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RESUME

Ce travail a porté sur I'étude d’lnula viscosa (L.) utilisée en médecine
traditionnelle algérienne pour ses nombreuses vertus thérapeutiques. Il avait pour
but de réaliser une étude phytochimique de certains extraits de cette plante et
d’évaluer leurs effets thérapeutiques.

L’enquéte ethnobotanique réalisée a révélé que cette plante est peu connue
par les personnes questionnées.

Le screening phytochimique a dévoilé la présence de flavonoides, de tannins
hydrolysables, de terpenes et de saponines dans la partie aérienne de cette plante.

Le dosage spéctrophotométrique a révélé la présence de concentrations
importantes en polyphénols dans les extraits méthanoliques et les décoctés des
feuilles et des fleurs.

L’analyse par HPLC-DAD-ESI-MS/MS des extraits méthanoliques a mis en
évidence la présence d’acides phénoliques (dérivés de l'acide cafféoylquinique) et
de flavonoides (quercétine, myricétine et leurs dérivés, kaempférol, isorhamnétine et
diosmétine).

L’évaluation des effets biologiques des différents extraits de la plante (n-
hexane, méthanolique, décocté) a montré que les meilleurs résultats ont été obtenus
avec les extraits méthanoliques des feuilles et des fleurs.

L’étude In Vitro de [lactivité antioxydante a indiqué que les fractions
phénoliques possédaient un important pourvoir inhibiteur du radical libore DPPH et
réducteur du fer Fe®*" Les extraits méthanoliques ont présenté un meilleur effet
antibactérien contre les bactéries a Gram positif avec des CMI comprises entre 25
mg/mL et 6.25 mg/mL. Tous les extraits se sont avérés peu actif sur les souches du
genre Candida. Les résultats des tests antileishmaniens des extraits méthanoliques
ont révélé un important effet leishmanicide sélectif contre la forme promastigote sans
aucune cytotoxicité sur la lignée cellulaire THP-1 aux doses testées.

L’évaluation In Vivo des activités anti-inflammatoire (méthodes carragénine,
xyléne), antalgique (test a I'acide acétique) et antipyrétique (méthode a la levure de
biere) a montré que les extraits méthanoliques des feuilles et des fleurs avaient un
bon effet anti-oedémateux, antalgique et un effet antipyrétique intéressant.

L’étude de la toxicité des extraits des feuilles et des fleurs d’'Inula viscosa n’a
pas révelé de signes de toxicité aigué (extraits méthanoliques et décoctés) ou
subaigué (extraits méthanoliques) aux doses étudiées.

Mots clés : Inula viscosa (L.); étude phytochimique ; activité antioxydante ;
antimicrobienne ; anti-inflammatoire ; antalgique ; antipyrétique ; toxicité.



ABSTRACT

This work focused on the study of Inula viscosa L. used in traditional
algerian medicine for its many therapeutic properties. It aimed to perform a
phytochemical study of some extracts of this plant and to evaluate their therapeutic
effects.

The ethnobotanical investigation carried out revealed that this plant is not
very well-known by the people interviewed.

Phytochemical screening showed that Inula viscosa contains mainly
flavonoids, hydrolysable tannins, terpenes and saponins.

The spectrophotometric assay revealed the presence of remarkable
concentrations of polyphenols in the methanolic extracts and the decoction of leaves
and flowers.

The HPLC-DAD-ESI-MS/ MS analysis of methanolic extracts has highlighted
the presence of phenolic acids (caffeoylquinic acids derivatives) and flavonoids
(quercetin, myricetin and their derivatives, kaempferol, isorhamnetin and diosmetin).

The study of the biological activities carried out on various extracts of this
plant (n-hexane, methanolic, decoctlion) showed that the best results were obtained
with the methanolic extracts.

The In Vitro study of the antioxidant activity has indicated that the phenolic
fractions have an important scavenging power of the free radical DPPH and reducing
power of the Fe® “The methanolic extracts showed the best antibacterial activity
against Gram-positive strains with MIC of 25 mg/mL and 6.25 mg/mL. All tested
extracts proved to be not very active against strains of the genus Candida. The
results of the antileishmanial tests of the methanolic extracts revealed an important
selective leishmanicidal effect against the promastigote form without any cytotoxic
effect against the THP-1 cell line at tested doses.

In Vivo evaluation of the anti-inflammatory (carrageenan and xylene tests),
analgesic (acetic acid induced writhes test) and antipyretic (Brewer’s yeast induced
pyrexia method) activities showed a good anti-oedematous effect, a high analgesic
an appreciable antipyretic activities of leaves and flowers methanolic extracts.

The study of the toxicity of leaves and flowers of Inula viscosa L. extracts did
not detect any signs of acute toxicity (methanolic extracts and decoctions) or
subacute toxicity (methanolic extracts) at the studied doses.

Key-words: Inula viscosa (L.); phytochemical study; antioxidant;
antimicrobial; anti-inflammatory; analgesic; antipyretic activities; toxicity.
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INTRODUCTION

La phytothérapie ou thérapeutique par les plantes a sans doute débuté des
la préhistoire et a été pratiqué dans toutes les civilisations. Elle permettait de soigner
de facon empirigue une multitude de maladies en utilisant différentes parties des
plantes [1]. Avec 'avenement de la médecine moderne, la médecine traditionnelle a
périclité dans de nombreux pays industrialisés [2]. Toutefois les plantes médicinales
ont toujours suscité I'intérét des chercheurs. En effet les progrés technologiques ont
permis d’étudier de facon scientifique les effets de certaines plantes médicinales,
d’identifier leurs compositions et d’en extraire des principes actifs qui ont servi de
base a la fabrication de nombreux médicaments [3]. Cependant seul 6% du total
estimé de 250 000 plantes supérieures ont été étudiées pour leurs éventuelles
activités biologiques, tandis que 15% d’entre elles ont fait I'objet d’investigations
phytochimiques [3] [4].

Les potentialités de recherche de molécules bioactives a partir des plantes
sont donc encore trés importantes [3] [4]. Les plantes produisent de nombreux
métabolites secondaires tels que les huiles essentielles, les composés phénoliques
(acides phénoliques, flavonoides, tanins) et les alcaloides qui sont doués de

nombreuses propriétés pharmacologiques [5] [6].

La région méditerranéenne avec son climat tempéré et sa situation
géographique dispose d’'une grande diversité végétale, en effet 10% des plantes
supérieures sont trouvées dans une zone qui ne représente que 1,6% de la surface
de la terre, avec environ 406 espéces utilisées en médecine traditionnelle [7]. Selon
Myres et al., [8], les pays méditerranéens détiennent presque 4,5% de la flore

endémique mondiale.

L'Algérie de par sa position géographique qui s’étend entre la Méditerranée et
I'Afrique sub-saharienne bénéficie de conditions écologiques hétérogenes et recéle
une flore trés riche et variée dont de nombreuses plantes médicinales qui sont

toujours utilisées en médecine traditionnelle [9] [10].
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Cette étude s’inscrit dans 'un des axes de recherche du laboratoire de

Biotechnologies, Environnement et Santé, et a pour but I'étude de la plante Inula

viscosa L., (synonyme Dittrichia viscosa). C’est une plante vivace appartenant a la

famille des Asteraceae, endémique du bassin méditerranéen [14] connue pour ses

nombreuses vertus médicinales [10].

Cette étude s’articule autour de trois chapitres:

Le premier regroupe des données bibliographiques sur la plante, sur les
principales classes de métabolites secondaires y compris ceux d’Inula viscosa
et sur les différentes activités biologiques étudiées.

Le deuxieme (matériel et méthodes) comprend plusieurs volets:

Une enquéte ethnobotanique, qui permet de récolter des informations sur
Inula viscosa L. et son utilisation dans certaines régions d’Algérie, en
effectuant des enquétes sur terrain.

Une étude histologique de certains organes de la plante afin de mettre en
évidence l'agencement des tissus et des sites sécréteurs

Une étude phytochimique, par extraction, dosages et identification de
guelques métabolites secondaires dans certains extraits des feuilles et des
fleurs.

Une étude des effets thérapeutiques, par des tests biologiques:

In vitro: évaluation de [lactivitt antioxydante et antimicrobienne
(antibactérienne, anti-candidosique et antileishmanienne) de certains extraits
de la plante.

In vivo : évaluation de l'activité anti-inflammatoire, antalgique et antipyrétique,

ainsi qu’une étude de la toxicité de quelques extraits.

Le troisieme chapitre est réservé a la présentation et a la discussion de

'’ensemble des résultats obtenus.

Le manuscrit est achevé par une conclusion générale qui résumera

'ensemble de ces résultats et par des perspectives.
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CHAPITRE 1
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1 Présentation de I'espéce Inula viscosa (L.)

Le genre Inula appartient a la famille des Asteraceae [15], qui regroupe une
centaine d’espéces dont: I. viscosa, I. crithmoides, I. helenium, |. royleana, I.
britannica, l.japonca retrouvées en Asie de I'Est, en Afrique du Nord et dans le sud
de I'Europe [16] [17] [18] [19].

1.1.1 Etymologie

Selon Fauron et Moati [20], Inula viendrait du grec : Inéo qui signifie « je purge » ,
allusion a une des propriétés thérapeutiques de la plante et viscosa qui veut dire

«visqueuse» [21].

Nom scientifique : Inula viscosa (L.) Aiton, synonymes : Dittrichia viscosa (L.)
Greuter ou Cupularia viscosa (L.) Godr. & Gren [14] [22] [23]

Nom vernaculaire : Magramane , Amagramane (Kabylie) , Mersitt [9] [10]
Nom commun : Inule visqueuse [10] [24]

Nom arabe :Tayoon [22] [25]

Nom anglais : sticky fleabane [26]

Au maroc, on la retrouve sous le nom de Trehla [27].
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1.1.2 Systématigue

Selon Quezel et Santa [9], Dupont et Guignard, [28], la systématique est la

suivante:
Régne Végétale
Sous régne Tracheobionta ou plantes vasculaire

Sous embranchement  Angiosperme

Classe Magnoliopsida ou dicotylédones
Sous classe Asteridae

Ordre Asterales

Famille Asteraceae ( composées)
Genre Inula

Espéce viscosa (L.)

1.1.3 Description botanique

C’est une plante annuelle, vivace glanduleuse-visqueuse, a forte odeur [29].
Elle pousse en buissons trés denses de 0,5 a 1m de hauteur [10]. Elle posséde une
racine pivotante qui peut étre assez développée, méme dans les petites plantes [30]
[31]. Ses tiges sont dressées, frutescentes a la base, pourvues d’un feuillage dense
et présentent a leur sommet de nombreux capitules a fleurs jaunes. Ces dernieres
sont toutes fertiles [32] [33]. Les feuilles sont alternées, allongées a lancéolées,
sessiles de 3 a 7 cm de long et de 0,6 a 1,8 cm de large. Leur bord est lisse ou
denté et le sommet aigu (Figure 1.1).Toute la plante est recouverte de poils
glanduleux qui libérent une substance odoriférante et collante [9] [32] [34] [35]. La
floraison s’étale de Septembre a Novembre, Les inflorescences sont paniculées,
nombreuses, en capitules de couleur jaune (d’environ 10-20 mm de diamétre)
(Figure 1.2). On observe des fleurs ligulées a la périphérie du capitule et des fleurs
tubulées au centre [24] [32] [36]. Les fruits sont des akénes blanchatres, velus, de 1
a 2 mm de long, surmontés d’'une aigrette de poils assurant leur dissémination par le

vent, comme c’est souvent le cas chez les Astéracées [33].
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MNervure secondaire

Nervure principale

Tige

Fleurs

Figure 1.2. Fleurs d’Inula viscosa, a : [37]; b :(Originale, 2016).

1.1.4 Répartition géographigue et habitat

Originaire du bassin méditerranéen, I'inule visqueuse est largement distribuée
dans le Sud de I'Europe (Espagne, France, ltalie, Gréce), dans le Nord de I'Afrique
(Algérie, Maroc, Tunisie), dans le Moyen-Orient (Jordanie, Palestine et Syrie) et en
Turquie [38] [26] [29] [25].

Cette espece pousse sur les lieux incultes ou anciennement cultivés (friches,
talus), dans les garrigues, les rocailles, sur les terrains argileux et peu humides ainsi
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gue sous les oliveraies non soumises a un désherbage intensif [26] [29] [39] [40]

[41]. En Algérie elle est tres commune dans le Tell [41].

1.1.5 Utilisiation traditionelle d’Inula viscosa

L’Inule est une plante trés connue, elle est utilisée depuis le moyen age pour

ses nombreuses vertus médicinales [21] (Tableau 1.1).

Dans la région méditerranéenne, elle est utilisée pour ses propriétés: anti-
inflammatoire [42], analgésique [10], antipyrétique, antiseptique [43] et antidiabétique
[44].

Tableau 1.1. Usages traditionnels d’Inula viscosa

Parties Mode Usages Références

utilisées | d’administration

Orale Hypertension, Tuberculose, Bellakhder [45]
Racines Infections respiratoires et

bronchiques.

Externe Abces, Gales, Dermatoses, Hmamouchi et al.,[46]

(Cataplasme) impétigos, furoncles, ulcéres

Anti-inflammatoire, Antilithique Fresquet et al.,[47], Yaniv

rénal, Diurétique, Antihypertensif, et al., [44]
Orale Hypoglycémiant, Vermifuge Baba Aissa [10]
Feuilles Tahri et al., [48]
Antihémorragique, Anti- Baba Aissa [10]
inflammatoire, Cicatrisant Meddour et Meddour-
Externe Analgésique, Antiseptique (plaies Sahar [49]
et bralures), Ali-Shtayeh et al., [25]
Traitement des hémorroides
Hypoglycémiant; Antihypertenseur Baba Aissa, [10],
Parties Orale Troubles cardiaques ; Vermifuge ; Eddouks et al.,[50]

aériennes Antipyrétique Ali-Shtayeh et al., [25]
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1.2 Substances actives des plantes médicinales

Les métabolites secondaires sont des composés produits par les végétaux.
lls appartiennent a des groupes chimiques variés [51] et sont souvent
produits en faible quantité. lls interviennent dans l'adaptation de la plante a son
environnement, a la défense contre les prédateurs et les pathogenes et dans

I'attraction des agents chargés de la pollinisation [52].

Les métabolites secondaires sont classés en plusieurs groupes, parmi eux on
distingue : [53].

1.2.1 Composés phénoligues

Les composés phénoliques constituent la base des principes actifs présents dans
les plantes médicinales. lls sont retrouvés en abondance dans les tiges, les feuilles,
les fleurs et les fruits [54] [55]. L'élément structural fondamental qui les caractérise
est la présence d'au moins un noyau benzénigue auquel est directement lié au moins
un groupe hydroxyle, libre ou engagé dans une autre fonction (éther, ester,
hétéroside) [56] [57].

La classe des composés phénoliques renferme plus de 8000 composés. lls sont
divisés en plusieurs catégories qui se différencient d’abord par la complexité du
squelette de base (allant d’'un simple C6 a des formes trés polymérisées), ensuite par
le degré de modification de ce squelette (degré d’oxydation, d’hydroxylation et de
méthylation, etc.) et enfin par les liaisons possibles de ces molécules de base avec
d’autres molécules (glucides, lipides, protéines, etc.) [51] [58] [59]. Les principales

classes de composés phénoliques sont :

1.2.1.1 Acides phénoligues

Le terme d’acide phénol comprend tous les composés organiques possedant au
moins une fonction carboxyle et un hydroxyle phénolique. lls sont présents dans de
nombreuses plantes agricoles et/ou médicinales [57] [60]. Les différences entre les
acides phénoliques sont déterminées par les variations du nombre et de
I'emplacement des groupements hydroxyles sur le cycle aromatique [61]. Ce sont

des dérivés de I'acide benzoique ou de 'acide cinnamique [62].
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» Les acides hydroxybenzoiques : lls dérivent de I'acide benzoique. La formule

de base est de type C6-C1. lIs existent frequemment sous forme d'esters ou de
glucosides. Parmi eux, on observe: I'acide salicylique, I'acide vanillique et I'acide
gallique [51] [63] [64] (Figure 1.3).

0 0 0
HO _ o H:CO
OH OH
HO” .
OH HO
Acide benzoique Acide gallique Acide vanillique

Figure.1.3. Exemples de quelques acides phénoliques de la série benzoique [56] [65]

» Les acides hydroxycinnamiques : lls dérivent de l'acide cinnamique. La

structure de base est de type C6-C3. Parmi eux, on observe: I'acide caféique,

I'acide coumarique, I'acide sinapique [56] [66] [6] (Figure 1.4).

Acide cinnamique Acide ferulique Acide caféique

Figure 1.4. Exemples de quelques acides phénoliques de la série cinnamique [56]
[65]

1.2.1.2 Coumarines

Les coumarines sont parmi les composes phénoliques les plus connus. Elles
dérivent de I'acide hydroxycinnamiques par cyclisation interne de la chaine latérale

parmi elles on observe : Umbélliférol et Aescultol [51] [66].
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1.2.1.3 Flavonoides

Les flavonoides sont les composés les plus abondants parmi tous les
composés phénoliques. Ce sont des pigments quasiment universels des végétaux.
lls interviennent aussi dans les processus de défense contre le rayonnement UV, les

herbivores et les attaques microbiennes [67].

Les flavonoides sont des polyphénols complexes dont la structure est basée
principalement sur un squelette de 15 atomes de carbone arrangés en une
configuration C6-C3-C6. lIs sont constitué de deux noyaux aromatiques, deux cycle
en C6 (noyaux A et B) et sont reliés entre eux par une chaine en C3 formant ainsi un
hétérocycle oxygéné (C) [56] [68] (Figure 1.5).

Figure. Structure de base des flavonoides [69] [70].

Selon leur structure, ils se divisent en : flavones, flavonols, flavanols, flavonones,

iso-flavones, anthocyanidines et aurones [67] [71]. (Appendice A).

Selon Heller et Forkmann [72] ; Tapas et al., [70] ; Narayana et al., [73], ces
molécules existent soit sous forme libre dite aglycone (parmi eux: Lutéolin et
Apigénine), soit sous forme d’hétérosides c’est-a-dire liées a des oses et/ou a

d’autres substances.

1.2.1.4 Quinones

Les quinones sont des composés qui contiennent des cycles aromatiques
présentant deux fonctions cétone. On trouve les quinones dans les végétaux, les

champignons, les bactéries. Les quinones d'origine naturelle sont largement



23

distribuées et comprennent les benzoquinones, les naphtoquinones, les

anthraquinones, et les polyquinones [74] [75].

1.2.1.5 Tannins

Les tanins représentent une classe trés importante de polyphénols localisés
dans les vacuoles. Ce sont des molécules a poids moléculaire élevé [76]. Sur le plan

structural on distingue deux grands groupes :

> Les tannins hydrolysables qui sont des esters d'un sucre (le glucose plus
souvent), c’est a dire avec un noyau central de glucose sur lequel se fixe au moyen
d’une liaison ester des acides (acide gallique pour le groupe des gallotanins, et acide

ellagique pour le groupe des ellagitanins) [66] [77].

» Les tanins condensés appelés aussi proanthocyanidines qui résultent de la
condensation de molécules de type flavane 3-ols (catéchine) et de flavan-3,4-dioles

(leucoanthocyanidines) ou d’'un mélange des deux [63] [66].

1.2.2 Composés terpénigues

1.2.2.1 Terpenes

Les terpenes sont fréquemment retrouvés dans les huiles essentielles des
plantes. lls dérivent d’'une structure de base a cinq carbones (C5), communément

appelée isoprene [78] [79].

D’aprés Bruneton, [56] ; Meyer et al., [80] Ludwiczuk et al., [81], selon le nombre
répétitif de cette unité on distingue : les monoterpénes (C10) les. sesquiterpénes
(C15), les diterpénenes (C20), les triterpénes (C30), les tétraterpénes (C40) et les
polyterpénes (C5)n.

»  Les monoterpenes (C10) : sont formés de deux unités d’isoprénes et peuvent
étre acycliques, monocycliques et bicycliques. Les monoterpénoides peuvent étre de
simples hydrocarbures insaturés ou peuvent avoir des groupes fonctionnels et étre

des alcools, des aldéhydes et des cétones [81] [82].
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» Les sesquiterpenes (C15): sont constitués par l'union de trois unités
isopréniques. lls peuvent étre linéaires, monocycliques, bicycliques et tricycliques. lls
constituent la classe la plus diversifiée des terpénes. A ces terpénes se rattachent un
certain nombre des substances a fonction chimique : alcool, aldéhyde, cétone, acide,
lactone [81] [82].

1.2.2.2 Stérols

Les stérols sont des lipides qui dérivent des triterpenes. lls se caractérisent
par un noyau cyclopentanophénanthrénique (stérane). Les stérols végétaux appelés
"phytostérols”, (le sitostérol, le stigmastérol et le campestérol) sont répandus dans

les plantes supérieures. [81].

1.2.2.3 Saponines

Les saponines aussi appelées saponosides [83] sont des glycosides a poids
moléculaire élevé, regroupant un ensemble complexe et chimiquement tres diversifié
de molécules triterpéniques ou stéroides. Elles se composent d’'une fraction aglycone
hydrophobe (un noyau stéroidique ou triterpénique) liée a une chaine mono ou

polysaccharidique hydrophile [84].
1.2.3 Alcaloides

Les alcaloides sont un groupe de composés azotés plus ou moins basiques
issus principalement des végétaux [85]. A I'état naturel on les retrouve sous forme de
sels (tartrates et malates) ou combinés avec les tanins [66]. Généralement trés
amers et souvent toxiques, ils possédent néanmoins certaines propriétés
pharmacologiques [56] [86] hotamment au niveau du systeme nerveux central ou ils
agissent comme dépresseurs (morphine, scopolamine) ou comme stimulants
(caféine, strychnine) [66] [87] [88].

1.2.4 Meétabolites secondaires d’'lnula viscosa

La composition phytochimique de L’inule visqueuse a fait l'objet de
nombreuses études qui ont permis de mettre en évidence la présence de
nombreuses molécules biologiquement actives. En effet les feuilles et/ou la partie

aérienne de la plante renferment de nombreux acides phénoliques. La majorité sont
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des acides hydroxycinnamiques a savoir les acides cafféoylquiniques (ACQ) comme
lacide 1-AQC; le 3-AQC (acide chlorogénique), le 4-AQC (acide
cryptochlorogénique) et I'acide 5-ACQ (acide néochlorogénique) [89] [90] [91] [92].,
des acides dicafféoylquiniques (acide DCQ) comme le I'acide 1,3-DCQ ; I'acide 1,5-
DCQ ; l'acide 3,4-DCQ ; I'acide 3,5-DCQ et I'acide 4,5-DCQ [89] [90] [91] [92]., ainsi
que des dérivés de I'acide coumarique (acide p-coumarique) [91]. La partie aérienne

est également riche en _flavonoides sous forme aglycone, hétéroside, méthyle,

hydroxyle et/ou acétyle. Parmi ces flavonoides on retrouve des flavonols comme la
guercétine, la quercétine glucoside, la 3-méthoxyquercétine, la 3-méthoxyquercetine-
7-glucoside, la quercétine glucuronide, la quercétine diméthyle éther;
lisorhamnétine, lisorhamnétine glucoside ; le kaempférol ; 4-O-methyl-kaempférol
[90] [91] [92] [93]; des flavanonols tels que la taxifoline et 'acétyle taxifoline [90] [91];
des flavones comme la lutéoline ; la népétine (methoxylutéoline), I'apégénine
'apégénine glucoside; hispiduline [90] [91] [92] [94] [95] [96] [97] [98] et des
flavanones tels que la sakurantine, la naringénine, le 7-O-Methylaromadendrin [90]
[96] [99] [100].

Les huiles essentielles de la partie aérienne de la plante sont riches en
sesquiterpenes tels que le Nérolidol, le E-Nérolidol, le Fokiénol, I'acide isocostique, le
12-Carboxy-eudesma-3,11(13) diéne, I'a-cadinol, I'5-cadinene, le Caryophylléne ; 1,4
dimethyazulene ; Chamazulene. Elles contiennent également des monoterpenes tels
que le Bornéol, I'acétate d’isobornyl ; 'acétate de Bornyl, 'Eugénole, le Cinéole
(Eucalyptol) [91] [101] [102] [103] [104] [105] [106] [107]. Certains acides gras ont
également été identifiés dans les huiles essentielles (acide palmitique, acide
linoléique) [105].

Dans certains extraits de la partie aérienne de la plante (acétone et/ou n-
hexane) ont été identifiés des acides sesquiterpéniques comme l'acide costique,
l'acide Isocostique, Il'acide illicic, l'acide 2,5-Dihydroxyisocostique, l'acide 2,3-
Dihydroxycostique, I'acide viscosique et I'acide viscique I'Acide 3 B-hydroxyilicique,
lacide 3 a-hydroxy-epiilicique, l'acide 2a- hydroxyilicigue et des lactones
sesquiterpéniques tels que la tomentosine , l'inulviscolide, la carabrone [22] [108]
[109] [110] [111] [112]. Des triterpenes ont également été identifiés dans la partie
aérienne d’Inula viscosa, tels que l'acétate de damaradienile, le 33-monacétate

triterpenoides, le W-taraxastérol, I'acide W-taraxastérol [113] [114].
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1.3 Activités biologiques

1.3.1 Invitro

1.3.1.1 Activité antioxydante

De nombreuses recherches indiquent que le stress oxydatif peut jouer un role
important dans le développement et la progression de nombreuses maladies tels que
le diabéte, les maladies cardiovasculaires, les rhumatismes, le cancer et les
maladies neurodégénératives (Alzheimer et Parkinson) [115] [116] [117] [118] [119].

1.3.1.1.1 Radicaux libres

Les radicaux libres sont des espéces chimiques (atomes ou molécules)
possédant un ou plusieurs électrons célibataires (électron non appari€) sur leur
couche externe. Parmi les différentes classes de radicaux libres, les especes

réactives de I'oxygene (ERO) sont les plus abondantes [120] [121].

1.3.1.1.2 Sources des radicaux libres

Il existe deux principales sources de production de radicaux libres dans
'organisme. Le métabolisme cellulaire et l'inflammation sont considérés comme les
principales sources endogenes de radicaux libres [122] [123] [124]. Des sources
exogénes peuvent également étre a lorigine d'une importante production de
radicaux libres tels que le tabagisme, I'exposition aux rayons U.V, les radiations
ionisantes, les pesticides et les intoxications aux meétaux lourds [122] [123] [124]
[125] [126].

1.3.1.1.3 Causes possibles du stress oxydant

La balance entre les oxydants et les antioxydants est en temps normal équilibrée
par des systemes de défense extrémement fins. De ce fait le stress oxydant signifie
'excés d’agents oxydants résultant soit d’'une production trop importante d’ERO, soit

d’'une défaillance du systéme antioxydant [127].

Les radicaux libres peuvent étre responsables de dommages sur toutes les
molécules biologiques comme les lipides, les protéines et les acides nucléiques
[128].



27

1.3.1.1.4 Mécanismes de défense contre le stress oxydant

Les antioxydants sont des substances, qui a une plus faible concentration par
rapport a celle du substrat oxydable retardent ou inhibent significativement
I'oxydation de ce substrat. Les produits de la réaction entre 'oxydant et I'antioxydant

ne doivent pas étre toxiques [125] [129].

e Les antioxydants endogénes

lls sont produits par 'organisme et constituent la premiere ligne de défense
contre le stress oxydant. lls sont représentés par des enzymes comme : la

superoxyde dismutase (SOD), la catalase et la glutathion peroxydase [128] [130].

e Les antioxydants exogénes

Les antioxydants naturels sont présents dans toutes les parties des plantes
supérieures et proviennent principalement de [l'alimentation. De nombreuses
substances pouvant agir comme antioxydants in vivo ont été proposées, notamment :
la vitamine E (tocophérol), la vitamine C ('acide ascorbique), les caroténoides, les

composeés phénoliques (acide phénoliques, flavonoides) [121] [123] [131] [132].

Les antioxydants peuvent exercer leurs propriétés de protection a différents
stades du processus d'oxydation et par différents mécanismes qui peuvent inclure le
nettoyage des ERO, le piégeage des radicaux hydroxyles et peroxydes, l'inhibition
de la dégradation des lipides hydroperoxydes en produits volatils indésirables, le
captage de l'oxygene singulet et la chélation des métaux de transition [125] [128]
[133].

1.3.1.2 Activité antimicrobienne

1.3.1.2.1 Activité antibactérienne

La découverte des antibiotiques a révolutionné le traitement des maladies
infectieuses d’origine bactérienne ce qui a contribué a 'augmentation de I'espérance
de vie. Toutefois I'usage abusif et souvent inapproprié des antibiotiques a conduit a
'émergence de pathogénes multirésistants. La difficulté a devoir constamment
synthétiser de nouvelles classes d’antibiotiques incite a rechercher et a concevoir

des approches alternatives pour contréler la résistance des bactéries [134] [135]
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[136]. L'une des stratégies possible est la valorisation de molécules naturelles
bioactives principalement a partir des plantes. Actuellement, des recherches ont mis
en évidence le pouvoir antibactérien de diverses plantes riches en métabolites
secondaires (les acides phénoliques, les flavonoides, les alcaloides, les tanins, les
terpenes, les glycosides, les quinones et les saponines) qui pourraient constituer une
source potentielle de nouveaux agents antimicrobiens [137] [138] [139] [140] [141]
[142].

Le mécanisme d’action des métabolites secondaires varie d’'une molécule a
une autre. Certains acides phénoliques agissent en endommageant la membrane
cytoplasmique des bactéries provoquant ainsi une perte de lintégrité de la

membrane et conduisant a une fuite des constituants intracellulaires [143].

L’activité antibactérienne des flavonoides pourrait étre attribuée soit a
'inhibition de la synthése des acides nucléiques, soit a 'endommagement de la

membrane cytoplasmique ou a l'inhibition du métabolisme énergétique [144].
Le mécanisme d'action des terpenes n'est pas totalement compris mais il est

en général supposé que les composés lipophiles provoquent des altérations de la

perméabilité de la membrane cellulaire entrainant ainsi une fuite des ions [145] [146].

1.3.1.2.2 Activité anticandidosique

Chez I'Homme, les levures du genre Candida sont susceptibles de devenir
pathogenes et d'envahir les tissus superficiels ou profonds chez certains sujets
immunodéprimés ou ceux ayant un traitement antibiotique a large spectre ou un

déseéquilibre endocrinien (diabete, grossesse) [147] [148] [149].

Le genre Candida appartient a la famille des Saccharomycetaceae. Ce genre
comprend environ 200 espéces dont les plus rencontrées en pathologie humaine
sont: C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. quilliermondii, C.
parapsilosis, C. kefyr et C. dubliniensis [150] [151].
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L'émergence de la résistance aux antifongiques est l'une des principales
raisons de I'échec du traitement [152] [153]. Par conséquent, il est nécessaire de
découvrir de nouveaux agents antifongiques ou des alternatives plus sdres pour
améliorer l'efficacité du traitement contre les infections a Candida a partir des

ressources naturelles [154].

De nombreux composés phénoliques notamment les acides phénoliques et
les flavonoides ont montré une activité antifongique contre de nhombreuses souches
du genre candida qui pourrait étre due a I'endommagement de la membrane

cytoplasmique de ces levures [154] [155].

Certains composés terpéniques possedent également une activité
anticandidosique et agiraient en affectant l'intégrité de la membrane provoquant ainsi
I'arrét du cycle cellulaire [156] et/ou en inhibant la synthese de la chitine des levures
[157].

1.3.1.2.3 Activité antileishmanienne

1.3.1.2.3.1 Les leishmania

Les leishmanies sont des protozoaires flagellés appartenant a l'ordre des
Kinetoplastida et a la famille des Trypanosomatidae. lls sont responsables de
maladies parasitaires les leishmanioses. Elles sont transmises d'un vertébré a un

autre par la piqire d’un diptere appelé phlébotome femelle [158] [159].

Ce sont des parasites dimorphiques qui présentent deux stades
morphologiques : une forme intracellulaire (amastigote) retrouvée a l'intérieur des
cellules mononucléaires du systeme phagocytaire et une forme extracellulaire
(promastigote) qui se multiplie a l'intérieur du tractus intestinal de l'insecte vecteur
(phlébotome) [160].
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1.3.1.2.3.2 Cycle évolutif

Les leishmanies ont un cycle de vie qui se déroule en deux phases (Figure
1.6):
Au cours d'un repas sanguin, le phlébotome femelle (hématophage), s’infecte en
piguant un mammifere infecté et ingére en méme temps des macrophages contenant
la forme amastigote du parasite [161]. Apres leur passage dans le tube digestif du
vecteur, les formes amastigotes se transforment en promastigotes procycliques,
mobiles qui s’échappent a travers la membrane péritrophique qui les enveloppe et se
multiplient successivement pour arriver au stade de promastigotes métacycliques
infectieux trés mobiles. lls seront régurgités lors du prochain repas sanguin du
phlébotome [162] [163]. La différenciation de la forme procyclique a métacyclique

dure entre 4 a 7jours [164].
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Figure 1.6. Cycle évolutif de leishmania [165]
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1.3.1.2.3.3 Répartition géographique

On distingue deux grandes régions géographiques pour la répartition des
leishmanies : 'ancien monde (Sud de I'Europe, Afrique, Proche-Orient et Asie) et le

nouveau monde (Ameérigue Centrale et du Sud) [166] [167].

En Algérie selon la forme clinique on distingue la forme viscérale et la forme
cutanée [168] [169] (Tableau 1.2)

Tableaul.2. Répartition des leishmanies en Algérie et formes cliniques

Forme clinique Espece Répartition géographique

Leishmaniose cutanée L. Major Biskra, Bechar, Msila Harrat et al.,

zoonotique [168] ;Pratlong et al., [170]
Leishmaniose cutanée L. Infantum Mila, Tiziouzou, Constantine Harrat et al.,

du Nord [171]
Leishmaniose cutanée L. Killicki Ghardaia Harrat et al., [171]
Leishmaniose viscérale | L. Infantum lllizi, Tamnerasset, Mila, Bejaia, Tizi-Ouzou
Biskra Adel et al., [172]

1.3.1.2.3.4 Traitement antileishmanien

La chimiothérapie (exp : antimoine, amphotéricine B) est le seul traitement
disponible en raison de I'absence de vaccin [173] [174]. Des études ont néanmoins
montré des cas de résistances et/ou de toxicité de ces thérapeutiques limitant ainsi
leur utilisation [174] [175].

Par conséquent, il y a un besoin urgent de développement de nouvelles
thérapeutiques anti-leishmaniennes a partir des métabolites secondaires de plantes
[176]. De nombreuses études réalisées In vitro et/ou In vivo ont rapporté I'effet
leishmanicide de certains acides phénoliques, flavonoides, tanins et terpenes [176]
[177][178][179] [180] [181] [182].
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1.3.2 Invivo

1.3.2.1 Etude de la toxicité

On qualifie de toxique, toute substance capable de perturber, immédiatement ou
a terme, de facon passagére ou durable, le fonctionnement normal d'un organisme
vivant, pouvant entrainer sa mort [183] [184] [185]. L’effet d’'un toxique dépend

toujours de I'espéce et de la dose testée [184].

La toxicité des plantes médicinales peut étre due aux composeés actifs (terpénes,
alcaloides, saponines, etc) qu'elles renferment ou a leurs interactions avec d'autres

produits (plantes ou médicaments) par effet accumulatif ou synergique [186].

Selon Lapointe [187], il existe plusieurs types d’études qui permettent d’évaluer
les effets d’un toxique :
e Etudes épidémiologiques comparant plusieurs groupes d’individus
e Etudes expérimentales In vivo utilisant des animaux (lapins, souris, rats)
e Etudes expérimentales in vitro: biochimiques, hématologiques ou

cellulaires.

1.3.2.1.1 Toxicité aiqué

La toxicité aigué est définie comme I'ensemble des effets néfastes sur
I'organisme. Elle est provoquée par une exposition de courte durée a une seule dose
ou a plusieurs doses [110,112]. L'étude de la toxicité aigué permet de déterminer la
dose létale 50 % (DLsg) [188].

1.3.2.1.2 Toxicité subaiqué

Certains effets néfastes peuvent prendre plusieurs semaines ou de nombreuses
années avant d’étre diagnostiqués et éventuellement aprés apparition, se révéler
irréversibles [184] [189] [190].
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L’étude de la toxicité subaigué consiste en 'administration de doses répétées

d’un produit durant une période pouvant étre de 14, 28 ou 90 jours [191] [192].

1.3.2.1.3 Toxicité chronique

C'est I'exposition a de tres faibles concentrations a des substances dont les
effets cumulatifs finissent par provoquer des troubles beaucoup plus insidieux [193].

1.3.2.1.4 Manifestation de la toxicité

Pour évaluer les effets toxiques apres l'ingestion d’'une substance, les tests in
vivo doivent également aborder les aspects pharmacotoxicologiques pour déceler un

impact éventuel notamment les effets sur le foie et sur les reins [194].

» Effet sur le foie

Le foie est un organe trés complexe. Il est impliqué dans le métabolisme des
xénobiotiques, le stockage des nutriments et la détoxification de I'organisme par

I'épuration des déchets [195].

» Principales lésions du foie

Toute affection hépatique (stéatose, cirrhose, nécrose) peut modifier le

métabolisme des xénobiotiques et par conséquence induire une toxicité [185].

e Stéatose: un foie stéatosique se caractérise par une accumulation des
triglycérides dans les hépatocytes pouvant étre visualisée histologiguement
par I'apparition de vacuoles contenant des lipides [196].

e Neécrose : c’est la mort des hépatocytes qui se traduit par une perte de
l'intégrité des organites intracellulaires et de la membrane plasmique et par
une augmentation progressive du volume cellulaire aboutissant a I'éclatement
de la cellule [197].

e Cirrhose : c’est la destruction répétée des hépatocytes qui se caractérise par
un dépot de collagene dans la masse hépatique, séparés par les couches de
fibroses. Les amas d’hépatocytes apparaissent sous forme de nodules [198]
[199].
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> Effet sur le rein

Le rein assure le maintien de I'équilibre hydrique, de 'osmolarité et de I'équilibre
acido-basique des liquides dans lI'organisme. Il élimine les déchets du métabolisme

et les substances étrangeres a I'organisme [200].

» Principales Iésions du rein

Les atteintes rénales touchent principalement le glomérule en diminuant sa
capacité de filtration ainsi que les tubules proximaux qui concentrent les toxiques

[198]. Elles se manifestent par une:

e Nécrose : c’est une destruction des cellules épithéliales tubulaires, le tube
proximal est le plus souvent affecté [201].

e Vacuolisation: le cytoplasme des cellules tubulaires (tubes proximaux)
contient de nombreuses petites vacuoles, ces cellules peuvent apparaitre
gonflées comblant ainsi la lumiere du tube [202] [203].

1.3.2.2 Activité anti-inflammatoire

1.3.2.2.1 Inflammation

L’inflammation est une réaction de défense immunitaire (immunité Innée) et
d’adaptation de I'organisme a une stimulation cellulaire excessive ou anormale due a
une agression tissulaire d’origine diverse. Cette derniére peut étre d’origine physique,
chimique, biologique ou infectieuse. L'inflammation est diagnostiquée depuis prés de
vingt siecles, grace aux signes cardinaux : tuméfaction, rougeur, chaleur, douleur
[204] [205].
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1.3.2.2.2 Types d’inflammations

On distingue classiquement deux types d’inflammation en fonction de la durée

de la réaction :

e Inflammation aigué

C’est la réponse immédiate a un agent agresseur qui selon le type et la sévérité
de la lésion tissulaire se développe en quelques minutes ou plusieurs heures et
persiste en général quelques heures a quelques jours. Elle se caractérise par une
phase vasculo-exsudative, une phase cellulaire et une phase de réparation [206]
[207].

e Inflammation chronique

Elle se manifeste pendant plusieurs semaines ou plusieurs mois et se caractérise
principalement par la persistance de la Iésion tissulaire et la présence d’'un infiltrat

inflammatoire chronique [207].

1.3.2.2.3 Physiopathologie de 'inflammation

La réponse inflammatoire est coordonnée par une large gamme de médiateurs
qui forment un réseau de régulation complexe [208]. Selon Russo-Marie el al., [209] ;

Weille [210], la réponse inflammatoire peut étre divisée en trois phases :

» Phase vasculaire : _Suite a un signal de danger d’origine exogéne ou endogéne se

déclenche la production de nombreux médiateurs (histamine, sérotonine Bradikynine,

prostaglandines et les cytokines).

» Phase cellulaire : Elle fait suite a la phase vasculaire et est caractérisée par I'afflux

des leucocytes vers le tissu interstitiel.

» Phase de résolution et de réparation : Une fois I'agent agresseur éliminé par les

polynucléaires neutrophiles les produits de dégradation et les cellules détruites sont
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phagocytés par les macrophages, ces derniers vont libérer des cytokines et des
médiateurs pour induire la cicatrisation et la régénération tissulaire par les cellules

endothéliales.

1.3.2.2.4 Anti-inflammatoires

On distingue deux types d’anti-inflammatoires: Anti-inflammatoire
stéroidiens : corticoides synthétiques ou naturels (sécrétés par la cortico-surrénale)
[211] [212] et les anti-inflammatoire non stéroidiens : tels que : libuproféne et le
diclofénac qui inhibent la synthése des prostaglandines. Cependant, leur utilisation
thérapeutique a long terme est souvent associée a des effets secondaires tels que
des ulceres gastro-intestinaux et une insuffisance rénale [213] [214] [215].

Les plantes médicinales possédant un effet anti-inflammatoire peuvent étre
une alternative aux anti-inflammatoire de synthéese en raison de leur moindre toxicité
[216] [217]. Les composés phénoliques sont dotés de propriétés anti-inflammatoires.
En effet certains acides phénoliques et flavonoides sont capables d’inhiber la
synthése de certains médiateurs pro-inflammatoires tels que les cytokines,
I'histamine et les prostaglandines [218] [219] [220].

1.3.2.3 Activité antalgique

1.3.2.3.1 La douleur

Selon 'lASP (International Association for the Study of Pain), la douleur est
une expérience sensorielle émotionnelle désagréable, due a une Iésion tissulaire

potentielle ou réelle, ou décrite dans ces termes [221] [222] [223].

Les stimuli peuvent étre d’origine physique, chimique ou thermique et peuvent

induire une réponse du systeme nerveux périphérique ou central [205] [224] [225].
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1.3.2.3.2 Physiopathologie de la douleur

Des que le corps est exposé a un message nociceptif externe les fibres
nerveuses sensitives des tissus stimulés (nocicepteurs) sont activées. Une fois
stimulés les nocicepteurs libérent des neuromédiateurs, induisant une vasodilatation
et une extravasation des protéines plasmatiques entrainant la stimulation des
terminaisons nerveuses (inflammation neurogéne). Le message nociceptif est
ensuite transmis au cerveau ou il sera traité [205] [224] [226] [227] [228] [229].

