substances

actives, qui confèrent à cette dernière une activité pharmacologique pouvant conduire à des

emplois thérapeutiques très efficaces avec moins d’effets secondaires (Didier, 2004).

Du point de vue historique, les chinois sont les premiers à avoir utilisé les plantes

comme remèdes thérapeutiques et cela depuis 5000 ans avant J.C (Garnier et al., 1961).

Parmi ces plantes on trouve l’espèce Fumaria officinalis qui appartient à la famille

des Fumariceae. Cette dernière est connue pour ces multiples activités biologiques :

antioxydantes, antimicrobiennes, diurétiques (Schnebelen et al., 2008).

Ses multiples propriétés pharmacologiques sont dûes à la richesse de la plante en

alcaloïdes qui sont parmi les groupes les plus importants de produits naturels en raison de

leurs propriétés biologiques et de leur diversité structurale (Bruneton, 1999).

Actuellement, les spécialistes en botanique dénombraient environ 50 espèces de

fumeterre. Elles sont éparpillées à travers le monde, en Afrique comme en Europe, en Asie

comme en Australie ou en Amérique (Poiret et al., 2010).

A cause de la popularité de l’utilisation traditionnelle de Fumaria officinalis, il est

important de l’étudier afin de mettre en évidence ses propriétés pharmacologiques et surtout

toxicologiques. Pour cette raison, le présent travail consiste :

 L’évaluation de l’activité antioxydante des extraits d’alcaloïdes de Fumaria

officinalis, par trois méthodes, le piégeage du radical libre DPPH, pouvoir réducteur et

l’effet scavenging du radical ABTS+.

 L’intérêt de la plante exige qu’une approche de sa toxicité puisse être entreprise en

vue de son adaptation en médecine traditionnelle, c’est pour cela on a réalisé une étude

préliminaire de la toxicité aigue des alcaloïdes de Fumaria officinalis.
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I.1-PRESENTATION DE LA PLANTE FUMARIA OFFICINALIS

I.1.1-DESCRIPTION BOTANIQUE DE LA PLANTE FUMARIA

OFFICINALIS

Les Fumariacées sont des Papavéracées évoluées, forment une famille de 16 genres et

450 espèces, d`herbes annuelles ou vivaces, de hauteur variant de 30 cm à 1m(Bach, 1998).

De goûts amers à l’état frais, salé à l’état sec(Jauzein, 1995). Les différentes parties de la

plantes sont représentées dans ( Tableau I).

Tableau I :Principales caractéristiques des différentes parties de Fumaria officinalis.

Description Figure

Une tige Très fragile dressée, de 30 à 70 cm de

longueur, souvent couchée, ramifiée et

parfois grimpante d’un vert bleuté(Perrot et

René; 1995).

Des feuilles De forme alternes;couleur gris-

vert,pennatisequées a lobes étroits, glabres,

ressemble à une patte de poule (d’où son

surnom de pied de geline) (Dubray, 2010).

Les fruits petites capsules ovoïdes, mures plus large

que long, tronqués, engrainés au sommet

(Beloued, 2009).
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I.1.2-REPARTITION GEOGRAPHIQUE ̎ ORIGINE ET HABITAT̎

Elle est originaired’Europe et d’Afrique du nord, elle pousse en Asie, en Amérique du

nord eten Australie (Schnebelenet al.,2008). Elle se retrouve sur  les bords des chemins, les

terres incultes et le long des vieux murs, jusqu'à 1500m d’altitude (Goetzet al.,2009).

I.1.3-NOMENCLATURE DE LA PLANTE

Fumariavient du mot latin « fumus »  fumée de terre, la plante semble sortir de la terre

comme une fumée, d’où le nom français « fumeterre ».

Cependant d’ après «olivier de Serre», ce nom serait  du  au fait que le suc de la plante fait

pleurer les yeux  comme la fumée à cause de ses propriétés lacrymogènes (Tableau II) (Cost,

1937; Dellile, 2007).

TableauII :représente les différentes nomenclatures(Goetzet al.,2009 ;Dellile, 2007).

Les fleurs Sont  purpurines ou rosées, très irrégulières,

sont disposées en grappes assez lâches

oudenses sur la partie terminale de la tige, le

pétale supérieur prolongé en éperon. Les

sépales sont ovales-lancéolés irrégulièrement

dentés, plus larges que le pédicelle et plus

étroits que la corolle(Goetzet al.,2009).

La langue Nomenclature

Kabyle Zalamit, Tedjoudjaryasghi.

Arabe Ichikh el kanoun.

Français fumeterre, herbe à la veuve, fiel de terre, herbe à la jaunisse.

Espagnol Fumariaoficinal, sangrede Cristo, fumdeterra, palomilla.

Anglais fumatory, common fumitory.
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I.1.4- CLASSIFICATION DEFUMARIA OFFICINALIS

(Goetzet al.,2009) (Figure 01).

 Règne :Plantae (plantes).

 Sous-règne :Tracheobionta (plantes vasculaires).

 Superdivision :Spermatophyta (plantes à graines).

 Division :Magnoliophyta (plantes à fleurs).

 Sous division : Angiospermes.

 Classe :Magnoliopsida (dicotyledones).

 Sous classe :Magnoliidae.

 Ordre :Papaverales.

 Famille :Fumariaceae.

 Genre :Fumaria L.

 Espèce :Fumaria officinalis L.

I.1.5-COMPOSITION CHIMIQUE DES PARTIES AERIENNES

FLEURIES

Tableau III: Constituants chimiques principaux(Goetzet al.,2009).

Familles de constituants
chimiques

Constituants chimiques

Alcaloïdes Dérivés de l’isoquinoléine (0,3-1 %) : protopine (=

fumarine 0,13 %), cryptopine.

Protoberbérines : aurotensine, stylopine, sinactine et N-

méthylsinactine.

Dérivés de type spirobenzylisoquinoleine: fumaricine,

fumaritine, fumariline.

Dérivés de type benzophénanthridine : sanguinarine.

Figure 01: Aspect morphologique de
Fumariaofficinalis(Munné-Bosch et al.,

2000)
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Dérivés de type indenobenzazepine : fumaritridine,

fumaritrine, etc

Hétérosides flavoniques Hétérosides de la quercétine : isoquercitrine, rutine (=

rutoside) et le quercetrine-3,7-diglucoside-3-

arabinoglucoside.

Acides phénols Acides caféique, chlorogénique et fumarique. Esters

maliques de l’acide cinnamique et de l’acide caféique.

acides organiques Acides malique, éritique, succinique, lactique,

glycolique.

Autres Principes Principes  amers, mucilage, résine, sels de potassium.

I.1.6-UTILISATION THERAPEUTIQUES DES FUMARIACEES

Les effets thérapeutiques de cette plante sont induits par divers composés chimiques

(alcaloïde, flavonoïdes, polyphénols, polyterpènes, saponosides, stérols et tanins catéchiques)

qu’elle renferme. On utilise la plante entière sans les racines (Sturm et al., 2006;

Rakotondramasy-Rabesiakaet al.,2007; 2008).

Fumariaofficinalisjoue un rôle important dans la médecine traditionnelle; elle a été

employée pendant des siècles dans plusieurs pays pour le traitement des éruptions cutanées,

des conjonctivitesetrhumatisme(Sturm et al., 2006).

La fumeterre est un  remède populaire employé dans les troubles de type

spasmolytique  liés au tractus digestif, utilisée également  comme cholagogue(Fintelman et

Weiss; 2002).

La plante est dépurative, diurétique, hypotensive, elle exerce également une action

anticholinergique et antihistaminique et utilisée pour des troubles gastro-intestinaux ou

d’origine biliaire, troubles du rythme cardiaque, hypertension artérielle, asthme, psoriasis et

eczéma(Schnebelen et al.,2008),elle permet ainsi de traiter certaines formes de

constipation(Duke et al., 2002; Valnet, 2003).Elle est aussi indiquée en cas de difficulté

respiratoire (Iserin, 2001).Chez les femmes enceintes, la fumeterre soigne avec succès les

migraines et les nausées provenant d’un mauvais fonctionnement hépatique(Fintelmen et

Weiss; 2002).
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I.1.7-TOXICITE DE FUMARIA OFFICINALIS

L’utilisation de produits de phytothérapie est rarement signalée spontanément par les

malades, bien souvent convaincus de leur innocuité. Pourtant, ces produits peuvent être

responsables d’effets indésirables graves (Bonnet, 2007).

Si le phytomédicament à base de fumeterre est une poudre de partie aérienne, le

dossier d’AMM doit comporter une étude toxicologique allégé. Celle-ci n’est pas nécessaire

pour fumeterre sous forme de tisane, d’extrait aqueux ou de teintures. La monographie établie

par la commission Européenne précise que la posologie de Fumaria officinalis est de 6 g par

jour (Bruneton, 2009).

Aucune étude documentée de toxicité n’a été rapportée. Cependant, des effets

indésirables potentiels peuvent survenir, notamment une augmentation de la pression

intraoculaire et un œdème (Goetzet al., 2009).

I.1.8- LES ALCALOIDES

Depuis l’identification du premier alcaloïde qui est la morphine à partir de l’opium en

1806 (Harborneet al., 1995) puis la Strychnine (1818), la caféine (1918) (Bruneton,1999),

plus de dix mille alcaloïdes ont été isolés des plantes (Hesse et al.,2002).

I.1.8.1-DEFINITION

Le terme alcaloïdes il provient de ‹‹ Alkaly-like ›› ; alcaly signifiant : soude, like

signifiant apparence (Bruneton, 1987),Il a été introduit au début du  XIXème siècle par

W.Meisner pour désigner des substances naturelles réagissant comme des bases, comme les

alcalis (de l’arabe alkaly) (Bruneton, 1999).

Un alcaloïdes est un métabolite secondaire naturel (le plus souvent d’origine végétale),

hétérocyclique avec l’azote comme hétéroatome, biosynthétisé à partir des acides aminés, de

faible poids moléculaire, de structure chimique complexe plus ou moins doué de propriétés

physiologiques prononcées même à faible dose (Aniszewski,2007).

I.1.8.2-CLASSIFICATIONDES ALCALOIDES

Les alcaloïdes sont généralement classés en 3 groupes, selon leurs structures

moléculaires et l’origine de biosynthèse: alcaloïdes vrai, proto alcaloïdes et pseudo alcaloïdes

(Bhatet al., 2005).



