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Introduction

Au cours de la derniére décennie, une réelle prise de conscience c’est portée sur

I’importance de la phytothérapie pour le traitement de diverses maladies.

Les plantes, a travers leurs différentes voies métaboliques, synthétisent deux types de
métabolites. Les métabolites primaires, essentiels a la vie de la plante, lui assurent la
couverture de ses besoins nutritifs et énergétiques, ils incluent les acides aminés, les glucides,
les acides nucléiques... Les métabolites secondaires, permettent a la plante d’interagir avec
son écosystéme et lui garantissent une protection contre les différentes agressions (prédateurs,
infections,...etc). Les métabolites secondaires, qui sont subdivisés en trois grands groupes :
les composés phénoliques, les huiles essentielles et les alcaloides (Dai et Mumper, 2010 ;
Corradini et al., 2011) font ’objet de nombreuses études, en raison de leurs nombreuses
activités biologiques. Ces activités incluent 1’activité antibactérienne, antifongique,

anticancéreuse, antioxydante... (Pandey et Rizvi, 2009).

De nombreuses études ont démontré que les extraits de plantes étaient pourvus d’une
activité antioxydante, ce qui suscite un grand intérét en recherche (Pincemail, 1998). Plus de
3350 especes de plantes ont été étudiées pour leur potentiel cytotoxique et de nombreuses
molécules utilisées en thérapeutique anticancéreuse dérivent du regne végétale ; plusieurs

exemples peuvent étre cités : le taxol, les vinca-alcaloides (Fang et al., 2008).

Au cours de ces dernieres années, une étude menée sur ’espéce qui a fait 1’objet de
notre travail, Fumaria agraria de la famille des Fumariacées, a débuté par une enquéte
ethnopharmacologique afin de prendre connaissance avec les différentes plantes médicinales
utilisées dans la région de Bejaia et de ses alentours. Cette enquéte a été réalisée afin
d’interroger des tradipraticiens et des personnes de troisieme age se soignant avec les plantes

(Bougoffa-Sadaoui et al., 2015).

Le genre « Fumaria » est trés répandu dans notre région, son utilisation dans la
médecine traditionnelle couvre plusieurs pathologies. Ils sont connues pour leurs multiples
activités biologiques comme, laxative, antipyrétique et surtout dans le traitement des

désordres hépatobiliaires (Gilani et al., 2005).

La diversité de I’effet thérapeutique des fumariacées est en relation directe avec leurs

richesses en alcaloides de la classe des isoquinoléines (les protopines, les protoberberines, les



spirobenzylisoquinoléine, les indenobenzazepines) et a la présence des composés phénoliques
(acides organiques, flavonoides...) qui contribuent également aux différentes activités

biologiques (Suau et al., 2002).

Cette étude s’est déroulée au sein du laboratoire de Biologie moléculaire (Université
Abderrahmane Mira, Bejaia) et laboratoire d’analyse médical Dr DJAMA ou, le travail
pratique a été divisé en deux parties: premiérement, il a été procédé a la collecte des
échantillons et a la préparation des extraits de plantes et leurs dosages. Deuxiemant, on a visé

I’évaluation du potentiel antioxydant ainsi que la cytotoxicité des extraits précédents.

Le présent document est divisé en deux parties : la premiére concerne une synthese
bibliographique partagée en deux chapitres, le premier est consacré aux généralités sur les
plantes médicinales ainsi que la plante étudiée, alors que le deuxieme chapitre traitera
I’activité antioxydante et la cytotoxicité. La deuxieme partie est consacrée au travail
expérimental proprement dit et comprend deux parties : méthodologies, résultats et
discussions.
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Chapitre | :
Plante médicinale et les fumeterres

I-Généralité sur les plantes médicinales

En médicine traditionnelle, des milliers d’espéces végétales sont utilisées dans divers
vertus, leurs propriétés pharmacologiques sont dues a leurs richesses en meétabolites
secondaires. Selon I’OMS, plus de 50% des 252 médicaments considérés comme essentiels,

sont d’origines végétales (Rates, 2010).

Dans ces dernieres années, plus de 80 % de la population africaine font recours a la
nature et aux drogues végétales pour traiter certains maladies (diabéte, la grippe,

hypertension,...etc) (Marles et Farnsworth, 1996).

Ce retour a la medecine traditionnelle est la cause de divers raisons a savoir, le colt
qui est faible comparant aux médicaments conventionnels, a la disponibilité des plantes et
notamment a [D’existence desS maladies pour lesquelles il n’y a pas de traitement

pharmaceutique efficace (Touami, 2017).
I1-Les Fumariacées

11-1-Généralité

Le nom « Fumaria » vient du mot latin : « fumus terrae » qui signifie fumée de terre,
cette dénomination se décline du suc de la plante qui fait pleurer les yeux comme la fumée
(Finte et Weiss, 2004), Son nom vernaculaire selon la région kabyle : tidjudja—yesghi ou bien
takejirte teskourte (Idres et Madi, 2009).

Les fumeterres sont des plantes herbacées annuelles ou bisannuelle, dressée ou diffuse.
Elles présentent une tige dressée de 30 a 70 cm, fortement rameuse avec des feuilles alternées
trés finement découpées. Les fleurs sont petites de couleurs variables, allant du blanc au rose
violacé avec des taches pourpres a leur extrémité. Le fruit est une silicule globuleuse
renfermant une seule graine, tronquée au sommet. La plante contient un latex et présente un

godt amer, qui lui vaut le nom de « fiel de terre » (Jolyclerc, 1799).
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[ Figure 01 : Dessin de la partie aérienne de Fumaria Officinalis (Chazel et Chazel, 2012). J

Les Fumariacées sont des plantes qui poussent dans les champs, les terrains vagues et
sur les bords des chemins. Ils sont repartis dans les régions tempérées de 1’hémisphére Nord,
en particulier dans les régions tempérées d'Europe, d'Afrique du Nord et d'Espagne (Suau et
al., 2004 ; Gilani et al., 2005).

I1-2-Classification botanique du genre « Fumaria »

Selon les caractéristiques morphologiques des fumeterres on distingue deux

classifications reparties comme suite :
A. Classification classique :
Cette classification sera détaillée dans la partie matérielle et méthodes.
B. Classification phylogénique :

En botanique les Fumariacées et les Papavéracées sont considérés comme un méme

genre qui est le genre Fumaria (Liden et al., 1997).

e Ordre : Ranunculales
e Famille : Fumariaceae / Papaveraceae

e Genre : Fumaria
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11-3-Les effets pharmacologiques des Fumariacées

De nombreuses études ont montré que les fumeterres sont trés riches en alcaloides de
type isoquinoléique, qui sont responsables d’une large gamme d’activité pharmacologique a

savoir la régulation de 1’activité du foic et de la vésicule biliaire (Sener, 2002).

En médecine traditionnelle, les fumeterres sont utilisées comme anti hypertensive,
laxative, diurétique (Suau et al., 2002). Ainsi que dans le traitement des maladies de la peau
et les désordres gastro-intestinaux tel que la constipation et la diarrhée (Gilani et al., 2005 ;
Goetz et al., 2009).

IIs possédent également des effets antitumoraux, antimicrobiens et antimalarials
(Maiza-Benabdesselam et al., 2007 ; Bougoffa-Sadaoui et al., 2015).

En médecine traditionnelle des médicaments a base de la fumeterre sont
commercialisés sous divers noms et formes pharmaceutiques, illustrés dans le tableau ci-
dessous (Tableau 1) (Goetz et al., 2009).

Tableau I : Exemple des médicaments a base de la parité aérienne de la fumeterre

Nom commercial Composition Classe thérapeutique
Actibil 160 mg titrant 0,5% de Gastro-intestinale
protopine de la parité
aérienne.
Arkogelule 220 mg titrant 0,5% de Entéro-Hépatologique
protopine de la parité
aérienne.
Oddibil 250 mg d’extrait sec de la Entéro-Hépatologique

partie aérienne.
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I1-4-La composition chimique des Fumariacées

L’analyse phytochimique des fumeterres a démontré une richesse en substances
secondaires notamment en alcaloides de la classe isoquinoléine. Certains constituants sont

illustrés dans le tableau ci-dessous (Tableau I1).

