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RESUME

estrum parqui ; appelée communément “Mesk elile” est une plante de
la famille des Solanaceae ; une des familles les plus importantes dans
la flore algérienne et les plus utilisées dans l'alimentation et par les

thérapeutes traditionnels.

L’enquéte ethnobotanigue menée sur terrain aupres de certains personnes,
phytothérapeutes, et herboristes , nous ont permis de collecter des informations
trés importantes sur cette plante.

La détermination préliminaire de la composition phytochimique des
extraits de  feuilles de polarité croissante (L'extrait éthanolique (EE-F),
'extrait étheropétrolique (EEP-F), et l'extrait aqueux (EA-F)) a permis de
mettre en évidence la présence principalement des alcaloides, des

polyphénols, des saponines, et des terpénoides.

En outre, I'étude préliminaire de la toxicité aigle in vivo, a montré que les trois
extraits de feuilles ne sont pas toxiques, et aucun signe de toxicité évidente n’a

été noté dans tous les lots suivis.

L’évaluation pharmacologique in vivo a démontré que ces extraits possedent des
propriétés anti-inflammatoires importantes sur 'cedéme des pattes des souris.
L’EE-F a 400 ug/ml s’est révélé I'extrait le plus actif avec un taux de réduction
important de 78.247% de I'cedéme par rapport a 'EEP-E et 'EA-F.

L’évaluation, in vitro, de Il'activité antioxydante des extraits de feuilles a été
réalisée par deux méthodes, a savoir : Le piégeage du radical DPPH, et le pouvoir
réducteur des ions ferriques (FRAP). Ainsi, 'EA-F est le meilleur extrait qui a
donné des CI50 de 0.967 et de 1.218 mg/ml pour la méthode de réduction de
DPPH et celle de FRAP respectivement.

Ces différents extraits ont été également soumis a un test in vitro pour leur

éventuelle activité antibactérienne et antifongique. L’EEP-F est [Iextrait



antibactérien le plus actif principalement sur les bactéries a Gram négatif. En
revanche, 'EA-F s’est révélé l'extrait antifongique le plus efficace spécialement

sur Candida albicans et Penicillium chrysogenum.

Les résultats obtenus par I'étude de cytotoxicité prouvent que les extraits de
feuilles sont faiblement cytotoxiques sur la lignée cellulaire monocytaire d’origine
leucémiques ; les Thpl; avec des CC50 supérieures a 400 ug/ml par deux
méthodes; 'EEP-F s’est montré d’une efficacité remarquable, et il a démontré des
CC50 moins inférieures comparativement aux d’autres extraits (417.71 ug/ml par
la méthode de l'inclusion au bleu de Trypan a 0.4%, et 432.11 ug/ml par la

méthode colorimétrique du MTT).

En fin, I'étude du pouvoir antileishmanien des extraits de feuilles par les tests de
bleu de Trypan, et de MTT, a montré que I'EEP-F est beaucoup plus
antileishmanien que I'EE-F avec des CI50 inférieures a 25 ug/ml, tandis que I'EA-
F s’est révélé inactif sur la forme promastigote des deux souches testées (L.

major, et L. infantum).

Mots clés: Cestrum parqui, Extraits de feuilles, Enquéte ethnobotanique,
Composition phytochimique, Toxicité aigle, Activité antiinflammatoire, Activité
antibactérienne et antifongique, Activité antioxydante, Activité cytotoxique, et

activité antileishmanienne.



ABSTRACT

estrum parqui; commonly called " Mesk elile " is a plant of the family of
Solanaceae; one of the most important families in the Algerian flora
and the most used in the diet and by the traditional therapists, our work

in this thesis aims at a contribution of the valorization of this plant.

The ethnobotanical survey conducted in the field with certain people, herbalists

and herbalists allowed us to collect very important information about this plant.

Preliminary determination of the phytochemical composition of leaf extracts of
increasing polarity (Ethanolic extract (EE-F), ether-petroleum extract (EEP-F), and
aqueous extract (EA-F)) made it possible to highlighting the presence mainly of

alkaloids, polyphenols, saponins, and terpenoids.

In addition, the introductory study of acute toxicity in vivo, showed that all three
extracts of leaf were non-toxic, and no evidence of obvious toxicity was noted in all

batches monitored.

A pharmacological evaluation In vivo has shown that these extracts have
pronounced anti-inflammatory properties on the edema of the legs of the mice.
EE-F at 400 ug / ml was the most active extract with a significant reduction in
edema (78.247%) compared with EEP-E and EA-F.

The in vitro evaluation of the antioxidant activity of extracts of leafs was carried out
by two methods, namely: DPPH radical scavenging, and the ferric ion reducing
power (FRAP). Thus, EA-F is the best extract that gave IC50s of 0.967 and 1.218
mg / ml for the DPPH and FRAP reduction methods respectively.

These different extracts were also screened for their possible antibacterial and
antifungal activity. EEP-F is the most active antibacterial extract mainly on Gram-
negative bacteria. In contrast, EA-F was the most effective antifungal extract

especially on Candida albicans and Penicillium chrysogenum.



The results obtained by the cytotoxicity study prove that leafs extracts are weakly
cytotoxic on the leukemic cell monocyte cell line; Thpl; with CC50s greater than
400 pg / ml by two methods; EEP-F was remarkably effective, and demonstrated
lower levels of CC50 compared to other extracts (417.71 ug / ml by 0.4% Trypan
blue inclusion method), and 432.11 ug / ml by the colorimetric method of MTT).

Finally, the study of the antileishmanial potency of leaf extracts by Trypan Blue
and MTT tests, showed that EEP-F is much more antileishmanian than EE-F with
IC50 values below 25 pg. / ml, while EA-F was inactive on the promastigote form

of both strains tested (L. major, and L. infantum).

Key words: Cestrum parqui, extracts of leafs, Ethnobotanical survey,
Phytochemical composition, Acute toxicity, Anti-inflammatory activity, Antibacterial
and antifungal activity, Antioxidant activity, Cytotoxicity study, and antileishmanian

potency.
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réduction des sels de tétrazolium ; MTT.
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mg/ml, B : Céfazoline 10 mg/ml.

Figure 3.57 : Effet de la Ciprofloxacine 0.1mg/dis. et la Céfazoline 0.5 mg/dis
sur quelques souches bactériennes testées

Figure 3.58 : Effet antibactérien de 'EE-F a 100 mg/ml.
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Figure 3.60 : Effet antibactérien de 'EA-F : A : EA-F a 10%, B : EA-F a 20%.
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Figure 3.70 : A : Pourcentage de réduction de 'cedéme des pattes des souris
de 'EE-F par rapport aux lots témoins. B : Comparaison individuelle de I'effet
anti-inflammatoire de tous les produits.
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APPENDICES

CMI : Concentration minimale inhibitrice.
g / kg : Gramme par kilogramme.

H.O, : Eau oxygéné.

HCL : Acide chlorhydrique.

IFN : interféron.

IL : Interleukine.

IPA : Institut de Pasteur d’Algérie.

LDL : Low density lipoprotein en anglais.
MGG : May-GrinwaldGiemsa.

P.c. : Poids corporel.

SbV : Antimoine pentavalent.

SIDA : Syndrome d'immunodéficience acquise.
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INTRODUCTION

F ace aux limites thérapeutiques des médicaments chimiques, le développement
de la recherche sur les plantes médicinales a été orienté vers l'obtention de
phytomédicaments. Ce développement constitue une étape indispensable pour
I'essor de tout un secteur lié aux besoins non seulement de la thérapie, mais aussi
de lindustrie agroalimentaire, de la cosmétique et de la parfumerie [01].
Actuellement l'organisation mondiale de la santé ‘OMS’ estime qu’environ 80%
des habitants du monde ont recours a la médecine traditionnelle a base de plante
en tant que soin de santé primaire [02].

Une des singularités majeures des végétaux réside dans leur capacité a
produire des substances naturelles trés diversifiees. En effet, ils synthétisent
également une foule importante d’autres métabolites essentiels a la vie des
plantes, dits « métabolites secondaires » comme les polyphénols et les alcaloides
[03]. D’un point de vue applicatif, ces molécules constituent souvent la base des
principes actifs des plantes médicinales, [I'évaluation de leurs valeurs
thérapeutigues ayant fait I'objet de nombreuses recherches et amené a
I'identification des principaux éléments actifs des plantes. On estime aujourd’hui
qgu’environ 1/3 des médicaments actuellement sur le marché contiennent au moins
une substance vegétale [04].

L'Algérie, grace a sa situation géographique particuliere ; bénéficie d’une
gamme trés variée de climats et de sols, favorisant le développement d’une flore
riche et diversifiée. En effet, le territoire Algérien couvre d’importantes ressources
végeétales réparties sur les zones cotieres, les massifs montagneux, les hauts
plateaux, la steppe et les oasis sahariennes, et représentées par 3000 especes
[05], [06], [07]. Les objectifs actuels fixés sont l'inventaire ainsi que I'évaluation
chimique et pharmaceutique des plantes médicinales algériennes dans le double
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but de valoriser, de rationaliser leur usage traditionnel, et d’isoler des composés
d’intérét thérapeutique potentiel [08].

Le laboratoire de Biotechnologie, Environnement et Santé, Faculté des
sciences nature et vie, Université de Blida 1 est parmi les peu nombreux
laboratoires de recherche qui ont pris en charge la valorisation des plantes
médicinales algériennes. C'est dans ce contexte que ce travail s’est consacré a
'étude de d’une plante trés connu en Algérie; c’est le Cestrum parqui L'Hérit. ;
Qu’on la retrouve soit cultivée dans les espaces verts et les maisons ; soit comme
plante spontanée, ce qui explique la large disponibilité de cet arbrisseau.

Le choix de C. parqui a été basé d'une part sur les indications d’'usage
meédicinal traditionnel en Algérie et au monde entier principalement comme plante
antiinflammatoire, antimicrobienne, et comme bioinsecticide [09], et d’autre part,
du fait que C.parqui de I'Algérie n’a pas fait I'objet d’investigations chimiques et
biologiques antérieures . Notre objectif vise a justifier et confirmer scientifiquement
I'utilisation traditionnelle de Cestrum parqui ; et de raccorder nos résultats avec
ceux qui ont été prouvé dans d’autres pays.

En effet, pour élargir le domaine de connaissance sur cette plante ; nous avons
adopté des actions pluridisciplinaires sur le plan ethnobotanique, chimique et
surtout biologique. Notre stratégie expérimentale comporte essentiellement les

axes suivants :

- Etude ethnobotanique de la plante,

- Extractions a base des feuilles : Extraction liquide-solide, et extraction a
chaud (infusé), et tests de contréle de la réussite des extractions,

- Screening phytochimique des métabolites secondaires,

- Toxicité aigle in vivo des extraits de feuilles par deux méthodes,

- Activité antiinflammatoire in vivo des extraits de feuilles,

- Activité antibactérienne, et antifongique in vitro des extraits de feuilles,

- Activité antioxydante in vitro des extraits de feuilles, par deux méthodes,

- Activité antiparasitaire in vitro des extraits de feuilles par deux méthodes,

- Etude de cytotoxicité in vitro des extraits de feuilles, par deux méthodes.
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1. PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. GENERALITES SUR LA PHYTOTHERAPIE ET LA TOXICITE DES
PLANTES MEDICINALES

1.1.1. Définition

Le terme « Phytothérapie », provient du grec « phyton » qui signifie « plante » et
«therapein» qui signifie « soigner » , La phytothérapie est définie comme étant le «

traitement ou la prévention des maladies par I'usage des plantes» [10].

1.1.2. Phytothérapie en Algérie

En Algérie, l'utilisation des plantes médicinales est vieille d’'un millier d’années.
Les premiéres écritures sur les plantes médicinales en Algérie remontent au 9¢éme
siecle [11]. Méme pendant le colonialisme Francais, les botanistes ont réussi a
cataloguer un grand nombre d’espéces comme médicinales, et un livre sur les
plantes médicinales et aromatiques d’Algérie qu’était publié en 1942 par Fourment
et Roques [12], [13].

1.1.3. Production des plantes médicinales

Les plantes médicinales peuvent étre soit récoltées a I'état sauvage dans la
nature, soit cultivées. Les principaux pays producteurs de plantes médicinales
sont 'Europe de I'Est, les pays Méditerranéens, la Chine, I'Inde, I'Afrique, les
Etats-Unis, et le Mexique. Concernant le moment de la récolte des plantes
sauvages ou cultivées, il faut respecter certaines regles car le métabolisme des
plantes varie en fonction des saisons (Tableau 1.1), et méme parfois au cours de
la journée [14].

Apres la récolte, il faut procéder au séchage des plantes, de facon a inhiber les

réactions enzymatiques, ce qui permet une bonne conservation [15].
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Tableau 1.1 : Moments de récolte des différentes parties des plantes

Parties de plantes Moment de récolte
Racines et organes souterrains | Automne et hiver, pendant le repos végétatif.
Feuilles En général juste avant la floraison
Ecorces A la montée de la seve, avant la floraison
Partie aérienne En général au moment de la floraison.
Fleurs Au moment de leur plein épanouissement, ou
parfois en bouton.
Graines A maturité.

1.1.4. Formes d’utilisation des plantes médicinales

Le mode de préparation peut avoir un effet sur la quantité du principe actif
présent. En phytothérapie, les plantes médicinales peuvent étre utilisées en vrac

ou sous forme de préparations galéniques (Tableau 1.2).

Tableau 1.2 : Modes d’obtention des tisanes [16]

Préparation Mode opératoire
Infusion Recouvrir la drogue séche d’eau bouillante pendant 5 a 15 minutes.
. N Recouvrir la drogue d’eau froide et porter le tout a [I'@bullition
Décoction R .
pendant 15 a 30 minutes.
o Recouvrir la drogue d’eau froide et laisser en contact a température
Macération

ambiante pendant 30 minutes a 4 heures.

Recouvrir la drogue d’eau froide et porter le tout a une température

Digestion supérieure a la température ambiante, mais sans attendre
I'ébullition, et ce pendant 1 a 5 heures.

* . La décoction est privilégiée lorsqu’il s’agit d’extraire les principes actifs de parties de la plante
plus fibreuses ou I'eau a du mal a pénétrer : racines, écorces, tige, graines ou baies.

1.1.5. Principaux éléments actifs des plantes médicinales

pY

Les métabolites secondaires sont des produits a structure chimique souvent
complexe, on recense plusieurs milliers de métabolites (au moins 30000
structures caractérisées) [17]. lls sont regroupés en trois classes chimiques sur la
base de leurs origines biosynthétiques et caractéristiques structurales [18], [19] et
[20].

1.1.5.1. Composes phénoligues

Les composés phénoligues sont fortement répandus dans le regne végétal ; on les

rencontre dans les racines, les feuilles, les fruits et I'’écorce [21].
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Les composés phénoliques sont des dérivés non azotés qui dérivent du phénol
CsHsOH ; possédant au moins un noyau benzénique auquel est directement lié au
moins un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction (éther, ester,
hétéroside) (Tableau 1.3) [21].

Tableau 1.3 : Différentes classes des composés phénoliques [22] :

Squelette carbonée Classes de composés phénoliques

Ce Phénols simples et benzoquinones

Ce-C1 Acides phénoliques

Ce-C2 Acétophénones et les acides phenylacétiques

Ce-Cs3 Acides hydroxy-cinnamiques, coumarines, phénylpropéenes,
Chromons

Ce-Ca Naphthoquinones

Ce6-C1-Cs Xanthones

Ce-C2-Cs Stilbénes et anthraquinones

Ce6-C3-Cs Flavonoides et isoflavonoides

(Ce-C1)2 Tannins hydrolysables

(Ce-C3)2 Lignanes et néolignanes

(Ce-C3-Ce)2 Biflavonoides

(Ce-C3) n Lignines

(Ce) n Catéchols

(Ce-C3-Cs) N Tannins condensés

1.1.5.1.1. Flavonoides

Les flavonoides sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois
des feuilles [23]. Ce groupe de composés est défini par une structure générale en
Cis, caractérisée par un enchainement de deux noyaux aromatiques A et B liés
une unité de trois carbones [24] (Figure 1.1). Dans la nature, les flavonoides sont
généralement glycosylés, ces sucres ainsi que les groupes hydroxyles
augmentent leur solubilité dans I'eau, d’autres substitutions telles les methyls et

isopentyls, rendent les flavonoides lipophiles [25].

Figure 1.1 : Squelette moléculaire de base des flavonoides [26].
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Les flavonoides comprennent les flavonoides au sens strict (flavones, flavonols,
flavanones, flavanonols, flavanes, flavan-3-ols, flavylium, chalcones, aurones) et

les isoflavonoides [27].

Les flavonoides sont capables d'exercer des propriétés antioxydantes, anti-
inflammatoires, antiallergiques, antiulcérogénes [28], antidiabétiques [29]. Certains
flavonoides ont également démontré un potentiel d'agent vasodilatateur [30], et
anticancéreux [31], [32].

1.1.5.1.2. Phénols et acides phénoliques

Le terme d’acide-phénol peut s’appliquer a tous les composés organiques

possédant au moins une fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique [33].

Phénols simples : Les phénols simples (catéchol, phloroglucinol) (Figure 1.2)
sont plutdt rares a I'exception de I'’hydroquinone qui existe dans plusieurs familles

(Ericaceae, Rosaceae) [34].

OCH; OH cl)n VAV VA WY Ve VAVAVA
OH )\ "Ny Y
/\‘ /L “ .»J ”‘: \
HO™ ™" ~0H ]
0)
OH
gaiacol phloroglucinol T urushiol
(Zygophyllaceae) (Dryopteridaceae) ik (Anarcadiaceae)

Figure 1.2 : Exemple des phénols simples [23].

Acides-phénols dérivés de I'acide benzoique : Les acides-phénols en Ce-C1
dérivés hydroxylés de l'acide benzoique, sont trés communs aussi bien sous

forme libre que combinés a I'état d’ester ou d’hétéroside [35].

Acides—phénols deérivés de [Pacide cinnamique: Les acides hydroxy
cinnamiques peuvent exister sous une forme estérifiée par I'acide quinique [36],
[37]. lls peuvent également étre amidifies (dérivés de la spermidine, de la

tyramine), ou combinés avec des sucres [33].



26

1.1.5.1.3. Coumarines

Les coumarines sont des 2H-1-benzopyran-2-ones que l'on peut considérer
comme étant les lactones des acides 2-hydroxy-Z-cinnamiques (Figure 1.3) [33].
Elles sont produites en grande quantité en réponse a une attague biotique ou

abiotique, ces composés sont connus pour leurs propriétés anti-coagulants [38].

R, R, =R, = H : umbelliférone (hydroxy-7-coumarinc)

R,
= R, = OH, R, = H : aesculétine (dihydroxy-6,7-coumarine)
| R, = OCH,, R, = H : scopolétine
0 (hydroxy-7-méthoxy-6-coumarine)

R, = OH, R, = OCH; : méthyl-4-umbelliférone
(hydroxy-7-méthoxy-4-coumarine)

R, R, =R, = H: skimmine
IS (hydroxy-7-coumarine-8-D-monoglucoside)
1 R, =OH, R, = H : acsculine
(d‘xhydmxy—6.7~cwmmn¢-6-l)-mmoglucmldel
/O o o R, = OCH,, R, = H : scopoline

glucose (hydmxy-f-'mgthoxy-6{wmannc-B-D-monoglucmidc]
R, =OH.R,=0CH,:

2 3 4
m hydroxy-7-méthoxy-4-coumarine-8-D-monoglucoside
soraléne
o o ™

Figure 1.3 : Structure chimique de quelques coumarines [38].

1.1.5.1.4. Lignanes, néolignanes et composés apparentés

Les lignanes résultent de la condensation d’'unités phénylpropaniques. Quatre
groupes peuvent étre considérés : Les lignanes, les néolignanes , les oligomeres
, et enfin les norlignanes (Figure 1.4) [39]. Principalement les lignanes ont des

propriétés antiinflammatoires, et analgésiques [40].

(M (2)

Figure 1.4 : Structure et numération des atomes de carbone du phénylpropane (1)
et des lignanes (2) [41].
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1.1.5.1.5. Anthocyanosides

Ces pigments sont des composés hydrosolubles, de teinte rouge, violette ou bleu,
qui colorent les fleurs, les fruits et parfois les feuilles. Les anthocyanes sont
présents dans la nature uniquement sous forme d’hétérosides appelés
anthocyanosides (Figure 1.5) [42]. Ces puissants antioxydants maintiennent une

bonne circulation sanguine [43].

R1

i _OH
+

OH

"
XL

1 = Ry = H: Pélargonidine

OH, Rz = H: Cyanidine

OCHs, Rz = H, Péonidine

Rz = OH: Delphinidine

OCHs, Rz = OH: Petunidine

Rz = OCH. : Malvidine

Glucose : Sila forme est monoglucoside

AODDDD D00

Figure 1.5 : Structure chimique de quelques anthocyanidines [44].

1.1.5.1.6. Tanins

Les tanins ont la capacité de former des complexes avec des macromolécules (les
protéines, alcaloides...), et des liaisons entre les fibres de collagénes [45]. lls sont

localisés dans les vacuoles [42]. Il existe deux catégories de tanins : [45].

Tanins hydrolysables (Tannoides): Ce sont des esters d'oses et d’acides

phénols (acide gallique ou ellagique) (Figure 1.6) [33].

COCH COCH CO0H
HO OH HO l OHHD I
OH CH OH
ac. gallicue ac. digallipe
ac. ellagique

Figure 1.6 : Structure chimique de quelques tannoides [33].

Tanins condensés (catéchiques): Ce sont des polymeres flavanoliques,
constitués d’'unités de flavan-3-ols liées entre elles par des liaisons carbone-
carbone le plus souvent Cs-Cs ou C4-Cs tel la catéchine ou I'épicatéchine (Figure
1.7).
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Figure 1.7 : Squelette moléculaire d’'un Flavan-3-ol [33].

L’association des tanins avec les protéines de surface des virus ou des cellules
hétes serait a I'origine de la diminution de la charge virale (Herpés, SIDA....) [46],
[47].

1.1.5.1.7 Quinones

Les quinones sont des composés oxygenés (Figure 1.8) [39]. lls ont un effet
irritant et laxatif sur le gros intestin. Elles provoquent la contraction des parois

intestinales et stimulent le péristaltisme intestinal [48].

0 o o) o
. o 8 lls F 8 ; | | 1 ‘
A "“| 0 P ), [

ol o.‘ s [0 g ‘[)
p-quinone 0-quinone naphtoquinone anthraquinone naphtodianthrone

Figure 1.8 : Quelques motifs quinoliques [33].

1.1.5.2. Terpénoides et stéroides

Les terpénoides et les stéroides résultent de 'enchainement de plusieurs unités
isoprénique [49]. On distingue les monoterpénes réguliers, et irréguliers, les
sesquiterpénes (lactones sesquiterpéniques). Les monoterpénes (Figure 1.9) et
les sesquiterpenes (Figure 1.10) sont les constituants principaux des huiles

essentielles, qui sont utilisées en phytothérapie [33].
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Limonéne Menthol Carvone

Figure 1.9 : Exemple de monoterpénes [50].
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Figure 1.10 : Quelques exemples de sesquiterpenes [33].

On distingue aussi les diterpénes (20 carbones), les triterpénes (30 carbones), et
les stéroides (saponosides, hétérosides cardiotoniques, phytostérols, triterpenes
modifiés), et les cardénolides. Ces composés sont tres répandus et ils ont une

importance systématique (Figure 1.11).

Figure 1.11 : Exemples de structures : (1) : Taxane (Diterpene), (2) : Squaléne
(Triterpene), (3) : Cholestérol (Stérol), (4) : Cardénolides [33].

1.1.5.3. Alcaloides

Les alcaloides sont des composés organiques naturels (le plus souvent d’origine
végétale), hétérocyclique avec 'azote comme hétéroatome (Figure 1.12) [51]. lIs
constituent un des plus grands groupes de métabolites secondaires [52], [53].

Bien que beaucoup d’entre eux soient toxiques, certains sont employés dans la

médecine pour leurs propriétés analgésiques (la morphine), dans le cadre de
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protocoles de sédation (anesthésie, atropine), souvent accompagnés comme
agent hypnotiques, ou comme agent antipaludéens (quinine), ou agent

anticancéreux (taxol).

HO \N - O
| 1 o G0 %‘__{ ol

| /CI-H H _ ('nu,.w(;. 4 s )

' : H,CO N on \_,(\t ' 4
- J O

Morphine Atropine Quinine Taxol

Figure 1.12 : Exemple de structures alcaloidiques [54].

1.1.6. Toxicité des plantes médicinales

1.1.6.1. Définition

C’est un caractére des substances chimiques qui, au contact ou aprés pénétration
dans un organisme, ont la propriété de causer un dysfonctionnement a I'échelle
moléculaire, cellulaire ou organique [55]. De nombreuses espéces végétales
possédent une toxicité propre, directe (hépato toxicité par exemple) ou indirecte
(photosensibilisation), qu’il est nécessaire de connaitre avant toute

commercialisation [56].

C’est avec les pratiques millénaires de chasse et de guerre des populations
amérindiennes qu’est née la notion de toxicité des plantes, mot forgé sur la racine
grecque TOCOV’ [57].

1.1.6.2. Principales causes de toxicité par les plantes

La consommation de la plante a I'état brute, induit la consommation en plus des
principes actifs, d'autres produits et ne permettant pas ainsi de connaitre la dose
exacte du principe actif ingéré, entrainant un risque de sous-dosage ou de
surdosage [58]. Beaucoup de plantes médicinales sont thérapeutiques a une

certaine dose et toxiques a une autre [59].

Les intoxications sont de plus en plus rapportées avec parfois la contamination par

les métaux lourds, les pesticides, et les microorganismes [60].
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La composition d'une plante peut varier d'un spécimen a un autre, dépendant du
terrain, des conditions de croissance, dhumidité, de température,
d’ensoleillement. De méme, il ne faut pas utiliser des plantes d'origine douteuse,
puisque les facteurs de pollution, la cueillette et les méthodes de conservation et

de stockage... peuvent altérer leurs propriétés [61].

Les faux savoirs traditionnels importés par des « guérisseurs », peuvent étre aussi

a l'origine d’effets secondaires inattendus [62].

1.1.6.3. Symptdmes de l'intoxication par les plantes

Les accidents relatés dans la littérature scientifique suite a la prise de produits
naturels ont parfois des conséquences dramatiques [63],[64]. Les cas de toxicité
liees a lingestion de produits d’origine végétale sont souvent causés par des
réactions allergiques, pouvant avoir de graves conséquences, avec des
défaillances multi-organiques, une rhabdomyolyse, une insuffisance rénale aigué,
une hépatite aigué, et des conséquences graves sur le systéme digestif, cardio-

vasculaire et neurologique (angio-oedeme) [65],[66].



32

1.2. GENERALITES SUR LA PLANTE ETUDIEE : Cestrum parqui

1.2.1. Généralités sur le genre Cestrum

Le Cestrum est cultivé dans le monde entier pour ses grappes de fleurs
freguemment parfumées. Ces noms communs (Jessamine et le Jasmin) sont
utilisés pour certaines de ses especes [67], [68].

Ce genre est réuni dans la seconde section de la famille des Solanaceae
avec les Mandragores, les Belladones, les Alkekenges, les Morelles, les Lycium et
les autres genres de la famille qui ont comme eux le fruit charnu. Quelques
Cestrum s'élevent en arbre, mais la plupart sont des arbrisseaux [69].

150 espéces du genre Cestrum sont distribuées dans les régions tropicales et
subtropicales a travers le monde, dont les principales espéces sont: C.
aurantiacum Lindl., C. diurnum L., C. elegans (Brongn.) Schitdl., C. fasciculatum
(Schitdl.) Miers, C. nocturnum L., et C. parqui L ’Hérit. Il existe plusieurs
applications des plantes Cestrum en médecine traditionnelle. Plusieurs travaux de
ce genre ont été documentés et méme pour la toxicité des différentes espéces sur

les étres humains et le bétail a été signalée [70], [71], [72], et [73].

1.2.2. Systématique de Cestrum parqui

D’aprés [43] et [68] la classification qu’occupe Cestrum parqui (Photo 1.13) est la

suivante :
Regne : Plantae
Branche : Angiospermes
Classe : Dicotylédones
Ordre : Solanales
Famille : Solanaceae
Genre : Cestrum
Espece: C. Parqui
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Photo 1.13 : A et B : Vues générales de Cestrum parqui (Originale).

1.2.3. Description botanigue

Le Cestrum parqui est un arbrisseau de 2 a 3 m de longueur avec des tiges
droites, ligneuses, hautes de six a huit pieds, divisées en rameaux nombreux,

effilés, garnis de feuilles alternes [69].

Les feuilles sont alternes, lancéolées, glabres, d'un vert foncé en dessus, plus
pales en dessous , munies a leur base de petites stipules caduques, ces feuilles
sont regroupées en terminal de 80 a 100 mm de longueur et de 20 a 30 mm de
largeur, a forme pointue a chaque extrémité, produisent une odeur piquante et

crue lorsqu'elles sont écrasées, avec un feuillage qui dure toutes I'année.

Les fleurs d'un jaune un peu verdatre, sont hermaphrodites (20 a 30 mm),
apparaissent a la fin du printemps a l'automne (Tableau 1.4), produisent un
parfum désagréable pendant la journée et tres sucré le soir. Ces fleurs sont
regroupées en terminal avec une inflorescence axillaire, contenant chacune six a
25 tubulures jaunes. Les jeunes plantes prenant deux ans ou plus pour fleurir et
mettre en graine ; par contre les plantes matures fleurissent et ensemencent

chaque année.

Pour les grains ; elles se retrouvent le plus souvent en grappe de couleur
brun-violet de 10 mm de diamétre, ces graines peuvent rester dormantes dans le
sol pendant de nombreuses années (Photo 1.14) [74],[75],[76], et [77].
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Tableau 1.4 : Quelgues modifications au cours de cycle de vie de C.parqui [78].

AV | MAI | JN JT AO SE | OC | NO | DE
Floraison &3 B3 | - - i ] ST
Germination B3 - - - - - - -
Dormance - - - - - a B ﬁ - - - -
Traitement
chimique ) . ) ) ) ) ) ) B a a B

JA : Janvier, FE : Février, MA : Mars, AV : Avril, MAI : Mai, JN : Juin, JT : Juillet, AO : Aout, SE :
Septembre, OC : Octobre, NO : Novembre, DE : Décembre.

Photo 1.14 : Différentes parties de Cestrum parqui (Originale)

A : Feuilles, B : Fleures, C : Grains, D : Rameaux.

1.2.4. Appellations

Cestrum parqui posseéde plusieurs autres appellations données par différents

auteurs a travers le monde : [09], [79], [80], [81].

- Mesk el lil (Algérie),
- Cestrum vert, Jasmin de nuit (En Francais),

- Green Cestrum, Willow leaf jessamine (En Anglais),

- Duraznillo Negro, Hediondilla (Espagnol, Argentine, Portugal),
- Palqui (Chili),

- Yerba santa (Catalogne), Hierba santa (Peru),

- Chilenischer Hammerstrauch (Allemand),

- Paipalquen (Inde).
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1.2.5. Répartition

Le Cestrum parqui est une plante ubiquitaire ; on la retrouve aussi bien en
Australie qu’en Afrique du Nord [74], au sud européen et en Amérique latine [82],
[81], il est largement distribué dans la région méditerranéenne [81]. Cet arbrisseau
est trés répondu en Algérie, il orne de nombreux parcs, jardins et espaces verts
[09].

La dissémination des graines est facilitée par les oiseaux qui en consomment
les fruits et rejettent des graines viables et par une caulogeneése rapide a partir de
morceaux de racines qui subsistent dans le sol. D’autre part, les graines
dormantes ont une trés grande longévité [83]. La propagation de cette plante est
rassurée par le développement des graines dans les zones humides et
ombragées ; ce qui explique principalement pourquoi le Cestrum parqui pousse

sous les arbres et dans les zones couvertes [84].

1.2.6. Composition chimique

Les métabolites secondaires de la plupart des plantes du genre Cestrum ont été
étudiés [85]. De nombreux chercheurs ont démontré que les feuilles de C.parqui
sont riches en métabolites secondaires ; tel que les saponines stéroidique de
types digitogenine, gitogenine, tigogénine et gitoxigénine qui sont les composées
les plus étudiés de la plante [86], [87], [88], [81], [89], [90], [91], et [92], les
alcaloides de type stéroidique tels que la solasonine (Figure 1.16) ,la solasodine,
et la parquine et son homologue ; le carboxyparquine (Figure 1.15) [93], [94], [84] ;
[89]; [95]; , [92], et [96].

Solasodine (aglycone)

Chacotriose

HO
0= ®o0 0 o
He "0
HO 4+ O  Solamargine
Carboxyparquin Bl RN T s
o Solasonine : solasodine / solatriose
Cestrum parqui %

OH

Figure 1.15 : Diterpénoide[97]. Figure 1.16 : Solasonine [97].
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La présence des autres composés a été signalée tels que les flavonoides [98], et
[92], les tanins [99] et [92], les terpenes et stérols [98], [89], et [92], les phénols et
lignanes (néolignanes, sesquinéolignanes) [100] (Figure 1.17), et de la vitamine D
[101].

OCH,

OCH,

Ho™* Cestrum parqui
OCH, Bibenzofuran type sesquilignan
OH
OCH,
HO
0 o
.
HCO OCH,
H,CO
0  Cestumparqui  OCH 0
P.a q ! ) Cestrum parqui HO OCH,
“Head-m-head" |||"||{E.'d 4'0'4I-Wpe neollgnan 2(3H)-furanone type norlignan

Figure 1.17 : Structure chimique d’'un néolignane, un sesquinéolignane, et un

norlignane [100].

Des autres études phytochimiqgues plus poussées et plus détaillées ont été
réalisées ; L'équipe de [98] ont pu récemment caractériser chimiquement neuf
composeées (09) polyhydroxylés terpéniques, il s’agit de : cing composés C13 nor-
isoprénoides, deux composés sesquiterpénigues, un composé spirostanique, et

un pseudosapogenine.

L’acide coumarique, l'acide caféique, le caféate de méthyle, le férulate de
méthyle, l'acide benzoique, le benzoate de méthyle, et les benzaldéhydes
(substituants: 3-OH; 3-OCH3; 4-OH; 4-OH + 3-OCHS; 4-OH + 3,5-di-O-C-H3) sont
isolés et identifiés a partie des feuilles de Cestrum parqui [100].
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1.2.7. Toxicité

Pour [102], [103], et [104], les fruits de C.parqui sont plus toxiques que les
feuilles. En plus [105] suggérent aussi que lintoxication est plus commune a
lautomne parce que les premiéres gelées provoquent la chute des feuilles qui
sont consommeées par le bétail en paturage. De plus [106] a montré que la partie
verte de la plante (fraiche) est aussi actif que la forme séchée, et le macérat est

plus toxique que la décoction.

Cestrum parqui a été responsable, en Australie, de l'intoxication d'un troupeau
de vaches ; lintensité de lintoxication est selon la quantité et la durée de la
consommation de Cestrum parqui. Il a été confirmé que le parquine et le
carboxyparquine provoquent une nécrose hépatique et hémorragie intestinale
constatée chez le bétail qui en consomme [09], [106], [107],et [108], cette
héptotoxicité peut étre due aussi aux saponines (gitogénine et digitogénine) [87],
[88], et [96].

La dose létale pour les bovins est de 20 a 30 g/kg du corps corporelle [109].
Un veau est mort 48 heures apres ingestion de 30 g de poids humide de la plante
par kg de poids corporel. Des doses de 11 et 17 g / kg ont causé seulement une
|égére intoxication, avec une faiblesse et une anorexie qui dure 2 jours au

maximum [110].

Autrement ; des glycosides de vitamine D des feuilles provoquent I'absorption

anormale du calcium, la claudication et la perte de poids [101].
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1.3. GENERALITES SUR LES LEISHMANIOSES ET LES AGENTS
ANTILEISHMANIENS

1.3.1. Définition

C’est une parasitose, qui est provoquée par un Protiste appartenant a la famille
des Trypanosomatidae, ce parasite hétéroxéne (deux hotes différents) est
transmis par des insectes hématophages; les phlébotomes [111]. La
leishmaniose est considérée par I'Organisation Mondiale de la Santé (O.M.S),
comme faisant partie des six maladies parasitaires majeures présentes dans le
monde [112].

1.3.2. Parasites

Les criteres biochimiques, immunologiques et de biologie moléculaire ont permis
d’arriver a un consensus pour classifier les Leishmania et leurs espéces (Tableau
1.5).

Les parasites présentant une multiplication au niveau de lintestin moyen et
antérieur, sont caractérisés comme le sous-genre Leishmania, tandis que les
parasites se multipliant dans la partie postérieure puis remontant dans la partie

antérieure sont nommeés Viannia.(Tableau 1.6) [113], [114].

Tableau 1.5 : Systématique de genre Leishmania

REGNE : Excavata
EMBRANCHEMENT : Euglenozoa
CLASSE : Kinetoplastida
ORDRE : Trypanosomatida
FAMILLE : Trypanosomatidae
GENRE : Leishmania

SOUS GENRE : Leishmania (L.) et Viannia (V.)
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Tableau 1.6 : Taxonomie des leishmanies [112].

Sous-genre | Leishmania Especes

Complexe | L.donovani L. archibaldi; L. donovani; L. infantum; L. chagasi

Complexe | L.tropica L.tropica; L.killicki

Complexe | L. major L. major

Complexe | L. aethiopica L. aethiopica

Complexe | L. mexicana L. mexicana; L. amazonensis; L. pifanoi; L. garhami; L.
venezuelensis

Non pathogéene pour I'homme

Ancien Monde

L. gerbili; L.arabica

Nouveau Monde

L. aristidesi; L. enrietti; L. hertigi; L. deanei

Sous-genre

Vianna

Especes

Complexe

L. braziliensis

L. braziliensis; L. peruviana

Complexe

L. guyanensis

L. guyanensis; L. panamensis

Classement non définitif

| L. lainsoni

1.3.3. Vecteurs

Les phlébotomes (Figure 1.22) sont des insectes qui ont une activité maximale
crépusculaire [115]. Le genre Phlebotomus est responsable de la transmission
des Leishmania de I'’Ancien Monde. Ces sont les femelles qui transmettent les

parasites lors de leurs repas sanguins [116], [117].
1.3.4. Hétes

Les Leishmanioses sont majoritairement des zoonoses. Les mammiferes
sauvages (rongeurs, marsupiaux, paresseux, primates ou canidés) sont des
réservoirs primaires. Les mammiféres domestiques (canidés) sont des réservoirs
secondaires. Quand, par ses activités, 'Homme se met en contact avec le cycle

primaire de transmission animal vecteur, il devient un hoéte accidentel [117].

1.3.5. Dimorphisme des Leishmania

Les Leishmanies présentent deux formes morphologiques caractéristiques au
cours de leur cycle de vie : une forme dite promastigote et une forme dite

amastigote [118].
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1.3.5.1. Formes promastigotes

Cette forme est extracellulaire et fusiforme, prolongée par un flagelle. Lors de son
repas sanguin, la femelle peut ingérer des parasites présents dans des
macrophages infectés. Les macrophages seront lysés au niveau du tractus
digestif du vecteur et les amastigotes ainsi libérés vont pouvoir se différencier en

promastigote au bout de 24 heures (Figure 1.18) [119].

Figure 1.18 : Différentiation au niveau de tube digestif chez le vecteur [120]

Le sang (zone grise en C) (1 : Promastigote nectomonade, 2 : promastigote métacyclique) est
entouré par la membrane péritrophique.

1.3.5. 2. Formes amastigotes

Cette forme est sphérique, est la forme intracellulaire que I'on retrouve chez I'hote
mammifére. Lors de l'introduction des promastigotes métacycliques, ceux-ci vont
étre phagocytés par les macrophages dermiques. Cette internalisation du parasite
et, les changements environnementaux qu’il subit (passage d’'un milieu aérobie a
anaérobie, d’'un pH physiologique a un pH acide) vont induire la différenciation au
stade amastigote [118], [121].

1.3.6. Formes clinigue de la maladie en Algérie

Deux groupes de manifestations symptomatiques peuvent étre décrits, I'un
présentant la leishmaniose Vviscérale et lautre regroupant les formes
tégumentaires dans lesquelles le parasite reste localisé au niveau de la peau
[118].
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La leishmaniose constitue en Algérie un réel probleme de santé publique [122].
D’apres [123],[112],[124], et [125] ; deux formes de leishmanioses sévissent en

Algérie, la leishmaniose viscérale et la leishmaniose cutanée [126].

1.3.6.1. Leishmaniose viscérale (LV)

Elle est appelée kala-azar ou " fievre noire ", en absence de traitement, la LV est
mortelle. Lors de la piglre par le phlébotome, les parasites migrent via le systeme
sanguin et lymphatique vers les organes lymphoides (rate et moelle osseuse) et le
foie. Sa clinique se caractérise globalement par une inflammation du foie et de la
rate, ce qui provoque une hépato-splénomégalie, une distension abdominale

sévere, une perte de poids importante et une anémie (Figure 1.19) [127].

Figure 1.19: Enfant atteint de leishmaniose viscérale [117].

1.3.6.2. Leishmaniose cutanée (LC)

Autrefois connu comme le " Bouton d’'Orient ", la LC peut provoquer des |ésions
cutanées présentant, sur le site de piqlre, une papule prurigineuse. S’en suit une
réaction inflammatoire avec une hyperplasie de I'épithélium et une nécrose du
derme qui conduit a une ulcération (Figure 1.20). Ces ulceres sont généralement
circulaires avec des bords bien délimités. lls se recouvrent d’'une mince crodte et
evoluent vers une forme dite " humide " ou " seche ". Ces lésions laissent apres

cicatrisation, de profondes cicatrices non pigmentées [119], [128], [129], [130].
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Lésion pavillon oreille Lésion ulcérative visage
Figure 1.20: Lésions ulcératives de la leishmaniose cutanée [117].

1.3.7. Traitement des Leishmanioses

1.3.7.1. Traitement de premiére intention

Les traitements de premiéres intentions font appel a des sels d’antimoines : le N-
méthyl glucamine (Glucantime®) et le stibogluconate de sodium (Pentostan®)
(Figure 1.25). Les principaux problémes liés a ces traitements sont le prix (de 100
a 150 US$) et leur acces [131]. Ces produits ont une action inhibitrice sur la
formation de 'ATP et nécessitent une conversion intracellulaire en Sblll (antimoine
trivalent) pour étre actif. Il vient d’étre démontré que I'antimoine trivalent est un

inhibiteur de la trypanothione réductase du parasite [132].

1.3.7.2. Traitement de seconde intention

Les traitements de seconde intention sont l'usage de I’Amphotéricine B, et
'amphotéricine B liposomale, ou de la Pentamidine. L’Amphotéricine B est
capable de modifier la perméabilité de la membrane parasitaire en agissant sur

I'ergostérol par affinité permettant la formation de pores aqueux (Figure 1.25).

La pentamidine bloque, quant a elle, la thymidine synthétase et par conséquent la
synthése de I'ADN parasitaire et se fixe sur 'ARN de transfert [133], et [134].
Cependant, en Inde, la pentamidine n’est plus efficace [135]. Le traitement par

ces médicaments est moins toxique, mais colte trop cher [136].