CHAPITRE I REVUE BIBIOLOGRAPHIQUE

7

 alcaloïdes vrais: dérivent d'acides aminés et comportent un atome d'azote dans un

système hétérocyclique. Ce sont des substances douées d'une grande activité

biologique, même à faibles doses. Ils apparaissent dans les plantes, soit sous forme

libre, soit sous forme d'un sel, exemple la strychnine dérivée du tryptophane (Bhatet

al., 2005).

 proto alcaloïdes: sont des alcaloïdes qui ne possèdent pas un atome d’azote intra

cyclique, ils ont une structure simple (Guignard, 2000).

 Pseudoalcaloïdes:présentant le plus souvent toutes les caractéristiques des alcaloïdes

vrais, mais ne sont pas des dérivés des acides aminés. Ils s’agissent dans la majorité des

cas connus d’alcaloïdes terpéniques: alcaloïdes mono terpéniques et ses quiterpinéques,

il existe également des substances azotées  hétérocycliques issues du métabolisme de

l’acétate: c’est le cas de la conine(Bruneton, 1999).

I.1 .8.3-LOCALISATION DES ALCALOIDES  CHEZ LES PLANTES

On trouve les alcaloïdes, en tant quemétabolites secondaires, principalement chez les

végétaux où ils peuvent se retrouver dans toutes les parties de la plante, ils s’accumulent

uniquement dans les écorces, dans les racines, dans les feuilles ou dans les fruits. Dans la

pomme de terre, les tubercules comestibles ne contiennent pas d'alcaloïdes, tandis que les

parties vertes contiennent la solanine toxique. La partie dans laquelle les alcaloïdes

s'accumulent n'est pas forcément celle où ils sont synthétisés. Dans le tabac par exemple, la

nicotine est produite dans les racines mais transférée ensuite vers les feuilles où elle est

stockée (Harborneet al., 1995).

I.1.8.4-ROLE DES ALCALOIDES DANS LA PLANTE

Le rôle des alcaloïdes dans les plantes est souvent inconnu, et leur importance dans le

métabolisme de la plante n’est pas très bien définie. Une plante peut contenir plus de 10% du

poids sec (Guignard, 2000 ; Grycova, 2006).
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Plusieurs alcaloïdes sont très toxiques et offrent par conséquent un arsenal chimique

de défense des plantes contre l'attaque des herbivores et également leur gout amers les

repoussent.

En outre, les alcaloïdes protègent les plantes contre les dommages provoqués par  les

UV. Ils constituent aussi une réserve de substances capables de fournir l’azote (Hurabielle et

Paris; 1981).

I.1.8.5-PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES DES ALCALOIDES

 La connaissance de la solubilité des alcaloïdes et de leurs sels est d’une importance

pharmaceutique considérable(Bruneton, 2009).

 En milieu alcalin : les alcaloïdes sont solubles dans les solvants organiques

non polaires (benzène, chloroforme,...) et dans les solvants organiques polaires

(alcools) mais insolubles dans l’eau.

 Au contraire en milieu acide : leurs sels sont insolubles dans les solvants

organique apolaires et solubles dans les solvants organiques polaires et dans

l’eau(Roux et Catier; 2007).

Les alcaloïdes en milieu aqueux et acide se caractérisent par des réactions de précipitation

avec certains réactifs spécifiques appelés « réactifs généraux des alcaloïdes ».

I.1.8.6-LES ALCALOIDES ISOQUENOLEIQUES

Les alcaloïdes isoquénoléique résultent de la condensation des dérivés de

phénylethylamine et de phénylacétaldehyde, leurs précurseurs sont respectivement la

phénylalanine et la tyrosine, qui réagissent après décarboxylation avec un autre acide aminé

aromatique ou non (Dewick, 2002).

I.1.8.7-LES PROPRIETES THERAPEUTIQUES DES ALCALOIDES

ISOQUINOLEIQUES

Vu la diversité des alcaloïdes isoquinoléiques, ils possèdent différentes propriétés

pharmacologiques (Moreau, 1948; Chia et al., 2005; Vercauterene, 2007), telles que :

o La papavérine qui est un antispasmodique ;
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o Les alcaloïdes isoquinoléiquesmonoterpéniques qui sont des antimicrobiens et

virulicides ;

o La noscapine qui est un antitussif ;

o L’oxyacanthine qui est un antioxydant ;

o Les alcaloidesisoquinoleiques du type tropolonique qui sont utilisés dans le traitement

des accès aigus de la goutte ;

o Les curares qui agissent sur le système nerveux central comme dépresseurs ;

o L’Apomorphine qui est un antiparkinsonsien ;

o La morphine, codéine, thébaine et noscapine qui sont utilisés comme des antalgiques,

antipyrétiques, antitussifs et antispasmodiques respectivement.

I.1.8.8-TOXICITE DES ALCALOIDES ISOQUINOLEIQUES DE

FUMARIA OFFICINALIS

Beaucoup d’alcaloïdes sont connus pour engendrer des effets toxiques. Leur biotoxicité

est sélective et dépend des organismes et de leurs structures chimiques.

Les alcaloïdes isoquinoléiques peuvent diffuser passivement dans le milieu intracellulaire,

ils sont des inhibiteurs du complexe I de la chaine respiratoire mitochondriale et de

l’αcétoglutarate déshydrogénase, ainsi que perturbateurs du métabolisme et du transporteur de

la dopamine.

Protopine : connue pour ses effets cardiotoxiques. Elle provoque chez la souris de la

bradycardie, des contractions irrégulières apparaissent aux fortes doses,  elle augmente

le nombre des pulsations, sensibilise le cœur aux rythmies ventriculaires provoquées

par  l’épinéphrine, et comme la papavérine, augmente le flux de l’artère coronaire et la

protopineexcerce aussi une action puissante sur l’utérus. Elle est douée d’activités

stimulantes sur la respiration, muscles triés et lisses, la pression sanguine (Kerharo et

Adam, 1974).

Sanguinarine : Des études ont montrés l’action de la sanguinarine sur la production

d’une évaluation aigue de la tension oculaire de la souris, elle est première substance

naturelle connue pouvant êtres utilisée comme matériel expérimental pour la production

et l’étude du glaucome (Kerhano et Adam, 1974).
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I.2-L’ACTIVITES ANTI OXYDANTES

I.2.1-DEFINITION DES RADICAUX LIBRES

Les radicaux libres « R° » sont des molécules ou des atomes qui possèdent un ou

plusieurs électrons non appariés sur leur couche externe. Ce sont des espèces chimiques, qui

peuvent être formés par la perte ou le gain d’électrons à partir d’un composé non radicalaire.

Ils peuvent aussi apparaitre au moment de la rupture symétrique d’une liaison covalente après

la quelle chaque atome conserve un électron et devient un radical libre (Tableau IV) (Haliwell

et Gutteridge; 2006).

Tableau IV: Principaux radicaux libres et leur structure chimique (Haton, 2005).

I.2.2.PRINCIPALES SOURCES DE PRODUCTION DES RADICAUX

LIBRES

 Sources endogènes :les radicaux libres peuvent être produit en majorité, au niveau

des chaines respiratoires mitochondriales des cellules des organismes aérobies,

cellules phagocytaires.

 Sources exogènes : produit par les radiations (rayons X, lumière UV), polluants de

l’air (N, NO2), solvants organiques, pesticides, xénobiotiques … etc (Barouki, 2006).

Radicaux libres (nomenclature) Structure chimique

Radical hydroxyle OH •

Radical hydroperoxyde H O O•

Radical peroxyde R O O•

Radical alkoxyle RO•

Peroxyde d’hydrogène H 2 O 2

Peroxynitrite O N O O•

Anion superoxyde O 2
•-
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I.2.3-LES ESPECES REACTIVES DE L’OXYGENE (ERO)
Les espèces réactives de l’oxygène (ERO) peuvent être  le produit de réaction

impliquant l’O2 et les ions métalliques (en particulier les flavoprotéines et surtout les

oxydases). Ou bien être les produits de réaction physiologique, ils proviennent surtout de la

chaine respiratoire (Figure 02) (Puy, 2012).

I.2.4-CONSEQUENCES DU STRESS OXYDANT

La surproduction des espèces réactives oxygènes (ERO) et/ou la faible activité des

antioxydants entraine un stress oxydatif  qu’est responsable de plusieurs dommages sur toutes

les molécules biologiques comme les lipides, les protéines, les acides nucléiques, ou les

hydrates de carbone (Favier, 2003) :

Figure 02 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et espèces réactives de

l’oxygène  impliqué en biologie (Mohammedi, 2005).



CHAPITRE I REVUE BIBIOLOGRAPHIQUE

12

 Au niveau de l’ADN : les radicaux libres peuvent induire des effets oxydatifs et

mutagènes ou un arrêt des réplications. Ils agissent en provoquant des altérations de

bases azotées, des  pontages ADN-protéines ou des ruptures de brins (Shimizu, 2004).

 Au niveau des lipides : les lipides sont une cible privilégiée des radicaux libres.

Ceux-ci provoquent en effet l’oxydation des acides gras polyinsaturés (AGPI) des

phospholipides membranaires (principaux constituants des membranes des cellules),

mais aussi des organites cellulaires et des noyaux. Ce phénomène est appelé

peroxydation lipidique ou lipo-péroxydation aboutissant à la formation de LDL

(Lowdensitylipoprotein) oxydées qui sont captées par des macrophages, formeront le

dépôt lipidique de la plaque d'athérome des maladies cardiovasculaires, l'attaque des

phospholipides membranaires modifiant la fluidité de la membrane et donc le

fonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs et la

transduction des signaux (Favier, 2003).

 Au niveau des macromolécules : Les radicaux libres peuvent aussi agir sur les

macromolécules en provoquant des inactivations enzymatiques, des fragmentations de

ces molécules (collagène, protéoglycannes, acide hyaluronique) et la formation de

dimères ou d’agrégats protéiques dans les membranes cytoplasmiques (Shimizu,

2004).

I.2.5-DEFINITION DES ANTIOXYDANTS

Dés le début du XXéme siècle, l’industrie s’est intéressé de près aux antioxydants ou

« antioxygéne » (Defraigine et Princemail; 2007). Un antioxydant est défini comme une

substance qui, ajoutée à faible dose à un produit naturellement oxydable à l’air, est capable de

ralentir ou d’inhiber le phénomène d’oxydation. Cette définition peut être élargie et le terme

"antioxydant" englobe ainsi toutes les substances qui protègent les systèmes biologiques

contre les effets délétères potentiels des processus ou réactions qui engendrent une oxydation

excessive (Shimizu, 2004).