Tableau Il : Les principaux constituants chimiques des Fumariacées (Suau, 2002 ; Souseck
et Valesova, 1999).

Famille des constituants chimiques Constituants chimiques

e La sous classe des isoquinoleines : Cryptopine,
Protoberbérines,  Aurotensine,  Stylopine,
Sinactine et N-méthylsinactine.

Alcaloides isoquinoléines e La sous classe des Spirobenzylisoquinoleine
Fumaricine, Fumaritine, Fumariline.

e La sous classe des Indenobenzenzozepine :

Fumaritridine, Fumaritrine, ... etc

e Héteroside de la quercétine : lIsoquercitrine,
Hétérosides Flavoniques Rutoside et le quercitrine-3,7-diglucoside-3-

arabinoglucoside.

e Acide caféique, Chlorogénique et Fumarique.
Acides Phénols e Esters d’acide malique, d’acide cinnamique et

de I’acide caféique

e Acide malique, Acide éritique, Acide
Acides organiques glycolique, Acide succinique, Acide

lactique...etc.
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Chapitre 11 :
Activite antioxydant et cytotoxique

I-Les radicaux libres
> Généralité

L’oxygéne est un élément essentiel pour les organismes multicellulaires dans la
production d’énergie « ATP » et par conséquent dans leurs vitalités. En revanche, une partie
de cet oxygeéne peut s’échapper a ces mécanismes et se métaboliser en espéeces toxiques dites

radicaux libres (Favier, 2003).

Un radical libre est défini comme toute molécule possédant un ou plusieurs électrons
non appariés dans son orbital externe. Cette molécule étant tres instable, elle réagit
rapidement avec d’autres composants (lipides, protéines, ...etc), essayant de capturer

I’électron nécessaire pour acquérir la stabilité (Martinez-Cayuela, 1995).

L'age et le vicillissement sont des facteurs important dans 1’augmentation de
production de radicaux libres qui est en faveur d’introduction le stress oxydant (Favier,
2003).

En faisant apparaitre des molécules biologiques anormales et en sur-exprimant certains
genes, ceci sera la principale cause de plusieurs maladies : cancer, cataracte, sclérose latérale

amyotrophique, cedéme pulmonaire...etc (Favier, 2003).

> Origine des radicaux libres

Les radicaux libres sont produits par divers mécanismes physiologiques, la plupart se
forment au cours de métabolisme de 1’oxygéne en eau dans les mitochondries. Cependant, une
réduction incompléte de I’oxygéne en eau peut aboutir a la production de 1’oxygeéne singulet
mais surtout de 1’anion superoxyde (O?”). La dismutation de O,” va donner naissance au
peroxyde d'hydrogéne (H20,), que a lui-méme n’est pas toxique mais donne naissance a une

molécule radicalaire hautement toxique, le radical hydroxyl ((OH) (Valko et al., 2006).

Les radicaux libres peuvent également étre produits lors de La régulation des
fonctions cellulaires létales telles que la mort cellulaire programmée et dans la réponse
immunitaire. Lors de cette derniere, les cellules phagocytaires libéreront un anion superoxyde

(O*") afin de neutraliser I’agent pathogéne (Valko et al., 2006).
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D’autre facteurs exogenes tels que les rayonnements UV et les radiations ionisantes
sont responsables de la production de radicaux libres dérivés de 1’oxygene tels que O?”, OH’,

10, qui sont des molécules génératrices de radicaux libres (Favier, 2003).

I1-Les antioxydants

Les antioxydants sont 1’ensemble des molécules ayant la capacité de neutraliser des
radicaux libres, susceptibles d'inhiber directement leurs productions, de limiter la propagation
ou de détruire ces especes radicalaires (Favier, 2003). Deux lignes de défense pour détoxifier

la cellule sont connues :
» Les antioxydants endogénes

L’organisme humain posséde un systéme enzymatique, constitué principalement de
trois enzymes : la superoxyde dismutase (SOD), la catalase et la glutathion peroxydase (GPx)
(Avissar et al., 1989).

Chaqu’une des enzymes précédemment citées neutralisent sélectivement tel ou tel

radical libre.
» Les antioxydants exogenes

De nombreuses molécules issues de notre alimentation sont dotées d’un pouvoir
antioxydant, parmi: les vitamines (la vitamine C, la vitamine E), certains métabolites
secondaires végétales (les caroténoides, les polyphénols et les alcaloides), ...etc (Lehucher
et al., 2001).

I1-1-Mécanismes d’action des antioxydants

Les antioxydants agissent par divers mécanismes a savoir, la neutralisation de
I’oxygeéne singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la
réduction de radicaux ou de peroxydes et la chélation des métaux de transition (Valko et al.,
2006).

Les antioxydants sont en effet des agents de prévention, ils bloquent I’initiation d’une
autre réaction d’oxydation en s’oxydant eux méme en cédant un atome d’hydrogene ou

d’¢électron ou encore en se complexant avec les radicaux libres (Pincemail et al., 2002).
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I1-2-Méthodes d’évaluation de I’activité antioxydante

> Test de blanchissement du B-caroténe (test in vitro)
Principe :

Dans ce test, la capacité antioxydante est déterminée en mesurant I’inhibition de la
dégradation oxydative du B-caroténe (décoloration) par les produits d’oxydation de 1’acide

linoléique.
Mode opératoire :

L’émulsion du B-caroténe /acide linoléique est préparée par solubilisation de 3 mg du
B-caroténe dans 1 ml du chloroforme, 25ul de 1’acide linoléique et 200 mg de tween 40 sont
additionnés. Le chloroforme est completement évaporé au évaporateur rotatif, par la suite

100ml d’eau oxygénée sont ajoutés, I’émulsion résultante est agitée vigoureusement.

350ul de solution d’extrait ou antioxydant de référence (BHT) sont additionnés a 25
ml de I’émulsion précédente. La cinétique de décoloration de I’émulsion en présence et en

absence d’antioxydant est suivie & 490nm pendant 48h (Khartal et al., 2007).

AAR = (Abs Echantillon/ Abs BHT) x 100.

Ou:

AAR : Activité anti-oxydante relative.

Abs Echantillon : absorbance de I’échantillon aprés 48 heures.

Abs BHT : Absorbance du BHT aprés 48 heures.

> Mesure de Dactivité scavenger de I’anion superoxide (O>") (test in

Vitro)
Principe :

Cette activité est basée sur la capacité d’un composé a capturer un radical libre,
’anion super-oxyde (O*). Ce radical est généré in vitro par le systtme xanthine

oxydase/xanthine (Robak et Gryglewski, 1988).
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Xanthine oxydase
Xanthine + 20, + H,0 > Acide urique + 20, + 2H"

Mode opératoire :

Un volume d’une gamme de concentrations de 1’extrait a tester sont dissouts dans du
tampon phosphate (pH 7.4), auxquelles sont additionnés des volumes connus de 1’enzyme
« XO », du substrat « xanthine » et d’un cofacteur « cytochrome ¢ ». La lecture est réalisée a

une longueur d’onde de 550 nm.
> Activité antioxydante (in vivo) : ’effet anti-hémolytique

Principe :

Dans cette étude la capacité antioxydante est évalué selon la capacité anti-hémolytique
réalisé sur 3 lots de souris, un lot qui recoit un xénobiotique comparé aux deux autres lots, le
lot témoin négatif (recevant le véhicule du xénobiotique) et le lot témoin positive (recevant un

antioxydant de référence) (Zerargui, 2015).
Mode emploie :

Des souris males, Swiss albinos, adultes, de poids variant, sont répartis selon
I’homogénéité de leurs poids en trois lots expérimentaux de 6 & 7 animaux chacun. Les

animaux sont maintenus a température ambiante avec acces libre en eau et en nourriture.