1.3.7.3. Nouveaux traitements

De nouveaux produits ont montré récemment des résultats tres intéressants,
notamment la Miltéfosine dont le mode d’action n’est pas encore totalement

déterminé mais qui laisse supposer une action sur la biosynthése de la
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phosphatidylcholine [137]. L'avantage de ce médicament est qu’il permet un
traitement oral (2,5 mg/kg/jour) avec des effets secondaires négligeables et
présente des taux de réussite allant de 71% (Bolivie) jusqu’a au-dela de 90%
(Colombie 94%, Inde 98%) [138], [139], et [140] (Figure 1.21). La Sitamaquine qui
est un analogue de la primaquine, est administrée par voie orale. [138], [141], et
[142]. L’lmiquimod est une quinoline qui induit la production d’oxyde nitrique
[143]. Ce médicament a été testé topiquement en combinaison avec des sels
d’antimoines et a démontré un gain de temps de cicatrisation pour les patients
atteint de LC [138], [144], et [145]. La Paromomycine, un antibiotique
aminoglycosidique, a démontré son efficacitt en combinaison avec des

antimoines par voie parentérale [146].

De plus, des formulations sous forme de creme mélangée avec la Gentamicine

ont démontré un taux d’efficacité de 64% en Colombie [137].
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Figure 1.21: Structures des différents médicaments utilisés actuellement [117].

A : Glucantime® ; B : Stibogluconate de Sodium; C : Pentamidine iséthionate ; D :

Amphotéricine B ; E : Miltéfosine ; F : Sitamaquine ; G : Paromomycine ; H : Imiquimod.
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1.3.8. Recherche de nouvelles alternatives thérapeutiques contre les

leishmanioses

La médicine traditionnelle joue un réle significatif dans le processus de découverte
de nouvelles thérapeutiques. Les plantes offrent une source de molécules actives
contre plusieurs protozoaires responsables de différentes maladies, comme par
exemple le cas de la quinine, alcaloide antipaludéen issue du genre Cinchona.
Ensuite, nous pouvons remarquer le cas d'une lactone sesquiterpénique
antipaludéenne, l'artémisinine, qui est obtenue du genre Artemisia ainsi que
I'émetine, un alcaloide actif contre les amibiases issu du genre Cephaelis [147],
[148], [149].

De plus, les produits naturels nous offrent la possibilité de découvrir des structures
nouvelles et originales qui sont a la fois actives et sélectives, pouvant jouer le réle
de téte de série dans un processus d’optimisation. Dans cette optique,
I'hémisynthése a partir de molécules actives issues de plantes peut permettre de
baisser la toxicité et d’'augmenter la biodisponibilité.

La recherche de molécules bioactives ou de métabolites secondaires commence
par le screening d’extraits bruts de plantes, suivi d’'un fractionnement bio-guidé,
aboutissant a l'isolation et I'identification des molécules responsables de I'activité.
Les évaluations antileishmaniennes préliminaires commencent par le screening
sur les formes promastigotes et sur les formes amastigotes axéniques. Des tests
plus poussés sur des formes intramacrophagiques sont faits sur les molécules

actives isolées [147].
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1.4. GENERALITES SUR LA LEUCEMIE AIGUE ET LES LIGNEE CELLULAIRE
HUMAINE

1.4.1.4. Leucémie aigué :

Les leucémies aigués myéloides (LAM) sont des maladies hématopoiétiques
clonales caractérisées par la prolifération d'un précurseur myéloide qui
s’accumule dans la moelle, le sang et éventuellement d’autres organes et par une

altération de 'hématopoiése normale [150].

1.4.1.4.1 Facteurs étiologiques

Dans la majorité des cas, les leucémies aigués n’ont pas de cause connue et
surviennent chez des sujets jusque-la en bonne santé. Il est important de
souligner que le terme de LAM regroupe un ensemble hétérogéne de maladies qui
difféerent par la cause, 'dge de survenue, la clinique et le pronostic. Certains
facteurs de risque sont néanmoins identifiées comme [I'exposition a des

rayonnements ionisants, et a des produits chimiques [151].

1.4.1.4.2. Traitement

Les options de traitements varient en fonction du type de leucémie et d’autres
facteurs, tels que I'dge du patient et son état de santé général. Les principales
options sont la chimiothérapie, la greffe de cellules souches ou le traitement ciblé
qui repose sur l'utilisation de médicaments destinés a se lier uniquement a des

protéines ou des anticorps précis des cellules cancéreuses [152].



46

1.4.2. Agents anti tumoraux

1.4.2.1. Généralités

Pour qu'un produit soit un bon archétype d'agent antitumoral, il faut qu'il induise
une destruction des cellules tumorales sans affecter les cellules saines. Les
recherches sur I'étiologie du cancer n‘ont pas encore permis de concevoir des
modeles efficaces pour la sélection de biomolécules susceptibles d'atteindre

spécifiguement les cellules tumorales [153].

1.4.2.2. Modes d’action des agents anticancéreux

La plus part des produits a activité antitumorale agissent au niveau de I'ADN [154].
Généralement, les agents antitumoraux sont classés en quatre grands groupes :
les agents alkylants, les agents intercalants, les antimétabolites, et les poisons du
fuseau (Tableau 1.7).

Récemment, l'identification, la caractérisation et le développement de molécules
chimiothérapiques naturelles possédant des propriétés anticancéreuses est

devenu un domaine majeur de la recherche sur le cancer [155],[156].

Tableau 1.7: Quatre grands types des agents antimoraux [157].

Mode D’action Exemples

Type

Agents alkylants

positionnement entre deux paires de | Adriamycine, Ellipticine,

base adjacentes dans la double
hélice d'ADN.

guinones  aromatiques, et
dérivés du platine.

Antimétabolites

Se comportent ~ comme des
métabolites normales et s'insérent
dans un processus biochimique
particulier, fondamental pour la vie
cellulaire.

Nucléosides, 5-fluorouracile et
méthothrexate.

Poisons
fuseau

du

S'opposent a la constitution (ou plus
rarement a la disparition) du fuseau
au cours des différentes phases de la
division cellulaire.

Colchicine isolée du colchique
ou le taxol isolé de Taxus
baccata et Taxus brevifolia
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1.4.3. Lignées cellulaires humaines

1.4.3.1. Généralités et définition

Ces populations de cellules sont capables d’effectuer un nombre limité ou illimité
de divisions en culture et sont ainsi maintenues par repiquages successifs [158].
Cependant, des modifications génétiques peuvent conférer aux cellules la
possibilité de proliférer indéfiniment. Il s'agit alors de lignées cellulaires dites «
continues », qui constituent les modeles les plus maniables pour le biologiste.

Ces lignées sont le plus souvent obtenues a partir de cellules d'un tissu tumoral,
l'une des principales caractéristiques des cellules cancéreuses étant lI'immortalité
[159].

1.4.3.2. Isolement des cellules souches

Les méthodes d’enrichissement ou d’isolement sont variées. Deux méthodes sont
récurrentes. La premiere consiste a enrichir une population cellulaire en identifiant
les cellules de la « Side population ‘SP’ ». La seconde méthode consiste a utiliser

des marqueurs membranaires caractéristiques des cellules souches [160].

1.4.3.3. Culture et transformation cellulaire

La transformation d'une cellule normale en une cellule maligne implique une série
de modifications, dont des modifications chromosomiques (mutationnelles ou
épigénétiques).

Dans la cellule maligne, les génes qui maintiennent I'équilibre entre prolifération et
différenciation demeurent accessibles mais non fonctionnels. L'existence de
lignées cellulaires immortelles de phénotype normal montre que les fonctions de
prolifération et de différenciation sont génétiquement séparées.

Des études in vitro montrent cependant que la provocation d'un arrét de
prolifération des cellules malignes permet, en rétablissant I'équilibre normal
prolifération/ différenciation, de déclencher la différenciation cellulaire. L'intérét
récent porté aux oncogenes cherche a identifier les genes responsables de

I'immortalisation, et de la maturation anormale des cellules malignes [161]. La
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constitution de collections, ou banques, de cellules conservées dans l'azote liquide
assure une réserve destinée a protéger les cellules contre les modifications de
leur patrimoine génétique, le vieillissement in vitro, les risques de contamination
(microbienne , fongique ou virale) ou encore des problemes techniques de culture,
et permet la récupération de lI'ensemble des caractéristiques morphologiques et

fonctionnelles.

1.4.3.4. Environnement des cellules en culture

Il est possible de moduler I'environnement des lignées pour se rapprocher de la
situation physiologique. Cette modulation peut se faire a deux niveaux, type de
support sur lequel elles vont adhérer et composition du milieu de culture, et va
intervenir dans les étapes essentielles de la vie cellulaire: la survie, la prolifération,

la différenciation et la migration.

1.4.3.4.1. Milieu de culture

Les milieux de culture sont plus ou moins spécifiques de chaque lignée cellulaire
et doivent imiter autant que possible les conditions auxquelles la cellule a été
exposée in vivo. lls sont préparés en suivant les recommandations des différents
fournisseurs de lignées cellulaires, tel que | 'American Type Culture Collection
(ATCC) ou I'European Collection of Cell Cultures (ECACC).

Ces milieux sont classiqguement composés d'une solution saline tamponnée
complexe, qui contient les nutriments et les ions nécessaires au métabolisme
cellulaire, et de sérum de veau foetale (SVF) qui permet la croissance cellulaire.

On ajoute également des antibiotiques et des antifongiques [162].

1.4.3.4.2. Adhérence

Il existe deux principaux types de cellules : adhérentes ou non adhérentes. Tandis
que les cellules adhérentes (cellules étalées) vont devoir adhérer au support pour
se développer, les cellules non adhérentes vont se développer en suspension
dans le milieu (cellules sphériques, cellules circulantes ou certaines lignées

transformées).
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1.4.4. Lignée cellulaires monocytaires leucocémiques ; les Thpl

1.4.4.1. Généralités sur les monocytes

Les monocytes appartiennent au systeme des phagocytes mononuclées et sont
capables de se différencier en macrophages, cellules dendritiques et ostéoclastes
[163], [164], et [165]. lls sont par leur taille, les plus grandes des cellules
circulantes sanguines (Figure 1.31). Les monocytes représentent en situation
physiologique 2 & 7% des leucocytes humains.

Ces cellules ont un réle majeur au cours des réponses inflammatoire [166], [164],
[167], et immunitaire innée [168], elles participent également a ’homéostasie
cellulaire en détruisant les cellules apoptotiques et les composés toxiques [169], et
[170].

1.4.4.2. Généralités sur les cellules monocytaires de type Thpl

Cette lignée a été obtenue a partir du sang périphérique d'un patient porteur
d'une leucémie monocytaire aigué. Ces cellules de petite taille avec une forme
ronde en suspension poussant parfois sous la forme d'agrégats (Figure 1.22)
[171]. Les Thpl désignent une lignée cellulaire spontanément immortalisée,
représentent des outils précieux pour étudier la structure et la fonction des
monocytes dans la santé et la maladie [172]. Elles sont trés souvent utilisées pour

I'étude du réle des macrophages dans les réactions immunitaires, inflammatoires.

Figure 1.22 : Aspect des agrégats cellulaire d’une culture des Thpl [173].
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1.4.4.3. Différenciation des Thpl

La différenciation des monocytes Thpl en macrophages (Figure 1.23)
s’accompagne de nombreux changements sur le plan morphologique, biochimique
et fonctionnel qui sont utilisés comme marqueurs de différenciation. En effet,
aprés induction par les esters de phorbol (Phorbol 12-myristate 13acetate ou
PMA) les cellules deviennent adhérentes et présentent en quelques jours des
propriétés macrophagiques [174], [175], [176]. Les monocytes Thp 1 restent en
suspension dans les conditions de culture in vitro. lls présentent une forme ovoide
et apparaissent tres réfringents lors de leur observation en microscopie a
contraste de phase. Un des premiers criteres de différenciation en macrophage

est 'adhésion des cellules au support plastique de la boite de culture [177].

A partir de 48h d’incubation, on peut observer en microscopie optique a contraste
de phase l'apparition dans le cytoplasme de vacuoles caractéristiques d’une
activité phagocytaire et d’extensions cytoplasmiques formant de véritables

pseudopodes caractéristiques des macrophages.

Figure 1.23 : Observation en microscopie a contraste de phase de la

différenciation des monocytes THP1 en macrophages [178].
Les cellules THP-1 sont cultivées en absence (A, gauche) ou en présence (droit) de PMA (100nM)

pendant 48heures.

La différenciation des monocytes en macrophages s’accompagne de
changements dans le niveau d’expression de protéines de surface cellulaire (dont

des protéines impliquées dans I'adhésion cellulaire) [179].
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1.5. GENERALITES SUR LES INFECTIONS BACTERIENNES ET FONGIQUES,
ET LES AGENTS ANTIMICROBIENS

1.5.1. Infections bactériennes

Les bactéries sont des microorganismes trés adaptables, a I'origine de maladies
graves épidémiques comme le choléra, la peste ou bénignes comme une simple
colonisation de la peau, elles sont capables de survivre et se multiplier rapidement
dans leurs environnement et certaines forment des spores résistantes qui

survivent pendant des décennies.

En plus d’'une grande diversité d’habitat, les bactéries ont un important potentiel
d’adaptation génétique. Elles contiennent souvent de ’'ADN plasmique, capable de
transférer du matériel génétique au sein de l'espéce ou vers des espéces
différentes. Cette adaptabilité génétique peut accroitre a la fois leur pouvoir
pathogéne et leur résistance aux antibiotiques [180].

1.5.2. Antibiotiques

Ce sont des substances chimiques élaborées par des microorganismes; ces
substances possedent le pouvoir d'inhiber la croissance ou le développement des
bactéries [181], dans lesquelles elles pénétrent en perturbant le métabolisme
[182], ou en agissant spécifiguement sur une étape essentielle de ce dernier [183],
mais qui sont dépourvus de toxicité pour les autres cellules humaines ou animales
[184].

1.5.2.1. Modes d’action des antibiotiques

Le mode d'action des antibiotiques est, soit bactériostatique (empéche le
développement microbien) essentiellement tétracyclines, phénicols, macrolides;
soit bactéricide (qui détruit les germes), comme les bétalactamines, les

aminosides, les polypeptides [181], et [182]. Le spectre d'action varie d'un
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antibiotique a l'autre [182]. Ainsi, les antibiotiques ont été classés selon leur mode
d’action en [185], et [186]:

e Antibiotiques inhibiteurs des syntheses du peptidoglycane.
e Antibiotiques actifs sur les enveloppes membranaires.
e Antibiotiques inhibiteurs des synthéses protéiques.

e Antibiotiques inhibiteurs des acides nucléiques.

1.5.3. Résistance bactérienne

L'utilisation intense et abusive des antibiotiques a rapidement conduit a
'apparition des deux phénomeénes importants: les effets secondaires dus aux
médicaments et I'acquisition d’'une certaine résistance aux antibiotiques par

certaines populations microbiennes [187].

En raison des résistances multiples possibles et des effets secondaires des
antibiotiques synthétiqgues, une attention croissante a été dirigée vers les
antibiotiques naturels. Le potentiel des plantes aromatiques et médicinales
pourrait donc jouer un role important dans la lutte contre les infections

microbiennes [188].

1.5.4. Multirésistance et infection nosocomiales (IN)

Du fait de 'accumulation des résistances naturelles et acquises, les bactéries sont
devenues multirésistantes aux antibiotiques (BMR), et elles ne sont plus sensibles
qu’a un petit nombre d'antibiotiques habituellement actifs en thérapeutique [188].
Parmi les principales espéces bactériennes multirésistantes (BMR) responsables

d’infection nocosomiale (IN), nous citons :

1.5.4.1. Staphylococcus aureus résistant a la méticilline (SARM)

Les SARM représentent 5 a 10% des bactéries isolées des IN. lls sont
principalement impliqués dans les IN cutanées, du site opératoire, des voies
urinaires et respiratoires, et les bactériémies. Les SARM, résistants a toutes les
3-lactamines, sont aussi souvent tres résistants aux aminosides, aux macrolides

et aux fluoroquinolones [188], et [189].
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1.5.4.2. Entérobactéries productrices de R-lactamase a spectre étendu

(EBLSE)

Les entérobactéries dans leur ensemble représentent 35 a 40% des bactéries
responsables d’IN. Les EBLSE représentent environ 1% des bactéries isolées des
IN. Les EBLSE sont principalement impliguées dans les infections urinaires,
symptomatiques ou non, les bactériémies et les infections de plaies ou de site
opératoire [188], et [189].

1.5.4.3. Acinetobacter baumani multirésistant (résistant a la ticarcilline) (ABR)

Les Acinetobacter baumani représentent 2 a 4% des bactéries responsables d’IN.
Dans certains secteurs hospitaliers (Unité de soins intensifs) et sont souvent a
lorigine de bouffées épidémiques dans lesquelles est impliquée la forte
contamination de I'environnement des patients porteurs. Certaines souches
épidémiques résistantes a I'lmipenéme conduisent a des impasses thérapeutiques
[188], et [189].

1.5.5. Infections fongiques

Le développement d’'une pathologie fongique chez '’humain dépend souvent des
facteurs prédisposant comme I'augmentation accru des patients immunodéprimés
(pathologies concomitantes (SIDA)), d’événements associés (intervention
chirurgicale invasive, traitement antibiotique...) ou de facteurs environnementaux
(conditions d’élevage favorisent les contacts rapprochés) [190]. Dans la pathologie
fongigue ou mycosique, trois types de mycoses humaines sont fréquentes et
universelles : les dermatophytes, le Pityriasis versicolore et les candidoses
cutanéo-muqueuses. D’autres sont plus rares mais profondes et séveres [191]
(Tableau 1.8).
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Tableau 1.8 : Principaux types d’infections fongiques rencontrées chez 'lhomme

[219].

Type d’infection

Agent responsable

Site d’infection

et Epidermophyton.

Cryptococcoses | Cryptococcus neoformans. Poumons, cerveau (méninges et
liquide céphalorachidien).
Candidoses C. albicans, C. glabrate, C. | Peau et muqueuses, tractus
parapsilosis, C. krusei. gastro-intestinal et sang.
Dermatophytoses | Trychophyton, = Microsporum, | Cuir chevelu ; peau et angles.

Blastomycoses

Blastomyces dermatitidis.

Visage, mains et pied.

Sporotrichoses

Sporothrix schenkii.

Peau.

1.5.6. Antifongiques

Il existe 4 classes principales d'agents antifongiques (Tableau 1.9) qui agissent

soit au niveau de la paroi fongique, soit sur la membrane fongique ou soit au

niveau de l'acide nucléique (Polyénes, azolés, échinocandines, griséofulvine)

[193], [194].

Tableau 1.9 : Classe des antifongiques [194].

Antifongiques

Cible

Toxicité

Polyenes
Amphotéricine B

Membrane fongique.

Fongicide.

Echinocandines
Caspofungine

Paroi fongique.

Fongicide sur Candida.
Fongistatigue sur Aspergillus.

Azolés
Voriconazole
Itraconazole

Inhibition de la 14a
déméthylase
(Ergostérol membranaire).

Fongistatique sur Candida
Fongicide sur C. krusei, et A.
fumigatus).

5-fluorocytosine.

Acide nucléique.

Fongistatique.

1.5.9. Résistance aux agents antifongiques

Le développement de certains phénomenes de résistance fongique a été observé

ces derniéres années en paralléle a I'utilisation croissante des antifongiques en

prophylaxie et

pour

des traitements longs

dans le cas de patients

immunodéprimés [195]. La résistance peut se définir soit comme un phénomene

in vitro lié a une augmentation de la CMI soit comme un phénoméne clinique défini
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comme la persistance ou la progression d'une infection en dépit d’'une thérapie

antimicrobienne appropriée [196], et [197].

1.5.11. Plantes source des molécules antimicrobiennes

Les plantes synthétisent plus de 100 000 petites molécules dotées pour la plupart
d’une activité antibiotiques.[198], [199].

Le spectre d’action des antimicrobiens produits par les plantes est plus restreint
que celui généré par les antibiotiques conventionnels. En effet, ces derniers
possedent une haute activité contre les bactéries a Gram positif, mais demeurent
peu actifs contre les bactéries a Gram négatif et les levures [200]. L’action des
plantes sur les souches fongiques résistantes prend jour aprés jour sa place dans
la découverte des nouveaux agents antifongique ; pour cela les sécrétions
végeétales telles que les huiles essentielles sont intéressantes du point de vue leur

pouvoir fongitoxique [201].
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1.6. GENERALITES SUR LE STRESS OXYDATIF ET LES ANTIOXYDANTS

1.6.1. Stress oxydatif

1.6.1.1. Définition

Au cours de la respiration cellulaire et plus précisément dans la chaine respiratoire
de la mitochondrie, des réactions d’oxydo-réduction ont lieu ; des électrons sont
transportés jusqu’a un accepteur final, 'oxygéne, qui est réduit en molécule d’eau.
Une partie de cet oxygéne (1 a 3 %) n’est cependant pas réduite mais convertie
en Especes Réactives de I'Oxygene (ERO) ou radicaux libres (R) [162]. Dans des
conditions normales, ces radicaux libres sont physiologiquement en équilibre avec

des composés antioxydants [163].

Dans certaines conditions, au cours d’une inflammation ou en réponse a certains
facteurs environnementaux comme les irradiations (UV ou rayons X), la production
de ces radicaux libres augmente générant un déséquilibre en faveur des entités

oxydantes appelé « stress oxydatif » [164].

1.6.1.2. Radicaux libres (RLS)

Les radicaux libres sont des especes chimiques instables, neutres ou chargées,
qui possedent un électron non apparié sur leur derniére couche électronique [165].
Pour retrouver un état plus stable, ils réagissent avec d’autres molécules, dans le
but de récupérer un électron. lls peuvent étre classés en deux catégories : les
radicaux libres primaires et les radicaux libres secondaires. Les premiers sont
formés directement a partir de 'oxygéne ou de I'azote et sont appelés Espéces
Réactives de 'Oxygene (ERO) ou Espéces Réactives de I'azote (ERN) (Tableau
1.10). Les radicaux libres secondaires sont générés par action d’un radical
primaire sur des composeés cellulaires. Le radical hydroxyle OH’, le plus toxique
des radicaux libres [166], et [167].
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Tableau 1.10 : Principales espéces réactives dans les systemes biologiques

[162].
Espéce radicalaire Espéce non radicalaire
Espece réactif Espece réactif Espéce non réactif Espece non réactif
d’'oxygéne d’azote d’oxygéne d’azote
O2+": Anion NO": Monoxyde | ONOO":Anion ONOO™: Anion
superoxide d'azote péroxynitrite péroxynitrite
HO2:Radical NO:2 : Dioxyde OONOOQO™:Anion OONOO™: Anion
hydroperoxyle d'azote péroxynitrate péroxynitrate
OH':Hydroxyle N3":Nitrate H,O,:peroxyde ONOOH: Acide
RO":Radical alkoxyl d'hydrogéne peroxynitreux
ROO":Radical O,:0Oxygéne singulet | ROONO: Alkyl
alkoperoxyl 03:0zone péroxynitrate
ROOH":Radical HOCL: Acide HNO,: Acide nitreux
hydroxyperoxyl hypochloreux NO*:Cation
ROOH: NO™:Anion nitrosyle
Perxidesorganiques

1.6.1.3. Origine des radicaux libres

Les facteurs responsables de lI'augmentation de la production de radicaux libres
par I'organisme sont appelés facteurs oxydants. lls se divisent en deux facteurs

endogenes et exogenes.

1.6.1.3.1. Facteurs endogénes

Les complexe, nicotinamide adénine dinucléotide réduit (NADH)-ubiquinone

oxydoréductase et l'ubiquinone-cytochrome C réductase, sont d'importants
complexes membranaires qui peuvent générer d’Oze- et d’H202 au cours de la
chaine respiratoire mitochondriale [168], et [169].

-Les cellules phagocytaires et non phagocytaires possédent une enzyme
membranaire, la NADPH oxydase, qui est spécialisée dans la fabrication d’O2
[170], [171], et [172].

-La xanthine oxydase (XO) utilise I'oxygéne moléculaire comme un accepteur
d’électrons en produisant 'Oz [173].

-Le peroxysome de nombreuses enzymes générant d’H202 [174], [175].

-Les ions métalliques, comme le fer et le cuivre sous leurs formes réduites,

transforment ’'H202 en OH"® [176].
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-Les lipooxygénases catalysent I'oxydation des acides gras polyinsaturés (AGPI)
ou des acides gras estérifiés comme les esters de cholestérol pour donner des

dérivés d’acides gras hydroperoxydes toxiques [177].

1.6.1.3.2. Facteurs exogenes

-Le tabagisme, poisons environnementaux, et I'alcool favorisent la génération des
radicaux libres, La phase gazeuse de la fumée contient 101° radicaux par bouffée
ainsi que de nombreux NO [178].

-L’exposition a des radiations ionisants (UV-A) conduit a la production de ; 02,
OH~ et ONOO" [179].

-Les métaux ont la capacité de produire les ROS, comme la production du radical
hydroxyle et 'O2°". Le Ni et le Fe peut réagir avec H20: par différents mécanismes
pour former des complexes du métal-oxygene [180].

-Différentes expositions de pesticide, y compris des organophosphates, induisent

le stress oxydant di a la génération des RLs [181].

1.6.1.4. Conséguences du stress oxydant

Dans des conditions normales, les radicaux libres sont des composés trés utiles
pour I'organisme mais a fortes doses, paradoxalement, ils causent des dommages

cellulaires importants :

-Dommage de I’ADN : L’attaque radicalaire peut entrainer I'oxydation des bases,
engendrant un grand nombre de bases modifiees, mais le stress oxydant peut

aussi attaquer la liaison entre la base et le désoxyribose [182], et [183].

-Dommage des protéines : Les protéines modifi€es perdent leurs propriétés
biologiques, et deviennent beaucoup plus sensibles a I'action des protéases. Les

plus sensibles a leur action sont les acides aminés aromatiques [184], et [185].

-Dommage des lipides (peroxydation lipidique) : Les acides gras polyinsaturés
présents au sein des membranes cellulaires sont les plus sensibles. En raison de
leurs nombreuses doubles liaisons, ils peuvent étre dégradés par un mécanisme

en chaine appelé peroxydation lipidique [186].
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-Dommage des glucides : L'oxydation du glycose peut libérer des céto-aldéhyde,
H202 et OH" en présence des métaux, et entrainer également la coupure de
protéine et leurs glycation par attachement du céto- aldéhyde. Il formant aussi un

dérivé de produit de glycation avancé [187].

1.6.2. Antioxydants

1.6.2.1. Définition

Toute substance présente a faible concentration par rapport au substrat oxydable,
qui est capable de retarder, prévenir, neutraliser ou de réduire les dommages de
'oxydation causés par les radicaux libres dans l'organisme et permettent de
maintenir au niveau de la cellule des concentrations non cytotoxiques d’ERO
[188]. lls peuvent étre classés selon leur mode d’action, leur localisation cellulaire

et leur origine.

1.6.2.2. Classification des antioxydants

1.6.2.2.1. Selon le mode d’action

D’aprés [189], les modes d’action d’'un antioxydant peuvent comprendre le
piégeage direct des ERO, l'inhibition des enzymes et la chélation des traces
métalliques responsables de la production d’ERO. Dans l'organisme, il existe
plusieurs types de molécules a activité antioxydante dont les mécanismes d’action

sont différents.

1.6.2.2.2. Selon la localisation

Les antioxydants peuvent étre classés en molécules liposolubles ou
hydrosolubles. Selon leurs caractéristiques physico-chimiques, ils auront une
localisation cellulaire préférentielle, les membranes cellulaires pour les substances
liposolubles et le cytosol et/ou le milieu extracellulaire pour les substances
hydrosolubles [190].

1.6.2.2.3. Selon l'origine

Les antioxydants peuvent étre classés en deux catégories :
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A -Enzymes antioxydantes directement synthétisées par I'organisme
(antioxydants endogenes); Ce type est présent en permanence dans

I'organisme mais sa quantité diminue avec I'dge. On cite principalement [191]:

-Superoxydes  dismutases (SOD), Catalases (CAT),
Peroxydases (POX), Peroxyredoxines (PRX), Glutathion
péroxydase (GPX).

B- Nutriments antioxydants dont les apports sont nécessaires par
I’alimentation (antioxydants exogénes) [192], [193], [194], [195], et [196] :

- Vitamine E, Vitamine C, Caroténoides, Flavonoides, Tanins,

Coumarines,Sélénium.
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1.7. GENERALITES SUR L’INFLAMMATION ET LES AGENTS
ANTIINFLAMMATOIRES

1.7.1. Définition

L’inflammation est une réaction de défense et d’adaptation de I'organisme a
une stimulation cellulaire excessive ou anormale due a une agression tissulaire
[132], et [133]. La fonction principale de linflammation est d’éliminer I'agent

agresseur et de permettre la réparation des tissus [134].

1.7.2. Manifestations clinigues

La réaction inflammatoire est responsable de phénomeénes locaux caractérisés par
quatre signes cardinaux ; qui sont la rougeur (vasodilation et I'hyperémie), la
chaleur (augmentation du début sanguin), la douleur (stimulation de neurones
nocicepteurs), et 'cedéme ('exsudation de liquide et de protéines plasmatiques
dans les tissus). Les effets cliniques généraux sont une altération de I'état général,
associant une asthénie, une anorexie, un amaigrissement, des troubles du

sommeil et une cachexie avec fonte musculaire [135].

1.7.3. Types d’inflammation

1.7.3.1. Inflammation aigue

L’inflammation aigué est caractérisée par sa courte durée et par un
rétablissement, a terme, de 'homéostasie tissulaire. Elle est dite non-spécifique
lorsque I'événement déclencheur de la réaction inflammatoire est rencontré pour
la premiére fois par [lorganisme. Les inflammations aigués guérissent
spontanément ou avec un traitement, mais peuvent laisser des séquelles si la

destruction tissulaire est importante [136].
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1.7.3.2. Inflammation chronigue

L’'inflammation chronique est définie par la présence de lymphocytes,
macrophages, et plasmocytes dans les tissus. Les inflammations chroniques
n‘ayant aucune tendance a la guérison spontanée évoluent en persistant ou en

s'aggravant pendant plusieurs mois ou plusieurs années [137].

1.7.4. Facteurs étiologiques

1.7.4.1. Agents phlogogénes exogenes

-Agents physiques: Radiation, électricité, froid, chaleur, piqlre, coupure...
-Agents chimiques: Acide, base, substances minérales diverses.
-Agents biologiques: Microorganismes pathogénes (virus, bactérie, parasite,
champignon), et certains produits comme le venin, le pollen et les toxines [133],
[138].

1.7.4.2. Agents phlogogénes endogénes

Ce sont les antigenes, les auto-antigénes, les complexes immuns circulants,
également les cristaux formés dans les liquides biologiques (Urates,
Cholestérol...) [138].

1.7.5. Phases de l'inflammation

Classiquement, les mécanismes de l'inflammation peuvent étre groupés selon la
séquence et les manifestations cellulaires et tissulaires suivantes [139], [140],
[141], [142], et [143].

1.7.5.1. Phase vasculaire et plasmatique

Elle est caractérisée par une vasodilatation artérielle entrainant un érytheme, un
dégagement de chaleur locale, une hyperesthésie. Il se produit une altération des

micro-capillaires par relachement des cytokines et des substances vasoactives
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(histamine, prostaglandine, dérivés du complément...) entrainant I'exsudation des

cellules et du plasma vers les tissus.

1.7.5.2. Phase cellulaire

La migration extra vasculaire (diapédése) des leucocytes, et la libération de
cytokines sont a I'origine de I'activation cellulaire et de la libération de médiateurs.
Dés lors une succession d’événements au sein de la Iésion inflammatoire entraine
: la phagocytose d’agents extérieurs, la captation et la présentation d’antigenes, et
la production de radicaux libres. Les cytokines en outre agissent au niveau

systémique pour augmenter la défense de I'héte sous forme de fievre

1.7.5.3. Phase de régénération

Cette phase passe par une détersion de I'agent causal et des débris cellulaires et
tissulaires du foyer inflammatoire de facon interne (phagocytose, pinocytose) ; et

externe par les orifices naturels ou par formation d’abces.

1.7.6. Cellules et médiateurs de l'inflammation

Les Iésions tissulaires et l'inflammation engendrent la production d’un grand
nombre de médiateurs qui, directement ou indirectement, contribuent a la

sensibilisation des fibres afférentes périphériques.

1.7.6.1. Cellules

a- Polynucléaires neutrophiles: Elles libérent des protéases, des protéines
cationiques, et des éicosanoides. lls présentent des récepteurs membranaires
responsables de leurs adhérences, de chimiotactisme, de migration, endocytose
et phagocytose [144].

b- Phagocytes mononuclées : lls ont des réles d’adsorption et de lyse d’agents
pathogenes, ils assurent également la présentation des antigenes aux
lymphocytes, la résorption de substances étrangeres, et de débris, ils sécrétent

des cytokines, et participent a I'agression tissulaire par la libération de métabolites
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de l'oxygéne, de protéase. Enfin ils participent a la fibrinogénése et au
remodelage cellulaire par I'apport de collagénase [144].

c- Lymphocytes : lls sont de deux types : les lymphocytes B qui par
différenciation donnent naissance aux plasmocytes, producteurs
d'immunoglobulines, et les lymphocytes T responsables de | ‘immunité a

médiation cellulaire [144].

d- Polynucléaires éosinophiles : Leur fonction principale est de s'attaquer aux
parasites. Elles interviennent aussi dans la modulation et la propagation de la
réponse immunitaire adaptative en activant directement les lymphocytes T [145].
e- Mastocytes : Elles se caractérisent par la présence dans leur cytoplasme de
tres nombreuses granulations contenant des médiateurs inflammatoires comme la
sérotonine, I'histamine, I'néparine et des cytokines [146], [147].

f- Cellules endothéliales : Elles sécretent les cytokines, leur multiplication et leur
différenciation sont indispensables a I'angiogénese, facteur clé de réparation
tissulaire. Les cellules endothéliales sont capables de participer aux phénomeénes
de réparation post inflammatoire par la production de protéines matricielles et de
différentes protéases [148].

i- Fibroblastes : Elles interviennent dans la production de la matrice
extracellulaire qui offre une résistance mécanique aux cellules. lls produisent au
cours de la réaction inflammatoire des enzymes de destruction de la matrice :
collagénases, gélatinase, stromélysine, cathepsines,...etc. lls participent aussi aux
phénoménes de cicatrisation [149].

j- Plaquettes : Elles sont indispensables a I'hnémostase primaire. Elles libérent de
nombreux médiateurs comme le fibrinogéne, le plasminogéne, des protéases

plasmatiques ainsi que de la sérotonine [150].

1.7.6.2. Médiateurs

1.7.6.2.1. Médiateurs cellulaires

a. Amines vasoactives :
*Sérotonine : Elle stimule les fibres lisses vasculaires et la disjonction des

cellules endothéliales.
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*Histamine : Elle se trouve stockée sous forme de complexes protéiques
inactifs car liée a I'héparine, elle est libérée lors de la dégranulation des
cellules phagocytaires [142].
b- Cytokines : Jouant un réle essentiel dans les communications intercellulaires.
Les cytokines pro-inflammatoires sont essentiellement l'interleukine IL-1, IL-2, IL-
6, IL-8 et le tumor necrosis factor (TNF aplha) [142].
c- Leucotrienes et prostaglandines : lls augmentent la perméabilité capillaire et
exercent une chimio-attractivit¢ sur les polynucléaires. Les prostaglandines
produisent une vasodilatation locale, favorisent 'cedéme et I'afflux leucocytaire, de
plus, ils dépriment certains mécanismes immunitaires et potentialisent les effets
algogénes de la bradykinine [151].
d- Facteurs d’activation plaquettaire ‘PAF’: Ils jouent un rdle dans la
vasodilatation, augmente I'adhésivité de la paroi vasculaire, stimule I'agrégation
des plaquettes, induit la production des ROS, et la libération des enzymes

lysosomiales par les neutrophiles, les éosinophiles et les macrophages [152].

1.7.6.2.2. Médiateurs plasmatiques

a-Kinines : Elles sont vasodilatatrices et augmentent la perméabilité vasculaire.
Elles favorisent la libération des prostaglandines [153].

b-Systéme du complément : Il entraine la fixation sur la particule cible de C3
responsable de l'opsonisation et de C5, C6, C7 et C8 responsables de la lyse
avec libération de fragments peptidiques, les anaphylatoxines provoquant une
inflammation locale [151].

c- Facteurs de la coagulation: la fibrine qui sédimente dans le site de
linflammation a la phase aigué est le résultat de I'activation de la fibrinogénése
[142], [140].

1.7.7. Implications pathologiques de 'inflammation

De nombreuses maladies inflammatoires sont liées a des mécanismes considérées
comme dysimmunitaires, comme les maladies auto-immunes systémiques et
localisées, et les maladies auto-inflammatoires [137]. Quelques exemples sont

rapportés dans le tableau 1.11.
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Tableau 1.11 : Exemples de maladies liées a I'inflammation [154].

Origine Origine

-Artériosclérose Arthrose
-Asthme Polyarthrite rhumatoide
Désordres dans lesquelles le réle -Eczéma Maladie de Crohn (MC)
pathogénique principal revient a I'inflammation. | -Goutte Thyroidite d'Hashimoto
-Maladie d’Alzheimer

-Lupus érythémateux disséminé

Maladies d’origine infectieuse dans lesquelles | -Hépatite C Tuberculose

I'inflammation contribue dans la pathologie. -Tuberculose Dysenterie bactérienne

Maladies d’origines divers dans lesquelles la Clrrhc_)se hépatique poste virale ou

) : . alcoolique

fibrose poste inflammatoire est la cause : , - .
. : -Fibrose  pulmonaire idiopathique

principale de la pathologie. Bilharziose

1.3.8. Anti-inflammatoires conventionnels

La thérapeutique anti-inflammatoire est généralement menée par des
molécules de synthéses du type anti-inflammatoire non stéroidien ou stéroidien
(corticoides), ce sont des médicaments largement utilisés mais dont les effets

secondaires sont parfois graves [155].

1.7.8.1. Anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

lls caractérisent tous par leurs propriétés antalgique, anti-inflammatoire et anti-
agrégante plaquettaire (Tableau 1.12). lIs inhibent principalement le métabolisme
de I'acide arachidonique par la voie de la cyclooxygénase. Les effets secondaires
sont d’ordre digestif (ulcére), rénal, hépatique, cutané-muqueux, hématologique

(cytopénie, atteinte médullaire), et allergique [156].




Tableau 1.12 : Exemples d’anti-inflammatoires non stéroidiens [158].
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Classe structurale Nom scientifique Nom commercial
Salicylates Acétyle salicylique Aspirine®
Diflusinal Dolobid®
Dérivés d’acide | Ibuprofene Ibuprofene®
propénoique Fenoprofene calcium Nalfon®
Flurbiprofen Ansaid®
Ketoprofen Nalfon®
Dérivés d’acide acétique | Diclofenac Voltarene®
Indoles Indométacine Indocine®
Tolmetin Tolectine®
Sulindac Clinoril®

1.7.8.2. Anti-inflammatoires stéroidiens (AlS)

lls représentent le traitement le plus efficace utilisé pour les maladies
inflammatoires chroniques (Tableau 1.13) [159]. lls augmentent la production de la
lipocortine, inhibant ainsi la phospholipase A2 donc la libération de l'acide
arachidonique . En outre, ils diminuent fortement la migration des polynucléaires,
monocytes-macrophages vers le site de I'inflammation et la production d’autres
médiateurs comme I'histamine, la sérotonine, les cytokines, les ions superoxydes.
L’'usage des glucocorticoides est associé a de nombreux effets indésirables, le
risque d'apparition de ces effets s’accroit avec le prolongement de la durée du
traitement. Conduisant a des troubles aigus tels que I'hypertension artérielle et

I'ulcéres gastro-duodénaux [160], et [161].

Tableau 1.13: Les principaux AlS [160].

Glucocorticoide

Nom commercial

Cortisol (Hydrocortisone)

Hydrocortone®, Solu-Cortef®

Cortisone

Cortison CIBA®

Prédnisone

Prednison Streuli®

Prédnisolone

Spiricor®t, Ultracorten®

Méthylprédnisolone

Urbason®, Solu-Medrol®

Triamcinolone

Kenacort®, Ledercort®

Bétamethasone

Celestene®, Diprostene®

Déxaméthasone

Fortecortin®, Decadron®
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PARTIE 2 : EXPERIMENTATION ET METHODES D’ANALYSE

2.1. Récolte et séchage du matériel végétal

Le matériel végétal a été récolté au mois d’Avril 2013, 2014, et 2015 au Jardin
d’essai EL-HAMMA (Belouizdad) (Figure 2.1) (Tableau 2.1). Le prélévement a été
effectué tres soigneusement sur des spécimens cultivés au stade de floraison, les
feuilles récoltées sont rincées a 'eau distillée stérile, et directement séchées dans
des conditions ambiantes d’humidité, de température, et a I'abri de la lumiére. Des
échantillons ont été conservés a I'état frais pour la confirmation de la plante et

I'étude botanique, et afin de déterminer la teneur en eau de la plante.

Figure 2.1 : Carte géographique d’Alger, zone de récolte (cercle rouge) [266].

Tableau 2.1: Récolte de matériel végétal

N° récolte Date Heure Lieu Temps Duré du But
séchage

pére 09/04/2013 | 10 :40 | Alger- Ensoleillé | 20 jours Identification de

récolte Belouizdad la plante

2eme 17/04/2013 | 11.45 | Alger- Ensoleillé | 20 jours Calcul du

récolte Belouizdad rendement
(extraits)

3éme 01/04/2014 | 10 :30 | Alger- Ensoleillé | 20 jours Analyses

récolte Belouizdad multiples
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2.2. ldentification Botanigue de C.parqui

L’identification botanique a été faite par la paysagiste Mme BELAIDI Naima (Jardin
d’essais el HAMMA-AIger), et Mr. METTTAI (Département d'agronomie de
luniversité de BLIDA 1), et confirmée par I'équipe du laboratoire d’arbrier de
I'Institut National Supérieur d’Agronomique (INSA) EL HARRACH -ALGER ; ou est

conservé un échantillon d’herbier (Figure 2.2).

Photo 2.2 : Herbier de C. parqui conservé a 'INSA-EL HARRACH (Originale)

2.3. Traitement et préparation de la poudre végétale

La matiere végétale seche a été broyée a l'aide d’un broyeur (moulin a café)
jusqu’a I'obtention d’une poudre de granulométrie compatible avec une extraction
optimale. La poudre est ensuite conservée dans des flacons, en verre
hermétiguement fermés a basse température (4°C) en vue de procéder aux

différentes manipulations.

2.4. Enquéte ethnobotanique et socio-économique

L’enquéte ethnobotanique est un travail de terrain qui consiste a aller a la
rencontre des praticiens traditionnels et des personnes différentes pour s’enquérir
de leur connaissance et leur méthode de traitement des maladies. Cette enquéte
est indispensable dans la mesure ou elle nous permet de nous orienter afin de

cibler certains tests biologiques.
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L’enquéte est en deux parties ; la premiére est sous forme d’'un questionnaire de
32 questions (ANNEXE 01); et la deuxiéme est sous forme d'une recherche
bibliographique sur des supports référenciers (livres, theses, bases de données :

Springer, Elsevier, Willy, Scopus, EM consulte...).

2.5. Etude botanigue de la plante

Pour chercher des spécificités morphologiques et anatomiques de la plante, une
étude de I'aspect macroscopique (observation des différents organes de la plante)

et microscopique a été réalisée.

2.5.1. Etude macroscopique

L’observation macroscopique est réalisée a I'aide d’une loupe binoculaire a un

grossissement de 0.8 et 2.5.