Ils agissent en formant des produits finis non radicaux, d’autres en interrompant la

réaction en chaîne de peroxydation, en réagissant rapidement avec un radical d’acide gras

avant que celui-ci ne puisse réagir avec un nouvel acide gras, tandis que d’autres antioxydants
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absorbent l’énergie excédentaire de l’oxygène singlet pour la transformer en chaleur. En

même temps,  les anti oxydants arrêtent la réaction, la plupart du temps parce que la structure

des antioxydants est relativement stable (Haton, 2005).

I.2.6-LE SYSTEME DE DEFENSE CONTRE LES RADICAUX LIBRES

OUSYSTEME ANTIOXYDANT

Les antioxydants sont des molécules capables d’interagir sans danger avec les radicaux

libres et de mettre fin à la réaction en chaine avant que les molécules vitales ne soient

endommagées. Chaque molécules anti-oxydantes ne peut réagir qu’avec un seul radical libre,

et par conséquent, il faut constamment  refaire le plan de ressources anti-oxydantes (Kritina

et Marika; 2002).

L’organisme est doté d’un ensemble de systèmes de défenses très efficaces contre la

surproduction des ERO. Ces systèmes peuvent être exogènes ou endogènes et sont réagis en

synergie afin de protéger les cellules vis-à-visaux ERO (Figure 03) (Rahman, 2007).

Figure 03: Mécanismes d’action des antioxydants (Kalam et al.,2012).
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I.2.6.1-Les antioxydants endogènes ou enzymatiques

Les antioxydants enzymatiques sont des systèmes de défense primaire constitués d’enzymes

telles que la superoxyde-dismutase, la catalase et la glutathion-peroxydase (Pincemailet

al.,2004).

 Superoxydes-dismutases (SOD)

Ce sont des métalloenzymes(Nicholls, 2012) qui catalysent la dismutation de l’anion

superoxyde (O2
●–) en peroxyde d’hydrogène (H2O2) et en oxygène (O2) réaction (1)

(Pariharet al.,2008).

 Les catalases

Les catalases sont la classe d’enzymes qui catalyse la dismutation du peroxyde

d’hydrogène(H2O2) en eau (H2O) et en oxygène gazeux (O2) réaction (2) (Nicholls, 2012).

 La glutathions peroxydases (Gpx)

La glutathion peroxydase (GPx) est une enzyme dépendante dont le cofacteur est le

glutathion (Laguerre et al.,2007). La GPx fait partie d’un système complet qui joue un

rôle central dans le mécanisme d’élimination du H2O2, elle prend aussi en charge des

lipidesperoxydés (Servais, 2004; Valkoet al.,2006), Selon les réactions 3 et 4:

I.2.6.2-Les antioxydants  exogènes  ou non enzymatiques

Les antioxydants non enzymatiques sont des systèmes de défense secondaires

(Ramonatxo,  2006) tels que la vitamine E et les caroténoïdes (Afonso et al., 2007), à ceux

2

3

4

1
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là s’ajoutent quelques oligo-éléments comme le sélénium, le cuivre et le zinc quisont des

cofacteurs importants pour  l’activité de certaines enzymes antioxydantes(Pincemail et

Defraigne; 2004).

 Les vitamines

 La vitamine E ou l’α-tocophérol (vit E)

Le rôle essentiel de la vitamine E (figure 05) est de capter les radicaux peroxyles

lipidiques RO2
● qui propagent les chaînes de peroxydation. La partie active de la molécule

étant la fonction phénol réductrice (α-TH), celle-ci perd facilement un atome d'hydrogène et

se transforme en radical α-tocophéryle, α-T●, tandis que le radical peroxyle est réduit en une

molécule d' hydroperoxyde réaction (4). De plus, l'α-tocophérol capte les radicaux

superoxydes (sous leur forme protonée HO2
●), les radicaux hydroxyles ●OH, ainsi que

l'oxygène singulet1O2 (Albert et al.,2003).

 La vitamine C

La vitamine C possède une activité antioxydante par sa capacité à piéger le radical

peroxyle (ROO●), en oxydant l'acide ascorbique en acide déhydroascorbique, ou enfin par

réduction du radical tocophéryle (figure 06) (Zazzo, 2002).

4

Figure 04: Structure chimique de La vitamine E (Cuvelieret al., 2003).

Figure 05:Réaction entre l’acide ascorbique et un radical (R•) (Valkoet al., 2006).
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 Les caroténoïdes (la provitamine A)

Les caroténoïdes possèdent dans leur structure chimique de très nombreuses doubles

liaisons conjuguées qui sont responsables de leur activité anti-oxydante (Figure 07). Ils

sontsusceptibles d’inhiber les chaînes de peroxydation lipidique. En outre, le ß-carotène

est lamolécule la plus connue comme étant un puissant désactivateur de l’oxygène singlet

(1O2)(réaction5) (Pincemailet al.,1998; Laguerre, 2007).

ᵦCarotène

 Les oligoéléments

Ils jouant le rôle d’antioxydants endogènes (Forcevilleet al., 2008) sont des matériaux

présents en faible quantité dans un organisme, et sont utiles à son fonctionnement, en raison

deleur implication effective dans des réactions biochimiques ou physico-chimiques (Khaled

et al.,1997).

I.3- GENERALITES SUR LA TOXICITE

I.3.1-DEFINITION DE LA TOXICITE

Traditionnellement, on qualifie de toxique un composé qui peut être nuire à la santé

des organismes vivant, en particulier à celle des hommes.L’effet d’un toxique dépend toujours

de l’espèce et de la dose. Selon leur origine, on distingue les toxiques synthétiques et les

toxiques naturels (toxines) provenant des microorganismes, des plantes ou des animaux

(Reichil, 2004).

5

Figure 06 : Structure des caroténoïdes (Laguerre, 2007).
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I.3.2-CLASSIFICATION

Selon la fréquence et la durée de l’exposition ou l’administration du toxique, on peut

distinguer plusieurs formes de toxicité :

 la toxicité aigüe

 la toxicité à court terme (subaigüe ou sub-chronique)

 la toxicité à long terme (ou chronique) (Viala et Botta, 2005).

I.3.2.1-Toxicité aigüe

La toxicité aiguë englobe tous les phénomènes spécifiques et les signes adverses, qui

se manifestent juste après l’exposition de l’organisme à une prise unique ou plusieurs prises

très rapprochées d’un agent chimique. L’effet toxique aigu est généralement considéré comme

un effet qui se produit immédiatement ou dans les premiers jours après l’exposition (LeBlanc,

2010).

I.3.2.2-Toxicité sub-chronique

Lors de la toxicité sub-chronique, le xénobiotique est administré plusieurs fois

pendant une période plus longue, de 28 aux 90 jours. On cherche à définir les organes et les

fonctions touchées par ce toxique. Pour une dose déterminée l’effet attendu peut manifester

immédiatement ou avec retard (Claverie et Hedde., 2008).

I.3.2.3-Toxicité chronique

La toxicité chronique est définie comme étant la mise en évidence d’effets toxiques

près l’administration répétée d’une dose de la substance à tester, pendant une période de

temps longue, supérieure à 90 jours (Boukeloua, 2009).

Cependant, la DL50 a une valeur très limitée, car il ne concerne que la mortalité et ne

donne aucune information sur les mécanismes en jeu et la nature des lésions. Il s’agit d’une

appréciation grossière et préliminaire (première analyse) qui peut être influencée par plusieurs

facteurs tels que l’espèce animale, le sexe, l’âge, le moment de traitement, etc (Tableau V)

(Lapointe, 2004).



CHAPITRE I REVUE BIBIOLOGRAPHIQUE

18

Tableau V :Echelle de la classification des substances toxiques chez les rongeurs

selon(Hodge et Sterner, 1949).

DL50 Orale Indice de toxicité
Jusqu'à 1mg/kg extrêmement toxique

1 à 50mg/kg hautement toxique

50 à 500mg/kg modérément toxique

500 à 5000mg/kg légèrement toxique

5000 à 15000mg/kg presque pas toxique

Plus de 15000mg/kg relativement inoffensif

I.3.3-ORGANES CIBLES DES TOXIQUES

Un toxique n’affecte pas tous les organes avec la même intensité. Ils agissent plus

spéci-fiquement sur certains organes (organes cibles) du fait d’une très grande sensibilité de

ces organes ou d’une concentration plus élevée de la molécule inchangée et/ou de ses

métabolites à leur niveau.

Le foie et les reins, qui ont des fonctions métaboliques et excrétoires plus importantes

et bénéficient d’une très large irrigation sanguine, sont particulièrement exposés aux toxiques.

Les substances capables de traverser la barrière hémato-encéphalique peuvent exercer leur

toxicité au niveau de système nerveux. Ainsi, le système respiratoire constitue un organe cible

pour les toxiques gazeux ou volatiles (Viala et Botta, 2005).



Chapitre II
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II.1-MATERIELS

Le matériel expérimental et les réactifs  utilisés durant le présent travail pratique  sont

reportés en  (Annexe I)

II.1.1-MATERIEL  ANIMAL

Pour évaluer la toxicité In vivo des extraits de la partie aerienne de Fumaria officinalis,

des souris femelles de l’espèce albinos Wistar (Figure 08), ayant un poids variant entre 20 -

25g avec une moyenne d’âge de 8 semaine ont été employées pour l'étude. Ces animaux

proviennent des centres d’élevage de l’institut Pasteur d’Alger.

 Condition d’élevage  des animaux

Les animaux ont été logés dans des cages standards inoxydable, ont été  disposé d’eau

du robinet et l’aliment à bouchon, la litière est renouvelée 3 fois par semaine.

Les animaux sont acclimatés aux conditions de l’animalerie de Faculté des Sciences

de la Nature et de la Vie de l’Université d’A. Mira de Bejaia à la température ambiante (20-

27)°C. Pendant une quinzaine de jours avant l’expérimentation.

Figure 07 : Conditions d’élevage des souris albinos Wistar au sein de l’animalerie de l’Université
de Bejaia (Mars-Avril, 2015).
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II.1.1-MATERIEL VEGETAL

Cette étude a été réalisée sur la partie aérienne fleurie d’une plante fumariacées d’une

espèce de Fumaria officinalis appelée localement « Zalamit ou Tijujar-yesghi ».