Durant trois semaines, une injection intra-péritonéale quotidienne d’une dose de 100
mg/kg de I’extrait a tester est appliquée au premier groupe. Le lot témoin positif recevra 50
mg/kg d’acide ascorbique. Tandis que le lot contrdle négatif recoit un volume de la solution

saline normale (0,9%).

La capacité anti hémolytique est évaluée sur les 100 ul du sang récupéré (Zerargui,
2015).
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Certaines plantes utilisees a des fins thérapeutiques, peuvent a forte dose provoque une
menace sur la santé humain, suite a sa cytotoxicité quelle exerce (Fourasté, 2000). Au niveau
des sites cellulaires et agissent sur des cibles moléculaires, capables de perturber
immédiatement ou a long terme le fonctionnement normal de fagon réversible ou irréversible
(Viala et botta, 2007).

I11-Cytotoxicité

La cytotoxicité et la propriété qu’a un agent chimique ou biologique de provoque des

altérations cellulaires en aboutissant a sa destruction (Dausset, 1976).

Ce mécanisme d’action réside sur la perturbation de la membrane cellulaire provoquant
une fuite du contenu cellulaire ou bien I’inhibition des fonctions vitales comme le transport
d’ion ou la transduction du signal et avec des inhibiteurs de transporteurs spécifiques. (Xu et
al., 2004).

En effet, I’évaluation de la cytotoxicité repose sur des études qualitatives ou
guantitatives. Qui s’adresse aux modeles cellulaires a savoir les cellules épithéliales, les
cellules de reproduction ainsi que les globules rouges, qui représentent un bon modéle d’étude
en biologie cellulaire et moléculaire, en raison de sa facilit¢ d’isolement et sa relative de
simplicité, qui consiste a évalué I’effet cytotoxique on mesurant la fuite d’hémoglobine dans

le milieu a 540 nm (Viala et botta, 2007).
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I-Matériel et méthodes
I-1-Matériel
I-1-1-Materiel végétal

La Fumeterre et une plante herbacée dicotylédone de la famille des Fumariacees,
annuelle ou bisannuelle. La description botanique de la plante est représentée ci-dessous
(Figure 02 et Tableau ).

[ Figure 02 : Photographie de Fumaria agraria. ]
Tableau 111 : Description botanique de la partie aérienne de Fumaria agraria (Boissier,
1845).
Organe Description

Tiges e Epaisses, longues, grimpantes, rameuses.

Feuilles e Couleur vert, alternes pétiolées et composées.

Fleurs e Volumineuses de plus en plus roses aprés fécondation
seuls les pétales latéraux sont a pointé pourpre.

Fruits e Formé d’une capsule, trés granuleux de plus de 2,4
mm de largeur.
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Fumaria agraria est classée comme suit : (Goetz et al., 2009 ; Pérez-Gutiérrez et al.,
2012).
Regne : Plantae
Sous regne : Cormophytes
Embranchement : Spermaphytes
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Ordre : Papaveérales
Famille : Fumariaceae
Genre : Fumaria

Espéce : Fumaria agraria

I-1-2-Matériel et réactifs

Le matériel et les différents réactifs utilisés pour 1’extraction et les différents tests sont

reportés dans 1’annexe (Annexe ).
I-2-Méthodes

I-2-1-Préparation de la poudre végétale : Echantillonnage, broyage et

tamisage

La partie aérienne de Fumaria agraria (tiges, feuilles, fleurs et fruits) a été récoltée la
matinée dans une région rurale, Akbou, dans la wilaya de Bejaia (Algérie) (GPS : 36° 27' 40";
North, 4° 32' 0" East). La récolte est faite le mois de Mars 2017, durant la période de
fructification, qui est un moment propice pour la cueillette. Un échantillon d’herbier a été
déposé a I’Herbier des Conservatoires et Jardins botaniques de Nancy, France sous la
référence “NCY013571” par le collecteur, Bougoffa-Sadaoui Khalida (Bougoffa-Sadaoui et
al., 2015).

La partie aérienne de la plante est soigneusement lavée a I’eau courante puis mis a

séchée dans I’étuve a 40°C pendant 5 jours avant utilisation.
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Les echantillons séchés sont réduits en poudre grace a un broyeur électrique puis
tamiser a une poudre dont le diamétre est inférieur a 125 pm.

I-2-2- Extraction des alcaloides et des composés phénoliques de F.agraria

La méthode d’extraction que nous avons adoptée est 1’extraction solide-liquide par

soxhlet et macération en utilisant 1’éthanol comme solvant d’extraction.
I-2-2-1- Extraction des composes phénoliques

> Extraction par macération :

Cette extraction est effectuée selon le protocole mis par Souseck et ces collaborateurs

(1999) défini sur la figure suivante (figure 03).

Poudre végétale

Extraction éthanolique (10ml) a
chaud sous agitation

30 min

Dilution avec H,0 a
un volume de 500 mi

Extrait éthanolique brut des
composés phénoliques

Figure 03 : Schéma du protocole d’extraction par macération d’extrait brut des composés

phénoligques (Sousek et Valesova, 1997).
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» Extraction par Soxhlet

L’extraction des composés phénoliques est réalisée selon le protocole décrit par

Farzana en 1997, schématisé sur la figure suivante (Figure 04).

Poudre végétale

Extraction éthanolique
par Soxhlet

Dissolution dans
I’eau

Délipidation par
L’éther de pétrole

Evaporation sous vide
par rotavapor

\4

Extrait éthanolique brut des
composés phénoliques

Figure 04 : Schéma du protocole d’extraction par soxhlet d’extrait brut contenant les

composés phénoligues (Farzana, 1997).

Les deux types d’extraits éthanolique (par soxhlet et macération) sont soumis a un
dosage colorimétrique afin de déterminer le taux des composés phénoliques totaux et des

flavonoides dans chaque extrait.

15



Chapitre | :
Matériels et méthodes

1-2-2-2-Extraction des alcaloides totaux

L’extraction des alcaloides de la partie aérienne de F.agraria a été réalisée selon le
protocole de Suau et al. 2002, schématisé sur la figure suivante (Figure 05).

Poudre végétale

Extraction éthanolique
par Soxhlet

Evaporation sous
vide par rotavapor
Délipidation par
L’¢éther de pétrole

v

L’HCI (2%)

I Dissolution dans

N
La phase aqueuse
acidifiée est récupéré
J
-
Alcalinisation par
€ I’ammoniaque pH= 8
.

Extraction par
Dichlorométhane

Ajout du sulfate de
magnésium

A 4

Extrait brut d’alcaloides totaux

Figure 05 : Schéma du protocole d’extraction des alcaloides totaux (Suau et al., 2002). J
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1-2-3-Rendement en substances actives

» Rendement en alcaloides totaux

Le rendement en alcaloides totaux est définit comme étant le rapport entre la masse de
I’extrait sec en alcaloides obtenue et la masse du matériel végétal traité. Ce rendement est

calculé comme suit (Harborne, 1998).

R(%) = (Me / Mv) x 100
R(%) : Rendement en %.
Me : Masse de I’extrait en alcaloide apres 1’évaporation du solvant.

MV : Masse de la matiere végétale utilisée pour 1’extraction.

» Rendement en polyphénol totaux « Dosage colorimétrique »
Principe :

La teneur des composés phénoliques est estimée selon la méthode de Folin Ciocalteu.
Le principe est basé sur la réduction en milieux alcalin du réactif follin ciocalteu qui est un
mélange d’acide de phosphotungestene (HsPW1,04) et phosphomolybdene (HsPMo,,0,) par
les groupements oxydables des composés phénoliques qui se traduit par une coloration bleu

mesuré a une longueur d’onde de 765 nm (Singleton et al., 1999).
Mode opératoire :

La quantification des polyphénols est réalisée comme indiqué dans la figure (figure
06) (Souseck et Valesova, 1999).
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0.5ml de I’extrait

2.5ml du réactif Folin-
Ciocalteu (1/10)

5min
2ml de la solution Na,CO3
(750/L)
40°C/30 min
[ Lecture a 765 nm ]

[ Figure 06 : Protocole de dosage des composés phénoliques (Souseck et Valesova, 1999). J

e Le blanc est préparé de la méme fagon en remplagant 1’extrait par 1’H,0(d).
e Une courbe d’étalonnage est préparée en utilisant une gamme de concentrations d’acide

gallique. Les résultats sont exprimés en milligramme d’équivalent d’acide gallique.