2.5.2. Eude microscopique

Cette étude a porté sur la réalisation des coupes histologiques tres fines au niveau
la feuille avec une double coloration au vert de méthyle et au rouge Congo (Figure
2.3).
La coloration est réalisée selon le protocole décrit par [267], selon les étapes
suivantes :
- Les coupes sont plongées dans hypochlorite de sodium a 12° pendant 10
a 15 min pour vider les cellules,
- Apres ringage a I'eau courante de 5 a 10 min, les coupes sont traitées par
l'acide acétique a 10% pendant 1 a 2 min pour faciliter la diffusion des
colorants,
- Ces coupes sont ensuite lavées a lI'eau courante 5 a 10 min et placées
dans le vert de méthyle pendant 15 a 20 min,
- Les coupes sont rincées a I'eau courante de 5 a 10 min puis plongées
dans le rouge Congo 15 a 20 min,
- Apres lavage a l'eau courante, elles sont montées entre lame et lamelle puis

observées au microscope photonique.
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Des coupes tres fines,

10-15mn dans I'hypochlorite de sodium,

5-10mn Ringage a I'eau courante,

1-2mn dans l'acide acétique 10%,

5-10mn Ringage a I'eau courante,

15-20mn dans le vert de méthyle,

5-10mn Ring¢age a I'eau courante,

8. 15-20mn dans le rouge de Congo,

9.15-20mn dans I'eau courante,

10. Observer entre lame et lamelle sous microscope x40.
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Figure 2.3: Différentes étapes de la réalisation des coupes histologiques.
[267].

2.6. Analyses phytochimiques

2.6.1. Détermination de la teneur en eau

Selon [268] ; la teneur en eau de la plante a été déterminée par le procédé de
séchage des échantillons de poids déterminés (2g) dans une étuve ventilée a
75°C. Les pesés ont eu lieu, toutes les 24 H jusqu’a obtention d’'un poids constant.
Ainsi, la teneur en eau de la plante a pu étre déterminée. La teneur en eau (T)

exprimée en % de poids frais.
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La teneur en eau a été calculée comme suit :

T=(P1-P2)/P1 x100

P1 poids de I'échantillon «plante fraiche».
P2 poids de I'échantillon «plante séche».

2.6.2. Détermination de I'lhumidité

L’humidité est une perte de masse lors de séchage de la matiere végétale. Les
plantes médicinales ne doivent pas contenir une quantité d’humidité dépassant les
15%. Le contenu en humidité de la poudre a été déterminé par le procédé de
séchage a l'étuve a une température réglée a 105°C pendant 2 h jusqu’a

I'obtention d’un poids constant [269].

Le pourcentage d’humidité est calculé par la formule suivante :

H% = (M = M1) / M x100

M : Masse d’échantillon frais en g, M1 : Masse d’échantillon aprés le séchage en g

2.6.3. Détermination de la teneur en cendres

La prise d’essai P1 (2 g) séchée a été introduite au four et calcinée au rouge entre
500-550 °C pendant 4 heures au moins (jusqu'a disparition de toute tache noire).
Nous avons procédé ensuite au refroidissement de la capsule pendant 24h.

La capsule a été mise au dessiccateur pendant 15 min. avant de peser. Soit P2 le
poids des cendres contenues dans la capsule. Le taux des cendres (TC) est

calculé selon la formule suivante [270].

TC=P2/P1x 100

(% /g. poids sec)




73

2.6.4. Extraction des composes actifs de feuilles de Cestrum parqui

2.6.4.1. Extraction des composes polaires et apolaires par la

méthode de Soxhlet

a- Principe

L’extraction solide-liquide est réalisée par un appareil spécial ; le Soxhlet. (Figure
2.4). L’avantage de ce type d'extraction est que le solvant condensé, s’accumule
dans un réservoir a siphon, ce qui augmente la durée de contact entre le solvant et
le produit a extraire. Quand le solvant atteint un certain niveau, il amorce le siphon

et retourne dans le ballon en entrainant la substance dissoute.

Le cycle peut se répéter indéfiniment, jusqu'a épuisement complet du solide, d'ou
l'efficacité remarquable de cette technique par rapport a la simple macération.
L’extraction est terminée lorsque le solvant d’extraction devient de plus en plus

clair c’est-a-dire sans une proportion significative de soluté.

Condenser

Extraction chamber

Vapor T
Siphon arm
= D —
Boiling flask ,j -
< _> Extraction solvent

Figure 2.4: Appareil de Soxhlet [271]

b- Mode opératoire

Trente grammes (30g) de la poudre végétale seche, est enveloppée dans une
cartouche en papier filtre afin, la cartouche sera placée dans le Soxhlet surmonté
d’'un réfrigérant. 300 ml d’éther de pétrole sont introduits dans un ballon a fond

plat. Le solvant est vaporisé puis condensé tout en restant en contact avec la
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cartouche. La solution collectée dans le ballon s’enrichit de plus en plus en soluté

a chaque cycle d'extraction (Figure 2.5).

Apres une douzaine de siphonages, nous récupérons dans le ballon le solvant
enrichi en substances solubles. Apres concentration a l'aide d'un évaporateur
rotatif a 45°C nous obtenons I'extrait apolaire ou lipidique de feuilles (extrait
étharopétrolique ; EEP-F), Le marc dégraissé par I'éther de pétrole est repris par
300 ml de l'éthanol selon le méme protocole pour récupérer la fraction polaire

(extrait éthanolique de feuilles ; EE-F).

Les ballons contenant les résidus secs sont pesés avant et apres extraction afin de
déterminer la teneur respective de chacune des fractions selon la formule

suivante [272]:

%R=P’/P” x 100

R : rendement de l'extraction, P” : poids de poudre, P’ : Poids de I'extrait sec.

Les résidus obtenu sont regroupés, peses, et conservés a 4°C £ 2 pour les tests

phytochimiques et biologiques ultérieurs.

Photo 2.5: Extraction solide —liquide par la méthode de Soxhlet (Originale)

2.6.4.2. Extraction a chaud de l'extrait aqueux ou l'infuse a 20% ;

(EA-F)

Selon [273] ; 10 g de poudre de feuilles séche sont dissous dans 50 ml de I'eau
distillée stérile chaude portée au bain marie (80°C), le mélange est laissé sous

agitation pendant 15 mn, et il est filtré et stérilisé par la suite a travers un microfiltre
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de 0.20 um, et conservé a 4 *+ 2°C. Des dilutions de 5 et 10% sont préparées a

partir de I'infusé a 20% au fur @ mesure des tests.

2.6.5. Contréle de la réussite des extractions des trois extraits

Une bonne extraction peut se contrdler par des tests révélateurs de la richesse et
la diversité des extraits par la présence de groupements fonctionnels actifs; pour
cela on a analysé les extraits obtenus par deux méthodes : la spectrométrie
balayage a I'UV-Visible, et la spectrophotométrie a I'infrarouge qui sont des

méthodes quantitatives et qualitatives.

2.6.5.1. Spectrophotométrie a balayage ultraviolet-visible

La solubilisation de chaque extrait (1mg) est réalisée avec le solvant
approprié (1ml) : Les échantillons en solution sont placés dans une cuve en quartz
de trajet optigue de 1 cm a un volume de 3 ml dans chaque cuve ; et ils sont
soumis a un balayage en spectrophotométrie entre 220 et 800 nm par un
spectrophotometre UV-1800 SHIMADZU ; on étalant I'appareil a chaque analyse
de I'extrait [274].

2.6.5.2. Spectrophotométrie infrarouge

Un milligramme (01mg) de chaque extrait sont mélangés avec 10 mg de bromure
de potassium finement pulvérisé et desséché. Le mélange Extrait/ poudre KBr est
soigneusement broyé, étendu uniformément dans une matrice spéciale et soumis
a une haute pression, pour obtenir une pastille adéquate (Figure 2.6) [275]. Les
differentes pastilles sont mises aux rayonnements infrarouges par un
spectrophotomeétre FT/IR-4100 JASCO. Les spectres obtenus sont traités

interprétés par le logiciel Essential FTIR.
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Photo 2.6 : Pastilles KBr des trois extraits (Originale).

2.6.6. Screening triphytochimique des extraits de feuilles de Cestrum parqui ; 'EE-
F, 'EEP-f, et TEA-F

2.6.6.1. Recherche des alcaloides aglycones

A. Recherche des alcaloides sels

Evaporer 20 ml de la solution éthanolique a sec. Ajouter 5 ml d’HCI (2N) au résidu
et chauffer dans un bain-marie. Filtrer le mélange puis diviser le filtrat en trois
parties égales. Traiter la premiére avec quelques gouttes du réactif de Mayer, la
seconde avec le réactif de BOUCHARDAT, et la troisieme avec le réactif

DRAGENDORFF (La positivité d’'un seul test confirme la présence des alcaloides).

Prendre 25 ml de I'extrait aqueux, ajouter 15 ml d’HCL10%, porter I'ensemble a
reflux pendant 30 mn, refroidir le mélange et l'extraire 3 fois avec I'éther
diéthylique. Décanter et effectuer les tests sur les deux phases avec le réactif de
Mayer, BOUCHARDAT, et DRAGENDROFF [276].

B. Recherche des alcaloides basiques

20 ml de 'EEP-F (10/100) sont évapores a sec, le résidu obtenu est dissout dans 3
ml de HCL 2%, quelques gouttes de réactif de MAYER, BOUCHARDAT, et
DRAGENDROFF sont rajoutés a chaque 1 ml de la solution.

Un précipité blanc jaunatre, brun, et virage au couleur rouge-orangé des tubes

confirme respectivement la positivité des tests [276].
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2.6.6.2. Recherche des anthocyanes

5 ml de chaque extrait & 10% sont mélangés avec 15 ml de H2SO4 & 10%, et par la
suite par 5 ml de NH4OH dilué au demi. Si la coloration s’accentue par acidification
puis vire au bleu violacé en milieu basique ; la présence des anthocyanes est
confirmée [277], [278].

2.6.6.3. Recherche des composes réducteurs

1 ml de chaque extrait sont dilués par 2 ml d’eau distillée stérile, 20 gouttes de
liqueur de Fehling sont rajouté, les mélanges sont chauffés a 50°C. La formation

d’un précipité rouge brique indique la présence des composés réducteurs [278].

2.6.6.4. Recherche des coumarines

Au résidu sec de chaque extrait a 10 %, 2 ml d’eau distillée chaude ont été
ajoutés. Apres refroidissement, 0,5 ml d’ammoniaque ont été ajoutés a chaque
tube. L’apparition d’'une fluorescence intense bleu verdatre ou violette sous la

lumiére UV (A = 254 nm et A = 366 nm) indique la présence de coumarines [279].

2.6.6.5. Recherche des flavonoides (Réaction a Cyanidine)

2 ml de chaque extrait a 10% sont mélangés avec 5 ml de I'’éthanol chlorydrique
(éthanol a 95°+ eau distillée + acide chlorydrigue concentré (V/VIV : 5ml)),
quelques copeaux de Magnésium et 1 ml de l'alcool isoamylique sont rajoutés
aprés aux mélanges. Le virage de couleur au rose orangé, ou rose violacé, ou
rouge indique la présence des flavones, ou flavonones, ou flavonol respectivement
[279], [278].

2.6.6.6. Recherche d’huiles volatiles et acides gras

10 ml de 'EE-F et 'EEP-F sont évaporées a sec, les résidus sont dissout dans 3
ml de I'éthanol, les solutions alcooliques sont concentrées a sec ; la présence d’un
résidu arome confirme la positivité de la réaction. Le résidu restant de chaque
extrait est repris dans 3 ml de I'éther diéthylique et 10 ml de KOH 2N, la phase
éthérique est évaporée a sec, la présence d’'un résidu gras indique la présence

des acides gras [278].
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2.6.6.7. Recherche des composes cyanogénétiqgues

Un gramme de chaque extrait est mélangé avec 5 ml de toluéne dilué (V/V), un
papier picrosodé est imbibé de réactif de Guignard (2 g d’acide picrique et 20 g de
carbonate de sodium dans 200ml d’eau distillée) ; une réaction positive se traduit

par le virage de couleur au rouge aprés 24 heures [278], [279].

2.6.6.8. Recherche de mucilage

1 ml de chaque extrait a 10 % est mélangé avec 5 ml de I'éthanol absolu, le
mélange ainsi obtenu est bien agité pendant 10 a 15 mn ; la formation d’un

précipité floconneux indique la présence de mucilage [278], [279].

2.6.6.9. Recherche des polyphénols

Une goutte de chlorure ferrique a 2% est rajoutée a 2 ml de 'EE-F et 'TEA-F a 10 %
; une coloration bleu noiratre ou verte plus au moins foncé confirme la présence
des polyphénols [279], [277].

2.6.6.10. Recherche des quinones

2 ml de chaque extrait & 10 % sont évaporés a sec, les résidus obtenus sont
triturés dans 5 ml de HCL au 1/5, les mélanges sont laissés dans le bain marie a
50° pendant 30mn ; les contenus des tubes sont refroidis et mélangés avec 20 mi
de chloroforme et 0.5 ml de 'ammoniaque dilué 2 fois. Une coloration rouge
positive le résultat [279], et [280].

2.6.6.11. Recherche des saponines

Quelque goutte d’acétate de plombe est rajoutée aux 2 ml de I'EE-F. Un

précipité blanc au fond du tube indique la présence des saponines [280], [281].

a. Indice de mousse : Ce dernier est le degré de dilution d’'un décocté aqueux

donnant une mousse persistante dans des conditions déterminées, afin de
déterminer la richesse de la plante en saponines ; Une décoction est préparée a
1% avec du matériel végétal sec et broyé, La solution obtenue est filtrée et ajustée
a 100ml, apres refroidissement, 10 tubes sont préparés avec 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9
et 10 ml a partir de cette décoction ; le volume final est réajusté a 10 ml avec de

'eau distillée.
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Chacun des tubes est agité avec énergie en position horizontale pendant 15
secondes. Apres un repos de 15 min en position verticale, on releve la hauteur de
la mousse persistante en cm. Si elle est proche de 1 cm dans le Xe tube, l'indice

de mousse est alors calculé par la formule suivante [282]:

Indice de mousse = 1000/ numéro de tube a 1 cm de mousse.

2.6.6.12. Recherche des stérols et les terpénes

5 ml de chaque extrait sont mélangés avec 1 ml d’anhydride acétique et 0.5 ml
d’acide sulfurique concentré, les tubes sont laissés pendant 30 mn a 21°C.
L’apparition a l'interphase d’'un anneau pourpre ou violet virant au bleu puis au
vert, a indiqué une réaction positive : Couleur vert bleu : présence des hétérosides
stéroidiques, couleur violet : présence des hétérosides triterpéniques [279], [277],
et [283].

2.6.6.13. Recherche des tanins

30 ml de chaque extrait a 5% sont mélangés avec 15 ml de réactif de STIASNY
(10 ml de formol 30% et 5 ml de HCL), les tube sont chauffés au bain marie a
80°C/15 a 30mn ; la formation d’'un précipité rouge dans les tubes indique la
présence des tanins cathéchiques. Les préparations sont ensuite filtrées et
saturées par l'acétate de sodium pulvérisé et 1 ml de FeCI3 a 1% ; la couleur bleu

noiratre indique la présence des tanins galliques [279], [283], [284].

2.7. Analyses biologiques

2.7.1. Contréle microbiologique de la poudre de feuilles de C.parqui

Ce contréle microbiologique été un passage primordiale avant la réalisation de
I'extraction solide-liquide (extraction éthanolique et étheropétrolique) et I'extraction
a chaud (infusé) pour éviter toute susception d’une intoxication microbienne des
souris a chaque test in vivo (toxicité, et activité anti-inflammatoire). La poudre de
feuilles a été analysé selon le décrit ministériel N°35 du 27-5-1998 [285] ; dont les
germes cherchés dans le cas des végétaux séchés sont : les germes aérobies a

30°C, les coliformes fécaux, les clostridiums sulfito-réducteurs a 46°C, les
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Salmonelles, et les moisissures. L’interprétation des résultats est rapportée aux
normes exigées dans le décrit ministériel N°35 du 27-5-1998 (ANNEXE 02).

2.7.1.1. Préparation de la solution mére (101), les solutions 1072, et
103

2.5 g de poudre de feuilles de C.parqui sont mélangés avec 22.5 ml de bouillon
TSE (Eau physiologique péptonée) dans un flacon de 250ml (IPA); cette solution
est dite solution meére (SM) ou solution a 10! est mise en incubation a 37°C pour

une durée de 30 minutes.

A partir de cette solution (SM) ; des dilutions décimales sont préparées afin

d’obtenir des dilutions de 102, et 103,

2.7.1.2. Recherche des germes aérobies totaux a 30°C

1 ml de chaque dilution est ensemencé par la méthode en masse dans la gélose
TGEA (tryptone glucose extract agar) ; les boites sont bien agitées on faisant des
mouvements de la forme de huit afin d’homogénéiser le mélange, puis incubées a
37°C pendant 48h. Des lectures des boites sont réalisées chaque 24 h
d’incubation (deux lectures). Une boite de la gélose TGEA non ensemencée est

incubée en paralléles avec les boites testées (témoain).

2.7.1.3. Recherche des coliformes fécaux

1 ml de chaque dilution est mis dans un tube de milieu de 'eau peptonée d’indole,
les tubes ainsi préparés sont incubés a 44°C pendant 24 heures ; la réaction est
révélée par I'ajout de quelques gouttes de réactif de Kovacs. Un tube en plus du

milieu utilisé est incubé dans les mémes conditions constitue le tube témoin.

2.7.1.4. Recherche des clostridiums Sulfito-réducteurs a 46°C

1 ml de la dilution 10-tet 102 sont mélangés dans 15 ml de milieu viande foie (VF)
additionné des additifs d’Alun de fer et sulfite de sodium, a raison de deux tubes
pour chaque dilution, et sont incubés avec un tube témoin sans dilution au bain
marie a 80°C pendant 10 min, les tubes ont subi un choc thermique en les
introduisant rapidement dans de I'eau froide a 10°C puis incubés aprés a 37°C

durant 48 heures avec une lecture toutes les 24 heures.
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Le dénombrement des spores sulfito-réducteurs est réalisé par la formule suivante
[285]:

Nombre de spores/ v (Nr x Id)

V : volume utilisé, nr : nombre de répétitions, Id : inverse de la dilution)

2.7.1.5. Recherche des salmonelles

1 ml de la dilution 10! est mélangé avec 05 ml de bouillon SFB (bouillon au
sélénite acide de sodium+ cystine) additionnée avec quelques gouttes de sélénite
de sodium, un tube de SFB sans dilution va servir comme témoin ; les deux tubes
sont incubés a 37°C pendant 24 heures. Si la réaction est positive ; un repiquage

sur le milieu Hecktoen est recommandé avec une incubation de 24 heures.

2.7.1.6. Recherche de moisissures

Quatre gouttes de chaque dilution sont mis sur les géloses OGA (Oxytétracycline
glucose agar) dans des boites a pétri ; les gouttes sont étalées par la méthode en
RATO et incubées a 25°C pendant 05 jours, une boite non ensemenceée est lancée

dans les mémes conditions qui sert comme une boite témaoin.

2.7.2. Etude de toxicité aigue de 'EE-F, 'EEP-F, et 'EA-F de feuilles C.parqui in

VivoO :

2.7.2.1. Test de toxicité aigle in vivo par la méthode des doses fixes : ligne
directrice n°420 de I'0.C.D.E.

Le test de toxicité aigle est réalisé sur des souris femelles dans les conditions
optimales exigées par le service pharmacotoxicologie de 'LNCPP (Laboratoire
national de contréle des produits pharmaceutiques) d’Alger (Tableau 2.2).
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2.7.2.1.1. Matériel animal

Tableau 2.2 : Animaux et conditions contrbélées de 'animalerie

CONDITIONS DES LOCAUX

Température 23-25°C +3

Taux d’humidité 55 %

Eclairage Artificiel 12/12h

ANIMAUX

Espéce Souris

Race Souche couramment utilisée en laboratoire ; NMRI

Sexe Femelles nullipares et non gravides.

Age et poids 8-10 semaines, un poids doit se situer a l'intervalle de 20%
par rapport au poids moyen des animaux du méme lot

Alimentation Nourriture (ONAB : Office national d’aliment de bétail —
Bejaia), I'eau potable

2.7.2.1.2. Principe

La méthode utilisée est celle des doses prédéterminées, elle donne des résultats
qui permettent le classement des substances dans le Systeme de classification
globalement harmonisé (SGH) de substances entrainant de la toxicité aigué. Le
principe de cet essai est qu'avec un processus séquentiel, utilisant un nombre
minimum d’animaux étape par étape. Une dose déterminée de la substance est
administrée par voie orale a un groupe d’animaux (ANNEXE 03).

La dose initiale dans I'étape préliminaire est sélectionnée sur la base d'une étude
d'orientation, d’ou les groupes d'animaux d'un seul sexe recoivent initialement des
doses fixes soit de 5, soit 50, soit 300 ou 2000 mg / kg (Figure 2.8).

D'autres groupes d'animaux percoivent des doses plus fortes ou moins dans
I'étape principale, en fonction de la présence ou de l'absence d'une toxicité

évidente (signes) ou de mortalité :

- Administration de la méme dose aux animaux supplémentaires,
- Administration de la dose immédiatement inférieure a un seul animal,

- Arrét de I'essai.
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2.7.2.1.3. Mode opératoire [286]

a. Nombre d’animaux et préparation des doses

Le volume maximal de liquide dépend de la taille de I'animal d'essai. Pour les
rongeurs, le volume ne doit pas dépasser 1 ml/100 g de poids corporel, sauf dans
le cas de solutions aqueuses pour lesquelles on peut utiliser 2 mL/100 g de poids
corporel.

Il est recommandé d'utiliser une solution (suspension/émulsion) aqueuse
chaque fois que cela est possible, sinon on peut utiliser une solution dans I'huile
('huile de mais). En ce qui concerne les véhicules non aqueux, leur toxicité doit
étre connue.

Les doses doivent étre préparées juste avant 'administration sauf si la stabilité
de la préparation pendant la durée de la période d’utilisation est connue et jugée
acceptable.

Dans notre étude I'extrait éthanolique et aqueux de feuilles de C.parqui sont
dilués dans de l'eau distillée stérile, et I'extrait lipidique ou éteropétrolique de
feuilles de C.parqui dans I'huile de mais, les solutions sont administrés par gavage
en raison de 2ml pour chaque 100 g de poids corporel de la souris.

Pour la dose initiale on choisit un niveau parmi les quatre suivants: 5, 50, 300 et
2 000 mg/kg. Le niveau choisi est celui pour lequel on peut s’attendre a observer
de la mortalité des sujets traités.

Lorsque des informations sont disponibles qui suggerent une mortalité peu
probable au niveau de dose initial le plus élevé (2000 mg/kg de poids corporel), il
faut procéder a un essai limite. En l'absence de telles informations sur la
substance d’essai, la dose initiale dans une premiéere étape dite préliminaire qui est

recommandée pour des raisons liées au bien-étre des animaux est de 300 mg/kg.
Exemple : Préparation de la dose de 300mg/kg c.p.:
-Peser les souris de chaque lot par une balance,

-Calculer le volume de chaque produit par rapport au poids pesé des souris.

Exemple : Poids de souris est de 19 g, soit x le volume de 'EE-F a peser
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X e 199 x =5,7mg (pour une souris)
Donc on doit peser 5.7 mg de 'EE-F et la diluer dans 0.5 ml de I'E.D.S.
Remarque : toutes les concentrations préparées dans le test de toxicité in

Vivo sont calculée par cette méthode.

b. Etape préliminaire

0.5 ml des solutions a 300 mg/kg c.p. de 'EE-F, 'EEP-F, et 'EA-F sont préparés
le jour méme de I'opération et administrés par voie orale a une seule souris femelle
NMRI pour chaque extrait par lot , parallelement deux lot témoins serviront comme
lot de contréle au cours de la période de l'observation (14 jours) dont les deux
souris sont gavées seulement par de I'eau distillée stérile et I'huile de mais par le

méme volume (Figure 2.8).

c. Solutions de 'EE-F, 'EEP-F, et 'TEA-F & 300 mg/kg c.p.

L’administration d’'une deuxiéme dose a tester est basée selon I'absence ou la
présence des cas de mortalité ou les symptdbmes de toxicité apres les 14 jours
d’observation de tous les lots testés ; le choix de la concentration suivante est

comme suit (Figure 2.7, 2.8) :

- Si il y a une mortalité des souris gavées : la concentration testée va étre
diminuée a 50 mg/kg c.p. pour le méme nombre d’animaux.

- Si il n’y a pas de mortalité mais des signes de toxicité évidente sont
notés : la dose de 300 mg/kg c.p. est fixée pour I'étude principale avec 5
souris par lot.

-En absence de mortalité, ou de signes de toxicité remarqués : la dose sera

augmentée a 2000 mg/kg c.p. pour une seule souris par lot.

Dans notre étude, la deuxieme dose choisie est de 2000 mg/kg c.p. pour chaque
extrait sur une seule souris, les préparations ainsi les lotions témoins sont

administrées dans les mémes conditions du premier gavage.
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Photo 2.7 : Administrations orale par la sonde de gavage (Originale)

A : Sonde de gavage, B : gavage des souris.

d. Etude principale

Aprés une durée dobservation de 14 jours; la dose utilisée dans I'étape
principale sera choisie comme suit :
- En cas de mortalité des souris gavées ; la concentration testée va étre
diminuée a 300 mg/kg c.p. pour une étude principale (05 souris par lot).
- En présence des signes de toxicité mais sans mortalité ; la dose de 2000
mg/kg c.p. est fixée pour I'étude principale sur 05 souris pour chaque extrait.
Dans notre cas ; la dose de 2000 mg/kg c.p. est la dose choisie pour I'étude
principale ; apres le gavage de toutes les souris ; les lots sont remis sous
observation pendant 14 jours. Le classement de toxicité aigiie de chaque extrait
selon le systéme de classification globalement harmonisé S.G.H. est fait selon les
observations des mortalités ou de signes de toxicité au 14°™¢ jour d’observation
(ANNEXE 03) : 05 Catégories de toxicité aiglie sont classées :
01: Extrémement toxique, 02: Fortement toxique, 03: Moyennement toxique, 04:

Faiblement toxique, et 05: Non classé.



<
Lot 01
0,5 ml / voie
orale
EE-F

Etape 01 : Dose initiale de
300 mg/kg c.p. de chaque extrait+ lots témoins

L

(
Lot 02

0,5 ml / voie
orale
EEP-F

Lot 03 Lot 04
0,5 ml / voie 0,5 ml / voie
orale orale

EA-F Eau distillée
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o

Lot 05
0,5 ml / voie
orale
Huile de mais

1% Observation des cinq lots pendant 14 jours, a noter :

-Absence ou présence de mortalité,

-Absence ou présence des signes de toxicité évidente.

Etape 02: Dose de 2000 mg/kg c.p. de chaque extrait + lots

témoins.

-

v

N~
Lot 01 Lot 02 Lot 03 Lot 04
0,5 ml / voie 0,5 ml / voie 0,5 ml / voie 0,5 ml / voie
orale orale orale orale
EE-F EEP-F EA-F Eau distillée

Lot 05
0,5 ml / voie
orale
Huile de mais

2°me Observation des cinq lots pendant 14 jours, a noter :

-Absence ou présence de mortalité,

Etude principale sur cinq souris femelle NMRI par lot

-

o

-
Lot 01 Lot 02 Lot 03 Lot 04 Lot 05
0,5 ml / voie 0,5 ml / voie 0,5 ml / voie 0,5 ml/ voie 0,5 ml / voie
orale orale orale orale orale
EE-F EEP-F EA-F Eau d,is.tli"ée Huile de mais

3%me Observation des cinq lots pendant 14 jours, a noter :

-Absence ou présence de mortalité,

-Absence ou présence des signes de toxicité évidente.

Classement de I’EE-F, 'EEP-F, et ’'EA-F selon le systéeme de classification globalement harmonisé S.G.H.

Figure 2.8 : Etapes du test de toxicité aigle des extraits de feuilles de C.parqui
selon la ligne directrice N°420 [286].
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2.7.2.2. Test de toxicité aigue in vivo par le test limite selon la ligne

directrice n°423

2.7.2.2.1. Principe

Afin d’assurer et confirmer les résultats obtenus dans le premier test de toxicité
aigue par la méthode des doses fixes ; le nombre des animaux testés est de 06

souris pour chaque lot.

L’essai limite est utilisé principalement lorsque des informations indiquant que la
substance d’essai n’est probablement pas toxique sont disponibles, c.a.d. que la
toxicité se situe au-dessus de la dose limite testée. La méthode ne vise pas le
calcul d’'une valeur précise de la DL50. Comme la mort d’'une partie des animaux
reste le principal effet observé, la méthode permet de déterminer dans quelle
gamme de doses la substance doit étre considérée létale. Une DL50 peut étre
déterminée seulement dans le cas ou au moins deux doses donneront une
mortalité supérieure a 0% et inférieure a 100% (ANNEXE 03).

2.7.2.2.2. Mode opératoire [287]

Les souris femelles de race NMRI sont placées dans des cages spéciales
quelques jours avant I'expérience. Aprés avoir soumis les souris a un jedne de 17
heures, six lots de six (06) souris sont répartis dans des cages, dont les deux
premiers lots serviront comme lots témoins ou les souris sont gavées par 0.5 ml de
'eau distillée stérile dans le lot N°01, et par 0.5 ml de I'huile de mais dans le lot
N°02).

L’extrait éthanolique de feuilles (EE-F), I'extrait lipidique ou étheropétrolique (EEP-
F) a 2000 mg/kg c.p., et I'extrait aqueux (EAF) & 10% et 20 % sont administré par
voie orale, au volume de 0.5 mil/souris a raison de quatre lots séparés ;
L’administration des extraits est réalisée par gavage a I'aide d’'une sonde rigide a

bout olivaire.

Aprés l'administration des solutés, les animaux sont observés toutes les 30
minutes pendant 8 heures le premier jour avec une réalimentation aprés les deux
heures qui suivent le gavage, et tous les jours pendant 15 jours, une observation
du comportement général de I'animal (agitation, asthénie, aspect des yeux «

lacrymaux, a moitié fermés »....) en comparaison avec les lots ttmoins non traités
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est notée. Les souris sont pesées au début, au 7¢M jour, et au dernier jour de

'expérience. Afin d’observer la morphologie générale des organes une dissection

générale de toutes les souris testée est réalisée (Figure 2.9 et 2.10).

.

Photo 2.9: Dissection des souris et prélevements des organes (Originale).

Administration de 0.5 ml de chaque concentration par voie orale
pour chaque lot de six (06) souris femelles NMRI

N

Lot 01
Témoin Eau
distillée stérile

Lot 02
Témoin
Huile de mais

Lot 03
2000 mg/kg
c.p.

De I'EE-F

Lot 04
2000 mg/kg
c.p.

De I'EEP-F

Lot 05
10 % de 'EA-F

Lot 06
20 % de I'EA-F

T\

e

Observation de tous les lots pendant 15 jours :
-Présence ou absence de mortalité,

-Présence ou absence de toxicité évidente,
-La pesé des souris,

-Dissection des souris au 15¢™¢ jour.
-La pesé et I'observation macroscopique des organes

Figure 2.10 : Etapes du test de toxicité aigue de 'EE-F, lEEP-F, et 'TEA-F de
feuilles de C.parqui selon la méthode de test limite- OCDE N°423 [287].

2.7.3. Activité antileishmanienne in vitro de 'EE-F, L’'EEP-F, et 'EA-F de feuilles

de C.parqui sur Leishmania infantum et Leishamnia major

2.7.3.1. Repiguage des souches parasitaire et préparation de la suspension

mere (SM)

La forme promastigote des deux souches ; Leishmania majeur (LIPA 100/09), et

Leishmania infantum (LIPA 15/05), est maintenue (ensemencement par stries)
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pendant 05 jours a 25°C+ 2 sur le milieu incliné de Novy, MacNeal, and Nicolle
(NNN) (Figure 2.12) additionné d’antibiotiques (100 UL/ml de Pénicilline et
100ug/ml de Streptomycine). Aprés les cing jours d’incubation ; les cultures
parasitaires dans les tubes NNN sont vérifiées (s'il y a eu des contaminations) et
observées sous microscope optique (x40); la charge parasitaire est estimée

comme Suit :

Tableau 2.3 : Evaluation de charge parasitaire

Nombre Des Parasites/Champs | Evaluation Interprétation
<0 +/- Culture faible
2a05 + Culture de charge modérée
05a10 ++ Culture positive
=10 +++ Culture enrichie

L’ajustement de la culture par I'eau physiologique stérile a 0.9% est effectué si la
charge parasitaire est faible ; les tubes NNN seront mis alors en culture pour
quelques jours (jusqu’a 15 jours). 200 ul de chaque culture parasitaire sur NNN est
repiqué dans 2 ml de milieu de culture RPMI1640 additionné de 10% de sérum de
veeu foetale (SVF), de 100UI/ml Pénicilline, et de 100 ug/ml Streptomycine (Figure
2.11), et incubées encore une fois pendant 96 heures a 25°C+ 2 , un deuxiéme
passage des deux souches de Leishmania dans le milieu de culture de RPMI1640
est réalisé dans les mémes conditions, en vérifiant & chaque fois une présence

d’éventuelles contaminations bactériennes ou fongiques.

Photo 2.11 : A : Milieu NNN, B : Milieu RPMI 1640

Apres les deux repiquages ; les cultures sont retirées de I'étuve, et centrifugées a
raison de 2500t/10min a 25°C+2 ; le culot de chaque souche est récupéré,
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additionné de 2 ml de RPMI1640. Les parasites de chague suspension sont
comptés sur cellule de THOMA, la concentration parasitaire de chaque souche est

calculée selon la formule suivante [288]:

[ ] Parasites /ml= Nbr PC/6x16x3x10*

Nbr PC : Nombre des parasites comptés

Aprés le comptage, les cellules de forme promastigote de chaque souche sont
ajustées a 10° parasite/ml. Cette suspension est la solution mére (SM) qui sera mis

en contact avec les différents produits (extraits, témoins) (Figure 2.12).

Milieux MNN incling dans

destubesa vise Milieu RPMI1640 3 10% SVF +antibiotiquas

1 : —T;"'\ : : : :
Incubation pour 05 jours “f’?)‘\ N
IL.Ensemence: ou plusd 25°C ‘:\___*]W

3.Contdle des deux cultures
[contamination,charge parasitaire) = — I

har stries sur la
bente de milieu
MN

Aprés 5 jours b= b=
REE N LN
Lmajor Linfantum L.major Linfantum

4.Repiquage:200 ul de culture de deux souches sur
MNN dans le RPMI1640; en raison de deux tubes par
souche.

("} .

:
Q

7.Centrifugation des
tubes

2500t/10min 25°C <:|

B.
Deuxieme repiguage des souches sur
RPMI1640 dans |es mémes conditions
+controle des cultures
(contaminations,charge parasitairas)

S.Incubation a 25°C pour 4 - & jours

8.Compter sur cellule de THOMA, et
ajuster les concentrations cellulaires 10°

C/ml
8.Jeter les |::> & |:>
surnageants et A —

récuperer las
culots

(ol les parasites sant

plus concentras)

= .
~ _— =

e -

PRy

EJ%_T‘_EL L.mgjor Linfantu

Solutions méras de deux souches 3 106 Cfml
5M

Figure 2.12 : Etapes de préparation des solutions méres des deux souches de

Leishmania (Originale).
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2.7.3.2. Contact avec les extraits et mise en culture sur des microplagues a

fond plat :

Dans des microplaques a 96 puits a fond plats ; 10 ul de chaque concentrations
de 'EE-F et 'EEP-F (12.5, 25, 50, et 100 ug/m a 0.5% de DMSO), et de 'EA-F (50,
100, 200, et 400 ug/ml de I'eau distillée stérile) (Tableau 2.4) sont mis en contact
avec 90ul de suspension parasitaire de chaque souche de Leishmania de forme
promastigote (10° parasites/ml) a raison de quatre répétitions pour chaque
concentration de chaque extrait, les microplaques fermées, étiquetées, bien
agitées (8 min) , sont incubées a 25°C+2 pendant 72 h.

Les deux souches parasitaires dans le RPMI1640 a 0.5% de DMSO (test de
contrble) et ceux avec les différentes concentrations de témoin positif ; I'antimoine
trivalent SBIIl (100, 50, 25, et 12.5 ug/ml) (test de référence) sont incubées dans
les mémes conditions. Des puits contenant que le volume finale recommandé des
extraits seuls serviront comme témoin bruit fond pour le test colorimétrique. Apres

les trois jours ; les microplaques sont retirées de I'étuve.

Tableau 2.4 : Différentes concentration des produits testés et solutions de

dilutions :
Produits [ ]Jug/ml Solution de dilution
12.5 RPMI1640 a 0.5% de DMSO
EE-F 25 RPMI1640 a 0.5% de DMSO
50 RPMI1640 a 0.5% de DMSO
100 RPMI1640 a 0.5% de DMSO
12.5 RPMI1640 a 0.5% de DMSO
EEP-E 25 RPMI1640 a 0.5% de DMSO
50 RPMI1640 a 0.5% de DMSO
100 RPMI1640 a 0.5% de DMSO
50 RPMI1640
100 RPMI1640
EA-F 200 RPMI1640
400 RPMI1640
12.5 PBS + RPMI1640 a 0.5% de DMSO
SBII 25 PBS + RPMI1640 a 0.5% de DMSO
50 PBS + RPMI1640 a 0.5% de DMSO
100 PBS + RPMI1640 a 0.5% de DMSO
DMSO 0.5% / RPMI1640
E.D.S. / RPMI1640
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2.7.3.3. Test de l'inclusion par la coloration de bleu de TRYPAN a 0.4 %

10 ul de chaque contenu de chaque puits est mélangé avec 10 ul de formol a 10%
et 10 ul de bleu de TYPAN a 0.4% ; les cellules vivantes seront étre brillantes ;
tandis que celles qui sont mortes incorporent du bleu de TRYPAN et deviennent
bleues. Les cellules sont comptées par la cellule de THOMA (x40). La
concentration parasitaire de chaque puits est calculée par la suite. Le pourcentage
de viabilité des parasites est calculé par apport au témoin négatif (a 0.5% de

DMSO et I'eau distillée stérile) selon la formule suivante [288], [289] :

(MCP/ MCPT) x100

MCP : Moyenne de charge parasitaire/ puits, T : Témoin négatif.

2.7.3.4. Test de réduction des sels de Tétrazolium en Formazan (MTT)

Le principe de ce test est basé sur détermination de la viabilité cellulaire qui est
évaluée sur la capacité des cellules a transformer le sel de tétrazolium en bleu
formazan au niveau mitochondrial par la succinate déshydrogénase.

Juste aprés la fin d’incubation ; 50ul de solution de MTT (10mg/ml) est rajoutée a
chaque puits, et les microplagues sont incubées a 37C° et de 5% de CO2 pendant
04 heures: Le MTT (de couleur jaune) va étre transformé par les
déshydrogénases mitochondriales des cellules vivantes en sel de Formazan (de
couleur bleu). 100 ul de lisopropanol (0.4N HCI) sont rajoutés par la suite a
chaque puits pour arréter la réaction, et laissés agir pendant 30 min a 37C°et a
5% de COz, aprés ce temps la densité optique de chaque puits est mesurée a 550
nm a l'aide d’un lecteur des microplaques (BIOTEK ELx800) (Figure 2.13). Les
densités optiques des puits contenant que les extraits (bruit fond) sont ignorées ;
en négligeant I'effet optique de la coloration de chaque extrait. Les pourcentages
d’inhibition sont calculés a partir de cette formule selon [290], [291]:

[(DOT-DOE)/DOT] 100

DOT : Densité optique du contrdle, DOE : Densité optique des cellules+ extrait.




93

Photo 2.13 : Lecture des microplaques (Originale)

2.7.4. Test de cytotoxicité in vitro de 'EE-F, L’EEP-F, et 'EA-F de feuilles de

C.parqui sur la lignée cellulaire humaine monocytaire leucémique ; Thpl

2.7.4.1. Culture des cellules, et préparation de la solution mére

Les Thpl (Figure 2.14) sont incubées a I'étuve a 37°C avec 5% de CO:2 dans des
flacons a 25 cm? dans le milieu de culture RPMI1640, additionné de 10 % de
sérum de veeu foetal inactivé (SVF), de 100 Ul/ml de Pénicilline, et de 100 ug/ml de
Streptomycine. Aprés 48 heures d’incubation, les suspensions cellulaires sont
retirées et centrifugées a 20°C pour 10 min /2000trs, et les culots sont ajustés a
5.10° C/ml. 20 ul de la solution enzymatique PMA/RNA later (Phorbol mérystate
acetate) est rajoutée pour chaque 20ml de solution cellulaire a 5.10% C/ml. 100 ul
de cette suspension sont déposés par la suite dans des puits d’'une microplaque a

fond plats de 96 puits, et incubées dans les mémes conditions [292].

ATk 'opqﬁ’:'-:_ g
o

""f" B

A

Photo 2.14 : Thpl cultivées aprés 48 h (20x 0.4) (Originale)
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2.7.4.2. Préparation des doses et mise en culture

Aprés 48 heures d’incubation des microplaques contenant les monocytes Thpl,
les suspensions de chaque puits sont jetées, et lavées avec 100 ul de RPMI1640.
100 ul de chaque concentration de 'EE-F, lEEP-F (12.5, 25, 50, et 100 ug/ml a
0.5% de DMSO), et 'EA-F (50, 100, 200, 400 ug/ml) sont ensuite déposés sur les
puits contenant les cellules de Thpl a raison de quatre répétions pour chaque
concentration de chaque extrait. Des études préliminaires de l'effet de DMSO a
0.5% sur la proliféeration normale des Thpl sont réalisées dans les mémes
conditions (Test de contrdle). Les microplaques sont incubées encore une fois a
37°C avec 5% de CO:z pendant 48h. Apres l'incubation les puits sont lavés par 100
ul de solution tamponnée PBS.

2.7.4.3. Test de l'inclusion par le bleu de TRYPAN a 0.4%

100 ul du PBS sont jetés, et 50 ul du colorant est rajouté au puits et laissé pendant
05 min (Figure 2.15). Dans ces conditions ; les cellules vivantes seront brillantes ;
celles qui sont mortes incorporent du bleu de TRYPAN et deviennent bleu. Les
puits sont lavés deux fois par 100 ul de PBS, les microplagues sont observées
sous microscope inversé (20x0.4); et les cellules vivantes et morte sont comptées
par le logiciel Image J 1.38 e. Le pourcentage de cytotoxicité est calculé selon la

formule suivante [292] :

[(Nbr de CVC — Nbr CE/ Nbr CVC] x 100

Nbr : Nombre, CV : Cellules vivantes, CE : Cellules avec extrait.

,,/

Photo 2.15: Coloration des puits par le bleu de Trypan a 0.4% (Originale).




95

2.7.4.4. Test de réduction des sels de Tétrazolium ; MTT

100 ul du PBS sont jetés, et 10ul de MTT (10mg/ml) sont rajoutés a chaque puits;
les microplaques sont bien agitées (08 min) et incubées par la suite pendant 4
heures a 37°C et 5% de CO2. Le MTT (de couleur jaune) va étre transformé par les
déshydrogénases mitochondriales des cellules vivantes en sel de Formazan (de
couleur bleu). La réaction enzymatique est arrétée par addition de 100 pl
d’isopropanol (0.4N HCL) a 20% de sulfate dodécyl de sodium. Une lecture par un
lecteur des microplaques a 550 nm des densités optiques de tous les puits est
réalisée aprés 30 mn d’incubation. Les pourcentages d’inhibition sont calculés

selon la formule suivante [293]:

[(DOT-DOE)/DOT] x 100

DOT : densité optique du contréle, DOE : densité optique des cellules+ extrait.