II.2-METHODES

II.2.1-Préparation du matériel végétal

 Récolte

Le matériel végétal a été récolté dans la région rurale: Akbou ( EL- HAMMAM) dans

la wilaya de Bejaïa, durant la période de floraison et de fructification (Mars-Avril 2015).

Figure 08: Photographie de Fumaria officinalis dans la région de la récolte Akbou
(originale).

Figure 09 : Carte géographique de Bejaia avec la région de récolte de Fumaria
officinalis (originale)
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 Identification de la plante

L’identification de notre plante a été effectuée, au niveau du laboratoire de

physiologie végétale et d’écologie, de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, de

l’Université de Bejaïa, et en utilisant la flore des plantes Algériennes (Quezel et Santa,

1962).

 Lavage

Après  avoir identifie  que l’espèce récoltée est de Fumaria officinalis, cette dernière à

éte bien nettoyée « on a enlevé toutes les racines et on a laisse juste la partie aérienne

fleurie », puis  lavée avec du l’eau afin de se débarrasser de toute poussières et d’autres

contaminants.

 Séchage

Une fois la plante à été  bien nettoyée, l’ échantillon à été séché à l’étuve à une T° de

40°C pendant une période de 8 jours jusqu’à stabilisation de leur poids afin d’obtenir une

meilleure extraction.

 Broyage

Le  produit obtenu par le séchage est réduit en poudre de couleur vert  grâce à un

broyeur électrique.

Figure 10: Photographique du séchage de Fumaria  officinalis dans l’étuve (Laboratoire
de Biologie Végétal et d’Ethnobotanique, Bejaia)
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La  poudre ensuite conservé dans une boite en verre couverte avec du papier

aluminium à l’abri de la lumière pour éviter la photo oxydation des substances actives

présentes dans la poudre.

 Tamisage

La poudre ainsi obtenues après broyage est tamisées par un tamiseur sur des tamis de

diamètre de 250µm pour avoir une poudre homogène prête à l’extraction.

Figure 11 : Photographie de la poudre végétale de la partie aérienne Fumaria officinalis.
(Laboratoire de Biologie Végétal et d’Ethnobotanique, Bejaia)

Figure 12: Photographie de tamiseur avec des tamis . (laboratoire de Biologie Végétal et
d’Ethnobotanique, Bejaia)
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II.2.2-EXTRACTIONS DES ALCALOÏDES DE FUMARIA OFFICINALIS

Pour l’extraction des alcaloïdes à partir de Fumaria officinalis on a utilisé un

extracteur qui s’appel soxhlet (Figure 13).

II.2.1.1- Principe de l’extracteur ‹‹ Soxhlet ››

L’extracteur de ‹‹ Soxlhet ›› permet le traitement de (solides) (matériel végétal) en

plus gande quantité que la macération, avec des solvants en phase liquide ou partiellement

vaporisés. Le corps  de l’extracteur, contient une cartouche en cellulose remplie de matériel

végétal. Cette cartouche est fixée sur un réservoir de solvant (ballon) et est surmontée d’un

réfrigérant.

Le solvant est vaporisé puis condensé tout en restant en contacte avec le matériel

végétal. La solution collectée dans le ballon s’enrichit de plus en  plus en soluté à chaque

cycle d’extraction et le matériel végétal est toujours en contact avec du solvant fraichement

distillé. L’extraction est terminée lorsque le solvant d’extraction devient de plus en plus clair

(Lagnika, 2005).

Figure 13: Photographie d’extracteur « Soxhlet » au niveau de laboratoire de Biologie

Végétal et d’Ethnobotanique de la Faculté SNV de Bejaia.



CHAPITRE II MATERIEL ET METHODES

24

II.2.2.2-LES PROTOCOLES D’EXTRACTION DES ALCALOÏDES DE FUMARIA

OFFICINALIS

Pour pouvoir extraire les alcaloïdes  à partir de notre plante Fumaria officinalis, deux

protocoles d’extraction ont été utilisés par « soxhlet » celui de (Suau et al., 2002 ; et

Farzana, 1997)

 L’extraction des alcaloïdes de Fumaria officinalis (AT) selon le protocole, Suau

et al., 2002.

La partie aérienne de la plante (30g) a été séchée à l’étuve (au-dessous de 40°C),

extraite avec de l’éthanol (300ml) dans un extracteur de soxhlet pendant une semaine,

évaporée dans l’étuve. L’extrait obtenu est évaporé par la suite sous vide jusqu’à l’obtention

d’un extrait sec qui a été délipidé avec (150ml) d’éther diéthylique puis solubilisé dans

(150ml) d’eau distillée acidifiée avec de l’acide acétique jusqu’à pH=2.5, laissée décanter

pendant (48h); puis la phase aqueuse a été récupérée pour lui ajouter de l’ammoniac jusqu’à

pH= 8 et du dichlorométhane (150ml), après décantation pendant (48h). L’extrait a été

récupéré dans des boites de pétries puis séché dans l’étuve pour obtenir des extraits

d’alcaloïdes totaux (AT) (Suau et al ., 2002) (Figure14).

 L’extraction  par fractionnement des  alcaloïdes de Fumaria Officinalis selon le

protocole de Farzana, 1997.

Le fractionnement des alcaloïdes est réalisé selon la méthode de Farzana 1997. La poudre

végétale (30g) est extraite dans l’éthanol à l’appareil de soxhelt, l’extrait obtenu à été évaporé

par la suite sous vide jusqu’à l’obtention d’un extrait sec qui a été délipidé  avec l’éther

diéthylique  puis solubilisé dans l’eau distillée, après  décantation,la phase aqueuse  récupérée

est solubilisé dans le chloroforme, après décantation la phase chloroformique qui constitue  la

fraction neutre (FN), la phase aqueuse récupérée par la suite est acidifiée avec de l’acide

acétique jusqu’à pH=2,5 puis solubilisée dans le chloroforme, après décantation la phase

chloroformique constitue la fraction acide (FA), la phase aqueuse subit une alcalinisation avec

de l’ammoniaque jusqu’à pH= 8puis solubilisée dans le chloroforme pour l’obtention de la

fraction basique (FB) (Figure15).
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Solvant polaire (300 ml de l’éthanol)

Extrait végétal

Extrait Concentré

Evaporation (Etuve à 40 °C) « 48h »

Dilapidation par L’éther
diéthylique (150 ml)

Ajout de l’eau distillée (150ml)
acidifié avec acide acétique à

PH=2.5

Décantation  par ampoule à décanter
« 48h »

Phase aqueuse

Décantation  par ampoule à décanter
« 48h »

Alcalinisation avec de
l’ammoniaque jusqu’à pH=8

Ajout de Dichlorométhane
(150ml)

Phase dichlorométhane

Evaporation  dans  des boites  pétries
(Etuve à 40°C)

« 48h »

Alcaloïdes
totaux

Figure 14: Protocole d’extraction des alcaloïdes totaux (AT) de Fumaria officinalis

(Suau et al., 2002).

La poudre de Fumaria Officinalis (30g)

Extraction éthanolique par soxhlet
pendant une semaine
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Extrait végétal

Evaporation (Etuve à 40 °C) « 2-3 jours »

Extrait Concentré

Décantation  par ampoule à décanter « 2 à 3 jours »Dilapidation par d’éthyle éther (150 ml)

Ajout de l’eau distillée (150 ml)

Phase aqueuse

Récupérer par  filtration

La poudre de Fumaria Officinalis (30g)

Extraction par Soxhlet « 3-4
jours »

Solvant polaire (300 ml de l’éthanol)

1 ⁄ 2 Phase aqueuse1 ∕ 2 Phase aqueuse

Acidifier avec l’acide acétique
à PH=2,5

Ajout de chloroforme (150 ml )

Décantation « 2-3jours »

Evaporation  dans
des boites  pétries

(Etuve à 40°C)

« 2-3jours »

Ajout de chloroforme (150 ml)

Décantation
« 2 jours »

Phase organique

Phase aqueuse

Ajout d’ammoniaque
jusqu'à PH= 8

Ajout de chloroforme
(150ml)

Décantation « 2jours »

Phase organique

FB
Evaporation dans des boites pétries

(Etuve à 40 °C « 2-3jours »

FN

Phase organique

Evaporation dans
des boites pétries
(Etuve à 40°C)

« 2-3 jours »

Figure 15: protocole d’extraction par fractionnement des alcaloïdes de Fumaria officinalis
« FN ; FA ; FB » (Farzana, 1997).

FA
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II.3-EVALUATION IN VIVTRO DE L’ACTVITE ANTIOXYDANTE DE

FUMARIA OFFCINALIS

1-Test de réduction du radical-cation ABTS +°

 Principe :

Ce test est basé sur le mécanisme d’oxydoréduction de ABTS (sel d’ammonium de

l’acide 2,2’-azinobis (3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique)), Au cours de ce test, le sel

d’ABTS pert un électron pour former un radical cation (ABTS ·+) de couleur sombre (vert

bleu) en solution. En présence de l’agent antioxydant, le radical ainsi former est réduit pour

donner le cation ABTS +, ce qui  entraine la décoloration.

 Mode opératoire

Figure 16: protocole d’étude de l’activité « Scavenging » de  l’ABTS·+ (Le et al., 2007).

Poudre d’ABTS à 7mM Solution de persulfate de
potassium  à  2.45 mM

MélangeIncubation (16h)

T° ambiante

Solution d’ABTS+ à  2.45 mM

Solution d’ABTS∙+ abs de 0,7 ± 0,02 à 734 nm

Dilution avec  DH2O

Mesure de l’absorbance à 734 nm après 7 mn d’incubation

1 .9 ml d’ABTS
0.1  ml d’extrait  à différentes

concentration
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Le pourcentage de réduction du radical ABTS·+ est donné par l’équation suivante :

A 0 : Absorbance du control (sans extrait).

A1 : Absorbance du test (avec extrait ou standard).

2- Test au Diphényle picryl-hydrazyle (DPPH)

 Principe

Le Diphényle picryl-hydrazyle « DPPH » est un radical libre stable, de couleur violet

en solution présentant une absorbance caractéristique à 517 nm. Cette couleur disparait

rapidement lorsque le DPPH est réduit en diphényl picryl-hydrazine de couleur jaune par un

composé à propriété anti radicalaire, entrainant ainsi une décoloration (l’intensité de la

coloration est inversement proportionnelle à la capacité des antioxydants présents dans le

milieu à donner des protons). On peut résumer la réaction sous forme de l’équation suivante :

Ou (AH) n représente  un composé capable de céder un hydrogène au radical DPPH

(violet) pour le transformer en Diphényle picryl hydrazine (jaune). Ceci permet de suivre la

cinétique de décoloration à 517 nm (Popovici et al ., 2009).