> Rendement en Flavonoides (dosage colorimétrique).

Principe :

L’estimation de la teneur en flavonoides dans nos extraits est réalisée par la méthode

de Djeridane et al., 2006.

Le principe est basé sur I’interaction de groupement hydroxyle des flavonoides avec le
chlorure d’aluminium, qui se traduit par un complexe jaunatre dont I’intensité optique est

mesurée a 430 nm.
Mode opératoire :

Le dosage des flavonoides est adopté selon le protocole décrit par Djeridane et al,
(2006) reporteé dans la figure suivante (Figure 07).
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1.5ml de ’extrait

1.5ml de la solution
¢thanolique d’AlCI3 (2%)

3min

Lecture a 430 nm

[ Figure 07 : Procédure de dosage des flavonoides (Djeridane et al., 2006). ]

e Le blanc est préparé de la méme fagon en remplagant 1’extrait par I’H,O(d).
e Une courbe d’étalonnage est préparée en utilisant une gamme de concentrations de la

querceétine. Les resultats sont exprimeés en milligramme d’équivalent quercétine.

I1-Détermination de I’activité antioxydante

I1-1-Activité scavenging du radical DPPH’

Principe :

Dans ce test en présence des antioxydants le 2-2-diphényle-1-picrylhydrazyl ayant une
couleur violette est réduit en composé jaune. Cette coloration est mesurée a 517 nm
(Molyneux, 2004).

Mode opératoire :

L’activité scavenging du radical DPPH est adopté selon le protocole de Shirwaikar et

al. (2006) reporté dans la figure suivante (Figure 08).
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1.5ml de P’extrait

1.5 ml d’une solution éthanolique
De DPPH (0.1mM)

20 min a [’obscurité

l

[ Lecture a 517 nm ]

[ Figure 08 : Protocole d’étude de I’effet scavenging du DPPH (Shirwaikar et al., 2006). ]

e Le blanc est préparé de la méme fagon en remplagant 1’extrait par le solvant.

Le pourcentage scavenging est calculé selon la formule suivante :

% Sacavenging du radical DPPH = W x 100

Ab: absorbance du blanc.
As : absorbance en présence de chaque concentration d’extrait.

Les ICso sont calculées en utilisant le logiciel origin 9.

I1-2-Mesure du pouvoir réducteur
Principe :

Le pouvoir réducteur est étudié pour déterminer la capacité des antioxydants a
réduire le fer ferrique « Fe** » du complexe ferricyanure de potassium en fer ferreux « Fe?* ».

Cette réduction se traduit par une coloration bleue mesuré a 700 nm (Oyaizu, 1986).
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Mode opératoire :

Le pouvoir réducteur a été déeterminé suivant la méthode préconisée par Amarowiez et
ces collaborateurs en (2004), illustré dans la figure suivante (Figure 09).

1.5ml de ’extrait

1 ml Tampon phosphate
(0.2M, pH = 6.6)
1 ml K3Fe (CN)g (1%) >
50°C / mD

€——1 1mlITCA (10 %)

Centrifugation a 3000g / 10 min

1.5 ml de surnageant  p———3

€1 0.3 ml de FeCl; (0.1%)

1.5ml H,0d) f—>

\ 4
Lecture a 700 nm

[ Figure 09 : Protocole d’étude du pouvoir réducteur (Amarowiez et al., 2004). J

e Le blanc est préparé de la méme fagon sauf que I’extrait est remplacé par le solvant.
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11-3-Test de molybdate phosphate
Principe :

Ce test est basé sur La réduction des molybdates en Molybdéne en présence des

extraits en donnant une coloration verte détectable par UV a une longueur d’onde de 695nm

(Prieto et al., 1999).
Mode opératoire :

Le test est adopté selon le protocole reporté par Prieto et al. 1999 (Figure 10).

0,3 ml de ’extrait

3 ml de solution du 0.6 M acide sulfurique,
réactif 28 mM de phosphate de sodium
4 mM de molybdate d’ammonium

95 C°/ 90 min

Lecture a 695 nm

Figure 10 : Protocole du Test de Molybdate Phosphate (Prieto et al., 1999).

e Le blanc est préparé de la méme fagon en remplagant 1’extrait par le solvant.
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I11-Test de cytotoxicité : effet hémolytique

Principe

Ce test permet d’évalué la cytotoxicité des extraits alcaloidique et éthanolique de la
partie aérienne de Fumaria agraria, in vitro, sur une suspension érythrocytaire du sang
humain. La récolte du sang ainsi que la manipulation sont réalisées aux sains de laboratoire
d’analyse médicale de Dr DJAMA, Dans la région de Bejaia (Okoko et Ere, 2012).

Le principe repose sur une attaque membranaire des extraits a étudies, via une

hémolyse.

Le pourcentage d’hémolyse est proportionnel a la quantité d’hémoglobine libérée

détectable a une longueur d’onde de 540nm.
Mode opératoire

La solution PBS a été préparée préalablement et conservé 4°C, tandis que La

suspension érythrocytaire est fraichement préparée avant toute utilisation.

» Préparation de PBS : la solution tampon phosphate salin (PBS) a été préparé a pH =
7.4, par 'utilisation des produits suivants : NaCl (137mM), KCI (2,7mM), Na;HPO,
(8mM), KH,PO,4 (2mM) (Mohan, 2006).

» Préparation de la suspension érythrocytaire : le sang est collecté chez des patients
sains dans des tubes héparines. Le plasma est éliminé par une centrifugation a 3000
rpm /10min. Le culot est lavé trois fois avec le PBS (pH 7.4) et solubilisé a nouveau

dans le méme volume ainsi que la suspension érythrocytaire obtenue est diluée a 10%.

Le test effet hémolytique des extraits de la partie aérienne de F.agraria a €té réalisé
selon la méthode décrit par Okoko et Ere, (2012).
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0,5 ml de I’extrait

0,5 ml solution érythrocytaire

Incubation a 37°C
pendant 30min

Centrifugation
a 3000 rpm/10 min

Lecture a 540nm

Figure 11 : Protocole d’étude de I’effet hémolytique (Okoko et Ere, 2012). ]

e Témoin positive est préparé de la méme fagon en remplagant I’extrait par HO.

e Témoin négative est préparé de la méme fagon en remplacant 1’extrait par le PBS.

Le pourcentage d’hémolyse a été déterminé selon 1’équation suivante :

(DO extrait — DO témoin négtive)
— — x 100.
D.O témoin positive

% d’hémolyse =

V- Etude statistique

L’analyse statistique des résultats a été effectuée avec 1’application du test de student
(LOGICIEL R 3.2.5). La comparaison des résultats est prise a la probabilité p<0,05, tous les
tests in vitro représentent la moyenne de 3 essais + écartype. La corrélation entre les différents

parametres est définie par le coefficient de corrélation de Pearson.
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I-Taux d’extraction des alcaloides totaux : Dosage pondéral

Le taux d’extraction des alcaloides totaux de la partie aérienne de Fumaria agraria
enregistré apres extraction éthanolique par « Soxhlet » est de 0,65%. Ce rendement se
rapproche a celui trouve chez la méme espéce qui est de 0,7% (Bougoffa-Sadaoui, 2015), et

reste inférieur a celui trouvé chez la méme espéce espagnole (0,83%) (Suau et al., 2002).

Cette différence quantitative peut étre due a divers facteurs tels que la composition du
sol, la saison végétative ainsi que la période de récolte (Grycova et al., 2007).