2.7.5. Activité antimicrobienne in vitro de L'EE-F, L'EEP-F, et 'EA-F de feuilles de
C.parqui

2.7.5.1. Souches microbiennes

Le support bactérien est constitué de dix souches bactériennes de référence sous
forme de lots “American Type Culture Collection” ATCC et "Collection de l'institut
de Pasteur Paris” CIP : Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeroginosa
ATCC 27853,Klebsiella pneumoniae ATCC 4352, Salmonella paratyphi ATCC
14028, Enterococcus faecalis ATCC 2035, Bacillus subtilis ATCC 9372, Bacillus
ceureus ATCC 10876, Micrococcus leuteus ATCC 533, Staphylococcus aureus
ATCC 6538, et Listeria monocytogenese CIP 78-38.

Le support fongique est constitué de quatre souches fongiques de référence sous
forme de lots “American Type Culture Collection” ATCC : Candida albicans ATCC
24433, Saccharomyces sereviciae ATCC 4226, Aspergillus niger ATCC 16404,
Aspergillus flavus ATCC 9643, et deux types de champignons isolés a partir de
matiére végétale : Penicillium chrysogenum et Penicillium digitatum et identifiés au

niveau de Laboratoire d’Hygiéne de la Wilaya de Blida.

Toutes les souches microbiennes ont été choisies par leurs fréquences élevées de

contamination et leur pathogénicité dominante (Tableau 2.5).




96

Tableau 2.5: Souches microbiennes testées et leurs provenances :

Souches Forme Gram Code Provenance
Escherichia coli Bacille - ATCC 25922 | Laboratoire de  Controle
Klebsiella Bacille - ATCC 4352 Microbiologique du groupe
pneumoniae SAIDAL-MEDEA
Salmonella Bacille - ATCC 14028 | Laboratoire  Algérien  de
paratyphi Médicament ‘LAM’ ; TIPAZA
Pseudomonas Bacille - ATCC 27853 | Laboratoire de  Controle
aeroginosa Microbiologique du groupe
SAIDAL-MEDEA

Bacillus subtilis Bacille + ATCC 9372 Laboratoire de

Bacillus ceureus Bacille + ATCC 10876 | Biotechnologie,

Micrococcus Cocci + ATCC 533 Environnement et Santé-

leuteus Département de Biologie-
Université de Blida

Staphylococcus Cocci + ATCC 6538 Laboratoire de  Controle

aureus Microbiologique du groupe
SAIDAL-MEDEA

Enterococcus Cocci + ATCC 2035 Laboratoire de

faecalis Biotechnologie,
Environnement et Santé-
Département de Biologie-
Université de Blida

Listeria Cocci + CIP 78-38 Institut Pasteur d’Algérie IPA

monocytogenese

Candida albicans Ovoides / ATCC 24433

Penicillium Mycélium / /

chrysogenum

Penicillium Mycélium / / Unité de Bactériologie de

digitatum Laboratoire d’hygiéne de la

Saccharomyces Ovoides / ATCC 4226 | Wilaya de Blida

sereviciae

Aspergillus flavus Mycélium / ATCC 9643

Aspergillus niger Mycélium / ATCC16404

Escherichia coli Bacille - Souche

‘BLSE’ hospitaliére

Klebsiella Bacille - Souche

pneumoniae hospitaliére Service de Diabétologie (EPH

‘BLSE’ de Blida)

Acenitobacter Coccobacille - Souche

baumanni ‘BLSE’ hospitaliére

S. aureus ‘MRSA’ Cocci + Souche

hospitaliére
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2.7.5.2. Milieux de culture

Les géloses utilisées sont : le milieu de conservation, le milieu PGT (Bouillon
glucosé tamponné), le milieu coeur cervelle, la gélose nutritive, et le saboureaud
+chloramphénicol (IP d’Alger), la gélose au sang a 5% (Idéal labo- Blida), la
gélose PALCAM (Bio Mérieux-France), et la gélose MULLER HINTON simple et
additionnée au sang a 5% (IP d’Alger).

2.7.5.3. Enrichissement, préparation des cultures jeunes,

Les souches conservées sont enrichies dans des milieux liquides
d’enrichissement, incubés a I'étuve. Aprés lincubation les tubes sont retirés,
repiqués sur gélose et ré incubée encore une fois a I'étuve, les cultures obtenues
dites cultures jeunes seront utilisées pour les préparations d’'inoculum microbien.
Les conditions de l'incubation et les milieux utilisés sont appropriés pour chaque

souche microbienne.

2.7.5.4. Test antimicrobien par la méthode de diffusion de disque sur gélose

L’évaluation de l'activité antimicrobienne d’extraits de feuilles de C.parqui par
'aromatogramme, a été réalisée par la méthode de diffusion sur milieu gélosé
selon [294]; en suivant les recommandations de [295] (National Comite For
Clinical Laboratory Standard), et [296]. Les tests ont été effectués au niveau du

Laboratoire d’'Hygiéne de la Wilaya de Blida.

a. Préparation de l'inoculum

-A l'aide d’une pipette Pasteur stérile, racler 2 a 3 colonies bien isolés et identiques
a partir d’'une culture pure et jeunes sur milieu d’isolement,

-Diluer le contenu de la pipette dans 10 ml d’eau physiologique stérile a 0.9 %,
-Mesurer la densité optique de I'inoculum par un densitométre DEN-1 (Grant-Bio)
(Figure 2.16),il faut noter que l'inoculum bactérie peut étre ajusté a 0.5 McFarland
en ajoutant, soit de la culture s’il est trop faible, soit de I'eau physiologique stérile
s’il est trop fort, et il doit étre ensemencé dans les 15 minutes qui suivent sa

préparation.
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Photo 2.16 : Densitométre (Originale).

b. Ensemencement

-Tremper un écouvillon stérile dans une suspension bactérienne déja préparée
(inoculum).

-L’essorer en le passant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube
afin de le décharger au maximum.

-Frotter I'écouvillon sur la totalité de la surface gélosé, séche, de haut en bas, en
stries serrées.

-Répéter I'opération deux fois, en tournant la boite 60° a chaque fois sans oublier
de faire pivoter I'écouvillon sur lui-méme, a la fin de 'ensemencement on passe
I'écouvillon sur périphérique de la boite de Pétri. Il faut recharger I'écouvillon a

chaque fois, dans le cas ou 'on ensemence plusieurs boites.

c. Doses et application des disques d’antibiotiques

La technique repose principalement sur le dép6t a I'aide de micropipette de 50 ul
de deux concentrations de I'EE-F et 'EEP-F (20 et 100 mg/ml) dessous dans le
DMSO (SIGMA-AULDRICH-Germany), et 'EA-F & 5,10 et 20 % dessous dans
'eau distillée (Figure 2.17, Tableau 2.6) stérile sur les disques de 09mm (Biorad-
France), et les déposés sur les géloses appropriées. Les essais sont répétés trois
fois, avec des témoins positifs (antibiotiques et antifongiques de référence dilués
dans I'eau distillée stérile) et négatifs (DMSO : Diméthylsulfoxyde, et I'eau distillée

stérile ; solvants de dilutions).
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Photo 2.17 : A : solutions meres des extraits, B, C : Dép6t des disques sur la

gélose (Originale).

Tableau 2.6 : Répatrtition des doses des différents produits testés :

Extrait/ Produit | [C] mg/ml | [C] mg/dis. | Solvantde | [V] ul/dis. Souches testées
dilution
EE-F 20 1 DMSO 50 Toutes les souches
100 5 DMSO 50 Toutes les souches
EEP-F 20 1 DMSO 50 Toutes les souches
100 5 DMSO 50 Toutes les souches
50 2.5 E.D.S. 50 Toutes les souches
EA-F 100 5 E.D.S 50 Toutes les souches
200 10 E.D.S. 50 Toutes les souches
Ciprofloxacine 2 0.1 E.D.S. 50 Bactéries
Céfazoline 10 0.5 E.D.S. 50 Bactéries
Métronidazol 5 0.25 E.D.S. 50 Levures+ Champignons
Amphotéricine B 10 0.5 E.D.S. 50 Levures+ Champignons
DMSO / / / 50 Toutes les souches
E.D.S. / / / 50 Toutes les souches

d. Lecture et interprétation

Les zones d’inhibition autours des disques sont mesurés avec un pied a coulisse

(en mm) ; apres une incubation de 24 heures a 30°C pour la Listeria

monocytogenese , a 37°C pour les autres bactéries, pendant 48 heures a 25°C

pour les levures (C.albicans et S.cereviceae), et cing jours a 30°C pour les

moisissures (A.niger et A.braziliensis).
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2.7.6. Activité antioxydante in vitro de I'EE-F, L’'EEP-F, et 'EA-F de feuilles de
C.parqui
2.7.6.1. Méthode de piégeage du radical libre; le 2,2-diphenyl-I-
picrylhydrazil (DPPH)
2.7.6.1.1. Principe

Le diphényle Picryl-Hydrazyle (DPPH) (Figure 2.18), un radical libre stable, en
présence d’'un donneur d’hydrogene, le DPPH est réduit a la forme non radicalaire
de couleur jaune pale. Ce passage, de la premiére forme a la deuxiéme, est
accompagné d’'une diminution de I'absorbance qui peut exprimer le pourcentage
de réduction de DPPH [297].

|
Sy o~ T Antioxydant-OH + Antioxvdant-O’

ON A0, oN._A_No,

Figure 2.18: Formes réduite et oxydée de DPPH [298].

2.7.6.1.2. Préparation des solutions

a. Solution de DPPH

Nous solubilisons 3.94 mg de DPPH dans 100 ml de I'éthanol absolu pour obtenir
une solution a DPPH de 0.1mM. La solution est bien mélangée et laissée pendant
une heure sous agitation a température ambiante et conservée apres a labri de la
lumiére [299].

b. Concentrations des extraits, et des témoins positifs

3 g de 'EE-F et 'EEP-F de feuilles de C.parqui sont mis dans 1 ml de I'éthanol
absolu, le mélange est laissé sous agitation pendant 30 mn, a partir de cette
concentration de solution mere (SM) ; six dilutions de I'ordre du ug/ml de chaque
extrait sont préparée (3000,2400, 1800, 1200, 600, et 300 ug/ml). Pour I'extrait

agueux ; 2.5 g de 'EA-F sont mis en infusion dans 100 ml de I'eau distillée stérile
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(SM), six concentrations de I'ordre du mg/ml de I'E.D.S. sont préparées a partir de
cette solution mere (25, 10, 5, 1,0.5, 0.25 mg/ml).

Pour les témoins positifs ; 0.5 mg de la vitamine C (alpha tocophérol) et de I'acide
gallique sont dilués dans 1 ml de I'éthanol absolu ; & partir de cette préparation des
dilutions de I'ordre du ug/ml sont préparées (75, 50, 25, 10, 05,2.5 ug/ml) (Tableau
2.7).

Tableau 2.7: Concentrations des différents produits et nature des solutions de

dilutions :

Produit Solution de Solution [ ] ug/ml des dilutions
dilution mere mg/mi

3000

EE-F 2400

1800

Ethanol absolu

3000 1200

EEP-F 600

300

25000

10000

5000

EA-F E.D.S. 25 1000

500

250

75

Tocophérol 50

25

Ethanol absolu 0.5 10

Acide 05

gallique 55

2.7.6.1.3. Mise en contact avec le radical libre ; DPPH

Dans chaque tube a hémolyse sec et stérile, on introduit 1.5 ml de la solution de
DPPH a laquelle on ajoute 500ul d'une concentration de I'échantillon a tester.
Aprés agitation par un vortex, les tubes sont placés a I'obscurité et a température
ambiante de 25°C pendant 30 min d'incubation [299]. Pour chaque concentration,
le test est réalisé en 3 répétitions successives.

Pour chaque série on prépare un blanc constitué de 1.5 ml de la solution de DPPH

additionné de 500ul de I'éthanol. Quel que soit le témoin positif utilisé, sa
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préparation et son expérimentation sont identiques a celles des autres
échantillons.
La lecture est effectuée par la mesure de I'absorbance a la longueur d'onde de 517

nm. Les résultats ont été exprimés par la moyenne de trois mesures.

2.7.6.1.4. Expression des résultats

L’activité antioxydante est donnée par le pourcentage de l'inhibition des radicaux
libres de DPPH (A%) par la formule suivante [299] :

A% = [(AO - At)/ AO] 100

AO: L'absorbance du blanc
At: L'absorbance de I'échantillon.

La détermination de la concentration inhibitrice de 50% des radicaux appelée CI50
(concentration inhibitrice de 50 %) ou CE50 (Efficient concentration 50) est
effectuée ; en tracant pour un échantillon donné la courbe (régression linéaire) A%
en fonction de la concentration puis on détermine la concentration correspondant a
A% = 50 [300], et [301].

2.7.6.2. Méthode de réduction de fer ferrigue ; FRAP (ferric reducing antioxidant

ower

2.7.6.2.1. Principe

Cette méthode est basée sur l'aptitude des extraits de feuilles de C.parqui a
réduire le fer ferrique (Fe3*) en Fer ferreux (Fe?*) (Figure 2.19). La réaction est
révélée par le virement de couleur jaune du fer ferrique (Fe3+) en couleur bleu vert
du fer ferreux (Fe2+), lintensité de cette coloration est mesurée par
spectrophotomeétrie a 700 nm. Le mécanisme est connu comme étant un indicateur
de l'activité donatrice d’électrons, caractéristique de l'action antioxydante des

polyphénols [302].
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Figure 2.19 : Forme réduite et oxydée de Fer ferrique [303].

2.7.6.2.2. Préparation des solutions

2.7.6.2.2.1. Concentrations des extraits, et les témoins positifs

Les concentrations testées des trois extraits ainsi celle des témoins positifs sont

les mémes que ceux de test de piégeage de DPPH (Tableau 2.7).

2.7.6.2.2.2. Mise en contact avec les solutions réactionnelles

Cette étape consiste a mélanger 1 ml de chaque extrait a différente concentrations
avec 2.5 ml de tampon phosphate (0.2M, pH=6.6) et 2.5 ml d’une solution de
ferricyanure de potassium (KsFe (CN)s a 1% (m/v). Le mélange ainsi obtenu est
incubé a 50°C pendant 20 min, puis 2.5ml d’acide trichloracétique (CCIsCOOH) a
10% sont ajoutés pour stopper la réaction.

Le mélange est centrifugé a 3000 t/10min a température ambiante, 2.5 ml du
surnageant sont additionnés de 2.5 ml d’eau distillée stérile et 0.5 ml de chlorure
de Fer (FeCLs) a 0.1%.

L’absorbance du milieu réactionnel est déterminée a 700 nm [299]. La méme
méthode est utilisée pour tester le pouvoir antioxydant des témoins positifs

antioxydant synthétiques (Témoins positifs).

2.7.6.2.3. Expression des résultats

L’augmentation de I'absorbance mesurée a 700 nm dans le milieu réactionnel
indique une augmentation du pouvoir réducteur des extraits testés. La
concentration CE50 qui est définie comme étant la concentration effective a
laquelle I'absorbance est égale a 0.5 est un indice utilisé pour comparer et

exprimer la puissance des capacités réductrices des substances bioactives [304].
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2.7.7. Activité anti-inflammatoire in vivo de 'EE-F, L’'EEP-f, et 'EA-F de feuilles de
C.parqui

L’activité anti-inflammatoire est réalisée sur des souris males dans des conditions
de contrdle optimales afin d’assurer une expérience conforme aux normes exigées
(Tableau 2.8).

2.7.7.1. Matériel animal

Tableau 2.8 : Animaux et conditions contr6lées de I'animalerie

CONDITIONS DES LOCAUX

Température 23-25°C £2

Taux d’humidité | (30%-70%)

Eclairage Artificiel 12/12h

ANIMAUX

Espéce Souris

Race Souche couramment utilisée en laboratoire ; NMRI

Sexe Males.

Age et poids 8-12 semaines, un poids doit se situer a l'intervalle de 20% par
rapport au poids moyen des animaux du méme lot

Alimentation Nourriture (ONAB : Office national d’aliment de bétail — Bejaia),
I'eau potable

Les animaux sont choisis au hasard, marqués pour permettre une
identification individuelle et gardés dans leurs cages pour les acclimater aux
conditions de laboratoire pendant au moins cing jours avant I'expérience.

Les animaux doivent étre a jeun avant l'administration de la substance (On
supprime la nourriture, mais pas I'eau), pendant 3 a 4 heures. Apres la période de
jeune, les souris doivent étre pesées puis gavés. Apres l'administration de la
substance, les animaux sont a nouveau privés de nourriture, pendant 1 a 2

heures.

2.7.7.2. Principe

L’activité antiinflammatoire in vivo sur souris par le test de LEVY a été évaluée
selon la méthode de [305], sur la base de la réduction de I'cedéme plantaire induit

par la carragéenine (mucopolysaccharide sulfaté extrait d’'une algue marine).
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L’injection de la carragéenine a 1% sous I'aponévrose plantaire de la patte de
souris provoque une réaction inflammatoire qui peut étre réduit par un produit anti-
inflammatoire. Cette étude permet de comparer la réduction de 'cedéme plantaire
apres I'administration orale des doses de I'EE-F, TEEP-F ( 400 et 200 mg/kg c.p.),
et 'EA-F (10 et 20%) et les produits de référence correspondants ; le Diclofénac

sodique et I'Hydrocotisone a 3mg/kg c.p.et 1mg/kg c.p. respectivement.

2.7.7.3. Préparation et administration des doses

a. Préparation des doses

La préparation des doses de tous les produits utilisés est en fonction du poids
corporel des souris juste avant I'expérimentation :
-Répartir les animaux au hasard dans les cages a raison de six souris males
par lot,
-Peser chaque souris sur une balance, et la marquer par un numéro
(queue),
-Calculer la moyenne des poids des souris de chaque lot,
-Calculer le volume de chaque produit correspond a la moyenne de poids
des souris de chaque lot,
-Multiplier le volume calculé par 3ml, pour avoir la quantité suffisante pour

06 souris de chaque lot.

b. Administration des doses

Treize lots de six souris de sexe méle ont été utilisés.

Au temps 0 : les deux premiers lots : les souris ont regu 0.5 ml d’eau distillé stérile
et 'huile de mais comme des produits témoins négatifs, les animaux du troisieme
et quatrieme lot ont recu 0.5 ml des suspensions des substances
antiinflammatoires de contréle (Diclofénac de sodium a 3 mg/kg c.p., et
I'nydrocortisone a 1 mg/kg c.p., le cinquiéme, le sixieme, et le septiéme lots: les
sujets ont été injectés par I'extrait aqueux a 5 % ,10 et 20%, les six derniers lots
les souris sont gavées par 0.5 ml de 'EE-F et 'EEP-F a 50, 200 et 400 mg/kg c.p.
(Tableau 2.9).
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Au temps 0 + 30 mn: tous les animaux mis en expérience ont été injecté avec
0.025 ml de solution de carragéenine a 1% sous I'aponévrose plantaire de la patte
arriere gauche a l'aide d’'une microseringue.

Au temps 0+ 4 heures : les animaux sont sacrifiés par rupture de nuques, les
pattes postérieures sont coupées a la hauteur de l'articulation et pesées sur une

balance de précision (Figure 2.20 et 2.21).

Tableau 2.9 : Répartitions des doses des produits testés entres les différents lots

N°delot | Nbr de | Sexe | Produit Solvant de | Dose de produit
souris administré | dilution

01 06 Male |/ Eau D.S. /

02 06 Male |/ Huile de mais |/

03 06 Male | DIC Eau D.S. /

04 06 Male | HHC Eau D.S. /

05 06 Male | EA-F Eau D.S. 50mg/ml

06 06 Méle | EA-F Eau D.S. 100mg/ml

07 06 Male | EA-F Eau D.S. 200mg/ml

08 06 Méle | EE-F Eau D.S. 50 mg/ml

09 06 Méle | EE-F Eau D.S. 200mg/kg c.p.

10 06 Male | EE-F Eau D.S. 400 mg/kg c.p.

11 06 Male | EEP-F Huile de mais | 50 mg/kg c.p.

12 06 Méle | EEP-F Huile de mais | 200 mg/kg c.p.

13 06 Male | EEP-F Huile de mais | 400 mg/kg c.p.

Aprés avoir calculé les moyennes arithmétiques des poids des pattes coupées
gauches et droites, le pourcentage d’augmentation de poids des pattes est calculé

par la formule suivante [305] :

Moyenne des poids de la patte gauche- Moyenne des poids de patte droite x 100

Moyenne des poids de patte droite

Le pourcentage de réduction de I'oedéme chez les souris traitées par rapport aux

témoins est exprimé selon la formule ci-apreés :

% de I'cedéme témoin - % de ’'cedéme essai x 100

% de I’'cedéme témoin
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Photo 2.20 : Gavage des souris et formation de 'cedéme de patte (Originale).
A : Gavage d’une souris par 'EE-F, B : Sonde de gavage placée a une seringue de 2.5 ml

C : Pattes gauche injectée par la carragéenine, D : Patte droite témoin.

01. Six souris a jeun pesées juste avant 'expérimentation.

¥
NP L L L LY

02. Administration orale de 0.5 ml de chaque concentration de chaque produit &

analyser.

. /- Carragéenine
Temps 0+30mn %Q}Q}Q}Q}*) +

03. Injection des souris par 0.025 ml de solution de carragéenine a 1% sous

I'aponévrose plantaire de la patte arriere gauche.

Temps 0 + 04 heures ﬂ_)ﬂ_)ﬂ_)ﬂ_)ﬂ_)ﬂ_)

04. Les six souris sont sacrifiées par rupture de nuques.

Aprés 04 heures ﬁ_)ﬂ_)ﬁ_)ﬂ_)ﬂ_)ﬂ_)

05. Les pattes postérieures sont coupées a la hauteur de l'articulation et pesées

sur une balance de précision.

Figure 2.21: Schéma détaillant les différentes étapes de I'activité anti-inflammatoire
[305].
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PARTIE 03

RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Résultats de 'enquéte ethnobotanique

Notre enquéte est répartie en trois étapes; la premiére concerne les
renseignements personnels de la population qui a participé a cette démarche,
alors que la deuxiéme repose sur leurs connaissances sur la phytothérapie. La
troisieme partie est destinée vers la nature des informations acquises sur le

Cestrum vert.

3.1.1. Résultats de I'enquéte : Données personnelles

Cents vingt (120) personnes interrogées ont répondu a un questionnaire d’'une
enquéte de 32 questions variées (ANNEXE 04) ; dont le choix des personnes est
effectué au hasard ; et les réponses multiples pour une seule guestion a été
autorisé. Les informations obtenues suite a cette partie sont représentées dans les
figures 3.1, 3.2, et 3.3.

A. Sexe (%) B. Tranches d'ages (%)

27.5 ~20.83

H< 30 ans

H30-50 ans
HFemme HHomme 1450-70 ans

Figure 3.1 : Pourcentage de répartition des personnes : A : Selon le sexe, B :

Selon I'age.

La répartition des personnes selon le sexe a montré globalement une forte
prédominance de femmes (60.83%) par rapport aux hommes (39.16%)) ; alors que
les personnes agées de 30 a 50 ans sont les plus dominants avec 51.66% de

'ensemble des personnes : Les formulaires de I'enquéte sont pris au sérieux par
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les femmes surtout celles qui sont au foyer ; car le nombre des copies distribuée

entre les deux sexes été a un nombre égale.

A. Niveau scolaire (%) B. Lieu d'habitation (%)

1.66

15.83 17.5

H Pas d’école 70

L1 E. primaire

i E. moyenne “IBLIDA
i H ALGER
H Lycée
L4 Autres
M Université

Figure 3.2 : Pourcentage de répartition des personnes : A : Selon le niveau
scolaire, B : Selon la région.

Selon la figure 3.2, le niveau universitaire est le niveau le plus dominant avec un
pourcentage de 45%, justifiant que les personnes a ce niveau sont les plus
sensibilisées et qui ont une accessibilité importante sur ce genre d’information.
La Wilaya de Blida est la zone principale de notre étude ; ce qui a donné un
pourcentage trés élevé (70%).

. . - 0
A. Situation familiale (%) B. Niveau socio-économique (%)

3.33

HMarié
MBas
uCélibataire
#Moyen
uVeuf
) HElevé
1 Divorcé

Figure 3.3 : Pourcentages des répartitions des personnes selon la situation

familiale (A), et selon le niveau socio-économique (B).

D’apres les résultats illustrés par la figure 3.3, nous avons constaté que le niveau
socio-économique moyen est le niveau de vie le plus répartis (84.16%) ; bien que

les personnes mariées sont les personnes les plus notées (63.33%).
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3.1.2. Résultats de la deuxiéme partie de I'enquéte : La phytothérapie

La figure 3.4 (A et B) montre que toutes les personnes interrogées connaissent la
phytothérapie, qui est trés populaire que ces gens ont entendu et/ou ont déja

étaient soigné par cette médecine alternative.

Connaissez-vous la phytothérapie? (%)

100 100
A B
150 - _ 100
100 -
36.66
50 - 20
— | |
0 T 1
oul NON
M Entendu parler ELire et chercher des informations
EDéja soigné par la phytothérapie O Vend des remedes traditionnels

Figure 3.4 : Connaissance de la phytothérapie.

Parmi les 120 personnes interrogées, 81.66 % ont eu recours souvent a la
phytothérapie pour leurs premiers soins sans demander l'avis soit d’'un médecin
soit d’'un herboriste (Figure 3.5). Nous pouvons constater que la plus part des
personnes croient en la fiabilité de la phytothérapie comme un moyen de guérison
en premiere attention. Ce résultat est en concordance avec celui de 'OMS, qui
annonce que 80% de la population Africaine dépend de la médecine traditionnelle
[306].

Les résultats présentés dans la figure 3.6 indiquent que toutes les générations de
la population algérienne font confiance absolue aux remedes de la nature, dés la

naissance de leurs enfants (61.66%) (Figure 3.6).
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A. Pour se soigner avez-vous? (%) B. Comment vous prenez les remédes? (%)
100 72.5
81.66 61.66
61.66 425
25.83
16.66

e

=5
®\Vu un médecin H-Médicament seul

“Vu un chaman n-Tr{:ut_ement traditionnel seul i
u-Médicaments et plantes en mémes temps

“VU. .un herboriste ®-Médicament suivi par des plantes
| Utilisé tout seul des remédes i -Plantes puis médicament

Figure 3.5 : Utilisation des remedes traditionnels ; A : la nature de maitre soignant,

B : 'association ou non avec les médicaments conventionnels.

Chez qui on utilise beaucoup plus les remedes traditionels?
(%)

Adulte ) 100 =Nourrisson

Adolescent | () 04.16

Enfant
m Adolescent

Enfant ) 75 Adulte

Nourrisson | (NN 61.66

Figure 3.6 : Type de générations d’age.

La figure 3.7. (A et B), montre que la majorité des personnes interrogées
connaissent les vrais procédures initiatives de récolte ; avec des réponses de
72.5% pour les plantes cultivées ; car elles sont les mieux adaptées puisque elles
sont plus contrdlées et sécurisées. 85% de ces personnes ont répondu qu’ils
savent qu’il existe des conditions de récolte spéciales. Les conditions de récolte
des plantes médicinales sont I'un des points les plus importants qui conditionnent

la conformité du traitement traditionnel [307].

D’aprés la figure 3.8, L'enquéte a révélé que la majorité des personnes préferent
en premiere attention de se soigner par les feuilles et les fleurs (100%) ; on
constate qu’ils ont comme méme une connaissance de base que les substances
actives de n’importe qu’elle plante se localisent principalement dans ces deux
parties [308].
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A. Type de plante (%) B. Existe-il des conditions de récolte spéciales? (%)

Figure 3.7: Pourcentage de répartition des réponses selon la nature des plantes

H Sauvage
H Cultivée
1 adventice

# Oui
1 Non

récoltée (A) et les conditions de récolte (B).

Parties utilisées (%)
uTiges

H Feuilles
H Fleurs
1 Racines
| fruits
1 Graines
46.66
42,5 u Ecorces
36.66
B Gomme
24.16 1 Résines
Hnoyau
9.16 666 Y e
n m . ® Partie aérienne
- Y
H Plante entiere

Figure 3.8 : Pourcentage de répartition des réponses selon les parties utilisées de

la plante.

D’apres la figure ci-dessous ; plus de 90% des personnes ont répondu que le
séchage et le broyage de la matiére végétale est indisponible pour extraire le
produit actif de n’importe qu’elle plante [307].

A. Etat frais ou sec? (%) B. Broyage est-il recommandé? (%)

EOui
HNon

Hfrais
HSsec

Figure 3.9 : Pourcentage de répartition des réponses selon la recommandation du
séchage (A) et de broyage (B).
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La figure 3.10 illustre que 77.5% des personnes déclarent que la periode
de six mois est la période la plus préférée (Figure3.10). D’apres [307] ; la
durée de conservation des végétaux varie dune plante a une autre et
d’'une méthode a une autre ; généralemet la durée de 6 a 10 mois est la
plus rescommandée pour ne perdre les qualités organoléptiques et

pharlacologique du traitement.
Durée de conservation des plantes (%)

>2ans |25

4 H6 mois
2 ans @ 5.5 E1an

| B2 ans
1an | 45 4>2 ans

6 mois | () /7.5

Figure 3.10 : Pourcentage de répartition des réponses sur la durée de

conservation des plantes.

Concernant le mode de préparation des remédes; la figure 3.11 (A et B) nous
montre que l'infusion et la décoction sont les préparations les plus utilisées avec
des pourcentages de 100% et 69.16% respectivement ; tandis que I'eau chaude et
le miel sont les diluants les plus utilisés dans les préparations des remédes avec
un pourcentage de 100% et 92.5% respectivement. La préparation avec de I'eau
chaude nous permis d’extraire une grande quantité de substances actives de
n'importe quelle drogue ; le miel est aussi un bon conservateur des éléments

thérapeutiques [308].

L’avis de la population interrogée sur les effets secondaires de la phytothérapie
est fortement positif, plus que 80% des sujets pensent que la phytothérapie cause
des effets secondaires (Figure 3.12. A). Ces personnes ont méme avoué que son
efficacité est assurée (35%), qu’elle améliore la qualité de vie et surmonte les
limites de la médecine moderne (79.16%) (Figure 3.12. B).
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A. Modes de préparation des remedes (%) B. Solvant pour la préparation des remédes (%)
100
100 92.5
69.16
63.33 61.66
43.33
35
20
.33 11.66
- 4.16

0 | ) o

L1 Décoction 1 Rapure ® Infusion

B Eau chaude ®Eau froide mhuile mLait ®Vinaigre ®Miel
H macération H cataplasme 1A la vapeur

Figure 3.11 : Modes (A) et solvants(B) utilisés lors de la préparation des

remedes.

A. Effet secondaires (%) B. Résultats de traitement traditionel (%)

/_9.16
G u Inactif
H Amélioration

EOui ENon H Guérison

Figure 3.12 : Résultats du traitement traditionnel : A : Effet secondaire, B : Degrés

de l'efficacité du traitement traditionnel.

3.1.3. Résultats de la troisieme partie de I'enquéte: Le Cestrum parqui

3.1.3.1. Résultats de questionnaire

Des taux de réponses positives ont dépasseées les 60% (Figure 3.13: A, B, et C)
sur la connaissane de C.parqui, ce pourcentge confirme que cette plante est tres
populaire et trés connu par la population questionnée principalement sous
I'appellation de ‘Mesk elile’.

D’aprés la figure 3.14 ; 44.16% des personnes interrogées pensent que le beau
temps du printemps est la meilleure période de récolte de la plante ; vient par la
suite I'été avec 36.66% qu'ils le voient comme bonne saison de récolte de
C.parqui.
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A. Connaissez-vous Cestrum parqui? (%) B. Si oui , comment vous la connaissez? (%)

. u Entendu parler

16 16.66 \ p

5'5—
61.66
. @ Utilisé par une
14 Oui personne de votre

LINon entourage

C. Noms vernaculaires de la plante (%) u Utilisé par vous
méme

u Mesk elile 30
L Jasmin de
nuit

Figure 3.13 : Connaissances sur le Cestrum parqui.

17.5
LiToute L’année
HEté
i Hiver
H Automne
® Printemps
0

Période de récolte (%)

Figure 3.14 : Période de récolte de C.parqui.

Selon la figure 3.15 ; les feuilles de C.parqui sont la partie la plus utilisée avec un
pourcentage de 46.66%, La partie des réponses restante se divise entre les
fleures et la partie aérienne. Les feuilles sont la partie la plus remarquée et la plus
dominante dans cette plante ; donc les personnes se sont peut étre basées sur
I'hypothése qui dit que la partie la plus abandante de la plante est la plus active

thérapeutiguement. 0

H Feuilles

u Fleurs

H Parties aérienne
Liautres

Quelles parties de la plante sont utilisée? (%)

Figure 3.15 : Parties utilisées de C.parqui.
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19.16% des personnes intérrogées ont répondu positivement sur le savoir

thérapeutique de C.parqui (Figure 3.16).

Utilité thérapeutique de C.parqui (%)

L10ui LINon

Figure 3.16. : Utilisation traditionnelle de C.parqui.

D’apres la figure 3.17, le maux de téte et les problemes respiratoires sont les
plus traitées par le C.parqui avec un pourcentage de 31% et 28% respectivement,
alors que 10% et 9% des gens pensent que C.parqui traite I'inflammation et la

fievre respectivement.

Maladies traitées (%)

31
28
9 10
7 6
, 3 4 a4
e | |°°]||°° ooooHoo

0
uFievre BMaux de téte HPlaie 1 Lésions cutanées H Toux/p. Respiratoire
@ Diarrhée #Maux d’estomac 1Douleur auriculaire u Infection bactérienne uInfection fongique
u Infection parasitaire u Fracture # Inflammation ® Ulcere #@Anémie
@ Maladies vénérienne @ Trouble menstruation  uFertilité mavortement | Infection virale

Hcancer

Figure 3.17 : Maladies traitées par le C.parqui

D’aprés ces taux ; les gens pensent que le C.parqui contient des molécules
relaxantes qui soulagent la douleur et dilatent les voies respiratoires, et que

'odeur nocturne de ces fleurs aide a calmer ce genre de probleme de santé.

Les effets secondaires les plus notés suite a l'utilisation de C.parqui comme
remede, sont les maux de téte, la toxicité, et asthme. D’aprés ces personnes ;
'odeur typique et piquante de la plante surtout le soir est la cause de ces effets

nocifs (Figure 3.18).
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Effets secondaire de la plante (%)

5.83 '
10\ 19.16 4 Maux De Téte
| Toxicité
4 Asthme

Figure 3.18 : Effets secondaires de C.parqui.

Les différentes investigations menées dans cette enquéte ont permis de
comprendre que les personnes interrogées en grande majorité utilisent les plantes
pour se soigner avec les recettes des tradipraticiens. L'usage traditionnel des
plantes médicinales constitue la base de la médecine tant préventive que curative.
L’enquéte ethnobotanique sert de trait d’'union entre les deux médecines aussi
bien traditionnelle que conventionnelle. Cette enquéte est une étape indispensable
dans la mesure ou elle nous permet de nous orienter afin de cibler la nature des
drogues actives de C.parqui et leurs modes de préparation traditionnelle, ainsi les

tests biologiques.

3.1.3.2. Résultats de la recherche bibliographique sur [utilité

traditionnelle de C.parqui

L'usage des différentes parties ou la plante entiere du Cestrum vert est
multidisciplinaire (Tableau 3.1) ; soit dans le c6té médicale, alimentaire (hommes,
animaux), I'environnement, sociologique, et pour les préparations des poisons
[309]. Traditionnellement les différentes parties de Cestrum parqui, principalement
les feuilles, les fleurs et le bois, sont couramment utilisées soit fraiches, soit
comme infusion, décoction, jus, ou cataplasme [81], [310], [311], et [312]. Ces
préparations sont utilisées contre la fievre [81], [313], et [314], pour les maladies
cutanées telles que les surinfections cutanées, les allergies, I'impétigo, et la Iépre
[310], [311] et [315] contre les infections fongiques [316], [317], et [318], contre les
infections bactériennes et virales [81], [310], et [311], comme antiparasitaire [319],
contre l'inflammation [100], [320], [321] et [322], pour les problémes digestifs et les
infections intestinales [311], [312], [313], et [323] , contre les douleurs [320], [324],
[325], et contre le cancer, [311] et [324].
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Les Mapuche du sud du Chili utilisent le Cestrum parqui rituellement, lors de

traitements curatifs chamaniques, depuis I'ere précolombienne. Cette plante a le

pouvoir de résister aux attaques des sorciers ou des chamans noirs ; ses feuilles

séchées sont fumées ou brulées comme de I'encens. Le thé des feuilles est pris

pendant les rituels et les cérémonies pour éviter la peur et l'influence du mauvaise

ceil. Les Cholos utilisent toujours le bois et les feuilles de la plante autant que

composants du tabac ; ce qui suggere que le parqui a été fumé avant l'introduction

du tabac sur le continent [81].

Tableau 3.1. : Préparations traditionnelles des différentes parties de C.parqui

FR : Fruit, FL : Feuille, T : Tige, FLR : Fleures, PA : Partie aérienne, VO : Voie orale, VC : Voie

cutanée.
2 3 N . cex
£ 92 Préparations Mode Traitement Références
a5
-La variole, la lepre, la tuberculose, la fievre
-FL -Infusion VO | et'herpés, les feuilles peuvent étre [81]
appliquées directement sur les plaies.
-Infusion -Variole, lépre, tuberculose.
-FL -Fraiches VO | -Eczéma. [310]
-Jus -Herpés, impétigo.




119

-Infusion

-la dysenterie et les infections intestinales.

vO | -(Salmonellose)
-Infusion (avec les estomac et inflammations hépatiques.
branches de
camomille).
VO | _ cancer du sein
-Infusion (avec les
feuilles de
plantain). (1/jr/7jr,
repos pour
-FL guelques jours et [311]
commence a
nouveau pendant
plusieurs mois). ve - Une partie du corps enflammé.
- Les plaies.
-Cataplasme
-Décoction (3 a
5mn)(Application VC | -lagale, lateigne, I'eczéma.
de tous les jours).
- pommade des
feuilles tendres
-Problemes digestive (A prendre en petites
- FLR | -Infusion VO | quantité) un verre avant d’aller dormir. [312]
- fraiches VC | -Application cutanée par frottement (comme
antipyrétique).
-FL [315]
-Cataplasme ve |- Démangeaisons et urticaire.
-FL - Décoction VO | -Antifongique (la teigne). [318]
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-Douleur cardiaque, lavage des plaies,
_ traitement de toux, hémorragie, lavage
-T, FL | -Infusion VO _ _ [320]
oculaire, douleur de la vessie et maux
d’estomac.
-T, FL | -Infusion vO | -Inflammation. [321]
-Cataplasme VC -Contusions, gonflements, Fiévre, Vulnéraire.
(Broyé)
[322]
-Décoction VO | - Dépuratif.
- Décoction VO | -Purgatif, antispasmodique, digestion. [323]

3.2. Résultats de I'étude macroscopiqgue de C.parqui

Apres comparaison du spécimen récolté au niveau de la région de Belouiezdad a
Alger avec ceux répertoriés au niveau de I'herbier de 'ENSA, nous avons pu
constater que les deux échantillons sont identiques. Cependant nous avons eu
recours aux observations macroscopiques plus approfondies afin de mieux

identifier la plante.

Les figures ci-dessous montrent les principaux criteres botaniques qui
caractérisent le Cestrum parqui, nous notons la présence des rameaux qui sont

nombreux, effilés, d’un feuillage alternatif (Photo 3.19).

Les feuilles lancéolées, glabres, d'un vert foncé en dessus, plus péales en
dessous, elles sont regroupées en terminal de 90 mm de longueur et de 22 mm de

largeur, a forme pointue a chaque extrémité (Photo 3.20).

Les fleurs sont jaunatres et atteignent 25 mm de longueur en formant plusieurs
ensembles sur un pédoncule commun. Le calice est trés court, d’'une seule piéce,
en tube court, a cing dents (Photo 3.21, 22 et 23).

Les étamines sont au nombre de cing et ne débordent pas le tube de la corolle;

filets attachés vers le milieu du tube, ils sont dépourvus de poil (Photo 3.24).

Nous avons noté également la présence de 'ovaire supérieur de forme arrondi,

terminé par un style de la longueur du tube de la corolle par un stigmate obtus,
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avec cing étamines a filets sans barbe, alternes avec les lobes de la corolle (Photo
3.25). Les résultats de notre étude macroscopique concordent avec ceux donnés
par plusieurs auteurs [74], [75], [76], [77].

Photo 3.19 : Rameaux (A) et position de feuillage (B) (Gx2.5).

Photo 3.21 : Position des fleurs par rapport aux rameaux (A), et taille de fleur (B).
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Photo 3.24 : (A) : Position des étamines par rapport au style, (B et C) : Style
(Gx4.5).

Photo 3.25 : (A) : Coupe transversale de I'ovaire, (B) vue de profil de I'ovaire
(Gx4.5).
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Les différents aspects macroscopiques observés sous la loupe binoculaire nous

confirment l'identité de la plante récoltée.

3.3. Résultats de I'étude microscopique de la feuille de C.parqui

Afin de détecter ou de localiser des structures particulieres au niveau de la feuille.
L’observation microscopique de la feuille a révélé sa structure pluricellulaire, et
elle nous a permis d’observer les tissus suivants (partant de I'extérieur a
I'intérieur) (Photo 3.26 et 27):

-Absence des poils sécréteurs au niveau de I'épiderme,

-Présence d’un épiderme supérieur constitué par une assise de cellules,
-Présence des cellules allongées adjacentes contenant de nombreux
chloroplastes,

-Présence de parenchyme foliaire,

-Présence du bois et du liber,

-Présence d’un épiderme inférieur formé par une assise de cellules.

Epiderme supérieur

Epiderme inférieur

Bois

Liber

Photo 3.26 : Coupe transversale de la nervure principale de la feuille (En haut
Gx10) (En bas Gx40).
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Parenchyme foliaire

Photo 3.27 : Coupe transversale de feuille (Gx10).

Otiole

Stomate

Cellules épidermiques

sinueuses

Photo 3.28 : Stromas au niveau de feuilles (Gx40).

L’observation de face de la partie externe de la feuille nous a montré la présence
des cellules épidermiques, de forme sinueuse qui forment un puzzle, des
stomates formés par deux cellules stomatiques, et au centre, nous observons une

ouverture ; I'otiole (Photo 3.28).

3.4. Résultats des analyses phytochimigues

3.4.1. Détermination de la teneur en eau

M Eau

i autres

Figure 3.29 : Teneur en eau (%).
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Les valeurs moyennes des trois essais (ANNEXE 05) nous ont donné un poids
frais égal & 2 g et un poids sec égal a 0.467 g. La feuille contient donc 76.61 %
d’eau (Figure 3.29). Cette teneur en eau est conforme a celle observée par la
[326].

De par leur richesse en eau, les plantes fraiches renferment 60 a 80 % d'eau
[327]. La teneur élevée en eau, chez les plantes, est en relation étroite avec
'activité métabolique. Elle fournit hydrogéne indispensable aux réactions de
biosynthese [328].

3.4.2. Détermination de taux d’humidité

920

'Humidité

4 autres

Figure 3.30 : Taux d’humidité (%).

La figure 3.30 montre que le taux d’humidité est de 10% par rapport au poids frais
des feuilles (ANNEXE 05). Ce taux en humidité est conforme aux normes de la
pharmacopée URSS [349], indiquant ainsi un bon séchage et une bonne

conservation de la plante [329].