 Mode opératoire

Le protocole expérimental utilisé est celui de (Hemalatha et al., (2010)) (Figure 17).

% Scavenging du radical ABTS·+ = [(A 0-A1)/A0] ×100

DDPH∙ + (AH) DPPH-H + (A∙) n

1.5ml solution méthanoïque du
DPPH (0.1Mm)

Incubation 30
min à l’obscurité

Figure 17: Protocole d’étude de l’activité « scavenging » du DPPH (Hemalatha et al., (2010))

3 ml d’extrait Me OH

(5-1000µg/ml)

Lecteur à 517 nm
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Remarque

 Une quantité égale de méthanol et de DPPH à servi comme contrôle.

 Les résultats obtenus pour chaque extrait testé sont comparés à ceux obtenus pour

l’acide ascorbique et la BHA pris comme antioxydants standards.

 L’activité anti radicalaire est estimée selon l’équation suivante :

 AT : absorbance du test (extrait + DPPH)

 AC : absorbance du contrôle (DPPH + méthanol)

 AB : absorbance du blanc (extrait + méthanol)

Dans ce test, on définit la concentration inhibitrice à 50 % (IC 50).

Les IC 50 sont calculées graphiquement par des pourcentages d’inhibition en fonction de

différentes concentrations de l’extrait testée (Torres et al ., 2006).

3- Pouvoir réducteur

 Principe du test

La méthode est basée sur la réaction de réduction  du Fe 3+ présent dans le complexe

ferrocyanure de potassium en Fe2+. La réaction  est révélée par le virement de couleur

jaune du fer ferrique Fe3+ en couleur bleu vert du fer ferreux Fe2+ « l’intensité de cette

coloration est mesurée par spectrophotométrie à 700 nm.

% d’activité anti-radicalaire DPPH = [(AC – (AT - AB) ∕  AC] × 100
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 Mode opératoire

II.4-EVALUATION IN VIVO DE LA TOXICITE AIGUE DES

ALCALOIDES DE FUMARIA OFFICINALIS

II.4.1-ÉVALUATION DE LA TOXICITE AIGUË

La toxicité aiguë a été déterminée selon la méthode préconisée par l’article de l’OCDE

n°425.

1 ml de l’extrait Me OH (100 µg ∕ ml)

2.5 Tampon phosphate

(0.2 M, pH = 6.6)

2.5 ml de ferricyanure de potassium
(K 3 Fe (CN)6 à 1%)

Incubation  à  50 C° pendent
20 min  dans un bain marie

2,5ml d’acide trichloracétique à
(TCA à 10%)

Centrifugation à

3000 rpm (10 min)

Prélèvement   de 2.5 ml du surnageant

Lecture à  700 nm

2.5ml de l’eau distillée

(DH2O)

0.5ml chlorure ferrique

(Fe CL 3 à 0.1%)

Figure 18: Protocole d’étude du pouvoir réducteur (Amarowiez et al., 2004)
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 Principe de la méthode

Les essais de la toxicité aigüe permettent d’évaluer les effets toxiques qui

apparaissent dans un temps court (de 1 à 14 jours) après l’administration d’une substance

chimique(les alcaloïdes du Fumaria officinalis) préparées sous forme d’infusion, par voie

orale à une dose unique.

 Les principaux effets recherchés sont :

 Les signes cliniques et les  modifications pathologiques visibles à l’œil nu,

 la baisse de la consommation de nourriture et/ou de boisson,

 les variations de poids du corps ou des organes,

 Et la létalité (mortalité).

 Mode opératoire

Le protocole consiste à suivre les étapes suivantes :

1-Répartition des souris en lots

Lors de cette étude, les souris ont été laissées à jeun la vielle du test « environ 16h »,

puis réparties selon l’homogénéité de leur poids sur 3 lots de 4 souris chacun :

 Lot I (lot témoin) : ces souris ont reçu uniquement de l’eau physiologique [0.9%

solution de Na Cl].

 Lot II et  III  (lots traités) : ces groupes de souris ont reçu respectivement les doses

500 et 1000 mg/kg.

2- Administration de l’extrait

L’administration des extraits [AT, FN, FA, FB] de la plante de Fumaria officinalis

ont été effectuée par gavage orale (Figure 19).

 Notant que le volume de la solution administrée pour chaque souris est constant

(0.5ml).

Figure 19: Photographie de l’administration des extraits par voie orale.
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3-Surveillance du comportement des souris

Après l’administration des extraits, les souris ont été surveillées en permanence, au

moins pendant les 4 premières heures suivant l'administration des échantillons, puis

quotidiennement durant une durée de 30 min pour une période d'observation totalisant 14

jours.

4- Mesure du volume d’eau et de la quantité de nourriture consommés

Le volume d’eau et la quantité de nourriture consommés ont été mesurés

quotidiennement pendent  une période de 14 jours. La nourriture déposée dans l’auge

(couvercle des cages), a été préalablement pesée, et cela rendait possible la mesure de la

quantité consommée en pesant la nourriture restante dans l’auge. Le volume d’eau consommé

a été mesuré par la même méthode, en mesurant le volume d’eau restant dans les biberons.

5- Étude de l’évolution pondérale des souris

Le poids corporel des souris utilisées dans cette étude a été mesuré, avant

l’administration de l’échantillon, et après chaque 7 jour du début du test de la toxicité aigüe

(7 ème et 14 ème jours).

II.4.2-PRELEVEMENT DES ORGANES

Après 14 jours de surveillance, les souris ont  été mises à jeun la vielle du

prélèvement. Le lendemain, elles ont été sacrifiées afin de récupérer les organes.

Après l’examen macroscopique du cadavre, il a été fixé en décubitus dorsal sur une

plaque, en fixant solidement les quatre pattes à l’aide d’aiguilles de fixation (Figure 20). Une

petite incision au niveau périnée a été pratiquée, jusqu’au menton. Deux autres incisions

perpendiculaires à la première ont été également pratiquées. Après dissection les organes :

le foie, la rate, les reins, le cœur sont observés macroscopiquement In situ, puis prélevés

(Figure20), et déposés dans l’eau physiologique, dégraissés, séchés par le papier absorbant et

pèses pour évaluer la masse relative des organes.

Figure 20: Les étapes de prélèvement  des différents organes (laboratoire de
Biologie Végétal et d’ethnobotanique, Bejaia).

.
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III. RESULTATS ET DISCUSSION

III .1 .  TAUX D’EXTRACTION DES ALCALOIDES DE

FUMARIA OFFICINALIS

L’extraction d’alcaloïdes à été réalisée dans un milieu alcalin en utilisant

l’éthanol comme solvant d’extraction, c’est une méthode d’extraction à chaud,solide-

liquide continue par le soxhlet suivant les protocoles de Suau et collaborateurs

(2002) et celui de Farzana (1997).Cette méthode est plus rapide et permet de donner

un meilleur rendement avec une grande spécificité .

Le choix du solvant a été porté sur l’éthanol comme solvant d’extraction car

il permet d’extraire le maximum de composés y compris les alcaloïdes, et possède

l’avantage d’être plus facilement éliminer grâce à son aspect volatil et par

comparaison au méthanol il est moins toxique (Ribéreau-Gayon,1968).

Le taux d’extraction d’alcaloïdes de Fumaria officinalis a été calculé par apport à la

masse de la poudre initiale (30g) selon la formule suivante :

Avec :

Pa : Le poids initial de la poudre végétale.

Pb : Le poids d’extrait d’alcaloïdes.

Le (Tableau VI) résume le pourcentage d’alcaloïdes que renferme la plante étudiée .

Tableau VI : Le rendement en alcaloïdes de Fumaria officinalis.

Pa ( g ) Pb ( g ) Taux d’alcaloïdes

30 0,298 (AT) 0,99%

30 0,076 (FN) 0,25 %

30 0,067 (FB) 0,22 %

30 0,107 (FA) 0,35 %

Le rendement % = [ Pa– Pb / Pa ] X100
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Certaines plantes alcaloidiféres peuvent renfermer jusqu’à 4 %  voir 10 %

d’alcaloïdes, les Fumariaceae sont classées dans la catégorie de plantes riches en

alcaloïdes(Bruneton,1999).

D’après les résultats obtenus et en terme de rendement on peut conclure que

Fumaria officinalis est riche en alcaloïdes et les travaux de Sousek et ses

collaborateurs (1999) ont confirmé la richesse de cette espèce en alcaloïdes.

III. 2. EVALUATION DE L’ACTIVITE ANTIOXYDANTE DE

FUMARIA OFFICINALIS

La capacité antioxydante des extraits d’une plante est largement dépendante

de la composition de ces extraits ainsi que les conditions de manipulation des tests In

vitro. L’évaluation de l’activité est donc nécessairement réalisée par au moins trois

méthodes différentes.

III. 2. 1. Effet scavenging du radical DPPH

L’extrait d’alcaloïdes de la plante F.officinalis a montré une activité anti

radicalaire contre le radical DPPH,  dépendante de la concentration de l’extrait, par

diminution ou changement de la couleur de la solution DPPH du violet vers le jaune.

Le pourcentage d’inhibition du radical DPPH augmente en fonction de la

concentration de l’extrait.

Les résultats de l’activité anti-radicalaire, vis-à-vis du radical DPPH, des

standards et des extraits sont exprimés en pourcentage d’inhibition et représentés dans

les Figures (21 et 22) :
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L’activité anti radicalaire de l’extrait est mesurée par sa capacité à piéger un

électron  non apparié du radical DPPH, qu’est exprimée par le pourcentage de

décoloration du DPPH en solution (Pourmorad et al., 2006). Après addition de la

solution de DPPH, le changement de couleur apparu avec différentes intensités dans

les solutions méthanoliques de l’extrait à des concentrations variées, cela est due  àla

présence de composés antioxydants dans le milieu possédant une capacité

scavenger(Katalinic et al.,2006).Le porcentage de décoloration est lié à la nature

chimique des antioxydants et à leurs concentration (Qian et Venant,2004).

On a remarqué expérimentalement, lorsqu’on additionne un volume défini de

l’extrait (d’alcaloïde) à un volume déterminé de la solution (DPPH•) quel que soit

l’extrait, l’absorbance du mélange réactionnel diminue et devient stable dans lapse de

temps court, ainsi la solution change de couleur instantanément du violé sombre au

jaune pâle en fonction des concentrations, suivi par une augmentation dans le

pourcentage d’inhibition.