1.3.2.3.3 Antalgiques

Selon la classification de 'OMS, en fonction de la nature, de l'origine et de
l'intensité de la douleur, on distingue les antalgiques du premier palier a action
périphérique (le paracétamol et les AINS) et les antalgiques du deuxiéme et
troisieme palier a action centrale (opioides) [222] [230] [231] [232].

Des nombreuses études ont montré que les acides phénoliques et les
flavonoides possédent des effets analgésiques [233] [234] [235] [236]. Selon Verri et
al., [236] et Xiao et al., [237], les flavonoides sont capables d’inhiber la douleur
inflammatoire et neuropathique par des mécanismes induisant l'inhibition de la

production de cytokines et de la prostaglandine.

1.3.2.4 Activité antipyrétique

La température corporelle humaine normale est de 37°C (entre 36.5 et
37.5°C) [238] [239]. La fievre est I'un des premiers indicateurs cliniques de la maladie
chez le mammifére ainsi que I'un des motifs de consultation médicale le plus fréquent
dans le monde [240] [241]. C’est une augmentation de la température corporelle
commandée par le centre thermorégulateur de I'hypothalamus suite a une réaction

inflammatoire aigué d’origine infectieuse, physique ou chimique [242] [243].
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1.3.2.4.1 Physiopathologie de la fievre

D’aprés Mandell et al., [241] ; Martin et al., [243]; Hasllet et al., [244];
Walter [245], Les substances responsables de I'élévation de la température sont
dites pyrogénes exogenes . Elles induisent la production des certains cytokines
(pyrogenes endogenes) qui vont stimuler la production des prostaglandines (PGE) au
niveau des cellules endothéliales en contacts de I'hypothalamus. Les PGE pénétrent
dans I'hypothalamus et modifient l'activité du centre régulateur de la température
(thermostat) [243] [246] [247].

1.3.2.4.2 Antipyrétiques

Les antipyrétiques peuvent interrompre la réponse fébrile a n’importe quelle

étape de la voie de synthese des prostaglandines [248].

Les médicaments les plus employés de nos jours pour faire baisser la
température sont les anti-inflammatoires non stéroidiens et les dérivés du para-

aminophénol (paracétamol) [248] [249].

De nombreuse plantes médicinales ont montré des propriétés antipyrétiques,
et ceci pourrait étre attribué a leur richesse en métabolites secondaires tels que les
flavonoides et les acides phénoliques en raison de leur capacité a inhiber la
synthese des prostaglandines [250] [251] [252] [253].
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La présente étude a porté sur les feuilles et les fleurs d’Inula viscosa. Les

feuilles ont été récoltées au mois d’Avril et les fleurs de fin d’Octobre jusqu’a début

Novembre (2014 et 2015) dans la région de Tipaza aux pieds du mont Chenoua

(Figure 2.1) (Tableau 2.1).

Une récolte supplémentaire des tiges a été réalisée en Avril 2014 afin de

réaliser une étude histologique et un screening phytochimique de cet organe.

Tableau 2.1. Coordonnées géographiques du site de récolte d’Inula viscosa

Région d’étude Altitude

Latitude

longitude

Tipaza (Chenoua) | 112

36°35'32” Nord

2° 24’ 32" Est

Figure 2.1. Localisation géographique de la région d’étude
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L’identification de la plante a été faite au niveau du laboratoire de botanique

de I'Ecole Nationale des Sciences Agronomiques d’El-Harrach.

Les différentes parties de la plante ont été séchées séparément a 'ombre et a
une température ambiante (18-25°C) afin de préserver au maximum lintégrité des
molécules. Par la suite, elles sont broyées a l'aide d’'un broyeur mécanique. La
poudre obtenue est de couleur verte pour les feuilles et jaune pour les fleurs. Cette
derniere sera est conservée dans des flacons propres en verre hermétiquement

fermés a I'abri de I'hnumidité.

2.1.1.2 Micro-ogranismes étudiés

Les bactéries et les levures utilisées sont identifiées et référencées par le
laboratoire de stérilité et de microbiologie (Complexe Antibiotical SAIDAL, Médéa) et

le laboratoire de microbiologie de I'H6pital EI Hadi Flici ex EL-Kettar (Alger).

Nous avons également travaillé sur des bactéries pathogéenes isolées et
identifiées par le laboratoire de central de I'hopital ElI Hadi Flici ex EL-Kettar (Alger) et
le laboratoire central de I'hépital Frantz Fanon (Blida) ainsi que sur des levures du
genre Candida isolées et identifiées par le laboratoire de mycologie et parasitologie

de I'Hopital Mustapha-Pacha (Alger).

Des souches de leishmanies provenant de la banque de souches du
laboratoire d’éco-épidémiologie parasitaire de [I'Institut Pasteur d’Algérie (Dely

Ibrahim, Alger) ont également été utilisées.

2.1.1.3 Matériel animal

Pour I'évaluation des différentes activités biologiques des extraits d’lnula
viscosa, nous avons effectué des tests sur des animaux de laboratoire.

e Pour I'étude des activités anti-inflammatoire et antalgique, nous avons
utilisé des souris Swiss Albinos males et femelles de 25-30g fournies
par le laboratoire de pharmaco-toxicologie du complexe Antibiotical
SAIDAL, (Médéa).
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e Pour I'étude de l'activité antipyrétique, des rats males albinos Wistar
(150-200g) fournis par le laboratoire de pharmaco-toxicologie du Centre
de Recherche et de Développement (CRD) SAIDAL, (El Harrach) ont
été utilisés.

e Pour I'étude de la toxicité aigué, des tests ont été effectués sur des
souris Swiss Albinos des deux sexes (20-30g) provenant de I'animalerie
de I'lnstitut Pasteur d’Algérie (Kouba, Alger),

e Pour I'étude de la toxicité subaigué, nous avons utilisé des rats males
et femelles albinos Wistar (100-120g) provenant de l'animalerie de

I'Institut Pasteur d’Algérie (Kouba, Alger).

Tous les rats et toutes les souris ont été maintenus sous un cycle lumiére /
obscurité de 12/12 h, a une température de 22+2°C et a une humidité de 50+15%
constantes. Les femelles sont nullipares et séparées des males dans des cages
différentes. Leur alimentation standard est réalisée par des granulés fournis par

'ONAB. lIs regoivent de I'eau de robinet.

2.1.2 Matériel non biologique

Le matériel non Dbiologique utilisé est présenté en appendice
B.

2.2 Méthodes d’étude

2.2.1 Enguéte ethnobotanique

Un sondage a été effectué dans le but de recueillir des informations sur le
recours a la phytothérapie et plus précisément a l'utilisation traditionnelle de cette
plante par les habitants de certaines régions (Tipaza et Blida). L’'enquéte a concerné
un échantillonnage de 100 personnes représentant certaine catégories sociales,

suivant un questionnaire précis (Appendice C).

Certes cet échantillonnage est insuffisant mais il nous permet d’avoir une idée

générale mais précise sur 'utilisation de cette plante par les personnes interrogées.
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2.2.2 Etude microscopique

Pour mettre en évidence les sites sécréteurs et connaitre I'organisation des
différents tissus, des coupes histologiques transversales a main levée ont été
réalisées sur des tiges et sur des feuilles.

Pour cela, nous avons utilisé la technique de la double coloration en
'occurrence, le vert méthyl et le rouge congo (Figure 2.2) selon les étapes suivantes
[254] :

- On plonge les coupes dans I'eau de Javel a 12° pendant 10 a15 min pour vider les
cellules de leur contenu,

- Apreés ringage a I'eau courante pendant 5 a 10 min, on traite les coupes par I'acide
acétique (10%) pendant 1a 2 min pour faciliter la diffusion du colorant,

- Par la suite on les lave a I'eau courante durant 5 a 10 min et on les place dans le
vert de méthyle pendant 15 a 20 min,

- Les coupes sont rincées a I'eau courante pendant 5 a 10 min puis on les plonge
dans le rouge Congo 15-20 min,

- Les coupes sont ensuite lavées a I'eau, puis montées entre lame et lamelle et

observées au microscope photonique.

E_,g@ U*U U U

a-EaudeJavel | Rincage i I'eau d-Acide acétique  d-Ringage al'eau

10 -15 min 5-10 min 1-2 min 5-10 min

u () (@ ()

Confection de coupes fines

—_—
—
—

e-Vert de méthyle  f-Ringage a 'eau g-Rouge Congo h-Ringage a 'eau
15-20 min 5-10 min 15-20 min

A- Réalisation des B- Etapes de coloration C- Observation des
coupes transversales coupes au microscope
photonique

Figure 2.2. Coupes transversales a main levée et coloration
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2.2.3 Extraction des métabolites secondaires

2.2.3.1 Extraction par Soxhlet

Un extracteur Soxhlet est un appareil constitué d’'une piéce de verrerie utilisée en
chimie analytique et en chimie organique qui permet de faire I'extraction par solvant

continu d’une espéce chimique contenue dans une poudre solide [255].

On introduit 50g de poudre végétale de chaque organe de la plante, feuilles ou
fleurs dans une cartouche en papier filtre.

Cette derniére est placée dans le Soxhlet surmonté d’un réfrigérant. Une quantité
de 500 ml d’'un solvant (n-hexane) est versée dans un ballon qui contient un barreau
d’agitation et est porté a ébullition (69°C). Le solvant est vaporisé puis condensé
pour entrer en contact avec la matiere végétale. La solution collectée dans le ballon
s’enrichi de plus en plus en soluté a chaque cycle d’extraction (siphonage).

Aprés une quinzaine (15) de siphonages, on récupére dans le ballon le solvant
enrichi en substances solubles. L’extrait obtenu est filtré a travers un papier filtre
Watman n° 4. Apreés concentration a l'aide d’un évaporateur rotatif (40-50°C), nous

obtenons la fraction lipidique.

Le marc dégraissé par I'hexane est repris par le méthanol selon le méme
protocole (extraction par Soxhlet a 64,5°C) pour récupérer la fraction polaire. Les

ballons contenant les résidus secs sont pesés avant et apres extraction afin de

Réfrigérant

Eau

Réservoir a siphon

Cartouche

Ballon de récupération

Plague chauffante

Figure 2.3. Systéme d’extraction au soxhlet (Original, 2016)



44

2.2.3.2 Préparation des décoctés

Pour la préparation des décoctés a 10%, 50 g de la poudre végétale de
chaque organe de la plante feuilles ou fleurs sont portées a ébullition dans 500 mL
d’eau distillée durant 15 minutes. Le mélange obtenu est ensuite filtré a travers un
papier filtre Watman n°4 et évaporé sous pression puis lyophilisé pour obtenir un
extrait sec [258] [259].

Les extraits secs (Tableau 2.2) obtenus par les différentes méthodes

d’extraction sont conservés a 4°C jusqu’a leur utilisation.

Tableau 2.2. Extraits secs obtenus

Organe Extraits obtenus Abréviation
n-hexane H/F

Feuilles Méthanolique EMeOH/F
Décocte D/F
n-hexane H/FIr

Fleurs Méthanolique EMeOH/FIr
Décocte D/Flr

2.2.3.3 Rendement d’extraction

Le rendement (R) de la plante en extraits secs est le rapport entre la masse
de I'extrait sec (Mg) et la masse de la poudre végétale (My) de la prise d’essai [257]

[260]. Le rendement est exprimé en pourcentage et calculé selon la formule suivante:

R=[M_/M ] X 100
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Figure 2.4. Diagramme récapitulatif des étapes d’extractions
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Figure 2.5. Diagramme récapitulatif des activités biologiques étudiées
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2.2.4 Etude phytochimique

2.2.4.1 Screening phytochimigue

Le screening phytochimique consiste a effectuer un ensemble de tests
chimiques simples et rapides qui permettent de détecter différents types de

composeés chimiques [261] [262].

Les tests phyto-chimiques sont réalisés afin de rechercher les métabolites
secondaires existants dans la plante. lls sont effectués sur la poudre végétale des

organes aériens de la plante.

e Recherche des flavonoides

On introduit dans un tube a essai 5 mL d’'infusé a 5%, auquel on ajoute 5mL
d’acide chlorhydrique et 1 mL d’alcool iso-amylique, puis quelques copeaux de
magnésium. Une réaction de précipitation se produit durant quelques minutes.
L’apparition d’une coloration rouge orangée indique la présence de flavonoides [263]
[264] [265].

e Recherche des anthocyanes

On introduit dans un tube a essai 5 mL d’infusé a 5% auquel on ajoute 5 mL
d’acide sulfurique (H.SO,; 1M), puis 5 mL d’ammoniaque (NH,OH 1M). Si la
coloration s’accentue par acidification puis vire au bleu violacé en milieu basique, on

peut conclure a la présence d’anthocyanes [264] [266].

e Recherche des leuco-anthocyanes

On ajoute 20 mL d’'un mélange de propanol /acide chlorhydrique (v/v) a 2 g de la
poudre végétale. L’'ensemble est porté a ébullition au Bain-marie pendant 3 min. Une

coloration rouge se développe en présence de leuco-anthocyanes [263] [264].

e Recherche de tanins

» Recherche des tanins condensés
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On ajoute 7 mL du réactif de Stiansy a 15 mL d’infusé a 5%. Le mélange est
chauffé au Bain-marie (90°C) pendant 15 min. L’apparition d’'une coloration rouge

indique la présence de tanins condensés [267].

> Recherche des tanins galliques

On ajoute de 'acétate de sodium a 5 mL d’infusé a 5% jusqu’a saturation, puis
on y ajoute goutte a goutte 1mL de FeClz a 1%. L’apparition d’'une coloration bleue

foncée révele la présence de tanins galliques [265] [267] [268].

e Recherche des dérivés anthracéniques libres

On ajoute 10 mL de chloroforme a 1 g de poudre végétale, le mélange est
chauffé au bain marie pendant 3 min puis filtré. A 1 mL de ce filtrat on ajoute 1 mL
de d’amoniaque (NH4OH 1M), I'ensemble est ensuite agité. L’apparition d’une

coloration rouge indique la présence de dérivés anthracéniques libres [265] [269].

e Recherche des dérivés anthracénigues combinées

On ajoute 15 mL d’acide sulfurique (H.SO4, 2M) a 2 g de poudre végétale. Le
mélange est mis en reflux pendant 2 heures. Apres filtration, on ajoute 20 mL de
chloroforme. Ce mélange est évaporé a sec, puis repris avec de I'ammoniaque
(v/2v). L'apparition d’'une coloration rouge révéle la présence de quinones combinées
[267].

e Recherche des saponosides

On introduit dans une série de 10 tubes aessai 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9 et 10 mL du
décocté a 10%. Les différents tubes sont ajustés a 10 mL avec de I'eau distillée. Les
solutions obtenues sont ensuite soumises a une forte agitation manuelle pendant 15
min dans le sens de la longueur des tubes. On laisse reposer les mélanges pendant
15 min. la formation d’une mousse persistante indique la présence de saponosides
[270].

e Recherche des alcaloides

On fait humecter 5 g de poudre végétale avec 25 mL d’ammoniaque a 10% qu’on

laisse macérer pendant 24 h dans 50 mL d’'un mélange éther/chloroforme (3v/1v). Le
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filtrat est additionné a 4mL d’acide chlorydrique (HCI, 2M). A 1mL du filtrat, on ajoute
2 a 5 gouttes du réactif de Valser-Mayer. L’apparition d’'un précipité blanc jaunatre
indique la présence d’alcaloides [263] [264].

e Recherche des coumarines

On fait bouillir 2 g de poudre végétale dans 20 mL d’alcool éthylique pendant 15
min, puis on filtre. A 5 mL de ce filtrat, on rajoute 10 gouttes de la solution de KOH
(10%) et quelques gouttes d’'HCI (10%). La formation d’un trouble indique la
présence de coumarines [264] [265].

e Recherche des glucosides

On ajoute quelques gouttes d’acide sulfurique (H.SO, 1M) a 2 g de poudre
végétale. La formation d’'une coloration rouge brique puis violette indique la présence
de glucosides [263] [267].

e Recherche des terpénes et des stérols

On ajoute 100 mL d’éther a 5 g de la poudre végétale, 'ensemble est macéré
pendant 24 h. L’extrait éthérique est ensuite évaporé a sec et repris avec 1mL
d’anhydride acétique puis 1mL de chloroforme. On dépose de I'acide sulfurique au
fond du tube contenant I'extrait. En cas de réaction positive il se forme un anneau
rouge-brunatre ou violet a la zone de contact des deux liquides, la couche
surnageante étant verte ou violette [267].

2.2.4.2 Dosage des composés phénoligues

2.2.4.2.1 Dosage des polyphénols totaux

Le dosage des polyphénols totaux contenus dans les extraits : EMeOH/F ;
EMeOH/FIr ; D/F et D/FIr est effectué par la méthode du Folin-Ciocalteu selon le

protocole décrit par Singleton et Rossi [271], Pour cela, nous procédons comme sulit :

On ajoute 1TmL d’une solution de Folin-Ciocalteu (diluée 10 fois) a 200 yL de
chaque extrait (1 mg/mL), 4 minutes aprés 800 pL d’une solution de carbonate de

sodium (7,5%) sont ajoutés au mélange. Aprés 2 h d’incubation a I'obscurité et a
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température ambiante, I'absorbance est mesurée contre un blanc a l'aide d’'un

spectrophotomeétre a une longueur d’'onde de 760 nm.

Le Blanc contient les mémes réactifs en remplagant I'échantillon par le solvant

utilisé pour la solubilisation des extraits.

Une gamme étalon est préparé dans les mémes conditions avec de l'acide
gallique a différentes concentrations pour I'établissement d’'une courbe d’étalonnage
(Figure 2.6).

La teneur en composés phénoliques totaux des extraits est calculée a partir de
'équation y=ax+b de la courbe d’étalonnage. Les résultats sont exprimés en
milligramme d’équivalent d’acide gallique par gramme d’extrait sec (mg EAG/g Es).

Chaque essai est réalisé trois fois.

1,40 - y = 0,0042x + 0,0484
R2 = 0,9902
1,20 -
1,00 -
3 0,80 -
N~
Q 0,60 -
0,40 -
0,20 -
0,00 T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350
(LgAG/mI)

Figure 2.6. Courbe d’étalonnage de I'acide gallique pour le dosage des phénols

totaux
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2.2.4.2.2 Dosage des flavonoides

La teneur en flavonoides des différents extraits (EMeOH/F ; EMeOH/FIr ; D/F et
D/FIr) est déterminée par la méthode du chloride d’Aluminum selon le protocole

décrit par Bahorun et al., [272], le protocole expérimental est le suivant :

On ajoute 1mL de la solution AICI3 (2%) a 1mL de chaque extrait (1 mg/mL).
Aprés 10 minutes d’incubation a I'obscurité, 'absorbance est mesurée contre un

blanc a une longueur d’'onde de 430 nm.

Le Blanc contient les mémes réactifs en remplacant I'échantillon par le solvant

utilisé pour la solubilisation des extraits.

La quercétine a différentes concentrations est utilisée dans les mémes conditions

gue les échantillons pour la préparation d’'une courbe d’étalonnage (Figure 2.7).

La teneur en flavonoides des extraits est calculée a partir de I'équation y=ax+b de
la courbe d’étalonnage de la quercétine. Les résultats sont exprimés en milligramme
d’équivalent de quercétine par gramme d’extrait sec (mg EQ/g Es). Chaque test est

réalisé trois fois.

1,60 - y = 0,004x - 0,0198
140 R? = 0,9944

1,20 -
1,00 -
0,80 -
0,60 -
0,40 -
0,20 -
0,00

DO 430

0 100 200 300 400
(ng/mi)

Figure 2.7. Courbe d’étalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides
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2.2.4.3 Analyse gualitative par HPLC-DAD-ESI-MS/MS

2.2.4.3.1 Principe

L’analyse des extraits méthanoliques des feuilles et des fleurs d’'Inula viscosa
est réalisée en utilisant la Chromatographie a Haute Performance (HPLC) équipée
d'un détecteur UV a barrettes de diodes (DAD) et couplée a un spectrométre de
masse en tandem (MS/MS) a triple quadripdle équipé d’une source d’ionisation
électrospray (ESI) (HPLC-DAD-ESI-MS/MS).

e Chromatographe en phase Liquide a Haute Performance (HPLC)

Le principe de la chromatographie liquide a haute performance peut étre décrit
comme suit :

La phase stationnaire, poreuse, est formée de petites billes contenues dans
une colonne. Le liquide ou phase mobile, entre par une extrémité et sort par l'autre.
Le solvant est déplacé activement par une pompe. Les molécules a analyser se
déplacent differemment dans la colonne et prennent un certain retard dans la
migration. Un détecteur placé a la sortie de la colonne va déceler le passage de
chacune des substances. L’intensité de la réponse du détecteur va aussi permettre,

apres calibration, de donner la concentration de la molécule [273] [274].

La séparation des composés dépend de leur affinité pour les deux phases non
miscibles, une phase stationnaire et une phase mobile (solvants d’élution de
polarités différentes) [51] [274].

e Détecteur UV a barrettes de diodes (DAD)

Le détecteur a barrette de diodes est également un détecteur UV multi-
longueurs d’ondes qui permet d’enregistrer simultanément la totalité du spectre UV
de I'espéce éluée a différentes longueurs d’onde [275]. Le détecteur a barrette de
diodes prend en continu un spectre UV de I'éluant au travers le développement
complet du chromatogramme. Il s'ensuit qu'un chromatogramme peut étre reconstruit
en surveillant une longueur d'onde spécifigue, ne représentant ainsi que les

substances qui absorbent la lumiére UV a la longueur d'onde choisie. [276].
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e Source d’ionisation électrospray (ESI)

Le transfert des analytes ionisés de la phase liquide vers la phase gazeuse
par ESI implique trois étapes : la dispersion d'une fine pulvérisation de gouttelettes,

suivie de I'’évaporation du solvant et I'éjection d'ions a I'état gazeux [277] [278].

Dans une source ESI, un flux continu de I'échantillon en solution (analyte+
éluant) est introduit dans la source a travers un tube capillaire en acier inoxydable ou
en silice de quartz qui est soumis a un fort potentiel élevé (par exemple de 2,5 a 6,0
kV) induisant un champ électrique. Ce dernier entraine la formation, d’'une brume
(spray) de gouttelettes fortement chargées. L'application d'un gaz (par exemple de
I'azote) améliore la nébulisation. A l'aide d'une température de source ESI élevée et /
ou d'un autre courant de gaz de séchage d'azote, les gouttelettes chargées sont
continuellement réduites en taille par évaporation du solvant, entrainant la formation
de gouttelettes de plus en plus fines jusqu’a ce que les ions a la surface des
gouttelettes soient éjectés dans la phase gazeuse. Les ions émis sont échantillonnés
par un cone et sont ensuite transférés dans l'analyseur de masse pour analyse

ultérieure de la masse moléculaire et mesure de l'intensité des ions [277].

En mode positif la charge se fait généralement par protonation et donne des
ions [M+H]", mais en mode négatif, la charge est déprotonée et donne des ions [M-
H] [278].

e Spectrométre de masse en tandem (MS/MS) a triple quadripdle

L’ESI transforme I'analyte en phase gazeuse sans rompre les liaisons
covalentes et fournit les informations sur le poids moléculaire. Ce dernier seul ne
permet pas de déterminer la structure d'un analyte inconnu. Ainsi, la fragmentation
de l'analyte gazeux est requise pour I'élucidation structurelle [278]. Dans un systeme
guadripolaire tandem typique, trois quadripdles sont mis en place de facon linéaire
L'analyte d'intérét (habituellement appelé ion précurseur) est sélectionné en masse
par le premier quadripble (Q1) et peut entrer en collision avec un gaz de collision
(habituellement de l'argon) dans une seconde cellule de collision quadripolaire qui
opere en radio-fréquences « RF » (Q2), ou le les ions précurseurs sont activés par
collision et subissent une fragmentation supplémentaire. Ce processus est connu

sous le nom de dissociation induite par collision (DIC). Les ions fils issus de la DIC
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sont lies a la structure moléculaire des ions et peuvent étre surveillés par un
troisieme analyseur de masse quadripolaire (Q3) fournissant des informations
structurelles sur les ions moléculaires. Ce systeme en tandem est couramment
désigné par MS / MS dans la littérature [277].

Lorsque les ions traversent un champ magnétique ou électrique, leur
mouvement est affecté par leur rapport m/z qui est le principe de la séparation des
ions dans la MS [277].

e Détecteur

Le détecteur sert a mesurer le nombre d’électron et a amplifier le signal pour
atteindre une bonne sensibilité. Un moyen plus moderne de mesurer le faible flux
d'ions est l'utilisation d'un multiplicateur d'électrons. Il s’agit probablement du mode
de détection le plus utilisé en spectrométrie de masse de nos jours. Le schéma
général est I'impact d’'un ion sur la premiére surface conductrice, surface d’entrée du
détecteur maintenue a tres haute tension; qui va générer des électrons. Ces
électrons sont accélérés vers une seconde surface qui va générer un plus grand
nombre d’électrons. Au final, pour un ion arrivé sur la dynode d’entrée, un courant
faible mais mesurable aprés amplification sera récupéré sur la derriere dynode
[278][279].

2.2.4.3.2 Conditions opératoires

La séparation a été réalisée par une colonne ODS (125 mm de longueur ;
2mm de diametre et 4um de porosité). La phase mobile est constituée d’eau ultra
pure contenant 0,1% d’acide acétique (solvant A) et d’Acétonitrile (solvant B).
L’élution est réalisée a un débit de 250 pyL/min. Le gradient d’élution est le suivant: O-
1min (95% A), 1-30 min (40% A), 30-30,1 min (100% B), 30,1-37,1 min (95% A),
37,1-50 min (95% A). La température est fixée a 35°C et la quantité de I'échantillon
injectée est de 25 pL (1mg/mL). L’acquisition des spectres UV est réalisée entre 200
et 550 nm.

L’ionisation ESI est réalisée en mode négatif ce qui conduit a la formation
d’ions moléculaires de type [M-H], les paramétres d’ionisation et de fragmentation de

chaque composé dépendent essentiellement de ses propriétés physicochimiques.
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Les parametres relatifs au fonctionnement du spectrométre de masse sont les
suivants : Gamme de masse (mode fullscan) m/z (135-650), tension du capillaire :
3,2 kV, tension du cbne : 40V, température de la source : 110°C, température du
gaz (N2): 400°C et tension du multiplicateur : 550 V.

2.2.4.3.3 Lecture

L’acquisition des données est effectuée par le logiciel MassLynx (Version 4.0).
La tentative d’identification des différents composés est basée sur la comparaison de
leurs spectres d’absorption en UV et leurs types de fragmentation en spectrométre

de masse avec les spectres connus et ceux publiés dans la littérature.

2.2.5 Etude des activités biologiques d’Inula viscosa L.

2.2.5.1 Activités In Vitro

2.2.5.1.1 Evaluation de l'activité antioxydante

Plusieurs méthodes sont utilisées pour mesurer I'activité antioxydante des
extraits des plantes. Le potentiel antioxydant des différents extraits (H/F ; H/FIr;
MeOH/F ; MeOH/FIr ; D/F et D/FIr) a été évalué par la méthode relative au piégeage
du radical libre 2,2-diphenyl-I-picrylhydrazil (DPPH) ainsi que par la méthode de
réduction du fer (FRAP).

2.2.5.1.1.1Piégeage du radical libre DPPH

Le piégeage du DPPH est tributaire de sa réactivité avec des composes
anti-radicalaires dont le mécanisme principal d’action se traduit par la réduction de ce

monoradical en DPPHH suite au transfert d’'un atome d’hydrogéne [280].

Le DPPH (2,2-diphenyl-I-picrylhydrazil) est un radical libre stable qui montre
une coloration violette foncée mais, lorsqu’il est réduit, cette coloration devient
jaune pale [280] [281].

Le pouvoir antioxydant des extraits a été évalué selon la méthode décrite

par Sanchez-Moreno et al., [282] comme sulit :
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a. Préparation de la solution du DPPH

Une solution de 0,025 g/L de DPPH est préparée dans du méthanol absolu, le
mélange de couleur violette est conservé a l'abri de la lumiére pour éviter son

oxydation.

b. Préparation des échantillons

On prépare une solution mére en dissolvant 1mg de chaque extrait dans 1mL
de méthanol. A partir de cette solution, on réalise une série de dilutions de 0,6 ; 0,4;
0,2;0,1;0,05 et 0,01 mg/mL.

c. Mode opératoire

Dans des tubes stériles, on introduit 50uL de chaque concentration des
différents extraits, auxquels on ajoute 1950 L de la solution de DPPH, le mélange
est incubé pendant 30 minutes a température ambiante et a I'abri de la lumiére. La

lecture de la densité optique (Abs) se fait a 515 nm.

Des solutions d’acide ascorbique (témoin positif) sont préparées dans les
mémes conditions que les échantillons. Un blanc composé de 50 uL de méthanol et
1950 pL de la solution de DPPH est également préparé pour le calcul des
pourcentages d’inhibitions des extraits. Le témoin négatif est constitué uniqguement

de méthanol. Chaque essai est répété trois fois.

d. Expression des résultats

L’activité antioxydante exprime la capacité de piéger le radical libre. Elle est
estimée par le degré de décoloration du DPPH en solution dans du méthanol selon la

formule suivante :

Inhibition (%) = [(Abs blanc — Abs echantillon) /Abs blanc |x 100

La valeur ECso (appelée aussi Clso) est déterminée pour chaque extrait. Elle
est définie comme étant la concentration du substrat qui cause la perte de 50% de
l'activité du DPPH [283].
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Les valeurs moyennes des ECsp, sont calculées a partir des régressions

linéaires des trois répétitions de chaque extrait [283].

2.2.5.1.1.2 Pouvoir réduction du fer (FRAP)

La présence des composés réducteurs dans les extraits provoque la réduction
des ions ferrique Fe*" (Complexe ferricyanide) en ions ferreux Fe®*. La formation du
Fe?* peut étre évaluée en mesurant et en surveillant 'augmentation de la densité de
la couleur bleu vert dans le milieu réactionnel a 700nm, par conséquent plus la
coloration est intense plus I'échantillon analysé est considéré comme un bon
réducteur [284].

Le pouvoir réducteur du Fe®* par les différents extraits a été évalué selon la

meéthode décrite par d’Oyaizu [285] comme suit :a

a. Préparation des échantillons

On prépare une solution mére en dissolvant 1mg de chaque extrait dans 1mL
de méthanol. A partir de cette solution, on réalise une série de dilutions de 0,6 ; 0,4;
0,2;0,1;0,05et0,01 mg/mL.

b. Mode opératoire

Dans des tubes stériles, on introduit 1mL de chaque concentration des différents
extraits (0,6 ; 0,4; 0,2; 0,1; 0,05 et 0,01 mg/mL), auquel on ajoute 2,5 mL d’une
solution tampon de phosphate (0,2 mol/L, pH=6,6) et 2,5 mL d'une solution de
Ferricyanure de potassium KzFe(CN)s a 1%. Le mélange est vigoureusement agité
puis incubé au bain-marie a 50°C pendant 20 minutes. Aprés incubation, on ajoute
2,5 mL d’acide trichloroacétique a 10% pour stopper la réaction, les tubes sont
ensuite centrifugés a 3000 rpm pendant 10 minutes. A 2,5 mL du surnageant sont
ajoutés 2,5 mL d’eau distillée et 0,5 mL d’'une solution aqueuse de chlorure ferrique

FeCl3a 0.1%. La lecture de la densité optique se fait a 700 nm.

Les solutions d’acide ascorbique sont préparées dans les mémes conditions
gue les échantillons. Un blanc est préparé dans les mémes conditions mais en

remplagant I'extrait par du méthanol. Chaque essai est réalisé trois fois.
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c. Expression des résultats

L’absorbance augmente avec 'augmentation du pouvoir réducteur des extraits.

Les valeurs moyennes des ECsy correspondant aux concentrations efficaces
donnant une absorbance de 0,5 de pouvoir réducteur du Fer, elles sont calculées par
régressions linéaires des trois répétitions de chaque extrait [286].

2.2.5.1.2 Evaluation de I'activité antimicrobienne

2.2.5.1.2.1 Evaluation de I'activité antibactérienne et anticandidosique

a. Souches microbiennes étudiées

Dans cette partie, nous avons testé la sensibilité de certaines souches
microbiennes référenciées (ATCC) et de quelgues souches isolées a partir de
prélevements hospitaliers (Pat) (Tableaux 2.3 et 2,4), vis-a-vis des différents
extraits de la plante (H/F ; H/FIr ; EMeOH/F ; EMeOH/FIr ; D/F ; D/FIr) (Appendice D).

Tableau 2.3. Souches microbiennes ATCC étudiées

Souches ATCC

Gram positif Staphylococcus aureus 6538
Staphylocccus epidermidis 12228

Streptococcus pneumoniae 49619

Enterococcus faecalis 51299

Gram négatif Escherichia coli 10536
Klebsiella pneumoniae 13883

Pseudomonas aeruginosa 9027

Acinetobacter baumannii 19606

Levure Candida albicans 10231
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Tableau 2.4.Souches microbiennes isolées et identifiées étudiées (Pat)

Gram positif

Souches Origine du prélevement
Staphylococcus aureus SARM Bronchique
Staphylococcus saprophyticus Urine

Enterococcus faecalis Fissure Anal

Streptococcus pyogenes

Pus d’une plaie

Streptococcus pneumoniae

Ligquide céphalo-rachidien

Gram négatif

Escherichia coli

Urinaire

Klebsiella pneumoniae

Sécrétion nasale

Pseudomonas aeruginosa

Pus d’une plaie

Acinetobacter baumannii

Préléevement distal protégé

Salmonella spp. Selles
Levure Candida albicans Vaginale
Candida glabrata Vaginale

Candida tropicalis

Ongle de la main

Candida parapsilosis

Ongle de la main

b. Principe de la technigue de diffusion sur milieu gélosé

On a utilisé la méthode de diffusion sur milieu gélosé [287]. Elle consiste a

déposer des disques de papier Wattman imprégnés des substances actives a étudier

a la surface d’une gélose préalablement inoculée avec une suspension de la souche

a tester. Apres incubation, une zone d’inhibition circulaire se forme autour des

disques, traduisant I'inhibition de la croissance de cette souche [288] [289].

Toutes les étapes de l'activité antimicrobienne sont réalisées dans des

conditions d’asepsie devant un Bec bunsen

c. Contrbéle microbiologique des souches

Avant la réalisation des tests, toutes les souches bactériennes subissent des

repiguages, des examens microscopiques, des colorations de Gram et des

identifications biochimiques afin de s’assurer de leur identité et de leur pureté.
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d. Préparation des cultures microbiennes

On ensemence les différentes souches bactériennes dans des tubes a essai
contenant un bouillon nutritif, ces derniers sont incubés a 37°C pendant 24 h. A partir
des différents tubes on ensemence les souches par la méthode de stries sur des
géloses nutritives préalablement coulées dans des boites de Pétri qu’on incube a
37°C pendant 24 h.

Les levures du genre Candida sont également ensemenceées par la méthode
de stries, sur milieu Sabouraud déja coulé dans des boites de Pétri, puis sont

incubées a 25°C pendant 48 h.

e. Préparation des extraits

On prépare a partir des différents extraits a tester trois concentrations de 50 ;
100 et 200 mg/mL de DMSO.

f. préparation des milieux de culture

On fait fondre les différents milieux de cultures (Muller-Hinton pour les
bactéries et Sabouraud pour les levures) dans un Bain-marie a 90+3°C. Aprés
liquéfaction des milieux, on les verse aseptiguement dans des boites de Pétri a
raison de 10 mL par boite et on les laisse se solidifier a température ambiante sur la

paillasse.

g. Mode opératoire

e Préparation de I'inoculum

L’inoculum est préparé a partir de colonies jeunes de 24 h de chaque bactérie
(3 a 5 colonies). Ces derniéres sont émulsionnées dans 9 mL d’eau physiologique
stérile. La densité optique des différentes suspensions bactériennes est ensuite
ajustée a 0,5 MC Farland a l'aide d’un densitométre ce qui correspond a une
concentration de 10 UFC/mL [290].

La suspension de levures est préparée selon le méme protocole a partir de

cultures de 48 h (4 & 5 colonies) pour obtenir un inoculum de 108 UFC/mL.
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Les différents inoculums ainsi préparés doivent étre ensemenceés dans les 15

minutes qui suivent leur préparation.

¢ Ensemencement des boites

On imbibe un écouvillon stérile avec I'inoculum préparé et on 'ensemence en
stries serrées sur la gélose appropriée en faisant pivoter la boite de pétri

horizontalement a 60°, pour couvrir toute sa surface.

e Dépot des extraits et incubation

On imbibe des disques stériles de 6 mm de diametres avec 15 pL de chaque
concentration d’extrait a tester, que l'on dépose sur la surface de la gélosé
préalablement ensemencée avec la suspension microbienne. Les boites sont
fermées et incubées a température ambiante pendant 20 minutes, puis dans une
étuve a 37°C pendant 24 h pour les bactéries et & 25°C pendant 48 h pour les
levures [288] [289]. Chaque test est réalisé trois fois.

Une boite dite témoin négatif ne contenant que le milieu de culture, le germe a
étudier et les disques imbibés par du DMSO est préparée dans les mémes conditions

afin de vérifier 'effet du DMSO sur les souches étudiées.

pY \

Des témoins positifs a base d’antibiotiques (Vancomycine a 30ug par
disque/Gram positif et Imipéneme a 10ug par disque /Gram négatif) ou
d’antifongiques (Nystatine a 10ug par disque /Levures) sont également testés sur les

souches dans les mémes conditions que les extraits.
e Lecture

Aprés incubation, on mesure le diametre des zones d’inhibitions (DZI) formée

autour des disques a I'aide d’un pied a coulisse (mm) [291].

Selon Ponce et al., [292], la zone d’inhibition est définie comme étant une auréole

claire formée autour du disque, ou aucune croissance n’est observée.

D’aprés Carovi¢c-Stanko et al., [293], Les résultats sont classés suivant la

sensibilité des souches vis-a-vis des substances testées comme suit :
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e Diametre < 10mm : souche non sensible ou résistante
e Diametre de 10 a 15 mm : souche moyennement sensible
e Diametre de 15 a 19 mm : souche trés sensible

e Diametre = 20 mm: souche extrémement sensible

g. Détermination des parametres antibactériens (CMI, CMB)

La CMI et CMB vis-a-vis des souches de Candida n’ont pas été réalisées

g.1. Concentration minimale inhibitrice (CMI)

Elle est définie comme étant la plus faible concentration de la substance a
tester a laquelle aucune croissance bactérienne n’est observée au bout de 24h [294].

Elle est déterminée pour les extraits qui présentent une zone d’inhibition = a 15 mm.

La détermination de la CMI est réalisée par la méthode de contact direct en milieu
liquide [295].

e Préparation de I'inoculum

Deux colonies bactériennes d’une culture jeune de 24 heures sont prélevées a
l'aide d’'une pipette Pasteur stérile et émulsionnées dans un tube a essai stérile
contenant 10mL du bouillon Muller-Hinton. Le mélange est incubé a 37°C pendant 3
h. Aprés cette incubation, une suspension de 0,3 mL de cette pré-culture est

prélevée et diluée dans 10 mL du bouillon Muller-Hinton puis homogénéisée.

e Préparation de la gamme de concentration

On prépare a partir des extraits a tester une solution mére d’une concentration
de 100 mg/mL a partir de laguelle une série de dilutions au demi est réalisée dans
des tubes a hémolyse afin d’obtenir une gamme de concentrations allant de 50

mg/mL & 1.56 mg/mL.

e Réalisation du test

On introduit 1 mL de chaque concentration dans un tube a essai contenant
1mL de l'inoculum bactérien. Deux tubes ne contenant pas d’extrait sont préparés
afin de servir de témoin de contrdle de la croissance des germes et de la stérilité du

milieu. Les différents tubes sont incubés a 37 °C pendant 24 heures.
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e Lecture et interprétation

Aprés incubation, on effectue une observation a I'ceil nu des différents tubes et la
plus faible concentration & laquelle aucune croissance bactérienne n’est observée

(milieu trouble) correspond a la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI).

g.2. Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)

La Concentration Minimale Bactéricide (CMB) désigne la plus petite concentration
d’'une substance qui laisse au maximum 0,01% de bactéries survivantes apres 24
heures d’incubation a 37 °C [295].

On prépare des dilutions allant 10™* & 10* de I'inoculum de départ. Ces dilutions
sont ensemencées a l'aide d’'une anse en stries (sur 5 cm de long) sur des boites de
Pétri contenant du milieu Muller-Hinton solide. Ces boites nommées ‘A’ sont ensuite

incubées a 37°C pendant 24 heures.

Apres la lecture des CMI, les tubes dans lesquels il N’y a pas eu de croissance
visible de bactérie servent a ensemencer en stries, sur 5 cm de long, des boites
contenant de la gélose Muller-Hinton. Cette série de boites de Pétri est nommée ‘B’
et est incubée a 37°C pendant 24 heures.

La CMB est ensuite déterminée en comparant la croissance bactérienne des
boites A et B. Le premier tube expérimental dont le nombre de germes présents sur
sa strie est inférieur ou égal a celui de la dilution 10* (0,01% de croissance)

correspondra a la CMB.

a. Calcul du rapport CMB/CMI

Le rapport CMB/CMI permet de préciser la modalité d’action de la substance
testée [296].

Selon Oussou et al., [297], I'extrait est bactéricide si le rapport CMB/CMI 4. |l
est dit bactériostatique quand le rapport CMB/CMI >4.
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2.2.5.1.2.2 Evaluation de I'activité antileishmanienne

2.2.5.1.2.2.1 Activité antileishmanienne sur la forme promastigote

a. Souches de leishmanies

Dans cette étude, les souches utilisées sont conservées dans de I'azote liquide
(Tableau 2.5).

Tableau 2. 5. Souches de leishmanies étudiées

Code OMS Espece Zymodeme
MHOM/DZ/2005/LIPA 15/05 Leishmania Infantum MON 1
MHOM/DZ/2009/LIPA 100/09 Leishmania major MON 25
b. Principe

La culture des promastigotes en milieu axénique permet le criblage de
lactivité anti-leishmanienne de nombreuses molécules. Cette méthode
d’évaluation repose sur I'estimation de la viabilité ou I'inhibition de la prolifération

des cellules parasitaires [298].