L’utilisation de 1’éthanol comme solvant d’extraction de départ présente plusieurs
avantages : il permet d’extraire le maximum de composés (alcaloides, composés phénoliques,
...etc), d’autre part il est moins altérant que le méthanol (moins toxique), il est aussi facile a

éliminer (volatile) (Ribéreau-Gayon, 1968).

Notons aussi que le volume du solvant, le nombre de cycles d’extraction et le poids

initial de la poudre influencent I’extraction (Mompou et al., 1998 ; Hadj Salem, 2009).

Afin de confirmé la fiabilité de la méthode d’extraction des alcaloides totaux, un
échantillon a été soumis a une analyse GC-MS, par notre encadreur M™ SADAOUI K. lors

d’un séjour scientifique.

Le chromatogramme ainsi que la composition de 1’extrait d’alcaloides totaux sont

reportés dans 1’annexe (Annexe I1).
I1-Dosage des composés phénoliques

> Dosage polyphénols totaux

Etant donné que dans un extrait de plante, il existe un mélange de substance
absorbante a des longueurs d’ondes voisines, il n’est pas possible d’effectuer un dosage
specifique & partie d’une seule mesure. On utilise le plus généralement une méthode
différentielle, qui consiste & mesurer la variation de I’absorbance a une longueur d’onde
donnée, apres intervention d’un réactif spécifique d’une substance ou d’un groupe de

substances.
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Le dosage des polyphénols de la partie aérienne de notre espéce végétale estimé dans
deux types d’extraction éthanolique, par « Soxhlet » et par macération, est déterminé par la

méthode de Folin Ciocalteu.

Le dosage de ces composés a éeté fait en se référent a une courbe d’étalonnage linéaire,
utilisant 1’acide gallique comme standard (Figure 12). La quantite de polyphénols est
exprimée en «mg» équivalent d’acide gallique par «100 g» du poudre séche (mg
EAG/100g PS).

0,6 -
—~ 05 . y =0,0067x
g : R2=0,9943
S 04 -
=
8 03 -
(48]
2
o 0,2 -
5
01 @
O T T T 1
0 20 40 60 80
Concentration (ug/ml)

Figure 12 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique.

Les résultats des dosages des polyphénols sont représentés dans la figure ci-dessous
(Figure 13). Nous constatons, que la teneur en polyphénols dans le cas de la macération est
largement supérieure a celle obtenue par « Soxhlet ». Les valeurs enregistrées sont
respectivement de 3085 * 115,34 (mg EAG/100g PS) et 558 + 26,86 (mg EAG /100 g PS).

Ces résultats exprimant des différences statistiquement significatifs (p < 0,05).

Cette variation peut étre attribuée au phénomene de dégradation thermique, les
composés phénoliques étant thermosensible, les températures élevées et les temps
d'exposition plus long dans le cas d’extraction par « Soxhlet » comparant a la macération

expliquent cette différence (Vergara-Salinas et al., 2012).
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[ Figure 13 : Teneur en polyphénols totaux (exprimée en mg EAG/100g PS). ]

Nos résultats restent meilleurs a ceux trouvés chez d’autres espeéces du méme genre de
Fumaria, récoltées a la méme période (mois de Mars) mais dans une région espagnole
(Malaga) (Souseck et Valesova, 1999), les taux sont pour, F.agraria de « 2095 mg / 100g »,
F.capreolata de « 2533 mg / 100g », F.officinalis de « 2938 mg / 100g », F.parviflora de «
2037 mg / 100g » et F.densiflora de « 2425 mg/ 100g ».

La teneur en polyphénols totaux dans la méme espéce dépend de plusieurs facteurs,
parmi eux I’environnement. Une méme espéce récoltée a des périodes différentes, présente

des taux en composés phénoliques variables (Shahid et Bhanger, 2006).

Chez le genre Fumaria, des études sur des échantillons récoltés pendant les mois
d’Avril, Mai et Juin ont permis de confirmer I’influence de la saison sur la teneur en

polyphénols (Souseck et Valesova, 1999 ).

Le tableau suivant (Tableau IV) nous a permis de comparer les taux en polyphénols
de quelques espéces de Fumaria récoltées a des périodes variables (Souseck et Valesova,
1999).
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Tableau IV : Les taux en composés phénoliques de Fumaria agraria (Souseck et Valesova,

1999).
Moi de récolte La teneur (mg E.AG/100g PS)
F.agraria 1884°, 1962
F.capreolata 2143, 2102
F.densiflora 2539"
F.muralis 51719
F.officinalis 2820°, 2616"
F.parviflora 2275¢, 2180
F.spicata 1672¢
F.vaillanii 20419

®: mois d’Avril, " : mois de Mai, ¢ : mois de Juin.
» Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides a été calculée en se réferent a une courbe d’étalonnage
linéaire, utilisant la quercétine comme standard (Figure 14). Cette teneur est exprimée en
« mg » équivalent en quercétine par « 100 g » du poudre séche (mg EQ/100g PS).
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[ Figure 14 : Courbe d’étalonnage de la quércétine. J
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Les résultats obtenus indiquent 1’efficacité de la « macération » dans I’extraction de
cette classe de métabolites secondaires comparant a 1’extraction par « Soxhlet ». Les taux des
flavonoides obtenus sont respectivement, de 1019 + 16,56 (mg EQ/100g PS) et 515 + 3,97
(mg EQ/100g PS).Cette différence est statistiquement significatif (p < 0,05).
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[ Figure 15 : Teneur en flavonoides (exprimée en mg EQ/100g PS).

J

Les résultats obtenus montrent que la grande majorité des polyphénols de F.agraria
sont des flavonoides, ceci dans le cas d’extraction par « Soxhlet» (515mg/558mg
polyphenols totaux 92%). Pour la maceération, les flavonoides constituent presque 33% des
composés phénoliques (1019mg/3085mg polyphenols totaux) (Figure 16). Les flavonoides
étant une classe des polyphénols plus complexe structuralement que les phénols simple ainsi
que les acides phénols, par conséquent et probablement, ces substances peuvent mieux résister

aux différents facteurs thermiques (Vergara-Salinas et al,. 2012).
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[ Figure 16 : Teneur en flavonoides par rapport au taux des polyphénols. ]

A partir de ces résultats (dosages des polyphénols et des flavonoides dans les deux
types d’extractions notamment), seuls les extraits éthanolique issus de la macération en plus

des alcaloides totaux seront utilisés pour 1’évaluation des différentes activités étudiées.

I11-Activité antioxydante

I11-1-Effet « scavenging » du radical DPPH

Le DPPHe (2,2’-Diphényl-1-picrylhydrazyle) est largement utilisé pour estimer la
capacité¢ des substances d’agir en tant que piégeurs des radicaux libres ou donateurs
d’hydrogéne, et d’évaluer ainsi leur activité antioxydante (Milardovié et al., 2006). La
capacité a piéger ces radicaux libres est proportionnelle a la concentration de la substance
antioxydante (Luis et al., 2006).

Les pourcentages « scavenging » du radical DPPH de I’extrait éthanolique de
F.agraria et de 1’acide gallique (antioxydant de référence) sont représentés sur la Figures 17,
tandis que ceux des alcaloidiques totaux et de la Boldine (alcaloide isoquinoléiques de
référence) sont mentionnés sur la figure 20.
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[ Figure 17 : Activité scavenging du DPPH de I’extrait éthanolique et de I’acide gallique. ]

L’activité anti-radicalaire de notre extrait éthanolique augmente avec la concentration

de I’extrait de la partie aérienne de notre plante, dans la gamme allant de 0-25 pg/ml.

Notre extrait éthanolique contenant les composés phénoliques présente une bonne
activité anti-radicalaire avec un pourcentage scavenging 53,12% a une concentration de 25
pug/ml (ICso = 21 pg/ml). Cette activité reste inférieure a celle exercée par la méme
concentration de ’acide gallique qui est de 83,66 % (ICso = 5,5 pg/ml). Notre résultat reste
supérieur a ceux trouvés par Orhan et al. (2010) chez les especes F. cilicica (11,99%), F.
densiflora (13,27%), F. kralikii (11,25%), et F. parviflora (11,14%0).