3.4.3. Détermination de la teneur en cendres

La calcination totale d’'une prise d’essai de 2 g de poudre végétale nous a permis
d’obtenir les résultats consignés dans le tableau 3.2. Les cendres obtenues sont
de couleur claire et représentent chez les feuilles de Cestrum parqui une teneur
de 16 % (ANNEXE 05). Cette derniere est supérieure a celle rapportée par la

pharmacopée en 2005 qui est de 10 a 12 %.
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Tableau 3.2 : Teneur en cendre de C.parqui :

Prise d’essai (g) Pesée apres calcination Teneur en cendre
9 totale (Q) en % de poids sec
2+0.163 0.32+0.136 16% + 0.263

La quantité des ions minéraux absorbés est en relation avec les conditions
physicochimiques du sol dans lequel vit la plante. La température, I'éclairement et
'aération du milieu peuvent influencer sensiblement les teneurs en minéraux.
L’état physiologique interne de la plante (stade de développement, age, état
hormonal) joue également un tres grand rble dans l'absorption des minéraux
[330]. De nombreuses plantes médicinales sont tres riches en minéraux ; dont
elles les tirent du sol et les transforment en une structure aisément assimilable par
'organisme pour qu’ils puissent participer activement a l'activité thérapeutique de

la plante [43].

3.4.4. Résultats de I'extraction des composes actifs de feuilles de Cestrum

parqui

3.4.4.1. Extraction des composes polaires et apolaires par la

méthode solide- liquide de Soxhlet

Nous avons obtenu une teneur en composés apolaires de 6.03 %. Concernant les
principes actifs polaires ; la teneur est de 16.29 % de la matiere seche (Figure
3.31) (ANNEXE 05). Aucun résultat concernant le rendement de I'extraction par
Soxhlet n’a été trouvé dans la littérature sur C.parqui ; ce qui rend la comparaison

difficile de nos résultats.

Rendement % 6.03

M EEP-F
M EE-F

LI Marc restants

Figure 3.31 : Rendement de I'extraction solide-liquide.
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3.4.5. Résultats de I'analyse des extraits par spectrophotométrie

Le rayonnement électromagnétique dans le domaine ultraviolet-visible s’exprime
par sa longueur d’'onde A, en nm : Le domaine UV s’étend de 10 a 390 nm, celui
du visible de 390 a 770 nm [331].

3.4.5.1. Résultats de I'analyse spectrophotométrique a balayage UV-
Visible

a. Extrait éthanoligue de feuilles ; EE-F

Le spectre obtenu montre les différents pics d’absorption des différentes fonctions
chimiques détectées de I'EE-F en fonction de la longueur donde et de
'absorbance et leurs interprétations (Figure 3.32). Selon [332]. le domaine
d'absorption situé entre 291 et 300 nm est propre aux composés benzéniques,
alors que le domaine entre 400 et 498 nm est caractéristique aux caroténoides et

leurs dérivés. Celui situé entre 600 et 664 nm correspond a la chlorophylle.

Selon la figure ci-dessous nous pouvons remarquer la présence de 15 pics
majoritaires a 15 longueurs d’ondes différentes (de 220 a 665 nm) détectés par le
spectrophotometre UV-1800 SHIMADZU, avec une condensation hautement
importante des molécules actives entre 200 et 400 nm ; cet intervalle d’absorption
est propre aux substances benzéniques [332]. Un pic majoritaire a 241 nm (Abs.=
4.000) est détecté et qui correspond a un aglycone flavonoique [333]. (Tableau
3.3).

4,0000

3,0000

Abs.

2,0000

1,0000

00,0000
200,00 400,00 600,00 800,00
nm

Figure 3.32 : Spectre d’analyse par la spectrbphotométrie a 'UV-Visible de 'EE-F.



128

Tableau 3.3 : Longueur d’ondes d’absorption de molécules détectées de I'extrait

éthanolique de feuilles (EE-F) de C.parqui :

EE-F

No. De pique L. d’onde nm. Abs. Interprétation
1 665 1,9858 | Chlorophylle.
2 607 0,4822 | Chlorophylle.
3 536 0,5868 | Caroténoides et dérivés
4 506 0,631 Caroténoides et dérivés
5 221 3.7433 | Aglycone flavonoique
6 404 3,7221 | Caroténoides et dérivés
7 241 4,000 | Aglycone flavonoique
8 628 0,2945 | Chlorophylle.
9 581 0,1982 | Caroténoides et dérivés
10 523 0,4419 | Caroténoides et dérivés
11 489 0,5026 | Caroténoides et dérivés
12 345 2,6268 | Chalcones
13 380 3.6248 | C. benzéniques
14 366 3.6631 | C. benzéniques
15 314 3.2160 | C. benzéniques

EE-F : Extrait éthanoligue de feuilles, No : Numéro, C : Composés, L : Longueur, Abs :

Absorbance.

D’apres ces illustrations, nous constatons que cette analyse a révélé la richesse
de I'EE-F en polyphénols d’ou leur composition chimique commune avec les
substances benzéniques détectées est composée principalement de noyau

benzénique [33].

b. Extrait étheropétroligue de feuilles ; EEP-F

D’aprés la figure 3.33 et le tableau 3.4, I'analyse par 'UV-V. de 'EEP-F a révélé
d’'une part une richesse en fonctions chimiques actives plus importantes que
celles de 'EE-F ; avec 16 pics détectés, et une condensation trés importante des
molécules benzéniques entre 200 et 400 nm [332], et de l'autre part une bonne
extraction éthérique. Le tableau 3.3 montre aussi que les pics avec des longueurs
d'ondes qui se situent entre 500 et 600 sont les plus signalés, et qui
correspondent aux anthocyanidines [333]. Une augmentation maximale de
'absorbance (Abs=3.6253) a 222 nm a été clairement observée dans le spectre
par la forte présence d’un composé terpénique a unité isoprénique [333]. La forte

détection des molécules benzéniques et isopréniqgues nous conduit a penser
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fortement a la présence des alcaloides stéroidiens, des terpenes, et des stérols
[49].

Tableau 3.4 : Longueur d’ondes d’absorption de molécules détectées de I'extrait

étheropétrolique de feuilles de C.parqui :

EEP-F
No. De pique L. d’onde nm. Abs. Interprétation

1 667 3,3339 | Chlorophylle.

2 222 3.6253 | C. isopréniques

3 611 0,8769 | Chlorophylle.

4 561 0,4164 | Chlorophylle.

5 532 1,0346 | Caroténoides et dérivés
6 502 1,5239 | Caroténoides et dérivés
7 470 1,3137 | Anthocyanidines

8 630 0,5659 | Chlorophylle.

9 583 0,2942 | Anthocyanidines

10 549 0,3603 | Caroténoides et dérivés
11 521 0,632 | Caroténoides et dérivés
12 484 1,08 Anthocyanidines

13 459 1,2532 | Caroténoides et dérivés
14 207 3.4123 | C. isopréniques

15 218 3.5692 | C. isopréniques

16 224 3.5213 | C. isopréniques

EEP-F : Extrait étheropétrolique de feuilles, No : Numéro, C : Composés, L : Longueur, Abs :

Absorbance.

4,0000

3,0000

Abs.

2,0000

1,0000 |~

O,0000
200,00 400,00 600,00 800,00
nm.

Figure 3.33 : Spectre d’analyse par la spectrophotométrie UV-Visible de 'EEP-F.
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c. Extrait aqueux de feuilles ; EA-F

L’analyse de l'extrait aqueux par 'UV-V. (Figure 3.34) révéle qu’il renferme des
substances actives mais de faible présence par rapport aux deux extraits
précédents (EE-F et EEP-F), avec deux absorbances importantes mesurées par le
spectrophotometre détectée a 254 et a 271 nm, correspondant a une forte
concentration des composés benzéniques (Abs=2.7546), et des aglycones
flavonoidiques (Abs=2,4355) respectivement [332] (Tableau 3.5). Par ailleurs, les
molécules qui présente des absorbances qui se situe entre 200 et 250 nm ; ne
semble pas étre des composés terpéniques, mais plutét des composées plus
polaires qui pourraient étre des dérivés phénoliques [333].

4,0000

33,0000

Abs.

2,0000

11,0000

0,0000
200,00 400,00 600,00 800,00

Figure 3.34: Spectre d’analyse par la spengbphotométrie a 'uUV-Visible de 'EA-F.

Tableau 3.5. : Longueur d’ondes d’absorption de molécules détectées de I'extrait

aqueux de feuilles de C.parqui :

EA-F
No. De pique L. d’'onde nm. Abs. Interprétation
1 689 0,0486 Chlorophylle.
2 271 2,7546 C. benzéniques
3 674 0,0468 Chlorophylle.
4 254 2,4355 Aglycone flavonoique

EA-F : Extrait aqueux de feuilles, No : Numéro, C : Composés, L : Longueur, Abs :

Absorbance.

L’analyse par la spectrophotométrie UV-V des trois extraits a donné des différents

pics tous le long du domaine d’absorbation ; précisément aux longueurs d’ondes
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de 200 a 400 nm ; cet intervalle est connue comme la zone qui regroupe la plus
part des groupes fonctionnels actifs (groupements carboxyle, aldéhyde, benzéne,
acide...) des composées secondaire d’'une plante [334]. Cette diverse richesse
nous assure que les solvants utilisés pour les trois d’extractions ont pu extraire

plusieurs molécules de nature chimique différente.

3.4.5.2. Résultats de 'analyse spectrophotométrique a Infrarouge

Nous avons regroupé les différentes bandes des principaux groupements

fonctionnels qui peuvent étre attribués a la nature chimique des différents extraits.

Le rayonnement électromagnétique dans le domaine de l'infrarouge s’étend de
770 nm a 1 mm. Cependant l'unité spectrale couramment utilisé en spectroscopie
moléculaire infrarouge est le nombre d’onde V, exprimé en cmt. Le domaine qui
nous intéressera dans le cadre des molécules organiques étudiées est restreint :
de 500 a 4000 cm™ [331]. L’interprétation des spectres est réalisée d’aprés la
table de lecture des spectres IR (ANNEXE 06) [334].

a. Extrait éthanoligue de feuilles ; EE-F

Le spectre IR (Figure 3.35) de l'extrait EF est en parfaite harmonie avec son
screening chimique, Il nous montre une forte détection de groupements
fonctionnels le long de deux bandes d’absorption différentes ; de 500 a 1700
(cm?) et de 2800 a 3500 (cm™), bien que la bande d’absorption qui s’allonge
entre 3200 et 3400 (cm™) représente la bande la plus concentrée en composés

avec des absorbances qui dépassent la valeur 2.00 (Tableau 3.6).

Des pics intenses vers 3376.25 cm?® et 3421.3 cm? caractérisent des
groupements libres de carboxyle ou phénol (O-H), des alcools, et les groupements
amines primaires (N-H) ; ces données nous oriente a dire qu’il y a une abondance

des composeés azotés et polyphénoliques.

L’absorption assez intense vers 2857.48 cm™ et 2925.89 cm™t nettement visible
dans les spectres infrarouge, est une bande de valence trés riche en
groupements aliphatiques et aromatiques C-Hs, liaisons aromatiques, des

aldéhydes, et des acides carboxyliques.



132

Le spectre ci-dessous représente également un pic d’absorption vers 1732.19 cm-
1 d( a un groupement carbonyle qui est probablement di a un systéme conjugué :
nous avons le choix entre des cétones, des esters, des anhydrides. D’une
absorbance un peu faible ; apparait une bande carbonyle située vers 1626.65 cm -

L et qui correspond aux doubles liaisons aromatiques.

Nous remarquons aussi des pics intenses entre 1387.83 cm™ et 1406.18 cm
caractérisant les groupements O-H phénoliques, et deux pics détectés a 1.061.94
et 1167.44 cm* correspondant a la fonction C-O d’un alcool secondaire. Une forte
présence des vibrations de valence de C—H aromatiques sont observées entre
667.13 cm™* et 9 83.011 cm™.

La présence d’alcaloides est visible par les nombreux pics au niveau de la bande
OH située entre 3000 et 3500 cm™ caractéristique de la vibration d’'un acide
carboxylique confirmé aussi par la vibration de la liaison carbonyle C=0 localisée
a 1721 cm.
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Figure 3.35 : Spectre d’analyse infrarouge (IR) de 'EE-F.
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b. Extrait étheropétrolique de feuilles ; EEP-F

L’analyse de 'EEP-F par infrarouge a indiqué qu’il est moins concentré que I'EE-
F ; dont les pics sont faiblement tracés (Figure 3.36) ; les faibles concentrations

détectées explique la faible polarité du solvant utilisé :

Des pics intenses sont détectés entre 2853.5467 cm™ et 2922.9715 cm* suite a la
vibration des plusieurs groupements aliphatiques et aromatiques (C-H3), des
liaisons aromatiques, des acides carboxyliques, et des aldéhydes.

Nous pouvons constater aussi une forte présence de groupements libres de
carboxyle ou phénol (O-H), et de groupements amines ou amides, suite a une
absorption maximale a 3467.7342 cm™ (Abs=1.057).

Le pic a 1738.97 cm? révéle la présence des esters, des composés
anhydridiques, et des groupements cétoniques, alors que la présence de
groupements carboxyles libres, et des doubles liaisons aromatiques a été
observée aussi a 1461.4273 cm! et a 1643.0149 cm respectivement (Tableau
3.6).

La présence en plus d’'une large bande a 3445 cm™ permettant de justifié la
présence des stérols, des pics juste au-dessus de cette bande responsable de
'existence d’alcaloides au sein de I'extrait EEP-F. Le test positif concernant les
extraits lipidiques et en particulier les acides gras est confirmé par la présence
d’'un pic important caractéristique de la vibration carbonyle C=0 d’un ester situé a
1738 cm™. Un détail important est la nature des acides gras dont la présence
d’instauration au niveau de la matiére végétale identifiée par un pic a 3005 cm™
spécifique de la vibration C-H d’'un alcéne et par conséquent I'existence d’acide
oléique ou linoléique. Cette composition est vérifiée au niveau des pics des
vibrations C-H des groupes méthyles CHs et méthylenes CH:z entre 2922 et 2852
cmL. Le pic localisé a 1627 cm! confirme aussi la présence des stérols grace a

cette vibration C-O.
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Figure 3.36: Spectre d’analyse infrarouge (IR) de 'EEP-F.
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c. Extrait agueux de feuilles de C.parqui ; EA-F

L’infusé s’est révélé plus riche et plus concentré en groupements fonctionnels par
rapport aux deux extraits précédents avec 33 pics majoritaires correspondant aux
absorbances importantes qui dépassent la valeur de 2.00 (Figure 3.37).
L’hétérogeénéité de l'extrait explique la forte polarité du solvant utilisé ainsi la

richesse de I'EA-F en molécules actives.

Des pics hautement présentatifs ont été observés, le premier pic a 1399.63 cm?
révéle la richesse de 'EA-F en groupements hydroxyles phénoliques (O-H), et les
liaisons de nature C-O due a la présence des stérols ; bien que le deuxieme pic
détecté a 1627.43 cm™? nous montre une présence de doubles liaisons
aromatiques, et des liaisons de nature C=N ; tandis que la bande qui se trouve
entre 3140.2065 et 3548.1844cm™ confirme clairement la richesse de C.parqui en

composeés azotés (N-H) (Tableau 3.6).

Les groupements phénoliques ont été largement détectés dans plusieurs bandes
différentes de 1300 au 1450 cm et entre 3300 et 3500 cm™; cela nous oriente de

constater la présence des différentes classes des substances polyphénoliques.

Le spectre IR de l'extrait EA est totalement identique a celui de l'extrait EE
avec une différence quantitative. Alors que les alcaloides, et les
polyphénols sont plus importants et plus caractéristiques du fait de leurs

solubilités, et du caractere ionique dans 'eau [33].
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Figure 3.37: Spectre d’analyse infrarouge (IR) de 'EA-F.



138

Tableau 3.6 : Pics majoritaires détectés des trois extraits (EE-F, EEP-F, et EA-F)

par l'infrarouge (IR) :

EE-F
N Hauteur de e Liaison
Pic a . Interprétation -
Pic chimique
667.1327 1.1728 -Liaisons aromatiques C-H
695.6896 1.1450 -Liaisons aromatiques C-H
735.0771 1.1770 -Liaisons aromatiques ggl
772.2828 1.1108 -Liaisons aromatiques ggl
835.6690 1.1075 -Liaisons aromatiques C-H
853.6680 1.1069 -Liaisons aromatiques C-H
983.0117 1.2603 -Liaisons aromatiques C-H
1061.9425 1.4845 -Alcool secondaire gg
1118.0823 1.3898 -Alcool secondaire gg
1167.4432 1.4021 -Alcool secondaire gg
1387.8339 1.7400 -Groupements phénoliques 8CH)
1406.1836 1.7297 -Groupements phénoliques 8CH)
1456.3237 15781 -Groupemgr_lts phenollqugs O-_H
-Doubles liaisons aromatiques Cc=C
1499.3733 1.4083 -Doubles liaisons aromatiques c=C
1626.6521 1.8521 -Doubles liaisons aromatiques g:ﬁ
1732.1919 1.5896 -Esters gllphathues | -Cétones C=0
-Anhydride
-Groupements (aliphatiques et
. C-H3
aromatiques) Crer-H
2857.4815 1.8613 -Liaison aromatiques Te_t'
P Cri-H
-Aldéhyde O-H
-Acide carboxylique
-Groupements (aliphatiques et C-H3
2925.8934 20357 |aromatiques) Cre-H
-Liaison aromatiques
) ) O-H
-Acide carboxylique
-Liaisons aromatiques C-H
3020.7974 1.8784 -Acide carboxylique O-H
-Liaisons aromatiques C-H
3062.5224 1.9056 -Acide carboxylique O-H
3095.9881 1.9183 -Grpupements amines primaires N-H
-Acide carboxylique O-H
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-Groupements amines N-H
3236.0065 2.0655 primaires/amides
-Alcool lié O-H
-Groupements amines N-H
3288.8348 21171 primaires/amides
= O-H
-Alcool lié
-Groupements amines N-H
3340.1437 2.1386 primaires/amides
-Alcool lié O-H
-Groupements libres (de
3376.2586 21648 carboxyle ou phen_ol) O-H
-Groupements amines N-H
primaires/amides
-Groupements libres (de
34211393 21715 carboxyle ou phen_ol) O-H
-Groupements amines N-H
primaires/amides
EEP-F
- , C-H
724.3634 0.5502 -Liaisons aromatiques c-Cl
791.8792 0.5317 -Liaisons aromatiques gCH:I
851.2526 0.5334 -Liaisons aromatiques C-H
986.4011 0.5698 -Liaison aromatique C-H
1167.9108 0.6439 -Alcool secondaire 88
-Groupements libres (de O-H
1383.7432 0.6541 carboxyle ou phénol) C-0
1461.4273 0.6728 | -Groupements libres (de O-H
carboxyle ou phénol)
1643.0149 0.6905 -Doubles liaisons aromatiques gz(li
-Esters aliphatiques / Cétones
1738.9707 0.7779 C=0
-Anhydride
-Groupements (aliphatiques et
. C-H3
aromatiques Cret-H
2853.5467 0.9294 | Liaisons aromatique et
- Cri-H
-Aldéhyde O-H
-Acide carboxylique
-Groupements (aliphatiques et C-H3
2922.9715 1.0492 aromatiques
: - O-H
-Acide carboxylique
-Liaisons aromatiques C-H
3008.2916 0.8542 -Acide carboxylique O-H
-Groupements libres (de O-H
3467.7342 1.0571 carboxyle ou phénol) N-H

-Groupements amines
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primaires/amides

EA-F

627.9400 2.1350 -Bande liaisons aromatiques C-H
660.2759 1.9144 -Bande liaisons aromatiques C-H
695.3779 1.9262 -Bande liaisons aromatiques C-H
736.9471 1.9097 -Bande liaisons aromatiques ch:l
775.2048 1.8447 -Bande liaisons aromatiques ch:l
828.1110 1.8098 -Bande liaisons aromatiques C-H
852.4213 1.7753 -Bande liaisons aromatiques C-H
926.0927 1.6997 -Bande liaisons aromatiques C-H
986.7128 1.8174 -Alcool secondaire C-O
1069.3447 2.3376 -Alcool secondaire 88
1088.0839 2.2982 | -Alcool secondaire <o
1121.7834 2.4240 -Alcool secondaire 88
1314.2405 2.4938 -Groupements phénoliques 88
1399.6385 3.4462 -Groupements phénoliques 88
1457.7262 25583 | “Groupements phenoliques OH
-Doubles liaisons aromatiques C=C
1496.5293 2.3477 -Doubles liaisons aromatiques c=C
1597.9784 3.1852 -Doubles liaisons aromatiques c=C
1627.4313 3.3422 -Doubles liaisons aromatiques gz(li
-Aldéhyde Cmi-H
2753.8898 2.4349 -Acide carboxylique O-H
-Groupements (aliphatiques et C-H
aromatiques Cre 3—H
2803.4845 2.4770 -Liaison aromatique Te_t'
P Cri-H
-Aldéhyde O-H
-Acide carboxylique
-Groupements (aliphatiques et C-H
aromatiques Crs 3—H
2838.2748 2.5380 -Liaison aromatique Te_t'
p: Cri-H
-Aldéhyde O-H
-Acide carboxylique
-Groupements (aliphatiques et CHs
2909.2580 06897 | aromatiques Cret-H
-Liaison aromatique
) ) O-H
-Acide carboxylique
2031 4645 2 7557 -Group_ements (aliphatiques et CHs
aromatiques Cret.-H




141

-Liaison aromatique
-Acide carboxylique

O-H

2969.8001

2.7994

-Groupements (aliphatiques et
aromatiques

-Liaison aromatique

-Acide carboxylique

C-Hs
Cret.-H

3012.6160

2.9296

-Acide carboxylique

3067.0027

2.8868

-Acide carboxylique

3093.7674

2.9504

-Acide carboxylique

3140.2065

3.1745

-Allongement de la liaison
(amines primaires)/amides
-Acide carboxylique

3158.5561

3.1509

-Allongement de la liaison
(amines primaires)/amides
-Acide carboxylique

3205.4627

3.2477

-Alcool lié
-Allongement de la liaison
(amines primaires)/amides

3240.4088

3.2895

-Alcool lié
-Allongement de la liaison
(amines primaires)/amides

3294.6397

3.5027

-Alcool lié
-Allongement de la liaison
(amines primaires)/amides

3338.5074

3.5387

-Alcool lié
-Allongement de la liaison
(amines primaires)/amides

3374.7782

3.6090

-Allongement de la liaison
(amines primaires)/amides
-Alcool lié

3397.9977

3.2431

-Groupements libres (de
carboxyle ou phénol)
-Groupements amines
primaires/amides
-Alcool lié

3438.0475

3.5652

-Groupements libres (de
carboxyle ou phénol)
-Groupements amines
primaires/amides

3463.7993

3.3055

-Groupements libres (de
carboxyle ou phénol)
-Groupements amines
primaires/amides

3494.5769

3.0264

-Groupements libres (de
carboxyle ou phénol)
-Groupements amines
primaires/amides

3519.0431

2.9826

-Groupements libres (de
carboxyle ou phénol)




142

-Groupements amines primaires

-Groupements libres (de
3548.1844 3.0894 carboxyle ou phénol)
-Groupements amines primaires

3.4.6. Résultats du screening triphytochimique des extraits

Les tests d’évaluation préliminaire de la composition chimique des différents
extraits de C.parqui (EE-F, EEP-F, EA-F) ont permis de mettre en évidence une
présence importante de quelques groupes chimiques représentés dans le tableau

ci-dessous :

Tableau 3.7: Résultats du screening phytochimique de 'EE-F, 'EEP-F, et lEA-F :

Composés phytochimiques
Extraits |\« | aT |cR| co| FL | HviaG | He | Mc | PP | oN | sa=| sT | TR TaGC'
EEP-F + + | - | -] - + - - - - -+ |+ -
EE-F +++ | - | - | - |+ - N R (I N I + ++
EA-F | +++ | - | - | - | + - SR IR I [ NFIIFIR I IV

AL : Alcaloides, AT : Anthocyanes, CR : Composés réducteurs, CO : Coumarines, FL : Flavonoides, HV/AG :
Huiles volatiles et acides gras, HC : Hétéroside cyanogénique, MC : Mucilage, PP : Polyphénoles , QN :
Quinnones, SA : Saponines, ST : Stérols , TR : Terpenes, TA C,G : Tanins cathéchiques et galiques.* :
Réaction positives pour les trois méthodes testés, ** : la présence est révélée par un dosage (EA-F) et le test
de précipitation (EE-F).

Ces tests sont en relation avec lintensité du précipité et de turbidité ou la
coloration est proportionnelle a la quantité de la substance recherchée (Photo 3.38
et 39). Ainsi :

- Une réaction franchement positive est représentée par : +++
- Une réaction moyennement positive est représentée par : ++
- Une réaction faiblement positive est représentée par : +

- L’absence de la substance est représenté par : —

D’aprés le tableau 3.7, on peut constater que :

-Les alcaloides existent dans les trois extraits. lls sont en quantités plus
importantes dans I'EE-F et 'EA-F par rapport a 'EEP-F,
-Les anthocyanes sont faiblement présents dans 'EE-F et 'EEP-F, alors que I'EA-

F ne les contient pas,
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- La présence des flavonoides est plus marquée dans 'EA-F que 'EE-F, avec une
négativité du test dans 'EEP-F,

- Les polyphénols ont été fortement détectés dans I'EA-F, par rapport a 'EE-F,
bien qu’ils sont absents dans 'EEP-F,

- L'indice de mousse (Annexe 06) et [lintensité du précipité indiquent que la
présence des saponosides est importante dans 'EE-F et 'EA-F respectivement,

- Les stérols sont plus importants que les terpenes dans 'EEP-F, et inversement
dans I'EA-F, alors qu'ils sont absents dans 'EE-F.

- Une réaction moyennement positive des tanins catéchiques et galliques a été
observée dans I'EE-F et I'EA-F, contrairement a 'EEP-F qui s’est révélé
dépourvus de ces composeés.

-Enfin, il est a noter que dans les trois extraits ; les anthocyanes, les composés
réducteurs, les coumarines, les hétérosides cyanogéniques, et les quinnones sont

absents.

Photo 3.38 : Indice de mousse de 'EA-F (Méthode de dosage) (Originale).

Les familles chimiques détectées dans notre étude viennent confirmer les travaux
ultérieurs de [99]; ces derniers ont mis en évidence la présence des saponines et
des tanins dans les feuilles et les tiges , de [89] ; qui ont trouvé les saponines, les
stérols, et les alcaloides dans I'extrait éthanolique des feuilles, et de [92]; qui ont
prouvé la présence des triterpénes ou/stérols, des flavonoides, des tanins, des

alcaloides, et des saponines dans I'extrait méthanolique de feuilles.



144

Photo 3.39 : Quelques résultats de screening chimique de 'EA-F (Originale).

A : Réaction positive de flavonoides, B : Réaction positive des polyphénols, C : Réaction positive des
terpenes/ou Stérols, D, E, F : Réaction positives des alcaloides par les trois méthodes.

La nature des principes chimiques mis en évidence par le criblage phytochimique
laisse prévoir des activités pharmacologiques intéressantes de C. parqui ; telles
que l'activité anti-inflammatoire, antioxydante, antimicrobienne, et cytotoxique qui
sont les méthodes les plus exploitées sur les plantes qui sont riches en saponines,

en polyphénols, et en alcaloides [33].

3.5. Résultats des activités biologiques

3.5.1. Contrble microbiologique de la poudre de feuilles de C.parqui

La maitrise de la bio-contamination reste une préoccupation constante et s’inscrit

dans le contexte général de I'efficacité et de la sécurité des phytomédicaments.

Le contrbéle de la qualité microbiologique de la poudre est une étape primordiale
pour rassurer d’'une part une stérilité in vivo des extraits préparés ; afin de
protéger les animaux de telles intoxications éventuelles, et d’autre part pour éviter
toute susception d’'une contamination microbienne au cours de la réalisation des

analyses biologiques in vitro.

Ce contrble s’est avéré négatif avec I'absence des germes contaminants et les
germes pathogénes recherchés qui sont reconnus par leurs fréquences de
pathogénicité exprimée dans les plus parts des cas par des intoxications
digestives graves chez I'étre humain et I'animal (ANNEXE 07). La poudre de
feuilles de C.parqui est validée comme produit a qualité microbiologique



145

satisfaisante. Le tableau 3.8 représente l'interprétation des résultats par rapport

aux criteres microbiologiques dédiés par [285].

Tableau 3.8 : Résultats du contrdle microbiologique de la poudre de feuilles de

C.parqui :
Germes Recherchés Résultats Normes UFC/g Interprétation
Germes aérobies 2 101 | 48h : Absence Résultats
30°C 102 | 48h: Absence Germes<104 conformes aux
10 | 48h: Absence normes
4 | 48h: Absence
107 | kv : Négatif )
Résultats
Coliformes fécaux 102 | 48h: Absence Germes<10 conformes aux
KV : Négatif normes
1073 48h : Absence
KV : Négatif
101 | 48h: 2 spores Résul
Clostridium sulfito- 101 | 48h : Absence esultats
p NP = - Germes<10 conformes aux
réducteurs a 46°C 10 48h: Absence normes
102 | 48h: Absence
Moisissures 101 | 5j: Absence Résultats
102 | 5j: Absence Germes<103 conformes aux
102 | 5j: Absence normes
10! | SFB I: Absence Absence de Résultats
Salmonelles 102 | SFB II: Absence conformes aux
103 | HEK I: Absence germe normes

KV : Réaction de l'indole suite a I'addition de quelques gouttes de réactif de Kovacs, SFB I/l : premier/
deuxiéme repiquage dans le bouillon au sélénite acide de sodium+ cystine , HEK I: Premier repiquage dans

le milieu Hecktoen, UFC : Unité formant colonie.

La consommation des végétaux pose un probleme de sécurité alimentaire dans la
mesure ou ces aliments consommés sont depuis longtemps reconnus comme
sources de transmission de maladies infectieuses. Le nombre de cas associés
aux végétaux a progressé au cours des dix derniéres années. Ainsi une large
gamme des plantes contaminées ont récemment causé d’'importantes épidémies
d’infections microbiennes. Celles-ci peuvent s’expliquer par différents facteurs :
des changements dans les pratiques agricoles, une croissance de Ila
consommation des phytomédicaments crus ou peu transformés, une
augmentation des échanges internationaux et du nombre de consommateurs

immunodéprimés [335].
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3.5.2. Résultats de I'étude de toxicité aigie in vivo de 'EE-F, L’EEP-F, et
I'EA-F de feuilles C.parqui

Cette étude repose sur deux méthodes complémentaires. Les observations de ces
tests toxicologiques réalisés sur les souris sont consignées quotidiennement ;
ainsi que les signes de morbidité les plus importants, la mortalité, et I'étude

macroscopiques des organes sont également notés.

3.5.2.1. Test de toxicité aigle in vivo par la méthode des doses fixes —
Ligne directrice n°420 de 'O.C.D.E.

3.5.2.1.1. Résultats de test préliminaire

a. 300 ma/kg p.c. (Une souris/ lot)

Les souris de tous les lots injectées par les différents extraits a 300 mg ainsi les
lots témoins sont restés a leur état normal et aucun signe anormal n’est remarqué

pendant les 14 jours des observations cliniques (Tableau 3.9).

b. 2000 ma/kg p.c. (Une souris/ lot)

L’augmentation de la dose de trois extraits pour chaque souris est recommandée
lorsque la dose précédente est validée comme dose non toxique. D’aprées le
tableau 3.9 ; Toutes les souris gavées par la dose de 2000 mg/kg p.c. mis sous
surveillance pendant une autre durée de 14 jours n’ont présentées ni des signes

de toxicité évidente ni de cas de mortalité.
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Tableau 3.9 : Résultat du test préliminaire a 300 mg/kg p.c. et a 2000 mg/kg p.c. :

Signes de toxicité Lot 01 EE-F | Lot 02 EEP-F | Lot03 EA-F | Lot04 E.D.S | Lot 05 H.M.
Dose fixée ; 01 souris par lot EP300 | EP2000 | EP300 | EP2000 | EP300 | EP2000 | EP300 | EP2000 | EP300 | EP2000

Mortalité 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Aspect de peau et de forure NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
Aspects des yeux et muqueuses NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
Activité respiratoire NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
Aspect des selles et urines NR NR NR NR NR NR NR NR NR NR
Agitation anormale - - - - - - - - - -
Salivation - - - - - - - - - -
Convulsion - - - - - - - - - -
Horripilations - - - - - - - - - -
Autre comportements bizarres - - - - - - - - - -

EE-F : Extrait éthanolique de feuilles, EEP-F : Extrait étheropétrolique de feuilles, EA-F : Extrait aqueux de feuilles, NR : Etat normal, - : Absence, EP3zo0 : Etude

préliminaire & 300 mg/kg p.c., EP2000 : Etude préliminaire & 2000 mg/kg p.c., E.D.S. : Eau distillée stérile, H.M. : Huile de mais.



148

3.5.2.1.2. Résultats de I'étude principale

La dose de 2000 mg/kg p.c. est injectée a raison de cing souris pour chaque
extrait comme dose fixée et définitive pour cette étude principale, vue qu’elle n’a
pas induit ni des effets nocifs ni de mortalité chez toutes les souris suivies pendant

I'étape précédente de ce test.

Dans ce cadre ; le suivi des lots des sujets gavés ainsi des lots témoins traités
par de l'eau distillée et I'huile de mais pendant 14 jours, n’a provoqué aucune
modification de I'état général des sujets et de changement de comportement par
rapport aux souris témoins. Suite aux résultats obtenus ; les trois extraits sont
classés alors selon le Systeme de Classification Globalement Harmonisé (SGH)
de substances entrainant de la toxicité aigué a la catégorie 05 des substances
non toxiqgues (ANNEXE 03) (Tableau 3.10).

Tableau 3.10 : Résultat de I'étude principale a 2000 mg/kg p.c. :

Signes de toxicité Lot 01 Lot 02 Lot 03 Lot 04 Lot 05

Dose fixée ; 05 souris par lot EE-F EEP-F EA-F E.D.S H.M.
Mortalité 0% 0% 0% 0% 0%
Aspect de peau et de forure NR NR NR NR NR
Aspects des yeux et des muqueuses NR NR NR NR NR
Activité respiratoire NR NR NR NR NR
Aspect des selles et des urines NR NR NR NR NR

Agitation anormale

Salivation

Convulsion

Horripilations

Autre comportements bizarres

L'intérét pharmacologique de C.parqui nous a imposé cette approche préliminaire
de sa toxicité orale en vue d’'une part de son adaptation en tradithérapie, et d’autre
part de sa richesse en alcaloides et en saponines connus comme substances
toxiques a certaines doses. Le test de toxicité aigiie des trois extraits a 2000
mg/kg p.c. par la méthode des doses fixes a consisté d’'une part sur le principe de
minimiser le nombre des souris en respectant les droits étiques de I'animal de
laboratoire, et d’autre part de pratiquer I'expérience pendant une durée plus courte

gue celle des méthodes classiques.
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3.5.2.2. Résultats de test de toxicité aique in vivo par le test limite selon la

ligne directrice n°423

Le test limite de toxicité aigle d’'une substance est recommandé soit
lorsqu’aucune étude toxicologique est réalisée et confirmée, soit lorsqu’elle est
connue comme produit inerte non toxique. Ce test limite vient d’'un cété pour
accomplir et optimiser les résultats obtenus dans le premier test ; et de l'autre cété
de rassurer les données toxicologiques acquis ; dont le nombre des souris est
augmenté a 06 souris par lots, et le suivi des souris ainsi I'observation
macroscopiques des différents organes est réalisée pendant 15 jours. L’extrait
aqueux est testé dans ce test avec deux concentrations exprimées en %
(g/100ml), tandis que la concentration limitée a 2000 mg/ml p.c. est préparée a
partir de 'EE-F et de 'EEP-F.

3.5.2.2.1. Résultats de I'observation clinigue

L’observation clinique des différents lots est basée sur les mémes critéres du
premier test ; prenant le pourcentage de mortalité en premiére attention, ainsi les
principaux signes d’une toxicité évidente (Tableau 3.11). Aucune mortalité n’a été
notée chez toutes les souris traitées; et qui n‘ont présenté aucun signe de toxicité

pendant les 15 jours d’observation.

Tableau 3.11: Observation clinique des lots traités :

Signes de toxicité EA 10% | EA 20% | EE2000mgikg | EL2000mgikg | H.M. | E.D.S.
Mortalité 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Aspect de peau et de forure NR NR NR NR NR NR
Aspects des yeux et NR NR NR NR NR NR
muqueuses
Activité respiratoire NR NR NR NR NR NR
Aspect des selles et urines NR NR NR NR NR NR
Agitation anormale - - - - - -
Salivation - - - - - -
Convulsion - - - - - -

Horripilations - - - - - -

Autre comportements bizarres - - - - - -
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3.5.2.2.2. Résultat de I'évolution du poids des souris (q)

En se basant sur la diminution du poids d’une souris comme un point témoignant
d’'une toxicité évidente ; le poids (g) des souris suivies est pris au 15¢™¢ jour de

I'expérience et comparé avec celui des lots témoins négatifs (ANNEXE 08).

La figure 3.40 : A, B, C1, et C2 montre que la différence entre la moyenne du
poids des souris au J1 par rapport au J15 est hautement significative (P=0.000).
La comparaison intragroupe des poids des souris traitées par rapport aux lots
témoins par le test de Fisher (Minitab17) qu’on a pu constater que I'eau distillée et
'huile de mais sont sans effet nocif sur I'état général des souris, et ils sont

considérés étant comme de bons solvants inertes.

A B
30 - 35 -
25 - A 30 - A
C = 25 - s“"‘i
20 - D _ S— c B =
20 - ==
15 - CD %—— BC
15 - D
10 -
10 { —e— H.M.
54 = ---EDS. 5 | ===—-- EEP-F
0 —h— EE-F 2900 : . 0 . . .
ik 17 J15 J1 17 J15
C1 Cc2
30 - 30 -
A
25 - 4 B
5 25 L B —
20 - 20 - 5;2/:5
15 - 15 C
10 - - =0=-EDS. 10 - DS
—t— EA-F10%
5 4 5 {4 —G— EA-F20%
0 T T ) 0 i i X
J1 J7 J15 1n 17 J15

Figure 3.40 : Comparaison intragroupe de poids des souris traitées.
A: EE-F, B: EEP-F, C1 : EA-F 10%, et C2 : EA-F 20%.
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D’une autre part, la comparaison globale intergroupe par le test de Fisher des
moyennes des poids des souris de tous les lots traités (Figure 3.41), a montré que
les souris injectées par 'EEP-F ont présenté une prise du poids importante
précisément a partir du J7 ; cette différence peut étre liee probablement a I'apport
nutritionnel de 'EEP-F qui est riche en stérols et en acide gras (Résultats du

screening chimique).
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Figure 3.41 : Comparaison globale intergroupe entre les moyennes de poids des

souris (Regroupement par le Test de Fisher).
EDS : Eau distillée stérile, EA : Extrait aqueux, EE : Extrait éthanolique, EEP : Extrait

étheropétrolique.

3.5.2.2.3. Résultats de I'étude macroscopique des organes

D’une fagon générale ; la comparaison de I'aspect général des organes des lots
traités (hypertrophie, rougeur, saignements internes ...) (Photo 3.42) (ANNEXE
08), et de leurs poids par rapport aux lots témoins, sont les critéres de base sur
lesquels on a pu supposer qu’il N’y a pas eu une atteinte physiopathologique
probablement due aux extraits injectés (Figure 3.43, 45, 46, 47 ,et 48) , par contre
une différence hautement significative (P=0.000) entre les valeurs des médianes
et des moyennes des poids du foie a été notée dans tous les lots étudiés (Figure
3.44: A, B, C1, et C2).
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En revanche, une différence tres faiblement significative est notée entre la
moyenne du poids du cerveau des souris de lot traité par 'lEEP-F a 2000 mg/kg
par rapport au lot témoin (Huile de mais), avec un P=0.727 (Figure 3.46), et entre
le poids des cceurs des souris gavées par 'EA-F10% (P=0.664) comparativement

aux témoins (Eau distillée stérile) (Figure 3.46, et 47).
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Figure 3.43 : Comparaison intragroupe des poids des rates des lots traités par

rapport aux lots témoins.
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Figure 3.44 : Comparaison intragroupe des poids des foies des lots traités par rapport

aux lots témoins.
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Figure 3.45 : Comparaison intragroupe des poids des reins des lots traités par rapport

aux lots témoins.
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Figure 3.46 : Comparaison intragroupe des poids des cerveaux des lots traités par

rapport aux lots témoins.
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Figure 3.47 : Comparaison intragroupe des poids des coeurs des lots traités par rapport

aux lots témoins.
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Figure 3.48 : Comparaison intragroupe des poids des poumons des lots traités par

rapport aux lots témoins.

Selon les résultats de toxicité présentés par les deux méthodes (ANNEXE 08); les
doses choisies des extraits sont révélées infratoxiques ; d’'ou la nécessité d’optimiser
ces données par d’autres exploitations in vivo plus poussées et plus détaillées

précisément sur I'hépatotoxicité induite par C. parqui.

Il a été montré que l'intensité de l'intoxication des animaux dépend de la quantité et de
la durée de consommation du Cestrum parqui; dont l'atteinte rénale, intestinale, et
hépatique sont les principaux signes de toxicité les plus constatés [84], [106]; [107],
[108], [139], bien qu’il a été déterminer que la dose |étale pour les bovins est de 20 a 30
g/kg du corps corporelle : un veau est mort 48 heures apres ingestion de 30 g (poids

humide) de la plante / kg de poids corporel [109].

Le parquine ; un type d’alcaloide, et les saponines sont les substances les plus
probablement responsables de ce genre de toxicité [09]. L’étude de comparaison entre
la toxicité chez les animaux et les étres humains doit étre bien se mettre en grande
evidence ; I'unique étude réalisée par [336] en Chilie, sur la toxicité aiglie sur souris a
montré que I'extrait méthanolique des feuilles de C. parqui s’est avéré non toxique a 11

et 12g/kg p.c.
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3.5.3. Résultats de l'activité antileishmanienne in vitro de 'EE-F, L'EEP-F, et 'EA-
F de feuilles de C.parqui

Compte tenu de la complexité des processus antileishmanien selon les
recherches bibliographiques, il apparait clairement qu'une seule méthode n’est
pas suffisante pour caractériser le potentiel antiparasitaire d’'un échantillon. Notre
choix est porté donc sur [lutilisation de deux méthodes différentes et
complémentaire sur deux souches différentes a fin de valider et de combiner les

réponses obtenues.

3.5.3.1. Résultats de I'activité antileishmanienne in vitro de 'EE-F, L’EEP-F,

et 'EA-F de feuilles de C.parqui sur Leishamnia major LIPA 100/09 et

Leishamnia infantum LIPA 15/05 par la méthode de l'inclusion par le bleu
de Trypan a 0.4% (BT)

Dans un premier temps, il est nécessaire de mentionner que le tres faible
effet antiparasitaire de pourcentage de DMSO (0.5%) utilisé pour la
solubilisation des différents produits dans le RPMI a été négligé et pris en
considération pour se rapprocher de l'effet réel de chaque produit testé
(Tableau 3.12).

Tableau 3.12: Effet de DMSO a 0.5% sur la prolifération parasitaire par la
méthode de BT :

Valeur de P

Lots % Vitalité** IC 95%

L. major P=0.562 100,04+ 0,0 (97,7; 102,3)
L. major + DMSO 0.5% P=0.562 99,27~ + 2,00 (97,00; 101,54)
L. infantum P=0.958 100,04+ 0,0 (97,3; 102,7)
L. infantum+ DMSO 0.5% P=0.958 99,924 + 2 39 (97,22; 102,63)

L : Leishmania, X»: Comparaison des moyennes par le test de regroupement de Fisher, IC : Intervalle de

confiance.