L’activité leishmanicide est réalisée suivant les protocoles opératoires internes du
Laboratoire d’Eco-épidémiologie Parasitaire et Génétigue des Populations de

I'Institut Pasteur d’Algérie.

c. Décongélation et entretient des souches

Les souches sont retirées de I'azote liquide et décongelées sous la hotte pendant
3 minutes puis transférées rapidement dans des tubes contenant du milieu Novy-Mc
Neal-Nicolle (NNN). La viabilité et la mobilité des parasites sont vérifiées entre lame

et lamelle sous microscope optique. Les tubes sont incubés a 25°C pendant 5 jours.

d. Préparation de la suspension parasitaire (Promastigotes)

On préleve 200 pL de chaque culture parasitaire a partir des tubes NNN (Novy
Nicolle Mc Neal) que I'on ajoute @ 2 mL de RPMI 1640 (Roswell Park Memorial
Institute) additionné de 10% de SVF (Sérum de Veau fcetal) pour préparer la

premiere suspension. Les tubes sont ensuite incubés a 25°C pendant 5 jours. Un
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deuxieme passage sur milieu RPMI est réalisé en rajoutant 200 yL de la premiére

suspension a 2 mL de RPMI (10% de SVF) qu’on incube a 25°C pendant 5 jours.

Les suspensions parasitaires obtenues sont centrifugées a 2500 rpm pendant 10
min. On récupére le culot contenant les parasites et on le remet en suspension dans
du RPMI frais.

Le comptage des parasites est réalisé sur cellule Thoma sous microscope
optique en mélangeant 20uL de la suspension de leishmanies, 20uL de formol a 10%

et 20uL de bleu de Trypan.

Les suspensions parasitaires sont ensuite ajustées & 10° dans du RPMI et
incubées a 25 °C pendant 5 jours. Au bout des 5 jours, les cultures parasitaires sont
& nouveau ajustées a volume constant dans du RPMI (10° parasites/mL de RPMI)

pour tester I'activité leishmanicide des extraits.

e. Préparation des extraits

On dissout 'TEMeOH/F et TEMeOH/FIr dans du DMSO, puis on les dilue dans du
RMPI de maniere a ce que la concentration finale de DMSO ne dépasse pas 0,3%.

Quant aux D/F et D/FIr, ils sont dissouts directement dans du RPMI.

Les extraits sont par la suite filtrés a travers des membranes de PTFE

(polytétrafluoroéthyléne) de 0,22um de porosité pour assurer leur stérilité.

On prépare une série de dilutions a partir de chaque extrait (6,25 ; 12,5; 25 ; 50
et 100pug/mL de RPMI).

f. Mode opératoire

Dans des microplaques stériles a fond plat (96 puits), on met en contact 10uL
de chaque concentration d’extrait avec 80uL de la suspension parasitaire (10°
parasites/mL de RPMI).

Un témoin négatif est realisé en remplacant les 10uL d’extrait par du RPMI, un
témoin positif est également préparé en utilisant le produit de référence :
antimoine (SBIIl) aux mémes concentrations que les extraits. L'effet du RPMI a
0,3% de DMSO est eégalement veérifie. Les microplaques sont ensuite incubées a
25°C pendant 72h [299] [300].
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On prépare deux microplaques différentes pour faire une lecture au Bleu de
Trypan (Chaque test est réalisé quatre fois) et une lecture au MTT (Chaque test
est réalisé trois fois) [299] [300].

Dans la microplaque destinée a la révélation par le MTT, on prévoit deux puits
qui contiennent 10uL de chaque concentration d’extrait avec 80uL de RPMI ; ces
dernier vont nous permettre de mesurer la DO du bruit de fond (coloration de
I'extrait). Deux autres puits contenant uniguement du RPMI (90 pL) sont préparés
pour mesurer la DO du bruit de fond du RPMI (bruit de fond du témoin négatif).

g. Révélation au Bleu de Trypan

e Principe

Ce test est utilisé pour déterminer le nombre de cellules viables présentes dans
une suspension cellulaire. Il est basé sur le principe que les cellules vivantes
possédent des membranes cellulaires intactes qui excluent certains colorants, tels
gue le bleu Trypan, contrairement aux cellules mortes. Dans ce test, une suspension
cellulaire est simplement mélangée avec une quantité de colorant, puis examinée
visuellement pour déterminer si les cellules absorbent ou excluent le colorant, une
cellule viable aura un cytoplasme clair alors qu'une cellule morte aura un cytoplasme
bleu [299].

e Mode opératoire

Apres incubation, on procede a la coloration au bleu de Trypan en mélangeant 10
pL de la suspension parasitaire de chaque micropuits avec 10 pL de formol (10%) et
10 pL de bleu de Trypan. L’ensemble est déposé sur une cellule Thoma pour réaliser
un comptage visuel des promastigotes viables sous microscope optique (Appendice
E).

e EXxpression des résultats

Le pourcentage de viabilité des parasites est calculé suivant la formule [299] :

MPech
MPT

% de viabilité= X100
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- MPech : Moyenne des parasites pour chaque concentration d’extrait

- MPT : Moyenne des parasites dans les puits témoins

La valeur Clso est déterminée pour chaque extrait. Elle est définie comme
étant la concentration du substrat qui entraine la mort de 50% des parasites [301].

h. Révélation au MTT

e Principe

Ce test est basé sur la conversion du MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium) (Jaune) en cristaux de formazan (Violet) par des
cellules vivantes, ce qui détermine I'activité mitochondriale des cellules. L’intensité de
la coloration violette est proportionnelle au nombre de cellules vivantes. Ainsi, toute
augmentation ou diminution des cellules viables peut étre détectée en mesurant la
concentration de formazan reflétée en densité optique (DO) en utilisant un lecteur de
plague a 540 nm [302].

e Mode opératoire

Apres incubation des plaques destinées a la lecture par reduction du MTT, On
ajoute 10 uL de MTT a 10mg/mL a chaque puits. Les microplaques sont incubées
de nouveau a 37°C pendant 4h. On rajoute ensuite dans chaque puits 100uL d’'une
solution d’isopropanol a 50% et SDS 10% qu’on laisse agir pendant 30 min a
température ambiante sous agitation. La densité optique est enfin mesurée a 570nm
a l'aide d’un lecteur ELISA [300].

e Expression des résultats

Le pourcentage de viabilité des leishmanies est calculé selon la formule [303] :

% de viabilite= (MDO-DOgpr) schantilion/(MDO-DOgpE)témoin négatif x100

MDO : Moyenne de la densité optique
BDF : contient I'extrait sans le parasite
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Les valeurs des Clsp (concentration inhibant 50% de la croissance cellulaire)

sont déterminées pour chaque extrait.

2.2.5.1.2.2.2 Evaluation de la cytotoxicité

a. Principe

L’étude de la viabilité des cellules est souvent utilisée pour le criblage des
composés afin de déterminer si ces molécules ont un effet sur la prolifération
cellulaire ou des effets cytotoxiques directs conduisant a la destruction des cellules.
Quel gue soit le type de cellules étudiées il est important de connaitre a la fin du test
le nombre de cellules viables restantes pour déterminer I'effet cytotoxique du produit
testé [304].

Le test de cytotoxicité des extraits est réalisé sur des macrophages issus de la
différenciation In vitro de la lignée de cellules monocytaires : THP-1 suivant le
protocole interne du Laboratoire d’Eco-épidémiologie Parasitaire et Génétique des

Populations de I'Institut Pasteur d’Algérie

b. Mode opératoire

e Différenciation des monocytes (THP 1) en macrophages

On met en culture dans des flasques 200 uL de la suspension de cellules dans 2
mL du milieu RPMI qu’on incube ensuite a 37°C a 5% de CO, pendant 3 a 4 jours.
Apres incubation les flasques sont mélangées et centrifugées a 1500 rpm pendant
10 minutes. Le comptage des cellules est réalisé sur cellule Thoma sous microscope
optique apreés coloration au bleu de Trypan (30uL de la culture+30uL de bleu de
Trypan). La culture cellulaire est ensuite ajustée & 5.10° cellules/mL de RPMI (10%
de SVF), on y ajoute 20ng/mL de Phorbol Myrisate Acétate (PMA) ce qui va entrainer

la différenciation des monocytes en macrophages [305].

On dépose 100uL de cette suspension dans chaque puits de microplaque a fond
plat (96 puits) de maniere a favoriser 'adhérence des cellules au fond des puits. Les
microplaques sont incubées a 37°C a 5% de CO, pendant 48 heures. Les

macrophages différenciés adherent au fond des puits.
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e Dépbts des extraits

Apres incubation, les macrophages différenciés adhérent au fond des puits, le
milieu de culture est retiré et chaque puits fait I'objet de deux ringages successifs
avec du RPMI. On dépose 100uL de chaque concentration d’extrait (6,25 ; 12,5 ; 25;
50 et 100pg/mL) dans chaque puits, les microplagues sont ensuite incubées a 37°C
(5% de COy) pendant 72 heures. Un témoin négatif ne contenant que du milieu RPMI
et des macrophages est réalisé. L'effet du RPMI a 0,3% de DMSO est également

vérifié.

Deux microplagues différentes sont prévues pour la lecture au bleu de Trypan (4

répétitions par extrait) et au MTT (3 répétitions par extrait+ 2 répétitions BDF).

c. Révélation par coloration au bleu de Trypan

Aprés les 72h d’incubation, chaque puits est lavé avec du PBS. On ajoute 50uL
de la solution de bleu de Trypan dans chaque puits et on laisse agir pendant 5 min.
les puits sont ensuite lavés de nouveau 2 fois avec du PBS. On ajoute a la fin 100uL
de PBS dans chaque puits.

d. Expression des résultats

La lecture est réalisée sous microscope inversé, on compte le nombre de cellules
vivantes (blanches) et le nombre total de cellules dans chaque puits a raison de 3

champs par puits (Appendice E).

Le pourcentage de viabilité des macrophages est calculé suivant la formule
[299] [306] :

% de viabilité= :—g;ixmo

- MCv : Moyenne des cellules vivantes pour chaque concentration d’extrait
- MCT : Moyenne totale des cellules pour chaque concentration d’extrait
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La valeur CCsy est déterminée pour chaque extrait. Elle correspond a la

concentration du substrat qui entraine la mort de 50% des macrophages [301].

e. Révélation par MTT

Aprés 72h d’incubation, on ajoute 10uL de la solution de MTT a 10mg/mL a
chaque puits. Les microplagues sont ensuite incubées a 37°C (5% de CO,) pendant
4h. Le milieu est retiré et on ajoute dans chaque puits 100uL d’une solution
d’'isopropanol a 50% et SDS 10% qu'on laisse agir pendant 30 minutes a
température ambiante sous agitation. La lecture des microplaques est réalisée a 570

nm a l'aide d’un lecteur ELISA.

f. Expression des résultats

La viabilité des cellules est calculée selon la formule [306] [307] :

% de viabilite= (MDO-DOgpF) échantilion /(MDO-DOgpF)témoin négatifX100

2.2.5.1.2.2.3 Détermination de l'indice de sélectivité

Le rapport des deux activités étudiées : CCsy Activité Cytotoxique / Clsg
Activité Leishmanicide nous permet de calculer I'indice de sélectivité (IS). Son
interprétation nous renseigne sur le potentiel d’'un échantillon testé a provoquer une

activité toxique sélective envers les parasites [308].

IS= CC50/C|50

2.2.5.1.2.2.4 Test des comeétes

a. Principe

Le test des cometes est une méthode utilisée pour étudier les dommages de
'’ADN. Dans cette technique d’électrophorése des cellules sont mélangées avec du
microgel d’agarose sur une lame de microscope puis lysées. Elles sont ensuite

soumises a une électrophorése et enfin colorées avec un colorant fluorescent [309].
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A I'état normal, une molécule d'ADN située dans le noyau se présente sous

une forme superenroulée. Une cassure peut provoquer la rupture du brin d'ADN

entrainant un relachement de cette structure en double hélice. Sous l'effet d’'un

champ électrique les cellules dont TADN est endommagé voient une augmentation

de la migration de 'ADN chromosomique du noyau vers l'anode, leur forme

ressemble alors a une comete [310].

Le test des cometes est réalisé sur les cellules promastigotes des souches L.

Infantum et L.major traitées par 'TEMeOH/F ou 'TEMeOH/FIr & la dose de 25 pg/mL

selon la méthode décrite par Singh et al., [311] :

b. Mode opératoire

b.1. Préparation du gel d’agarose

On prépare deux solutions d’agarose comme sulit :

Gel d’agarose a point de fusion normal (NA), préparé a 0,8% dans du PBS et
utilisé pour réaliser la couche primaire lors de la préparation des lames,
maintenu a 45°C.

Gel d’'agarose a faible point de fusion (LMA), préparé a 0,65% dans du PBS,
dans lequel les cellules seront incluses lors de la réalisation du test, maintenu
a 37°C.

b.2. Préparation des lames

Premiere couche : La veille de I'essai, des lames en verre sont trempées dans

la solution d'agarose (NA, 0,8 %) de maniére a former un film avec le gel.
Elles sont ensuite séchées a l'air libre. Cette couche a pour but principal
I'attachement et le maintien de la couche de cellules sur la lame.

Deuxieme couche : Le jour du test, 50uL de la suspension de leishmanies de

promastigotes & 10° préalablement traitées sont mises en contact avec 50 pL
d’agarose (LMA, 37°C). on dépose 100uL de cette solution (cellules/ agarose
LMA) sur les lames d’agarose NA préparées la veilles, ces dernieres sont
ensuite recouvertes par des lamelles. On place les lames dans des boites de
pétri et on les met dans une chambre froide (4°C) pendant 5 minutes. Un
témoin négatif est préparé avec 50 puL de la suspension de leishmanies non

traitées et 50 puL de LMA selon le méme protocole.
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b.3. Lyse des cellules

Apres 5 minutes, on retire délicatement les lamelles, et on plonge les lames
directement dans un bac opaque contenant le tampon de lyse. L'ensemble est
ensuite emballé avec du papier d’aluminium et incubé a I'obscurité pendant 1h dans

une chambre froide a 4°C.

b.4. Electrophorése

A la fin de la lyse, on rince les lames avec le tampon d'électrophorese, puis on les
dépose dans la cuve électrophorétique contenant la solution de tampon
d’électrophorése durant 20 minutes a 25 Voltes et 300 mA.

Cette étape est réalisée en conditions alcalines (pH>13) afin de permettre la

visualisation des Iésions de I’ADN.

b.5. Neutralisation

L'électrophorese s'étant déroulée en milieu alcalin, il est nécessaire de neutraliser

les gels pour permettre de rétablir des appariements des brins d'’ADN.

Les lames sont retirées délicatement de la cuve, égouttées puis placées dans une
solution tampon de neutralisation pendant 5 & 10 minutes. Les lames sont ensuite
rincées avec de l'eau distillée pendant 5 a 10 minutes pour éliminer I'excés de

solution.

b.6. Fixation des lames

Les lames sont ensuite séchées et fixées par du méthanol absolu pendant 5
minutes. Elles peuvent ainsi étre conservées a I'abri de la lumiére et a température

ambiante jusqu’a la lecture.

b.7. Coloration des lames

Au moment de la lecture, on dépose 20 pL d’'une solution de sybr green | (10%)
sur chaque lame qui est recouverte par la suite avec une lamelle. Le sybr green | en

se liant aux acides nucléiques émet une fluorescence.
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b.8. Lecture et expression des résultats

La lecture des lames est réalisée a I'aide d’'un microscope a fluorescence relié a

une caméra qui permet la visualisation des comeétes sur ordinateur (Figure 2.7).

Pour chaque extraits 3 réplicats sont réalisés (3 lames) et 100 cometes et/ou
noyaux sont observés et classés, afin de calculer le score d’endommagement de
I’ADN.

La classification est réalisée suivant le niveau d’endommagement de 'ADN
[309]:

e Classe 0, noyau intact, pas d’endommagement,

e Classe 1, ADN peu endommagé,

e Classe 2, ADN moyennement endommageé,

e Classe 3, ADN fortement endommagé

e Classe 4, ADN complétement endommageé.

Le score de 'endommagement de 'ADN est obtenu en multipliant le nombre
de cometes et/ou de noyaux retrouvés dans chaque classe par la valeur de leur

classe comme suit;

Score = [(0 x ng) + (1 x ny) + (2 xny) + (3 x n3) + (4 x nyg)] / le nombre total de cellules
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Figure. Schéma des étapes de la réalisation du test des cometes [309]

2.2.5.2 Activités In Vivo

2.2.5.2.1 Evaluation de la toxicité

L’étude de la toxicité aigué a concerné les extraits MeOH/F, MeOH/FIr, D/F et
DFIr, alors que I'étude de la toxicité subaigué (sub-chronique) n’a concerné que les
extraits MeOH/F et MeOH/FIr qui ont donné les meilleurs résultats dans les études In
Vitro.

2.2.5.2.1.1Toxicité aigué

Le principe consiste en l'administration de doses croissantes du produit a
analyser a plusieurs lots de souris réparties d’'une manieére homogene. Les souris de
chaque lot regoivent la méme dose du produit. L’observation des effets toxiques du

produit sur les souris se fait pendant les 14 jours qui suivent son administration [312].
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Le test de toxicité aigué est réalisé selon le protocole décrit par Costa-Silva et al.,
[313]:

a. Préparation des souris

Quelques jours avant le test, des souris dont le poids corporel est de 20 a 30 g
sont prélevées au hasard et sont réparties en 13 lots de 6 souris chacun (3 males et
3 femelles) dans des cages différentes et numérotées portant la dose et la date du
gavage avec acces libre a I'eau et a la nourriture. Les maéles et les femelles de

chaque lot sont séparés dans des cages différentes.

La veille de I'expérimentation les souris sont mises a jeun pendant 18 heures

avant 'administration des différents extraits.

a. Préparation des extraits

On dissout les différents extraits a tester dans une solution d’eau physiologique

stérile pour obtenir les concentrations de 400, 800 et 2000 mg/Kg.

b. Mode opératoire

Les souris recoivent par voie orale les différents extraits aux concentrations

suivantes :

- Lot 1: utilisé comme témoin recoit de I'eau physiologique,

- Lots 2, 4 et 5: regoivent 'TEMeOH/F aux doses de 400, 800 et 2000 mg/Kg
respectivement,

- Lots 6, 4 et 8: regoivent TEMeOH/FIr aux doses de 400, 800 et 2000 mg/Kg
respectivement,

- Lots 9, 10 et 11 : recoivent le D/F aux doses de 400, 800 et 2000 mg/Kg
respectivement,

- Lots 11, 12 et 13 : recgoivent le D/FIr aux doses de 400, 800 et 2000 mg/Kg

respectivement,

On surveille les changements de comportement général et/ ou la mortalité des

souris pendant 14 jours.
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2.2.5.2.1.2 Toxicité subaigué

Cet essai consiste a administrer des extraits par voie orale, une fois par jour
pendant 28 jours. La détermination de l'effet toxique se fait par I'observation du
comportement des rats, par des tests hématologiques et biochimiques du sang et par

des examens histologiques des organes des rats traités [314].

L’évaluation de la toxicité subaigué (subchronique) est réalisée pour | EMeOH/F

et 'TEMeOH/FIr selon le protocole décrit par Silva et al., [315] et Musa et al., [316] :

a. Préparation des rats

Des rats dont le poids corporel est de 100 a 120 g sont prélevés au hasard et
répartis en 5 lots de 6 rats chacun (3 males et 3 femelles) dans des cages
différentes et numérotées portant la dose et la date du gavage. Les males et les
femelles de chaque lot sont séparés dans des cages différentes et ont un acceés libre

a I'eau et a la nourriture. Leurs poids sont enregistrés avant le début du traitement.

b. Préparation des extraits

On dissout les différents extraits a tester dans une solution d’eau physiologique

stérile pour obtenir les concentrations de 400 et 800 mg/Kg.

c. Mode opératoire

Les rats recoivent quotidiennement par voie orale pendant 28 jours les différents

extraits aux concentrations suivantes :

- Lot 1: utilisé comme lot témoin regoit de I'eau physiologique,

- Lots 2 et 3: recoivent 'EMeOH/F aux doses 400 et 800 mg/Kg
respectivement,

- Lots 4 et 5 : recoivent 'EMeOH/FIr aux doses 400 et 800 mg/Kg

respectivement.
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d. Observation clinique

Les rats sont observés au début et pendant la durée de I'expérimentation (28
jours) de maniére a détecter toutes manifestations éventuelles de toxicité qui

peuvent survenir a cause de I'accumulation du produit dans I'organisme:

- L’observation minutieuse du comportement général des rats

- La mesure de I'évolution pondérale durant I'expérimentation de 28 jours : de
J1 a Jog, la pesée des rats de chaque lot utilisé se fait de facon hebdomadaire
pendant 28 jours a compter du 1% jour de I'administration des extraits

méthanoliques de feuilles ou de fleurs.

e. Sacrifice et prélévement sanquin

La veille du sacrifice, tous les rats sont mis a jeun pendant 16h. Les
prélevements sanguins sont effectués directement aprés le sacrifice par décapitation
des rats qui sont Iégerement anesthésiés par inhalation d’éther. Les échantillons de
sang sont recueillis dans 2 tubes différents portants le numéro de chaque rat et le

numéro du lot:

- Tubes avec anticoagulant EDTA (éthylene diamine tétra acétate) sont utilisés
pour 'examen des parametres hématologiques

- Tubes sans anticoagulant sont utilisés pour les analyses biochimiques

f. Transport des échantillons au laboratoire

Les échantillons sanguins sont stockés dans un réfrigérateur juste aprés le
prélevement, et sont ensuite transportés au laboratoire le jour méme dans une

glaciére dont la température est de 4°C.

g. Examens hématologiques

Les paramétres hématologiques (Tableau 2.6) sont déterminés a l'aide d’un

automate d’hématologie.
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Les parametres biochimiques (Tableau 2.6) sont déterminés aprés centrifugation

du sang a 3000 rpm pendant 10 min. Le sérum est séparé du culot et est recueilli

pour la réalisation des analyses a 'aide a d’'un automate biochimique.

Le dosage des paramétres analysés est réalisé selon les méthodes analytiques

utilisées pour les analyses biochimiques sériques (Spinreact, Espagne) (Appendice

F).

Tableau 2.6. Parametres hématologiques et biochimiques étudiés

Examens hématologiques

Examens biochimiques

Hématocrite (HCT),

Taux d’hémoglobine (Hb),
Nombre de Plaquettes (PLT),
Numération globulaire
(Erythrocytes : GR et Leucocytes :
GB), Volume Corpusculaire Moyen
(MCV),

Teneur Corpusculaire Moyenne en
Hémoglobine (MCH),
Concentration Corpusculaire
Moyenne en Hémoglogine (MCHC),
Lymphocytes (LYM).

Taux de glucose (Gly)
Bilan hépatique :

Aspartate Amino Transferase (ASAT),
Alanine amino transferase (ALAT),
Phosphatase alcaline (PA), Triglycérides
(TG), Cholestérol totale(Chol), Bilirubine
totale (Bil T), Gamma GT (GT), Albumine
(Alb).

Bilan Rénal :

Urée, Acide urique (AU), Créatinine
(Créat), Protides (Prot).

i. Dissection et autopsie

Apres le sacrifice, les rats des différents lots témoins et traités subissent une

dissection. Les organes tels que le foie, les reins, les poumons, le cceur et la rate

sont recueillis et peseés.
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j. Examen histo-pathologique du foie et des reins

Les échantillons des foies et des reins des rats traités avec la dose la plus
élevée (800 mg/Kg) des extraits EMeOH/F et EMeOH/flr sont fixés dans du formol a
10%. Ces organes subissent une série de déshydrations dans des bains d’éthanol et
une inclusion dans de la paraffine. Des coupes de 5 um sont réalisées au microtome
puis colorées par 'Hématoxyline et 'Eosine (H&E) et sont observées au microscope
optique. Des photos des différentes coupes histologiques sont prises a l'aide d’'une

caméra numérique reliée a un logiciel [317] [318] (Appendice G).

2.2.5.2.2 Evaluation de l'activité anti-inflammatoire

Nous avons évalué I'activité anti-inflammatoires des extraits EMeOH/F ; D/F ;
EMeOH/FIr et D/FIr par deux méthodes différentes qui consistent a provoquer une
inflammation de la patte des souris avec de la carragénine dans la premiere méthode
et une inflammation de loreille des souris avec du xyléne dans la deuxiéme

méthode.

2.2.5.2.2.1Induction de 'oedéme plantaire

Le principe du test consiste a provoquer un gonflement aigu de la patte d'une
souris réalisé par linjection d’une substance inflammatoire sous I'aponévrose
plantaire de la patte postérieure gauche. Celle-ci provoque une réaction qui peut étre
réduite par des substances anti-inflammatoires [319].

Cette réaction se traduit par un cedeme d'installation rapide et persistant. La
mesure est effectuée en comparant, a différents moments, le volume/épaisseur (mm)

de la patte des souris des lots traités avec celle du lot témoin [319].

L’étude de l'activité anti-inflammatoire est évaluée par la méthode décrite par Winter
et al., [320]:

a. Préparation de la solution de carragénine

On dissout 1 g de carragénine dans 100 mL d’eau physiologique stérile pour

obtenir une solution a 1%.
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b. Préparation des souris

Des souris Swiss albinos sont réparties en 14 lots (de 1 a 14) différents (6 souris
par lot). Les souris sont mises a jeun 18 h avant la réalisation du test tout en ayant

un acces libre a l'eau.

c. Préparation des extraits

On dissout les différents extraits a tester dans une solution d’eau physiologique

stérile pour obtenir les concentrations de 400, 600 et 800 mg/Kg.

d. Mode opératoire

Avant l'injection de la carragénine les souris regoivent par voie orale les différents

extraits aux concentrations suivantes :

- Lot 1: utilisé comme témoin négatif recoit de I'eau physiologique stérile ,

- Lot 2: recoit le produit de référence Diclofénac a la dose de 50 mg/Kg,

- Lots 3, 4 et 5: regoivent 'TEMeOH/F aux doses de 400, 600 et 800 mg/Kg
respectivement,

- Lots 6, 7 et 8: recoivent le D/F aux doses de 400, 600 et 800 mg/Kg
respectivement,

- Lots 9, 10 et 11: recoivent EMeOH/FIr aux doses de 400, 600 et 800 mg/Kg
respectivement,

- Lots 12, 13 et 14: recoivent le D/FIr aux doses de 400, 600 et 800 mg/Kg

respectivement.

Trente minutes aprés I'administration des différentes substances,
'inflammation est induite par 'injection de 0,1 mL de la solution de carragénine a 1%
sous l'aponévrose plantaire de la patte postérieure gauche de chaque souris.
L’épaisseur des pattes est mesurée avec un pied a coulisse avant et aprés

I'induction de I'inflammation a 0, 1, 2, 3 et 4h.

e. Expression des résultats

L'activité anti-inflammatoire est exprimée par le pourcentage d’inhibition de
',edéme (I%) des pattes des souris traitées par rapport au groupe témoin négatif

selon la formule de Cheng et al., [321]:
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Différence de I'épaisseur de la patte des souris traitées

[% =1 x100

~ différence de |"épaisseurde la patte des souris témoins

2.2.5.2.2.2 Induction de 'cedéme des oreilles

Le principe consiste en I'application d’une quantité de xyléne sur la surface de
I'oreille des souris qui va induire une inflammation neurogéne aigué se traduisant par
un gonflement de l'oreille des souris. Ce dernier peut étre réduit par 'administration

de substances anti-inflammatoires [322].

L'évaluation de l'activité anti-inflammatoire est réalisée suivant la méthode décrite

par Hosseinzadeh et al., [323]:

a. Préparation des souris

Des souris Swiss albinos sont réparties en 14 lots (de 1 a 14) différents (6 souris
par lot). Les souris sont mises a jeun 18 h avant la réalisation du test tout en ayant

un acces libre a I'eau.

a. Préparation des extraits

On dissout les différents extraits a tester dans une solution d’eau physiologique

stérile pour obtenir les concentrations de 400, 600 et 800 mg/Kg.

b. Mode opératoire

Avant l'application du xyléne les souris regoivent par voie orale les différents

extraits aux concentrations suivantes :

- Lot 1: utilisé comme témoin négatif recoit de I'eau physiologique stérile,

- Lot 2: recoit le produit de référence Diclofénac a la dose de 50 mg/Kg,

- Lots 3, 4 et 5: recoivent TEMeOH/F aux doses de 400, 600 et 800 mg/Kg
respectivement,

- Lots 6, 7 et 8: recoivent le D/F aux doses de400, 600 et 800 mg/Kg
respectivement,

- Lots 9, 10 et 11: recoivent EMeOH/FIr aux doses de 400, 600 et 800 mg/Kg

respectivement,
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- Lots 12, 13 et 14: recoivent le D/FIr aux doses de 400, 600 et 800 mg/Kg

respectivement.

Trente minutes aprés [I'administration des différentes substances,
'inflammation est provoquée par 'application cutanée de 0,03 mL de xyléne sur la
face intérieure et postérieure de loreille droite des souris, l'oreille gauche est
considérée comme témoin. Deux heures apres I'application du xyléne les souris sont
sacrifiées par inhalation d’éther, les deux oreilles (gauche et droite) de chaque souris
sont retirées. Des sections circulaires de 7 mm sont réalisées au niveau des oreilles.

Ces sections seront ensuite pesées.

c. Expression des résultats

Pour chaque souris la mesure de la différence du poids des oreilles est réalisée
par la soustraction du poids des sections de l'oreille gauche de celui des sections de

I'oreille droite.

L'activité anti-inflammatoire est exprimée par le pourcentage d’inhibition de
I',edéme (1%) des oreilles des souris traitées par rapport au groupe témoin négatif

selon la formule de Dkhil et al., [324]:

. 1 Différence du poids des sections des oreilles des souris traitées
0 =

— x100
différence du poids des sections des oreilles des souris témoins ]

2.2.5.2.3 Evaluation de l'activité antalgique

Nous avons évalué [lactivité antalgique des extraits EMeOH/F ; DI/F;
EMeOH/FIr et D/FIr d’Inula viscosa par la méthode de l'induction de crampes avec de

I'acide acétique (Writhing test).

Le test consiste en l'injection intrapéritonéale d’'une solution d’acide acétique a
des souris ce qui leur provoque des douleurs abdominales qui se manifestent par un
mouvement d’étirement des pattes postérieures et des torsions de la musculature
dorso-abdominale (spasmes) [325].

L’étude de l'activité antalgique est évaluée par la méthode décrite par Koster
et al., [324] :
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a. Préparation de la solution d’acide acétique

Dans une fiole jaugée de 100 mL contenant 1 mL d’acide acétique, on ajoute de
'eau physiologique stérile jusqu’au trait de jauge pour obtenir une solution d’acide
acétique a 1%.

b. Préparation des souris

Des souris Swiss albinos sont réparties en 14 lots (de 1 a 14) différents (6 souris
par lot). Les souris sont mises a jeun 18 h avant la réalisation du test tout en ayant

un acces libre a I'eau.

c. Préparation des extraits

On dissout les différents extraits a tester dans une solution d’eau physiologique

stérile pour obtenir les concentrations de 400, 600 et 800 mg/Kg.

d. Mode opératoire

Avant l'injection de l'acide acétique les souris recoivent par voie orale les

différents extraits aux concentrations suivantes :

- Lot 1: utilisé comme témoin négatif recoit de I'eau physiologique stérile,

- Lot 2: recoit le produit de référence Diclofénac a la dose de 50 mg/Kg,

- Lots 3, 4 et 5: recoivent TEMeOH/F aux doses de 400, 600 et 800 mg/Kg
respectivement,

- Lots 6, 7 et 8: recoivent le D/F aux doses de400, 600 et 800 mg/Kg
respectivement,

- Lots 9, 10 et 11: recoivent EMeOH/FIr aux doses de 400, 600 et 800 mg/Kg
respectivement,

- Lots 12, 13 et 14: recoivent le D/FIr aux doses de 400, 600 et 800 mg/Kg

respectivement.

Trente minutes aprés I'administration des différentes substances, les crampes
sont induites par I'injection intrapéritonéale de 0,2 mL de la solution d’acide acétique

a 1% aux souris.

Cing minutes aprés l'injection de I'acide acétique, le nombre de contorsions de

chaque souris est compté pendant 15 minutes.
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e. Expression des résultats

L'activité antalgique est exprimée par le pourcentage de réduction des
contorsions (spasmes) (1%) des souris traitées par rapport au groupe témoin négatif

selon la formule suivante Eidi et al., [326] ; Kolhe, et Kale [327] :

Moyenne des spasmes du lot témoin — Moyenne des spasmes du lot traité

Moyenne des spasmes du lot témoin

(%) = x100

2.2.5.2.4 Evaluation de l'activité antipyrétique

Nous avons évalué lactivité antipyrétique des extraits EMeOH/F ; D/F;
EMeOH/FIr et D/FIr d'Inula viscosa par la méthode de l'induction de la fiévre par

I'injection sous cutanée d’une solution de levure de biére a des rats.

L’évaluation de I'activité antipyrétique est réalisée en suivant la méthode
décrite par Asongalem et al., [328] et Sengar et al., [329]. Le principe consiste en
I'injection d’'une solution de levure de biére qui va entrainer la libération de nombreux
médiateurs qui vont agir sur I'hypothalamus (centre thermorégulateur) ce qui va

provoquer 'augmentation de la température des rats [330].

a. Préparation de la solution de levure de biéere

On dissout 15 g de levure de biére dans 100 mL d’eau physiologique stérile

pour obtenir une solution a 15%.

b. Préparation des rats

Des rats males Wistar albinos sont répartis en 14 lots différents (6 rats par lot).
Les rats sont mis a jeun 18 h avant 'administration des substances a tester tout en

ayant un acces libre a I'eau.

c. Préparation des extraits

On dissout les différents extraits a tester dans une solution d’eau physiologique

stérile pour obtenir les concentrations de 400, 600 et 800 mg/Kg.
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d. Mode opératoire

Avant l'injection de la solution de levure de biére la température rectale des rats
est mesurée en utilisant un thermomeétre digital. La fievre est ensuite induite par
I'injection sous cutanée de 10 mL/Kg de la solution de levure de biére. 18 h aprés, la
température rectale de chaque rat est mesurée, seuls les rats qui montrent une
augmentation de la température de 0,5 a 1 °C sont retenus et sélectionnés pour
'expérimentation. Les rats recoivent les différents extraits aux concentrations

suivantes :

- Lot 1: utilisé comme témoin négatif recoit de I'eau physiologique stérile,

- Lot 2: recoit le produit de référence Ibuproféne a la dose de 100 mg/Kg,

- Lots 3, 4 et 5: recoivent 'TEMeOH/F aux doses de 400, 600 et 800 mg/Kg
respectivement,

- Lots 6, 7 et 8: recoivent le D/F aux doses de400, 600 et 800 mg/Kg
respectivement,

- Lots 9, 10 et 11: recoivent EMeOH/FIr aux doses de 400, 600 et 800 mg/Kg
respectivement,

- Lots 12, 13 et 14: recoivent le D/FIr aux doses de 400, 600 et 800 mg/Kg

respectivement.

La température rectale des rats est ensuite mesurée 1 h, 2 h, 3 h et 4 h aprés

'administration des différents extraits.

e. Expression des résultats

L'activité antipyrétiqgue est exprimée par le pourcentage de réduction de la fievre

(I%) des rats traités par rapport au groupe témoin négatif selon la formule suivante:

(T° 4 h — T®initlale )témoin — (T° 4 h — T°initiale )traité 100
X

1 (%) =
(%) (T° 4 h — T®initiale)témoin
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2.2.5.3 Etude statistigue

Les résultats sont exprimés en moyenne + erreur standard moyenne (xSEM).
La comparaison des moyennes et des variances est effectuée par le test ANOVA a

un seul facteur (One-way) suivi par :

- Les tests de Dunnett et de Tukey pour les activités biologiques In vivo

- Le test de Tukey pour les activités biologique In vitro

L’étude statistique est réalisée a I'aide du logiciel XL-STAT version 2014 ou

version 2016.

Concernant l'activité leishemanicide et cytotoxique la détermination des ICs, et

CCs est effectuée avec le logiciel GraphPad Prism version 5.3.

Les différentes représentations graphiques sont réalisées a l'aide du logiciel

Excel version 2010.
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CHAPITRE 3
RESULTATS ET DISCUSSION

3.1 Reésultats de I'enquéte ethnobotaniqgue

L’enquéte a été effectuée aupres de 100 personnes interrogées principalement
sur leur connaissance de la plante Inula viscosa L.

Les résultats sont les suivants :

a. Question n° 1 : Connaissez-vous la phytothérapie ?
Les 100 individus questionnés ont répondu positivement.
b. Question n°2 : Si oui, comment la connaissez-vous?

La figure 3.1., montre que 62% des individus interrogés reconnaissent avoir
entendu parler de la phytothérapie par leur entourage et seulement 38% disent avoir

déja eu recours a la phytothérapie pour se soigner.

45% -
40% -
35% -
30% -
25% -

B Entendu parler
20% - S
| utilisé
15% -
10% -

5% -

0% -
hommes femmes

Figure 3.1. Pourcentage des connaisseurs en phytothérapie
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c. Question n°3 : Connaissez-vous l'inule visqueuse?

Nous avons noté (Figure 3.2), que seulement 39% des personnes
guestionnées connaissaient linule visqueuse et 61% ont déclaré n’avoir jamais

entendu parler de la plante.

mOUl mNON

Figure 3.2. Connaissance de la plante par la population
d. Question n°4 : Si oui, Comment la connaissez-vous ?

Parmi les 39 personnes qui connaissent I'lnule visqueuse, 59% ont répondu
avoir entendu parler de la plante par leur entourage et 41% ont déclaré avoir déja

utilisé cette plante pour se soigner (Figure 3.3).

Figure 3.3. Comment la population connait la plante
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e. Question n°5 : Pour quelles maladies avez- vous I'habitude de l'utiliser ?

Sur 41% des personnes questionnées ayant déja utilisé Inula viscosa pour se
soigner (Figure 3.4.), 50% ont déclaré I'utiliser pour soigner le rhumatisme, 38% pour
les douleurs de dos et les douleurs gastro-intestinales et 12% pour stimuler la fertilité
des femmes.

La plante posséderait un pouvoir anti-inflammatoire d’ou son utilisation dans le
cas du rhumatisme [41]. Ces résultats concordent avec ceux rapportés par Baba
Aissa [10].

Figure 3.4. Les maladies traitées par Inula viscosa

f. Question n°6 : Quelle partie de la plante utilisez-vous pour vous soigner ?

La figure 3.5., montre que sur les personnes qui ont utilisé I'inule visqueuse
75% ont déclaré avoir utilisé les feuilles et 25% ont répondu avoir utilisé la partie
aérienne compléte de la plante y compris les fleurs. Par conséquent, les feuilles sont

les organes les plus utilisés [10].
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Figure 3.5. Parties utilisées de la plante

g. Question n°7 : Comment avez-vous I'habitude d’utiliser l'inule visqueuse pour vous

soigner ?

D’aprés les réponses que nous avons recueillies auprés des utilisateurs

d’Inula viscosa, les principaux modes d’emploi de cette plante sont les suivants :

v' Pour l'usage externe: les feuilles et/ou la partie aérienne compléte sont
passées a la vapeur et mélangées avec de lhuile d’olive, afin d’étre
appliquées sous forme de cataplasme.

v les feuilles sont appliqguées directement sous forme de cataplasme pour
stimuler la fertilité.

v' pour l'usage interne : les feuilles et/ou la partie aérienne compléte sont

préparées sous forme de décoction et ou d’infusion.

h. Question n°8 : Avez-vous été satisfaits du résultat ?

La figure 3.6., montre que la majorit¢ des utilisateurs de la plante

reconnaissent I'efficacité de I'lnule visqueuse (81%).
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M oui

H non

Figure 3.6. Efficacité de la plante
i. Question n°9 : Avez-vous constaté des effets secondaires suite a I'utilisation de
l'inule visqueuse ?

L’ensemble des personnes questionnées utilisant Inula viscosa, ont affirmé

n’avoir constaté aucun effet secondaire suite a son utilisation (Figure 3.7).

B non

Figure 3.7. Effets secondaires d’Inula viscosa
j- Question n°10 : Que préférez-vous comme traitement ?

La figure 3.8., montre que sur les 100 personnes interrogées 36% d’entre
elles préferent associer les deux traitements (médical et naturel). Toutefois, 35%
préférent le traitement médical et 29% le traitement naturel.
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Figure 3.8. Traitement utilisé par la population questionnée

3.2 Reésultats de I'étude microscopique

3.2.1 Etude microscopiques des feuilles

L’examen microscopique de la nervure principale de la feuille (Figure 3.9) met
en évidence les structures suivantes :

v’ Poils tecteurs et poils sécréteurs glandulaires a téte vésiculaire.

v/ Tissus protecteurs : Un épiderme qui recouvre entierement la feuille, il est
constitué d’'une seule assise de cellule.

v' Tissus de soutien : Sous I'assise de cellules épidermiques, nous observons le
collenchyme dont les parois des cellules sont épaissies par une substance
perméable, la cellulose sous forme d’'un anneau : C’est le collenchyme annulaire.
C’est un tissu vivant.

v Le parenchyme cortical constitué par des cellules isodiamétriques qui laissent des
méats entre elles. Il est constitué de plusieurs couches de cellules.

v Tissus conducteurs : lls sont de deux types primaire et secondaire.
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2 Poil sécréteurs a téte
o~ vesiculaire

Epiderme

—  Collenchyme annulaire

Parenchyme cortical

Eléments
conducteurs

Poil tecteur

Epiderme

Figure 3.9. Coupe transversale au niveau de la nervure principale de la feuille d’Inula
viscosa (GX10)

Nous remarquons (Figure 3.10), la présence d’éléments conducteurs primaires et
secondaires au niveau de la nervure principale de la feuille.
De la périphérie vers le centre nous distinguons la présence du:
v' Xyléme : tissus conducteur issu du méristéme primaire, il conduit la séve
brute,
v" Phloéme : tissu conducteur issu du méristeme primaire, il conduit la seve
élaborée,
v Bois ou xyleme secondaire : tissu conducteur issu du méristeme
secondaire, il conduit la seve brute
v Liber ou phloeme secondaire : tissu conducteur issu du méristéme
secondaire, il conduit la seve élaborée
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Xyléme
Bois
~—— Eléments
Conducteurs
Liber
Phloéme

—

Méat
Parenchyme
Cortical

Parenchyme palissadique

Inclusion vacuolaire

Figure 3.11. Limbe de la feuille d’Inula viscosa (Gx40)

Nous observons (Figure 3.11), des cellules du parenchyme palissadique
possédant des inclusions vacuolaires. Selon Nikolakaki et Christodoulakis [331],
Certaines de ces cellules sont de forme sphérique (apparaissent toujours sous une

forme arrondie en coupes histologiques) et sont de nature lipidique.
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Poil sécréteur a téte
vésiculaire

Poil tecteur

Figure 3.12. Détails des poils sécréteurs et des poils tecteurs (Gx10)

La figure 3.12, met en évidence la présence de poils glandulaires (sécréteurs) et
de longs poils tecteurs pluricellulaires plus au moins denses sur la feuille d’Inula

viscosa.