D’après l’analyse statistique à (P˂0,05) les résultats obtenus ne montre pas

une différence significative, nous constatons que tous les extraits de Fumaria

officinalis ont exhibé une très forte activité scavenging du radical DPPH

comparativement aux pourcentages d’inhibition montrés par les standards utilisés
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(BHA, Acide .ascorbique).En effet cette activité anti-radicalaire dépendante de la

concentration qui veut dire a chaque fois que la concentration augmente, le

pourcentage d’inhibition augmente.

A la concentration de 5µg/ml pour les extraitsAT, FB,FA, FN nous avons un

pourcentage d’inhibition de l’ordre de [33,17%,32,94%,36,07% et 35,92]

respectivement.Les extraits étudiés ont exhibé une capacité à piéger le radical DPPH

mais qui est proportionnellement faible par rapport à celle obtenue avec BHA et

l’acide ascorbique qu’sont de [87,96% et 93,42%] à la même concentration.

III .2 .1 .1 .DETERMINATION DES IC50

Le paramètre IC50 (Concentration inhibitrice à 50%) ou EC50 (Efficient

concentration) estdéfini comme étant la concentration du substrat qui entraine une

perte de 50% de l’activité. Les IC50 de l’activité du DPPH sont inversement

proportionnelles à l’effet scavenger dont les valeursles plus faibles reflètent un effet

anti-radicalaire important (Molyneux, 2004 ; Vilano et al.,2007).

Le traitement des donnés obtenus précédemment ont révélé les IC50 représentés

dans la Figure suivante :

L’IC 50 de l’acide ascorbique et la BHA sont largement inferieures à celle des

extraits, donc les standards présentent une meilleure activité antiradicalaire.

0

20

40

60

IC50

IC
50

(µ
g/

m
l)

les alcaloides et les standards

41,49 40,73
30,08 16,04

2,16 1,76
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D’après les résultats obtenus dans (Figure 23) et comparativement aux standards

montre nettement que l’extrait FB,ne nécessite pas des concentration élevée pour

piéger 50% du radical DPPH  avec des IC50 proche a celle de l’acide ascorbique et la

BHA, donc cette extrait présente une meilleure activité antiradicalaire par rapport aux

autres extraits. L’activité antiradicalaire se classe donc dans l’ordre croissant suivant :

L’IC 50 de la berbérine (alcaloïdes isoquinoléique) est de l’ordre de

[42.7µg/ml], cette valeur est supérieure à l’IC50 des alcaloïdes FB [16,04µg/ml] de

Fumaria officinalis.

L’acide.ascorbique présente l’IC50 la plus basse [1,76µg/ml], elle est donc la

plus puissante.En revanche l’extrait AT montre l’IC50 la plus élève [41,49µg/ml] donc

présente l’activité la plus faible.

L’activité « scavanging » du radical DPPH peut être attribuée à la présence de

groupements hydroxyles, à la structure moléculaire du composé (présence du

groupement azoté) et à la disponibilité de l’hydrogène (Dawidowiez ,2006).

Il est aussi important de noter que la position des groupements et le degré de

leur méthylation pourrait influencer l’activité anti radicalaire de ces alcaloïdes(Liu et

al.,2006).

III. 2. 2. EFFET « SCAVENGING » DU RADICAL ABTS∙+

Le radical ABTS ∙+ est largement utilisé pour déterminer l’activité

antioxydante des extraits de plantes (Milardovic et al., 2006). L’activité antioxydante

de l’extrait d’alcaloïdes de Fumaria officinalisa été aussi déterminée par la méthode

TEAC (Trolox Equivalent Antioxydant Capacity)qui est utilisée comme antioxydant

de référence à cause de son analogie structurale avec la vitamine E. Ainsi la valeur

TEAC est élevé, plus l’antioxydant est efficace (Francoise et al., 2004).

L’ABTS∙+, en contacte avec un donneur de H∙ conduit à la formation de l’

ABTS+ et à la décoloration de la solution à 734 nm (Marc et al.,2004).

Unecomparaison est faite  avec la capacité du Trolox (analogue structural

hydrosoluble de la vitamine E) à capturer ABTS∙+. , la décroissance de l’absorbance

causée par l’antioxydant reflète la capacité de capture du radical libre. La capacité

antioxydante exprimée en équivalent Trolox(TEAC), correspond donc à la

concentration de Trolox ayant la même activité que la substance à tester à une certaine

AT ˂FA ˂ FN ˂FB ˂BHA ˂A.ascorbique
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concentration.Les résultats de l’activité anti-radicalaire, vis-à-vis du radical ABTS●+, du

standard et desextraits sont exprimés en pourcentage d’inhibition et représentés dans les

Figures(24) et (25).

Figure 24: Activité scavenging du radical ABTS
∙+

des différents alcaloïdes de
F.officinalis à différentes concentrations.

Figure25 :Activité scavenging du radical ABTS par l’antioxydant de synthèse

(Trolox)à différentes concentration .
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D’après les résultats illustrés dans la figure (24),on remarque que les extraits

de Fumaria officinalisont montré de puissants effets scavenger contre le radical

ABTS à différentes concentrations.

Pour déterminer la puissance de ces extraits contre le radicale ABTS , un test

préliminaire a été réalisé à 100 µg/ml pour chaque extrait étudié.

A partir de la Figure, on constate que tous les extraits présentent une activité

antiradicalaire contre le radical ABTS inférieure à celle exprimée par le standard à

une concentration de 100μg/ml, avec des pourcentages d’inhibition qui présentent des

différences significativement  importantes (P < 0,05), dont les  plus actifson trouve

l’extrait FB qui à permis de donner l’inhibition la plus importante qui est de [57.08

%]par comparaison aux autres extraits utilisés, et pour une même concentration de

l’extrait FN à donner un pourcentage d’inhibition le plus faible qui est de [35.65%].

La Figure (25), illustre le pourcentage des résultats enregistrés sur l’activité du

Trolox à piéger le radical ABTS+, ce dernier exerce une forte activité à la

concentration de 100µg/ml avec un pourcentage d’inhibition [86,09%].

A partir des graphes précédents, une comparaison est faite entre les résultats

obtenus avec le Trolox et ceux obtenus en présences des composés d’alcaloïdes de

différents extraits de Fumaria officinalis. On peut déduire que le Trolox à une activité

plus efficace par rapport à celle  de F.officinalis.

Ces  résultats peuvent être dus au faite que cette plante est aussi riche en différents

types d’alcaloïdes et la synergie entre ces derniers peut expliquer leur pouvoir

antiradicalaire important à piéger le radical ABTS+.

III. 2. 2.1. CAPACITE ANTIOXYDANTE EXPRIMEE EN EQUIVALENT

TROLOX (TEAC)

La capacité antioxydante exprimée en équivalent Trolox (TEAC), correspond

à la concentration du Trolox ayant la même activité que la substance à tester à une

certaine concentration. Ainsi plus la valeur TEAC est élevée, plus l’antioxydant est

efficace (Schlesier et al., 2002)
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A l’issu des résultats obtenus, il s’est avéré clairement  que les extraits de cette

plante exerce le meilleur pouvoir anti radicalaire contre le radicale ABTS.

L’analyse statistique des teneurs des extraits de  plante étudiée ne montre pas

des différences significatives (P < 0,05). Les extraits ont montré une capacité

antioxydant élevée ce qui implique qu’ils possèdent une bonne activité anti ABTS .

Mais l’activité la plus efficace est celle de l’extrait FB qui est riche en

groupement hydroxyle.

L’activité antiradicalaire se classe donc dans l’ordre croissant suivant :

III. 2.3. LE POUVOIR REDUCTEUR

L’évaluation de l’activité antioxydante par réduction de fer est  une méthode

facile et reproductible, pour cela, elle est très utilisée pour distinguer les extraits les

plus actifs (Li et al.,2007) .

De  nombreuxauteurs considèrent la capacité réductrice d’un composé

comme un indicateur significatif de son potentiel antioxydant (Kranl et al., 2005)

Dans ce test , on a mesuré le potentiel réducteur à travers la réduction du

complexe (Fe3+) en forme ferreuse (Fe2+) qui s’est traduit par une couleur bleue.
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D’après les résultats obtenus, la réduction du fer des extraits présente des

activités antioxydantes nettement inférieures à celle du  standard utilisé, on constate

que les différents extraits FN, FA à une concentration de 100µg/ml ont des

absorbances les plus faibles [0,17et0,21] proportionnellement au standard BHAqui

présente une absorbance [0,75±0,025] à la même concentration. En revanche les

extraits AT,FB ont une absorbance plus importante [0,31 et 0,46]à la même

concentration.

Selon une étude réalisée par Maiza-Benabdesselam et ces

collaborateurs(2007), les alcaloïdes de Fumaria officinalis possèdent un meilleur

pouvoir réducteur à des concentrations largement inferieures par rapport à Fumaria

bastardii et Fumaria capreolata.La nature et  la concentration des antioxydants

modulent l’intensité du pouvoir réducteur ainsi intervient la position et le nombre des

groupements hydroxyles.
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III .2 .3.1 .DETERMINATIO DES IC50

Le traitement des données obtenus précédemment à révélé les IC50

représentées dans la figure suivante :

D’après les résultats obtenus dans la figure et comparativement aux standards

montre que les potentiels réducteurs observés se classent dans l’ordre croissant

suivant

FB˂AT˂FA˂FN˂BHA
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III.3-EVALUATION DE LA TOXICITE AIGUE DES

ALCALOIDES DE FUMARIA OFFICINALIS

III.3.1-TOXICITE AIGUE

III.3.1.1-OBSERVATIONS CLINIQUES ET DE SURVIE

Les signes cliniques et de mortalité apparus chez les souris de chaque groupe ont

été suivis continuellement pendant 4 heures après l’administration orale des extraits

(AT,FN,FA,FB). Cette observation a été étendue le long de la durée d’étude de la

toxicité aiguë (14 jours), pour déceler les effets retardés des extraits.

Le lot témoin, contenant les souris gavées par l’eau physiologique (Na Cl 0.9 %),

n’a montré aucun signe de toxicité immédiate ou de mortalité. Cependant, la prise des

différentes doses des extraits de Fumaria officinalis, par voie orale, a provoqué des

changements plus ou moins graves dans l’activité physique et le comportement des

souris.( Tableau VII),(Figure 28) résument l’ensemble des troubles enregistrés au

cours de cette expérience.