L’activité anti radicalaire de I’extrait éthanolique peut s’explique par la présence et la
richesse en substances actives. Selon Dawidowiez et ses collaborateurs (2006), cette activité
peut étre attribuée a la présence d’un groupement hydroxyle, a la structure moléculaire du

Ccompose.
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Lessage Messen et al. (2001) et Visioli et al. (2003) ont montré que les O-diphenols
exercent une importante activité antioxydante. Selon Mc Donald et al. (2001) les acides

hydroxycinnamique et leurs esters sont a 1’ origine des activités antioxydantes.

Selon Sousek et ses collaborateurs (1999), Fumaria agraria renferme dans sa
composition en acides phénoliques : ’acide caf€ique, 1’acide commarique, 1’acide ferulique,

I’acide fumarique, 1’acide malique et 1’acide protocatechique.

Les composés phénoliques présentent une structure chimique idéale pour piéger des
radicaux libres, grace a leurs groupement « phénoliques hydroxyles » qui sont donateur
d’*hydrogéne ou d’électron (Figure 18) Boubekri (2014).

OH C 0 0 0 7

[ Figure 18 : Mécanisme d’action des antioxydants phénoliques (Boubekri, 2014). ]

Les radicaux intermédiaires phénoxy produit (PO-) sont relativement stables en raison
de leur systeme aromatique stabilisé par la résonnance. Par ailleurs, ils peuvent agir avec
d'autres radicaux libres (R) comme des chélateurs selon la réaction suivante (Figure 19) (Dai
et Mumper, 2010).

PO + R >POR

[ Figure 19 : Mode d’action d’un radicaux phenoxy. ]

Il est important de noter qu’un extrait éthanolique des plantes ne contient pas que des
polyphénols. On trouve en plus des composés phénoliques, des lipides, de la
chlorophylle,...qui peuvent, peut-étre, influencé négativement sur ’activité des substances

antioxydantes (Garcia Alonso et al., 2004).
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L’encombrement stérique instauré par les sucres au niveau des flavonoides glycosylés

réduit par contre cette activité (Son et Lewis, 2002 ; Abdille et al., 2005),

Les alcaloides totaux de notre plante ont montré une bonne capacité a piéger le radical
DPPH pour une gamme de concentration allant de 0 pg/ml a 200 pg/ml (Figure 20).
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[ Figure 20 : Activité scavenging du DPPH des alcaloides totaux et de la boldine. ]

L’analyse de la figure 20 indique que les alcaloides de F. agraria présentent des
pourcentages moins élevés a une concentration de 200 pg/ml (62% + 0,02) que la boldine

(88% = 0,02). Cette différence est statistiquement comparables (p>0,05).

Nos résultats sont en accord avec une étude menée par Iwasa et ses collaborateurs
(2001), qui ont démontré que la capacité a réduire le radical DPPH par trois groupes
d’alcaloides  isoquinoléiques (une capacitt de 98% dans le cas de la
N-methyltetrahydropapaveroline qui est un alcaloide 1-benzylisoquinoléine) est supérieure a
celle de I’a-tocopherol (vitamine E) (70%) a une concentration de 250ug/ml. Les alcaloides
benzylisoquinoléines sont le groupe qui exerce 1’activité antiradicalaire la plus importante par
rapport aux protoberberines et aux isoquinoléines simples. Nos plantes étant riches en un
mélange d’alcaloides isoquinoléiques (principalement des benzylisoquinoléines (protopine) et
spirobenzylisoquinoléines (fumariline), la synergie entre les différents types d’alcaloides peut

expliquer leur pouvoir antiradicalaire important.
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Il est important de noter que plusieurs facteurs dans la molécule antioxydante
influencent I’activité anti-radicalaire. Au niveau des alcaloides une N-méthylation, une
méthylation des groupements « OH » en positions C6 et C7 ou une oxydation réduit ou détruit

I’activité anti-radicalaire de la molécule (Rackova et al., 2004).

Les ICso de I’extrait éthanolique, de 1’extrait des alcaloides totaux, de 1’acide gallique
et de la boldine sont respectivement de 21 pug /ml, de 69 pg/ml et de 5.5 pg/ml et de 41
pg/ml, ce qui démontre et confirme I’efficacité de L’extrait éthanolique comparant auX

alcaloides totaux dans la neutralisation du radical DPPH.

I11-2-Le pouvoir réducteur

Le pouvoir réducteur est un indicateur significatif du potentiel antioxydant d’une
substance (Wang et al., 2008). Les résultats du pouvoir réducteur de nos extraits présentent
un profil comparable a celui de I’effet anti-radicalaire. La figure 21 montre que 1’extrait brut
des composés phénoliques de la partie aérienne de Fumaria agraria exerce une bonne activité
réductrice, inférieure a celle de standards, mais supérieure a celle de I’extrait alcaloidique
total (Figure 23). Ces résultats indiquent que le pouvoir réducteur est proportionnel aux
concentrations des extraits et standards. Les coefficients de corrélation entre les absorbances
des différents extraits et des standards avec leurs concentrations sont statistiquement
significatifs (p < 0,05), ils sont d’ordre de 99,64%, 95,77%, 99,95% et 99,65% pour I’acide

gallique, la boldine, les alcaloides totaux et 1’extrait éthanolique, respectivement.
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[ Figure 21 : Pouvoir réducteur de I’extrait ethanolique et de 1’acide gallique. J
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Les résultats obtenus confirment le potentiel antioxydant via le pouvoir réducteur de
I’extrait éthanolique exprimé en absorbance, a titre d’exemple, une concentration de 6pg/ml
d’extrait brut de polyphénols enregistre une activité réductrice avec une absorbance de 0,036
+ 0,02 restant inférieur a celle exercé par la méme concentration en acide gallique
(I’absorbance est de 0,188 £+ 0,02).

Nos résultats restent supérieurs a ceux rapportes par Orhan et al. (2010) employant un
extrait éthanolique brut des composés phénoliques chez quatre espéces du genre Fumaria a
savoir F. cilicica (0,246 = 0,01), F. densiflora (0,215 + 0,01), F. kraktlii (0,265 £ 0,01), F.
parviflora (0,274 +0,02) a une concentration de 500ug/ml.

La présence des composés réducteurs dans les extraits de notre plante induit la
réduction du complexe ferricyanure (Fe**) en ions ferreux (Fe**) qui réagissent comme
donneurs d’¢lectrons. L’absorbance reflétant la quantité des composés antioxydants présents
dans I’échantillon testé, cette mesure permet une évaluation semi-quantitative des composés

participant a la réaction réductrice (Figure 20) (Tepe et al.,2007 ; Rice-Evans et al., 1995).

R R R R
OH o\ 0 /o
+Fe — Foo —m + Fe — +Fe
/ . N
OH 0 0 0

[ Figure 22 : Mécanisme de réduction du Fer par les polyphénols (Perron Brumaghim, 2009). ]

La nature et la concentration des antioxydants contrélent I’intensité du pouvoir
réducteur, la position et le nombre de hydroxylations interviennent dans cette propriéteé.
Selon Mc Donald et al. (2001), La présence de composés O-diphénols (acide gallique, acide

caféique) augmente la capacité antioxydant en améliorant la stabilité du radical phenoxyl.

Les résultats présentés sur la figure 23 montrent que L’extrait des alcaloides totaux
(AT), a une concentration de 200ug/ml exerce une bonne activité réductrice avec une
absorbance de 0,67 £ 0,02, qui reste inférieur a celle exercé par la méme concentration du
standard employé « la boldine » (I’absorbance = 0,75+ 0,019). Cette différence est

statistiguement comparable (p > 0.05).
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[ Figure 23 : Pouvoir réducteur des alcaloides totaux et de la boldine. ]

Les potentiels réducteurs, exprimés en absorbance, observés pour les extraits ici testés
ainsi que les standards a une concentration de 10 pg/ml se classent dans 1’ordre décroissant

suivant : I’acide gallique > la boldine > I’extrait éthanolique > les alcaloides totaux.