Les poils glandulaires constituent la structure sécrétrice d’Inula viscosa, en effet
d'aprées Werker [332], ils sécrétent des polysaccharides, des lipides, des

phospholipides et des protéines.

3.2.2 Etude microscopique de la tige

L’examen microscopique d’une coupe transversale de la tige d’lnula viscosa

(figure 3.13) révele la présence de:

v Tissus protecteurs : Un épiderme recouvre entierement la tige constitué
d’'une seule assise de cellule. Cette derniére est protégée par une cuticule.
Certaines cellules épidermiques présentent des prolongements vers
I'extérieur pour donner des poils tecteurs et sécréteurs a téte vésiculaire.

v' Tissus de soutien : Sous les cellules épidermiques, nous retrouvons le
collenchyme dont les cellules sont épaissies de cellulose, substance
perméable. Au-dessus de chaque fascicule est observé un amas de fibres
sclérifiées. C’est un tissu mort car ses cellules sont imprégnées par la
lignine, substance imperméable.

v" On note la présence d’'un parenchyme cortical lacuneux a la périphérie de

la tige. Au centre, on observe le parenchyme médullaire
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v Tissus conducteurs : les éléments conducteurs en I'occurrence le bois et le
liber sont superposés. lls se retrouvent sur un seul cercle. A l'intérieur de la
fascicule le cambium donne naissance au bois et du liber. A I'extérieur de
la fascicule le cambium donne naissance au parenchyme secondaire. |l

s’agit d’'une pachyte discontinue.

Epiderme

Parenchyme lacuneux

Fascicule
Collenchyme

Parenchyme
médullaire

Poils sécréteurs

Figure 3.13. Coupe transversale de la tige d’Inula viscosa (Gx40)

Nous remarquons (Figure 3.14), la présence d’éléments conducteurs de type
secondaires superposés au niveau de la tige : le liber (phloéme secondaire, tissu
conducteur secondaire de la séve élaborée) et le bois (xyleme secondaire, tissu

conducteur secondaire de la séve brute) [83].

Bois

Sclérenchyme

Liber

Lacune

Figure 3.14. Détails des éléments conducteurs de la tige d’Inula viscosa (Gx40)
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Dans la tige on note aussi la présence de poils sécréteurs a téte vésiculaire

(figure 3.15.) et de poils tecteurs pluricellulaires.

Y

Poils vésiculaire

Poil tecteur

—— Epiderme

—— Lacune

Poils
sécréteurs
téte
vésiculaire

Figure 3.15. Détails des structures sécrétrices de la tige d’Inula viscosa a,b (Gx40)

3.3 Rendements d’extraction

Les processus d’extraction par 'appareil de type Soxhlet (H/F ; H/FIr ; MeOH/F et
MeOH/FIr) et la méthode de décoction (D/F et D/FIr) nous ont permis de calculer les
rendements a partir de la masse initiale de la plante et de la masse de I'extrait

brut (sec) obtenu (Tableau 3.1).
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Tableau 3.1. Rendement en extraits bruts des deux organes d’Inula viscosa

Rendement d’extraction Aspect Couleur de I'extrait
Extraits (%)
EH/F 11,33+0,38 Collant pateux vert
EH/FIr 8,33+0,33 Collant pateux jaune
EMeOH/F 27,26+0,21 Friable marron vert
EMeOH/FIr 16,47+0,27 Friable marron vert
D/F 18,5+0,28 Friable Marron
D/FIr 13,15%0,18 Friable Marron

Le tableau montre que les rendements obtenus a partir des deux organes de
la plante varient selon le solvant d’extraction utilisé et 'organe (feuilles et fleurs). Les
rendements les plus importants sont obtenus pour la fraction polaire ou I'extrait
méthanolique des feuilles a enregistré un rendement appreéciable (27,26%) suivi par
le décocté des feuilles (18,5%), I'extrait méthanolique des fleurs (16,47%) et enfin le
décocté des fleurs (14,15%).

Concernant la fraction apolaire, I'extraction par le n-hexane a montré de

faibles teneurs aussi bien pour les feuilles (11,3%) que pour les fleurs (8,3%).

Divers travaux sur Inula viscosa ont rapporté des rendements d’extraction
différents. En effet Chebouti-Meziou [333], a rapporté un rendement de 37,41% de
I'extrait méthanolique par macération des feuilles récoltées en avril dans la région de
Dellys (Boumerdes, Algérie). En Turquie, Gokbulut et al., en 2013 [97], ont obtenu
apres macération dans du méthanol un rendement de 15% pour une cueillette en
pleine floraison alors qu’Orhan et al., [334], ont rapporté un rendement de 15,1%
pour les feuilles et 13% pour les fleurs récoltées en floraison aprés macération dans
du méthanol. Au Maroc, Laghrifi et al., [335], ont quant a eux obtenu un rendement
44,95 % apres macération des feuilles dans du méthanol absolu (Avril et Aodt).
Concernant I'étude de Salim et al., [336] en Palestine le rendement de I'extrait
meéthanolique des feuilles et des fleurs obtenus par macération dans du méthanol
étaient respectivement de 16,02 % et 11,12% pour une récolte en période de

floraison.

D’une maniere générale, les rendements en extraits varient en fonction des

parametres de l'extraction solide-liquide: la température, le solvant d’extraction, la
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taille des particules et le coefficient de diffusion du solvant ainsi que la saison de

récolte de la plante et le type d’organe utilisé [337] [338].

3.4 Résultats de I'étude phytochimique

3.4.1 Screening phytochimique

Le criblage phytochimique basé sur des réactions de précipitation ou de
coloration permet de détecter les classes de composés présentes dans les différents

organes de la plante (Tableau 3.1).

A lissue du screening phytochimique, nous avons constaté une richesse de la
partie aérienne de la plante (tige, feuilles et fleurs) en composés phénoliques
(flavonoides, tanins galliques, anthocyanes et coumarines), en saponosides, en
terpenes et en stérols. Ces résultats sont semblables a ceux obtenus par Khalil et al.,
[339] et Abduhamdah et al., [340] en Jordanie qui ont mis en évidence la présence

de flavonoides, de coumarines et de terpenes dans la partie aérienne de la plante.

Les flavonoides qui contribuent entre autre a colorer les feuilles, les fleurs et les
fruits [56] sont dotés de propriétés antibactériennes, antivirales, antioxydantes, anti-
inflammatoires, anti-cancéreuses et hépato protectrice [341]. Les tanins galliques
sont également dotés de propriétés antimicrobienne, antivirale [342] et anti-oxydante
[343]. Les coumarines possedent des propriétés antioxydantes, antimicrobiennes,
anti-inflammatoires et antivirales [344]. Selon Sparg et al., [345], les saponosides
possédent de nombreuses activités biologiques (anti-inflammatoire, antibactérienne,
antifongique, antiparasitaire et antivirale). Certaines molécules terpéniques sont
connues pour leurs activités antibactériennes [346] antifongiques [157] et anti-
inflammatoires [110] [347].

La richesse d’Inula viscosa en métabolites secondaires justifie son utilisation en
médecine traditionnelle principalement comme anti-inflammatoire, antalgique et
antiseptique [10] [25] et pourrait également expliquer les différents usages rapportés

dans I'enquéte ethnobotanique.

Les résultats obtenus (tableau 3.2), indique I'absence d’alcaloides, de

leucoanthocyanes, de tanins condensés et de quinones. En effet selon Khalil et al.,
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[339] et Abduhamdah et al., [340], la partie aérienne de la plante ne contient pas

d’alcaloides et d’anthraquinones ce qui concorde avec nos résultats.

Tableau 3.2. Résultats du screening phytochimique

Composés Réaction Tige | Feuilles | Fleurs
Flavonoides Coloration rouge + + +
Tanins galliques Coloration bleue foncée + + +
Tanins condensés Coloration rouge - - -
Anthocyanes Coloration bleue violacée + + +
Leucoanthocyanes Coloration rouge - - -
Coumarines Trouble + + +
Glucosides Coloration rouge brique puis violette + + +
Quinones libres Coloration rouge - - -
Quinones combinés Coloration rouge - - -
Saponosides Indice de mousse + + +
Terpénes et stérols Anneau rouge-brunatre + + +

Alcaloides

Précipité blanc jaunatre

() absence ; (+) présence

3.4.2 Dosage des composés phénoligues

3.4.2.1 Dosage des polyphénols totaux

L’étude quantitative des polyphénols totaux a été réalisée par la méthode

Folin-Ciocalteu. La teneur en composés phénoliques des différents extraits a été

calculée a partir de la courbe d’étalonnage de 'acide gallique (Figure 3.16).
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Figure 3.16. Teneurs en polyphénols totaux des extraits d’Inula viscosa
Différentes lettres alphabétiques sont utilisées pour indiquer les différences

significatives .p<0,05; n = 3 pour chaque groupe

Les résultats du dosage des phénols totaux (Figure 1), révelent que la teneur
la plus importante a été retrouvée dans I'extrait méthanolique des feuilles (387,33 mg
d’EAG/g Es), suivi par le décocté des feuilles (310,33 mg d’EAG/g Es) (p <0,05),
I'extrait méthanolique des fleurs (251,33 mg d’EAG/g Es) et le décocté des fleurs
(208,33 mg I’EAG/g Es) (p<0,05). Nous avons noté que les teneurs en polyphénols

sont plus élevés dans les feuilles.

Les teneurs en polyphénols dans les extraits méthanoliques obtenus dans cette
étude sont supérieurs a ceux cités par la bibliographie. En effet dans I'étude Abu-
Qatouseh et ses collaborateurs [348], la teneur en composés phénoliques retrouvée
dans l'extrait méthanolique obtenu par macération (méthanol 80%) des feuilles

récoltées dans la région de Jijel est de 314.55 mg d’'EAG/g Es.

En Tunisie, Mahmoudi et al., [91] et Rhimi et al., [92],ont rapporté que la
teneur en composés phénoliques de I'extrait méthanolique des feuilles (macération
dans du méthanol) et de 103 mg d’EAG/g Es et de de 123,07 mg d’'EAG/g Es

respectivement.

En Palestine, Salim et al., [336], ont retrouvé des teneurs en phénols totaux
de 152,7 et 173,1 mg d’EAG/gEs respectivement dans I'extrait méthanolique des
feuilles et des fleurs. En Turquie, Orhan et al. [334], ont rapporté que la teneur en

polyphénols des extraits méthanoliques des feuilles et des fleurs récoltées en
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période de floraison était de 178,16 mg d’EAG/g Es pour les feuilles et de 172,88 mg
d’EAG/g Es pour les fleurs. Au Maroc, Chahmi et al., [349] ont constaté que les
teneurs en polyphénols totaux des extraits organiques des feuilles obtenues par
maceération dans de I'éthanol a 10% (w/v) variaient d’'une région a une autre allant de
140 a 274 mg d’EAG/g Es.

Selon Medeni et al., [350], les teneurs en polyphénols totaux varient selon les
facteurs environnementaux (situation géographique et climat) et les stades de
développement de la plante étudiée.

3.4.2.2 Dosage des flavonoides

Les résultats du dosage des flavonoides (Figure 3.17) indiquent que la teneur
la plus importante a été retrouvée dans l'extrait méthanolique des feuilles (141mg
d’EQ/g Es), suivi par I'extrait méthanolique des fleurs (128,33 d’EQ/g Es), le décocté
des feuilles (115 d’EQ/g Es) et le décocté des fleurs (109,67 d’EQ/g ES).

160 - a
141 b
I
128,33 c
120 - 113
I

140 -
109,67
100 -
80 -
60 -
40

20

Teneur en flavonoides totaux (mg Eq.Qf g Es)

EMeOH/F EMeOH/FIr DIF D/Fir

Figure 3.17. Teneurs en flavonoides totaux des extraits d’Inula viscosa

Différentes lettres alphabétiques sont utilisées pour indiquer les différences

significatives .p<0,05; n = 3 pour chaque groupe

Les résultats du dosage des flavonoides dans les extraits méthanoliques
obtenus dans cette étude se rapprochaient de ceux obtenus par Salim et al., [189] en
Palestine (142,5 et 123,8mg d’E Catéchine /g Es pour les feuilles et les fleurs
respectivement) et sont supérieurs a ceux retrouvés par Abu-Qatouseh et al., [348]
(48.34 mg I’EQ/Es EMeOH/F) ; Mahmoudi et al., [91] (84,92 d’E Catéchine /gEs
EMeOH/F) ; Rhimi et al., [92] (30,86 d’EQ/gEs EMeOH/F) en Tunisie; Orhan et al.,
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[334] (77,50 et 81,36mg d’EQ/gEs pour les feuilles et les fleurs respectivement) en
Turquie et Chahmi et al., [349] (44,80 d’EQ/gEs extrait éthanolique des feuilles) au

Maroc.

D’aprés Ribereau-Gayon, [351], le méthanol est un solvant approprié pour

I'extraction des composés phénoliques.

Le contenu polyphénoliqgue notamment les flavonoides peut varier
qualitativement et quantitativement d’une plante a une autre et méme au sein de la
méme espece selon les facteurs climatiques et environnementaux, la période de
récolte, le stade de développement de la plante, I'organe utilisé et la méthode
d’extraction (polarité des solvants) [352] [353].

3.4.3 Caractérisation des composés phénoliques des extraits méthanoliques par
HPLC-DAD-ESI-MS/MS

L’utilisation de la HPLC-DAD-ESI-MS/MS en mode négatif nous a permis de
caractériser respectivement 20 et 19 composés dans les extraits foliaires et floraux
d’Inula viscosa (Tableau 3.3 et 3.4; Figure 3.18 et 3.19). L’identification des
principaux constituants est basée sur la comparaison de leur temps d’élution (tr),
leurs données spectrales (absorbance Uv et spectres de masse) avec ceux de

certains standards purs disponibles et/ou les données de la littérature (Appendice H).

3.4.3.1 Caractérisation de I'extrait méthanolique des feuilles

Comme nous pouvons le constater, le profil chromatographigue indique la
présence d’acides phénoliques, de flavonols, de flavones et de flavanone (Tableau
3.3).
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Tableau 3.3. Temps de rétention, absorbance UV et spectres de masse MS des
composés phénoliques identifiés dans I'extrait méthanolique des feuilles d’ Inula
viscosa ( HPLC-DAD-ESI-MS/MS)

Pic Amax [M-H]- lons Tentative d’'identification
Tr (min) | (absorban | (m/z) fragments | (molécules proposées)
ce) (m/z)
1 2,89 326 191 Acide quinique
2 3,17 325 353 191 Acide neochlorogénique
3 3,69 325 353 191 Acide chlorogénique
4 4,15 325 353 191 Acide crypto-chlorogénique
5 6,55 254; 355 477 301 (M-176) Quercétine glucuronide
6 7,41 325 515 353; 191 Acide 1,3-dicaffeoylquinique
7 7,999 325 515 353; 173 Acide 1,4-dicaffeoylquinique
8 9,27 325 515 353; 191 Acide 1,5-dicaffeoylquinique
9 9,702 325 515 353; 173 Acide 3,4-dicaffeoylquinique
10 10,96 325 515 353; 191 Acide 3,5-dicaffeoylquinique
11 14,025 325 515 353; 173 Acide 4,5-dicaffeoylquinique
12 18,93 255; 355 301 179, 151 Quercétine
13 19,52 345 285 Kaempférol
14 22,75 258; 361 493 317 (M-176) | Myricétine glucuronide
15 29,7 250; 344 299 Diosmétine
16 659 [2M-H], | 5-hydroxy-3'4'7 trimethoxy-
32,93 295; 330 329 314, 299 flavanone
17 35,49 255; 359 317 Myricétine
18 35,73 256; 353 315 Isorhamnétine
19 36,64 255; 359 359 317 Acétyle myricétine
20 | 38,074 | 255; 359 341 299 Acétyle diosmétine

e Les acides phénoligues et les composés apparentés

Ces composés sont facilement repérables par leur absorbance UV typique qui
présente un maximum aux alentours de 325 nm. Il s’agit respectivement des pics 1-
4;6-11.

Le composé numéro 1 élué a 2,89 min et présentant un pic moléculaire [m-H]" a
m/z= 191 est identifi€ comme étant I'acide quinique en comparaison avec le standard

commercial.

Les pics 2, 3 et 4 élués respectivement a 3,17 ; 3,69 et 4,15 min montrent une
absorbance maximale (Amax) a 325 nm avec un ion précurseur déprotoné [m-H] a

m/z= 353 qui apres perte d’'un résidu cafféoyl ([M-H-162]) et un unique fragment en
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MS? & [m-H] & m/z=191 (indicatif de I'aglycone acide quinique), laissant supposer
que ce sont des dérivés de l'acide cafféoylquinique. Le pic numéro 3 a été identifié
comme étant l'acide chlorogénique (acide 3-cafféoylquinique) en comparaison avec
le spectre UV et MS et le temps de rétention du standard disponible. Les pics 2 et 4
ont été déduits en se référant a I'ordre hiérarchique d’élution des dérivés de I'acide
chlorogénique proposé par Clifford et al., [354] [355] [356]. Ainsi, le composé 2
correspond probablement a I'acide néochlorogénique (acide 5-cafféoylquinique) et le

composeé 4 correspond a I'acide cryptochlorogénique (acide 4-cafféoylquinique).

Les composés 6, 7, 8, 9, 10 et 11 élués respectivement a 7,41 ; 7,99 ; 9,27 ;
9,70 ; 10,96 et 14,02 min montrent un pic moléculaire [m-H] a m/z= 515, qui aprés
perte d’un résidu cafféoyl ([M-H-162]) donne un fragment majeur en MS? & [m-H]
m/z= 353 (M-H-162]” et des fragments [m-H] & m/z= 191 ou a [m-H] & m/z= 173.
Ce type de fragmentation est typique des dérivés de l'acide di-cafféoylquinique.
Selon l'ordre hiérarchique d’élution antérieurement proposé par Cliffaurd et al., [355],
ces composes pourraient correspondre a :

- Pic 6 : acide 1,3 di-cafféoylquinique

- Pic 7 : acide 1,4 di-cafféoylquinique

- Pic 8 : acide 1,5 di-cafféoylquinique

- Pic 9 : acide 3,4 di-cafféoylquinique

- Pic 10 : acide 3,5 di-cafféoylquinique

- Pic 11 : acide 4,5 di-cafféoylquinique
Certains composés ont déja été identifiés dans les spécimens grecques [90],
tunisiens [91] [92] et palestiniens [89] [357]. Les dérivés de l'acide chlorogénique
ainsi que la série des acides di-cafféoylquinique sont considérés comme marqueurs
taxonomiques de la famille des Astéraceae. Ainsi, la présence de ces métabolites
dans les extraits foliaires d’l. viscosa confirme I'appartenance de notre espéce a
cette famille. A ce niveau, il serait plausible de supposer que les voies de
biosynthése de métabolites secondaires chez I'espéce |. viscosa en particulier et la
famille des Astéraceae en général sont hautement conservés et stables quelques
soit la région [90] [91] [92] [356] [358] [359].
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e Les flavonols

A limage des acides phénoliques, lI'absorbance en UV permet facilement
l'identification des flavonols ayant un maximum d’absorbance aux alentours des
bandes 250-260 et 350-360 nm. En utilisant ce critére d’identification, 7 dérivés

flavonoliques ont pu étre identifiés.

Le pic numéro 5 (tr=6,55 min) présentant un pic moléculaire [m-H]" a m/z= 477 et
un fragment fils majeur en MS?[m-H]" & m/z= 301 (indicatif de 'aglycone quercétine)
correspondant a la perte d’'un résidu d’'un acide glucuronique ([m-H-176]) a été
identifié en tant que quércetine glucuronide. La quercétine et ses dérivés ont été
identifiés précédemment dans I'extrait méthanolique des feuilles d’Inula viscosa par
Trimeche et al., [90] et Rhimi et al., [92].

Le pic 12 élué a 18,93 min montre un pic moléculaire [m-H]" a m/z=301 a été
identifié comme étant la quercétine en comparaison avec le temps de rétention et les

données spectrales (UV et MS) du standard disponible [360].

Le pic numéro 13 élué a 19,52 min montre une absorbance maximale (Amax) a
345 nm et un ion précurseur [m-H]" a m/z=285. Ces données sont similaires a celles
du standard Kaempférol [360]. Ce composé a antérieurement été identifié dans

I'extrait méthanolique des fleurs d’Inula viscosa en Turquie [97].

Le pic 17 €élué a 35,49 min présentant une absorbance maximale (Amax) a 255 et
359 nm et un ion moléculaire [m-H]" a m/z=317 a été identifié comme étant la
myricétine en comparaison avec le temps de rétention et les spectres UV et MS du
standard disponible. Cette molécule a été identifiée dans I'extrait méthanolique des
fleurs d’'Inula helenium [97]. Le pic 14 (tr=22,75 min et Amax a 258 et 361 nm)
présente un ion précurseur [m-H]” & m/z=493 et un ion fils majeur en MS? [m-H] a
m/z=317 (indicatif de I'aglycone myricétine) qui s’est formé suite a la perte d’'un
résidu [m-H-176] correspondant a I'acide glucuronique, de ce fait le composé 14 a
été identifié en tant que myricétine glucuronide. Le pic 19 (tr=36,64 min et une
absorbance maximale (Amax) a 255 et 359 nm) a présenté un ion précurseur
déprotoné (ou ion pseudomoleculaire) [m-H]” & m/z=359 et un ion fils majeur en MS?

[m-H] @ m/z=317 (indicatif de I'aglycone myricétine) qui s’est formé suite a la perte
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d’'un résidu acétyl [m-H-42]. Ainsi, la structure 19 est identifice comme étant

I'acétyle myricétine [361].

Le pic 18 élué a 35,73 min montre les mémes caractéristiques spectrales que le
standard isorhamnétine (Amax 256-353 nm) et un ion moléculaire [m-H] a m/z=315.

Ce composeé a été déja identifié par Mahmoudi et al., [91].
e Les flavones

En se basant sur les spectres UV, 2 flavones avec un maximum d’absorbance

aux alentours de 330-340 et 250-260 nm ont pu étre identifiés.

Le pic 15 élué a 29,7 min présentant une absorbance maximale (Amax) a 250 et
344 nm et un ion moléculaire [m-H]" a m/z=299 a été identifié en tant que diosmétine
par comparaison avec le temps de rétention et les spectres UV et MS du standard

disponible.

Le pic 20 (tr=38,074 min et Amax a 255 et 359 nm) a présenté une molécule
déprotoné (ion précurseur) [m-H] & m/z=341 ainsi qu’un fragment ionique en MS?
[m-H]" & m/z=299 (indicatif de I'aglycone diosmétine) qui s’est formé suite a la perte
d’'un groupement acétyle [m-H-42]. Ainsi le composé 20 a été identifié en tant que

acétyle diosmétine [361].

e Les flavanones

Le pic 16 élué a 32,93 min présente un ion moléculaire [m-H]" a m/z=329 et son
dimer [2M-H] a été identifié comme étant le 5-hydroxy-3,'4,'7- trimethoxy-flavanone

selon Simirgiotis et al., [362].
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3.4.3.2 Caractérisation de I'extrait méthanolique des fleurs

Nous avons suivi le méme résonnement d’identification que pour les feuilles.
Comme nous le montre le tableau 3.4, le profil chromatographique est également
caractérisé par la présence des acides phénolique (9), de flavonols (7), de flavones

(2), et un flavanone.

De plus le pic 5 élué a 6,065 min avec une absorbance maximale (Amax) a 250
et 350 nm a présenté un ion moléculaire [m-H]" & m/z=463 avec un ion fils M? [m-H]’
a m/z=301 (indicatif de I'aglycone quercétine) qui s’est formé suite a la perte d’'un
résidu hexoside [m-H-162]. Ce composé a été identifié en tant que quercétine
glucoside. cette molécule a également été identifié par Trimeche et al., [90] dans

I'extrait méthanolique d’inula viscosa « quércétine hexoside ».

Tableau 3.4. Temps de rétention, spectres UV et MS des composés phénolique
(molécules proposées) contenus dans I'extrait méthanolique des fleurs d’Inula
viscosa ( HPLC-DAD-ESI-MS/MS)

Pic Amax | [M-H]- | lons fragments Tentative d’identification
Tr (min) (m/z) (m/z) (molécules proposées)

1 2.89 326 191 Acide quinique

2 3,14 325 353 191 Acide neochlorogénique

3 3,69 325 353 191 Acide chlorogénique

4 4,33 32 353 191 Acide crypto-chlorogénique

5 6,065 | 250-350 463 301 (463-162) Quercétine glucoside

6 6,55 254-355 477 301 (477-176) Quercétine glucuronide

7 7,51 325 515 353; 191 Acide 1,3-dicaffeoylquinique

8 8,002 325 515 353; 173 Acide 1,4-dicaffeoylquinique

9 9,27 325 515 353; 191 Acide 1,5-dicaffeoylquinique

10 9,68 325 515 353; 173 Acide 3,4-dicaffeoylquinique

11 10,99 325 515 353; 191 Acide 3,5-dicaffeoylquinique

12 18,93 | 255-355 | 301 179, 151 Quercétine

13 22,67 | 258-361 493 317 (M-176) Myricétine glucuronide

14 29,7 250-344 299 Diosmétine

15 659 [2M-H], 5-hydroxy-3'4'7 trimethoxy-

32,88 | 295-330 329 314, 299 flavanone

16 35,49 | 255-359 317 Myricétine

17 35,76 | 256-353 315 Isorhamnétine

18 36,64 | 255-359 359 317 Acétyle myricétine

19 | 38,124 | 255-359 | 341 299 Acétyle diosmétine
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3.5 Activités biologigues

3.5.1 In Vitro

3.5.1.1 Résultats de I'activité antioxydante

La recherche de nouvelles molécules aux propriétés antioxydantes a partir de
ressources naturelles ne cesse de se développer. Pour cela de nombreuses
méthodes d’évaluation du pouvoir antioxydant des composés de plantes ont été
développées [363] [364] [365]. Parmi elles, le test d’évaluation du piégeage du
radical libre DPPH et le test d’évaluation du pouvoir réducteur du Fer que nous avons
adoptés pour étudier l'activité antioxydante des extraits H/F, H/FIr, EMeOH/F,
EMeOH/FIr, D/F et D/FIr d’Inula viscosa.

a. Piégeage du radical libre DPPH

En raison de sa simplicité, sa rapidité d’exécution et sa sensibilité, la méthode au
DPPH est représentative des techniques employant les radicaux libres comme
modeéle dans I'évaluation de la capacité des antioxydants naturels a piéger ces

radicaux par donation d’'un atome d’hydrogéne [366] [367].

e Pourvoir de piégeage du DPPH par les extraits des feuilles

La figure 3.20, montre que l'activité inhibitrice du radical libore DPPH des
extraits des feuilles d’lnula viscosa ainsi que celle de l'acide ascorbique (AA)

augmente en fonction des concentrations des extraits.

L’acide ascorbique utilisé comme standard a présenté la meilleure activité de
piégeage du DPPH avec une ECsy de 0,07 mg/mL. En effet le changement de
couleur de la solution de DPPH du violet au jaune, exprimant le passage du radical
DPPH de la forme oxydée (DPPH*) a la forme réduite stable (DPPH-H), s’est fait

dans un temps extrémement court (Tableau 3.5).
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Figure 3.20. Pourcentage du piégeage du radical libre DPPH des extraits de

feuilles d’Inula viscosa

Le D/F a montré une activité inhibitrice du radical libre DPPH supérieur a celle
de 'EMeOH/F. En effet I'ECso du D/F était de 0,11 mg/mL et celle de TEMeOH/F
était de 0,31 mg/mL. Cependant, nous avons constaté I'absence de [lactivité
inhibitrice du radical libre par I'extrait 'H/F aux concentrations testées, cela suppose

gue son ECsq est supérieur a 0,6 mg/mL p<0,05.

Tableau 3.5. Valeurs des ECs, du piégeage du DPPH des extraits d’'Inula viscosa

Substances testées ECso
EMeOH/F 0,31 +0,0004°
EMeOH/FIr 0,27 +0,0008°

D/IF 0,11 +0,0004°
D/FIr 0,092 +0,0004"
AA 0,072 +0,00072

Différentes lettres alphabétiques sont utilisées pour indiquer les différences

significatives p<0,05; n = 3 pour chaque groupe
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e Pourvoir de piégeage du DPPH par les extraits des fleurs

D’aprés la figure 2 le pouvoir antioxydant des extraits de fleurs augmente
considérablement avec 'augmentation de la concentration des extraits a tester, il

s'agit donc d'une relation de type dose-dépendante.

Nous avons également constaté (Figure 3.21; tableau 3.5) que le D/FIr a
présenté une meilleur capacité de piégeage du radical DPPH que celle de
'EMeOH/FIr avec des EC50 de 0,09 mg/mL et de 0,28 mg/mL respectivement.
Quant a I'extrait H/FIr, ce dernier n’a montré aucun effet inhibiteur du radical libre aux

concentrations testées, la coloration du mélange (extrait/DPPH) est restée violette.
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Figure 3.21. Pourcentage du piégeage du radical libre DPPH des extraits de fleurs

d’Inula viscosa

La comparaison des valeurs des ECsq des différents extraits d’Inula viscosa et
celle du standard (Tableau 1) nous permettent de les classer par ordre décroissant

comme suit :
AA> D/FIr> D/IF>EMeOH/FIr>EMeOH/F

Les décoctés ont présenté une meilleure activité antioxydante que celles des

extraits méthanoliques.



114

Selon Bondet et al., [366], quelques composés réagissent trés vite avec le
DPPH en réduisant un nombre de molécules de DPPH égal a celui des groupements

hydroxyles de I'antioxydant.

Le stress oxydatif est impligué dans de nombreuses pathologies et affections
comme les maladies cardiovasculaires, inflammatoires, le diabéte et le cancer. Les
antioxydants peuvent prévenir ces maladies en offrant une résistance contre le stress
oxydatif par le piégeage des radicaux libres, I'inhibition de la peroxydation lipidique et

d’autres mécanismes [368].

Les composés phénoliques tels que les acides phénoliques et les flavonoides
sont des métabolites secondaires produits par les plantes. Ces molécules constituent
une source importante d'antioxydants naturels qui peuvent inhiber ou réduire la
production de radicaux libres [369] [370] [286] par divers mécanismes incluant le
piégeage des radicaux libres, la désactivation de I'oxygéne singulet et la chélation
des ions métalliques [128] [371].

On peut expliquer l'effet antioxydant des extraits méthanoliques et des
décoctés d’Inula viscosa par leur richesse en composés phénoliques qui a été

démontrée par les dosages spectrophotométriques.

En l'absence de standardisation de la méthode au DPPH, l'utilisation de
différents modes opératoires (nature et concentrations initiales des extraits testées et
du DPPH) conduit a l'obtention de résultats difficlement comparables [372].
Néanmoins, les études menées en Grece par Trimech el., [90], au Maroc par EL
Guiche et al., [373] et Chami et al., [349], en Tunisie par Mahmoudi et al., [91], en
Palestine par Salim et al., [336] et en Turquie par Gokbulut et al., [97] ont toutes
démontré que les extraits d’Inula viscosa possédent un bon pouvoir de piégeage du
radical libre DPPH. Par ailleurs Mahmoudi et al., [91] ; Salim et al., [336] et Gokbulut
et al.,, [97] ont rapporté que les extraits de fleurs ont un meilleur pouvoir
antiradicalaire (DPPH) que celui des feuilles ce qui concorde avec les résultats

obtenus dans cette étude.

Selon Ksouri et al., [374], la teneur totale en composés phénoliques et
l'activité antioxydante des plantes dépendent de facteurs biologiques (espéces,

organes utilisés : feuilles, fleurs), de l'environnement et des solvants d'extraction.
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Ces éléments sont des facteurs importants qui peuvent influencer la capacité

antioxydante des plantes.

Danino et al., [89], ont isolé I'acide 1,3-dicaffeoylquinique a partir des feuilles
d’Inula viscosa et ont mis en évidence sa capacité de piégeage des radicaux libres
(DPPH, et ABTS) et les ERO impliquées dans le stress oxydatif (incriminé dans les
maladies neurodégénératives) ce qui confirme son potentiel antioxydant. Jun et ses
collaborateurs [375], ont également rapporté que la cynarine (acide 1,3-
dicafféoylquinique) isolée a partir de l'Artichaut présente un puissant pouvoir
antioxydant contres les radicaux DPPH et ABTS. Ma et al., [376], ont classé I'effet
inhibiteur du radical libore DPPH de certains dérivés de I'acide cafféoylquinique isolés
de Coreopsis tinctoria (Asteraceae) par ordre décroissant: acide 3,5-
dicafféoylquinique> acide 4,5-dicafféoylquinique> acide chlorogénique. Kim et al.,
[377], ont eux aussi démontré que les acides 3,5-dicaffeoylquinique et 4,5-
dicafféoylquinique présentent une plus forte activité de piégeage du radical libre
DPPH que I'acide chlorogénique. D’aprés Ohnishi et al., [378], I'acide chlorogénique
et I'acide 3,5-DCQ possédent un meilleur pouvoir anti-radicalaire (DPPH) que I'acide
ascorbique. Iwai et al., [379], ont également rapporté que les acides
dicafféoylquiniques (3,4 ; 3,5 et 4,5) ont un meilleur pouvoir de piégeage des
radicaux DPPH que le trolox et l'acide ascorbique, qui sont couramment utilisés
comme antioxydants. Selon Fraisse et ses collaborateurs [380], les dérivées de
'acide dicafféolyquinique et plus particulierement l'acide 3,5-DCQ sont dotés d’un
important pouvoir anti-radicalaire qui serait a l'origine du potentiel antioxydant de

nombreuses plantes appartenant a la famille des Asteraceae.

Les flavonoides en raison de leurs nombreux groupements hydroxyles
présentent un pouvoir antioxydant important, notamment dans le piégeage des
radicaux libres impliqués dans de nombreuses maladies [367] [381] [382] [383].
lacopini et al., [384] ; Wang et al., [385], ont rapporté que la quercétine et la

myricétine présentent un bon effet de piégeage du radical libre DPPH.
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b. Réduction du fer (FRAP)

Le pouvoir réducteur du fer (FRAP) est souvent utilisé pour évaluer la
capacité d'un antioxydant a céder un électron. La présence du réducteur
(antioxydant) dans I'extrait entraine la réduction du complexe Fe®'/ ferricyanure en

forme ferreuse [386].

e Pouvoir réducteur des feuilles

La figure 3.22, montre que I'activité réductrice du fer de I'acide ascorbique et
des extraits de feuilles augmente d’'une maniére proportionnelle a 'augmentation des

concentrations des substances testées.

L’acide ascorbique a exercé la meilleure activité réductrice des ions de fer

ferriqgue en fer avec une ECso de 0,03 mg/mL (figure 3.22, Tableau 3.6).

Le décocté des feuilles (D/F) a présenté un pouvoir réducteur du Fe®*
supérieur a celui de lTEMeOH/F, en effet 'ECs, obtenu avec le D/F (0,1 mg/mL) était
plus faible que celle de 'TEMeOH/F (0,21 mg/mL) (Figure 3, Tableau 2).
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Figure 3.22. Pouvoir de réduction du fer des extraits de feuilles d’'Inula viscosa
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Tableau 3.6. Valeurs des ECsp du piégeage du fer des extraits d’Inula viscosa

Extract ECso
EMeOH/F 0,21 +0,003°
EMeOH/FIr 0,18 +0,002¢
D/F 0,10 +0,0003°
D/FIr 0,09 +0,003"
AA 0,03 +0,002?

Différentes lettres alphabétiques sont utilisées pour indiquer les différences

significatives .p<0,05; n = 3 pour chaque groupe

e Pouvoir réducteurs des fleurs

Nous constatons une nouvelle fois que I'activité réductrice du fer ferrique en
fer ferreux des extraits de fleurs augmente en fonction des concentrations des

extraits (Figure 3.23)

Le D/FIr a également montré un meilleur effet réducteur du Fe®*" en Fe** que
'EMeOH/FIr avec des ECso de 0,09 mg/mL pour le D/FIr et de 0,18 mg/mL pour
'EMeOH/FIr. Cependant le pouvoir réducteur de l'acide ascorbique s’est encore

averé supérieur a celui des extraits des fleurs (Figure 3.23 et Tableau 3.6).
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Figure 3.23. Pouvoir de réduction du fer des extraits de fleurs d’Inula viscosa
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Cependant les extraits apolaires (H/F et H/FIr) n’ont montré aucune activité
réductrice du Fe®*" aux concentrations testées. Aucun changement des DO n’a été

constaté malgré 'augmentation des concentrations.

En comparant les données obtenues concernant les ECsy des différents
extraits d’'Inula viscosa et celui du standard (AA), on peut les classer en ordre

décroissant de leur pouvoir réducteur du Fer:

AA> D/FIr >D/F> EMeOH/FIr> EMeOH/F

Les résultats de notre étude ont révélé que les extraits méthanoliques et des
décoctés des feuilles et des fleurs d’Inula viscosa possédent un bon pouvoir
réducteur du fer ce qui pourrait étre justifié par leur forte teneur en polyphénols. Nos
résultats sont confortés par ceux obtenus dans I'étude d’Orhan et ses collaborateurs
[334], qui ont travaillé sur l'effet réducteur du fer des extraits méthanoliques des

feuilles et des fleurs d’lnula viscosa.

De nombreux auteurs se sont intéressés a l'effet antioxydant de certains
acides phénoliques isolés et purifiés a partir de plantes. Khallouki et al., [359], ont
démontré l'effet antioxydant de l'acide chlorogenique ; I'acide neochlorogénique ;
'acide 3,5-DCQ ; I'acide 3,4-DCQ ; I'acide 4,5-DQC isolés a partir de Cotula Cinerea
par la méthode du DPPH et celle de FRAP. En 2007, Wu [387] a aussi rapporté que
'acide chlorogenique isolé et purifié a partir de Flos Lonicerae a montré une
meilleure activité de piégeage du radical DPPH et de réduction du Fe*" & Fe?" que
'acide ascorbique. Plus récemment, Hong et al., [388], ont également signalé que
'acide 3,5-dicafféoylquinique isolé a partir de Ligularia fischeri présentait une forte

activité antioxydante évaluée par la méthode du DPPH FRAP et ABTS.

D’autres auteurs comme Firuzi et al., [389], ont indiqué que les flavonoides
tels que la myrécetine, quercétine et le kaempférol sont dotés d’un pouvoir de
réduction du fer plus important que le Trolox. Lesjak et ses collaborateurs [390], ont
également rapporté que la quercétine et certains de ses dérivés notamment
lisorhamnotine et la quercétine glucuronide possédent un important pouvoir
antioxydant (DPPH et FRAP).
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D’autres modéles d’évaluation du potentiel antioxydant in vitro ont
également démontré que I'extrait méthanolique de la partie aérienne d ’Inula viscosa
prévient la peroxydation lipidique enzymatique et non-enzymatique et montre

également une activité de piégeage du radical superoxyde [391].

Wang et al., [385], ont prouvé leffet cytoprotecteur de la myricétine a
restaurer l'activité et I'expression protéique des enzymes antioxydantes (superoxyde
dismutase, la catalase et la glutathion peroxydase) des cellules ayant subi un stress
oxydatif induit par peroxyde d'hydrogene (H.O,). Dans leur étude Morel et ses
collaborateurs [392], ont également rapporté l'effet cytoprotecteur de la quercétine et
de la diosmétine dans la prévention de la peroxydation lipidique et la libération des

enzymes intracellulaires des hépatocytes chargées en fer.

La présence de ces acides phénoliques et flavonoides identifiés dans les
extraits méthanoliques des feuilles et/ou des fleurs d’'Inula viscosa pourrait donc

justifier leur important effet antioxydant.

Selon Alexieva et al., [393], l'activité antioxydante des plantes dépend de
'espéce, de I'organe utilisé (feuilles, fleurs, graines), des conditions climatiques, des

solvants d’extraction.

3.5.1.2 Résultats de I'étude de I'activité antimicrobienne

3.5.1.2.1 Activité antibactérienne

La vérification de I'effet du DMSO utilisé comme solvant pour la dissolution des
extraits vis-a-vis des souches étudiées a révélé que celui-ci n’a provoqué aucun effet
inhibiteur de la croissance bactérienne, aucune zone d’inhibition n’ayant été

observée autour du disque.

o Effet antibactérien des différents extraits de feuilles d’Inula viscosa

Les résultats de I'’étude de l'activité antibactérienne des extraits de feuilles d’Inula

viscosa réalisée par la méthode de diffusion sur milieu gélosé sont représentés par
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les figures 3.24 et 3.25 et tableaux (Appendice I). Il est a signaler que le diametre

des disques (6mm) est inclus dans le DZI des différents extraits.

Toutes les souches a Gram négatif ont présenté une résistance vis-a-vis du D/F a
'exception d’A. baumannii qui a montré une sensibilité a cet extrait avec une
moyenne de DZI de 12,33 mm (souche pathogéne) et de 13, 67 mm (Souche ATCC)
a la dose de 200 mg/mL.

A la méme dose l'extrait H/F a présenté une activité inhibitrice modérée contre E.
coli, Salmonella spp., A. baumannii et la souche ATCC de P.aeruginosa avec des
DZl se situant entre 10 et 13,33 mm. Cependant la souche pathogéne de
P.aeruginosa et K. pneumoniae se sont avérées résistantes vis-a-vis de cet extrait

<10mm.

Laghrifi et ces collaborateurs [394], ont rapporté que I'extrait H/F est inactif sur

E.coli, P.aeruginosa, et A. baumannii.

L’extrait EMeOH/F a la dose de 200 mg/mL a présenté une activité
antibactérienne modérée vis-a-vis Salmonella spp., d’E. coli et P. aeruginosa et K.
pneumoniae ATCC avec des moyennes de DZI de 10,33 a 12,33 mm, alors que la

souche Pat. de K. pneaumoniae s’est avéré résistante a cet extrait DZI<10mm.

Nous avons également constaté que A. baumannii était extrémement sensible a

'EMeOH/F avec une moyenne de DZI se situant entre 24 et 26,67 mm.

L'imipenéme a présenté une meilleure activité inhibitrice sur I'ensemble des
souches a Gram négatif testées en comparaison avec les extraits de feuilles a
I'exception de la souche de A.baumannii qui a montré une plus forte sensibilité vis-a-
vis de 'lEMeOH/F a la dose de 200 mg/mL (p<0,05).

Par ailleurs, 'ensemble des extraits ont été actifs sur la totalité des souches a
Gram positif (Figure 3.25) avec des activités variables selon I'extrait et la souche

testée.