La concentration de DMSO de 0.5 % dans le RPMI1640 n’a pas induit une
différence significative sur la croissance parasitaire des deux souches (P>0.5) ; ce
qui nous raméne a dire que son effet est fortement faible a inexistant. La
concentration de DMSO recommandée dans ce genre de préparation
physiologiques est inférieure a 1% ; mais ¢a nous a pas empéché de testé notre

concentration utilisée dans cette partie de notre travail.
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D’aprés la figure ci-dessous, on peut constater que I'effet antileishmanien de tous
les produits sur le taux de vitalité (%) sur les deux souches de Leishmania
(Annexe 09) est dose-dépendant avec une différence hautement significative (P=
0.000) des pourcentages de vitalité parasitaire induits par les différentes

concentrations de chaque produit (Tableau 3.13).

Suite a la visualisation de la figure 3.70 et le tableau 3.13 ; il est claire de dire que
le SBIIl a été le produit antileishmanien le plus marqué avec des faibles CI50
(09.64 et 04.29 ug/ml vis-a-vis la LIPA 100/09 et la LIPA 15/05 respectivement),
de plus, une inhibition totale de LIPA 15/05 a été induite par sa concentration de
75 ug/ml. Le test de regroupement effectué sur 'EE-F et I'EA-F par la
comparaison intragroupe la méthode de Ficher nous a indiqué qu’il a une similarité
de l'effet antileishmanien entre quelques doses testées du méme extrait (entre 25
et 50 ug de 'EE-F, et entre 50 et 100 ug de 'EA-F), ce qui explique leur faible
pouvoir inhibiteur par rapport a 'EEP-F qui a montré une réponse fortement dose-
dépendante (% de vitalité), ainsi une activité inhibitrice prononcée sur les deux
souches testées, avec des CI50 plus inferieurs aux deux autres extraits (Figure
3.49, Tableau 3.13).
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T.C. : Test de contréle. A, B, C, D...: Regroupement par le test de Fisher (Minitab 17)

Figure 3.49 : Effet antileishmanien de 'EE-F, 'EEP-F, 'EA-F, et le SBIIl sur la
vitalité de la LIPA 100/09 et la LIPA 15/05 par la méthode de I'inclusion par le bleu
de Trypan (BT) 0.4%.
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Tableau 3.13 : Résultats des CI50 des différents produits par la méthode de

I'inclusion par le bleu de Trypan 0.4% :

Produits Souche | Valeur de P Equation de la courbe R? CI50% (ug/ml)
SBIll L.100/09 P=0.000 Y=54.99-0.5176 x (X) -0.897 09.64
L.15/05 P=0.000 Y =52.37-0.5518 x (X) -0.956 04.29
EE.F L.100/09 P=0.000 Y=66.62-0.3156 x (X) -0.974 52.66
L.15/05 P=0.000 Y=61.52-0.3567 x (X) -0.884 32.29
EEP.F L.100/09 P=0.000 Y= 64.50-0.4272 x (X) -0.998 33.94
L.15/05 P=0.000 Y=57.39-0.3556 x (X) -0.943 20.78
EAF L.100/09 P=0.000 Y=92.35-0.05166 % (X) -0.993 819.78
L.15/05 P=0.000 Y=93.17-0.06412 x (X) -0.972 673.26

SBIll : antimoine trivalent ; témoin de référence, EE-F : Extrait éthanolique de feuilles, EEP-F :
Extrait étheropétrolique de feuilles, EA-F : Extrait aqueux de feuilles, L.100/09 : Leishmania major,
L.15/05 : Leishmania infantam, R?: Coefficient de corrélation, CI50 : concentration inhibitrice de

50% de la charge parasitaire

Cependant, la faible activité observée est celle de 'infusé, d’ailleurs, les parasites
ont pu atteindre un pourcentage de vitalité trop élevé (> 70%) méme en présence
des fortes concentrations de ce dernier, bien que les CI50 exprimées sur les deux
souches sont fortement supérieures (CI50 >400 ug/ml). Etant donné les valeurs de
toutes les concentrations inhibitrices (CI50) observées dans le tableau 3.13, sur
les deux souches testées ; on retient que Leishmania infantum est la souche la
plus sensible vis- a- vis de tous les produits étudiés. De méme, et au vue de la
figure 3.50, qui représente une comparaison intergroupe des différents effets de
tous les produits par le test de Fisher (Minitab17) ; on retient qu’il n’'y a pas une
différence de la croissance parasitaire de deux souches testées dans le test de
contrble ; ceci prouve gque ces souches ont une croissance cinétique exponentielle
similaire ; une telle différence de cette concentration de 'une de ces souches au
cours de I'expérience est fortement liée aux effets de I'un des produits misent en

contacte.

L'EEP-F s’est révélé le meilleur extrait, d’ailleurs la comparaison de son effet sur
les deux souches par rapport a celui de SBIIl a dévoilé une similarité du pouvoir
inhibiteur beaucoup plus marquée entre 100 ug/ml de 'EEP et 50 ug/ml de SBIII,

et entre 50 wug/ml de IEEP et 25 wug/ml du SBIll (Figure 3.50).
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T- : RPMI1640+DMSO 0.5%, E : Extrait éthanolique, P : Extrait étheropétrolique, A : Extrait aqueux, A+ : SBIll, A, B, C, D...: Regroupement par le test de
Fisher (Minitab 17).

Figure 3.50 : Résultats de comparaison intergroupe de pourcentage de vitalité (%) de LIPA 100/09 et LIPA 15/05 vis-a-vis les

produits testés par la méthode de l'inclusion par le bleu de Trypan 0.4%.
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3.5.3.2. Résultats de I'activité antileishmanienne in vitro de 'EE-F, L’EEP-F,

et 'EA-F de feuilles de C.pargui sur Leishmania major LIPA 100/09 , et

Leishmania infantum LIPA 15/05 par la méthode de réduction des sels de

Tétrazolium ; MTT

Les deux méthodes réalisées dans cette activité ont une expression des résultats
inversée ; la coloration des parasites par le test de l'inclusion par le bleu de
Trypan (BT) donne un pourcentage de vitalité des parasites (cellules vivantes
incolores comptées), par contre celle du MTT nous donne le pourcentage
d’inhibition de la croissance parasitaire (taux de Formazan formé par les cellules
vivantes) ; ceci explique la croissance (MTT) et la décroissance (BT) des graphes

affichés.

Le test de contréle de DMSO a 0.5% sur la prolifération parasitaire est acheveé par
la méthode colorimétrique du MTT ; le tableau 3.14 illustre les pourcentages

d’inhibition des différents lots testés.

Tableau 3.14 : Effet de DMSO a 0.5% sur la prolifération parasitaire des deux

souches par la méthode de MTT :

Lots Valeurde P | o4 |nhibition** IC 95%

L. major P=0.000 | 00B%0.00 (-0,164201; 0,164201)
L. major + DMSO 0.5% P=0.000 | 0,89+0,18 (0,7283; 1,0567)

L. infantum P=0.009 00B+ 0.00 (-0,391570; 0,391570)
L. infantum+ DMSO 0.5% P=0.009 | 0,877+ 0,45 (0,478; 1,262)

L : Leishmania, X*: Comparaison des moyennes par le test de regroupement de Fisher, IC : Intervalle de

confiance.

La comparaison des moyennes par le test de regroupement a révélé qu’il y a une
leégere différence significative entre la prolifération des parasites seules et ceux
mis en contact avec 0.5% de DMSO ; cette différence est probablement due a la
haute sensibilité de ce test colorimétrique qui se base sur l'activité réelle
enzymatique des parasites vivantes au lieu de la visualisation classique a I'ceil nue

des parasites vivantes par la méthode de BT (ANNEXE 09).
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Figure 3.51 : Effet antileishmanien de 'EE-F, 'lEEP-F, 'EA-F, et le SBIll sur le %
de I'inhibition de la LIPA 100/09 et la LIPA 15/05 par la méthode de réduction des

sels de tétrazolium ; MTT.
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Selon la figure 3.51, leffet antileishmanien de tous les produit testés par la
méthode de MTT est énoncé fortement dose-dépendant, avec une différence
(P=0.000) des
concentrations testées (Tableau 3.15).

hautement distinctive differents effets des différentes
L’action antileishmanienne de SBIIl a été l'action la plus manifestée par rapport
aux extraits testés de feuilles de C.parqui, avec des CI50 inferieures a 10 ug/mi;
bien que la concentration de 12.5 ug/ml de 'EE-F et 'EEP-F a induit une inhibition
comparable sur Leishmania major LIPA 100/09 a celle de la méme concentration
du SBIIl (Figure 3.51); cela nous a orienté de constater le pouvoir inhibiteur
important de ces deux extraits méme a faibles concentrations.

D’autre part, et selon les valeurs des CI50 affichées dans le tableau 3.15, on peut
dire que les différents produits ont gardé le méme ordre d’efficacité que celui
dédié par la méthode précédente (BT) ; d’'ou 'EEP-F a resté I'extrait le plus actif

avec une CI50 importante sur Leishmania infantum LIPA 15/05 (29.74 ug/ml).

Tableau 3.15 : Résultats des CI50 des différents produits par la méthode de
réduction des sels de Tétrazolium ; MTT :

Produits Souche Valeur de P Equation de la courbe R? 895/?‘:/6
SBIIl L.100/09 P=0.000 Y=45.58+0.5019 x (X) 0.901 08.80
L.15/05 P=0.000 Y=47.01+0.5122 x (X) 0.980 05.83

EE-F L.100/09 P=0.000 Y=39.59+0.2466 x (X) 0.993 42.20
L.15/05 P=0.000 Y=38.07+0.3290 x (X) 0.988 36.26

EEP-F L.100/09 P=0.000 Y=42.71+0.2339 x (X) 0.980 31.16
L.15/05 P=0.000 Y= 42.59+0.2491 x _ (X) 0.986 29.74

EA-F L.100/09 P=0.000 Y=13.76+0.0782 x (X) 0.955 463.13
L.15/05 P=0.000 Y= 14.92+0.0663 x (X) 0.945 528.39

SBIIl : antimoine trivalent ; témoin de référence, EE-F : Extrait éthanolique de feuilles, EEP-F :
Extrait étheropétrolique de feuilles, EA-F : Extrait aqueux de feuilles, L.100/09 : Leishmania major,
L.15/05 : Leishmania infantum, R?: Coefficient de corrélation, CI50 : concentration inhibitrice de

50% de la charge parasitaire.
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T- : RPMI1640+DMSO 0.5%, E : Extrait éthanolique, P : Extrait étheropétrolique, A : Extrait aqueux, A+ : SBIll, A, B, C, D...: Regroupement par
le test de Fisher (Minitab 17.)

Figure 3.52: Résultats de comparaison intergroupe de pourcentage de vitalité (%) de LIPA 100/09 et LIPA 15/05 vis-a-vis les produits

testés par la méthode de réduction des sels de Tétrazolium ; MTT.
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Selon la comparaison intergroupe des différents effets des différents produits
illustrée sur la figure 3.52 par le test de regroupement, on peut confirmer que
'EEP-F a réagi généralement d’une fagon semblable sur les deux souches de
Leishmania testées; tandis que qu’ill a y avait une différence de [Ieffet

antileishmanien de 'EE-F sur les deux souches testées.

Tableau 3.16 : Index de sélectivité (IS) des extraits de feuilles de C.parqui par les

deux méthodes :

Extraits | Souches IS/BT | ISIMTT Interprétation*
EE-F L. major 100/09 16.81 20.02 Sélectif sur le parasite
L. infantum 15/05 27.42 25.63 Sélectif sur le parasite
EEP-F L. major 100/09 12.30 13.86 Sélectif sur le parasite
L. infantum 15/05 20.10 14.52 Sélectif sur le parasite
EA-F L. major 100/09 4.35 6.98 Sélectif sur le parasite
L. infantum 15/05 5.30 6.12 Sélectif sur le parasite

L.: Leishmania, IS : Index de sélectivité, BT : méthode de l'inclusion au bleu de Trypan, MTT :
Méthode colorimétrique de MTT,* : Si IS>1 :’extrait a une action parasitaire plus que cytotoxique,
et si IS<1 : L’extrait est cytotoxique qu’antiparasitaire.

Les données affichées sur le tableau 3.16, suggérent que tous les extraits de
feuilles sont sélectifs sur les parasites testés et qui ont une action parasitaire plus
gue cytotoxique ; ces résultats nous aident de se rapprocher de plus en plus aux
bioformulations des remédes a base de C.parqui. Dans le cadre de Ila
juxtaposition des résultats obtenus par les deux méthodes ; on peut conclure que
la reproductibilité du test antileishmanien est assurée suite aux valeurs

rapprochées des CI50 de chaque produits testés.

Le traitement topique des blessures provoquées par la leishmaniose indique que
la maladie n’est pas reconnue comme infection systémique par le parasite, mais
comme une épidémie des plaies et les surinfections qui surviennent; par
conséquent, le C.parqui comme il est couramment utilisé pour désinfecter et guérir
les blessures aussi il est appliqué par les populations pour traiter la leishmaniose
[397], [94]. Les résultats obtenus dans ce travail confirment I'utilité traditionnelle de

feuilles de de C.parqui contre I'infection par les Leishmanies.

La richesse des extraits de feuilles de C.parqui en composés actifs révelés par le
screening chimique et l'analyse spectrophotométrique, nous a inspiré de

rechercher si la synergie entre ces molécule peut avoir un effet antiparasitaire ou
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non ; un extrait total renferme de trés nombreuses molécules, et lorsqu’ils sont
testées séparément peuvent n’avoir que trés peu d’activité. Dans le cas des
molécules possédant des effets synergiques (activités contre le parasite sur une
méme voie métabolique) ou des effets de potentialisation (activités contre le
parasite sur des voies différentes et complémentaires), nous observons une
activité antiparasitaire plus importante lorsque ces molécules sont testées
ensemble. La purification de tels composés ne conduit donc pas a une

concentration linéaire de I'activité [337].

Les produits antileishmaniens de référence ont une action inhibitrice soit sur la
synthése de 'ADN, soit sur 'oxydation glycolytique, ou sur celle des acides gras,
de plus ils ne sont actifs in vivo qu'aprés conversion en antimoine trivalent (comme
le SBIIl), Il vient d’étre démontré que I'antimoine trivalent est un inhibiteur de la
trypanothione réductase du parasite, enzyme présente seulement chez le parasite
[132] ; L’action antileishmanienne d’un des extraits testés peut se dérouler par une

de ces réactions inhibitrices.

Plusieurs travaux ont déja été publiés au sujet des métabolites végétaux actifs sur
Leishmania. Malgré la richesse des especes de Cestrum en molécules connues
comme antiparasitaire mais peu de travaux sur l'activité antiprotozoaire ont été
réalisées [319], [338]. Il est démontré que ce genre est riche en saponines,
alcaloides, lactones, chalcones, et en terpenoides; qui pourraient étre
responsables de 'activité antileishmanienne [339], [340], [341]; [344], [345].

D’aprés [290], [291] ; un extrait brut a une activité leishmanicide si la CI50 est
inférieure a 400 ug/ml ; les résultats obtenus dans ce travail montre que 'EA-F est
non actif sur les deux souches testées, tandis que 'EE-F et 'EEP-F se sont
révélés de bons agents antileishmaniens, avec des CI50 inférieures & 55 ug /ml.
En effet, une trés bonne activité leishmanicide d’un produit s’exprime par une CI50
inférieure a 25 ug/ml [292], [293]; sur cet échelle, on peut dire que 'EEP-F est un
tres bon extrait leishmanicide principalement sur Leishmania infantum LIPA 15/05.
La richesse de 'EEP-F en composé, terpéniques, isopréniques, et stéroidiques
confere a ce dernier un pouvoir antileishmanien plus marqué que ceux de 'EE-F
et 'EA-F; en interagissant avec l'ergostérol de la membrane parasitaire par
affinité structurelle [338], [344].
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3.5.4. Résultats de test de cytotoxicité in vitro de 'EE-F, L'EEP-F, et 'EA-F de

feuilles de C.parqui sur la lignée cellulaire humaine monocytaire d’origine

leucocytaire ; les Thpl par la méthode de l'inclusion au bleu de Trypan a 0.4%

(BT) et la méthode de réduction des sels de Tétrazoliums, MTT

L’approche cytotoxicologique des extraits de feuilles de C. parqui sur un modeéle
cellulaire humain monocytaire d’origine leucocytaire est réalisée a fin d’atteindre

des objectifs principaux :

Le premier consiste a évaluer le pouvoir cytotoxique de feuilles de C.parqui sur
une lignée cancéreuse, et de raccorder les résultats a I'utilisation traditionnelle
trouvé dans la littérature de C.parqui contre le cancer [311], alors que le second
objectif est basé sur la détermination de I'index de sélectivité (IS) des extraits de
feuilles. Cet index nous aide a déterminer si un de ces extraits testés est
beaucoup plus parasitaire que cytotoxique sur les macrophages issus d'une
transformation des monocytes misent en contact avec des différentes
concentrations des extraits (TEE-F, 'EEP-F, et I'EA-F); sachant que les
macrophages sont la premiére barriere qui s’oppose contre le parasite de
Leishmania au début de l'infection chez 'homme [118], [121]. La détermination de
la sélectivité des différentes molécules grace au calcul de I'index de sélectivité est
selon a formule suivante : IS = CCsocellule/Clso parasite. Si la valeur de I'lS est
supérieure a l'unité, le composé étudié est considéré comme sélectif sur les
parasites. En revanche, si I'lS est inférieur a l'unité, le composé en question est

plus cytotoxique qu’antiparasitaire [346].

L'effet de DMSO a 0.5% sur la prolifération cellulaire des Thpl est pris en
considération par les deux méthodes; pour négliger son faible effet inhibiteur, a fin
de se rapprocher aux effets réels des différents produits testés (ANNEXE 10).
Nous avons procédé a I'évaluation de I'aspect microscopique sous microscope
inversé (20 x 0,4) et le comptage des cellules colorées au bleu de Trypan a 0.4 %
des cultures cellulaires de 48h qui ont montré qu’il n’y pas une différence ni de
charge cellulaire ni de morphologie cellulaire entre les Thpl cultivées seules et
celles misent en contact avec 0.5% de DMSO (Photo 3.53).
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RPMI 1640 + DMSO 0.5% RPMI 1640 . ‘

Photo 3.53 : Effet de DMSO a 0.5% sur les Thpl (20x0,4) (Originale).

Tableau 3.17 : Effet de DMSO a 0.5% sur la croissance des Thpl :

Lots | % Cytotoxicité** | IC 95%
Bleu de Trypan a 0.4% P=0.065
Thpl 00+ 00 (-0,328012 ; 0,328012)
Thp1+DMSO 0.5% 0,42”+ 0,37 (0,099 ; 0,756)
MTT P=0.000
Thpl 008 (-0,092773; 0,092773)
Thp1+DMSO 0.5% 0,66+ 0,10 (0,5722; 0,7578)

*: P=0.065, **: XA : Comparaison des moyennes par le test de regroupement de Fisher, IC :
Intervalle de confiance.

Comme on s'y attendait; I'ajout de 0.5% de DMSO au milieu de croissance
(RPMI1640) avec les cellules n’a induit aucune différence significative (P=0.065,
et test de Fisher) de la croissance cellulaire en comparant avec le lot des Thpl
cultivées seules par la méthode de coloration, tandis qu’une légére différence a
été constaté par la méthode de MTT ; cela est probablement di a la sensibilité du
test (Tableau 3.17) (ANNEXE 10).

La figure 3.54, représente la coloration au bleu de Trypan a 0.4% des différents
puits des cellules Thpl cultivées en présence des différentes concentrations des
différents extraits de C.parqui; on peut remarquer que le nombre des cellules
mortes colorées en bleu est proportionnel & la concentration testée, et ca
s’applique sur les trois extraits testés, bien que 'EE-F et TEEP-F a 100 ug/ml ont
induit un nombre important des cellules neutralisées colorées (Photo 3.54 A-4 et
B-4), tandis que I'effet cytotoxique de 'EA-F sur les cellules Thp1 s’est révélé trop
faible a inexistant avec une coloration presque légerement visible méme au forte

concentration testée (Photo 3.54 C-4).
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Photo 3.54 : Coloration au bleu de Trypan a 0.4% des différents puits des Thpl
misent en contact avec les différentes concentrations des trois extraits et observés

sous microscope inversé (20x0,4): A 1-4 : EE-F, B 1-4 : EEP-F, C 1-4 : EA-F.

D’aprés la figure 3.55, on peut déterminer que l'effet cytotoxique par la méthode
de linclusion des différents extraits des feuilles de C.parqui est en fonction des
doses par les deux méthodes, avec une similarité de taux de cytotoxicité entre la
25 et la 50 ug//ml de 'EE-F par le test de coloration au bleu de Trypan, bien que la
différence entre les pouvoir cytotoxique des différentes concentrations a été
fortement significative (P=0.000) par les deux tests. De plus, lEEP-F s’est révélé
plus cytotoxique sur les Thpl par rapport aux deux autres extraits, avec un taux
maximal de cytotoxicité de la dose de 100 ug/ml qui dépasse 15% pour les deux
méthodes testées, alors que la prolifération cellulaire de la lignée cellulaire Thpl

semble moins affectée par le traitement avec 'EA-F (ANNEXE 10).
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Figure 3.55 : Effet cytotoxique des extraits de feuilles C.parqui sur les ThplA : EE-
F, B: EEP-F, C : EA-F.
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Tableau 3.18 : Effet cytotoxique des extraits de feuilles de C.parqui par les deux

méthodes :
Produits Valeur de P | Equation de la courbe R? CC50%
(ug/ml)
Bleu de Trypan & 0.4%
EE-F P=0.000 | Y=4.502+0.05137 x (X) | 0.834 | 885.69
EEP-F P=0.000 Y=6.471+0.1042 x (X) 0.915 417.71
EA-F P=0.000 |Y=1.497+0.01359 x (X) | 0.921 | 3569.02
MTT

EE-F P=0.000 | Y=3.163+0.05039 x (X) | 0.879 | 929.47
EEP-F P=0.000 Y =6.227+0.1013 x (X) | 0.980 | 432.11
EA-F P=0.000 | Y=1.367+0.01503 x (X) | 0.935 | 3235.72

CC50 : Concentration cytotoxique qui inhibe 50% de la charge cellulaire.

Le tableau 3.18, représente les différentes CC50 des trois extraits de feuilles,
déterminées par les deux méthodes réalisée ; l'activité antiproliférative en termes
de ces CC50 était faiblement exprimées (CC50 > a 400 ug/ml), bien que 'EEP-F a
été I'extrait cytotoxique le plus marqué avec des faibles CC50 des deux méthodes.
La reproductibilité du test de cytotoxicité est bien validée suite a la compatibilité
des résultats obtenus de deux méthodes.

En comparant les pourcentages de cytotoxicité de DMSO a 0.5 % de deux
méthodes qui sont vraiment proches ; on peut conclu que la différence est due aux
lots du contrdle puisque le résultat est toujours calculé par rapport a ce dernier,
sachant que la croissance des Thpl dans les mémes conditions des deux
méthodes n’assure pas avoir exactement la méme charge cellulaire a la fin de
'expérience ; et on n’ignorant pas I'apoptose cellulaire spontané qui peut
provoquer cette petite différence. Les CC50 obtenues des différents extraits (>
400 ug/ml) indiquent que ces extraits ne sont pas cytotoxiques in vitro sur ces
cellules monocytaires humaines ; sachant que ces cellules sont la premiére cible
des Leishmanies au début de l'infection chez 'homme ; les doses finales testées
pour I'activité antileishmanienne sont choisies en basent sur de ne pas choisir des
doses létales nocives ; ces résultats ne sont pas complétement valides ; des tests
de cytotoxicité plus poussées et avec des fractionnements des extraits sont
fortement recommandés pour mieux se rapprocher a l'effet réel des différents

COMpPOSES.
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Les vegeéetaux renferment plusieurs molécules secondaires a un profil
anticancéreux ; les alcaloides ; les terpénoides, les saponines, et les polyphénols
se positionnent principalement en premier lieu avec plusieurs travaux publiés.,
[347], [348], [349]; d'une fagon générale, les données suggérent que la bonne
action antiproliférative de 'EEP-F sur les Thpl par rapport aux deux extrais testés
malgré la similarit¢ de la composition chimique entre ces derniers, et
probablement due a la dominance des molécules terpéniques connus comme des

bons agents cytotoxiques [349], [350].

L’étude de l'activité cytotoxique nous a clairement montré que les feuilles avaient
une faible activité sur la prolifération cellulaire globale de la lignée cellulaire Thpl
malgré leurs richesses en molécules anticancéreux. Ceci pourrait s’expliquer par

deux hypotheses :

- La glycolisation et le degré de méthoxylation des flavonoides et des alcaloides
bloquerait leur entrée dans les cellules cancéreuses, d’ou l'inactivité de certains
extraits [351].

- Des saponosides et des terpénoides sont décrits dans la littérature comme
possédant une forte activité cytotoxique prouvée. Ces saponosides peuvent agir
en tant qu'agents anticancéreux potentiels en empéchant la carcinogenése, ou par
des effets antiprolifératifs et/ou cytotoxiques directs contre des cellules
cancéreuses tant in vitro qu’in vivo [352]. L’extrait éthanolique et l'infusé riche en
saponosides, n’ont montré aucune activité cytotoxique. La méthode d’extraction
utilisée pourrait étre mise en cause. Les saponosides auraient pu étre dénaturés

par la chaleur.

Hormis ces deux hypothéses, il ne faut pas exclure la nature de la lignée
cellulaire. 1l faut comprendre par cela que selon la lignée cellulaire utilisée pour les

tests cytotoxiques le pouvoir cytotoxique peut varier.

Trés peu de recherche de toxicité in vitro sur les lignées cellulaires humaines de
de C. parqui qu’ont été publiées ; Il n'existe qu’un seul rapport dans la littérature
sur l'activité cytotoxique de I'extrait éthanolique (1.7-6.6 ug/ml) sur les cellules de
Caco-2 réalisée en 2010 par I'équipe de [89], méme pour les peu d’études de

cytotoxicité des différents extraits de quelques espéces de genre Cestrum ;
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'ensembles de leurs CC50 de leur extraits étaient toujours élevées (généralement
supérieurs a 200 ug/ml) [338], [92], [353].

3.5.5. Résultat de l'activité antibactérienne et antifongique de 'EE-F, L’'EEP-E, et

'EA-F des feuilles de C.pargui

Pour caractériser I'activité antimicrobienne de nos extraits, nous avons utilisé la
méthode de diffusion sur disques. C’est une technique qualitative basée sur la
mesure du diamétre des halos d’inhibition apparents autour des disques chargés
d’extraits végétaux. De plus, l'inactivité des solvants (DMSO et I'eau distillée)
utilisés pour dissoudre les résidus de ces extraits a été vérifiée. La sensibilité des

souches aux antimicrobiens de référence a été aussi controlée.

3.5.5.1. Résultats de I'activité antibactérienne de 'EE-F, L'EEP-E, et 'EA-F

de feuilles de C.parqui

a. Effet antibactérien des témoins positifs : La Ciprofloxacine 2 mag/ml

et la Céfazoline 10 mag/ml :

L’activité antibactérienne des témoins de références (ANNEXE 11) a été
hautement significative avec un P=0.000. La ciprofloxacine a 2 mg/ml a été
I'antibiotique de référence le plus marqué ; dailleurs il a été actif sur toutes les
souches bactériennes testées principalement sur les bactéries a Gram positif ; une
tres forte activité a été observé sur Pseudomonas aeroginosa et Bacillus subtilis
avec des zones d’inhibitions de 42 et 39 mm respectivement. Le profil
multirésistant d’Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae les a conféré la moindre
sensibilité envers la ciprofloxacine avec des zones d’inhibition de 12 et 10 mm

respectivement (Figure 3.56 A, et 3.57).

La céfazoline a exprimé un pouvoir antibactérien moins important que la
ciprofloxacine avec une résistance totale de Pseudomonas aeroginosa et de
toutes les souches multirésistantes. La sensibilité des souches a Gram négatif vis-
a-vis la céfazoline a été la sensibilité la plus observée avec 37.44 mm comme
moyenne des zones d’inhibition mesurées ; malgré que la sensibilité la plus
importante a été notée sur une souche a Gram positif ; Bacillus subtilis (48.66
mm) (Figure 3.56 B, et 3.57).



175

Remarque : Toutes les souches bactériennes illustrées dans toutes les figures sont
présentées sous les abréviations suivantes: E.C.: Escherichia coli, K.P.: Klebsiella
pneumoniae, S.PT : Salmonella paratyphi, P.A. : Pseudomonas aeroginosa, B.S. :
Bacillus subtilis, B.C. : Bacillus ceureus, M.L. : Microccocus luteus, S.A.: Staphylococcus
aureus, E.F. : Enterococcus faecalis, L.M. : Listeria monocytogenese, EC.B.: E. coli
BLSE+, KP.B. : Klebsiella pneumoniae BLSE+, A.B.B. : Acenitobacter baumanii BLSE+,
MRSA : Staphylococcus aureus MRSA.

Effet antibactérien de la Ciprofloxacine 2 mg/mil
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MZI : Moyenne des zones d’inhibition, NSR : Nombre de souches résistantes, G+ : Gram positif, G-

: Gram négatif. A, B, C, D, E, ...: regroupement par le test de Fisher (Minitab 17)

Figure 3.56 : Effet antibactérien des témoins positifs : A : Ciprofloxacine 2 mg/ml,

B : Céfazoline 10 mg/ml.



176

Figure 3.57 : Effet de la Ciprofloxacine 0.1mg/dis. et la Céfazoline 0.5
mg/dis sur quelques souches bactériennes testées : A : Bacillus ceureus, B :

Pseudomonas aeroginosa, C : Escherichia coli, D : Enterococcus faecalis.

Les modes d’actions des agents antibactériens different selon la nature d’affinité
entre la bactérie et I'agent inhibant la croissance bactérienne, L'efficacité totale de
la ciprofloxacine sur toutes les souches bactériennes refléte le spectre large de
son activité ; il cible 'ADN et les topoisomérases des bactéries on empéchant le
rassemblement normal de 'ADN au cours de la traduction, ce qui le rend un
antibiotigue de référence et du premiére intention dans le cas des infections
bactériennes les plus séveres. La Céfazoline inhibe I'élaboration de la paroi
bactérienne, en interférant avec la synthese de peptidoglycane en perturbant la
perméabilité de la paroi [354]; I'affinité de I'effet de la céfazoline avec le type de
paroi bactérienne limite son action antibactérienne envers les bactéries a double
membrane. Les souches bactériennes multirésistantes ont acquis une large
résistance vis-a-vis de I'ensemble des bétalactamines existants dans le marché,
cela signifie la croissance des souches hospitalieres multirésistantes sur le milieu
de culture malgré la présence de céfazoline qui est une bétalactamine de

troisieme génération [355].
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b. Effet antibactérien de I'extrait éthanolique de feuilles, EE-F

L’EE-F a 20 mg/ml n’a présenté aucun effet antibactérien sur toutes les souches
testées ; par contre sa concentration a 100 mg/ml a exprimé un pouvoir
antibactérien prononceé principalement sur les bactéries a Gram positif avec une
différence hautement significative des différentes zones d’inhibitions mesurées
(P=0.000). Une résistance totale a été exprimée par Pseudomonas aeroginosa, et
Listeria monocytogenese, De plus, Acinetobacter baumanii a été la seule souche

hospitaliére sensible avec une zone d’inhibition de 12 mm (Figure 3.58 et 59).

Effet antibactérien de I'EE-F (Zones d'inhibition en mm) pP=0,000
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MZI : Moyenne des zones d’inhibition, NSR : Nombre de souches résistantes, G+ : Gram positif, G-

: Gram négatif. A, B, C, D, E,...: Regroupement par le test de Fisher (Minitab 17)
Figure 3.58 : Effet antibactérien de 'EE-F a 100 mg/ml.

c. Effet antibactérien de I'extrait étheropétrolique de feuilles, EEP-F

Comme le montrent les résultats présentés sur la figure 3.61, 'EEP-F a 100 mg a
ete largement actif sur la totalité des bactéries référenciees (ATCC) a Gram
négatif. Le test de regroupement nous montre qu’il y a une certaine similarité de
l'effet de I’'EEP-F sur les souches sensibles. Il ressort que Pseudomonas
aeruginosa se révele tres résistante a la plupart des extraits utilisés, alors qu’elle
est fortement inhibée par cet extrait avec une inhibition de 18.33 mm. L’'EEP-F n’a
prouvé aucun pouvoir antibactérien sur Staphylococcus aureus qui a été fortement
inhibé par 'EE-F (Figure 3.59).
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On rappelant que les résultats nuls de I'effet de 'EEP-F a 20 mg/ml sur toutes les

souches testées n’ont pas été figurés dans le graphe ci-dessous.

Effet antibactérien de I'EEP-F (Zones d'inhibition en mm) p=0.000
30

21 MZI G+ 16.24 mm

G- 17.86 mm
MSR G+ 03
23 G- 02
22 20,33
18,33 |

20 - 15,67 A | :+|

AB AB

BC ABC
15 - 13,33
co 12,33 | 12,33
1 1
D D
10 - B
5
E E E
0 a 0 o a
o T T T T T T T T T T T T T 1
EC K.P. 5PT. PA. B.5 B.C. ML 5A EF. L EC B KP.B. AB B MR3A

MZI : Moyenne des zones d’inhibition, NSR : Nombre de souches résistantes, G+ : Gram positif, G-

: Gram négatif. A, B, C, D, E,...: Regroupement par le test de Fisher (Minitab 17)
Figure 3.59 : Effet antibactérien de 'EEP-F a 100 mg/ml.

d. Effet antibactérien de 'extrait agueux de feuilles, EA-F

La figure 3.60 nous montre la trés faible activité antibactérienne de I'infusé de
feuilles par ces deux concentrations testées ; avec une légere efficacité sur trois
bactéries a Gram positif ; bien que Bacillus subtilis a été la souche la plus

sensible.
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12 - a Effet antibactérien de I'EA-F 3 10% (Zones d'inhibition en mm)
10,66 10,66
] MZl G+ 10.66 mm
10 A A G- 00 mm
NSR G+ 05
G- 07
8 -
E -
4 4
2 -
B B B B B B B B B B B
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 . . . . . . . . . . . . .
EC KP. SPT. PA BS BC ML SA EF LM ECB KPB ABB MRSA
B Effet antibactérien de I'EA-F 3 20% (Zones d'inhibition en mm) P=0.000
16
MZI G+ 11.B8 mm
1z G- 00 mm
14 ~ 12,66 NSR G+ 04
| G- 07
12 A 11
A
10 - B
B —
E —
4 -
29 ¢ C C C c C C C
o 0 o 0 o o o o 0 o
0 ; ; ; ; : ; ; ; ; ; ; : ; .
EC KP. SPT. PA BS BC ML 54 EF LM ECB KP.B ABB MRSA
MZI : Moyenne des zones d’inhibition, NSR : Nombre de souches résistantes, G+ : Gram positif, G-

: Gram négatif. A, B, C, D, E,...: Regroupement par le test de Fisher (Minitab 17).

Figure 3.60 : Effet antibactérien de 'EA-F : A: EA-F a 10%, B : EA-F a 20%.
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Figure 3.61 : Effet de 'EE-F et ’EEP-F a 100 mg/ml sur quelques souches:
A : Bacillus subtilis, B : Bacillus.ceureus, C : Staphylococcus aureus, D : Enteroccocus
faecalis, E : Salmonella paratyphi, et F : Klebsiella pneumoniae

Selon [356], une zone d’inhibition supérieure ou égale a 15mm confirme l'efficacité
de I'extrait comme agent antibactérien (Disque de 9mm). D’aprés les résultats
présentés ci-dessus, on constate que I'EEP-F est I'extrait le plus actif avec une
moyenne des zones d’inhibition (MZI) de 16.24 mm pour les bactéries a Gram
positif et 17.86 mm pour les bactéries a Gram négatif, par rapport aux moyennes
moins importantes de I'effet de 'EE-F et de 'EA-F.

D’une fagon générale, la sensibilité des bactéries a Gram positif a été la réponse
la plus marquée dans tous les tests réalisés avec les différents produits. La
différence de la sensibilité des souches aux extraits testés pourraient étre dues a
la variation du taux de pénétration des échantillons a travers la paroi et la
membrane cellulaire des structures [357], [358]. Les bactéries a gram positif sont
moins protégées contre les agents antibactériens, le peptidoglycane n’entrave que

la diffusion des poids moléculaires a 50 KD [359]. D’autre part, nous avons
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constaté que 'EE-F a 100 mg/ml a un effet antibactérien qui peut étre attribuée a
la présence des polyphénols, des alcaloides, des saponines ; des alcools et des
aldéhydes dans les feuilles de C.parqui Ces composés sont connus pour leurs

propriétés antimicrobiennes [360], [361], [362].

La bonne activité antibactérienne de I'extrait lipidique (EEP-F) peut étre expliqué
par I'effet synergique des molécules connus comme agents antibactériens qui le
contiennent ; principalement les stérols, les triterpénes, et les alcaloides [363],
[364], ces molécules peuvent avoir une affinité d’interaction avec les membranes
des bactéries a Gram négatif, expliquant la fixation, et la pénétration de ces
derniers a travers la double couche peptidoglycane qui confére dans la plus part

des cas la résistance a la bactérie Gram négatif.

L’inactivité de I'extrait aqueux peut étre expliquée par différentes hypothéses dont
: la non diffusion de l'extrait dans le milieu de culture, la réactivité de ses
composants avec ceux du milieu de culture, 'absence de I'expression de ses
molécules actives. Donc cette derniére hypothése est controversée. Peut-étre qu'il
faudrait fractionner cet infusé puisqu’il y aurait des composés inhibiteurs masquant

les composeés actifs [365], [366].

Du fait de la variabilité des résistances des souches testées et des profils des
composants des trois extraits, il est probable que leur activité antimicrobienne ne
soit pas attribuable & un mécanisme unique, mais a plusieurs sites d'action au

niveau cellulaire [367].

Les études sur les mécanismes d'action de cette activité sont négligeables.
Jusqu’a présent, il n'existe pas d'étude pouvant nous donner une idée claire et
précise sur le mode d'action des feuilles de C.parqui sur les bactéries. Peu des
travaux publiés sont rapportés sur l'activité antimicrobienne des extraits de
C.parqui, en 2007 ; [273] (Bolivia) a montré que I'extrait éthanolique a 95° de
feuille a 400 ug/ml été actif seulement sur une Gram positif testée ; Enteroccocus
faecalis. Une autre étude en Danrmark ; ou [314], ont rapporté que I'extrait
méthanoliqgue de feuille 1mg/ml de C.parqui été actif seulement sur une Gram

négatif qui est 'Escherichia coli.
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3.5.5.2. Résultats de l'activité antifongique de 'EE-F, L’'EEP-E, et 'EA-F de
feuilles de C.parqui

Les analyses statistiques ont montré que les mesures effectuées sur les diametres
des halos d’inhibitions mesurés des différentes souches fongiques testées se sont
révélées significativement discriminantes (P=0.000). De plus, I'effet de DMSO et

I'eau distillée stérile est vérifié sur toutes les souches fongiques testées.

a. Effet antifongigue des témoins positifs ; ’Amphotéricine-B 0.5 maq,

et le Métronidazole a 0.25 mg

D’aprés la figure 3.62, et le test de regroupement, 'Amphotéricine B a 0.5 mg
semble avoir pratiguement une activité semblable contre les différentes souches
fongiques, avec une sensibilité plus observée des deux souches de Pénicillium.
Par contre le Métronidazole a 0.25mg n’a pas induit aucun effet inhibiteur sur

toutes les souches fongiques (Figure 3.63).

b. Effet antifonqgique de 'EE-F, L’EEP-E, et 'EA-F

Selon la figure 3.62, L’EE-F a 100 mg/ml et 'EA-F a 20% témoignent d’un pouvoir
antifongigue modéré sur les souches fongiques testées, avec un pouvoir
antifongique de I'EA-F a 20% plus marqué que celui de 'EE-F a 100 mg/ml, tandis
que 'EEP-F a 20 et 100 mg, 'EA-F a 10%, et 'EE-F a 20 mg/ml se sont énoncés
les doses inactifs dans cette activité (Figure 3.62, et 63).

L’étude statistique a montré que les souches étudiées répondent differemment a
'effet antifongique des produits testés. En effet, alors que Saccharomyces
cereviceae et Aspergillus flavus ne semblent étre objet d’aucun effet inhibiteur
des trois extraits étudiés. En effet, Penicillium chrysogenum semble étre plus
sensible a l'effet des deux extraits actifs par rapport au Penicillium digitatum
(Figure 3.62).
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Figure 3.62 : Effet antifongique de tous les produits testés.

DMSO : Diméthylsulfoxyde, A, B, C, D, E,...: Regroupement par le test de Fisher (Minitab 17).
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Photo 3.63 : Effet de 'Amphotéricine B 0.5 mg, (A et C) et le Métronidazole
0.25mg (B et D) sur Aspergillus niger (Haut), et Candida albicans (En bas).

Photo 3.64 : Effet de 'EE-F et TEEP-F de 20 mg/ml de C.parqui sur Candida
albicans (gauche) et Aspergillus niger (Droite).

Cette activité montre un profil variable sur toutes les souches fongiques utilisées,
ce qui se traduit par des concentrations d’inhibition différentes et donc une
différence de sensibilité vis-a-vis des extraits de feuilles de C.parqui et les témoins

de références testés.

L’Amphotéricine B a présenté une large efficacité antifongique sur toutes les
formes levuriformes et filamenteuses, cela dévoile son large spectre et son
pouvoir inhibiteur sur la croissance des levures et des champignons. La relative
sélectivité de la toxicité de I’Amphotéricine B pour les cellules fongiques s’explique
de la maniére suivante : La fixation de I’Amphotéricine B sur la cellule fongique
augmente la perméabilité transmembranaire en formant des canaux favorisant le

passage des cations monovalents (NA+, et K+) a I'espace intracellulaire, cette
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charge interne de ces ions entraine secondairement la mort cellulaire [195].
L’évaluation de I'activité antifongique des trois extraits de feuilles de C.parqui a
mis en évidence une activitt modérée a inexistante sur les levures et les
champignons du genre Aspergillus, mais des activités beaucoup plus

intéressantes dans le cas des deux especes de Penicillium testés.

D’une maniére générale, aussi bien pour les levures que pour les moisissures,
lextrait le plus actif est I'extrait aqueux de feuilles (EA-F). Cette activité
antifongique est non seulement en fonction de la nature chimique de I'extrait, mais
aussi de type des souches utilisée [368]. Ainsi, Cette efficacité serait liée au
pouvoir du solvant qui est I'eau, a solubiliser plusieurs composés chimiques
majeurs contenus dans le broyat de la plante, ce qui laisse supposer que l'effet
antifongique de I'EA-F est dO en partie, au bon passage de composés
antifongiques dans l'extrait au cours de linfusion [369]. En revanche, 'EA-F
contient, entre autres, des composés polyphénolique, des saponines, des
terpenoides et des alcaloides ; ces substances ont été identifiees comme produits
antimycotoxiques et/ou antifongiques. En effet, les saponines se sont montrées
capables d’inhiber la croissance fongique [370]. On outre, et au vue des résultats
obtenus, 'EE-F a 100 mg/ml a prouvé d’un autre coté son pouvoir antifongique
seulement sur les souches de Penicillium, cette activité rétrécie peut étre expliqué
soit a cause de la faible concentration testée envers les souches fongiques
choisies, ou bien par une certaine affinité structurelle entre les molécules actifs de
I'extrait et les membranes des Penicillium. Sachant que le screening chimigue de
'EE-F a révélé sa richesse en alcaloides, en saponines, en tanins, et en

polyphénols.

En effet, le nombre élevé et les sites des groupements hydroxyle détectés par
infrarouge dans I'EA-F par rapport a I'EE-F, pouvant étre des facteurs
responsables de la toxicité envers les microorganismes [371]. Ce méme auteur a
montré que l'augmentation de I'hydroxylation induit 'augmentation de cette

toxicité.