I11-3-Activité antioxydant totale

La capacité antioxydante totale (TAC) de nos extraits est évaluée par la méthode de
phosphomolybdéne, illustrée dans les figures 24 et 25 pour les couples extrait phénolique brut

/ acide gallique et AT/boldine respectivement.
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Figure 24 : Activité antioxydant totale de 1’extrait ethanolique et de I’acide gallique. J

.

Les résultats montrent que I’augmentation de 1’absorbance est proportionnelle a la
concentration de standard et d’extrait éthanolique qui indique une réaction de réduction, ceci
confirme que notre extrait renferme des molécules ayant une capacité réductrice donateur

d’électron.

L’activité¢ antioxydante totale de notre extrait brut contenant les polyphénols est
clairement inferieur a celle du standard, pour une concentration de 6ug/ml les absorbances
enregistrées sont d’ordre 0,027 + 0,001 et 0,058 + 0,001 respectivement pour I’extrait et le

standard.

Le coefficient de corrélation entre la teneur en polyphénols de I’extrait éthanolique et
I’activité anti-oxydante (98,60%0) est significatif (p<0,05), indiquant que la capacité anti-
oxydante d'extrait, sont due a la contribution des composés phénoliques comme antioxydants

dominants dans 1’extraits. (Tawaha et al., 2007).

Les résultats reportes sur la figure 25 montrent que L’extrait des alcaloides totaux
(AT), a une concentration de 100ug/ml exerce une bonne activité avec une absorbance de
0,59 + 0,01, qui est nettement inférieur a celle exercé par la méme concentration du standard

(’absorbance = 1,04 + 0,09). Cette différence est statistiguement comparable (p > 0.05).
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[ Figure 25 : Activité antioxydant totale des alcaloides totaux et de la boldine.

L’activité antioxydante des alacaloides totaux est en corrélation significatif avec leurs

concentration, par un coefficient de 99,69% (p<0,05).

L’activité antioxydante totale de notre extrait ainsi que les standards exprimé en

absorbance pour une concentration de 10ug/ml se classent dans 1’ordre décroissant comme

suite : la boldine > les alcaloides totaux > acide gallique > I’extrait éthanolique.

IV-Cytotoxicité : effet hemolytique

Toute substance biologiquement active est susceptible, a forte ou a faible dose pour

une administration prolongeée, de produire des effets indésirables, voire nocifs. Les essais de

toxicité comme de cytotoxicité accompagnent donc les essais d’activités biologiques.

Dans ce travail, la cytotoxicité est évaluée in vitro, en utilisant les érythrocytes comme

modele cellulaire, afin d’évaluer 1’effet hémolytique en présence et en absence de nos extraits

et standards. Les résultats enregistrés sont reportés sur les figures 26 et 27.
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[ Figure 26 : Effet hémolytique de I’extrait ethanolique et 1’acide gallique. ]

Pour une concentration de 6pg/ml (la plus faible concentration employée) de 1’extrait
éthanolique contenant les polyphénols, le taux d’hémolyse provoqué est comparable a celui
du témoin négatif (présence de PBS) ils sont respectivement de 4,41% et 4,21%. On peut
conclure en premier lieu, a des concentrations allant a 6pg/ml de I’extrait éthanolique, 1’effet

hémolytique et donc cytotoxique est négligeable.

Pour le méme extrait, une gamme de concentrations plus importante comprise entre
25ug/ml et 600pg/ml a été employée, les taux d’hémolyse enregistrés sont compris entre 5%
et 12%. Cette différence est statistiquement significatif (p < 0,05).

On comparant aux résultats obtenus avec 1’acide ascorbique, a titre d’exemple une
concentration de 50ug/ml correspond a un taux hémolytique de 5,73% (p < 0,05), on constate

que la vitamine C reste moins néfaste que I’extrait éthanolique de notre plante.

Cet effet hémolytique de I’extrait éthanolique est probablement dii a une attaque
membranaire via les protéines membranaires exécré par notre extrait éthanolique, ceci a de
fortes doses (> 600ug/ml).
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Les résultats de la figure 25 montrent qu’a la plus grande concentration en alcaloides
totaux (2mg/ml) le taux d’hémolyse étant faible de 6%, et deux fois plus important que le
taux hémolytique observé avec la méme concentration de la boldine (3%0). Cette différence

est statistiquement comparable (p > 0,05).
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[ Figure 27 : Effet hémolytique des alcaloides totaux et de la boldine. ]

Pour une gamme de concentration allant a 2mg/ml, les alcaloides totaux et la boldine
présentent un effet hémolytique négligeable. Ces résultats sont statistiguement significatifs
(p< 0,05).

On comparant nos résultats, I’effet hémolytique de nos extrait ainsi que les standards
se classent d’ordre décroissant suivant: extrait éthanolique > I’acide ascorbique > les

alcaloides totaux > la boldine.
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Conclusion et perspectives

Les métabolites secondaires, notamment les alcaloides et les polyphénols forment un
systeme de défense tres efficace contre les différentes agressions causées par le stress
oxydant.

Fumaria agraria, une espéce vegétale de la famille des Fumariacées a fait 1’objet de

notre étude afin d’évaluer son potentielle antioxydant et sa cytotoxicité.

L’extraction des composés phénoliques bruts (par macération et par Soxhlet) et des
alcaloides totaux « AT » de la partie aérienne de notre plante, a révélé une richesse en ces
métabolites. Le taux des AT enregistrés est de 0,67%, comparable a celui trouvé chez la

méme espece récoltée en 2009 (0.7%) (Bougoffa-Sadaoui et al., 2015)

L’extraction par macération a montré une meilleur teneur en polyphénols et
flavonoides avec des taux de 3085mg (EAG/100g PS) et 1019mg (EQ/100g PS)
respectivement. Que les taux obtenus avec 1’extrait du Soxhlet 558mg (EAG/100g PS) et
515mg (EQ/100g PS).

L’activité antioxydante des différents extraits du F.agraria a été évaluée in vitro, par

trois méthodes : le piégeage du radical libre DPPH, le pouvoir réducteur et le Molybdate.

Pour la premiére méthode, les résultats révelent que 1’extrait éthanolique de F.Agraria,
présente une activité la plus élevée avec une ICso de 21pg/ml suivie de 1’extrait alcaloidique

totaux avec une ICsq de 69ug/mil.

Le pouvoir réducteur montre aussi que [’extrait éthanolique exerce une activité
réductrice plus ¢élevées que ’extrait des AT, avec une absorbance de 0,065 et 0,042
respectivement, a une concentration de 10ug/ml. Alors que ’activité antioxydante totale est
plus importante pour les AT (I’absorbance enregistrés est de 0,111 pour une concentration de
10pg/ml).

Le test de cytotoxicité (effet hemolytiques), réalisé in vitro, sur des érythrocytes isolés
du sang humain incubé dans un milieu tampon PBS, en présence des différentes
concentrations d’extraits AT et d’extrait éthanolique révéle que les AT sont faiblement

cytotoxique avec un pourcentage de 6% a une concentration de 2mg /ml, comparant a
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I’extrait éthanolique (une concentration de 0.61mg/ml présente un taux d’hémolyse de

12 37%).

La détermination de nouvelles substances bioactives naturelles peut répondre a
différents problémes de la santé et constitue une alternative ou un complément des

médicaments synthétique a effet secondaire indésirable.

Une étude sur la toxicité, notamment la détermination de la DLgg est souhaitable avant
d’entamer 1’étude in vivo. Il est primordial de procéder a I’évaluation de la pharmacocinétique

et la pharmacodynamique de ces extraits avant 1’étude de tout effet thérapeutique.

Pour mieux évaluer le pouvoir antioxydant des extraits, Il serait intéressant

d’approfondir cette approche sur des modéles enzymatiques et sur 1’échelle in vivo
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Annexe | : Appareils et réactifs

Appareils

Ampoule a décante

Balance de précision RADWAG(AS 220/C/2)
Barreaux magnétiques
Bain-marie MEMMERT

Béchers.