Le D/F a la dose de 200 mg/mL s’est avéré actif sur les S. aureus, S.epidermidis,
E.faecalis, S. pyogenes, S. pneumoniae et S. saprophyticus avec une moyenne de
DZI allant de 10 a 13,66 mm.
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Les souches S.epidermidis, S. saprophyticus, E. faecalis, S. pyognes et S.
pneumoniae ont toutes présenté une sensibilité a 'égard de I'extrait H/F (200mg/mL)
avec un DZI variant de 10,67 & 13 mm. Néanmoins cet extrait a montré une meilleure

activité vis-a-vis de S. aureus (15 mm a 16 mm).

Nous avons constaté une trés bonne activit¢ de 'TEMeOH/F a la dose de 200
mg/mL contre S.epidermidis E. faecalis ATCC et S. pneumoniae et S. pyogenes
avec une moyenne des DZI| se situant entre 15,67mm et 16, 33 mm. Les souches de
S.aureus ATTC et SARM se sont montrées extrémement sensibles vis-a-vis de cet
extrait avec une moyenne de DZI de 23 mm (ATTCC) et de 21,67 mm (SARM).

La vancomycine a présenté une plus forte activité inhibitrice que celle des extraits
des feuilles sur S. Saprophyticus, E. faecalis et S. pneumoniae que (p<0,05) alors
que son effet sur S.epidermidis, S. pyogenes et E. faecalis (Pat) était comparable a
celui de 'TEMeOH/F a la dose de 200mg/mL. En revanche on note que 'TEMeOH/F
(200mg/mL) s’est révélé plus actif sur S.aureus ATCC et SARM que l'antibiotique de

référence (p<0,05).

Les travaux d’Ali-Shtayeh et al., [25] ainsi que ceux de Chebouti-Meziou [333],
rapportent que les extraits de feuilles d’Inula viscosa possedent une bonne activité
contre Staphylococcus aureus et sont peu actifs ou inactif sur E.coli, K. pneumoniae

et P. aeruginosa.

Selon Oskay et Sari [395], les extraits polaires (éthanoliques) sont actifs sur S.

aureus, SARM, E.epidermidis, E. faecalis S. typhymurium et inactif sur E.coli.

Side larbi et ses collaborateurs [396], ont rapporté que 'TEMeOH/F est plus actif
sur S.aureus et E. faecalis que sur E.coli ce qui concorde avec les résultats obtenus

dans cette étude.

Selon Laghrifi et al., [335], Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, E.coli
et Salmonella Paratyphi A sont tres sensible vis-a-vis de I'extrait méthanolique des
feuilles avec des DZI se situant entre 55 a 60 mm. Ce qui est largement supérieur

aux résultats obtenus dans cette étude.

Selon Rojas et al., [397] ; Marjorie [398], I'activité antibactérienne des extraits de

plantes est due aux différents composés qu’ils contiennent. Les acides phénoliques,
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les flavonoides, les tannins et les triterpénoides sont classés comme étant des
composés antibactériens trés actifs. La diversité de la composition chimique des
extraits explique donc les variations observées dans l'activité antibactérienne d’'une
méme plante. En effet 'efficacité optimal d’un extrait peut ne pas étre due a un
constituant actif principal, mais a I'action combinée (synergie) de différents composés

contenus dans cet extrait [399].
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Diametre des zones d'inhibitions (mm)
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Diametre des zones d'inhibitions (mm)
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o Effet antibactérien des différents extraits fleurs d’Inula viscosa

L’étude de la sensibilité des souches bactériennes vis-a-vis des différents extraits
de fleurs d’Inula viscosa est représentée par les figures 3.26, 3.27 et les tableaux

(appendice 1).

Nous avons remarqué que le D/FIr a la dose de 200 mg/mL s’est montré inactif
sur I'ensemble des bactéries a Gram négatif (DZI1<10), a I'exception de A. baumannii
qui a présenté une sensibilité moyenne vis-a-vis de cet extrait avec une moyenne de
DZl de 12,67 mm (ATCC) et de 13 mm (souche Pat).

Les souches K. pneumoniae et la souche de P. aeruginosa ‘Pat’ ont montré une
résistance a I'égard de I'extrait H/FIr (200mg/mL). Ce dernier a été peu actif sur
E.coli, A. Baumannii, Salmonella spp et P. aeruginosa ATCC avec des moyenne de

DZI comprises entre 10,33 et 12 mm.

On note que l'extrait EMeOH/FIr (200 mg/mL) a exercé une faible activité
inhibitrice sur certaines bactéries a gram négatif: E. coli, P.aeruginosa et
Salmonella spp avec des DZI allant de 10,67 a 12 mm. Néanmoins A. baumannii a
présenté une grande sensibilité vis-a-vis de TEMeOH/FIr avec une moyenne de DZI
de 25 mm (Souche Pat) et de 20,67 mm (souche ATCC) (p< 0,05).

Nous remarquons aussi, que les souches de K.pneumoniae ATCC et Pat ont été

résistantes a I'action de la totalité des extraits de fleurs.

L’antibiotique de référence (Imipenéme) a montré un effet inhibiteur de la
croissance bactérienne (Gram négatif) supérieur a celui de tous les extraits de fleurs
sur 'ensemble des souches testées (p<0,05) a I'exception d’A. baumannii qui a

montré une meilleure sensibilité a 'TEMeOH/FIr (200 mg/mL) (p<0,05).

L’ensemble des extraits de fleurs ont présenté une activité inhibitrice sur la
majorité des souches a Gram positif (Figure 3.27) avec des activités variables selon

I'extrait et la souche testée.
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Les souches S. pneumoniae S. aureus, S. epidermidis, E. faecalis et S.
pyogenes se sont montrées modérément sensibles vis-a-vis du D/FIr (200 mg/mL)
avec des DZI variant entre 10 et 13,33mm. Seul S. saprophyticus a présenté une

résistance a cet extrait DZI<10.

L’extrait H/FIr a montré une activité inhibitrice moyenne sur S. pneumoniae, S.
epidermidis, S. saprophyticus, E. Faecalis et S. pyogenes avec des moyennes de
DZI se situant entre 11,67 et 13,33 mm. Cependant les souches S.aureus ATCC et
SARM ont été trés sensibles a I'extrait H/F (15,67<DZI<16mm).

Selon Ben Sassi et al., [400], les extraits obtenus par macération de la partie
aérienne dans de I'hexane et du méthanol sont actifs sur S.aureus, S. epidermidis, S.

saprophyticus et inactif sur E.coli et E. faecalis.

L’effet inhibiteur observé avec I'extrait H/F pourrait étre attribuée a la présence de
composeés terpéniques de type sesquiterpenes lactones [22] [114], qui possedent

une activité antibactérienne [401].

Les souches S. saprophyticus, S. pneumoniae ATCC ont présenté une
sensibilitt moyenne a I'égard de 'EMeOH/FIr (12<DZI<13,33 mm), ce dernier a
montré un fort effet inhibiteur sur S. epidermidis, S. pyogenes S. pneumoniae (Pat) et

E. faecalis avec une moyenne de DZI allant de 15 a 16,33 mm.

Les souches de S.aureus ATCC et SARM ont présenté des DZI de 21,67 mm,
et de 19,33 mm respectivement témoignant de leur trés forte sensibilité a
'EMeOH/FIr a la dose de 200 mg/mL.

Selon Gokbulut et al., [97], les extraits méthanoliques des feuilles et des fleurs
sont actifs contre S.aureus, E. faecalis, E.coli et P. aeruginosa avec une meilleure
sensibilité des bactéries Gram positif par rapport aux Gram négatif ce qui corrobore

nos résultats.

La vancomycine a exercé un effet inhibiteur semblable a celui de TEMeOH/FIr a
la dose de 200 mg/mL sur S. epidermidis , E. faecalis (p>0,05) et une activité
supérieur a tous les extraits sur S. saprophyticus, S. pneumoniae, S. pyogenes
(p<0,05).
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Toutefois, nous avons constaté que 'EMeOH/FIr a la dose de 200 mg/mL a
manifesté une meilleure activité inhibitrice de la croissance de S.aureus (ATCC et

SARM) en comparaison avec le produit de référence (Vancomycine) p<0,05.

Au vu des résultats de I'étude de I'activité antibactérienne, il nous apparait que
les extraits méthanoliques ont été plus actifs que les extraits apolaires et les

décoctés sur la majorité des souches testées.

En se référant aux résultats obtenus par la méthode de diffusion sur milieu
gélosé ; il en ressort que l'activité inhibitrice des extraits d’Inula viscosa est plus
importante sur les bactéries a Gram positif que sur les bactéries a Gram négatif. Ces
résultats ont également été constatés par Ali-Shtayeh et al., [25]; Ben sassi et al.,
[400]; Oskay et Sari [395]; Laghrifi et al., [335] ; Abuhamdah et al., [340] et par
Chebouti-Meziou [333].

La difféerence de sensibilité des souches a Gram positif et celles a Gram
négatif pourrait s’expliquer par I'aptitude des substances antimicrobiennes a se lier a
leurs parois cellulaires. En effet les bactéries a Gram positif ont une couche externe
plus perméable riche en peptidoglycane alors que les bactéries a Gram négatif ont

une barriere extérieure plus rigide phospholipidique [402].

L’effet antibactérien obtenu avec les différents extraits méthanoliques de la
plante pourrait étre attribué a la présence d’acides phénoliques et de flavonoides
[403] [404]. La sensibilité des bactéries aux différents polyphénols varie en fonction

de la souche testée et de la structure du composé phénolique [405].

Cushnie et Lamb [406]; Xie et ses collaborateur [404], ont rapporté que
l'action antibactérienne des flavonoides pourraient étre attribuée a différents
mécanismes d’action : inhibition de la synthése des acides nucléiques, inhibition de
la fonction de la membrane cytoplasmique (endommagement de la membrane ou

augmentation de sa perméabilité) et inhibition du métabolisme énergétique bactérien.

De nombreuse études se sont intéressées a l'effet antibactérien de certains
flavonoides parmi elles, on note celles de Rauha et al., [407]; Vaquero et al., [408]; et
de Li et Xu [409], qui ont rapporté que la quercétine possede une activité

antimicrobienne contre S.aureu, E.faecalis, E.coli, P. aeruginosa et S.epidermidis.
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Par ailleurs Rajendran et ces collaborateurs [410], ont également mentionné
dans leur étude que la quercétine et la quercétine glucoside présentent une bonne
activité inhibitrice contre les bactéries a Gram positif et a Gram négatif.

Dans leur étude, Puupponen-Pimia et al., [411], ont noté que la myricétine a
une activité inhibitrice contre E. faecalis mais est inactive contre salmonella. D’aprés
Demetzos et al., [412], la myricétine est plus active sur les bactéries Gram positif que

sur les bactéries Gram-négatif.

Xu et Lee [413], ont signalé que la myricétine, le kaempférol et la quercétine
ont une bonne activité inhibitrice contre Staphylococcus aureus résistant a la
méthicilline (SARM) [414]. Par ailleurs selon Lin et al., [415], la quercétine et le

kaempférol ont une faible concentration minimale inhibitrice du SARM.

Certains auteurs ont également étudié I'activité antibactérienne de quelques
acides phénoliques parmi eux : Lou et ses collaborateurs [416], qui ont rapporté que
'acide chlorogenique a un fort effet inhibiteur contre de nombreuses bactéries a
Gram positif et a Gram négatif avec des CMI allant de 20 & 80 pug/mL. Selon cette
étude l'acide chlorogénique lié a la membrane externe de la bactérie, perturbe sa
perméabilité et entraine une fuite du contenu cytoplasmique ce qui aboutit a la mort

cellulaire.

Fiamegos et al., [417], ont également démontré que l'acide chlorogenique
isolé a partir d’Artemisia absinthium est plus actif contre S.aureus (ATCC et SARM),
E. faecalis que sur E.coli. Puupponen-Pimia et al., [411], ont eux aussi rapporté son

faible effet sur E.coli.

Dans cette méme étude Fiamegos et ses collaborateurs [417], ont signalé
I'effet inhibiteur des acides dicafféoylquiniques (1,3 ; 1,5 ; 3,5 et 4,5) sur les bactéries
a Gram positif. En outre I'acide 4,5-dicafféoylquinique a été identifié et caractérisé
comme ayant le potentiel de cibler et d’'inhiber le systéeme des pompes d'efflux de E.
faecalis et S.aureus [418]. Sachant que ses pompes d’efflux sont responsables du
rejet de diverses substances (dont les antibiotiques) hors de la cellule bactérienne ce

qui engendre la résistance aux antibiotiques [419].
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L’identification de ces différents composés phénoliques (acides phénoliques
et flavonoides) dans les extraits méthanoliques d’Inula viscosa pourrait expliquer leur

effet inhibiteur de la croissance des bactéries a Gram positif.

D’apres les résultats obtenus, nous constatons que l'activité antibactérienne
varie selon la composition phytochimique des extraits (solvant d’extraction et organe
végetal utilisé), des concentrations testées et selon la souche microbienne étudiée

(Gram positif ou Gram négatif) [335].
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Diamétre des zones d'inhibitions (mm)
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e Détermination des paramétres antibactériens (CMI, CMB)

La détermination des parameétres antibactériens a été réalisée par la méthode de
dilution en milieu liquide, sur 10 souches bactériennes (5 pathogénes et 5 de

références) tres sensibles vis-a-vis des difféerents extraits (DZI=15mm) (Tableau 3.7).

La concentration minimale inhibitrice des extraits méthanoliques et apolaires a
été déterminée a partir d’'une large gamme de concentrations allant de 1,56 a 100

mg/mL. Les CMI des extraits variaient entre 6,25 et 25 mg/mL.

D’aprés le tableau 1, on constate que les plus petites concentrations inhibitrices
ont été obtenues avec 'EMeOH/F qui a présenté une trés bonne activité sur

A.baumanii et S.pyogenes (CMI=6,25 mg/mL) et S.aureus (CMI=12,5 mg/mL).

Les résultats de I'évaluation de I'effet bactéricide des méthanoliques et apolaires
sont représentés dans le tableau 3.7, dans lequel sont incluses d’'une part les
concentrations minimales bactéricides (mg/mL) et d’autre part les valeurs du rapport
entre la CMB/CMI.

Nous avons remarqué que les CMB des extraits variaient de 12,5 & 50 mg/mL
pour les bactéries a Gram positif et de 25 & 50 mg/mL pour A.baumannii. Le rapport
CMB/CMI pour lI'ensemble des souches étudiées est compris entre 2 et 4, ce qui

démontre que les extraits possedent un effet bactéricide.

L’analyse des méthodes employées, par I'ensemble des travaux répertoriés,
pour la détermination de la CMI a mis en évidence une grande variabilité entre les
études. En effet, nous avons constaté que la majorité des études font appel a la
technique de diffusion en milieu liquide. Selon I'étude de Budzynska et ses
collaborateurs [420], cette technique est plus sensible que la méthode de diffusion en
milieu solide offrant ainsi une meilleure précision et une meilleure reproductibilité des

résultats.

Les résultats que nous avons obtenus sont dans I'ensemble comparables a
ceux rapportés par Side larbi et al., [396]. Cependant dans d’autres études les
valeurs des CMI étaient inférieurs a celles que nous avons enregistrées [97] [335]
[400].
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CMI mg/mL CMB mg/mL Rapport CMB/CMI
Souches MeOH/F H/F MeOH/FIr | H/FIr | MeOH/F | HI/F MeOH/FIr H/FIr MeOH/F | H/F | MeOH/FIr | H/FIr | interprétation
A.baumannii ATCC 12,5 / 12,5 / 25 / 25 / 2 / 2 / Bactéricide
A.baumannii Pat 6,25 / 12,5 / 25 / 25 / 4 / 2 / Bactéricide
S.aureus ATCC 12,5 25 12,5 25 25 50 25 50 2 2 2 2 Bactéricide
S.aureus Pat
(SARM) 12,5 25 12,5 25 50 50 50 50 4 2 4 2 Bactéricide
S.epidermidis ATCC 25 / 25 / 50 / 50 / 2 / 2 / Bactéricide
E.faecalis ATCC 25 / 12,5 / 50 / 25 / 2 / 2 / Bactéricide
E.faecalis Pat 25 / 25 / 50 / 50 / 2 / 2 / Bactéricide
S.pneumeumoniae
ATCC 25 / / / 50 / / / 2 / / / Bactéricide
S.pneumeumoniae
Pat 25 / 25 / 50 / 50 / 2 / 2 / Bactéricide
S.pyogens 6,25 / 12,5 / 12,5 / 25 / 2 / 2 / Bactéricide
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3.5.1.2.2 Activité anticandidosigue

Les résultats obtenus avec I'ensemble des extraits méthanoliques, n-hexane

et décoctés des feuilles et des fleurs sont rapportés dans les Tableaux 3.8 et 3.9.

Les souches de Candida (Tableau 3.8) se sont montrées peu sensibles a
'égard de I'extrait H/F et TEMeOH/F et D/F en comparaison avec I'antifongique de
référence (p<0,05), a I'exception de C.albicans ATCC et C. tropicalis qui se sont

révélés résistants a 'EMeOH/F.

Tableau 3.8. Activité antifongique des feuilles d’'Inula viscosa

Souches EMeOH/F |DI/F H/F Antifongique
C.albicans ATCC | 9,67+0,33° | 12,33+0,33°|11,33+0,33"| 18,330,332
C.albicans Pat 10+0° |11+0,58° [10,33+0,33"] 20,67+0,33%
C.glabrata Pat 10,33+0,33°|  12+0° 12+0° 18+02
C.tropicalis Pat 9+0° 12,33+0,33"(11,33+0,33°| 16+0,58°
C.parapsilosis Pat | 11+0,58" [11,67+0,33"[11,67+0,33"| 19+0°

Différentes lettres alphabétiques indiquent une différence significative entre les extraits et
I'antifongique (p<0,05) en utilisant le test ANOVA One-way suivi par le test de Tukey

Le test réalisé avec les extraits de fleurs (Tableau 3.9) a révélé également une
résistance des souches de Candida a 'lEMeOH/FIr et une faible activité des extraits

H/FIr et D/F en comparaison avec la nystatine p<0,05.

Tableau 3.9. Activité antifongique des fleurs d’Inula viscosa

Souches EMeOH/FIr | D/FIr H/F Antifongique
C.albicans ATCC | 8,67+0,33° 12+0P 11+0° |18,33+0,33%
C.albicans Pat 9+0¢ 12,67+0,67° [ 11,33+0,33°| 20,67+0,33%
C.glabrata Pat 8,67+0,33¢ 11+0° 10+0° 18+0?
C.tropicalis Pat 9,33+0,33° [11,67+0,33"°( 11,33+0,33"| 16+0,58°
C.parapsilosis Pat [10,33+0,33°| 12,33+0,33" | 12+0° 19+0?

Différentes lettres alphabétiques indiquent une différence significative entre les extraits et

I'antifongique (p<0,05) en utilisant le test ANOVA One-way suivi par le test de Tukey




135

Ali-Shtayeh et al., [25], ont rapporté que l'infusé des feuilles d’Inula viscosa
est actif sur C.albicans contrairement a I'extrait éthanolique.

Les travaux d’Oskay et Sari [395] ; Gokbulut et al., [97] ; Chebouti-Mzeiou
[333], ont démontré que les extraits d’Inula viscosa ont une bonne activité
antifongique contre les souches de candida albicans. Gokbulut et al., [196], ont
ajouté que les extraits méthanoliques des racines sont plus actifs que ceux des
feuilles et des fleurs.

Rhimi et ses collaborateurs [92], Ont rapporté que les différents extraits :
éthanoliques, butanoliques et métanoliques ont une méme activité anti-candida

variant de 7 a 14,5 mm selon la souche étudiée.

Maoz et Neeman [157], ont rapporté que les extraits des feuilles d’lnula
viscosa ont entrainé une diminution de la teneur en chitine de la paroi de certains

dermatophytes et de Candida albicans

Selon Cafarchia et al., [421], Cafarchia et al., [422], et Mahmoudi et al., [91],
les extraits d’Inula visocsa principalement ceux qui contiennent des sesquiterpenes
seraient actifs contre les champignons filamenteux de type Fusarium, microsporum,

Septoria, Sclerotinia.

Nous avons constaté que la composition chimique de [lextrait, les
concentrations testées, I'organe végétal utilisé, le solvant et la méthode d’extraction

peuvent influencer sur les résultats de I'activité antimicrobienne.

3.5.1.2.3 Résultats de l'activité leishmanicide

C’est en nous référant a une enquéte ethnobotanique réalisé au Maroc par
[423], dans laquelle Inula viscosa est recensée comme étant utilisée sous forme de
cataplasme pour soigner la leishmaniose cutanée [424] que nous nous sommes
intéressés a l'étude de leffet leishmanicide de certains extraits d’'Inula visocsa
(EMeOH/F ;D/F ; EMeOH/FIr et D/FIr) .

Il existe plusieurs techniques expérimentales qui permettent I'évaluation de
I'activité leishmanicide, dont des tests in vitro sur les deux formes promastigotes et

amastigotes et des tests in vivo sur modéle animal [425] [426] [427]. Notre choix s’est
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porté sur la méthode in vitro qui consiste a tester nos extraits sur des cultures
parasitaires en milieu axénique. Ces tests rapides permettent le criblage de
nombreuses molécules potentiellement leishmanicides et donnent des résultats
cohérents [428].

3.5.1.2.3.1 Résultats de I'effet leishmanicide des extraits sur la forme promastigote

Deux méthodes qui révélent le pourcentage de viabilité cellulaires ont été
utilisées a savoir celle du bleu de Trypan (Comptage visuel) et celle du MTT
(Colorimétrique) [307] [425] [429].

Les résultats du test de l'activité leishmanicide du DMSO a 0,3% utilisé
comme solvant pour la dissolution des extraits méthanoliques (Tableau 3.10)
suggérent qu’'a cette concentration le DMSO n’a pas eu d’effet significatif (p>0,05)
sur la croissance des deux souches étudiées (L. infantum, L. major) et cela aussi

bien par la méthode du bleu de Trypan que par celle du MTT.

Tableau 3.10. Effet du DMSO a 0,3% sur la croissance des souches de leishmanies

Lots % de viabilité
Bleu de Trypan MTT
L.infantum 100+2,50 100+1,44
L. infantum+ DMSO a 0,3% 99,72+1,73 99,45+1,18
L. major 100+£3,31 100+1,40
L. major+ DMSO a 0,3% 99,33+2,46 99,31+1,01

a. Effet leishmanicide des extraits des feuilles d’lnula viscosa

Les résultats de l'activité leishmanicide des extraits méthanoliques et des
décoctés des feuilles évaluées par méthode du bleu de trypan (BT) et celle du MTT
(Figures 3.28 et 3.29) montrent une diminution de la viabilité des deux souches

testées avec 'augmentation de la concentration des extraits et du SBIll (p<0,05).
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Figure 3.28. Activité leishmanicide des extraits de feuilles d’Inula viscosa et SBIII sur
la souche L. infantum

Différentes lettres alphabétiques indiquent une différence significative entre les extraits et le SBIII

(p<0,05) en utilisant le test ANOVA One-way suivi par le test de Tukey
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Figure 3.29. Activité leishmanicide des extraits de feuilles d’'Inula viscosa et SBIII sur

la souche L. major

Différentes lettres alphabétiques indiquent une différence significative entre les extraits et le SBIII
(p<0,05) en utilisant le test ANOVA One-way suivi par le test de Tukey

Les valeurs des Clspont été déterminées a partir des courbes de % de viabilité

des souches parasitaires en fonction des concentrations (de 6,25 a 100 pg/mL)

(Tableau 3.11).

L’évaluation de I'activité anti-leishmanienne par la méthode de coloration par
le bleu de Trypan (Tableau 3.11) a révélé que la plus faible Clsg a été observée avec
le SBIIl (Témoin positif) : L. infantum (7,98+£0,15 pg/mL) et L. major (3,66+0,16
pMg/mL). Concernant les extraits de feuilles d’'Inula viscosa, L'EMeOH/F a présenté
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une Clsg plus faible (18,84+1,10 pg/mL) que celle du D/F (65,69+1,96ug/mL) sur L.
infantum et également sur L. major (11,20£0,51 pg/mL pour 'TEMeOH/F ; 42,16+1,86
pg/mL pour le D/F).

La méthode du MTT (Tableau 3.11) a également montré que la meilleure
activité inhibitrice de la croissance des leishmanies a été obtenue avec le SBIll avec
une Clspde 8,67+0,1 ug/mL sur L. infantum et de 5,66+0,16 pg/mL sur L. major, suivi
par 'TEMeOH/F avec une CI50 de 20,50+1,28 pg/mL et de 15,58+0,30ug/mL sur L.
infantum et L. major respectivement. Le D/F s’est encore avéré le moins actif avec
les Ciso les plus élevées : 69,22+1,23 pg/MI (L. infantum) et 45,87+0,49ug/mL (L.
major) (p<0,05).

Tableau 3.11. Valeurs des Clsg des extraits des feuilles d’Inula viscosa et du SBIl|

Souches Lots Clso (ug/mL)
Bleu de Trypan MTT
L.infantum EMeOH/F 18,84+1,10° 20,50+1,28°
D/F 65,69+1,96° 69,22+1,23°
SBIlI 7,98+0,15%° 8,67+0,1%
L. major EMeOH/F 11,20+0,51° 15,58+0,30°
D/F 42,16+1,86° 45,87+0,49¢
SBIII 3,66+0,16° 5,61+0,13%

Différentes lettres alphabétiques indiquent une différence significative entre les extraits de feuilles et le
SBIII sur les deux souches étudiées (p<0,05) en utilisant le test ANOVA One-way suivi par le test de

Tukey

b. Effet leishmanicide des extraits des fleurs d’lnula viscosa

Les résultats du test in vitro de Il'activité anti-promastigote par les deux
méthodes (Bleu de Trypan et MTT) des extraits des fleurs de I'inula viscosa (Figures
3.30 et 3.31) révelent que ces derniers inhibent la viabilité des deux souches de

leishmanies d’une maniére dépendante des concentrations des extraits (p<0,05).
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Figure 3.30. Activité leishmanicide des extraits de fleurs d’Inula viscosa et SBIII sur la

souche L. infantum

Différentes lettres alphabétiques indiquent une différence significative entre les extraits et le SBIll

(p<0,05) en utilisant le test ANOVA One-way suivi par le test de Tukey
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Figure 3.31. Activité leishmanicide des extraits de fleurs d’Inula viscosa et SBIll sur la

souche L. major

Différentes lettres alphabétiques indiquent une différence significative entre les extraits et le SBIII

(p<0,05) en utilisant le test ANOVA One-way suivi par le test de Tukey

La méthode de révélation au bleu de Trypan (Tableau 3.12) nous a permis de
constater que 'EMeOH/FIr posséde une meilleure activité leishmanicide que le D/FIr
(p<0,05) avec des Clsy de 24,09+0,74 pg/mL pour L. infantum et de 13,77+0,44
pg/mL pour L.major. Toutefois le D/FIr a présenté un effet inhibiteur avec des Clsode

79,41+1,60 pug/mL sur L. infantum et de 55, 36+2,21ug/mL sur L. major.

La méthode de réduction des sels de tétrazolium (MTT) a révelé des résultats
similaires a ceux du bleu de Trypan (Tableau 3.12), démontrant encore une fois que
les Clso les plus faibles ont été obtenues avec 'TEMeOH/FIr en comparaison avec

celles du D/FIr et ceci vis-a-vis des deux souches de leishmnies étudiées (p<0,05).
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Tableau 3.12. Valeurs des Clsg des extraits des fleurs d’Inula viscosa et du SBIlI

Souches Lots Clso (ug/mL)
Bleu de Trypan MTT
L.infantum EMeOH/FIr 24,09+0,74° 26,78+1,67°
D/FIr 79,41+1,60° 74,56+1,20°
SBIII 7,98+0,15% 8,67+0,1°
L. major EMeOH/FIr 13,77+0,44% 16,18+0,30"
D/FIr 55,36+2,21° 61,39+1,8°
SBIII 3,66+0,16° 5,61+0,13%

Différentes lettres alphabétiques indiquent une différence significative entre les extraits de fleurs et le
SBIII sur les deux souches étudiées (p<0,05) en utilisant le test ANOVA One-way suivi par le test de

Tukey

La comparaison des différentes Clso du SBIIl, des extraits méthanoliques et
des décoctés des deux organes de la plante nous a permis de les classer comme
suit (p<0,05):

SBIII>EMeOH/F~EMeOH/FIr> D/F> D/FIr

Cette comparaison a également établi que tous les extraits testés étaient plus
actifs sur L. major que sur L. infantum (p<0,05), alors que les Clsy obtenues avec le

SBIIl n’ont pas présenté de différence significative entre les deux souches (p>0,05).

Selon Silva-Silva et al., [430], des extraits ayant Cls,<100ug/mL sont

considérés comme étant actif.

Les résultats obtenus indiquent un pouvoir leishmanicide de cette plante
plus particulierement des extraits EMeOH/F et 'EMeOH/FIr envers la souche
dermotrope (L.major) et viscérotrope (L.infantum). A notre connaissance aucune

étude antérieure n’a été réalisée avec les extraits méthanoliques de cette plante.

Une étude menée par Avolio et ses collaborateurs en 2014 [431], a prouvée
I'effet leishemanicide des molécules Inuloxins A-D (sesquiterpénoides) et leurs

dérivés isolés a partir d’Inula viscosa sur L. Donovani (méthode Alamar Blue).
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Cependant une récente étude réalisée en Palestine par Hamarsheh et al., [432],
portant sur l'activité antileishmanienne de certains extraits de plantes obtenus par
maceération dans de I'éthanol (30%) et le DMSO n’a pas révélé d’effet d’Inula viscosa
sur L. major (méthode Alamar Blue). Les différences dans les procédures opératoires
de ces études (nature et composition des extraits, solvants utilisés pour I'extraction,
souches testées et méthodes d’évaluation de I'activité) peuvent justifier I'obtention de

résultats divergents.

L’activité antileishmanienne des extraits d’Inula visocsa pourrait étre attribuée
a la présence de composés phénoliques. Plusieurs études ont en effet indiqué que
les polyphénols inhibent potentiellement les deux formes amastigote et promastigote
de différentes espéces de Leishmania [424] [433] [434] [435].

Des flavonoides ont été cités comme ayant une activité antileishmanienne
[180] [436], parmi eux la quercétine et la quercétine glucoside [181] [437] [438] [439]
[440] [441], le Kaempférol [439] [442], I'lsorhamnétine, la myricétine et la diosmétine
[439].

D’autres études ont démontré l'activité leishmanicide de certains acides
phénoliques [439] [441] [443]. L’acide chlorogénique (ester de l'acide cafféique et
'acide quinique) a été rapporté comme inactif sur L. donovani [444]. Cependant dans
'étude de Kirmizibekmez et al., [445], l'acide chlorogénique a montré une activité
contre la forme amastigote de L.donovani. Montrieux et ses collaborateurs [441], ont
également rapporté I'activité antileishmanienne de I'acide chlorogénique sur la forme
promastigote et amastigote de L. amazonensis. Lucarini et al., [446], ont également
indiqué que l'acide 3,5-DCQ posséde une activité leishmanicide sur la forme

promastigote de L. amazonensis

L’identification de ces molécules dans les extraits méthanoliques (EMeOH/F
et/ou EMeOH/FIr) d’Inula viscosa pourrait expliquer leur activité leishmanicide

observée vis-a-vis de la forme promastigote de L. major et L. infantum.
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3.5.1.2.3.2 Résultats de I'activité cytotoxique

Les résultats ainsi obtenus nous ont poussés a évaluer la cytotoxicité des
différents extraits testés dans le but d’estimer I'Index de sélectivité (IS) vis-a-vis des

leishemanies.

La vérification de I'effet du DMSO a 0,3% sur la croissance des cellules de la
lignée THP-1 (Tableau 3.13) n’a pas révélé de différence significative avec celle du
témoin négatif (p>0,05) et ceci par les deux méthodes de révélation de la viabilité

cellulaire (Bleu de Trypan et MTT).

Tableau 3.13. Effet du DMSO a 0,3% sur les cellules THP-1

Lots % de viabilité
Bleu de Trypan MTT
THP-1 100+2,94 100+1,15
THP-1+DMSO a 0,3% 95,51+2,63 96,76+2,11

Le comptage visuel des cellules viables (blanches) par la méthode de
coloration au bleu de Trypan (Figures 3.32 et 3.33) nous a permis de noter
gu'aucune différence significative n’a été observée entre les cellules du groupe
témoin et celles des groupes traités par tous les extraits aux différentes
concentrations ; avec des pourcentages de viabilité de 90,45% (EMeOH/F), 92,13%
(D/F), 89,95% (EMeOH/FIr) et 91,71% (D/FIr) a la dose la plus élevée a savoir 100
pg/mL (p>0,05).
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Figure 3.32. Effet cytotoxique des extraits de feuilles d’Inula viscosa sur la viabilité
des cellules THP-1 (a) Bleu de Trypan ; (b) MTT

La comparaison des résultats obtenus avec la méthode du MTT (Figures 5 et
6) a également montré qu’aucune différence significative n’a été observée entre le
pourcentage de viabilité des macrophages du groupe témoin et ceux des groupes

traités par les différents extraits (p>0,05).

Aucune différence significative n’a également été constatée entre les

différentes doses du méme extrait (p>0,05) et ceux-ci par les deux méthodes.
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De ce fait nous n’avons pas pu déterminer la CCsy (Tableau 3.14 et 3.15) des
différents extraits étant donné que la dose la plus élevée testée n’a pas eu d’effet
significatif sur la viabilité et la croissance des THP-1. Nous estimons alors que les

CCso des extraits méthanoliques et décoctés devraient étre supérieures a 100 pg/mL.
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Tableau 3.14. Index de sélectivité (IS) des extraits des feuilles vis-a-vis des souches

de leishmanies

Souches Extraits CCso IS
Bleu de MTT Bleu de MTT
Trypan Trypan
L.infantum EMeOH/F >100 >100 >5,31 >4,88
D/F >100 >100 >1,52 >1,44
L. major EMeOH/F >100 >100 >8,93 >11,53
D/F >100 >100 >2,37 >2,18

Tableau 3.15. Index de sélectivité (IS) des extraits des feuilles vis-a-vis des souches

de leishmanies

Souches Extraits CCsxo IS
Bleu de MTT Bleu de MTT
Trypan Trypan
L.infantum EMeOH/FIr >100 >100 >4,15 >3,73
D/Flr >100 >100 >1,26 >1,34
L. major EMeOH/FIr >100 >100 >7,26 >6,18
D/FIr >100 >100 >1,80 >1,63

L’'index de sélectivité (IS) qui correspond au rapport des valeurs des CCsy de
l'activité cytotoxique sur les THP-1/ Clso de I'activité leishmanicide (Tableau 3.14.et
3.15) indique des valeurs variables en fonction des souches de leishmanies testées.

Les valeurs de I'lS sont: >1,52 pour le D/F, >5,31 pour 'TEMeOH/F, > 1,26
pour le D/FIr et > 4,15 pour TEMeOH/FIr pour L. infantum par la méthode du bleu de

Trypan, avec un IS maximum observé avec 'lEMeOH/F (>8,93) vis-a-vis de L. major.

Les IS déterminés par la méthode du MTT sont similaires & ceux obtenus par

le bleu de Trypan.
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Les valeurs des index de sélectivité ainsi estimées peuvent nous renseigner
sur I'effet leishmanicide sélectif des extraits méthanoliques et des décoctés sur les

deux souches de leishmanies étudiées.

En effet un produit ayant un IS> a 1 est considéré comme étant plus sélectif
envers le parasite et en revanche un IS<1 est considéré plus sélectif envers les
cellules THP-1 [308] [447] [448] [449].

Inula viscosa a fait 'objet de nombreuses études de cytotoxicité qui
montrent des résultats variables selon le protocole réalisé a savoir : la composition
chimigue des extraits, les concentrations testées ainsi que la lignée cellulaire étudiée
[450] [451] [452] [453] [454] [455] [456] [457] [458].

Les molécules précédemment décrites comme ayant une activité
leishmanicide : la Quércetine et la quércétine glucoside, le Kaempférole,
I'lsorhamnétine, la myrécetine, la diosmétin et l'acide chlorogénique ont toutes
montré une sélectivité envers les souches de leishmanies testées (CCspsur la lignée
cellulaire testées était supérieure a celle de Clsg vis-a-vis des leishmanies), leur IS
était supérieur a 1 [437] [438] [439] [440] [441] [442] [445] [446].

3.5.1.2.3.3 Résultats du test des comeétes

Le test des cometes en conditions alcalines (électrophorése sur gel) est la
méthode la plus largement utilisée pour mesurer les lésions de 'ADN dans les
cellules eucaryotes [459]. Ce qui a rendu le test de la cométe populaire est
probablement son faible co(t, sa polyvalence et sa fiabilité dans la génération de
résultats [460]. Son utilité et sa facilité de réalisation conduisent & son application
rapide dans plusieurs domaines, comme les études de génotoxicité [310] [461] [462]
[463] [464].

L’évaluation de la sensibilité des souches parasitaires aux différents extraits
ainsi que I'estimation des IS, nous ont encouragés a approfondir I'étude de I'activité
leishemanicide des extraits qui ont présenté le plus d’activité (Clso la plus faible) a
savoir L’EMeOH/F et [I'EMeOH/FIr dans le but dobserver déventuels
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endommagements de I'ADN des souches L. major et L. infantum suite a leur

traitement par ces deux extraits.

La réalisation du test des cométes sur la souche L. major n'a pas été
concluante. Nous n’avons pas obtenu de résultats interprétables aprés la réalisation
de la technique. Par conséquent, nous n’avons pu reproduire ce protocole que sur L.

infantum.

IL existe deux types d’interprétation des résultats, les deux dépendent de la
microscopie a fluorescence apres coloration par un colorant de liaison approprié a
I'ADN. Dans le comptage visuel, les cométes sont répertoriées dans I'une des cing
classes (de 0 a 4) selon la présence et lintensité de leur queue. La méthode
alternative est basée sur 'analyse d'image directement sur ordinateur, ce qui donne
une valeur du % ADN dans la queue pour chaque cométe. En termes d'objectivité,
une analyse d'image automatisée devrait étre meilleure que la classification visuelle.
Cependant, dans certains cas elle peut rencontrer des probléemes d’interprétation,
surtout en cas de chevauchement des comeétes ce qui ce produit quand il y a

beaucoup de fragments d’ADN qui se détachent du noyau [465].

Dans notre étude nous avons effectué une classification visuelle des
comeétes en nous basant sur l'intensité de la formation d’'une queue (tail) inhérentes a

la fragmentation de 'ADN de la forme promastigote des L. infantum.

La figure 3.34, montre la distribution des différentes classes de cometes
obtenues pour les cultures parasitaires (L.infantum) du groupe témoin négatif (non
traité) et ceux traités par 'TEMeOH/F et 'TEMeOH/FIr a la dose de 25 ug/mL.

La figure 3.35, montre des images des différentes classes de cometes (5
classes) utilisées pour le calcul du score de 'endommagement de 'ADN de L.

infantum.
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Figure 3.34. Histogramme de la distribution des cometes de L. infantum des groupes

traités par les extraits méthanoliques et du groupe témoin négatif

Différentes lettres alphabétiques indiquent une différence significative entre les extraits et le témoin

dans la méme classe (p<0,05) en utilisant le test ANOVA One-way suivi par le test de Tukey

D’aprés la figure 3.34, nous remarquons que la classe ‘0’ (noyau intact) est
prédominante dans le groupe témoin négatif (98,33%) en comparaison avec les
groupes traités par lTEMeOH/F et TEMeOH/FIr (p<0,05), ce qui indique que '’'ADN des
parasites de ce groupe n’a pas été détruit. Dans le groupe témoin nous avons
également observé un faible pourcentage (1,67%) de comeétes de classe ‘1
(faiblement endommagé). Aucune cométe de classes 2, 3 et 4 n’a été retrouvée dans

le groupe témoin.

Concernant les groupes traités par lTEMeOH/F et TEMeOH/FIr nous avons pu
distinguer la formation d’une ébauche caudale (Figure 3.35 ‘2’), indiquant un
endommagement de I’ADN des parasites qui libére des fragments qui migrent vers
I'anode suite a leur exposition a un bain d’électrophorése. Une grande majorité de
cometes de la classe ‘3’ a été retrouvée dans les groupes traités par 'EMeOH/F
(82%) et TEMeOH/FIr (73,33%), ce qui indique un fort endommagement de I'’ADN
des L. infantum traitées par ces deux extraits (figure 3.35 ‘3’). Ceci est bien visible
par la formation d’'une queue plus allongée et plus distante du noyau indiquant une
plus forte fragmentation de '’ADN. Nous avons également pu observer quelques

cométes de la classe 4 dans les groupes traités par 'EMeOH/F (7,33%) et
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'EMeOH/FIr (9,33%) ce qui traduit un endommagement complet de 'ADN des
parasites dont les noyaux ne peuvent plus étre clairement distingués des queues
(figure 3.35 ‘4’) [466].

Aucune différence significative n’a été observée entre la distribution des
classes de cométes dans les groupes traités par 'lEMeOH/F et ceux traités par
'EMeOH/FIr (p>0,05).

Classe ‘0’

Classe ‘2’

Classe ‘3’

Classe ‘4’

Figure 3.35. Images des différentes classes de comeétes (5 classes) (Originale, 2017)
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La visualisation intensive de cometes de classe 3 dans les groupes traités
en comparaison avec le groupe témoin négatif (p<0,05) indique I'effet génotoxique
exerceé par 'lEMeOH/F et 'TEMeOH/FIr sur 'ADN de ce parasite [466].

Nous avons constaté une différence significative (Tableau 3.16) dans le score
relatif a 'endommagement de 'ADN entre le groupe témoin (0,017+0,01) et les
groupes traités par 'EMeOH/F (2,88t 0,08) et 'EMeOH/FIr (2,77+0,06) avec
p<0,001. Les extraits méthanoliques des deux organes de la plante semblent avoir

eu le méme effet sur TADN de la souche L. infantum.

Tableau 3.16. Score de 'endommagement de '’ADN de la souche L. Infantum

traitée par les extraits méthanoliques et ceux du groupe témoin négatif

Classes (%)
Lots 0 1 2 3 4 Score
Témoin négatif 98,33 1,67 0 0 0 0,017+0,01
MeOH/F 3 1,33 6,33 82 7,33 | 2,88+0,08"
MeOH/FIr 4,33 3,33 9,67 73,33 9,33 | 2,77+0,06

*** n<0,001 indique une différence significative en comparaison avec le groupe du témoin

négatif (n=3) en utilisant le test ANOVA One-way suivi par le test de Dunnett

A notre connaissance I'évaluation de I'endommagement de I'ADN de L.
infantum provoqué par les extraits d’inula viscosa n’a fait I'objet d’aucune étude
antérieur. Ces résultats sont prometteurs, toutes fois il serait intéressant d’évaluer
l'activité contre la forme amastigote dans les milieux axéniques (in vitro) pour

confirmer I'effet leishmanicide des extraits d’Inula viscosa.