Tableau VII : L’effet toxique des extraits de Fumaria officinalis sur le

comportement des animaux et le taux de mortalité.

Type d’extrait Dose

(g /kg)

Mortalité

(D/T)

Signes de toxicité

Lot témoin

(eau

physiologique)

0,5 0 /4

Première(4 h) Chaque jour

Normale Normale

Lot traité par

(AT)

0,5

1

0/4

0/4

- -diarrhée

-Somnolence

-Somnolence (permanente)

,hypoactivité .

-Isolement, redressement des poils

,anorexie.

Lot traité par

(FN)

0,5

1

0/4 -Normale

-Somnolence

-Normale

-Normale

Lot traité par 0,5 0/4 - Normale -Somnolence permanente.
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(FA)

1 0/4 -Somnolence -Normale

Lot traité par

(FB)

0,5

1

0/4

0/4

-somnolence

-Somnolence

-Somnolence

- Isolement.

T:totale, D:décès,g:gramme, kg: kilogramme

A :Somnolence,B : redressement des poils,C : stresse, D :isolement

A B

C D

Figure28 : les effets toxiques des extraits Fumaria officinalis sur le comportement des
souris.
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On constate d’après les résultats obtenus, que les doses des  extraits du

Fumariaofficinalis administrées aux souris (500mg/kg et 1000mg/kg) ont été bien

tolérées, d’ailleurs aucun cas de mortalité liée à la substance d’essai n’a été

signalé.selon l’échelle de classification de la toxicité de Hodge et Sterner chez les

souris de laboratoire (Hodge et Sterner, 1949) et dont laquelle une DL50 orale

(500<DL50<5000mg/ kg) signifie une substance légèrement toxique, ce qui confirme

queles extraits testé lors de cette étude sont  légèrement toxiques.

En raison de l’absence de mortalité, nous pouvons dire que la DL50 des

extraits administré est largement supérieure à 1000mg/kg qui présent. Notant

également que ce test sert d’un essai limite, qui détermine la dose de l’essai principal,

lorsque plus de 50% des animaux meurent.

En effet, au cours de cette étude, on a remarqué que les animaux après les 4 h

suivant l’administration des extraits avaient es diarrhées et présentaient des effets de

somnolence,ceci est due àla richesse des extraits de Fumaria officinalis en substances

osmotiquement actives et peu absorbaante les concentrations élevées dans la lumière

intestinale, pouvant être la cause principale de cette diarrhée.

Selon l’étude de wang et ces collaborateurs en 2012, sur la toxicité de l’acide

cinnamique, l’administration de cet acide provoque des diarrhées chez des souris

traitées avec des différentes doses. Cet acide serait à l’origine de la diarrhée observée

lors de cette étude.

A quelques jours de l’essai, les souris montrent des changements de

comportements et des signes d’intoxication plus ou moins graves (isolement,

hypoactivité, anorexie).

Mahmoudian et ses collaborateurs (2002) et Frison et ses collaborateurs

(2008) décrivent des symptômes d’intoxications humaine et animale, par les

alcaloïdes,similaires à ceux observés dans cette étude (tableau VII) : somnolence,

anorexie, redressement des poils, ainsi un état d’hypoactivité. Ces signes viennent

suite à une atteinte du SNC et SNP. Une atteinte qui est due, probablement, à la

présence des alcaloïdes isoquinoléiques tels que la protopineou cryptopinequi sont

toxiques pour les cellules PC12, modèles de neurones catécholaminergiques(Verba et

al .,2011).
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III.3.1.2-ÉVOLUTION PONEDRALE

L’un des paramètres auquel nous nous sommes intéressés durant notre travail,

est l’évolution pondérale des souris étudiées. Ce paramètre est en relation directe avec

la toxicité.

En fait l’apparition d’une toxicité s’accompagne souvent d’un amaigrissement

et perte considérable du poids.

Après 07 jours de l’administration des extraits (AT,FN,FA,FB), une élévation

considérable du poids corporel a été notée chez les souris traitées sa due a la richesse

des alcaloïdes isoquinoléiques qui sont des acides aminés comme le principal

constituant de la cellule, représentant plus de 50% du poids sec des êtres vivants. A la

différence du lot contrôle où l’augmentation du poids corporel est relativement faible.

Après 14 jours de l’administration des doses (500 et 1000 mg/kg), le poids

corporel des souris traitées et non traitées est resté relativement stable à part les

souris traité par l’extrait (FN) à une dose (500 mg/kg)la perte du poids est corrélée à

l’état physiologique de l’animal et peut être expliquée, non seulement par l’anorexie

(Betti et al., 2012), mais aussi par l’altération du métabolisme des animaux

(Mukinda et Syce, 2007).
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III.3.1.3 EVALUATION DE LA QUANTITE DE NOURRITURE ET LE

VOLUME D’EAU CONSOMMES DURANT LA PERIODE DE LA TOXICITE

AIGUE

III.3.1.3.1-Évaluation de la quantité de nourriture consommée

La quantité de nourriture consommée est représentée sur la  Figure 30 suivante :

(Les résultats sont exprimés en moyenne ±écart type.( p˂0.05))

 Les résultats obtenus   montrent une différence dans la prise de la nourriture

entre les groupes de souris traitées et le groupe contrôle après la premiere

semaine de l’administration des extraits. On a remarqué une diminution de la

quantité de nourriture consommée par les souris traitées par l’extraitAT

(500mg/kg et 1000 mg/kg), cette diminution est due à l’effet anorexique

probablement exercé par l’extrait d’alcaloïdes totaux car cet extrait

contribuerait dans la diminution de la prise alimentaire.

 Les résultats obtenus montrent clairement une différence significative dans la

quantité de la nourriture consommée après la deuxième semaine du test, pour

tous les groupes de souris, la diminution de la quantité de nourriture

consommée par les souris traitées par les extraits est probablement due à la

richesse de ces extraits en acides aminés, qui présentent une source d’énergie

très importante.
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III.3.1.3.2 -Évaluation de volume d’eau consommée

La quantité de volume d’eau consommés sont représentés sur la figure31 suivante :

(Les résultats sont exprimés en moyenne ±écart type.( p˂0.05))

 D’après les résultats obtenus durant la première et la deuxième semaine de

l’administration des extraits ; on constate une différence significative dans le

volume d’eau consommée à différents groupes des souris traitées par rapport

au contrôle notamment les extraits AT (1000mg/kg)et FB (500 et1000 mg/kg)

, ceci est probablement du au facteur du stress et les conditions d’élevages des

souris.

III.3.1.3.3-La masse relative des organes

Tableau VIII : Évaluation du rapport poids d’organe/100 g de poids corporel de

toxicité aigüe.

Poids de
l’organe/100
g de poids
corporel

CNTL AT

500

mg/kg

AT

1000

mg/kg

FA

500

mg/kg

FA

1000

mg/kg

FB

500

mg/kg

FB

1000

mg/kg

FN

500

mg/kg

FN

1000

mg/kg

Rien gauche 0,62 0,76 0,58 0,56 0,59 0,57 0,71 0,61 0,62

Rien droit 0,53 0,55 0,94 0,53 0,57 0,48 0,87 0,52 0,51

Foie 4,47 3,10 4,24 4,86 4,52 4,32 5,47 4,50 4,33

Rate 0,67 0,59 0,60 0,69 0,65 0,66 0,61 0,62 0,63

Cœur 0,51 0,41 0,61 0,48 0,49 0,51 0,60 0,52 0,53
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D’après les résultats obtenus, une variation significative a été observée pour

tous les organes prélevés sauf la rate car les extraits n’ont pas un effet toxique sur cet

organe. Cette variation ça ce diffère d’un organe à l’autre :

 Les reins

On remarque que le volume de cet organe est approximativement proche pour tous les

groupes traités par apport au groupe contrôle sauf pour deux extraits AT (500 mg/kg)

et FB (1000mg/kg) pour le rien gauche, et AT (1000 mg/kg) et FB (1000mg/kg) pour

le rien droit

 Les Foies

On  observe que le poids de cet organe pour tous les groupes des souris traité sont

comparables à celles obtenues chez les témoins, à l’exception d’une diminution et

d’une augmentation faiblement significative dans la masse relative des foies des

souris traitées avec AT (500mg/kg) et au FB (1000mg/kg) respectivement.

Généralement, le foie et le reins ce sont les organes les plus susceptibles d’être

touchés par les xénobiotiques, car  les deux organes intervenant dans la détoxification

des substances toxiques et ce changement du poids des organes (les rein et lesfoies) à

des doses d’extraits précédentes, est probablement au extrait qui induisent

géneralement des nécroses et des dégénérescence cellulaire (Razaet al.,2002 ;Teoet

al., 2002).

 Cœurs

D’ après les résultats de tableaux, on remarque aucun changement significatif dans le

poids de cet organe, à l’exception d’une augmentation faiblement significative dans la

masse relative des cœurs pour les extraits AT (1000mg/kg) et FB (1000mg/kg), et

cette élévation peut êtres dues à la preésence d’alcaloïdes isoquinoléique (protopine)

qui à exercé un effet cardiotoxique selon l’étude de (Kerharo et Adam en 1974).
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La présente étude a été portée sur la partie aérienne de Fumaria

officinalis qui appartient à la famille des Fumariaceae, une des familles les plus

importantes dans la flore Algérienne et les plus utilisées par les thérapeutes

traditionnelle.

Ce travail a permis l’extraction des alcaloïdes, l’étude de la toxicité aigüe

sur des souris femelles albinos Wistar ainsi que l’évaluation de leur activité

antioxydante (anti DPPH, anti ABTS et pouvoir réducteur).

Les résultats obtenus ont montré que Fumaria officinalis est une espèce

riche en alcaloïdes avec un taux 0,99%.

Les données expérimentales de l’activité antioxydante par les tests,

pouvoir réducteur, effet «scavenging» du radical DPPH, piégeage du radical ABTS+,

ont montré la capacité des extraits étudiés à se comporter comme des substances

antioxydantes. L’activité scavenging du radical DPPH, la concentration inhibitrice

(IC50) de l’activité scavenging du radical DPPH la plus efficace est celle obtenue

avec l’extrait FB (16,04) ce qui confirme la bonne activité inhibitrice de ces

alacaloides.

Pour les résultats de l’ABTS, l’extrait FB a donné un meilleur pourcentage

d’inhibition qui est de (57,80 %) à une concentration de 100ug/ml.