L’inefficacité I'EEP-F sur toutes les souches fongiques utilisées est probablement
due a I'absence des saponines, des flavonoides, des tanins, et d’autres composés
polyphénoliques ; qui sont doués d'une forte toxicité sur les levures et les
champignons [372] et [373].
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Concernant les données de la littérature, une seule référence a été trouvée
donnant un effet inhibiteur de I'extrait saponique brut de feuilles de C.parqui sur

Trichoderma virideae a partir de 1 mg/ml [374].

3.5.6. Résultats de l'activité antioxydante in vitro de 'EE-F, L’'EEP-F, et 'EA-F de

feuilles de C.parqui

La capacité antioxydante des extraits de plante sont largement dépendant de la
composition de ces extraits ainsi que les conditions de manipulation des tests in
vitro, I'évaluation de l'activité est donc nécessairement réalisée par au moins deux
méthodes différentes [375].

3.5.6.1. Résultats de la méthode de piégeage du radical libre ; le 2,2-
diphenyl-I-picrylhydrazil (DPPH)

En faisant varier la concentration des extraits et en calculant pour chaque
concentration le pourcentage d’inhibition correspondant, nous avons établi les
profils d’activité antiradicalaire présentés dans la figure 3.65, et c’est a partir de
ces profils que nous avons deéduit la valeur correspondante a la CI50 (la

concentration d’inhibiteur nécessaire pour diminuer 50% du taux de DPPH.

Les profils de Il'activité antiradicalaire obtenus (ANNEXE 12) révelent que les
extraits testés ainsi les témoins positifs possédent une activité dose-dépendante
avec une différence hautement significative entre les concentrations du méme
produit (P=0.000) (Annexe 10), une seule similarité entre I'effet de EEP-F a 300

ug/ml et la 600 ug/ml du méme extrait a été notée (test de regroupement).

En comparaison avec les antioxydants standards, les extraits bruts testés
s’avérent moins actifs ; I'acide gallique a montré un pouvoir réducteur plus
important avec une réduction presque optimale (95.68%) a la concentration de 75
ug/ml par rapport a la vitamine E qui a réduit 88.56% de DPPH par la méme
concentration. De plus, le test de DPPH a mis en évidence une activité
antioxydante trés marquée pour 'EA-F et 'EE-F par rapport a 'EEP-F, En effet, a
la concentration de 1000 pg/ml de 'EA-F testé a réduit plus de 50% des radicaux
libres, par contre 'EE-F a 3000 ug/ml a présenté le pouvoir d’inhibition le plus
important avec une réduction de 63.17% de DPPH (Figure 3.65).
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2.5 ug/mi 05 ugfml 10 ug/ml 25 ugfml 50 ug/ml 75 ugfml

. SISO DU
300ug/ml  600ug/ml  1200ug/ml  1800ug/ml 2400 ugfml  3000ug/ml || 300ug/ml  600ug/ml 1200ug/ml 1800ug/ml 2400 ug/ml 3000ug/mi | | 250ug/ml  500ug/ml 1000 ug/ml 5000 ug/ml 10000 ug/ml 25000 ug/mi

Figure 3.65 : Pourcentages d’inhibition (%) de DPPH des trois extraits et les ttmoins positifs.
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Les valeurs des CI50 représentées dans le tableau 3.19 nous permettent
d’évaluer et de comparer l'efficacité des extraits. Nous rappelons que plus la
valeur de la CI50 est faible plus I'extrait est puissant vis-a-vis des radicaux libres.
On constate que 'EA-F qui est riche en polyphénols, saponines et alcaloides est
I'extrait le plus actif par rapport aux deux autres extraits des feuilles testés avec
une CI50 de 967 ug/ml. De méme la comparaison globale intergroupe des
différents effets par le test de Fisher (Minitab 17) nous a montré aussi une
similarité¢ de leffet de la plus forte concentration testée de I'EA-F et la
concentration maximale de I'acide gallique utilisée (test de regroupement) (Figure
3.66).

Tableau 3.19 : Résultats de la capacité antioxydante et les CI50 des différents

produits par la méthode de réduction de DPPH :

Produits VaIeFL)Jr de Equation de la courbe R2 CI50%
(ug/ml)
Vitamine E P=0.000 |y =35.87+0.8002 x (x) 0.958 17.65
Acide gallique P=0.000 |y =44.96+0.7409 X (x) 0.968 06.80
EE-F P=0.000 |y =19.94+ 0.0155 x (x) 0.972 | 1930.00
EEP-F P=0.000 |y =1.694+0.006998 x (x) 0.973 | 6900.00
EA-F P=0.000 |y =47.86+0.0022 x (x) 0.933 | 967.00

EE-F : Extrait éthanolique de feuilles, EEP-F : Extrait étheropétrolique de feuilles, EA-F ; Extrait
agueux de feuilles, y: Pourcentage de réduction de DPPH, x: concentration du produit, R2:
Coefficient de corrélation, CI50 : Concentration qui inhibe 50 % de DPPH.
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3.5.6.2. Résultats de la méthode de réduction de fer ferrigue ; FRAP

L’évaluation de l'activité antioxydante par réduction de fer est une méthode facile
et reproductible, pour cela elle est trés utilisée pour distinguer les extraits les plus
actifs [376].

Par analogie a la capacité antiradicalaire, la comparaison des concentrations
efficaces (CE50) des extraits a révelé une variabilité significative corroborée a
I'effet du solvant et le type d’extraction. L'absorbance mesurée des différentes
concentrations des différents produits a 700 nm est proportionnelle au pouvoir
réducteur sur les ions ferriques. Une différence fortement significative entre les
effets des différentes concentrations des différents produits a été notée (P=0.000),
avec un effet réducteur dose—dépondant de tous les tests. L’acide gallique a gardé
sa puissance antioxydante la plus marquée par rapport a la vitamine E avec des
absorbances importantes dés les moindres doses testées. L’EA-F a son tour est
resté I'extrait le plus actif par rapport a 'EEP-F et 'EE-F (Figure 3.67) (ANNEXE
12).

La comparaison des CE50 de ces produits révele que I'acide gallique a montré un
effet réducteur important comme témoin de référence, alors que 'EA-F est prouvé
comme l'extrait antioxydant le plus important avec une CE50=1218.75 ug/mi
(Tableau 3.20). La comparaison intergroupe par le test de Fisher dévoile aussi
I'efficacité de 'EA-F par rapport a la vitamine E, 'EE-F, et 'EEP-F, avec une
similarité de I'effet avec I'acide gallique ; qui est le témoin de référence le plus actif
(Figure 3.68).

Tableau 3.20: Pouvoir réducteur des ions ferriques et les CE50 des trois extraits et

des témoins positifs :

Produits Valeur de P Equation de la courbe R? CE50%(ug/ml)
Vitamine E P=0.000 |y =0.05825 + 0.00495 x (x) 0.971 89.09
Acide gallique P=0.000 |y=0.4264 + 0.01330 x (x) 0.959 5.53
EE-F P=0.000 |y =0.1004 + 0.000202 x (x) 0.973 2972.27
EEP-F P=0.000 |y =0.03809 + 0.000107 x (x) | 0.963 5028.87
EA-F P=0.000 |y =0.4610 + 0.000032 x (x) 0.839 1218.75

EE-F : Extrait éthanolique de feuilles, EEP-F : Extrait étheropétrolique de feuilles, EA-F ; Extrait
aqueux de feuilles, y : Pourcentage de réduction de Fe*3, R2 : Coefficient de corrélation, CE50 :

Concentration efficace qui inhibe 50 % des ions ferriques.
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Il est évident que tous les extraits testés inhibent I'oxydation avec une nette
hétérogénéité de l'efficacité aussi bien en fonction du solvant utilisé, que la
méthode d’extraction. L’EA-F par les deux méthodes testées a présenté le pouvoir
le plus important. Les taux de réduction antioxydante obtenus par la méthode de
FRAP sont similaires aux résultats obtenus par le test de réduction de DPPH ;
cette ressemblance est due certainement aux mécanismes des réactions mises
enjeux (transfert d’électrons), et indique que les activités antioxydantes prouvées
par ces deux tests sont assurées probablement par les mémes molécules actives.
L’EEP-F a présenté un effet antioxydant trop faible par les deux méthodes par
rapport aux deux autres extraits testés ; cet extrait ne contiendrait pas de

polyphénols du fait du caractére peu apolaire de I'éther de pétrole.

De nombreuses études réalisées sur les produits naturels ont prouvé que ce sont
particulierement les composés phénoliques qui sont responsables de leur activité
antioxydante. Plusieurs études ont montré que les groupements hydroxyles
détectés par linfrarouge dans les composés phénoliques et flavonoides sont
responsables de leurs pouvoirs antioxydants [377], [378], et aussi les sites
d’hydroxylation des différents noyaux affectent la potentialité antioxydante [379].
Pour les flavonoides, les formes aglycones détectées par I'analyse UV-Visible

sont plus actives que les formes glycosylées [380].

Concernant les travaux antérieurs réalisés sur cette activité ; rien n’a été rapporté
dans la littérature sur le pouvoir antioxydant de n’importe qu’elle partie de C.parqui
; dont les choix des concentrations et les modes opératoires ont été inspiré d’une
étude réalisée en Bangalore sur trois espéces apparentées ; ou I'équipe de [299]

a testé les extraits alcooliques de C. aurantiacum, C. nocturnum et C. diurnum.
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Figure 3.67 : Pouvoir réducteur des ions ferriques des trois extraits et les témoins positifs (Absorbance a 700 nm).
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Figure 3.68 : Comparaison intergroupe globale de pouvoir antioxydant sur les ions

ferriques des difféerentes concentrations des différents produits testés (Test de

Fisher).

3.5.7. Résultats de l'activité anti-inflammatoire in vivo de 'EE-F, L’EEP-F, et 'EA-F de

feuilles de C.parqui

Le test de 'cedéme de patte est un modele de linflammation aigue, il donne des

résultats facilement exploitables. Les résultats obtenus a l'issu de ce test (ANNEXE 13)
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sont exprimés par le pourcentage de réduction de 'cedéme de patte de souris (Photo
3.69). La comparaison de l'effet anti-cedémateux des différents extraits de C.parqui est
calculée par rapport aux témoins physiologiques, et contrdlé par la Diclofénac sodique a
3 mg/ml (AINS), et I'Hydrocortisone a 1 mg/ml (AIS).

Photo 3.69 : C(Edéme de la patte gauche de souris (Originale).

3.5.7.1. Résultats du pourcentage de formation de l'cedéme des lots

témoins

L’administration de la carraghénine a entrainé une augmentation significative du
pourcentage de l'augmentation du volume des pattes des souris témoins
(P=0.000) (Tableau 3.21). De plus la formation de 'cedéme de patte de groupe
traité par I'eau distillée stérile (30.32%) est révélée plus importante que celle de
groupe injecté par I'huile de mais (21.85%) ; cette différence est fortement liée a la
différence du profil chimique des deux véhicules, on s’est référencié par ces deux
taux de formation de 'cedéme a fin de négliger leur effet et de se rapprocher
réellement de I'effet des trois extraits testés.

Par ailleurs, I'administration du Diclofénac a la dose de 03 mg/kg p.c. et de
I'hydrocortisone @ 1 mg/kg p.c. par voie orale prévient de fagon significative
laugmentation du volume de la patte des souris. Ces résultats sont

significativement différents de ceux du contrble physiologique (Tableau 3.21).
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Tableau 3.21 : Comparaison de pourcentage de formation de I'cedéme de patte

entre les produits témoins :

Lots* P=0.000 Moyenne** Médiane IC 95%
E.D.S. 30,748 + 1,710 30,32 (28,062; 33,434)
Huile de mais 21,858 + 8,36 19,80 (19,17; 24,54)
Dic 3mg/kg c.p 4,660° + 0,466 4,67 (1,974; 7,346)
HHC 1mg/kg c.p. 2,580P + 0,462 2,77 (-0,106; 5,266)

P e Y T - TN - - T -]
o O o O O O o O o

Pourcentage de réduction (%)

o

E.D.S.: Eau distillée stérile, Dic: Diclofénac sodique, HHC : Hydrocortisone, IC:
Intervalle de confiance, * : Six répétitions pour chaque test, ** : Regroupement (A, B, ...)
par le test de Fisher (Minitab17).

3.5.7.2. Résultats de I'activité anti-inflammatoire de 'EE-F

D’aprés la figure ci-dessous, on remarque un effet dose-dépondant de I'EE-F, et
une différence hautement significative entre le pouvoir anti-inflammatoire des
différentes doses des produits testés (P=0.000) (Figure 3.70 A). De méme, la
comparaison individuelle par le test de Fisher entre les différents produits a
montré que I'effet de 'EE-F a 400 mg/kg p.c. a une efficacité importante presque
comparable a celle du Diclofénac sodique (Figure 3.70 B). Cela signifie la bonne

action anti-inflammatoire de 'EE-F sue I'cedéme de patte.

A B

9165 EE200-DIC3 H
891 e EE400 DIC3
847 ol

EES50 -DIC3 Ll
HHC1 -DIC 3
6148 EDS.-DIC3 *
=$=0139 EE400 - EE 200
EES0 -EE200 o
587 HHC1 - EE 200
e ED.S. - EE 200 Y
E EES0 - EE 400 >
HHC 1 - EE 400
ED.S. - EE 400 8
HHC1 - EE 50
o ED.S. - EE50 ™
0 EDS. - HHC1-
DIC3 EE 200 EE 400 EE 50 HHC1 EDS. 00 5 50
Prodluits

Figure 3.70 : A : Pourcentage de réduction de 'oedéme des pattes des souris de

*

-25 25

'EE-F par rapport aux lots témoins. B : Comparaison individuelle de I'effet anti-

inflammatoire de tous les produits (Test de Fischer) P=0.000.

3.5.7.3. Résultats de I'activité anti-inflammatoire de 'EEP-F

L’activité inhibitrice de 'EEP-F de I',edéme de patte est moins importante que

celle de 'EE-F avec un taux de réduction maximal de 63.51% (400 mg/kg p.c.)

50
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(Figure 3.71 A), cette activité est faiblement dose-dépendante suite a la similarité
remarquée entre I'effet de la dose de 200 et de 400 mg/kg p.c. (Figure 3.71 B). La
différence des valeurs autours des moyennes de chaque lots traité par 'EEP-F a
été clairement observé dans la figure A par des écarts importants entre les
moyennes et les médianes. Cela signifie une faible reproductibilité du test et

probablement due a l'effet synergique entre 'lEEP-F et I'Huile de mais.

A B
9165 EEP 200 - Dic 3 —— i
8a1 ==t EEP400 -Dic3 |
=T EEP 50 - Dic3 —— :
6351 HHC1 - Dic 3 ——
3054 HM. -Dic3 — |
64,84 !
EEP 400 - EEP 200 e
4555 E EEPSO - EEP 200 —.—
HHC1 - EEP 200 ; ——
. 2334 H.M. - EEP 200 —— |
EEPSO - EEP 400 —— |
H s HHC 1 - EEP 400 R
H.M. - EEP 400 —— |
HHC 1- EEP 50 i —a—
0 HM. - EEP 50 ——
a HM. -HHC1-  —a— |
DIC3 EEP 200 EEP 400 EEP 50 HHC1 HM 400 50 0 50

Procluits

Figure 3.71 : A : Pourcentage de réduction de 'cedéme de patte de souris de
'EEP-F par rapport aux lots témoins. B : Comparaison individuelle de I'effet anti-

inflammatoire de tous les produits (Test de Fischer) P=0.000.

3.5.7.4. Résultats de I'activité anti-inflammatoire de 'EA-F

Les volumes des pattes sont faiblement réduits par 'EA-F avec des taux de
réductions trop négligeables par rapport a 'EE-F et 'EEP-F; ou le taux de
réduction n’a pas dépassé 36% pour la concentration la plus élevée (Figure 3.52
A), de plus, la comparaison individuelle des différents effets (Figure 3.72 A) a
montré aussi une minime différence entre I'effet de I'eau distillée qui est sensé

étre un solvant inerte et la faible concentration testée de 'EA-F (50 mg/kg p.c.).

L’ EA-F s’est révélé un produit antiinflammatoire faible par rapport aux deux autres
extraits testés ; malgré sa richesse en molécules formtement connues comme
agents antiflammatoires (polyphénols, tanins, et en saponines) [28],[336]. Cette
faible activité de 'EA-F peut étre expliqué par le faite que la préparation a I'ordre
de mg par rapport au pois corporelle d’une souris n'est pas propablement la

préparation adéquate pour ce genre d’infusé : une application directe sur les

100
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souris a partir de la préparation traditionelle de cet extrait (g/ml) est fortement

recommandée pour ce rapprocher a son effet antiinflammatoire réel.

A B
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Figure 3.72 : A : Pourcentage de réduction de 'cedéme de patte de souris de 'EA-
F par rapport aux lots témoins. B : Comparaison individuelle de I'effet anti-

inflammatoire de tous les produits (Test de Fischer) P=0.000.

L’étude intergroupe globale comparative de I'effet anti-oedémateux des différents
produits par le test de Fisher (Minitab17) dévoile une différence significative de
I'efficacité des différentes concentrations utilisées avec un P=0.000 (Figure 3.73) :
la Diclofénac sodique et 'hydrocortisone se positionnent en premier avec des taux
de réductions trés importants (84.91, 91.65%) respectivement, suivis par 'EE-F a
400 mg/kg p.c. qui a apparu plus efficace que 'EEP-F a 400 mg/kg p.c., en plus,
la similarité de I'effet de 'EE-F a 400 mg/kg p.c. avec celui du Diclofénac sodique
(3 mg/kg) (Test de regroupement), et I'effet de 'lEE-F a 200 mg/kg p.c. avec celui
de 'EEP-F a 400 mg confére a 'EE-F le pouvoir anti-inflammatoire le plus marqué

par rapport aux deux autres extraits de feuilles testés dans cette activité.

100
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Figure 3.73 : Comparaison intergroupe de pourcentage de réduction de 'cedéme

de patte de souris entre les différentes concentrations des différents lots.

En effet, l'injection de la carraghénine provoque la libération de plusieurs
médiateurs chimiques qui sont responsables du processus inflammatoire. Cette
réponse inflammatoire est biphasique dont la phase initiale, qui dure environ une
heure, est due a la libération de I'histamine et de la sérotonine, la bradykinine est
libérée au cours de la deuxieme phase (1,5-3 heures), et la biosynthése des
prostaglandines intervient au-dela de la troisieme heure. Ces médiateurs
augmentent la perméabilité des capillaires de la région. En conséquence,
'exsudat s’échappe de la circulation sanguine vers l'espace interstitiel. Cet

exsudat explique la cause de I'cedéme localisé [240].

L’activité anti-inflammatoire de Cestrum vert pourrait s’expliquer par une
inhibition de certains de ces médiateurs de linflammation par exemple la
production de prostaglandines, les flavonoides retrouvés dans les feuilles qui sont
des inhibiteurs de la 5-lypooxygénase sont doués d’activité antiinflammatoire
[381]. Les saponosides, et les stéroles trouvé dans les feuilles, seraient aussi

responsables d’activité anti-inflammatoire [281], [33].
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La richesse de I'EE-F en constituants polyphénoliques pourrait en partie
expliquer son activité d’ou la capacité de piéger les radicaux libres, empécherait la
formation des prostaglandines qui provoquent l'inflammation, et ils peuvent aussi
moduler I'adhésion des monocytes durant l'inflammation athérosclérosique en
inhibant I'expression des médiateurs inflammatoires. Les tanins et les flavonoides
contribuent a cet effet anti-inflammatoire, ces composeés ont le pouvoir d’inhiber la
production de médiateurs pro-inflammatoires tel que les leucotriénes, et les

prostaglandines [382].

Par ailleurs, la présence de substances anti-radicalaires dans les feuilles de C.
parqui (tanins, alcaloides...) pourrait empécher la production des especes

réactives a l'oxygéne qui favorisent la formation de médiateurs de I'inflammation.

Malgré la grande utilité traditionnelle de Cestrum parqui sur I'inflammation ; mais
les travaux sur cette plante sont trop limités. Deux études seulement sont
retrouvées dans la littérature et qui ont montré I'effet antiinflammatoire in vivo de
I'extrait alcoolique et I'infusé de cette plante ; 'aquipe de [336] en Chilie (1996) ont
révélé un effet de 46.7% de I'extrait méthanolique de feuille a 1000 mg/kg sur
I'inhibition de I'cedéme de pattes induit par la carraghénine a 1% sur les cochons
d’'inde pir-brillant (200-300g) , et un taux d’inhibition de 46.2% pour l'infusé a
800mg/kg. En 1999 ; I'équipe de [360] au Pakistan, ont rapporté que la méme
concentration de I'extrait méthanolique testée par [336], avait un pourcentage
d’inhibition de I'cedéme de patte des rats (120-1509) de 55%.

Les taux de réduction de I'cedéme de patte obtenus au cours de cette étude
représentent les résultats les plus importants par rapport a ces travaux antérieurs ;
cela peut signifier par la méthode de I'extraction effectuée par le Soxhlet qui

permet un épuisement total de la matiére végétale en molécules actives.
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CONCLUSION

L e travail réalisé dans cette these s’inscrit dans le cadre des travaux de
recherche du laboratoire de Biotechnologie, Environnement et Santé. L’objectif
était d’apporter des éléments pour la validation de certaines propriétés biologiques

de Cestrum parqui.

Pour ce faire, nous avons au préalable essayé d’extraire des molécules actives a
partir des feuilles de Cestrum parqui par trois solvants choisis en fonction de leur
polarité, de maniére a solubiliser un maximum de composés. Cette étape cruciale
nous a permis de déterminer la nature des métabolites secondaires contenus
dans ces extraits par un criblage chimique préliminaire. La nature des principes
chimiques mis en évidence, nous a laissé prévoir des activités pharmacologiques
intéressantes ; ainsi que I'extrait le moins polaire (Extrait étheropétrolique)avait un
large profil d’efficacité par rapport aux deux autres extraits (Extrait éthanolique et

I'extrait aqueux).

L’ensemble des résultats obtenus constitue une justification scientifique de l'usage
traditionnel de Cestrum parqui, et confirme encore une fois la pertinence des
remedes traditionnels dans le traitement de nombreux maux. Nos résultats ne
constituent qu’une ébauche dans le domaine de recherche des biomolécules
actives. Cette étude pourrait éventuellement étre complétée par des études
complémentaires qui seront nécessaires pour rendre ce travail utilisable dans le
cadre de la mise au point d’'un phytomédicament a base de feuilles de Cestrum

parqui ; citant par exemple :

- Des purifications et des fractionnements des extraits testés par une
caractérisation des structures chimigues responsables des activités

biologiques prouvees.
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- Extraction avec d’autres types de solvants ; et méme d’essayer d’autres
types d’extraction (macération, décoction, extraction d’huile essentielle...),
afin de connaitre les meilleurs rendements, ainsi les résultats les plus

prononces.

-Etude comparative des différents effets testés dans ce travail entre les

feuilles séchées et les feuilles fraiches.

- Tester la toxicité chronique et sub-chronique de la plante afin de la mise
au point de latteinte physiopathologique et biochimique si elle existe,
principalement I'hépathotoxicité, avec la détermination de la DL50 de

chaque extrait testé.

-Tester d’autres méthodes que les activités réalisées dans notre travail ;
afin d’élargir les points de connaissance sur la réelle efficacité des extraits
testés (Activité anti-inflammatoire in vitro, activité antioxydante sur lignée

cellulaire, activité antileishmanienne sur des formes amastigotes...).
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ANNEXE 01: FICHE DE L’ENQUETE ETHNOBOTANIQUE

01-Données personnelles :

-Lieu d’habitation : .......ccccoeireiinneinienceen
Niveau scolaire : -Pas d’école[ | -E.primaire[ | -E.moyenne| | -Lycée| | -Supérieur | |
Situation familiale : -Marié[ | -Célibataire [ | -Veuf [ | -Divorcé[ |
Enfants Ouil | Non [ |
Niveau socio-économique (NSE) : Bas || Moyen [ ] Elevé [ |
02-Phytothérapie :
A- Connaissez-vous la phytothérapie Oui || Non [ ]
-Si oui, comment vous la connaissez ?

-Entendu parler[ |

- Lire et chercher des informations | |

- Déja soigné par la phytothérapie | |

- Vend des remédes traditionnels | |
B-Pour se soigner avez-vous :
-Vu un médecin L_| -Vuun chaman [_] -Vuun herboriste [_| -Utilisé tout seul des remedes ||
SAULIES i s
C- Comment vous prenez les remédes ?
-Médicament seul [ ] -Traitement traditionnel seul [ ]
-Médicaments et plantes en mémes temps | |

-Médicament suivi par des pIantesD -Plantes puis médicament []

D-Chez qui on utilise beaucoup plus le reméde traditionnel ?

-Nourrisson [ | -Enfants| | -Adolescents | | Adultes| |

E-Type de la plante : Sauvage | | Cultivée | | adventice | |
F-Quelles parties de la plante sont utilisées ?

-Tiges || -Feuilles [ | -Fleurs [_] -Racines | | -Fruits [
-Ecorce | | -Gomme[ | -Résine | | - Graines| | -Noyau ||

-Partie aérienne | | -Plante entiere [ |



I-Existe-il des conditions de récolte spéciales ? -Oui | | -Non [ ]

Si oui ; expliquez-nous

J-Faut-il I'utiliser a I’état frais ousec?  -Frais | | -Sec | |
Si oui, comment ProCce@de-t-0N AU SECNAZE P......oouecveiieee ettt et st e e s b ss s s ene
K-Période maximale de conservation des plantes :
6mois | | -lan| | -2ang | ->2ans autres | |
L-Le broyage est-il recommandé ? -Oui [_| -Non [_|
M-Mode de préparation du remede :

-Décoction | | -Rapure| | -Infusion| | -Macération froide| | -Cataplasme | |-Ala
vapeur [ |

AAULIES & ettt ettt sttt st sttt be et et e eabe s sae et eeases sheessbessteese et et sheeenbes e sutaesbe e eneeaneenee
N-solvant utilisé dans les préparations des remedes :
Eau chaude [ | Eaufroide | | Huile Lait/Lait fermenté [ | Vinaigre [ | Miel [ |
AAULIES & ettt et ettt e ettt st et be e saeees e e te saeesbeea st saetesbe st saeeeabe st eae et ben she et e enbenteeueeennee s
O-Mode d’administration :
Voieorale[ |  application externe | | inhalation | | bain oulavement [ |
P- vous prenez les effets secondaires de I'utilisation des plantes médicinales en importance ?

ouil | Non [
Si OUI, dONNEZ AES EXEMPIES : ...eeueieieeietirt ettt sttt r e et etesteste e e e s e s et aesersereasessesaesaeneann
Q-Résultats d’un traitement pris traditionnellement :

Inactif [ | amélioration | | Guérison | |

03-Cestrum parqui (Mask elile en fleurs jaunes):
A-Connaissez-vous cette plante ? Oui [ | Non [ |
Si oui, comment la connaissez-vous ?

-Entendu parler [ | -Utilisé par une personne de votre entourage [ | -Utilisé par vous
méme ]

B-Noms locaux de la plante :

NOMS TALINS weutviecieiieiie et sttt st s bbb et et sesbebanesbe sen

NOM VEINACUIAITES .cveiiceieee ettt sttt st ses et s e st ns et ere st s e e s

C- Période et lieu de récolte :

-Toute I'année | | été [ | hiver | | automne| | printemp [ |



D-Est-ce que cette plante est utilisée en médecine traditionnelle (pour traiter une maladie) ?
Oui [ | Non| |
-Si oui : Types de maladies traitées ?

-Fievre || -Maux detéte || -Plaie[ | -Lésion cutanée | | -Toux /Problémes
respiratoires ]

-Diarrhée | | -Mauxd’estomac | | -Douleur articulaire | | -Fracture| |
Inflammation [

-Ulcére[ |  -Anémie [ | -Maladie vénérienne | | -Trouble de menstruations | |
Fertilité[ ]

-Avortement || -Infection bactérienne | | -Infection fongique | | -Infection
parasitaire | |

-Infection virale | | -Cancer| |

E-Quelles parties de la plante sont utilisées ?
- Tiges | -Feuilles | | -Fleurs "] -Racines || -Fruits| ] -Ecorce| | -Résine [ ]

-Graines| | -Noyau[ | -Partie aérienne || -Plante entiere| |

F- Mode de préparation du reméde :

-Décoction | | -Rapure| | -Infusion | | -Macération froide| | -Cataplasme| | -Ala
vapeur| |

I-Mode d’administration :
-Voie orale| | -Application externe | | -Inhalation [ | -Bain ou lavement [ |

J-Mode d’utilisation du reméde

-DUEE dU TraitEMEBNT ¢ ettt st st st sr st st s sesae st ses et e s st sessesenestennnns

-Durée de conservation du remMEdE : ......cccieireeienreiieneince s st st s e nes

K-Existe —il des préparations avec des plantes associées -Oui [ ] -Non [ ]
-Si Oui, lesquelles ?

L- Vous connaissez des effets secondaires de I'utilisation de C.parqui comme remede?

-oui [ ~Non [ ]

-Si oui, donnez des



ANNEXE 02 : NORMES CRITIQUES DES LIMITES MICROBIOLOGIQUES

Germes Recherchés Normes UFC/g
Germes aérobies a 30°C <10*
Coliformes fécaux <10
Clostridium sulfito-réducteurs a 46°C <10
Moisissures <103
Salmonelles Absence
UFC : Unité formant colonie

ANNEXE 03 : TEST DE TOXICITE
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Figure. 01 : Toxicité aigue par la méthode des doses fixes, la ligne directrice N° 420 de
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ANNEXE 04 : RESULTATS DE L’ENQUETE ETHNOBOTANIQUE

PARTIE DES RENSEGNEMENTS GENERALES SUR LES PERSONNES ET LA
PHYTOTHERAPIE
AGE
Tranches d’ages <30ans 30-50 ans 50-70 ans
Nombre 25 62 43
Total 120
SEXE
Sexe Femme Homme
Nombre 73 47
Total 120
NIVEAU SCOLAIRE
NIVEAU Pas d’école E. primaire E. moyenne | Lycée Université
Nombre 02 19 21 24 54
Total 120
LIEU D’HABITATION
LIEU BLIDA ALGER AUTRES
Nombre 84 15 21
Total 120
SITUATION FAMILIALE
Situation Marié Célibataire Veuf Divorcé
Nombre 76 32 08 04
Total 120
NIVEAU SOCIO-ECONOMIQUE
NIVEAU BAC MOYEN ELEVE
Nombre 15 101 04
Total 120
CONNAISSEZ-VOUS LA PHYTOTHERAPIE ?
REPONSE oul NON
Total 120 00
Sl, OUI
QUSTIONS Nombre
Entendu parler 120
Lire et chercher des informations 44
Déja soigné par la phytothérapie 120
Vend des remédes traditionnels 24
Pour se soigner avez-vous :
Pour se soigner avez-vous : Nombre
Vu un médecin 120
Vu un chaman 08
Vu un herboriste 74
Utilisé tout seul des remedes 98
Comment vous prenez les remédes ?
Comment vous prenez les remédes ? Nombre
-Médicament seul 87
-Traitement traditionnel seul 74
-Médicaments et plantes en mémes temps 51
-Médicament suivi par des plantes 31
-Plantes puis médicament 20
Chez qui on utilise beaucoup plus les remédes traditionnels ?
Chez qui on utilise beaucoup plus les remédes traditionnels ? Nombre
Nourrisson 74
Enfant 90




Adolescent

113

Adulte

120

Type de plante :

Type de plante

Nombre

Sauvage

54

Cultivée

87

adventice

00

Parties de la plante médicinales utilisées :

Parties utilisées Nombre

Partie

Nombre

Tiges 44

Ecorces

11

Feuilles 120

Gomme

00

Fleurs 120

Résines

08

Racines 18

noyau

12

fruits 56

Partie aérienne

81

Graines 36

Plante entiére

29

Conditions de récolte spéciale ?

Oui

Non

102

18

Faut-il utiliser a I'état frais ou sec ?

frais

Sec

44

93

Période maximale de conservation des plantes ?

Période Nombre

6 mois 93

1an 54

2 ans 08

>2 ans 03

Broyage est-il recommandé ?

Oui

Non

91

29

Mode de préparation des remedes

Modes

Nombre

Décoction

83

Rapure

10

Infusion

120

macération

42

cataplasme

14

A la vapeur

76

Solvant utilisé dans la

réparation des remedes :

Solvant Nombre

Solvant

Nombre

Eau chaude

120

Lait

24

Eau froide

74

Vinaigre

05

huile

52

Miel

111

Vous prenez les effets secondaires de I'utilisation des plantes médicinales en importance ?

Oui

Non

100

20

Résultat du traitement traditionnel :

Résultats

Nombre

Inactif

11

Amélioration

95

Guérison

42




PARTIES DES QUESTIONS POSEES SUR LA PLANTE ETUDIEE

Connaissez-vous cette plante ?

Oui Non
74 46
Si oui, comment vous la connaissez ?
Si oui, comment vous la connaissez ? Nombre
Entendu parler 74
Utilisé par une personne de votre entourage 07
Utilisé par vous méme 20
Noms locaux de la plante
Nom Nombre
Mesk elile 74
Jasmin de nuit 36
Période de récolte
Période Nombre Période Nombre
Toute L’année 21 Automne 02
Eté 44 Printemps 53
Hiver 00
Connaissez- vous une utilité thérapeutique de C.parqui ?
Oui Non
23 97
Type des maladies traitées :
Maladie Nombre Maladie Nombre
Fievre 09 Fracture 00
Maux de téte 31 Inflammation 10
Plaie 02 Ulcéere 00
Lésions cutanées 03 Anémie 00
Toux/p. Respiratoire 28 Maladies vénérienne 00
Diarrhée 07 Trouble menstruation 00
Maux d’estomac 00 Fertilité 06
Douleur auriculaire 00 avortement 00
Infection bactérienne 04 Infection virale 00
Infection fongique 04 cancer 00
Infection parasitaire 00
Quelles parties de la plante sont utilisées ?
Quelles parties de la plante sont utilisées ? Nombre
Feuilles 56
Fleurs 14
Parties aérienne 04
autres 00
Plantes associées ?
Oui Non
00 120
Effets secondaire de I'utilisation traditionnelle de C.parqui ?
Effets Nombre
Maux De Téte 23
Toxicité 12
Asthme 07




ANNEXE 05 : RESULTATS D’ANALYSES PHYTOCHIMIQUES

-TENEUR EN EAU : Poids du matériel végétal :

Poids vide

+ 2g de MV

Apres 24h

Aprés 48h

Aprés 72h

Becher 01

42.5443 g

445504 g

42.9358

42.9352 g

42.9333 g

Becher 02

42.7584 g

44.7305 g

42.1740

43.1739 g

43.1719 g

Becher 03

41.9295 g

44.9166 g

42.5326

425318 g

42.5309 g

-TAUX D’HUMIDITE : Poids du matériel végétal :

Poids vide

+ 19

Apres 2h a 105°C

Creuset 01 29.8449¢g 30.8438 g 30.7434 g
Creuset 02 28.1395¢g 29.13804¢g 29.0381 g
Creuset 03 30.5985¢g 31.5938 g 31.4977 g

-RENDEMENT DE L’EXTRACTION SOLIDE-LIQUIDE PAR LA METHODE DE SOXHLET :

R Moyenne
Type d’extraction/extraits Ca_racteres Rendement | Rendement | Rendement des
typiques | Il 1
rendements
Extrait ethero-pétrolique Couleur 0 0 o 0
de feuilles EEP-F verdatre claire 07.64% 04.8% 05.66% 06.03 %
Extrait éthanolique de Couleur 13.71% 20.16% 14.99% 16.29 %
feuilles EE-F verdatre foncé
DOSAGE DES SAPONINES

Num de tube Tube | Tube | Tube | Tube | Tube | Tube | Tube | Tube | Tube Tube

1 2 3 4 5 6 7 8 ] 10
Hauteur de 4mm | 8mm | 1.4cm | 1.6cm | 2cm | 2cm | 2.3cm | 3.1cm | 3.1cm | 3.1cm
mousse

liaison

NNEXE 06 : TABLEAU D’INTERPRETATION DES SPECTRES IR

nature

nombre d’onde (cm™!)

O-H alcool libre
O~-H alcool lié
N-H amine
imine
N—H amide
Cqi—H
Cui—H
Ci—H aromatique
Cie—H
Cyi—H aldéhyde
O - H acide carboxylique
C=C
C=N
C=0 anhydride
C=0 chlorure d’acyle
C=0 ester
C=0 ald¢éhyde et cétone

C=0 acide
C=C

C=C aromatique
N=0O

C=N
N-—H amine ou amide
Ci—H
Cu—H (CH3)
Cc-0O
C-C
C-F
Cyi—H aromatique
monosubstitué
Cyi—H aromatique
o-disubstitué
m-disubstitué

p-disubstitué
Cyi—H aromatique
trisubstitué
1,23
1.2.4

valence
valence
valence

valence
valence
valence
valence
valence
valence
valence
valence
valence
valence
valence
valence
valence

valence

valence

valence
valence

valence
déformation
déformation
déformation
valence
valence
valence
déformation

déformation
déformation
déformation
déformation
déformation
déformation
valence

valence
valence

3 580 -3 670
3 200 — 3 400
3 100 - 3 500

3 100 — 3 500
3300-3310
3 000 -3 100
3 030 -3 080
2 800 — 3 000
2 750 -2 900
2 500 -3 200
2 100 —2 250
2 120 -2 260
1700 - 1 840
1770 -1 820
1 700 — 1 740
1 650 — 1 730
abaissement de 20 & 30 cm™!
si conjugaison
16801710
1 625 — 1 685

1 450 — 1 600

1510 1580
13251365
1 600 — 1 680
1 560 — 1 640
14151470

1365 -1 385
1 050 - 1 450
1 000 - 1 250
1 000 — 1 040
730 - 770
690 — 770

735 -1770
750 - 810
680 — 725

800 — 860

770 — 800
685 — 720
860 — 900
800 — 860
810 — 865

675 - 730
700 — 800
600 — 750

500 - 600

intensité

F : fine
F ; large

m

F
m ou f
m
m
F
m
F a m ; large
¢
Foum
F ; 2 bandes
}i
F
F

F
m

variable ; 3 ou 4 bandes
F ; 2 bandes

f}
Foum
B
F ; 2 bandes
F
F
3
F ; 2 bandes

F
Fetm ;2 bandes
}T
F et m ; 2 bandes
Fetm ; 2 bandes
F ; 2 bandes
l?
F

i3
F : fort : m : moyen ; f : faible




ANNEXE 07 : RESULTATS DE CONTROLE MICROBIOLOGIQUE DE LA POUDRE

VEGETALE
Aérobies totaux (colonies caractéristiques):
Dilutions 37°C
24 h 48h
101 - -
102 - -
103 - -
Salmonelles (virage du couleur vers le rouge brique, et colonies caractéristiques sur
I'Hektoen)
Milieux d’incubation 37°C
SFB | -
SFB I -
HEK | -
Coliformes totaux (trouble dans le milieu et dégagement de gaz)
Dilutions 24h 48h EP/KV
101 - - -
10 - - -
103 - - -
Clostridium (nombre de spores)
Dilutions 10? 10? 10 107
24h 02 0 0 0
48h 0 0 0 0
Moisissures :
Dilutions 37°C
5ijr
10? -
10 -
103 -

ANNEXE 08: TEST DE TOXICITE AIGUE

Tableau 01 : Poids des souris (g) pendant la durée d’observation dans le cadre de test
limite (comparaison entre le lot du méme extrait et le lot témoin) :

Produits | N [ Moyenne | Médiane | IC 95% [P | Comparaison
EE-F
E.D.S.J1 6 17,950 + 0,993 17,75 (17,169; 18,731) | 0,000 D
E.D.S.J7 6 19,353+ 0,712 19,42 (18,573; 20,134) | 0,000 C
E.D.S.J15 6 22,283 +£1,338 22,35 (21,503; 23,064) | 0,000 B
EE-F 2000 J1 6 17,967 + 0,572 17,9 (17,186; 18,747) | 0,000 D
EE-F 2000 J7 6 18,763 £ 0,734 18,76 (17,983; 19,544) | 0,000 CD
EE-F 2000 J15 6 24,400 £ 1,055 24,25 (23,619; 25,181) | 0,000 A
EA-F 10%
E.D.S.J1 6 17,950 + 0,993 17,75 (17,120;18,780) 0,000 C
E.D.S.J7 6 19,353+ 0,712 19,42 (18,523; 20,184) | 0,000 B
E.D.S.J15 6 22,283 + 1,338 22,35 (21,453; 23,114) | 0,000 A
EA-F 10% J1 6 18,950 + 1,223 18,75 (18,120; 19,780) | 0,000 BC
EA-F 10% J7 6 19,995 + 0,916 20,07 (19,165; 20,825) | 0,000 B
EA-F 10% J15 6 23,375+ 0,579 23,62 (22,545; 24,205) | 0,000 A
EA-F 20%

E.D.S.J1 6 17,950 + 0,993 17,75 (16,948; 18,952) | 0,000 C
E.D.S.J7 6 19,353+ 0,712 19,42 (18,351, 20,356) | 0,000 C
E.D.S.J15 6 22,283 + 1,338 22,35 (21,281; 23,286) | 0,000 AB
EA-F 20% J1 6 20,933 +£2,112 20,40 (19,931; 21,936) | 0,000 B
EA-F 20% J7 6 21,087 £ 0,694 20,99 (20,084; 22,089) | 0,000 B
EA-F 20% J15 6 23,683 + 0,668 23,60 (22,681; 24,686) | 0,000 A