3.5.2 Invivo

3.5.2.1 Résultats de I'évaluation de la toxicité

Bien que les plantes médicinales aient de nombreuses activités biologiques,
on connait tres peu le potentiel toxique de ses substances bioactives [220].
L’évaluation de la toxicité des extraits par voie orale est indispensable avant

d’étudier leurs propriétés pharmacologiques.
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3.5.2.1.1 Toxicité aigué

Nous avons constaté que l'administration orale des extraits EMeOH/F, D/F,
EMeOH/FIr et D/FIr d’Inula viscosa L. n’a pas entrainé de mortalité chez les souris
dans l'ensemble des lots traités. Les observations n’ont révélé aucun signe
d’asthénie, de somnolence, d’anorexie, de diarrhée, de troubles du comportement ou
de réduction de la mobilité durant la période expérimentale de 14 jours. La dose

létale 50 (DLsp) est donc supposée étre supérieure aux doses testées (Appendice J)

Dans leur étude sur la toxicité aigué, Side larbi et al., [467], ont rapporté que
'administration orale de I'extrait méthanolique des feuilles d’lnula viscosa obtenu par
macération n’a entrainé aucune mortalité ni de changement du comportement des
rats traités avec des doses allant de 300 a 2500 mg/Kg de poids corporel. Ce qui

concorde avec les résultats obtenus dans notre étude.

Hmamouchi [468], dans son ouvrage sur les Plantes alimentaires,
aromatiques, condimentaires, médicinales et toxiques au Maroc a classé Inula

viscosa comme étant une plante médicinale non toxique.

3.5.2.1.2 Toxicité subaigué des extraits méthanoligues

Etant donné qu'aucun effet toxique n'a été observé au cours de I'étude de la
toxicité aigué, une étude supplémentaire a été menée pour évaluer la toxicité
subaigué des extraits méthanoliques d’Inula viscosa L. durant une expérimentation

de 28 jours chez le rat.

Comme pour I'étude de la toxicité aigué, nous n’avons constaté ni mortalité ni
changement de comportement des rats traités en comparaison avec ceux du lot

témoin.

a. Evolution du poids des rats

Comme le montre la figure 3.36, le poids corporel des rats qui ont recu les
extraits EMeOH/F et EMeOH/FIr aux différentes doses par voie orale pendant 28

jours a continué a augmenter chaque semaine jusqu'au 28°™ jour du traitement.



Aucune différence significative n’a été observée en

des rats témoins.
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Figure 3.36. Evolution du poids corporel des rats en fonction du temps
(a) Rats traités avec 'lEMeOH/ F, (b) Rats traités avec ’TEMeOH/ Fir

Les modifications du poids corporel ont été utilisées comme indicateur des

effets indésirables des médicaments, des produits chimiques et des substances

bioactives [469], [470],

Etant donné qu'aucun changement significatif du poids corporel n'a été

observé chez les rats des groupes traités par rapport au témoin aprés un traitement

guotidien durant 28 jours, on suggéere que I'administration orale et sub-chronique des

extraits n'a pas deffet sur la croissance normale des rats. Une perte d'appétit

entraine souvent une perte de poids due a des perturbations dans le métabolisme
des glucides, des protéines et/ou des graisses [471] [472] [473] [474].
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b. Poids des organes

Aprés 4 semaines de gavage, 'examen macroscopique des différents organes
n‘a montré aucun changement morphologique des organes des rats traités par
'EMeOH/F et 'TEMeOH/FIr d’Inula viscosa aux doses 400mg/kg et 800mg/kg en
comparaison avec les organes des rats non traités que ce soit pour la couleur ou la
texture. Aucune différence significative n'a été observée entre le poids des différents

organes des rats traités et celui des organes des rats témoins (Tableau 3.17).

Tableau 3.17. Poids des organes des rats témoins et traités par les extraits

méthanoliques d’Inula viscosa L.

Poids des organes (Q)
EMeOH/F EMeOH/FIr

Organes| Témoin Dose Dose Dose Dose

400mg/kg | 800mg/kg 400mg/kg 800mg/kg
Foie 5,55+0,07| 5,24 +0,37 | 5,26 +0,17 5,5+0,14 5,5+0,06
Rein 0,47 +0,01| 0,45+0,03 | 0,45+0,04 | 0,47 £0,008 | 0,46+0,007
Cceur |0,53+0,02| 0,48+0,01 | 0,51+0,02 | 0,61 +0,07 0,47+0,02
Poumon |1,19+0,20| 1,05 +0,10 | 1,17+0,02 1,11 +0,06 1,08 0,01
Rate 0,64 +0,09| 0,53+0,05 | 0,64 +0,03 | 0,58+0,03 | 0,49 +0,08

Les valeurs représentent la moyenne + SEM ; n = 6 pour chaque groupe. p>0,05

par rapport au groupe témoin.

De méme, aucun changement significatif n'a été observé dans le poids des
organes : le cceur, le foie, la rate, les reins et les poumons, suggérant que
I'administration des extraits méthanoliques d’Inula viscosa L. n'a eu aucun effet sur
leur croissance normale. Le poids relatif des organes est considéré comme étant un

indicateur relativement sensible dans les études de toxicité [475].

c. Analyses biochimigues et hématologigues

L'analyse de la fonction du foie et du rein est importante dans I'évaluation
de la toxicité des médicaments et des extraits végétaux car ils sont nécessaires a la

survie d'un organisme [476]. Ainsi des analyses hématologiques et biochimiques ont
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eté effectuées pour évaluer les éventuelles altérations des fonctions hépatiques et

rénales provoquées par l'ingestion des extraits [477] [478] [479] [480] [481].

Les extraits EMeOH/F et EMeOH/FIr nont entrainé aucun changement
significatif dans le taux de la glycémie, des triglycérides, du cholestérol, et de
'albumine dans les lots traités aux doses 400mg/Kg et 800mg/Kg en comparaison

avec le lot témoin (Tableau 3.18).

Concernant le bilan hépatique (ASAT, ALAT, PA, GT), aucune différence
significative n’a été observée a l'exception de l'enzyme ASAT qui a diminué
significativement (p<0,01) dans le groupe de rats qui a regu I'extrait MeOH/F a la

dose 800mg/Kg en comparaison avec le lot témoin.

Les hépatocytes ont pour réle la neutralisation des toxines, qu’elles proviennent
de l'intérieur ou de I'extérieur de I'organisme (détoxification), alors que le rein a pour
réle I'épuration du sang et I'élimination des déchets [482]. L'augmentation des
niveaux d'ASAT et d'ALAT dans le sang est due a leur libération suite a
'endommagement des cellules hépatiques [477] [478] [479] [480] [481].

L'administration orale de 'EMeOH/F a la dose 800 mg/Kg a entrainé une
diminution significative des niveaux de I'enzyme ASAT chez les rats traités (Tableau
3.18). Ces observations peuvent suggérer que L’'EMeOH/F d’Inula viscosa aurait des
effets hépatoprotecteurs surtout qu’aucun changement n’a été observé dans I'étude
histo-pathologique. Selon Atsamo et al., [314] ; Gome et al., [483]; Luka et al., [484];
Da Silva et al., [485]; Adewale et al. [486], une diminution des enzymes hépatiques
ASAT et/ou ALAT et/ou PA pourrait indiquer un effet hépatoprotecteur de la plante,

ce qui pourrait expliquer les résultats obtenus.

Une augmentation significative a été observée pour l'urée (p<0,01) des rats du
groupe qui a regu l'extrait EMeOH/FIr a la dose 800mg/Kg. Cependant aucun
changement significatif n’a été observé pour le taux de protéines sériques, de la
créatinine et de l'acide urique dans tous les groupes traités par les deux extraits aux

différentes doses en comparaison avec le lot tétmoin (Tableau 3.18).

Un dysfonctionnement rénal peut étre évalué par des mesures simultanées de

l'urée, de la créatinine et de I'acide urique [470] [487] [488] [489]. Dans la présente
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étude, les changements dans les niveaux plasmatiques de l'urée des rats traités par
'EMeOH/FIr a la dose 800mg/Kg ne peuvent a eux seuls indiquer une altération de
la fonction rénale étant donné qu’aucune différence significative n'a été retrouvée
entre les taux de créatinine et d’acide urique des rats traités et ceux des rats
témoins. D’autant plus que I'étude histologique n’a montré aucune altération de la

structure rénale.

Tableau 3.18. Parametres biochimiques des rats témoins et des rats traités par les

extraits méthanoliques d’'Inula viscosa L.

Parametres biochimiques

EMeOH/F EMeOH/FIr
Parametres Témoin Dose Dose Dose Dose
400mg/kg 800mg/kg 400mg/kg | 800mg/kg
Gly (g/L) 1,08+0,06 | 1,14+0,02 1,1940,10 1,1240,06 | 1,14+0,05

ASAT (UI/L) |131,1743,14|127,83+2,53|116,17+1,27*| 137,5+2,23 | 138,5+1,51
ALAT (UI/L) | 52,83+2,53 | 53,67+1,94 | 52,5+2,73 | 53,83+2,31 | 54,17+2,13

PA (UI/L) 119+4,08 | 120,5+1,98 | 114,83+4,15 |118,67+2,72|109,83+1,22
GT (UI/L) 1,83+0,48 1,5+0,34 2,83+0,48 2,33+0,42 | 3,00+0,37
Bil T (mg/L) | 1,67+0,33 | 1,68+0,22 2+0,26 1,83+0,40 | 2,16+0,17
TG (g/L) 0,60+0,05 | 0,57+0,05 0,56+0,04 0,51+0,03 | 0,55+0,04

Chol (g/L) 0,57+0,06 | 0,45+0,01 0,49+0,03 0,46+0,02 | 0,47+0,03
Urée (g/L) 0,36+0,02 | 0,37+0,01 0,33+0,02 0,36+0,03 | 0,50+0,05**
Créat (mg/L) | 5,83+0,31 | 4,83+0,31 4,83+0,31 510,26 6,33+0,42
AU (mg/L) 20,83+0,75 | 21,5%+2,09 22,33+1,20 | 21,33+1,40 | 22,67+0,49
Pro (g/L) 74,33+1,67 | 72,67+1,02 | 73,83+1,49 72,5+1,48 74+1,46
Albu (g/L) 32,83+1,08 | 33,33+1,05 | 32,67+2,29 | 32,67+1,66 | 32,33%+2,29

Les valeurs représentent : la moyenne = SEM ; n = 6 pour chaque groupe.

** p<0,01 par rapport au groupe témoain.

D’aprés Gregg et Voigt [490]; Mukinda et al., [491], 'analyse des paramétres
sanguins est pertinente car elle donne des informations sur la fonction
hématopoiétique, sur I'apparition d’allergies et sur les effets intravasuculaires comme
'hémolyse. Le bilan hématologique n‘a montré aucune différence significative entre

les rats traités et les rats témoins.
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L’administration orale des extraits EMeOH/F et EMeOH/FIr quotidiennement
pendant 28 jours n’a pas entrainé de changement significatif dans le bilan
hématologique (GB, HGB, GR, HCT, PLT, MCV, MCH, MCHC et LYM) dans les
groupes de rats traités aux différentes doses par rapport aux rats témoins (Tableau
3.19).

Tableau 3.19. Paramétres hématologiques des rats témoins et des rats traités par les

extraits méthanoliques d’Inula viscosa

Parameétres hématologiques

EMeOH/F EMeOH/FIr

Paramétres Témoin Dose Dose Dose Dose

400mg/kg 800mg/kg | 400mg/kg | 800mg/kg
GB x10°/uL | 7,91+0,55 7,7+0,23 9,05+0,39 | 7,78+0,48 | 8,14+0,34
HGB (g/dL)| 13,58+0,38 13,35+0,35 | 13,13+0,48 | 13,2+0,41 | 13,73+0,40
GRX106/uL 7,52+0,29 7,45+0,2 7,98+0,26 | 7,28+0,19 | 8,22+0,30
HCT % 47,95+2,68 | 53,53+3,64 | 50,95+1,02 (48,93+2,93| 51,71+1,39
PLT><103/uL 713,33+70,18 | 727,66+39,68 | 700,33+37,28 | 716+24,41 | 681,66+36,62
MCV (FL) 58,68+1,77 58,7+1,39 60,26+0,86 |58,71+0,91| 59,41+0,90
MCH (pg) | 16,63+0,41 | 16,63+0,47 | 16,78+0,22 |16,76+0,20| 16,63+0,24
MCHC
(@/dL) 28,28+0,59 28,25+0,47 29+0,15 28,03+0,33| 28,21+0,54
LYM % 81,38+4,83 | 81,71+4,08 | 85,68+3,11 | 78,83+3,5 | 82,33+3,19

Les valeurs représentent : la moyenne + SEM ; n = 6 pour chaque groupe ; p>0,05 par rapport

au groupe témoin.

d. Examen histopathologique des organes

La comparaison des organes : foie et rein des rats traités aux doses 800 mg/Kg

avec ceux du témoin sain montre une architecture hépatique et rénale conservée,
sans signe de cytolyse inhérente a une éventuelle toxicité des extraits méthanoliques
des feuilles et des fleurs, il n’a pas été constaté de Iésion organique ni de fibrose au
niveau rénal ou hépatique. Des signes de congestions probablement dus au sacrifice

ont été observés a la fois dans les lots traités et le lot témoin (Figures 2 et 3.).
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Figure 3.37. Histologie du foie des rats témoins (a.1 : GX10 ; a.2 : GX40), des rats
traités par 'TEMeOH/ F a la dose 800mg/Kg (b.1 : GX10 ; b.2 : GX40), des rats traités
par 'TEMeOH/ Fir a la dose 800mg/Kg (c.1 : GX10 ; c.2 : GX40).

VCL : Veine Centrolobulaire ; Lames d’hépatocytes en disposition radiaire autour de la veine

centrolobulaire (fleche) ; h : hépatocyte ; S : Sinusoide (a.2 ; b.2 ; c.2) ; Coloration H&E.
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Figure 3.38. Histologie du rein des rats témoins (a.1 : GX10 ; a.2 : GX40), des rats
traités par 'TEMeOH/ F a la dose 800mg/Kg (b.1 : GX10 ; b.2 : GX40), des rats traités
par 'TEMeOH/ FIr a la dose 800mg/Kg (c.1 : GX10; c.2 : GX40).

Congestion (fleche : a.1 ; b.1; c.1) ; Parenchyme rénal : glomérule (fleche : a.2 ; b.2; c.2) ; tr : tube

rénal (a.2 ; b.2 ; c.2) ; cb : chambre ou espace de bowman; Coloration H&E
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3.5.2.2 Résultats de I'évaluation de I'activité anti-inflammatoire

De nombreux auteurs ont rapporté l'utilisation d’Inula viscosa comme anti-
inflammatoire en médecine traditionnelle. Selon Baba Aissa [41], les feuilles de cette
plante sont appliquées sous forme de cataplasme pour réduire I'inflammation et les

ocedémes.

A partir de ces données ainsi que celles recueillies dans I'enquéte
ethnobotanique, nous avons choisi deux méthodes expérimentales se basant sur
l'induction d’une inflammation aigué sur un modéle animal pour évaluer 'activité anti-
inflammatoire des extraits méthanoliques et des décoctés des feuilles et des fleurs

d’Inula viscosa.

3.5.2.2.1 Induction de 'oedéme avec de la carragénine

L’activité anti-inflammatoire des extraits méthanoliques et des décoctés des
feuilles et des fleurs d’Inula viscosa évaluée par la méthode de linduction de
'cedéme avec de la carragénine est représentée dans les tableaux 3.20 ; 3.21 et les
figures 3.39 et 3.40.

L’induction de 'cedéme de la patte avec de la carragénine est une méthode
trés utilisée comme modéle de l'inflammation aigué dans la recherche de nouvelles
molécules anti-inflammatoire [492]. La formation d'cedéme se déroule en deux
phases, la libération d'histamine de et de sérotonine survient dans la premiere phase
et la seconde phase est associée a la production de bradykinine, de protéase et de
prostaglandines [493] [494] [495] [496] [497].

Suite a l'injection de la solution de carragénine (Tableaux 3.20 et 3.21), nous
avons remarqué que l'cedéme des pattes gauches des souris du lot témoin a
continué d’augmenter jusqu’a la quatrieme heure. Cependant 'cedéme des souris
traitées par le produit de référence (Diclofénac) a commencé a se résorber des la

premiére heure (p<0,05).
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e FEffet anti-inflammatoire des extraits de feuilles

L’cedéme des souris traitées avec I'extrait méthanolique des feuilles aux dose
de 600 et 800 mg/kg a commencé a diminuer a partir de la premiére heure (p<0,001)
alors qu’a la dose de 400 mg/Kg la réduction de 'cedéme n’a débuté qu’a partir de la
deuxieme heure (p<0,01) en comparaison avec le lot témoin négatif. Les résultats
obtenus montrent que 4h aprés l'injection de I'agent cedématogéne, 'administration
orale de L’'EMeOH/F aux doses de 400, 600 et 800 mg/Kg a entrainé une diminution
significative de l'cedéme des pattes des souris traitées avec un pourcentage
d’inhibition de 49,06 ; 73,58 et 90,57% respectivement (Figure 3.39).

Concernant l'activité du décocté des feuilles nous avons remarqué une
diminution plus tardive de 'cedéme a partir de la deuxiéme heure (p<0,05 ; 0,001). A
la quatrieme heure, le D/F aux doses de 400, 600 et 800 mg/Kg a entrainé une
réduction de 'cedeme des pattes avec des pourcentages d’inhibition de 32,08 ; 43,40

et 69,81% respectivement (Figure 3.39).

Tableau 3.20. Evolution du changement de I'épaisseur des pattes des souris traitées

par les extraits de feuilles

Changement de I'épaisseur des pattes des souris (mm)

4 h (%

Lots Oh 1lh 2h 3h d’inhibition)

Témoin 0,34+0,04 | 0,36+0,03 0,4+0,03 0,44+0,04 | 0,53+0,05
0,11+0,03™

Diclofénac (50mg/Kg) | 0,31+0,04 | 0,27+0,02" | 0,22+0,03" | 0,16+0,03" | (79,25)
0,27+0,017"

EMeOH/F (400 mg/kg) |0,29+0,009| 0,31+0,01 | 0,3+0,01° |0,25+0,009" | (49,06)
0,14+0,009™

EMeOH/F (600 mg/kg) | 0,27+0,01 |0,23+0,008" | 0,18+0,008" | 0,17+0,09" | (73,58)
0,050,02"

EMeOH/F (800 mg/kg) | 0,28+0,02 | 0,2+0,02" |0,12+0,009 " |0,09+0,006" | (90,57)
0,36+0,01""

D/F (400 mg/kg) 0,3+0,01 | 0,35+0,01 | 0,32+0,02" | 0,32+0,01" (32,08)
0,3+0,02"

D/F (600 mg/kg) 0,32+0,04 | 0,34+0,005 | 0,31+0,02° | 0,28+0,02" | (43,40)
0,16+0,01""

D/F (800 mg/kg) 0,32+0,04 | 0,28+0,03" | 0,21+0,02"" | 0,19+0,02 | (69,81)

Les valeurs sont exprimées en Moyenne + SEM; n=6/ groupe; signifient & p < 0,05; ~p<0,01;
""p<0,001 en comparaison avec le groupe témoin en utilisant le test ANOVA one-way suivi
par le test de Dunenett.
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Figure 3.39. Pourcentage d’inhibition de 'oedéme des pattes des souris traitées par
les extraits des feuilles

Différentes lettres alphabétique indiquent une différence significative (p<0,05) selon le test
ANOVA one way suivi par le test de Tukey.

e Effet anti-inflammatoire des extraits de fleurs

L’extrait méthanolique des fleurs a entrainé une diminution de I'cedeme des
pattes a partir de la premiére heure aux dose de 600 et 800 mg/kg (p<0,05 ; p<0,01)
et a partir de la troisieme heure a la dose de 400 mg/Kg (p<0,01) en comparaison
avec le lot témoin négatif (Tableau 3.21). D’aprés la figure 3.40, a la quatrieme
heure 'TEMeOH/flr a provoqué une diminution significative de 'oedéme des pattes des
souris traitées avec les doses de 400, 600 et 800mg/Kg avec des pourcentages
d’inhibition de 41,51 ; 60,38 et 77,36% respectivement en comparaison avec le

témoin négatif qui a recu de I'eau physiologique.

Pour le décocté des fleurs seule la dose 800 mg/Kg a donné de résultats a partir
de la deuxiéme heure (p<0,05). Au bout de quatre heure le D/flr aux doses 400, 600
et 800mg/Kg a induit une diminution de I'cedéme des pattes des de 28,30 ; 35,85 et
58,49 (Tableau 3.21 ; Figure 3.40).

Nous avons constaté (Figure 3.39 et 3.40) que les pourcentages d’inhibition
de I'cedéme des souris traitées avec 'lEMeOH/F et 'TEMeOH/FIr a la dose de 800

mg/Kg sont similaires a celui du produit de référence Diclofénac (79,25%).
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Tableau 3.21. Evolution du changement de I'épaisseur des pattes des souris traitées

par les extraits de fleurs

Changement de I'épaisseur des pattes des souris (mm)

4h (%

Lots 0h 1h 2h 3h d’inhibition)

Témoin 0,34+0,04 | 0,36+0,03 0,4+0,03 | 0,44+0,04 | 0,53+0,05
0,11+0,03"

Diclofénac (50mg/Kg) |0,31+0,004| 0,27+0,02° | 0,22+0,03" |0,16+0,03" | (79,25)
0,31+0,02"

EMeOH/FIr (400 mg/kg) | 0,27+0,02 | 0,34+0,03 | 0,37+0,05 | 0,29+0,02" | (41,51)
0,21+0,02"

EMeOH/FIr (600 mg/kg) | 0,33+005 | 0,27+0,02° | 0,25+0,03" |0,24+0,03" | (60,38)
0,12+0,009"

EMeOH/FIr (800 mg/kg) | 0,29+0,005| 0,24+0,03” | 0,19+0,02" |0,16+0,02" | (77,36)
0,38+0,02"

D/FIr (400 mg/kg) 0,30+0,01 | 0,36+0,02 0,4+0,05 | 0,39+0,04 (28,30)
0,34+0,03™

D/FIr (600 mg/kg) 0,32+0,04 | 0,36+0,02 | 0,35+0,04 | 0,32+0,01" | (35,85)
0,22+0,03™

D/FIr (800 mg/kg) 0,28+0,01 | 0,33+0,04 | 0,28+0,01° |0,25+0,04 | (58,49)

Les valeurs sont exprimées en Moyenne + SEM; n=6/ groupe; signifient & p < 0,05; p<0,01;
""p<0,001 en comparaison avec le groupe témoin en utilisant le test ANOVA one-way suivi
par le test de Dunenett.
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Figure 3.40. Pourcentage d’inhibition de 'oedéme des pattes des souris traitées par

les extraits des fleurs

Différentes lettres alphabétique indiquent une différence significative (p<0,05) selon le test
ANOVA one way suivi par le test de Tukey.
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Le développement d’'une réponse inflammatoire est un processus
complexe mais bien régulé [498]. L’acide arachidonique est un acide gras
polyinsaturé libéré de la membrane phospholipidique de la cellule via I'hydrolyse par
les enzymes phospholipase A2 [499]. L’acide arachidonique est par la suite
meétabolisé par deux voies enzymatiques distinctes: la cyclooxygénase en
postaglandine PGS et la lipoxygénase en leucotrinenes. Les prostaglandines sont les
principaux médiateurs de l'inflammation impliqués dans la plupart des pathologies
inflammatoires [500]. Par conséquent, le test de l'induction de I'cedéme de la patte
avec de la carragénine est efficacement controlé par les inhibiteurs de la
cyclooxygénase (COX) en raison de son mécanisme COX-dépendant [501], ainsi,
d'aprés les résultats observés, les extraits d’Inula viscosa L. pourraient avoir des
propriétés inhibitrice de la COX et par conséquent l'inhibition de la synthése des
prostaglandines.

De nombreuses études ont mis en évidence l'intérét des acides phénoliques

composeés bio-actifs comme source de nouveaux anti-inflammatoires [502].

Selon Yonathan et al.,, [503], l'acide chlorogénique isolé a partir de
Cheilanthes farinosa possede une plus forte activité anti-inflammatoire dans la
réduction de I'cedéme plantaire induit avec de la carragénine que l'acide
acétylsalicylique. En effet Dos Santos et al., [504], ont également rapporté que
'acide chlorogénique entraine une diminution de I'oedéme plantaire des rats induit
par la carragénine. D’aprés Hwang et al., [505], L'acide chlorogénique inhibe la
production de NO (oxyde nitrique) et I'expression de la cyclooxygénase (COX-2) et
d'iINOS (Oxyde nitrigue synthase) dans les macrophages stimulés par les

lipopolysaccharides (LPS) et diminue également les cytokines pro-inflammatoires.

Abdel Motaal et al., [506], ont rapporté que le prétraitement des rats avec les
acides 3,4-DCQ ; 3,5 DCQ et 4,5-DCQ isolés a partir Solidago virgaurea entraine
une diminution significative de I'cedéme des pattes des rats induit avec de la
carragénine en comparaison avec le groupe témoin négatif ainsi qu’'une diminution
de certaines cytokines (IL1 et TNF-a). D’aprées Ferreria et al., [507], certains dérives
de l'acide caféoylquinique (3,5- et 4,5-DCQ) inhibent la libération d'histamine dans

des modeéles d’inflammation réalisés in vitro.
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Certaines études ont également démontré l'effet anti-inflammatoire des
flavonoides. Selon Rotelli et al., [508] et Wang et al., [509], la quercétine et la
myricétine (isolée a partir des feuilles de Myrica rubra) possédent un important
pouvoir de réduction de I'cedéme de la patte induite par le carragénine. Morikawa et
al., [510] ; De Pascual- Teresa et al., [511], ont rapporté que la quercétine entraine
une diminution des PGE2, cyclo-oxygénase 2 et certaines cytokines (TNF-a).
Parveen et al., [512], ont aussi indiqué que le kaempférol isolé a partir de Thesium
chinense a une forte activité anti-inflammatoire (test a la Carragénine). Selon Yang
et al., [513], L’isorhamnétine isolée a partir de Oenanthe javanica a inhibé nettement
I'cedéme des pattes arriére des rats (carragénine méthode), De plus, l'isorhamnétine
réduirait l'infiltration cellulaire inflammatoire. L'isorhamnétine a inhibé I'expression de
I'oxyde nitrique synthase inductible (INOS) et la libération de NO dans les cellules

stimulées par le LPS.
L’effet anti-inflammatoire des extraits méthanoliques des feuilles et des
fleurs d’Inula viscosa pourrait étre di a la présence de ces acides phénoliques et

flavonoides.

3.5.2.2.2 Induction de I'cedéme de I'oreille avec du xyléne

Les résultats de l'activité anti-inflammatoire des extraits méthanoliques et
des décoctés des feuilles et des fleurs d’'Inula viscosa sont représentés dans les
tableaux 3.22 ; 3.23 et figures 3.41 et 3.42.

L’'induction de l'cedeme auriculaire par le xyléne est utilisée depuis
longtemps comme modéle de l'inflammation aigué pour la recherche des effets anti-
inflammatoires de nombreuses molécules [324]. Cette méthode provoque
'accumulation des liquides et un cedéme caractéristique d’une réponse inflammatoire
aigué (augmentation de la vasodilatation). Ce test provoque la libération des
médiateurs pro-inflammatoires a partir des neurones sensoriels qui agissent sur les
cellules périphériques cibles produisant une inflammation neurogéne caractérisée
par : de la chaleur, de la rougeur et un cedéme [514] [515] [516] [517].



165

e FEffet anti-inflammatoire des extraits de feuilles

D’aprés le tableau 3.22, nous remarquons que le prétraitement des souris
par I'extrait méthanolique des feuilles aux doses 400, 600 et 800mg/Kg a entrainé
une réduction significative de I'cedeme des oreilles des souris causé par I'application
du xylene avec un pourcentage d’inhibition de 60,54, 73, 41 et 80,86%
respectivement en comparaison avec le lot ttmoin qui a regu de I'eau physiologique
(p<0,001). L’administration orale du décocté des feuilles a également provoqué une
diminution significative de l'cedéme des souris (p<0,001) avec un maximum
d’inhibition de 66,42% obtenu avec la dose de 800 mg/Kg (Figure 3.41). L’effet anti-
inflammatoire obtenu avec de 'lEMeOH/F (600 et 800 mg/Kg) et D/F (800 mg/Kg)

était comparable a celui du diclofénac (75%) p>0,05.

Tableau 3.22. Différence du poids des oreilles des souris traitées par les extraits de

feuilles
Lots Différence du poids des % d’inhibition
oreilles (mg)

Témoin 10,72+0,92 -
Diclofénac (50mg/Kg) 2,68+0,30" 75
EMeOH/F (400 mg/kg) 4,23+0,41" 60,54
EMeOH/F (600 mg/kg) 2,85+0,25 73,41
EMeOH/F (800 mg/kg) 2,05+0,17" 80,88
D/F (400 mg/kg) 6,27+0,27 41,51
D/F (600 mg/kg) 4,87+0,35 54,57
D/F (800 mg/kg) 3,640,327 66,42

Les valeurs sont exprimés en Moyenne + SEM; n=6/ groupe; signifient & p < 0,05; p<0,01;
""p<0,001 en comparaison avec le groupe témoin en utilisant le test ANOVA one-way suivi
par le test de Dunenett.
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Figure 3.41. Pourcentage d’inhibition de 'oedéme des oreilles des souris traitées par
les extraits des feuilles

Différentes lettres alphabétiques indiquent une différence significative (p<0,05) selon le test
ANOVA one way suivi par le test de Tukey.

e Effet anti-inflammatoire des extraits de fleurs

Concernant l'extrait méthanolique et décocté des fleurs d’Inula viscosa
(Tableau 3.23), ils ont tous les deux montré une diminution significative de 'cedéme
des oreilles des souris en comparaison avec le groupe témoin. L’extrait méthanolique
des fleurs a montré un pourcentage d’inhibition de 54,76, 67,54 % et de 70,62% aux
doses de 400 et 600 et 800 mg/Kg respectivement (Figure 3.42). L’effet obtenu avec
'EMeOH/FIr (600 et 800 mg/Kg) et le D/FIr (800 mg/Kg) était comparable a celui du
Diclofénac (75%).
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Tableau 3.23. Différence du poids des oreilles des souris traitées par les extraits de

fleurs
Lots Différence du poids des % d’inhibition
oreilles (mg)

Témoin 10,72+0,92 -
Diclofénac (50mg/Kg) 2,68+0,30 75
EMeOH/FIr (400 mg/kg) 4,85+0,25 54,76
EMeOH/FIr (600 mg/kg) 3,48+0,32"" 67,54
EMeOH/FIr (800 mg/kg) 3,15+0,17 70,62
D/FIr (400 mg/kg) 6,58+0,54 " 38,62
D/FIr (600 mg/kg) 5,45+0,19" 49,16
D/FIr (800 mg/kg) 3,9+0,26 63,62

Les valeurs sont exprimés en Moyenne + SEM: n=6/ groupe; signifient & p < 0,05; p<0,01;
""p<0,001 en comparaison avec le groupe témoin en utilisant le test ANOVA one-way suivi
par le test de Dunenett.
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Figure 3.42. Pourcentage d’inhibition de I'cedéme des oreilles des souris traitées par
les extraits des fleurs

Différentes lettres alphabétiques indiquent une différence significative (p<0,05) selon le test
ANOVA one way suivi par le test de Tukey.

Des études réalisées par Manez et al., [110] [518] ; Hernandez et al., [39],

[100] [519], ont montré que les sesquiterpénes (acide illicic, acide hydroxycostique,
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Inuviscolide) et les composés phénoliques tels que les flavonoides (sakurantine, le 7-
O-Methylaromadendrin), présents dans Inula viscosa ont inhibé le gonflement induit
par le TPA (12-O-tétracyanoylphorbol-13-acétate) dans les modeles d'inflammation

cutanée.

Différentes recherches scientifiques ont prouvé que les constituants
chimigues tels que les composés phénoliques possedent une activité anti-
inflammatoire [520] [521].

D’aprés Parveen et al., [512] ; et Wang et al., [509], certains flavonoides
tels que le kaempférol et la myricétine, possédent un important pouvoir de réduction
de I'cedeéme auriculaire induit par le xyléne. Ces composés ont été identifies dans les
extraits méthanoliques des feuilles et/ou des fleurs d'Inula viscosa, ce qui pourrait
expliquer l'effet anti-inflammatoire obtenu dans cette étude confirmant ainsi son

utilisation traditionnelle.

3.5.2.3 Résultats de I'évaluation de l'activité antalgique

L’activité antalgique des extraits méthanoliques et des décoctés des feuilles et
des fleurs d’Inula viscosa est représentée dans les tableaux 3.24 ; 3.25 et les figures
3.43 et 3.44

Le test de I'induction de spasmes avec de l'acide acétique a été utilisé pour
évaluer l'action analgésique périphérigue des extraits d'Inula viscosa L. Cette
méthode a été expérimentée par différents groupes de recherche pour déterminer
I'effet antalgigue de composés naturels [325] [522] [523].Les manifestations des
crampes abdominales chez la souris se traduisent par une cambrure du dos, une
extension des membres postérieurs et une contraction de la musculature abdominale
[524].

e FEffet antalgique des feuilles

L'administration orale de 'EMeOH/F et du D/F a montré une inhibition
significative du nombre de crampes (p <0,001) induites par linjection de I'acide
acétique en comparaison avec le groupe du témoin négatif (Tableau 3.24).
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Le prétraitement des souris par TEMeOH/F aux doses de 400, 600 et 800
mg/Kg a réduit le nombre de spasmes avec un pourcentage de réduction de:
85,67% ; 89,80% et 93,39% respectivement. Le D/F aux mémes doses a également
diminué les crampes abdominales de 70,79% ; 78,51% et 85,4% respectivement
(Tableau 3.24 et Figure 3.43). Nous avons remarqué que 'EMeOH/F aux trois doses
testées et le D/F a la dose de 800 mg/Kg ont un effet analgésique similaire au produit
de référence (88,15%) (p>0,05).

Tableau 3.24. Nombre de crampes des souris traitées par les extraits des feuilles

Nombre de % de
Lots crampes réduction
Témoin 60,5£3,05
Diclofénac (50mg/Kg) | 7,171,287 | 88,15

3

EMeOH/F (400 mg/kg) | 8,67+1,17" 85,67

EMeOH/F (600 mg/kg) | 6,17+1,147 | 89,80
EMeOH/F (800 mg/kg) 4+0,78" 93,39
D/F (400 mg/kg) 17,67+1,54 | 70,79
D/F (600 mg/kg) 13+1,037 78,51

D/F (800 mg/kg) 8,83+0,96 85,4
Les valeurs sont exprimées en Moyenne + SEM; n=6/ groupe; signifient & p < 0,05; ~p<0,01;
""p<0,001 en comparaison avec le groupe témoin en utilisant le test ANOVA one-way Suivi
par le test de Dunnett.
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Figure 3.43. Pourcentage de réduction des crampes des souris traitées par les
extraits des feuilles

Différentes lettres alphabétiques indiquent une différence significative (p<0,05) selon le test
ANOVA one way suivi par le test de Tukey
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e FEffet antalgique des fleurs

Les EMeOH/FIr et DFIr ont montré une diminution significative des spasmes
des souris traitées par rapport au groupe témoin (p<0,001) (Tableau 3.25). L'effet
observé avec 'lEMeOH/FIr aux doses de 400, 600 et 800 mg / kg est de 81,54%,
86,78% et 89, 53% respectivement. Quant au D/FIr, il a présenté des pourcentages
d’'inhibition de 64,19%, 69,97% et 79, 34% aux mémes doses (Tableau 3.25 et
Figure 3.44).

D’apreés la figure 3.44, nous avons également constaté que 'TEMeOH/FIr aux
trois doses testées et le D/FIr & la dose de 800 mg/Kg ont un effet analgésique
semblable a celui du Diclofénac (88,15%) (p>0.05).

Tableau 3.25. Nombre de crampes des souris traitées par les extraits des fleurs

Nombre de % de
Lots crampes réduction
Témoin 60,5+3,05
Diclofénac (50mg/Kg) | 7,17+1,28" | 88,15
EMeOH/FIr (400 mg/kg) | 11,17+1,3" | 81,54
EMeOH/FIr (600 mg/kg) 8+0,84" 86,78

EMeOH/FIr (800 mg/kg) | 6,33+1,12" | 89,53
D/FIr (400 mg/kg) 21,67+1,59" | 64,19
D/FIr (600 mg/kg) 18,17+1,28" | 69,97

*k%k

D/FIr (800 mg/kg) 12,5+1,07 79,34
Les valeurs sont exprimées en Moyenne *+ SEM; n=6/ groupe; signifient & p < 0,05; ~p<0,01;
"p<0,001 en comparaison avec le groupe témoin en utilisant le test ANOVA one-way suivi par le test
de Dunnett.
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Figure 3.44. Pourcentage de réduction des crampes des souris traitées par les

extraits des fleurs



171

Différentes lettres alphabétiques indiquent une différence significative (p<0,05) selon le test ANOVA one
way suivi par le test de Tukey.

Ce test provoque une algie par la libération de diverses substances
endogenes qui excitent les nocicepteurs périphériques [525]. Certains médiateurs
(histamine, bradykinine, sérotonine, prostaglandines) et cytokines produites dans le
liquide péritonéal provoquent une élévation de la perméabilité vasculaire et induisent

la stimulation des terminaisons nerveuses des fibres nociceptives [523] [526] [527].

Dans leurs études, certains auteurs ont démontré l'effet antalgique des
acides phénoligues. Selon Gorzalczany et al., [528], I'acide chlorogénique (isolée a
partir de Urtica circularis) réduit de fagcon importante le nombre de crampes induites
par l'injection de I'acide acétique. Dos Santos et al., [529], ont également rapporté
I'effet analgésique des acides 3,5- et 4,5-DQC (isolée a partir de Lychnophora
ericoides) évalué avec le test de Koster. Cet effet pourrait étre lié a I'inhibition de
histamine. Selon Ferreira et al.,, [507] et Guzzo et al., [530], les acides

caféoylquiniques réduiraient la libération d'histamine dans des tests in vitro.

Selon la littérature, les flavonoides possédent également un effet
analgésique. Tong et al., [531], ont démontré que la myricétine (isolée a partir des de
Myrica rubraa) présente une activité antalgique périphérique (test a I'acide acétique)
gui pourrait étre due a son action inhibitrice de la COX1 et PGE2. Filho et ses
collaboateurs [532], ont relié l'activité antalgique de la quercétine a I'inhibition de

certains médiateurs tels que la sérotonine.

L’effet antalgique des extraits méthanoliques d'Inula viscosa constaté dans

notre étude pourrait s’expliquer par la présence de ces molécules bio-actives.

Une récente étude réalisée en 2016 par Side larbi et ses collaborateurs,
[467], a démontré I'action analgésique centrale de I'extrait méthanolique des feuilles
d’Inula viscosa obtenu par macération dans du méthanol (80%) évaluée par le test

d'immersion des queues des rats dans de I'eau chaude (55°C).



172

3.5.2.4 Résultats de I'évaluation de I'activité antipyrétique

Les résultats de l'activité antipyrétigue des extraits d'lnula viscosa sont

illustrés dans les figures 3.45 ; 3.46 et les tableaux 3.26 et 3.27

L'injection sous-cutanée de levure de biére est considérée comme une
méthode pratigue pour étudier le potentiel antipyrétique des plantes car elle
provoque une €lévation de la température en induisant 'augmentation de la synthese

des prostaglandines [533].

L'injection sous-cutanée de la suspension de levure de biere a entrainé une
élévation de la température rectale des rats au bout 18 h. Les rats du groupe témoin
ont présenté une augmentation significative de la température rectale tout au long de
la période expérimentale. Les rats traités avec l'ibuprofene (100 mg / kg) ont montré
une diminution significative de la température rectale au cours de la période

expérimentale dés la premiere heure.

o Effet antipyrétigue des feuilles

L'administration de 'EMeOH/F a induit une réduction significative de la
fievre aux doses 600 et 800 mg /Kg de la 1°® heure (p <0,01, p<0,001) jusqu'a la
4éme heure. Alors que pour 'EMeOH/F a la dose de 400 mg/Kg, la température
rectale des rats n’a commencé a diminuer qu’a partir de la deuxiéme heure (p <0,01).
La diminution maximale de la fiévre a été observée avec 'TEMeOH/F a la dose de 800
mg /Kg (89,51%) au bout de 4 heures. Le D/F a présenté une activité antipyrétique
significative a la dose de 800 mg / Kg pendant toute la durée de I'expérimentation (1-
4 heures) avec un pourcentage d'inhibition de I'hyperthermie de 77,62% (Tableau
3.26 et Figure 3.45).

Les résultats obtenus suite a 'administration orale de 'TEMeOH/F aux doses
de 600 et 800 mg/Kg, le D/F a la dose de 800 mg/Kg étaient comparables a ceux de
I'lbuproféne (91,61%) p>0,05 (Figure 3.45).



Tableau 3.26. Activité antipyrétique des extraits de feuilles
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Température (°C)

4 h (% de
Extraits T initiale 0 h# 1h 2h 3h réduction)
Témoin | 37,17+0,18 | 38,35+0,27 | 38,48+0,25 | 38,43+0,24 | 38,57+0,23 | 38,6+0,18
Ibuproféne 37,25+0,16 | 37,17+0,17 | 37,27+0,17
(100mg/Kg) | 37,15+0,13 | 38,18+0,15 | 37,67+0,14 ~ (91,61)
EMeOH/F 37,57+0,17
(400 mg/Kg) | 37,12+0,13 | 38,42+0,19 | 38,07+0,16 |37,65+0,11 " |37,42+0,12"" (68,53)
EMeOH/F 37,4+0,14"
(600 mg/Kg) | 37,12+0,15 | 38,32+0,17 | 37,65+0,13 | 37,48+0,16 " | 37,42+0,18™ (80,42)
EMeOH/F 37,25+0,18"
(800 mg/Kg) | 37,1+0,16 | 38,38+0,16 | 37,58+0,16 ~ | 37,4+0,18 " | 37,32+0,19™" (89,51)
D/F (400 37,93+0,13
mg/Kg) 37,3+0,16 |38,48+0,13 | 38,45+0,14 | 38,12+0,14 | 37,98+0,17 (55,94)
D/F (600 37,65+0,15"
mg/Kg) |37,12+0,14 | 38,25+0,16 | 38,08+0,12 | 37,77+0,17 " | 37,62+0,14" (62,94)
D/F (800 37,52+0,14"
mg/Kg) 37,2+0,16 | 38,3+0,17 |37,68+0,13 " |37,58+0,12 ~ | 37,55+0,12"" (77,62)

Les valeurs sont exprimées en Moyenne +

de Dunnett.