L’étude du pouvoir réducteur, de Fumaria officinalis a révélé une capacité réductrice

du fer. D’où l’absorbance la plus grande est de 0,46 pour l’extrait FB à une

concentration de 100ug/ml.

On peut déduire ainsi que les différents extraits d’alcaloïdes (AT,

FN, FA, FB) de Fumaria officinalis possèdent une activité antioxydante et une

capacité assez importante à piéger les radicaux libres.

L’étude de la toxicité aigüe des extraits de Fumaria officinalis, après

administration orale d’une dose unique de 500 et 1000mg/kg, montre quelques signes

de toxicité sur le comportement des souris traitées, la consommation de l’aliment et

le volume d’eau ainsi que la masse relative des organes.
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Néanmoins, ce travail reste préliminaire et plus superficiel, et il nécessite, donc :

 D’autres études approfondies pour mieux se concentrer sur les effets

révélés. La contribution à la recherche de propriétés antioxydante à partir

des extraits de cette plante est introductive. Celle-ci constitue une

estimation d’une éventuelle activité antioxydante In vivo qui pourrait,

également, prévenir contre plusieurs maladies et altérations tissulaires.

 Comme il nécessite de compléter l’étude des toxicités subaigües et

chroniques ainsi que la caractérisation des alcaloïdes de l’espèce étudiée

par les différentes méthodes d’investigations.
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ANNEXE I

1- MATERIEL UTILISE PENDANT LA PARTIE

PRATIQUE

 Agitateur ;

 Ampoule à décanter ;

 Balance analytique RADWAG ;

 Balance de précision RADWAG ;

 Baillons ;

 Barreaux magnétique ;

 Bain –marie ;

 Béchers ;

 Boittes de pétries ;

 Broyeur électrique ;

 Compte – gouttes ;

 Cristallisoir ;

 Cuves ;

 Eprouvettes ;

 Etuve WTC binder ;

 Gants chirurgicaux ;

 Micropipette 100 – 1000 µl ;

 Micropipette 10 – 100 µl ;

 Papier absorbant ;

 Papier aluminium ;

 Papier filtre Wattman ;

 Paraffine ;

 PH mètre HANNA ;

 Pissette ;

 Soxhlet Gerhardt ;

 Spatule ;

 Spectrophotomètre Unico ;

 Seringues ;
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 Tamiseur électrique Retsch ;

 Tubes héparinés ;

 Tubes à essais ;

 Trousse à dissection contenant, des aiguilles, des pinces hémostatiques, la paire

de ciseaux fins, de gros ciseaux, aiguilles de fixation ect.

 Vortex ;

2-LES  PRODUITS

 Ammoniac ;

 Acide acétique ;

 Acide trichloracétique « TCA »

 Chloroforme ;

 Chlorure de sodium « NaCl » ;

 Dichlorométhane ;

 Diéthyléther ;

 Ethanol « C2 H6O » ;

 Eau distillé «D H2O » ;

 Méthanol « MeOH » ;

 Tampon phosphate ;

 Ferricyanure de potassium « K3Fe(CN)6 »

 Diphényle picryl-hydrazyle (DPPH)

3-Préparation des solutions pour les tests de l’activité antioxydante

3.1- préparation d’ABTS (Pour 7Mm)

 Solution d’ABTS à 7mM : dissoudre 72 mg d’ABTS dans 20 ml d’eau

distillée, ajouter 13.24 mg de persulfate de potassium.

Incuber 12 à 16h à

T° ambiante et à l’obscurité puis placer au réfrigérateur pour stopper la

réaction.
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3.2- Préparation des solutions pour le pouvoir réducteur

A- Préparation de tampon phosphate à pH=6,6

 Na H2Po4 : 3.12g/100 ml d’H2OD Neutraliser la solution basique par la

Solution acide jusqu’a pH  6 ,6.

 Na2HPo4 : 7.16 g g/100 ml d’H2OD

B-Préparation de ferricyanure de potassium

 Ferricyanure de potassium (K3Fe(CN)6) à 1% :1 g/100ml d’H2OD

C-Préparation de l’acide trichloracétique

 Acide trichloracétique (TCA) à 10% :10 g/100ml d’H2OD.

D-Préparation de chlorure ferrique

 Chlorure ferrique (FeCl3) à 0,1% : 0,1g / 100ml d’H2OD.

3.3- Préparation du DPPH à 0,1 mM

 Solution de DPPH à 0.1mM : dissoudre 3.49 mg de DPPH dans 100 ml de

méthanol.

 Solution d’extrait mère à 1mg/ml : 10mg d’extrait dans 10ml de méthanol.

4-ANTIOXYDANTS STANDARDS

 Acide ascorbique ;

 BHA ;

 Trolox.
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ANNEXES II: Courbes de calcul de l’IC50 dans l’activité scavenging du radical DPPH
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Adj. R-Square 0,92689
Value Standard Erro

B A1 -96974,90188 3,43605E8
B A2 91,47378 4,33766
B x0 -542,22413 259776,2054
B dx 73,15188 93,98494
B span 97066,37566 3,43605E8
B EC50 3,27379E-23 8,48627E-23
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ANNEXES II: Courbes de calcul de l’IC50 dans l’activité scavenging du radical DPPH
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ANNEXES III : Courbes de calcul de l’IC50 dans l’activité scavenging du radical ABTS

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
20

30

40

50

60

70

80

90

B

A

% I
Boltzmann Fit of Sheet1 B

Model Boltzmann
Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))

Reduced Chi
-Sqr

11,55885

Adj. R-Squar 0,98133
Value Standard Err

B A1 -20123,8525 6,97789E6
B A2 86,20306 5,7661
B x0 -1125,76096 71232,57899
B dx 203,04914 165,74004
B span 20210,05559 6,9779E6
B EC50 0 0

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
20

30

40

50

60

70

80

90

B

A

% I
Boltzmann Fit of Sheet1 B

Model Boltzmann
Equation y = A2 + (A1-A2)/(1 + exp((x-x0)/dx))

Reduced Chi
-Sqr

6,06459

Adj. R-Squar 0,99083
Value Standard Err

B A1 19,29309 6,61251
B A2 84,11157 1,42969
B x0 127,23287 12,33898
B dx 37,3054 7,6787
B span 64,81848 6,95614
B EC50 1,80523E5 2,22747E56

AT

FA



Annexes

ANNEXES III : Courbes de calcul de l’IC50 dans l’activité scavenging du radical ABTS
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Résumé

Fumaria officinalis appelée communément «Zalamit» est une plante de la famille des Fumariaceae, très

répondue en Algérie. Dans ce travail on recherché les éventuelles activités antioxydantes et les effets

toxiques des alcaloïdes de la partie aérienne de Fumaria officinalis. La présente étude est divisée en deux

parties essentielles.la première est consacrée à l’étude In vitro du pouvoir antioxydant réalisée par trois

méthodes différentes qui sont : test au DPPH, pouvoir réducteur et le test de réduction du radical

ABTS+.En revanche, la deuxième partie consiste en une étudein vivo de la toxicité aigüe en suivant

l’évolution des effets toxiques. L’extrait alcaloïdique à montré, In vitro, une bonne activité scavenging

DPPH avec un IC50 deFB qui est le plus efficace = 16,04 % , pour le  pouvoirde réduction du fer avec

un  IC50 de FB 115,64% et le piégeage de radicale ABTS est de 398,76 % . L’étude préliminaire de la

toxicité aigüe chez les souris albinos Wistar traitées par des doses croissantes (50mg/kg, 100mg/ml) des

alcaloïdes isoquinoléiques de Fumaria officinalis par voie orale ne montré pas  de mortalité pendant les

14jours qui suivent l’administration des extraits , a l’exception des signes cliniques et des  modifications

pathologiques qui sont remarquable.

Mots-clés : Fumaria offcinalis, alcaloïdes, activités antioxydantes, toxicité.

Abstract

Fumaria officinalis, commonly called "Zalamit" is a plant of the family Fumariaceae very
answered in Algeria. In this work sought possible antioxidant activity and toxic effects of alkaloids
aerial part of Fumaria officinalis. The presentation paper is divided into two main parts. the first is
devoted to the study of in vitro antioxidant produced by three different methods which are: DPPH
test, and reducing power reduction test ABTS + radical. However, the second part consists of an in
vivo study of the acute toxicity following the evolution of toxic effects. The alkaloid extract to
show, in vitro, a good scavenging activity DPPH with FB IC50 = that the most effective 16.04%
for power reduction with iron 115.64% FB IC50 and radical trapping ABTS is 398.76%. The
preliminary study of acute toxicity in Wistar albino mice treated with increasing doses (50mg / kg,
100mg / ml) of isoquinoline alkaloids of Fumaria officinalis orally only showed no mortality
during the 14 days following administration extracts, with the exception of clinical signs and
pathological changes are remarkable.

Mots-clés : Fumaria offcinalis, alkaloids, antioxydantactivity, toxicity.

ملخص 

Fumaria" ویطلق علیھ ،Zalamit ھو نبات من العائلة "Fumariaceae أجاب جدا في الجزائر. في ھذا العمل یسعى الممكن
المخزنیة. وتنقسم الورقة العرض إلى قسمین Fumariaالنشاط المضاد للأكسدة والآثار السامة من القلویدات جزء من الجو 

، DPPHرئیسیین. ویخصص أول من الدراسة في المختبر مضادات الأكسدة التي تنتجھا ثلاث طرق مختلفة وھي: اختبار 
+ رادیكالیة. ومع ذلك، فإن الجزء الثاني یتكون من الدراسة المجراة من ABTSوالحد من تخفیض استھلاك الطاقة اختبار 

FB IC50النشاط الكسح مع DPPHالسمیة الحادة بعد تطور من التأثیرات السامة. استخراج قلوید لاظھار، في المختبر، جیدة 
٪. الدراسة الأولیة 398.76ھو ABTSومحاصرة جذري FB IC50٪ 115.64٪ للحد من السلطة بالحدید 16.04= أن أنجع 

/ مل) من القلویدات 100mg/ كغ، من 50mgمن السمیة الحادة في الفئران البیضاء ویستار تعامل مع جرعات متزایدة (
isoquinoline منFumariaیوما التالیة الإدارة مقتطفات، مع استثناء من 14أي وفیات خلال المخزنیة شفویا أظھر فقط

العلامات السریریة والتغیرات المرضیة لافتة للنظر.

المخزنیة، وقلویدات، ومضادات الأكسدة، والسمیة.Fumariaكلمات البحث: 
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