Broyeur KILA Labortechnik M20
Centrifugation

Eprouvettes graduées.

Etuve BINDER

Fioles.

Micropipette

PH mettre WTWPH 422
Rotavapore HEIDOLP

Soxhlet

Spatule méttalique
Spectrophotométrie

Tamiseur Retsch

Tubes & essai.

Vortex VELP

Produit

Ethanol (C;Hs0)

Ether de pétrole

Eau distillé (H,O)

Acide chlorhydrique (HCL)
Ammoniaque (NH,OH)
Dichlorométhane (CH,CI,)
Di-methyl sulf-oxyde C2H60S
DppH (C1sH12N506)

Follin ciocalteu

Carbonate de sodium (Na,COs3)



Acide gallique (C;HgOs)

Chlorure d’aluminium (AICl5)

Quercetine (C15H1007)

Tampon phosphate (pH = 6.6, M =0.2)
Ferricyanure de potassium (KsFe(CN)g)
Acide chloroacétique (C,HC30)

Chlorure ferrique (FeCl,)

Molybdate d’aluminium (Ala(Mo0Q4)3)
Phosphate de sodium (NayPoy)

Acide sulfirique (H2SO,)

Acide ascorbique (CsHgOg)

Chlorure de sodium (NacCl)

Chlorure de potassium (KCI)
hydrogénophosphate de sodium (Na;HPO,)
Di hydrogeophosphate de potassium (KH,POy,)



Annexe Il : Résultat d’analyse par GC-MS

RT: 41,93 - 58,00
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Figure 1 : Chromatogramme GC-MS de I’extrait alcaloidique total de la

partie aérienne de Fumaria agraria




Tableau | : Les alcaloides isoquinoléiques identifiés dans I’extrait alcaloidique total de la

partie aérienne de F.agraria

Alcaloide (tR min) Ei-MS m/z (Intensité Formule Abondance
relative %) chimique relative
(% en
protopine)*
Salutaridinol (45.2) 329 (100), 314 (70) CioH2sNO, 5.75
Salutaridine (46.12) 327 (100), 312 (80) C1oH»NO, 20.72
Stylopine (50.07) 148(100), 323(20), 322(15) CisH17NO, 201.53
Protopine (50.38) 148(100) CyoH19NOs 100
Cryptopine (50.83) 148 (100), 369(20) CaoH1sNOs 0.07
Cheilanthifoline (50.93) 148 (100), 325 (50) CioHisNO, 24.86
NI (51.00) 327 (100), 310(40) C1oH2NO, 0.07
Bulbocapnine (51.08) 325 (100), 310 (85) CisH1NO, 6.77
Dihydrofumariline (51.25) 190(100), 338(40), 353(20) C20H1oNOs 51.95
Adlumine (51.36) 206(100) Ca1H2:NOs 3.22
Parfumidine (51.53) 338(100), 367(70) C21H2:NOs 3.4
Fumaritine (51.77) 192(100), 340(25) C,oH21NOs 4.37
Dihydrosanguinarine (52.23)  332(100), 333(80) CyH15NO, 2.14
Fumariline (52.36) 322(100) CaoH17NOs 161.16
NI (53.09) 324(100), 353(35) C2HsNO, 30.23
Bicuculine (53.29) 190(100) C2H17NOg 0.3
Parfumine (53.83) 324(100), 353(45), 338(30) CaoH1sNOs 0.3
Fumarophycine (56.82) 322(100), 337(100) C,,H,3NOg 0.2

NI : non identifié ; tR : temps de rétention

*: Abondance relative calculée a partir des surfaces des pics dans le chromatogramme

obtenu en courant ionique total par rapport a 100% de protopine.




OHL

Fumaritine Dihydrofumariline Parfumidine

Figure 2 : Structure chimique de quelques alcaloides isoquinoléines identifiés dans la
partie aérienne d Fumaria agraria




Glossaire médicale

Anti hypertensive : médicament utilisé pour traiter hypertension artérielle

Laxative : des medicaments ou des préparations purgatives douces qui agissent sans irriter
I’intestin.

Diurétique : terme caractérisant de facon générale ce qui augmente la sécrétion urinaire.
Anti-malarial : médicament utilisé pour lutter contre le malaria (paludisme).

Antimicrobiens : médicament utilisé pour traiter des maladies microbiennes.

Diurétique : terme caractérisant de facon générale ce qui augmente la sécrétion urinaire.
Cancer : une maladie caractérisée par une prolifération cellulaire (tumeur) anormalement
importante au sein d'un tissu normal

Cataracte : un trouble de la vision qui survient lorsque le cristallin d’ceil perd de sa
transparence

Sclérose latérale amyotrophique : maladie neurodégénérative motoneurones du cortex
cérébral caractérisée par une paralysie musculaire progressive

(Edeéme pulmonaire : une accumulation de liquide dans les alvéoles pulmonaires
Antifongique : médicament actif contre les champignons.

Anticancéreuse : médicament utilisé pour traiter le cancer

Antipyrétique : médicament utilisé pour traiter la fievre



Résumeé

Fumaria agraria est une plante de la famille des Fumariacées, largement rependue en Algérie. Leurs
multiples effets pharmacologiques sont dus a leur richesse en substances actives notamment en
alcaloides isoquinoléique. Nous nous sommes intéresses d’une part au dosage des composés
phénoliques (polyphénols totaux et flavonoides), ainsi qu’a I’extraction des alcaloides totaux. D’autre
part une étude de I’activité antioxydante (effet scavenger du radical DPPH, le pouvoir réducteur, effet
et ’activité antioxydante totale) et de la cytotoxicité de ces extraits ont été évaluées. L’extrait
éthanolique de la macération semble étre plus riche en polyphénols/flavonoides que son synonyme
recu d’une extraction par Soxhlet (3085mg/558mg et 1019mg/515mg respectivement). Les alcaloides
présentaient un taux pondéral de 0,67%. Suite a cette richesse, ’extrait éthanolique de la macération
(EEM) présente les plus grandes activités que 1’extrait alcaloidique total (AT). L’EEM présente un
effet scavenger du radical DPPH (1Cse=21pug/ml), plus important que celui des AT (1Cxso=70pug/ml). De
méme pour les tests du pouvoir réducteur. Le test d’hémolyse réalisé par la méthode
spectrophotométrique a montré que 1’extrait éthanolique est plus cytotoxique que les alcaloides totaux
avec un taux hémolyse 12% a une concentration de 600ug/ml et 6% pour une concentration de 2mg
respectivement.

Mots clés : Fumria agraria, activité antioxydante, alcaloides isoquinoléines, composés phénoliques,
cytotoxicité.

Abstract :

Fumaria agraria is a plant of the Fumariaceae family, widely spread in Algeria. Their multiple
pharmacological effects are due to their richness in active substances, in particular isoquinoline
alkaloids. We focused on the determination of phenolic compounds (total polyphenols and flavonoids)
and the extraction of total alkaloids On the other hand, a study of the antioxidant activity (scavenger
effect of the DPPH radical, reducing power, effect and total antioxidant activity) and the cytotoxicity
of these extracts were evaluated. The ethanolic extract of maceration appears to be richer with
polyphenols / flavonoids than its synonym received from soxhlet extraction (3085mg / 558mg and
1019mg / 515mg respectively). The alkaloids had a weight ratio of 0.67%. Following this richness,
the ethanolic extract of the maceration (EEM) presents the greatest activities that the total alkaloid
extract (AT). The EEM showed a scavenger effect of the DPPH radical (ICso = 21 pg / ml), which is
greater than that of the AT (I1Cso = 70 ng / ml). The same applies to the tests of reducing power. The
hemolysis test carried out by the spectrophotometric method showed that the ethanolic extract is more
cytotoxic than the total alkaloids with a hemolysis rate of 12% at a concentration of 600 pg /ml and
6% at a concentration of 2 mg.

Keywords : Fumaria agraria, antioxidant activity, isoquinoline alkaloids, phenolic compounds,
cytotoxicity.
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