SEM; n=6/ groupe; signifient & p < 0,05; ~p<0,01;
Mp<0,001 en comparaison avec le groupe témoin en utilisant le test ANOVA one-way suivi par le test

# Oh : correspond a la température rectale des rats 18 h aprés injection de la levure de biére et au
moment de I'administration des différents produits
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Figure 3.45. Pourcentage de réduction la fievre des rats traités par les extraits des

feuilles

Différentes lettres alphabétiques indiquent une différence significative (p<0,05) selon le test ANOVA
one way suivi par le test de Tukey.




o Effet antipyrétigue des fleurs
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L’EMeOH/FIr aux doses de 600 et 800 mg/Kg a entrainé une diminution

significative de la température rectale des rats (p <0,05, p <0,01) une heure apres

leur traitement. Tandis qu’a la dose de 400 mg / kg, la température rectale des rats

n'a commencé a baisser que 3 heures apres le traitement (p<0,01). L'atténuation

maximale de la fievre a été observée avec 'lEMeOH/FIr (87,41%) a la dose de 800

mg/Kg. Nous avons constaté que le D/FIr a entrainé une réduction de la fiévre des

rats traités avec la dose de 800 mg/Kg une heure aprés son administration avec un

pourcentage de 69,23% atteint a la 4eme heure (Tableau 3.27 et Figure 3.46).

Nous avons remarqué que l'effet antipyrétique obtenu avec 'EMeOH/FIr a la

dose de 800 mg/Kg était comparable a celui de I'lbuprofene (91,61%) p>0,05 (Figure

3.46).
Tableau 3.27. Activité antipyrétique des extraits de fleurs
Température (°C)
4 h (% de
Extraits T initiale Oh # 1lh 2h 3h réduction)
Témoin | 37,17%0,18 | 38,35+0,27 | 38,48+0,25 | 38,43+0,24 | 38,57+0,23 | 38,6+0,18
Ibuproféne |37,15+0,13 | 38,18+0,15 | 37,67+0,14" | 37,25+0,16 | 37,17+0,17 | 37,27+0,17"
(100mg/Kg) (91,61)
EMeOH/FIr | 37,1+0,15 | 38,42+0,13 | 38,4+0,12 | 38,2+0,12 |37,85+0,16 | 37,7+0,12
(400 mg/kg) (58,04)
EMeOH/FIr |37,25+0,13 | 38,37+0,14 | 37,92+0,11" | 37,65+0,12" | 37,6+0,15 | 37,62+0,15
(600 mg/kg) (74,13)
EMeOH/FIr | 37,2+0,13 |38,35+0,11 | 37,77+0,13" | 37,53+0,11 " | 37,42+0,09 " | 37,38+0,11"
(800 mg/kg) (87,41)
D/FIr (400 | 37,2+0,17 |38,35+0,17 | 38,47+0,13 | 38,4+0,12 | 38,28+0,13 | 38,1+0,1°
mg/kg) (37,06)
D/FIr (600 |37,05+0,13 | 38,17+0,13 | 38,31+0,10 | 38,03+0,11 | 37,87+0,11" | 37,73+0,10"
mg/kg) (52,44)
D/FIr (800 |37,18+0,12 | 38,25+0,15 | 37,82+0,12" | 37,65+0,14 | 37,62+0,15 | 37,62+0,16
mg/kg) (69,23)

Les valeurs sont exprimées en Moyenne + SEM; n=6/ groupe; signifient & p < 0,05; p<0,01;
p<0,001 en comparaison avec le groupe témoin en utilisant le test ANOVA one-way Suivi
par le test de Dunenett.
# Oh : correspond a la température rectale des rats 18 h aprés injection de la levure de biére
et au moment de I'administration des différents produits

ok
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Figure 3.46. Pourcentage de réduction de la fievre des rats traités par les extraits des

fleurs

Différentes lettres alphabétiques indiquent une différence significative (p<0,05) selon le test ANOVA
one way suivi par le test de Tukey.

La réponse fébrile est régulée par le systeme nerveux central grace a des
mécanismes complexes. C’est le premier signe d’'un processus inflammatoire qui se
traduit par une augmentation de la production de médiateurs pro-inflammatoires tels
gue les cytokines. Ces dernieres entrainent une élévation de la température
corporelle en activant la synthése de la prostaglandine E2 (PGE2) au niveau de

I'hnypothalamus préoptique [534] [535].

Les médicaments antipyrétiques notamment les anti-inflammatoires non
stéroidiens ont la capacité d'inhiber la production de prostaglandines dans
I'nypothalamus [536] [537].

Dans cette étude, les extraits méthanoliques et les décoctés des feuilles et
des fleurs d'Inula viscosa L. ont entrainé une diminution de la température corporelle
des rats. Par conséquent, il pourrait étre suggéré que l'action antipyrétique des
extraits d'Inula viscosa L. serait liée a l'inhibition de la synthése des prostaglandines

dans I'hypothalamus.

Différentes recherches scientifiques ont relié l'effet antipyrétique a l'effet
anti-inflammatoire notamment celui de certains flavonoides qui possédent une action

inhibitrice de la synthese des prostaglandines [538] [539]. En effet selon Siva et al.,
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[540], les plantes présentant une activité analgésique et anti-inflammatoire
posséderaient également une activité antipyrétique. Dans notre étude [I'effet
antipyrétique des extraits d’'Inula viscosa pourrait donc étre attribué a leur activité

anti-inflammatoire et analgésique.

Les extraits d'Inula viscosa contiennent de nombreux composeés tels que les
acides phénoliques et les flavonoides. Il est donc difficile de savoir lequel d'entre eux
est responsable de I'activité antipyrétique d’autant plus que certaines molécules n’ont

pas pu étre identifiees dans les extraits méthanoliques.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Cette étude s'’inscrit dans le cadre des travaux de recherche du laboratoire
des Biotechnologies, Environnement et Santé (Université Saad DAHLAB, Blida), dont
'un des objectifs est la valorisation de la flore méditerranéenne algérienne et plus

particulierement de rechercher de nouvelles molécules a intérét thérapeutique a

partir de plantes médicinales spontanées.

Ce travail est donc une contribution a la connaissance d’'une plante médicinale
Inula viscosa de la flore algérienne qui est connue pour ses nombreuses propriétés
thérapeutiques. A lissue de cette expérimentation nous avons abouti a un certains

nombres de constatations :

L’enquéte ethnobotanique nous a permis de collecter des informations sur
Inula viscosa et son utilisation en médecine traditionnelle. A l'issue de cette enquéte
préliminaire nous avons constaté que malgré sa large répartition géographique elle

est peu connue par la plupart des individus questionnés.

Les coupes histologiques nous ont permis de connaitre I'organisation des
différents tissus et de mettre en évidence les sites sécréteurs des feuilles et des

tiges.

Le screening phytochimique réalisé a révélé que la partie aérienne de cette
plante contient de nombreux métabolites secondaires tels que les flavonoides, les
tanins galliques, les terpénes, les saponosides, les coumarines et I'absence

d’alcaloides.

Le dosage spectrophotométrique des polyphénols et des flavonoides des
différents extraits des feuilles et des fleurs a montré que ces extraits sont riches en

polyphénols.

L’analyse des extraits méthanoliques des feuilles et des fleurs par HPLC-DAD

a mis en évidence la présence essentiellement d’acides phénoliques (des dérives de
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'acide cafféoylquinique) et de flavonoides de type flavonols (quercétine, myricétine

et leurs dérivés, le kaempférol, 'isorhamnétine), un flavone (la diosmétine).

L’étude In Vitro de l'activité antioxydante des différents extraits des feuilles et
des fleurs évaluée par le test du DPPH et FRAP a dévoilé un important pouvoir
antioxydant des décoctés qui se rapproche a celui du standard « acide ascorbique »,
suivi par les extraits méthanoliques des feuilles et des fleurs.

Les résultats de ['activité antimicrobienne des différents extraits d’Inula
viscosa a réveélé que les extraits méthanoliques des feuilles et des fleurs possedent
un important pouvoir antibactérien sur les bactéries a Gram positif et principalement
sur le Staphylococcus aureus résistant a la méticiline (SARM) et sont moins actifs
vis-a-vis des souches a Gram négatif a I'exception d’Acinitobacter baumannii. Toutes

les souches de Candida ont été peu sensibles aux différents extraits testés.

Les résultats de I'évaluation in-vitro de I'effet leishmanicide des extraits des feuilles et
des fleurs nous ont permis de mettre en évidence l'existence d’une activité
antileishmanienne de l'extrait méthanolique des deux organes sur la forme
promastigotes de Leishmania major et Leishmania infantum. Nous avons également
pu optimiser le protocole du test des cométes afin d’évaluer I'effet génotoxique
(endommagemet de 'ADN) des extraits méthanoliques sur la souche L. infantum.

L’étude complémentaire de la cytotoxicité des extraits n’a pas réveélé d’effet délétere
sur les macrophages (monocytes de la lignée Thpl différenciées) aux concentrations
testées. Ces résultats indiquent I'effet sélectif des extraits vis-a-vis des souches de

leishmanies.

Globalement, il apparait que I'activité antimicrobienne d’Inula viscosa reste

diversifiée et variable en fonction des souches testées et les extraits utilisés.

L’évaluation In Vivo de [lactivité anti-inflammatoire par la méthode de
'induction de I'cedéme de la patte des souris avec de la carragénine et la méthode
de linduction de I'oedéme auriculaire avec du xylene a montré que I'administration
orale des extraits méthanoliques et des décoctés des feuilles et des fleurs a entrainé

une inhibition significative de 'cedéme (p<0,001) en comparaison avec le lot témoin.



179

Les résultats de I'étude de l'activité antalgique par la méthode de I'induction
de crampes avec de l'acide acétique ont révélé que I'administration orale préventive
des différents extraits a réduit significativement le nombre de crampes indiquant ainsi

leur important effet antalgique.

L’évaluation de l'activité antipyrétique par la méthode de l'induction d'une
hyperthermie a des rats avec de la levure de biere a permis de mettre en évidence
un effet antipyrétique intéressant des extraits méthanoliques des deux organes de la

plante.

Les résultats obtenus dans I'étude de la toxicité aigué des différents extraits
n‘'ont montré aucun signe de toxicité aux doses utilisées. L’étude de la toxicité
subaigué des extraits méthanoliques n’a révélé que peu de changements significatifs
dans le bilan biochimiqgue et aucun changement significatif dans le bilan
hématologique. L’étude histopathologique des foies et des reins des rats traités a
montré que l'architecture structurale de ces organes a été conservée. De ce fait
'étude de la toxicité des extraits méthanoliques des feuilles et des fleurs d’Inula

viscosa n’a pas montré de signes de toxicité aigué ou subaigué aux doses étudiées.

Comme perspectives, il serait nécessaire d’étudier la composition
phytochimiqgue des extraits n-hexane (GC/MS) et des décoctés (HPLC) a fin
d’identifier les molécules responsables de leurs effets pharmacologiques.

Il serait intéressant d’approfondir I'étude antibactérienne des extraits d’'Inula
viscosa et particulierement sur le Staphylococcus aureus responsable d’infections
cutanées nosocomiales et ceci en induisant une infection cutanée (abcés) in vivo par
Staphylococcus aureus chez un modele animal et de le traiter avec des cremes
formulées a base d’extraits de cette plante afin de mettre en évidence leur éventuel

effet antiseptique et cicatrisant (étude histologique).

Concernant [I'activité antileishmanienne, il serait judicieux d’isoler les
métabolites secondaires d’'Inula viscosa et de tester leurs activités leishmanicide in

vitro sur la forme promastigote et surtout sur la forme amastigote
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(intramacrophagique). Par la suite tester ce ou ces principes actifs in vivo sur un

modeéle animal de la leishmaniose cutanée.

L’effet antioxydant de la plante devrait étre étayé par une étude In vivo des

principes actifs d’Inula viscosa aprés leur administration a un modéle animal.

Une étude de la toxicité subaigué et chronique des décoctés de la partie
aérienne d’Inula viscosa serait intéressante étant donné leur utilisation traditionnelle
dans le traitement de maladies chroniques telles que le diabéte et I'hypertension

artérielle.

A l'avenir il serait souhaitable que la richesse de la flore algérienne en plantes
meédicinales soit préservée et valorisée pour le développement de nouveaux

principes actifs a intérét thérapeutique.



LISTE DES ABREVIATIONS

AA Acide Ascorbique

Abs Absorbance

ABTS 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)
ADN Acide désoxyribonucléique

AINS Anti-inflammatoire non stéroidiens
ALAT Alanine Aminotransférase

Albu Albumine

ASAT Aspartate Aminotransférase
ATCC American Type Culture Collection
AU Acide Urique

Bil T Bilirubine Totale

BT Bleu de Trypan

CC50 Concentration Cytotoxique 50
Chol Cholestérol total

CI50 Concentration Inhibitrice 50

cm Centimétre

CMB Concentration Minimale Bactéricide
CMI Concentration Minimale Inhibitrice
COX Cyclo-oxygénase

CQ Cafféoylquinique

Créa Créatinine

D/F Décocté des feuilles

D/Flr Décocté des fleurs

DAD Détecteur UV a barrettes de diodes
DCQ Dicafféoylquinique

DIC dissociation induite par collision
dL Décilitre

DL50 Dose Létale médiane

DMSO Dimeéthyl sulfoxyde

DO Densité Optique

DPPH 1.1.-diphenyl-2-picrylhydrazyl

DZ| Diamétre de zone d’inhibition



EAG
EC50
EDTA
EMeOH/F
EMeOH/FIr
EQ
ERO
ESI
FL
GB
gly
GR
GT

H&E
HCT
HGB
HPLC
IL1

kg
Kv

LMP
LYM
m/z
mA
MCH
MCHC
MCV
mg
mL
mm
MS

Equivalent acide Gallique

Efficient Concentration 50

Ethylene Diamine Tétraacétique
Extrait Méthanolique des feuilles
Extrait Méthanolique des fleurs
Equivalent Quercétine

Espéce Réactive De L’oxygéne
Source D’ionisation Electrospray
Femtolitre

Globules Blanc Leucocytes

glycémie

Globules Rouges Erythrocytes
Gamma-GT

Hématoxyline et Eosine

Hématocrite

Hémoglobine

Chromatographe en phase Liquide a Haute Performance
Interleukine 1

Indice De Sélectivité

Kilogramme

Kilovolt

Litre

Low Melting Point= Bas point de fusion
Lymphocytes

Masse/charge électrique

Milliampére

Concentration Moyenne en Hémoglobine
Concentration Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine
Volume Corpusculaire Moyenne
Milligramme

Millilitre

Millimetre

Spectrométre De Masse



MTT Bromure De 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-YI)-2,5-Diphenyl Tetrazolium)

NA Normal Agarose

nm Nanomeétre

NNN Novy-Mc Neal-Nicolle

OoDS Octa Decyl Silane=revétement de la colonne
ONAB Office National des Aliments du Bétalil

PA Phosphatase Alcaline

Pat Souches Isolees A Partir De Prelevements Hospitaliers
PBS Tampon Phosphate Salin= Phosphate Buffered Saline
pg Picogramme

PGE2 Prostaglandine E2

PGS Prostaglandine

pH Potentiel Hydrogene

PLT Nombre de Plaquettes

PMA Phorbol Myrisate Acétate

Pro Protides (protéines totales)

PTFE Polytétrafluoroéthylene

rpm Rotation par minute

RPMI Roswell Park Memorial Institute

SBIlI Antimoine

SDS Dodécylsulfate De Sodium

SEM Erreur Standard Moyenne

SOD Superoxyde Dismutase

spp Sous espece

SVF Serum de Veau feetal

TB Bilirubine Totale

TG Triglycérides

TNF-a Tumor necrosis factor alpha

tr Temps de rétention

UFC Unité Formant Colonies

Ul Unité Internationale

uv Ultra-Violet

V Volt



%

[M=H]

°C
ug
pm

Longueur d’'onde
Pourcentage
Molécule déprotégée
Degré Celsius
Microgramme

Micromeétre



GLOSSAIRE

Alzheimer : La maladie d’Alzheimer est une maladie dégénérative qui engendre un

déclin progressif des facultés cognitives et de la mémoire.

Dynode : Ce sont des composants essentiels (Electrode d'un tube électronique ou
d'un photomultiplicateur) du Photomultiplicateur, , dont le réle essentiel est de fournir

une émission secondaire.

Extravasation : Epanchement d'un liquide organique hors de son contenant naturel

Feuilles Sessiles: Se dit d’une feuille ayant une implantation fixe a la tige

dépourvue de pétiole.
Frutescent: Qualifie une plante présentant les caractéres d'un arbuste
Insecte diptere : insectes a deux ailes.

Parkinson : Est une maladie neuro-dégénérative caractérisée par la destruction
d’'une population spécifique de neurones : les neurones a dopamine de la

substance noire du cerveau.

Phlébotome : Insecte diptere qui peut étre vecteur de pathogénes de la santé

humaine.

Purgatif : Désigne un reméde qui a la propriété de purger, de nettoyer, de faciliter

les évacuations intestinales.

Quadrupéble : un quadripdle (ou quadrupdle) est la modélisation d'un composant ou
d'un circuit a deux entrées et deux sorties, permettant le transfert de signaux

électriques ou d'énergie entre deux dipdles.

Racine pivotante : Se dit d'une racine issue d'une graine, trés grosse par rapport

aux radicelles et s'enfonce verticalement dans le sol.

Xénobiotique : Se dit d'une molécule étrangére a un organisme vivant (additif

alimentaire, par exemple) et considérée comme toxique.



Zymodéme : On définit par "zymodeme" I'ensemble des souches présentant le
méme profil enzymatique.
Milieu axénique: une culture axénique qualifie une  culture d'un

organisme eucaryotique dans un milieu dépourvu de bactéries (stérile).

Zoonose : Maladie infectieuse dont 'agent se transmet des animaux vertébrés a

I'homme, et vice-versa.

Seve brute : Est la séve provenant des racines, qui contient uniquement de l'eau et

des sels minéraux

Seve élaborée : Est la séve contenant de l'eau et les sucres synthétisés par les

parties aériennes de la plante lors de la photosynthese .

Souche dermotrope : Microorganisme qui se fixe électivement sur la peau et les

muqueuses.
Souche viscérotrope : Microorganisme ayant une affinité pour les viscéres

Génotoxicité : Aptitude d'un agent (d'origine physique ou chimiques) provoquant
l'apparition de lésions dans I'ADN, qui peuvent éventuellement conduire a des

mutations.

Fibrose : Augmentation anormale de la quantité de tissu conjonctif fibreux dans un

tissu ou un organe.
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APPENDICE A

Tableau 1. Principales classes des flavonoides [541] [542]

Classes Structures chimiques R3'" | R4 R5" | Exemples
Flavones R3 H OH H Apigénine
R4 OH |OH H Lutéoline

OH OCH; |H Diosmétine

O

Flavonols H OH H Kaempfeérol
OH |OH H Quercétine
OH |OH OH Myricétine
Flavanols OH |OH H Catéchine
H OH H Naringénine
OH | OH H Eriodictyol
Flavanones

Anthocyanidines OH |OH H Cyanidine

OH |OH OH | Delphénidine

Isoflavones R5 R7 R4

OH OH OH Genisteine

H O-Glu | OH Daidzeine




APPENDICE B

Matériels non biologique

e \Verrerie

Anse de platine

Ballons

Béchers

Boites de pétri

Cellule Thoma

Colonne ODS

Compresses stériles

Creusets

Cristallisoir

Disques d'antibiotiques et antifongiques de référence : Vancomycine, Imipéneme, Nystatine

Disques de papier filtre stérile

Ecouvillons stériles

Embouts

Entonnoirs

Ependorifs

Eprouvettes

Erlenmyers

Filtres PTFE (polytétrafluoroéthyléne) de 0,22um

Fioles jaugées

Fioles jaugées

Flacons en verre sombre

Flasque

Gants, gaze chirurgicale

Lames et lamelles

Micropipette

Micropipette

Micropipette

Microplaques 96 puits a fond plat avec couvercle (Thermo-Scientific, Nunclon Delta Surface,

CAT. No 167008)

Papier aluminium,

Papier filtre Whatman

Parafilm

Perforateur de papier 7mm.
Pipeteur automatique

Pipette en verre

Pipettes graduées

Portoirs



Scalpels stériles, ciseau, seringues, pinces et spatules
Soxhlet

Tube EDTA

Tube sec

tubes a essai

Tubes coniques stériles

e Equipements

Agitateur (Vortex)

Autoclave

Automate d’hématologie (Sysmex KX-21N)

Automate de biochimie (Roche Hitachi 902).

Bain a Ultrason

Bain-Marie (Memmert)

Balance de précision (Kem)

Balance électronique (Scaltec SBC 31)

Bec bunzen

Broyeur électrique

Centrifugeuse

Centrifugeuse (Sigma)

Chambre froide

Chauffe ballon

Chromatographe en phase Liquide a Haute Performance (Agilent série 1100) équipé
d’'un détecteur UV a barrettes de diodes (DAD) et couplée a un spectrométre de
masse en tandem (MS/MS) a triple quadripéle (MICROMASS Quattro Ultima)
équipeé d’'une source d’ionisation électrospray (ESI)

Cuve éléctrophétique

Etuve/ Etuve bactériologique

Evaporateur rotatif (300b Stuart, UK)

Hotte microbiologique de type Il (Faster BH-EN 2004)

Incubateur (Memmert)

Incubateur CO; (Binder)

Lecteur ELISA

Lyophilizateur (Edwards Alto Vuoto, Italy)

Microscope a fluorescene

Microscope a phase inversée (Motic AE 31)

Microscope optique (Leica DM1000) avec caméra (Microsystem Leica LAS EZ
Framework)

Microscope optique (Motic)

Microtome

Pied a coulisse

Plaque chauffante (Stuart)



Réfrigérateur
Spectrophotométre (Lambda 25 PerkinElmer, USA)
Thermometre

e Produits chimiques et réactifs

Acide acétique

Acide ascorbique

Acide chlorhydrique (HCI)
Acide gallique

Agarose LMP

Agarose NA

Alcool chlorhydrique
Ammoniaque (NH40H
Azote liquide

Bleu de Trypan

Bouillon Muller Hinton
Bouillon nutritif
Carragénine
Chloroforme

Copeaux de magnésium
Diclofenac
Diméthylsulfoxyde (DMSO)
Dodécylsulfate de sodium SDS
DPPH

Eau de Javel a 12°

Eau distillée

Eau physiologique 0,9%
Eosine

Ethanol

Ether

Fer Fe3+

Formol (10%)

Gélose nutritive
Hématoxyline
Ibuprofene

Isopropanol a 50%
Levure de biére
Méthanol

Milieu Muller Hinton
Milieu NNN

Milieu RPMI 1640

Milieu Sabouraud



MTT

Myristate d'isopropyle
n-hexane

Phorbol Myrisate Acétate (PMA)
Quercétine

Réactif de MAYER

Réactif de STIASNY

Réactif Folin ciocalteu

Rouge Congo

Serum de Veau feetal(SVF)
Soude (NaOH)

sybr green |

Tampon phosphate salin (PBS)
Trichlorure d’Aluminium
Trichlorure de fer (FeCI3)

Vert de méthyle

Xyléne

e Composition des milieux de culture :

v Gélose nutritive

P D O . . e 5g/L
Extrait de DoeUf . ... 17g/L
EXIrait de IEVUIE. ... 2g/L
Chlorure de SOAIUM ... oo ees 5g/L
o = | PP 15g/L
pH=7,4

v Gélose Muller Hinton (1L)

Infusion de viande de boaUf...........oii i 300mL
Hydrolysat de Cas@iNe. ... 17g/L
AN ON . e 1,5g/L
e = | PPN 17,5g/L
pH=7,4

v" Milieu Sabouraud

P D ONE. . 10g/L



pH=5,7

v" Bouillon Muller Hinton

Hydrolysat acide d& CASEINE ........cooiiiiiiiiiiiii et ee e 17,5g/L
INFUSION A€ VIANAE ..o ———— 2g9/L
N 2 210 [0 o T 1,5gL
pH=7,4

v" Bouillon nutritif

ST 0] (0] 3T TP TTTTTTRPRPTPN 5g/L
Extrait de viande de boeuf ... ———— 1g/L
Chlorure de SOIUM........cooiiiiiii 5g/L
EXIFAIT @ IEUVUIE......eeeeiiee et e et e e e e e e ees 2g9/L
pH=7,4

v Milieu Novy-Mc-Neal-Nicolle (NNN) IPA

S EoTod (o R Yo =1 TSP 5g/L
NN = T 3g/L
[ LU o 1S3 1] LTSI (] OO EPPRS 500mL
SANG AE LAPIN..ccc i —————————— 10%

v Milieu Roswell Park Memorial Institute 164 (RPMI 1640) Sigma Aldrich

Chlorure de CalCium X 2 HoO . ovuniieiiie ettt e e e e st e e e e aaas 62,27mg/L
ChIOrure de POLASSIUM......ccoiiiiiiiiie ettt e e e e e e e st r e e e e e e aans 400 mg/L
Sulfate de magnésium anhydre..........ccccccvvviiiiiii, 66,77mg/L
(01 0] o] g0 1T=0 [I=T0 1o 10 o £ T 5950,49mg/L
Nitrate de SOdiUM ... ... e 72 mg/L
L'hydrogénophosphate de sodium anhydre ................oooiiiiiiiiiiiiiis 800mg/L
D(+)-GlIUCOSE @NNYAre ... 2000mg/L
L-GIUEAMING. e e 300mg/L
L-GIUtathioN ... Tmg/IL
L-Arginine X HCI ... 241,86mg/L
L-Asparagine X H20 ... ..o 50mg/L
L-ACIdE @SPartiqQUe .........oeiiiieii e 20mg/L

LY SN e 50mg/L
L-Acide glutamique ..o 20mg/L
GlYCINE e 10mg/L
L-HiStidiNe DASE ... 15mg/L
L-HydroXYProliNe. . ... 20mg/L
L-ISOIEUCINE. . ... e 50mg/L

I T = PP 50mg/L



L-Lysine X HCI ... 40mg/L

L-MEthioNINe. ... 15mg/L
L-Phénylalanine ... 15mg/L
L-PrOlINE. . e 20mg/L
7= T o 1= T PP 30mg/L
L-TRIEONINE. ... e 20mg/L
L-Tryptophane ... 5mg/L
L TYTOSINE et e 20mg/L
L-ValiNe o 20mg/L
4-Amino benzoique acide...... ... Tmg/L
D(+)-Biotine ........cooeieiiiiii creeeeeennnnenee.0,2mg/L
D-Pantothenate de CalCium .......oorniiii e e e 0,25mg/L
Chlorure de choling ... e, 3mg/L
Acide fOlIQUE ... oo MG L
MYO-INOSITOL. ..o 35mg/L
NICOHINAMIAE ... e 1mg/L
Pyridoxing X HCl. ... e 1mg/L
Riboflavine ... 0,2 L
Thiamine X HCL. ... e Tmg/L
VI AMINE B 2. oo e e e 0,005mg/L
Acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique) (HEPES) ................. 25 mM

v' Teste des cométes :

Agarose NA : 0,75 g d’agarose+ 100 ml de PBS
Agarose LMA: 0,065g+ 10 ml de PBS

1. La solution de lyse contient: 2,5 M de NaCl, 100 mM de Na,EDTA, 10 mM de Tris
(pH ajusté a 10 avec NaOH), a 89 mL de cette solution ont été ajoutés
extemporanément 1% de Triton X-100 et 10% de DMSO.

N

La solution de tampon d’électrophorése 300 mM NaOH et 1 mM Na,EDTA, (p H>13)
3. La solution Tampon de neutralisation : 0,4 M Tris-HCl a pH 7,5




APPENDICE C

Questionnaire de I'enquéte ethnobotanique

Sexe :

Age :

Région :

roiall

s ezl

Ailail)

1- Connaissez-vous la phytothérapie ?
1 Oui
[J Non

(el o)) (o280 (68 a3 b -1
o []
¥

2- Si oui, comment vous la
connaissez-vous?

[J Avez-vous entendu parler d’elle ?
[J Avez-vous été déja soigné par la

phytothérapie?

ariciSe GlS 13)-2
O (e Dlie YLALER iy gl Ja [

3- Connaissez-vous l'inule visqueuse?
[ Oui
[J Non

s RALNT (168 23 b -3
axi [
Y

4- Comment la connaissez-vous ?
[ Utilisé par une personne de votre
entourage?

[ Utilisé par vous-méme

BT and G\S 1) -4
A8 jlaa (e padid Lelarinl Ja [
L gailaninlliadd Ja []

5- Dans quelles maladies est —elle

utilisée ?

W sailenind® (2 ol (A -5




6- Quelle est la partie utilisée de la
plante ?

[Les feuilles

[Les fleurs

] La racine

Jaziallf ¢ Jall 2 La- 6
Gy [
BUSHIN
sl [

7- Son mode d’utilisation

(L5 i) et Ty - 7

8- Est ce que le résultat est positif ?
) Oui
[J Non

Al geuilidl) cuils Ja-8
azd [
Y[

9- Ya-t-il des effets secondaires ?

At a8 gl b -9

) Oui axi [
[0 Non Y[
10- Préférez-vous : osladi & -10

0J Un traitement naturel
(1 Un traitement médical
[J Les deux

Glie YL il [
Eyaall Qhally gl [

e (i1 [




APPENDICE D

Tableau 2. Souche bactériennes étudiées [543] [544] [545]

Souches bactérienne | Gram | Famille Pathologies causées

-Infections  intestinales et
Escherichia coli Négatif | Enterobacteriaceae urinaires

-Septicémie

-Méningites

-Toxi-infection Alimentaire
Salmonella spp Négatif | Enterobacteriaceae Collective

-Fiévre Typhoide

-Infections pulmonaires
Klebsiella Négatif | Enterobacteriaceae -Cystites
pneumoniae -Méningites

-Infections:
Pseudomonas Négatif | Pseudomonadaceae | -Du tractus respiratoire
aeruginosa et urinaire,

-Cutanées,

-Auriculaires,

-Bactériémies
Acinitobacter Négatif | Moraxellaceae -infections :
baumannii -Voies respiratoires

-Appareil urinaire
Staphylococcus Positif | Staphylococcaceae - Furoncles
aureus -Abces,

-Infections cutanées,

-Pneumonies,

-Syndrome

du choc toxique
Staphylococcus Positif | Staphylococcaceae - Infections sur cathéters et
epidermidis protheses
Staphylococcus Positif | Staphylococcaceae -Infection du tractus urinaire
saprophyticus
Streptococcus Positif | Streptococcaceae -Méningites,
pneumoniae -Sinusites,

-Otites

-Endocardites
Streptococcus Positif | Streptococcaceae -Infections cutanée et invasives
pyogenes
Enterococcus faecalis | Positif | Enterococcaceae -Endocardite,

-Infections urinaires
-Bactériémies




APPENDICE E

1. Méthodes utilisées pour le dénombrement cellulaire par contage direct

1.1. Dénombrement sur cellule de Thoma
v Description du matériel

La cellule correspond a une plaque, en verre optique spécial, a la taille d'une
lame porte-objets. Celle-ci comporte un ou deux plateaux centraux sur lesquels un
réseau de numeération (zone de comptage) y est gravé : entrecroisement de lignes
horizontales et verticales formant 16 grands carrés contenant chacun 16 petits carrés
(figure ). Les cotés de chaque petit carré possédent une longueur de 0,05 mm,
tandis que sa profondeur est de 0,1mm (volume égale a 2,5 x 10-7ml).

PR

Figure 1. Représentation schématique de la cellule de Thoma. a : cellule représentée
de face, b : cellule représentée de profile, ¢ : représentation du réseau de
numération.

v Procédure

- Homogénéiser de la suspension cellulaire a I'aide d’'une pipette automatique
- Déposer, au bord de la lamelle recouvrant la zone de dénombrement, un petit
volume de la suspension cellulaire de maniére a ce que cette derniére pénétre



(par capillarité) dans I'espace délimitée par les rigoles du plateau central de la
cellule de Thoma.

- Laisser un temps de décompter les cellules (environ 10 min).

- Dénombrer les cellules contenues dans les grands carrés du réseau de
numeration selon une procédure préétablie : le dénombrement est effectué sur
les six grands carrés représentés en bleu sur la figure | ; le comptage inclus
les cellules situées a l'intérieur des lignes délimitant la surface du grand carré
et celles touchant la ligne du haut et de droite, tandis que les cellules touchant
la ligne du bas et celle de gauche ne sont pas comptabilisées.

- Rendre le résultat en appliquant la formule prenant en compte le facteur de
dilution, le volume et le nombre de carrés dénombrés :

Concentration cellulaire = (Nombre de cellules /6) x 16 x (1/dilution) x 10*
cellules/mL.

1.2. Dénombrement sur microplaque par Iutilisation du microscope
photonique inversé

- Insérer le quadrillage de 1 cm2 dans l'oculaire du microscope photonique
inversé,

- Compter le nombre de cellules vivantes (blanches) et mortes (bleues) sur le
guadrillage entier et compter 3 champs/puits.

- Formule du comptage des cellules:

Nombre de cellules/puits = moyenne des trois champs x Gr? x surface du puits

(cm2)




APPENDICE F

Fiches technigues « Spinreact »

1. Détermination quantitative de glucose

» PRINCIPE DE LA METHODE
La glucose-oxydase (GOD) catalyse I'oxydation de glucose en acide gluconique. Le
peroxyde d’hydrogéne (H202) produit se détecte avec un accepteur chromogéne
d’oxygéne, phénol, 4—aminophénazone (4- AF), en présence de la peroxydase
(POD):

p-D-Glucose + Oz + H20 %Acide gluconique + HaC2
H,0, + Phénol + 4-AF —22_, Quinone + H,0
L’intensité de la couleur est proportionnelle a la concentration de glucose présente
dans 'échantillon testé.

» SIGNIFICATION CLINIQUE
Le glucose est la plus grande source d’énergie pour les cellules de I'organisme ;
l'insuline facilite 'entrée de glucose dans les cellules.
Le diabéte est une maladie qui se manifeste par une hyperglycémie, causée par un
déficit d’insuline.

> REACTIFS
TRISpH 7 4 92 mmol/L
Phenal 0,3 mmol/L
R Glucose oxydase (GOD) 15000 U/L
Peroxydase (FOD) 1000 UL
4 — Aminophenazone (4-AF) 2.6 mmol/L
GLUCOSE CAL | Etalon primaire aqueux de Glucose 100 mg/dL

> PROCEDURE
1. Conditions de test:

Longueurdondes:............... 505 nm (490-550)
Echantillon : sérum

» Reésultats : g/L



2. Détermination quantitative d’aspartate amino transférase GOT (ASAT)

» PRINCIPE DE LA METHODE
L’aspartate amino transférase (AST), initialement appelée transaminase glutamate
oxaloacétique (GOT) catalyse le transfert réversible d’'un groupe animique de
l'aspartate vers l'alpha-cétoglutarate a formation de glutamate et d’oxalacétate.
L’oxalacétate produit est réduit en malate en présence de déshydrogénées (MDH) et
NADH:

B-D-Glucose + Oz + H20O %Acide gluconique + Ha0:

H,0, + Phénol + 4-AF —~2° . Quinone + H,0

La vitesse de réduction de la concentration en NADH au centre, déterminée photo
numeériquement, est proportionnelle a la concentration catalytique d’AST dans
I'échantillon.

» SIGNIFICATION CLINIQUE

L’AST est une enzyme intracellulaire, qui se trouve en grandes quantités dans les
muscles du coeur, les cellules du foie, les cellules du muscle squelettique et en plus
faibles quantités dans les autres tissus.

Bien qu’un niveau élevé d’AST dans le sérum ne soit pas caractéristique d’une
maladie hépatique, elle s’emploie principalement pour les diagnostics et le suivi, avec
d’autres enzymes telles que 'ALT et 'ALP. Elle s'utilise également dans le cadre du
contréle post-infarctus, chez les patients souffrant de troubles musculaires du
squelette et dans certains autres cas.

» REACTIFS
R1 TRIS pH 7.8 A0 mmol/L
Tampon L-aspartate 200 mmol/L
NADH 0,18 mmolL
R2 Lactate déshydrogéné (LDH) 800 U/L
Substrats Malate déshydrogénisé (MDH) 600 /L
a-cétoglutarate 12 mmol/L

> PROCEDURE
- Conditions de test:

Echantillon : sérum

» Résultats: unité internationale (UI/L).



3. Détermination quantitative d’alanine amino transférase GPT (ALAT)

» PRINCIPE DE LA METHODE
L’alanine amino transférase (ALT) initialement appelée transaminase glutamique
pyruvique (GPT) catalyse le transfert réversible d’'un groupe animique d’alanine vers
'alpha-cétoglutarate a formation de glutamate et de pyruvate. Le pyruvate produit est
réduit en lactate en présence de lactate déshydrogéné (LDH) et NADH:

Alanine + a-Cétoglutarate _ALT | Glutamate + Pyruvate

Pyruvate + NADH + H* —=2M | actate + NAD*

La vitesse de réduction de la concentration en NADH au centre, déterminée
photométriquement, est proportionnelle a la concentration catalytique d’ALT dans
I'échantillon

» SIGNIFICATION CLINIQUE
L’ALT est une enzyme intracellulaire, qui se trouve principalement dans les cellules
du foie et des reins.
Son meilleur avantage est le diagnostic de maladies du foie.
On l'observe en grandes quantités dans le cadre de maladies hépatiques, telles que
I'hépatite, les maladies du muscles et des infarctus du coeur, étant donné que la
valeur de I'ALT reste dans les limites standards et augmente dans les niveaux de
AST.

> REACTIFS
R1 TRISpH 7.8 100 mmol/L
Tampon L-Alanine 500 mmol/L
R 2 NADH ] o 0,18 mmol/L
Lactate déshydrogéné (LDH) 1200 U/L
Substrats u-Cétoglutarate 15 mmol/L

> PROCEDURE
- Conditions de test:

Echantillon : sérum

» Unités: unité internationale (UI/L).



4. Détermination quantitative de phosphatase alcaline (PAL)

> PRINCIPE DE LA METHODE
Test photométrique, conformément a I'International Federation of Clinical Chemistry
and Laboratory Medicines (IFCC).
La phosphatase alcaline (PAL) catalyse le transfert du groupe phosphate depuis le
p-nitrophénylphosphate (pNPP) vers le 2-amino-méthyle-1- propanol en libérant du

p-nitrophénol et du phosphate, selon la réaction suivante :
PAL

p-Nitrophénylphosphate +AMP ————— p-Nitrophénol + Phosphate

La vitesse de formation du p-Nitrophénol, déterminé de maniére photométrique est
proportionnelle a la concentration catalytique de phosphatase alcaline dans
I'échantillon testé.

> SIGNIFICATION CLINIQUE
Les phosphatases alcalines sont des enzymes qui sont présentes dans presque tous
les tissus de l'organisme, en étant particulierement élevées dans les os, le foie, le
placenta, les intestins et les reins.
Aussi bien I'augmentation que la diminution des niveaux dans le plasma, ont une
signification clinique.
Les causes probables d’augmentation du niveau de PAL :
Maladie osseuse de Paget, obstructions hépatiques, hépatite, hépatotoxicité par
médicaments et ostéomalacie.
Les causes les plus probables de diminution du niveau de PAL :
Crétinisme et déficit en vitamine C.

> REACTIFS
2-Amino-2-méthyle-1-propanal mgiﬁl_fr
R 1 Zinc sulfate 1 mmolL
T Acétate de magnésium 2 mmol/L
AMPon | N acide hydroxyéthyl éthyléne diamine 5 mmoliL
tétra-acétique (EDTA)
R2 _Nitrophénylphosphate (pNPP) 10 mmol/L
Substrat | P ToPNENYPRosSphate (o

> PROCEDURE
- Conditions d’essai:

Echantillon : sérum
Unités : unité internationale (UIL).



5. Détermination quantitative de gamma-glutamyl transférase (gamma GT)

> PRINCIPE DE LA METHODE

La gamma glutamyl transférase (gamma-GT) catalyse le transfert d’'un groupe
gamma- glutamyl de la gamma-glutamyl-p-nitroanillide au dipeptide accepteur
glycylglycine, d’aprés la réaction suivante :

L- y-Glutamyl-3-carboxi-4-nitroanilide + glycylglycine i)

L- y-Glutamyl-glycylglycine + Acide 5-aminé-2-nitrobenzoique
La vitesse de formation de I'acide 5-aminé-2-nitrobenzoique, déterminée de
maniére photométrique, est proportionnelle a la concentration catalytique de
gamma-glutamyl transférase (gamma-GT) dans I'’échantillon testé.

» SIGNIFICATION CLINIQUE
La gamma-glutamyl transférase (gamma-GT) est une enzyme qui est présente dans
presque tous les tissus de I'organisme, en étant particuliérement élevée dans le foie,
le pancréas, le rein et la prostate.
La détermination des niveaux de gamma-glutamyl transférase (gamma-GT) est la
méthode la plus utilise pour diagnostiquer et soigner les maladies hépatobiliaires
telles que I'obstruction hépatique, la cirrhose ou les tumeurs hépatiques.

> REACTIFS
R1 TRIS pH 8,6 100 mmol/L
Tampon Glycylglycine 100 mmol/L
R2 L-y-glutamyl-3-carboxi-4-
Substrat nitroanilide 3 mmollL

> PROCEDURE
- Conditions d’essai:

Echantillon : sérum

» Unité : unité internationale (UI/L).



6. Détermination quantitative de la bilirubine totale

» PRINCIPE DE LA METHODE

La bilirubine est transformée en azobilirubine au moyen de l'acide sulfanilique
diazote, et se mesure par photométrie. Des deux fractions présentes dans le sérum,
la bilirubine-glucuronide et la bilirubine libre associée a I'albumine, seule la premiére
réagit en milieu aqueux (bilirubine directe). La deuxieme ne réagit que par
solubilisation avec du diméthylsulfoxyde (DMSO)- (bilirubine indirecte). Dans la
détermination de la bilirubine indirecte, on détermine également la directe, le résultat
correspondant a la bilirubine totale. L’intensité de la couleur formée est
proportionnelle a la concentration de bilirubine présente dans I'échantillon testé.

> SIGNIFICATION CLINIQUE

La bilirubine provient de la dégradation de 'hémoglobine.
Elle est transporté depuis la rate vers le foie et est excrete dans la bile.
L’hyper bilirubinémie est le résultat d’'une augmentation de la bilirubine dans le
plasma. Les causes les plus probables de la hyper bilirubinémie sont:
La bilirubine totale (T): Augmentation de I'hémolyse, altérations génétiques, anémié
néonatale, altérations d’eritropoyétines, présence de drogues.