EEP-F

H.M.J1 6 19,733 + 1,850 194 (18,569; 20,898) | 0,000 C
H.M.J7 6 21,952 + 0,806 21,91 (20,787; 23,116) | 0,000 B
H.M.J15 6 27,250 £ 1,727 27,4 (26,085; 28,415) | 0,000 A
EEP-F 2000 J1 6 18,067 + 0,987 18,15 (16,902; 19,231) | 0,000 D
EEP-F 2000 J7 6 21,152 +£1,272 20,88 (19,987; 22,316) | 0,000 BC
EEP-F 2000 J15 6 27,033+£1,435 26,70 (25,869; 28,198) | 0,000 A
Tableau 02 : Poids des souris (g) pendant la durée d’observation dans le cadre de test
limite (Comparaison entre les différents extraits)
Produits | N [ Moyenne | Médiane [ IC 95% | P | Comparaison
EE-F
E.D.S.J1 6 | 17,950+ 0,993 17,75 (16,994, 18,906) 0,000 I
E.D.S.J7 6 | 19,353+0,712 19,42 (18,397, 20,310) 0,000 GH
E.D.S.J15 6 | 22,283 +1,338 22,35 (21,327, 23,240) 0,000 CD
EE-F 2000 J1 6 | 17,967 £0,572 17,9 (17,010; 18,923) 0,000 I
EE-F 2000 J7 6 | 18,763+0,734 18,76 (17,807; 19,720) 0,000 GHI
EE-F 2000 J15 6 | 24,400 = 1,055 24,25 (23,444, 25,356) 0,000 B
EA-F 10% J1 6 | 18,950+ 1,223 18,75 (17,994; 19,906) 0,000 GHI
EA-F 10% J7 6 | 19,995+0,916 20,07 (19,039; 20,951) 0,000 EFG
EA-F 10% J15 6 | 23,375%0,579 23,62 (22,419; 24,331) 0,000 BC
EA-F 20% J1 6 | 20,933+2,112 20,40 (19,977; 21,890) 0,000 DEF
EA-F 20% J7 6 | 21,087 £ 0,694 20,99 (20,130; 22,043) 0,000 DE
EA-F 20% J15 6 | 23,683 0,668 23,60 (22,727, 24,640) 0,000 B
H.M.J1 6 | 19,733+1,850 19,4 (18,777; 20,690) 0,000 FG
H.M.J7 6 | 21,952 + 0,806 21,91 (20,995; 22,908) 0,000 D
H.M.J15 6 | 27,250 +1,727 27,4 (26,294; 28,206) 0,000 A
EEP-F 2000 J1 6 | 18,067 = 0,987 18,15 (17,110; 19,023) 0,000 HI
EEP-F 2000 J7 6 | 21,152+1,272 20,88 (20,195; 22,108) 0,000 DE
EEP-F 2000 J15 6 | 27,033+1,435 26,70 (26,077; 27,990) 0,000 A
Tableau 03 : Poids des organes (comparaison entre les différents lots des différents
produits
Produits N Moyenne Médiane IC 95% P Comparaison
RATE HM 6 164,77 + 10,97 165.92 (154,29;175,25) 0.000 B
RATE EEP 6 179,59 + 5,82 178,99 (169,11; 190,07) 0.000 B
RATE EDS 6 91,77 £ 8,60 92,49 (81,29; 102,25) 0.000 D
RATE EE 6 208,54 + 11,92 206,87 (198,06; 219,02) 0.000 A
RATE EA 10 6 197,79 £ 20,06 191 (187,31, 208,27) 0.000 A
RATE EA 20 6 116,13 £ 13,23 120,7 (105,65; 126,61) 0.000 C
FOIE HM 6 1500,35 + 17,36 1499,91 (1476,15; 1524,55) | 0.000 B
FOIE EEP 6 1683,2 £ 49,2 1673,6 (1659,0; 1707,4) 0.000 A
FOIE EDS 6 872,12 + 18,45 870,565 (847,92; 896,32) 0.000 E
FOIE EE 6 1472,2 + 26,6 1480,68 (1448,0; 1496,4) 0.000 B
FOIE EA 10 6 1273,6 £ 24,7 1272,48 (1249,4; 1297,8) 0.000 B
FOIE EA 20 6 1126,0 £ 26,1 1136,27 (1101,8; 1150,2) 0.000 D
REIN HM 6 182,33+ 7,26 183,44 (175,28; 189,38) 0.000 B
REIN EEP 6 186,36 + 4,88 185,875 (179,31; 193,41) 0.000 B
REIN EDS 6 121,56 + 8,13 121,32 (114,51; 128,61) 0.000 D
REIN EE 6 216,16 + 3,84 215,55 (209,11; 223,20) 0.000 A
REIN EA 10 6 156,30 £ 11,20 157,47 (149,25; 163,35) 0.000 C
REIN EA 20 6 155,89 £ 12,07 156,31 (148,84; 162,94) 0.000 C
CERVEAU HM 6 386,51 + 14,33 384,895 (369,76; 403,26) 0.000 B
CERVEAU EEP 6 383,46 + 15,14 385,165 (366,70; 400,21) 0.000 B
CERVEAU EDS 6 347,99 + 22,83 354,01 (331,23; 364,74) 0.000 C
CERVEAU EE 6 420,47 + 7,45 417,595 (403,72; 437,23) 0.000 A
CERVEAU EA 10 6 386,8+ 31,9 398,425 (370,0; 403,5) 0.000 B
CERVEAU EA 20 6 396,19 + 19,87 397,14 (379,44; 412,95) 0.000 B
CCEUR HM 6 132,86 £10,06 131,855 (122,34; 143,39) 0.000 C
CCEUR EEP 6 149,63 £ 9,46 152,31 (139,10; 160,15) 0.000 B




CCEUR EDS 6 117,98 + 2,83 118,78 (107,45; 128,50) 0.000 D
CCEUR EE 6 167,87+ 7,12 168,46 (157,35; 178,40) 0.000 A
CCEUR EA 10 6 121,35 + 18,22 122,74 (110,82; 131,87) 0.000 CD
CCEUR EA 20 6 109,81 + 19,35 107,53 (99,28; 120,33) 0.000 D
POUMONS HM 6 178,41 + 14,30 175,74 (160,99; 195,82) 0.000 D
POUMONS EEP 6 233,92 + 11,47 236,35 (216,51; 251,33) 0.000 A
POUMONS EDS 6 166,43 + 3,81 165,625 (149,02; 183,84) 0.000 D
POUMONS EE 6 214,69 + 15,77 212,915 (197,28; 232,10) 0.000 AB
POUMONS EA 10 6 209,2 + 29,9 204,385 (191,8; 226,7) 0.000 BC
POUMONS EA 20 6 185,0+ 33,5 188,285 (167,6; 202,4) 0.000 CD

ANNEXE 09 : ACTIVITE ANTILEISHMANIENNE

Tableau 01 : Effet antileishmanien par la méthode de bleu de Trypan (Avec comparaison

entre les différentes concentrations du méme extrait)

Produits | M de % VIT |  médiane | IC 95% | P | Regroupement
EE-F
100/09 +DMSO 0,5% 99,27 + 2,00 98.71 (96,86; 101,68) 0.000 A
EE-F 12.5 64,43+ 2,04 64.93 (62,02; 66,84) 0.000 B
EE-F 25 55,64 + 2,87 54.87 (53,23; 58,05) | 0.000 C
EE-F 50 52,380 + 0,886 52.43 (49,971, 54,789) 0.000 C
EE-F 100 34,830 + 0,609 35.06 (32,421, 37,239) 0.000 D
EEP-F
100/09+DMSO 0,5% 99,27 £ 2,00 98.71 (97,75; 100,79) 0.000 A
EEP-F 12.5 59,853 £ 0,514 60.13 (58,334, 61,373) 0.000 B
EEP-F 25 53,190 £ 0,291 53.26 (51,670; 54,710) 0.000 C
EEP-F 50 42,893 + 1,514 43.26 (41,374; 44,413) 0.000 D
EEP-F 100 21,987 £ 0,582 22.09 (20,467; 23,506) 0.000 E
EA-F
100/09+DMSO 0,5% 99,27 + 2,00 98.71 (97,86; 100,68) 0.000 A
EA-F 50 89,667 + 0,540 89.75 (88,259; 91,074) 0.000 B
EA-F 100 87,883 + 0,576 88.17 (86,476; 89,291) 0.000 B
EA-F 200 81,163 + 0,336 81.26 (79,756; 82,571) 0.000 C
EA-F 400 71,960 +£1,118 72.59 (70,553; 73,367) 0.000 D
SBIII
100/09+DMSO 0,5% 99,27 + 2,00 98.71 (91,60; 106,94) 0.000 A
SBIll 12.5 55,580 + 1,524 54.87 (47,908; 63,252) | 0.000 B
SBIlI 25 40,58 + 9,89 40.23 (32,91; 48,25) 0.000 C
SBIIl 50 18,96 + 7,77 19.47 (11,29; 26,63) 0.000 D
SBIIl 100 7,79 + 3,66 7.29 (0,12; 15,46) 0.000 E
Produits M de % VIT médiane | IC 95% P Regroupement
EE-F
15/05 +DMSO0 0,5% 99,90 + 2,39 99.92 (94,36; 105,43) 0.000 A
EE-F 12.5 64,08 + 6,16 61.53 (58,55; 69,62) 0.000 B
EE-F 25 46,63 + 3,75 48.71 (41,10; 52,16) 0.000 C
EE-F 50 40,35+ 1,88 40.38 (34,82; 45,89) 0.000 C
EE-F 100 28,13 + 5,59 28.84 (22,60; 33,66) 0.000 D
EEP-F
15/05 +DMSO 0,5% 99,90 + 2,39 99.92 (98,19; 101,60) 0.000 A
EEP-F 12.5 58,543 + 0,874 58.84 (56,841; 60,246) 0.000 B
EEP-F 25 44,787 + 0,684 44.54 (43,084, 46,489) 0.000 C
EEP-F 50 35,373+ 0,991 35.42 (33,671; 37,076) 0.000 D
EEP-F 100 24,177 £ 0,925 24.16 (22,474; 25,879) 0.000 E
EA-F
15/05 +DMSO0 0,5% 99,90 + 2,39 99.92 (97,95; 101,85) 0.000 A
EA-F 50 92,540 £ 1,274 92.23 (90,590; 94,490) 0.000 B
EA-F 100 84,597 + 0,561 84.47 (82,646; 86,547) 0.000 C
EA-F 200 79,083 £ 0,396 79.26 (77,133; 81,034) 0.000 D




EA-F 400 | 68,37 +1,93 | 6874 | (66,42; 70,32) | 0.000 | E
SBIIl

15/05 +DMSO 0,5% 99,90 + 2,39 99.92 (97,40; 102,40) 0.000 A

SBIII 12.5 53,010 + 0,995 53.31 (50,509; 55,511) 0.000 B

SBIII 25 32,89 +1,96 33.33 (30,39; 35,39) 0.000 C

SBIII 50 20,11+ 2,90 19.98 (17,61, 22,61) 0.000 D

SBIIl 100 0,00 £ 0,00 00 (-2,501280; 2,501280) | 0.000 E

Tableau 02 : Effet antileishmanien par la méthode de MTT (Avec comparaison entre les
différentes concentrations du méme extrait)

Produits | M de % INH |  médiane | IC 95% | P | Regroupement
EE-F
100/09 +DMSO 0,5% 0,8925 + 0,1898 0.83 (-0,0617; 1,8467) 0.000 E
EE-F 12.5 41,985+ 0,718 42.03 (41,031; 42,939) 0.000 D
EE-F 25 46,262 + 0,846 46.07 (45,308; 47,217) 0.000 C
EE-F 50 52,357 +1,109 52.18 (51,403; 53,312) 0.000 B
EE-F 100 63,985+ 1,230 64.40 (63,031; 64,939) 0.000 A
EEP-F
100/09+DMSO 0,5% 0,8925 + 0,1898 0.83 (0,3669; 1,4181) 0.000 E
EEP-F 12.5 43,795 + 0,477 43.85 (43,269; 44,321) 0.000 D
EEP-F 25 49,288 + 0,670 49.18 (48,762; 49,813) 0.000 C
EEP-F 50 56,525 + 0,406 56.37 (55,999; 57,051) 0.000 B
EEP-F 100 65,082 + 0,582 65.31 (64,557; 65,608) 0.000 A
EA-F
100/09+DMSO 0,5% 0,8925 + 0,1898 0.83 (-0,4840; 2,2690) 0.000 E
EA-F 50 13,578 + 0,986 13.76 (12,201; 14,954) 0.000 D
EA-F 100 24,493 £ 1,063 24.72 (23,116; 25,869) 0.000 C
EA-F 200 32,233 £ 1,423 32.8 (130,856; 33,609) 0.000 B
EA-F 400 43,44 + 2,04 43.44 (42,06; 44,82) 0.000 A
SBIll
100/09+DMSO 0,5% 0,8925 + 0,1898 0.83 (-0,0333; 1,8183) 0.000 E
SBIIl 12.5 41,662 + 1,259 41.79 (40,737; 42,588) 0.000 D
SBIlI 25 63,250 + 0,767 63.38 (62,324; 64,176) 0.000 C
SBIll 50 80,850 + 1,161 80.55 (79,924, 81,776) 0.000 B
SBIll 100 90,690 + 0,465 90.51 (89,764; 91,616) 0.000 A
Produits M de % INH médiane IC 95% P Regroupement
EE-F
100/09 +DMSO 0,5% 0,870 + 0,453 0.85 (0,462; 1,278) 0.000 E
EE-F 12.5 39,835+ 0,459 40.03 (39,427; 40,243) 0.000 D
EE-F 25 47,947 + 0,294 47.95 (47,540; 48,355) 0.000 C
EE-F 50 56,1575 + 0,1486 56.14 (55,7496; 56,5654) | 0.000 B
EE-F 100 70,037 +0,456 70.22 (69,630; 70,445) 0.000 A
EEP-F
100/09+DMSO 0,5% 0,870 + 0,453 0.85 (-0,194; 1,934) 0.000 E
EEP-F 12.5 44,522 + 0,486 44.29 (43,459; 45,586) 0.000 D
EEP-F 25 49,182 + 0,335 49.21 (48,119; 50,246) 0.000 C
EEP-F 50 56,585 + 1,824 55.91 (55,521; 57,649) 0.000 B
EEP-F 100 66,795 + 1,050 67.23 (65,731; 67,859) 0.000 A
EA-F
100/09+DMSO 0,5% 0,870 + 0,453 0.85 (-0,093; 1,833) 0.000 E
EA-F 50 14,295 + 0,929 14.23 (13,332; 15,258) 0.000 D
EA-F 100 24,053 £ 0,220 24.07 (23,089; 25,016) 0.000 C
EA-F 200 31,380 +1,141 31.35 (30,417, 32,343) 0.000 B
EA-F 400 39,762 £ 1,290 39.81 (38,799; 40,726) 0.000 A
SBIII
100/09+DMSO 0,5% 0,870 + 0,453 0.85 (-0,318; 2,058) 0.000 E
SBIll 12.5 48,735 + 0,459 48.79 (47,547; 49,923) 0.000 D
SBIlI 25 63,727 + 0,694 63.70 (62,539; 64,916) 0.000 C
SBIII 50 74,933 £ 0,755 74.80 (73,744; 76,121) 0.000 B
SBIll 100 96,68 + 2,18 95.77 (95,49; 97,87) 0.000 A




ANNEXE 10 : TEST DE CYTOTOXICITE

Tableau 01 : Pourcentage de cytotoxicité par la méthode de bleu de trypan (Comparaison

des différentes concentrations du méme extrait par ra

pport au test de contrdle négatif)

Produits | M de % Chyt. | médiane IC 95% | P | Regroupement
EE-F
Thpl+DMSO 0,5% 0,427 £ 0,379 0.405 (-0,467; 1,322) 0.000 D
EE-F 12.5 4,010 £ 0,561 3.830 (3,115; 4,905) 0.000 C
EE-F 25 6,710 £ 0,981 6.635 (5,815; 7,605) 0.000 B
EE-F 50 7,670+ 1,105 7.865 (6,775; 8,565) 0.000 B
EE-F 100 9,250 + 0,939 8.980 (8,355; 10,145) 0.000 A
EEP-F
Thpl+DMSO 0,5% 0,427 £ 0,379 0.405 (-0,621; 1,476) 0.000 E
EEP-F 12.5 6,260 + 0,915 6.4 (5,211; 7,309) 0.000 D
EEP-F 25 9,765 + 0,593 9.86 (8,716; 10,814) 0.000 C
EEP-F 50 13,297 + 1,654 13.64 (12,249; 14,346) 0.000 B
EEP-F 100 16,102 + 0,880 16.20 (15,054, 17,151) 0.000 A
EA-F
Thpl+DMSO 0,5% 0,427 £ 0,379 0.405 (-0,192; 1,047) 0.000 E
EA-F 50 1,440 + 0,839 1.625 (0,821; 2,059) 0.000 D
EA-F 100 3,333 £ 0,640 3.480 (2,713; 3,952) 0.000 C
EA-F 200 4,793 £ 0,565 4.795 (4,173;5,412) 0.000 B
EA-F 400 6,620 + 0,333 6.585 (6,001; 7,239) 0.000 A

Tableau 02 : Pourcentage de cytotoxicité par la méthode de bleu de trypan (Comparaison
des différentes concentrations des différents extraits par rapport au test de contrble

négatif)

Produits M de % Cyt. Médiane IC 95% P Regroupement
Thpl+DMSO 0,5% 0,427 £ 0,379 0.405 (-0,449; 1,304) 0.000 H
EE-F 12.5 4,010 £ 0,561 3.830 (13,133; 4,887) 0.000 FG
EE-F 25 6,710 + 0,981 6.635 (5,833; 7,587) 0.000 DE
EE-F 50 7,670+ 1,105 7.865 (6,793; 8,547) 0.000 D
EE-F 100 9,250 + 0,939 8.980 (8,373;10,127) 0.000 C
EEP-F 12.5 6,260 + 0,915 6.4 (5,383; 7,137) 0.000 E
EEP-F 25 9,765 + 0,593 9.86 (8,888; 10,642) 0.000 C
EEP-F 50 13,297 + 1,654 13.64 (12,421; 14,174) 0.000 B
EEP-F 100 16,102 + 0,880 16.20 (15,226;16,979) 0.000 A
EA-F 50 1,440 + 0,839 0.405 (0,563; 2,317) 0.000 H
EA-F 100 3,333 £ 0,640 1.625 (2,456; 4,209) 0.000 G
EA-F 200 4,793 £ 0,565 3.480 (3,916; 5,669) 0.000 F
EA-F 400 6,620 + 0,333 4.795 (5,743; 7,497) 0.000 DE

Tableau 03 : Pourcentage de cytotoxicité par la méthode de MTT (Avec la comparaison
des différentes concentrations du méme extraits par rapport au test de contréle)

Produits | M de % Chyt. |  médiane | IC 95% | P | Regroupement

EE-F

Thpl+DMSO 0,5% 0,6650 + 0,1072 0.64 (-0,1918; 1,5218) 0.000 E

EE-F 12.5 3,240 0,765 3.19 (2,383; 4,097) | 0.000 D

EE-F 25 4,603 + 0,914 4.425 (3,746; 5,459) 0.000 C

EE-F 50 6,383 + 0,887 6.115 (5,526; 7,239) 0.000 B

EE-F 100 7,877 £ 1,006 7.715 (7,021; 8,734) 0.000 A
EEP-F

Thpl+DMSO 0,5% 0,6650 + 0,1072 0.64 (0,2453; 1,0847) 0.000 E

EEP-F 12.5 6,808 + 0,279 6.83 (6,388; 7,227) 0.000 D

EEP-F 25 9,012 + 0,216 8.99 (8,593; 9,432) 0.000 C

EEP-F 50 12,112 + 0,371 12 (11,693; 12,532) 0.000 B

EEP-F 100 15,967 + 0,708 16.02 (15,548; 16,387) 0.000 A
EA-F

Thpl+DMSO 0,5% 0,6650 + 0,1072 0.64 (0,1202; 1,2098) 0.000 E

EA-F 50 1,475 + 0,677 157 (0,930; 2,020) | 0.000 D




EA-F 100 3,040 + 0,462 3.005 (2,495; 3,585) 0.000 C
EA-F 200 5,243 + 0,626 5.28 (4,698; 5,787) 0.000 B
EA-F 400 6,980 + 0,482 7.075 (6,435; 7,525) 0.000 A

Tableau 04 : Pourcentage de cytotoxicité par la méthode de MTT (avec la comparaison
des différentes concentrations des différents extraits par rapport au test de contrdle)

Produits M de % Cyt. médiane IC 95% P Regroupement
Thp1+DMSO 0,5% 0,6650 + 0,1072 0.64 (0,0198; 1,3102) 0.000 H
EE-F 12.5 3,240 + 0,765 3.19 (2,595; 3,885) 0.000 G
EE-F 25 4,603 + 0,914 4.425 (3,957; 5,248) 0.000 F
EE-F 50 6,383 + 0,887 6.115 (5,737; 7,028) 0.000 E
EE-F 100 7,877 £ 1,006 7.715 (7,232; 8,523) 0.000 D
EEP-F 12.5 6,808 £ 0,279 6.83 (6,162; 7,453) 0.000 E
EEP-F 25 9,012 + 0,216 8.99 (8,367; 9,658) 0.000 C
EEP-F 50 12,112 + 0,371 12 (11,467; 12,758) 0.000 B
EEP-F 100 15,967 = 0,708 16.02 (15,322; 16,613) 0.000 A
EA-F 50 1,475+ 0,677 1.57 (0,830; 2,120) 0.000 H
EA-F 100 3,040 + 0,462 3.005 (2,395; 3,685) 0.000 G
EA-F 200 5,243 + 0,626 5.28 (4,597; 5,888) 0.000 F
EA-F 400 6,980 + 0,482 7.075 (6,335; 7,625) 0.000 DE

ANNEXE 11: ACTIVITE ANTIBACTERIENNE ET ANTIFONGIQUE
Tableau 01 : Effet antimicrobien des extraits sur les souches bactériennes (comparaison
de l'effet du méme extrait sur toutes les souches testées).

EE-F 100 mg/ml
Souches N Moyenne Médiane IC 95% P Comparaison
Escherichia coli 3 13,333+ 1,528 13 (11,583; 15,084) 0,000 C
Klebsiella pneumoniae | 3 | 20,00 + 3,46 18 (18,25; 21,75) 0,000 AB
Salmonella paratyphi 3 | 12,00 + 0,00 12 (10,25; 13,75) 0,000 C
Pseudomonas 3 | 0,000 + 0,000 00 (-1,750350; 0,000 D
aeroginosa 1,750350)
Bacillus subtilis 3 | 20,667 + 0,577 21 ( 18,916; 0,000 A
22,417)
Bacillus ceureus 3 19,00 + 2,65 20 ( 17,25; 20,75) 0,000 AB
Microccocus leuteus 3 |11,667 + 1528 12 ( 9,916; 13,417) | 0,000 C
Staphylococcus 3 |17,67 + 2,08 17 ( 15,92; 19,42) 0,000 B
aureus
Enterococcus faecalis 3 | 12,333 + 1,528 12 ( 10,583; 0,000 C
14,084)
Leisteria 3 | 0,000 + 0,000 00 (-1,750350; 0,000 D
monocytogenese 1,750350)
Escherichia coli BLSE 3 | 0,000 + 0,000 00 (-1,750350; 0,000 D
1,750350)
Klebsiella 3 | 0,000 + 0,000 00 (-1,750350; 0,000 D
pneumoniae BLSE 1,750350)
Acenitobacter 3 | 12,00 + 0,00 12 (10,25; 13,75) 0,000 C
baumanni BLSE
S. aureus MRSA 3 | 0,000 + 0,00 00 (-1,750350; 0,000 D
1,750350)
EEP-F 100 mg/ml
Souches N Moyenne Médiane IC 95% P Comparaison
Escherichia coli 3 1567 + 351 16 (13,08; 18,25) 0.000 CD
Klebsiella pneumoniae | 3 | 22,00 + 0,00 22 (19,41; 24,59) 0.000 A
Salmonella paratyphi 3 121,00 + 6,08 24 (18,41; 23,59) 0.000 AB
Pseudomonas 3 11833 + 2,08 19 (15,75; 20,92) 0.000 BC
aeroginosa
Bacillus subtilis 3 120,33 + 2,08 21 (17,75; 22,92) 0.000 AB
Bacillus ceureus 3 119,00 + 2,65 20 (16,41; 21,59 0.000 ABC




Microccocus leuteus 3 112,333 + 0,577 12 (9,746; 14,921) 0.000 D

Staphylococcus 3 | 0,000 + 0,00 00 (-2,587194; 0.000 E

aureus 2,587194)

Enterococcus faecalis 3 113,333 + 1,155 14 (10,746; 15,921) 0.000 D

Leisteria 3 | 0,000 + 0,00 00 (-2,587194; 0.000 E

monocytogenese 2,587194)

Escherichia coli BLSE | 3 | 0,000 + 0,00 00 (-2,587194; 0.000 E

2,587194)

Klebsiella 3 | 0,000 + 0,00 00 (-2,587194; 0.000 E

pneumoniae BLSE 2,587194)

Acenitobacter 3 |12,333 + 0,577 12 (9,746; 14,921) 0.000 D

baumanni BLSE

S. aureus MRSA 3 | 0,000 + 0,000 00 (-2,587194; 0.000 E

2,587194)
EA-F 10%
Souches N Moyenne Médiane IC 95% P Comparaison

Escherichia coli 3 0,000 + 0,000 00 (-0,258075; 0.000 B
0,258075)

Klebsiella pneumoniae 3 0,000 = 0,000 00 (-0,258075; 0.000 B
0,258075)

Salmonella paratyphi 3 0,000 = 0,000 00 (-0,258075; 0.000 B
0,258075)

Pseudomonas 3 0,000 = 0,000 00 (-0,258075; 0.000 B

aeroginosa 0,258075)

Bacillus subtilis 3 10,667 + 0,577 11 (10,409; 10,925) 0.000 A

Bacillus ceureus 3 0,000 = 0,000 00 (-0,258075; 0.000 B
0,258075)

Microccocus leuteus 3 10,667 £ 0,577 11 (10,409; 10,925) 0.000 A

Staphylococcus 3 0,000 = 0,000 00 (-0,258075; 0.000 B

aureus 0,258075)

Enterococcus faecalis 3 0,000 = 0,000 00 (-0,258075; 0.000 B
0,258075)

Leisteria 3 0,000 + 0,000 00 (-0,258075; 0.000 B

monocytogenese 0,258075)

Escherichia coli BLSE 3 0,000 + 0,000 00 (-0,258075; 0.000 B
0,258075)

Klebsiella 3 0,000 + 0,000 00 (-0,258075; 0.000 B

pneumoniae BLSE 0,258075)

Acenitobacter 3 0,000 + 0,000 00 (-0,258075; 0.000 B

baumanni BLSE 0,258075)

S. aureus MRSA 3 0,000 + 0,000 00 (-0,258075; 0.000 B
0,258075)

EA-F 20%
Souches N Moyenne Médiane IC 95% P Compatraison

Escherichia coli 3 0,000 + 0,000 00 (-0,657965 ; 0,000 c
0,657965)

Klebsiella pneumoniae 3 0,000 = 0,000 00 (-0,657965 ; 0,000 C
0,657965)

Salmonella paratyphi 3 0,000 + 0,000 00 (-0,657965 ; 0,000 C
0,657965)

Pseudomonas 3 0,000 = 0,000 00 (-0,657965 ; 0,000 C

aeroginosa 0,657965)

Bacillus subtilis 3 | 12,667+ 0,577 13 (12,009; 13,325) 0,000 A

Bacillus ceureus 3 11,00 + 0,00 11 (10,34; 11,66) 0,000 B

Microccocus leuteus 3 12,00 £ 2,00 12 (11,34;12,66) 0,000 A

Staphylococcus aureus | 3 0,000 + 0,000 00 (-0,657965 ; 0,000 C
0,657965)

Enterococcus faecalis 3 0,000 + 0,000 00 (-0,657965 ; 0,000 C
0,657965)

Leisteria 3 0,000 + 0,000 00 (-0,657965 ; 0,000 C

monocytogenese 0,657965)




Escherichia coli BLSE 3 0,000 + 0,000 00 (-0,657965 ; 0,000 C
0,657965)
Klebsiella pneumoniae | 3 0,000 + 0,000 00 (-0,657965 ; 0,000 C
BLSE 0,657965)
Acenitobacter 3 0,000 + 0,000 00 (-0,657965 ; 0,000 C
baumanni BLSE 0,657965)
S. aureus MRSA 3 0,000 + 0,000 00 (-0,657965 ; 0,000 C
0,657965)
Tableau 02 : Effet antibactérien des antibiotiques de référence
CIP 0.1 mg/disque
Souches N Moyenne Médiane IC 95% P Comparaison
Escherichia coli 3 33,67+ 2,31 35 (32,02; 35,31) 0.000 CD
Klebsiella pneumoniae | 3 22,333 +1,528 22 (20,691; 23,976) | 0.000 F
Salmonella paratyphi 3 34,67+ 2,52 35 (33,02; 36,31) 0.000 C
Pseudomonas 3 42,00 +£1,73 41 (40,36; 43,64) 0.000 A
aeroginosa
Bacillus subtilis 3 39,00+ 1,73 38 (37,36; 40,64) 0.000 B
Bacillus ceureus 3 35,667 + 1,155 35 (34,024; 37,309) | 0.000 C
Microccocus leuteus 3 31,667 £ 1,528 32 (30,024, 33,309) | 0.000 D
Staphylococcus 3 35,333+ 0,577 35 (33,691; 36,976) | 0.000 C
aureus
Enterococcus faecalis 3 29,00 + 0,00 29 (27,36; 30,64) 0.000 E
Leisteria 3 19,667 + 1,528 20 (18,024; 21,309) | 0.000 G
monocytogenese
Escherichia coli BLSE 3 12,00 + 0,00 12 (10,36;13,64) 0.000 HI
Klebsiella 3 10,00 £ 0,00 10 (8,36; 11,64) 0.000 I
pneumoniae BLSE
Acenitobacter 3 13,333 £ 0,577 13 (11,691, 14,976) | 0.000 H
baumanni BLSE
S. aureus MRSA 3 13,667 + 0,577 14 (12,024; 15,309) | 0.000 H
CZ 0.5 mg/disque
Souches N Moyenne Médiane IC 95% P Compatraison
Escherichia coli 3 30,67 * 30 (28,63; 32,71) 0.000 DE
2,08
Klebsiella pneumoniae 3 44,667 + 45 (42,626; 46,707) 0.000 B
0,577
Salmonella paratyphi 3 37,00 + 38 (34,96; 39,04) 0.000 C
1,73
Pseudomonas 3 0,000 00 (-2,040262; 0.000 H
aeroginosa 0,000 2,040262)
Bacillus subtilis 3 48,667 + 47 (46,626; 50,707) 0.000 A
0,577
Bacillus ceureus 3 17,67 £ 19 (15,63; 19,71) 0.000 G
2,31
Microccocus leuteus 3 23,33 = 22 (21,29; 25,37) 0.000 F
4,16
Staphylococcus 3 30,000 + 30 (27,960; 32,040) 0.000 E
aureus 1,000
Enterococcus faecalis 3 33,00 + 34 (30,96; 35,04) 0.000 D
2,65
Listeria 3 31,00 30 (28,96; 33,04) 0.000 DE
monocytogenese 1,73
Escherichia coli BLSE 3 | 0,000 £ 0,000 00 (-2,040262; 0.000 H
2,040262)
Klebsiella 3 0,000 + 00 (-2,040262; 0.000 H
pneumoniae BLSE 0,000 2,040262)
Acenitobacter 3 | 0,000 £ 0,000 00 (-2,040262; 0.000 H
baumanni BLSE 2,040262)
S. aureus MRSA 3 0,000 + 00 (-2,040262; 0.000 H
0,000 2,040262)




Tableau 03 : Effet antifongique des extraits actifs (comparaison de I'effet du méme extrait
sur toutes les souches testées)

EE-F 100 mg/ml

Souches N Moyenne Médiane IC 95% P Comparaison
Candida albicans | 3 0,00 + 0,00 00 (-0,726271; 0,726271) | 0,000 B
Saccharomyces 3 0,00 = 0,00 00 (-0,726271; 0,726271) | 0,000 B
sereviciae
Aspergillus flavus | 3 0,00 = 0,00 00 (-0,726271,; 0,726271) | 0,000 B
Aspergillus niger 3 0,00 + 0,00 00 (-0,726271; 0,726271) | 0,000 B
Pénicillium 3 | 20,000 + 1,000 20 (19,274; 20,726) 0,000 A
chrysogenum
Pénicillium 3 21,000 * 21 (20,274; 21,726) 0,000 A
digitatum 1,000

EA-F 20%

Souches N Moyenne Médiane IC 95% P Comparaison
Candida albicans 3 13,33+ 0,577 13 (12,740; 13,926) | 0,000 B
Saccharomyces 3 0,00 = 0,00 00 (-0,592998; 0,000 D
sereviciae 0,592998)

Aspergillus flavus 3 0,00 £ 0,00 00 (-0,592998; 0,000 D

0,592998)

Aspergillus niger 3 11,00 £ 0,00 11 (10,41;11,59) | 0,000 C
Pénicillium 3 16,000 = 1,000 16 (15,407; 16,593) | 0,000 A
chrysogenum

Pénicillium digitatum | 3 11,00 £ 0,00 11 (10,41;11,59) | 0,000 C

Tableau 04 : Effet antifongique de témoin positif
Amphotéricine B 0.5 mg/disque

Souches N Moyenne Médiane IC 95% P Comparaison
Candida albicans 3 15,667 + 0,577 16 (14,409; 16,925) | 0,000 CD
Saccharomyces 3 17,000 + 1,000 17 (15,742; 18,258) | 0,000 BC
sereviciae
Aspergillus flavus 3 15,000 + 1,000 15 (13,742; 16,258) | 0,000 D
Aspergillus niger 3 16,667 £ 0,577 17 (15,409; 17,925) | 0,000 BCD
Pénicillium 3 22,000 + 1,000 22 (20,742; 23,258) | 0,000 A
chrysogenum
Pénicillium digitatum 3 18,333 + 1,528 18 (17,075; 19,591) | 0,000 B

ANNEXE 12 : ACTIVITE ANTIOXYDANTE
Tableau 01 : Pouvoir antioxydant des témoins positifs par la méthode de réduction de

DPPH :
Produits | N | Moyenne | Médiane | IC 95% | P | Comparaison
Vit. E
2.5 ug/ml 03 31,23+ 2,89 31.64 (28,48; 33,98) 0,000 F
05 ug/ml 03 35,867 £ 1,123 35.44 (33,114; 38,620) 0,000 E
10 ug/ml 03 46,610 + 0,527 46.66 (43,857; 49,363) 0,000 D
25 ug/ml 03 64,03 + 3,48 65.23 (61,27; 66,78) 0,000 C
50 ug/ml 03 83,00 £ 2,53 82.26 (80,25; 85,76) 0,000 B
75 ug/ml 03 88,567 + 0,575 88.25 (85,814; 91,320) 0,000 A
Acide gallique
2.5 ug/ml 03 39,143 £ 0,293 39.26 (38,254; 40,032) 0,000 F
05 ug/ml 03 49,017 + 0,221 48.96 (48,128; 49,906) 0,000 E
10 ug/ml 03 53,513 + 0,825 53.62 (52,624; 54,402) 0,000 D
25 ug/ml 03 70,760 * 0,425 70.53 (69,871; 71,649) 0,000 C
50 ug/ml 03 85,767 + 1,334 86.44 (84,878; 86,656) 0,000 B
75 ug/ml 03 95,683 + 0,470 95.67 (94,794; 96,572) 0,000 A




Tableau 02 : Pouvoir antioxydant (DPPH) des extraits (avec une comparaison entre les

différentes concentrations du méme extrait)

Produts | N | Moyenne | Médiane | IC 95% | P | Comparaison
EE-F
300 ug/ml 03 20,507 £ 0,840 20.48 (19,462; 21,551) 0,000 F
600 ug/ml 03 28,027 £1,423 28.35 (26,982; 29,071) 0,000 E
1200 ug/ml 03 44,817 = 0,996 45.32 (43,772; 45,861) 0,000 D
1800 ug/ml 03 49,970 = 0,246 50.07 (48,925; 51,015) 0,000 C
2400 ug/ml 03 57,383 £ 0,404 57.57 (56,339; 58,428) 0,000 B
3000 ug/ml 03 63,170 £ 0,440 63.34 (62,125; 64,215) 0,000 A
EEP-F
300 ug/ml 03 5,460 + 0,618 5.39 (4,652; 6,268) 0,000 E
600 ug/ml 03 6,463 = 0,250 6.45 (5,656; 7,271) 0,000 E
1200 ug/ml 03 8,130 + 0,195 8.14 (7,322; 8,938) 0,000 D
1800 ug/ml 03 12,283 £ 1,055 12.12 (11,476; 13,091) 0,000 C
2400 ug/ml 03 18,610 + 0,409 18.51 (17,802; 19,418) 0,000 B
3000 ug/ml 03 24,300 + 0,843 24.22 (23,492; 25,108) 0,000 A
EA-F
250 ug/ml 03 39,547 + 0,858 39.96 (38,226; 40,867) 0,000 F
500 ug/ml 03 42,813+ 0,671 42.62 (41,493; 44,134) | 0,000 E
1000 ug/ml 03 51,787 + 0,516 51.64 (50,466; 53,107) | 0,000 D
5000 ug/ml 03 67,84+ 2,04 68.23 (66,52; 69,16) 0,000 C
10000 ug/ml 03 80,023 + 0,582 80.26 (78,703; 81,344) 0,000 B
25000 ug/ml 03 97,493 + 0,814 97.63 (96,173; 98,814) 0,000 A
Tableau 03 : Pouvoir antioxydant des témoins positifs par la méthode de FRAP
Produits | N | Moyenne | Médiane | IC 95% | P | Comparaison
Vit. E
2.5 ug/ml 03 0,0233 + 0,0057 0.02 (0,00764; 0,03902) 0,000 F
05 ug/ml 03 0,0733 +£ 0,0152 0.07 (0,05764; 0,08902) 0,000 E
10 ug/ml 03 0,1366 = 0,0057 0.14 (0,12098; 0,15236) 0,000 D
25 ug/ml 03 0,2300 = 0,0100 0.23 (0,21431; 0,24569) 0,000 C
50 ug/ml 03 0,3000 = 0,0100 0.30 (0,28431; 0,31569) 0,000 B
75 ug/ml 03 0,416 = 0,0208 0.41 (0,4010; 0,4324) 0,000 A
Acide gallique
2.5 ug/ml 03 0,3033 + 0,0152 0.3 (0,25206; 0,35460) 0,000 F
05 ug/ml 03 | 0,4767 = 0,0306 0.47 (0,4254; 0,5279) 0,000 E
10 ug/ml 03 | 0,6267 + 0,0306 0.62 (0,5754; 0,6779) 0,000 D
25 ug/ml 03 | 0,8867 + 0,0252 0.89 (0,8354; 0,9379) 0,000 C
50 ug/ml 03 | 1,1600 + 0,0794 1.13 (1,1087; 1,2113) 0,000 B
75 ug/ml 03 1,3333 £ 0,0306 1.34 (1,2821; 1,3846) 0,000 A
Tableau 04 : Pouvoir antioxydant (FRAP) des extraits (avec une comparaison entre les

différentes concentrations du méme extrait)

Produits | N | Moyenne | Médiane | IC 95% | P | Comparaison
EE-F
300 ug/ml 03 0,0123 £+ 0,0035 0.012 (-0,01183; 0,03649) 0,000 E
600 ug/ml 03 0,0273 £ 0,0064 0.03 (0,00317; 0,05149) 0,000 E
1200 ug/ml 03 0,0930 + 0,0098 0.09 (0,06884; 0,11716) 0,000 D
1800 ug/ml 03 0,2010 + 0,0190 0.201 (0,1768; 0,2252) 0,000 C
2400 ug/ml 03 0,3980 + 0,0163 0.402 (0,37384; 0,42216) 0,000 B
3000 ug/ml 03 0,5467 = 0,0379 0.530 (0,5225; 0,5708) 0,000 A
EEP-F
300 ug/ml 03 0,0060 + 0,0030 0.006 (-0,01540; 0,02740) 0,000 F
600 ug/ml 03 0,0440 £ 0,0036 0.045 (0,02260; 0,06540) 0,000 E
1200 ug/ml 03 0,0813 £ 0,0045 0.081 (0,05994; 0,10273) 0,000 D
1800 ug/ml 03 0,1150 £+ 0,0072 0.113 (0,09360; 0,13640) 0,000 C
2400 ug/ml 03 0,2026 + 0,0122 0.200 (0,18127; 0,22406) 0,000 B
3000 ug/ml 03 0,3200 £ 0,0386 0.312 (0,2986; 0,3414) 0,000 A

EA-F




250 ug/ml 03 | 0,1956 +0,0087 0.198 (0,18313; 0,20820) 0,000 F
500 ug/ml 03 | 0,4040 +0,0104 0.409 (0,39146; 0,41654) 0,000 E
1000 ug/ml | 03 | 0,5163 + 0,0095 0.516 (0,50380; 0,52887) 0,000 D
5000 ug/ml | 03 0,8530 + 0,0095 0.852 (0,84046; 0,86554) 0,000 C
10000 03 | 1,0113 +0,0101 1.006 (10,99880; 1,02387) 0,000 B
ug/ml

25000 03 | 1,1360 +0,0112 1.142 (1,12346; 1,14854) 0,000 A
ug/ml

ANNEXE 09 : ACTIVITE ANTIINFLAMMATOIRE

Tableau 01: % Pourcentage de réduction de I'cedéme de patte de souris avec la
comparaison entre les différentes concentrations du méme extrait par rapport aux témoins

Produits testés g Moyenne £ ET | Médiane IC 95% o= 8‘05 'I?e ()Srpggrgilssrcl)gr
EE-F / Témoins
T-E.D.S. 6 0,000 + 0,00 00 (-1,685456;1,685456) 0,000 F
EE-F 50 mg/kg c.p. 6 35,87+ 4,71 37,19 (34,19; 37,56) 0,000 E
EE-F 200 mg/kg c.p. 6 | 61,480+ 0,661 61,59 (59,795; 63,165) 0,000 D
EE-F 400 mg/kg c.p. 6 | 78,250+ 0,974 78,29 (76,565; 79,935) 0,000 C
Dic 3mg/kg c.p. 6 | 84,910+ 0,768 84,7 (83,225; 86,595) 0,000 B
HHC 1mg/kg c.p. 6 | 91,650+ 0,576 91.64 (89,965; 93,335) 0,000 A
EA-F/ Témoins
T-E.D.S. 6 0,00 + 0,00 00 (-3,440391; 3,440391) | 0,000 F
EA-F 50 mg/kg c.p. 6 6,06 + 3,17 6.64 (2,62; 9,50) 0,000 E
EA-F 200 mg/kg c.p. 6 17,50 + 8,61 16,06 (14,06; 20,94) 0,000 D
EA-F 400 mg/kg c.p. 6 35,46 + 4,13 35,61 (32,02; 38,90) 0,000 C
Dic 3mg/kg c.p. 6 | 84,910+ 0,768 84,7 (81,470; 88,350) 0,000 B
HHC 1mg/kg c.p. 6 91,650+ 0,576 91.64 (88,210; 95,090) 0,000 A
EEP-F/ Témoins
Huile 6 0,000000 (-7,258260; 7,258260) | 0,000 E
0,000000
EEP-F 50 mg/kg c.p. 6 23,34 +12,81 (16,09; 30,60) 0,000 D
EEP-F 200 mg/kg c.p. 6 50,54 + 13,66 (43,28; 57,80) 0,000 C
EEP-F 400 mg/kg c.p. 6 63,51+ 10,16 (56,25; 70,77) 0,000 B
Dic 3mg/kg c.p. 6 | 84,910 + 0,768 (77,652; 92,168) 0,000 A
HHC 1mg/kg c.p. 6 | 91,650+ 0,576 (84,392; 98,908) 0,000 A

Tableau 02: Pourcentage de réduction de I'cedéme de patte de souris avec une
comparaison entre les différentes concentrations des différents produits par rapport aux

témoins
Produits | N | Moyenne | Médiane | IC 95% [P | Comparaison
EE-F / Témoins
T-E.D.S. 6 0,00 + 0,00 (-5,443878; 5,443878) 0.000 G
EE-F 50 mg/kg c.p. 6 | 3587+ 4,71 (30,43; 41,32) 0.000 E
EE-F 200 mg/kg c.p. | 6 | 61,480 + 0,661 (56,036 66,924) 0.000 C
EE-F 400 mg/kg c.p. | 6 | 78,250 * 0,974 (72,806; 83,694) 0.000 B
EA-F 50 mg/kg c.p. 6 | 6,06 317 (0,61:11,50) 0.000 G
EAF 200 mg/kg c.p. | 6 | 17,50 8,61 (12,06; 22,95) 0.000 F
EAF 400 mg/kg c.p. | 6 | 35,46 +4,13 (30,02; 40,91) 0.000 E
Huile 6 0,000000 (-5,443878; 5,443878) 0.000 G
0,000000
EEP-F 50 mg/kgc.p. | 6 | 23,34+ 12,81 (17,90; 28,79) 0.000 F
EEP-F 200 mg/kg c.p. | 6 | 50,54 + 13,66 (45,10; 55,99) 0.000 D
EEP-F 400 mg/kg c.p. | 6 | 63,51 10,16 (58,07; 68,95) 0.000 C
Dic 3mglkg c.p. 6 | 84,910+ 0,768 (79,466; 90,354) 0.000 AB
HHC 1mg/kg c.p. 6 | 91,650+ 0,576 (86,206; 97,094) 0.000 A