» REACTIFS
R1(D) Acide sulfanilique 30 mmol/L
Acide chlorhydngue (CIH) 150 mmol/L
Acide sulfanilique 30 mmol/L
R2(T) Acide chlorhydngque (CIH) 50 mmol/L
Diméthysufoxide (DMSQO) 7 mol/L
R3 Nitrite de sodium 29 mmal/L
Optionnel | BILIRRUBIN CAL(Remarque 3) Réf- 1002250

» PROCEDURE

- Conditions de test:

- Longueurdondes:.......... ... ... 555 nm (530-580)
- Echantillon : sérum

> unité : mg/L.



7. Détermination quantitative de 'urée

> PRINCIPE DE LA METHODE
L’échantillon d’urée est hydrolysé de maniére enzymatique dans 'ammoniac (NH4+)
et le dioxyde de carbone (CO2).
Les ions d’ammoniac réagissent avec a-cétoglutarique dans une réaction catalysée
par le glutamate déshydrogénase (GLDH) avec une oxydation simultanée de NADH
a NAD+:

Liréase

Urée + H20 + 2 H  —————— (NHa*)2+ CO2

NH..+0- cétoglutarique +NADH — =27 5 1.0 + NAD* + L-Glutamate

La baisse de la concentration du NADH est proportionnelle & la concentration de
'urée dans I'’échantillonnage.

> SIGNIFICATION CLINIQUE
L’'urée est le résultat final du métabolisme des protéines; Il est formé dans le foie a
partir de la destruction de ces protéines.
Il peut arriver que l'urée soit élevée dans le sang (urémie) et dans : les régimes
alimentaires riches en protéines, les maladies rénales, la crise cardiaque,
’hémorragie gastro-intestinale, la déshydratation ou I'obstruction rénale.
Le diagnostic clinique ne doit pas se faire sur la base d’'un seul résultat d’analyse; il
doit intégrer les données cliniques et d’autres données du laboratoire.

> REACTIFS
R 1 TRI$ pH 7.8 80 mmollL
Tampen n—t;etnglutarique 6 mmol/L
Ureasze 75000 UL
R2 GLDH 60000 UL
Enzymes NADH 0,32 mmaollL
CAL UREE | Urée aqueuse en étalon primaire 50 mgidL

» PROCEDURE
- Conditions d’essai:

Echantillon sérum

> unité : g/L.



8. Détermination quantitative de créatinine

> PRINCIPE DE LA METHODE

Dans la premiére réaction, nous utilisons de la créatinase oxydase dans I'hydrolyse
enzymatique de la créatine endogéne pour produire du peroxyde d’hydrogéne, qui
est éliminé par catalase. Dans la seconde réaction, la catalase est inhibée par
l'azoture de sodium, on ajoute de la créatinase et 4-aminoantipyrine (4-AA), et
seulement la créatine générée a partir de la créatinine par la créatinase on hydrolyse
séquentiellement par la créatinase y sarcosine oxydase, pour produire du peroxyde
d’hydrogéne. Ce nouveau peroxyde d’hydrogéne formé est mesuré dans une
réaction accouplée catalysée par la peroxydase, avec N-éthyle-n-sulfopropyle-m-
toluidine (TOPS)/4-AA comme chromogeéne.

» SIGNIFICATION CLINIQUE
La créatinine est le résultat de la dégradation de la créatine, composant des muscles
et elle peut étre transformée en ATP source d’énergie pour les cellules.
La production de créatinine dépend de la modification de la masse musculaire. Elle
varie peu et les niveaux sont généralement tres stables.
Elle s’élimine par les reins. Des niveaux élevés de créatinine sont indicatifs de
pathologie rénale.
Le diagnostic clinique doit étre réalisé en prenant en compte toutes les données
cliniques et de laboratoire.

» REACTIFS

R4 MC}F‘S 25 mmolfL, TOPS Il:- mmalfL,

Creatinase 10 KU/L, Sarcosine Oxydase 5 KUIL
Catalase 3 KU/L, EDTA 1mmolL, pH7 5.

R2 MOPS 90 mmolL, Créatinase 30 KUIL,
Peroxydase KU/L, pH 7.5, Azoture de sodium 0,5
ail.

CREATININE CAL | Patron primaire agueux de Créatinine 2 mo/dL.

> PROCEDURE

- Conditions de l'essai :

Longueurdonde:........... ... ... . .. ... ... 545nm (525-565)
Echantillon : Sérum
» Unités :mg/L.



9. Détermination quantitative de I'acide urique

» PRINCIPE DE LA METHODE
L’acide urique est oxydé par l'uricase en allantoine et peroxyde d’hydrogéne
(2H202) lequel, en présence de peroxydase (POD), 4-aminophénazone (4-AF) et 2-
4 Dichlorophénol Sulfonate (DCPS), forme un composé rosace :

] ) Uricase
Acide urique + ZHQO + IE)2 —— > Allantoine + CIE)2 + ZHEID2

2H2[}2 + 4-AF + DCPS & Quinone-imine + 4H20

L’intensité de quinone-imine rouge formée est proportionnelle a la concentration
d’acide urique présent dans I'’échantillon testé

» SIGNIFICATION CLINIQUE
L’acide urique et ses sels sont le produit final de la dégradation des purines. Dans
une insuffisance rénale progressive, il y a une rétention dans le sang d’urée,
créatinine et acide urique.
Des niveaux élevés d’acide urique indiquent une pathologie rénale et sont
généralement associés a la goutte

» REACTIFS

R1 Phosphates pH 7 4 50 mmol/L
Tampon 2-4 Dichlorophénal Sulfonate (DCPS) 4 mmol/L

Uricase 60 U/L
R2 Peroxydase (POD) 660 U/L
Enzymes Ascorbate oxydase 200 UL

4 - Aminophénazone (4-AF) 1 mmal/L
URIC ACID CAL Etalon primaire aqueux d’Acide urique 6 mg/dL

» PROCEDURE
- Conditions de test:
- Longueurdondes:......... ... ... ... .. 520 nm (490-550)

- Echantillon : sérum

> unités : mg/L.



10. Détermination guantitative des triglycérides

» PRINCIPE DE LA METHODE

Les triglycérides incubés avec de la lipoprotéinlipase (LPL) liberent du glycérol et
des acides gras libres. Le glycérol est phosphorilasé par du glycérophosphate
déshydrogénase (GPO) et de I'ATP en présence de glycérol kinase (GK) pour
produire du glycérol-3-phosphate (G3P) et de 'adénosine-5-di phosphate (ADP). Le
G3P est alors transformé en dihydroxiacétone phosphate (DAP) et en peroxyde
d’hydrogéne (H202) par le GPO.

Au final, le peroxyde d’hydrogéne (H202) réagit avec du 4-aminophénazone (4- AF)
et du p-chlorophénol, réaction catalysée par la peroxydase (POD), ce qui donne une
couleur rouge:

Triglycérides + H,O L Glycérol + Acides gras libres

Glveerolkmase

Glycérol + ATP > G3P+ ADP

G3P+0, — "9 , DAP + H,0,

H-O; + 4-AF + p-Chlorophénol ﬂ} Quinone + H:0

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de
triglycérides présents dans I'échantillon testé.

» SIGNIFICATION CLINIQUE

Les triglycérides sont des graisses qui fournissent a la cellule son énergie. Tout
comme le cholestérol, ils sont transportés vers les cellules de I'organisme par les
lipoprotéines du sang.

Un régime fort en graisses saturés ou en carbohydrates peut élever les niveaux de
triglycérides. Leur augmentation est relativement neutre. Diverses maladies, telles
que certaines dysfonctions hépatiques (cirrhose, hépatite, obstruction biliaire) ou
diabétes mellitus, peuvent étre associées a des hausses de triglycérides.

» REACTIFS

R1 GOOD pH7,5 50 mmol/L

Tampon p-Chlorophénol 2 mmol/L
Lipoprotéine lipase (LPL) 150000 U/L
Glycérol kinase (GK) 500 U/L

R2 Glycérol-3-oxydase (GPO) 2500 U/L

Enzymes Peroxydase(POD) 440 U/L
4 — Aminophénazone (4-AF) 0,1 mmol/L
ATP 0,1 mmol/L

TRIGLYCERIDES CAL ﬁe;;gf primaire de détection de triglycérides 200

» PROCEDURE

- Conditions de test:
Longueurdondes: . .............. 505 nm (490-550)
Echantillon : sérum

> unités : g/L.



11.Détermination quantitative de cholestérol

» PRINCIPE DE LA METHODE
Le cholestérol présent dans I'’échantillon donne lieu a un composé coloré, selon la

réaction suivante :

Esters cholestérol + H,O —EHE , Cholestérol + Acides gras

Cholestérol + 0, ﬂ} 4-Cholesténone + H,O,

2 H,0, +Phénol + 4-Aminophénazone P90, Quinonéimine + 4H,0
L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de cholestérol
présent dans I'échantillon testé.

> SIGNIFICATION CLINIQUE

Le cholestérol est une substance grasse présente dans toutes les cellules de
'organisme. Le foie produit naturellement tout le cholestérol dont il a besoin pour
former les membranes cellulaires et produire certaines hormones. La détermination
du cholestérol est I'un des outils les plus importants pour diagnostiquer et classifier
les lipémies. L’augmentation du cholestérol est I'un des principaux facteurs de risque
cardiovasculaire.

Le diagnostic clinique doit étre réalisé en tenant compte de toutes les données
cliniques et de laboratoire.

> REACTIFS

PIPES pHEG9 90 mmolL
Phénol 26 mmol/L
Cholesterol-estérase (CHE) 1 000 WL

R Cholesterol-oxydase (CHOD) 300 u/L
Peroxydase (POD) 650 U/L
4 — Aminophénazone (4-AF) 0,4 mmol/L
Etalon primaire aqueux de Cholesterol

CHOLESTEROL CAL | 500 mg/dL. Contient Triton X-114 10-15%.

> PROCEDURE

- Conditions de test:
Longueurdondes: ............... 505 nm (500-550)
Echantillon : sérum

> unités: g/L.



12.Détermination guantitative des protéines totales

» PRINCIPE DE LA METHODE

En milieu alcalin, les protéines donnent une couleur violette/bleue en présence de
sels de cuivre; ces sels contiennent du iodure qui agit comme un antioxydant.
L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de protéines
totales dans I'’échantillon testé.

» SIGNIFICATION CLINIQUE

Les protéines sont des composés organigues macromoléculaires, répartis largement
dans I'organisme. Elles fonctionnent comme des éléments structurels et de transport.
Elles sont divisées en deux fractions, albumines et globulines.

Leur détermination est utile pour détecter:

L’hyper protéinémie produite par hémoconcentration, déshydratation ou
augmentation de la concentration des protéines spécifiques.

L’hypo protéinémie par hémodilution due a une défaillance dans la synthese
protéique, a des pertes excessives (hémorragies) ou a un catabolisme protéique
excessif.

> REACTIFS
Tartrate de potassium de sodium 15 mmol/L
R lodure de sodium 100 mmol/L
. lodure de potassium 5 mmol/L
Biuret Sulfate de cuivre (1) 5 mmol/L
Hydroxyde de sodium 1000 mmol/L
g:LROTEIN Patron primaire d’albumine bovine 7 g/dL

» PROCEDURE
- Conditions de test:
Longueurdondes:............... 540 nm (530-550)

Echantillon : sérum

» unités: g/L.



13.Détermination quantitative de I'albumine

» PRINCIPE DE LA METHODE

L’albumine se combine au vert de bromocrésol, a pH Iégérement acide, entrainant un
changement de couleur de lindice, passant du jaune-vert au vert-bleuté, et
proportionnel a la concentration d'albumine présente dans I'’échantillon testé.

» SIGNIFICATION CLINIQUE

L’albumine est 'une des protéines plasmatiques les plus importantes produite par le
foie.

Parmi ses multiples fonctions, on retiendra la nutrition, I'entretien de la pression
oncotique et le transport des substances telles que la Ca++, la bilirubine, les acides
gras, les drogues et les stéroides.

Des perturbations dans les valeurs de I'albumine signalent des maladies du foie, une
malnutrition, des lésions de la peau telles que de la dermatite, des brQlures
importantes ou une déhydratation

> REACTIFS

REACTIFS

R Vert de bromocrésol pH 4,2 0,12 mmol/L

ALBUMINE CAL | Etalon primaire de détection de I'albumine 5 g/dL

» PROCEDURE

- Conditions de test:
Longueurdondes:............... 630 nm (600-650)
Echantillon : sérum

> unités: g/L.



APPENDICE G

Protocole de fixation de colorations des coupes histologiques

1. Fixation

Cette étape a pour but d’'immobiliser les structures et de les conserver en
respectant leur morphologie. Elle doit se faire immédiatement aprés le prélévement.
La fixation des organes est réalisée dans le formol a 10%.

2. Déshydratation, éclaircissement et imprégnation (automate)

La déshydratation a pour but de faire sortir 'eau contenue dans les tissus pour
les préparer a l'inclusion. Elle est réalisée a 'aide d’un automate muni de plusieurs
bacs contenant de I'’éthanol a concentration croissante.

L’éclaircissement est effectué dans deux bains de xyléne afin de permettre
I'élimination compléte des traces d’éthanol.

Les organes sont imprégnés dans deux bains successifs: le premier bain
contient 50% de xylene et 50% de paraffine pure dissoute et le deuxieme bain
comprend de la paraffine pure a une température de 60°C.

Mode opératoire

- On met les pieces (organes) dans des cassettes en plastique (Leica Micro Systems 39
LC — 550-2 J et Routine VI) qui se placent en vrac dans le panier. Chaque cassette
porte toutes les indications utiles de chaque piéece.

- On place le panier dans l'automate qui va effectuer automatiquement toutes les
opérations de traitement des prélevements tissulaires : fixation, déshydratation,
éclaircissement et imprégnation. Le panier est transporté d’'un poste a l'autre, le
déplacement s’effectue dans le sens des aiguilles d’'une montre. Un mouvement de va
et vient est imprimé au panier immergé. Ce mouvement a pour but de faciliter et
d’accélérer l'infiltration. Avant de quitter un poste, le panier est maintenu pendant 60
secondes au-dessus du récipient pour laisser au produit le temps de s’égoutter (on
réduit ainsi au minimum le risque de contamination de solvants.) (Tableau 1).

- On retire le panier et on prend les cassettes pour I'enrobage.



Tableau 3. Etapes de déshydratation, éclaircissement et imprégnation

Réactifs Temps (h) Température (°C)
Formol 10% 2 <40
Ethanol 50% 2 45
Ethanol 50% 1 45
Ethanol 60% 1 45
Ethanol 70% 1 45
Ethanol 90% 1 45
Ethanol 99% 1 45
Xyléne 1 45
Xylene 1 45
Paraffine 50% 2 60
Paraffine 2 60

3. Inclusion et mise en bloc

L’inclusion consiste a enfermer I'organe dans une cassette en plastique avec

de la paraffine. On obtient alors un bloc de consistance homogéne que I'on coupera
au microtome. Elle a pour but de permettre la réalisation de coupes histologiques
fines et réguliéres. Le milieu d’inclusion le plus utilisé est la paraffine. Elle se fait
dans des moules permettant les confections de blocs.

Mode opératoire

- On utilise pour cette étape une station d’enrobage tissue-TEK 111, (Réf.74588),
contenant : console thermique, console d’enrobage et console réfrigérante.

On place les moules en Acier inoxydable (tissus—TEK111) dans le bac de
préchauffage.

On retire les cassettes de la paraffine liquide a I'aide des pinces préchauffées
et on les place sur la plate-forme chaude de travail.

Aprés avoir rempli le moule de paraffine, on le place sur la plate-forme
chaude, puis on positionne le tissu au centre et au fond du moule.

On déplace le moule de la «région chaude» a la «région froide». Le
refroidissement de la base du moule fait que le tissu est maintenu exactement
dans la position choisie.

On enléve la cassette d’enrobage de la plate-forme de travail chauffée, puis
on la place au-dessus du moule : la température de la cassette et la paraffine
liquide permettent une soudure immédiate.

On place de nouveau la cassette et le moule sous le systeme de distribution,
la paraffine est ajoutée jusqu’a ce que la cassette soit a moitié remplie.



e On met la cassette et le moule ainsi remplis sur la grande plaque réfrigérée
pour refroidissement définitif.

e Apres quelques minutes de refroidissement, les blocs ainsi réalisés, avec
précision, peuvent donc étre stockés dans le tiroir réfrigéré en attendant d’étre
coupeés.

4. Confection des coupes

Les coupes du bloc de paraffine sont réalisées avec un microtome (Leica RM
212SRTS) permettant d’obtenir des sections de 5 ym d’épaisseur.

5. Collage et séchage

Les rubans obtenus sont étalées sur les lames (CITOGLAS® 217105-1 Super
GRADE) et mises a sécher 1h a 60°C. Les indications de l'organe sont
préalablement gravées sur la lame correspondante a 'aide d’un diamant.

7. Déparaffinage et hydratation

Le déparaffinage sert a enlever la paraffine du tissu pour que les colorants
puissent le pénétrer. Les coupes sont passées dans deux bains de xylene pendant
deux minutes. L’hydratation a pour objet de retirer le xylene afin de les préparer pour
la coloration. Les coupes sont passées dans trois bains d’éthanol décroissant :
100% ; 96% ; 70% d’'une durée de quelques secondes chacun. Elles sont enfin
lavées a I'eau courante.

8._Coloration
La coloration est réalisée par 'hématoxyline & Eosine selon les étapes suivantes :

- Un bain d’hématoxyline pendant trois minutes.

- Ringage a 'eau courante.

- Un bain d’éosine pendant deux minutes.

- Ringage a l'eau courante.

- Passer successivement dans des bains d’alcool (70°,96°,99°).
- Passer dans deux bains de xylene.

9. Montage et observation

Le montage est l'opération qui consiste a fixer a l'aide d’'une substance
appropriée (Eukit) une lamelle de verre sur I'échantillon histologique, cette étape a
comme but de protéger les coupes contre la dégradation chimique des colorants qui
s’oxydent facilement a l'air libre. Les lames sont ensuite nettoyées au xyléne,
séchées sur papier absorbant et enfin observées au microscope optique a différents
grossissement : GX4, Gx10 et Gx40.



APPENDICE H

Figure 2. Structure chimique de quelques composés identifiés
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Tableau 5. Résultats de 'activité antibactérienne des extraits de feuilles d’Inula

viscosa sur les bactéries a gram négatif

Extraits de Doses mg/mL
Souches feuilles 200 100 50 Antibiotique
EMeOH 12,3310,.’:3.’:3b 11+0 9,33+0,33
E.coli ATCC Décocté | 7,33+0,33¢ 6,330,33 620 28,33+0,33°
n-hexane 10+0,58°¢ 10+0,58 8,33+0,33
EMeOH 12+0° 11+0,58 10,33+0,33
E.coli Pat. Décocté 7+0° 70,58 6,67+0,33 | 27,33+0,33"
n-hexane 11+0,58"° 10+0 9,33+0,33
EMeOH 10,3310,33b 10+0,58 8+0,58
K.pneumoniae ATCC | Décocté 6,67+0,67°¢ 6+0 6,33+0,33 24+0,57°
n-hexane 9,33+0,33" 9+0 6,67+0,33
EMeOH 9,3310,33b 8,33+0,66 6,33+0,33
K.pneumoniae Pat. Décocté 6,33+0,33° 6,33+0,33 6+0 23,33+0,33°
n-hexane 9,3?>iO,88b 9+0,58 8,33+0,33
EMeOH 12,3310,33b 12+0,58 8+0,58
P.aeruginosa ATCC | Décocté 6+0° 6,33+0,33 6+0 27+00%
n-hexane 10,67+0,33° 9,33+0,67 8,67+0,33
EMeOH 11,3310,33b 9,33+0,33 8,67+0,33
P.aeruginosa Pat. Décocté 6,33+0,33° 6+0 6+0 18+0,57%
n-hexane 6,67+0,67°¢ 6,33+0,33 6,33+0,33
EMeOH 24+0,582 16,67+0,33 13+0
A.baumannii ATCC Décocté 13,67+0,33° 10,67+0,67 9,33+0,33 18,67+0,33"
n-hexane 13,33+0,33° 11,67+0,33 10+0
EMeOH 26,67+0,33% 14,33+0,88 12,67+0,67
A.baumannii Pat. Décocté 12,33+0,33° 10,33+0,33 8,67+0,33 21,67+0,33"
n-hexane 10,3310,33d 8,33+0,33 8+0,58
EMeOH 11,6710,33b 10,330,67 9+0
Salmonella Sp. Pat. | Décocté 7,6620,33° 7,33+0,33 7+0 18,67+0,33"
n-hexane 11+0,57° 10,33+0,33 80,58

Les valeurs sont exprimées en Moyenne + SEM; n=3/ groupe
Différentes lettres alphabétique indiquent une différence significative (p<0,05) entre I'activité
des extraits a la dose de 200 mg/mL et I'antibiotique sur la méme souche selon le test
ANOVA one way suivi par le test de Tukey.




Tableau 6. Résultats de 'activité antibactérienne des extraits de feuilles d’Inula

viscosa sur les bactéries a gram positif

Extraits de Doses mg/mL
Souches feuilles 200 100 50 Antibiotique
EMeOH 23+0,582 18,33+0,33 15+0,58
S.aureus ATCC Décocté 13,66+0,33° 12+0,57 10,67+0,33 | 17,67+0,33"
n-hexane 16J_r0,58b 14,33+0,33 12+0
EMeOH 21,670,672 16+0 15+0,58
SARM Décocté 13,33+0,33" 11,67+0,67 9,33+0,33 14,33+0,33"
n-hexane 1510,58b 13,33+0,33 12,33+0,33
EMeOH 17,33+0,67°2 15+0,58 12,67+0,33
S.epidermidis ATCC | Décocté | 12,67+0,33" 11+0,58 9,67+0,33 | 16,33+0,88"
n-hexane 13+0P 12+0,33 11,33+0,33
EMeOH | 12,33+0,67° | 11,33+0,33 1140
S.saprophyticus Pat. | Décocté 10+0,57° 8,33+0,33 7+0 16,67+0,67°
n-hexane 12,3310,33b 12+0 11,33+0,33
EMeOH 16+0,58" 12,67+0,33 | 10,67+0,33
E.faecalis ATCC Décocté 13,33+0,33° 10+0 8,67+0,33 18,33+0,33%
n-hexane 13,33+0,33° 12+0 10,33+0,33
EMeOH 16,33+0,33% 14+0 13,33+0,33
E.faecalis Pat. Décocté 12+0° 9,33+0,33 8,33+0,33 16+0,58%
n-hexane 12,67+0,33" 12,33+0,33 9,33+0,33
EMeOH 16+0" 14,67+0,33 | 12,67+0,33
S.pneumoniae ATCC | Décocté 11,33+0,33° 11+0 8,33+0,33 19+0%
n-hexane 10,67+0,33° 10+0,58 9+0,33
EMeOH | 16,33+0,33" 15+0,58 13+0
S.pneumoniae Pat. Décocté | 12,33+0,33° | 11,33+0,33 9+0 19,67+0,33"
n-hexane 11+0,58° 10,67+0,33 10,33+0,33
EMeOH 15,67+0,33°% 14,67+0,33 11,6+0,67
S.pyogenes Pat. Décocté 12,33+0,33" 10+0 9,67+0,33 17,67+0,67°
n-hexane 11+0,58" 10,67+0,33 80

Les valeurs sont exprimées en Moyenne + SEM; n=3/ groupe
Différentes lettres alphabétique indiquent une différence significative (p<0,05) entre I'activité
des extraits a la dose de 200 mg/mL et I'antibiotique sur la méme souche selon le test
ANOVA one way suivi par le test de Tukey.




Tableau 7. Résultats de l'activité antibactérienne des extraits de fleurs d’Inula

viscosa sur les bactéries a gram négatif

Extraits de Doses mg/mL
Souches fleurs 200 100 50 Antibiotique
EMeOH 1110,58b 10,33+0,33 10+0
E.coli ATCC Décocté 7+0° 6,67+0,33 6,33+0,33 28,33+0,33%
n-hexane 10,3310,33b 8,67+0,33 8,33+0,33
EMeOH 1210,57b 10,67+0,67 10,33+0,33
E.coli Pat. Décocté 7+0° 70,58 6,67+0,33 | 27,33+0,33°
n-hexane 12+0P 10+0,58 9,67+0,33
EMeOH 6,67+0,33" 6,33+0,33 6,33+0,33
K.pneumoniae ATCC | Décocté 6,33+0,33° 6+0 6+0 24+0,57°
n-hexane | 6,67+0,67" 620 620
EMeOH 6,67+0,67° 6:0° 620
K.pneumoniae Pat. Décocté 6,67+0,33" 6,33+0,33 6,33+0,33 | 23,33%0,33"
n-hexane 7,3310,33b 6,67+0,33 60
EMeOH 11+0° 9,33+0,33 7,33+0,66
P.aeruginosa ATCC Décocté 6,33+0,33° 6+0 6+0 27+00°
n-hexane 10,67+0,33" 9,33+0,33 9+0
EMeOH | 11,33+0,33" 80 7,33+0,33
P.aeruginosa Pat. Décocté 6,67+0,67° 6+0 6+0 18+0,57°
n-hexane 8+0° 7,67+0,33 6,67+0,33
EMeOH 20,67+0,672 14,33+0,33 11,33+0,33
A.baumannii ATCC Décocté 12,67+0,33° 10,33+0,33 9,67+0,33 18,67+0,33"
n-hexane | 11,67+0,33° 11+0,58 9,33+0,33
EMeOH 25+0,58% 14+0 10,33+0,33
A.baumannii Pat. Décocté 13+0,58°¢ 9,67+0,67 8,33+0,33 21,67+0,33°
n-hexane 10,67+0,33¢ 9+0,58 8,33+0,33
EMeOH 10,3310,33b 9,67+0,33 9,3340,33
Salmonella Sp. Décocté 7,67+0,33° 7+0 6,33+0,33 | 18,67+0,33%
n-hexane 11,67+0,33° 8,33+0,33 8+0

Les valeurs sont exprimées en Moyenne + SEM; n=3/ groupe
Différentes lettres alphabétique indiquent une différence significative (p<0,05) entre I'activité
des extraits a la dose de 200 mg/mL et I'antibiotique sur la méme souche selon le test
ANOVA one way suivi par le test de Tukey.




Tableau 8. Résultats de 'activité antibactérienne des extraits de fleurs d’Inula

viscosa sur les bactéries a gram positif

Extraits de Doses mg/mL
Souches fleurs 200 100 50 Antibiotique
EMeOH | 21,67+0,67% 1840 14,67+0,33
S.aureus ATCC Décocté 13,33+0,33¢ 11,66+0,33 10+0,57 17,67+0,33"
n-hexane | 15,67+0,33° | 13,67+0,33 | 11,67+0,33
EMeOH | 19,33+0,33% 16+0,58 12,33+0,33
SARM Décocté 13+0° 11+0,58 9,67+0,33 | 14,33+0,33"
n-hexane 16+0,58° 14+0,58 11,33+0,33
EMeOH | 15,33+0,33% | 13,33+0,33 | 11,67+0,33
S.epidermidis ATCC | Décocté 12+0,58° 11+0,58 9,33:0,33 | 16,33+0,88"
n-hexane 13,3310,33bc 13+0 10+0,58
EMeOH 12+0,57° 11,67+0,33 | 10,67+0,67
S.saprophyticus Pat. | Décocté 9,33+0,33° 8,33+0,33 7,67+0,33 16,67+0,67°
n-hexane | 12,33+0,33° | 11,33%0,33 1140
EMeOH | 16,67+0,67° 13+0,58 11,33+0,33
E.faecalis ATCC Décocté 13+0,57° 9,67+0,67 8,33+0,33 | 18,33%0,33%
n-hexane 13+0P 12+0,33 10+0
EMeOH 15+0,58% 13,67+0,33 | 12,33+0,33
E.faecalis Pat. Décocté | 12,67+0,33° | 9,33+0,67 9+0 16+0,58%
n-hexane | 12,33+0,33” | 11,33+0,33 | 9,33+0,33
EMeOH 13,33+0,3" 12+0,57 10,67+0,33
S.pneumoniae ATCC | Décocté 10+0,57° 9,67+0,33 8,33+0,33 19+0%
n-hexane | 10,67+0,67° | 9,33%0,33 8,33+0,33
EMeOH 15+0,58" 12,33+0,33 11+0,58
S.pneumoniae Pat. Décocté | 11,67+0,33° 10+0,58 8+0 19,67+0,33"
n-hexane 11+0° 10,33+0,33 | 9,67+0,33
EMeOH | 15,33+0,33° | 11,67+0,33 1040
S.pyogenes Pat. Décocté 13+0,58° 10,33+0,33 | 8,67+0,33 | 17,67+0,67°
n-hexane | 13,33+0,33" 1140 10,33+0,33

Les valeurs sont exprimées en Moyenne + SEM; n=3/ groupe

Différentes lettres alphabétique indiquent une différence significative (p<0,05) entre I'activité
des extraits a la dose de 200 mg/mL et I'antibiotique sur la méme souche selon le test
ANOVA one way suivi par le test de Tukey.
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Tableau 9. Résultats de la toxicité aigué des extraits d’Inula viscosa L.

Lots

Dose (mg/Kg)

Nombre de
souris morte

Symptémes

Témoin

Eau
physiologique

0

EMeOH/F

400

800

2000

D/F

400

800

2000

EMeOH/FIr

400

800

2000

D/Flr

400

800

2000

OO0 O0|I0|0|0|0|0|0|0|0o
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Figure 3.a. Injection de la carragénine

Figure 3.b. Mesure de I'épaisseur de patte a 'aide
d’'un pied a coulisse

Figure 4. a. Injection de la suspension de
levure de biére

Figure 4.b. Mesure de la température réctlae des
rats




Figure 5. Forme promastigote des
leishmanies

Figure 6. Microplaque pour la lecture visuelle




OUAHCHIA et al. Revue Agrobiologia (2017) 7(2): 562-573

Revue Agrobiologia
www.agrobiologia.net A
ISSN (Print): 2170-1652 oA

e-1SSN (Online): 2507-7627 A

TOXICITE AIGUE ET SUBAIGUE DES EXTRAITS METHANOLIQUES
D’INULA VISCOSA L. (DITTRICHIA VISCOSA L.)

OUAHCHIA Célia'", CHERIF Hamida-Saida*, HAMAIDI-CHERGUI Fella', MARZEN Loubna', DERADJI
Samira', HEMMA Rym*, NOUAR Nouria® et SAIDI Fairouz*

1. Université Blidal. Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie. Laboratoire de Biotechnologies, Environnement et Santé. Algérie.
2. CHU BENI MESSOUS. Laboratoire d’Anatomie et de Cytologie Pathologique. Algérie.

Recu le 07/11/2017, Révisé le 18/12/2017, Accepté le 31/12/2017

Résumé

Description du sujet :Beaucoup de travaux se sont intéressés a I’étude des effets thérapeutiques des plantes
médicinale . Cependant elles doivent étre utilisées avec une grande prudence car elles peuvent étre toxiques.
Objectifs : C’est dans ce but que s’inscrit notre travail qui consiste a faire une étude de la toxicité aigué et subaigué
des extraits méthanoliques d’Inula viscosa connue au Nord de I’ Algérie sous le nom de Magrammane.

Méthodes : Pour I’étude de la toxicité aigué, les extraits méthanoliques des feuilles et les fleurs ont été administrés
en une seule fois, par voie orale a des souris albinos Swiss aux doses 400 mg/kg et 800mg/kg. Les souris ont été
surveillées pendant 14 jours. Dans I'étude de la toxicité subaigué, les extraits ont été administrés par voie orale a des
rats Wistar aux doses 400 mg/kg et 800 mg/kg quotidiennement pendant 28 jours. Leur poids corporel a été
surveillé durant la période expérimentale, alors que les paramétres hématologiques, biochimiques du sang et I’étude
histo-pathologique des reins et des foies ont été évalués a la fin de I'expérience.

Résultats : Les résultats obtenus ont montrédans I'étude de la toxicité aigué, qu’aucune des doses n’a entrainé la
mort de souris. L’étude de la toxicité subaigué n’a révélé que peu de changements significatifs dans le bilan
biochimique, les ASAT ont diminuées significativement (p<0,01) : 116,17 mg/L+1,27 chez les rats traités avec
I’EMeOH/F a la dose 800mg/Kg et I’urée a augmentée significativement (p<0,01) : 0,50 mg/L+£0,05 chez les rats
traités avec I’'EMeOH/FIr a la dose 800 mg/Kg en comparaison avec les rats témoins. Aucun changement significatif
n’a été constaté dans le bilan hématologique. Les organes sont restés intacts.

Conclusion :I’étude de la toxicité des extraits méthanoliques des feuilles et es fleurs d’Inula viscosa n’a pas montré
de signes de toxicité aigué ou subaigué aux doses étudiées.

Mots clés : Toxicité ; extrait méthanolique ; feuilles ; fleurs ; Inula viscosa L.

ACUTE AND SUBACUTE TOXICITY OF INULA VISCOSA L.
(DITTRICHIA VISCOSA L.) METHANOLIC EXTRACTS

Abstract

Description of the subject: Many studies have investigated the therapeutic effects of medicinal plants. However,
they should be used with great caution because they may be toxic.

Objectives: The purpose of this study focuses on the acute and subacute toxicity of Inula viscosa L. methanolic
extracts, known in North Algeria asMagrammane.

Methods: For the study of acute toxicity, the methanolic extracts of leaves and flowers were orally administered to
Swiss albinos mice as single doses of 400 mg/kg and 800 mg/kg. The mice were observed over14 days. In the sub-
chronic toxicity study, the extracts were orally administered at doses of 400 mg/kg et 800 mg/kg to Wistar rats over
28 days. Their body weight was measured throughout the experimental period, while hematological, biochemical
parameters and histopathological study of the kidney and liver were evaluated at the end of the experiment.

Results: The results obtained in the acute toxicity study show that none of the doses caused death in the treated
mice. The study of sub-chronic toxicity revealed a slightly significant change in the biochemical balance, AST
decreased significantly (p<0,01): 116,17mg/Kg+1,27 in groups of rats treated with EMeOH/F at the dose of
800mg/Kg, urea increased significantly (p<0,01): 0,50mg/Kg+0,05 in groups of rats treated with EMeOH/FIr at the
dose of 800mg/Kg en compared to control group.No significant change were observed in the hematological balance.
The organs studied have also remained intact.

Conclusion: The study of the toxicity of leaves and flowers of Inula viscosa L. methanolic extracts showed no acute
toxicity or sub-chronic toxicity at the doses studied.

Keywords: Toxicity; methanolic extract; leaves; flowers; Inula viscosa L.

*Auteur correspondant: OUAHCHIA Célia;E-mail : ouahchiacelia@yahoo.fr.
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INTRODUCTION

Depuis quelques années on constate un
regain d’intérét pour la phytothérapie, en effet
de plus en plus de personnes ont recours aux
plantes médicinales pour se soigner . [1].

Il convient de souligner que [I’utilisation
traditionnelle de toute plante a des fins
thérapeutiques ne garantit en rien son innocuité
[2]. Si les effets pharmacologiques de
nombreuses plantes ont été prouvés dans divers
laboratoires, leur toxicité est généralement
méconnue. Par conséquent, I’évaluation de la
toxicité des préparations a base de plantes est
importante pour déterminer I’innocuité de ces
remeédes [3].

Inula viscosa (L.) Aiton (syn. Dittrichia viscosa
Greuter) [4], est une plante vivace qui appartient
a la famille des Asteraceae qui évolue dans la
majeure partie du bassin méditerranéen [5, 6].
Cette plante est utilisée depuis des années en
médecine traditionnelle pour ses activités anti-
inflammatoire, antipyrétique et antisepetique elle
est également utilisée pour le traitement du
diabéte et le traitement de certains troubles
gastro-duodénaux [7-15].

Inula viscosa contient certains composés
pharmacologiquement actifs, y compris les
sesquiterpénes, [11, 16], les azulénes, les

lactones, les flavonoides et les huiles essentielles
[8, 17, 18].

Le but de ce travail est d’étudier la toxicité aigué
et subaigué des extraits méthanoliques des
feuilles et des fleurs d’Inula viscosa L. aux
doses 400 mg/ Kg et 800 mg/Kg chez des souris
et des rats.

MATERIEL ET METHODES
1. Matériel végetal

Les feuilles et les fleurs de la plante ont
été récoltées respectivement au mois d’Auvril et
Novembre 2015 dans la région de Tipaza
(Wilaya de Tipaza, Algérie). Les échantillons
ont été nettoyes, séchés a Iair libre, a
température ambiante et a I’abri de la lumiere.
Les feuilles et/ou les fleurs ont été ensuite
réduites en poudre et bien conservées jusqu’a
leur utilisation.
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2. Extraction

L’extraction a été realisée a I’aide d’un
appareil : soxhlet, selon la méthode de William
[19], la poudre végétale a été épuisée
successivement par le n-hexane (fraction
apolaire) (CsH14> 95% puriss, Sigma Aldrich,
Allemagne) et le méthanol (fraction polaire)
(CH,O> 99,7% puriss, Sigma Aldrich,
Allemagne), les extraits obtenus ont été
concentrés a I’évaporateur rotatif (Stuart 300b,
U.K). Le résidu sec est récupéré et pesé pour
déterminer le rendement par la suite, il est
conservé a 4°C dans des flacons opaques bien
fermés jusqu’a leur utilisation.

3. Animaux

Pour I’étude de la toxicité aigué des souris
albinos Swiss des deux sexes pesant chacune
entre 20-30g ont été utilisées. Pour I’étude de la
toxicité sub-chronique des rats Wistar des deux
sexes pesant entre 100-120g ont été utilisés. Ces
animaux provenaient tous de I’Institut Pasteur
d’Alger, les femelles utilisées étaient nullipares.
Les animaux ont été distribués en groupes de 6
chacun (3 males et 3 femelles) par dose et par
lot, les femelles et les males étaient séparés dans
des cages différentes tout au long de I’étude et
avaient un acces libre a I'eau et a la nourriture, a
I'exception d’une courte période de je(n avant
I'administration par voie orale des doses
d'extraits. Tous les animaux (souris et rats) ont
été maintenus sous un cycle lumiere / obscurité
de 12/12 h, a température (22+2°C) et humidité
(50+15%) constantes.

4. Toxicité aigué

Le test de toxicité aigué a été réalisé selon
le protocole décrit par Costa-Silva et al., [20],
les souris ont été divisées en 5 lots de 6
individus (3 méles et 3 femelles) et acclimatées
pendant une semaine avant de commencer
I'expérience. Elles ont été maintenues a jedn
pendant 18 heures avant I’administration des
différents extraits méthanoliques :

Le premier lot (témoin) a recu de l'eau
physiologique tandis que les groupes 2 et 3 ont
recu par voie orale en une seule administration
I’extrait méthanolique des feuilles d’Inula
viscosa (EMeOH/F) aux doses respectives de
400 et 800 mg/kg.
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Les groupes 4 et 5 ont recu par voie orale en une
seule fois également I’extrait méthanolique des
fleurs d’Inula viscosa (EMeOH/FIr) aux mémes
doses. Le changement du comportement général
ou la mortalité des souris de chaque lot ont été
surveillés durant 14 jours.

5. Toxicite subaigué

Le test de toxicité subaigué a été réalisé
selon le protocole décrit par Silva et al., et Musa
et al., [21, 22], les rats ont été divisés en 5
groupes (de 1 a 5) a raison de 6 rats par lot (3
males et 3 femelles) et leurs poids ont été
enregistrés avant le début du traitement.

Le premier lot (groupe 1) qui a recu de l'eau
physiologique est utilisé comme lot de référence.
Les groupes 2 et 3 ont recu par voie orale
I’EMeOH/F aux doses respectives de 400 et 800
mg/kg. Les groupes 4 et 5 ont également recu
également par voie orale I’EMeOH/FIr aux
mémes doses. Tous les traitements ont été
administrés par voie orale une fois par jour
pendant 28 jours. Les rats étaient observés a la
recherche de signes d'anomalies pendant la
période du traitement. En outre, leur poids
corporel a été enregistré a la fin de chaque
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semaine jusqu’au dernier jour du traitement.A la
fin de I’expérimentation, les rats ont été mis a
jedn pendant 16h mais ont eu un acces libre a
I'eau. lls ont ensuite été anesthésiés avec de
I’éther par nhalation, apres décapitation le sang a
été recueilli dans des tubes avec ou sans
anticoagulant (éthyléne diamine tétra Acétate),
pour des  études  hématologiques et
biochimiques. Les rats ont ensuite été disséqués
et les organes tels que le cceur, le foie, les
poumons, les reins et la rate ont été recueillis et
pesés.

6. Mesure des parametres hématologiques
et biochimiques

L'analyse hématologique a été réaliseée a
l'aide d'un systeme automatique hématologique
(Sysmex KX-21N). L'analyse biochimique du
sang a été réalisée aprés centrifugation a 3000
rotations par minute(rpm) pendant 10 min. Le
sérum a été sépareé et recueilli pour la réalisation
des analyses. Les paramétres ont été déterminés
a l’aide d’un automate biochimique (Roche
Hitachi 902, Allemagne) avec le kit biochimique
Spinreact (Espagne). (Tableau 1).

Tableau 1 : Paramétres hématologiques et biochimiques étudiés

Examens hématologiques

Examens biochimiques

Hématocrite (HCT), Taux d’hémoglobine
(Hb), Nombre de Plaquettes (PLT),
Numeération globulaire (Erythrocytes :
GR et Leucocytes : GB), Volume
Corpusculaire Moyen (MCV), Teneur
Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine
(MCH), Concentration Corpusculaire
Moyenne en Hémoglogine(MCHC),
Lymphocytes (LYM).

Taux de glucose (Gly)

Bilan hépatique :Aspartate Amino

Transferase (ASAT) Alanine amino

transferase (ALAT), Phosphatase
alcaline (PA), Triglycérides (TG),

Cholestérol totale(Chol). ), Bilirubine

totale (TB),et I'albumine (ALB).

Bilan Rénal :Urée, Acide urique (AU),

Créatinine (Créat), Protides (Prot),
Albumine (Alb).

7. Examen histo-pathologique du foie et
rein

Les échantillons des foies et des reins des
rats traités avec la dose la plus élevée (800
mg/Kg) ont été fixés dans du formol & 10%, les
organes ont subi une série de déshydration dans
des bains d’éthanol, et inclusion dans de la
paraffine. Des coupes de 5um ont été réalisées
au microtome puis colorées par I’Hématoxyline
et I’Eosine (H&E) et observées au microscope
optique (Leica DM1000, Allemagne). Des
photos des différentes coupes histologiques ont
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été prises a I’aide d’une camera numérique reliée
a un logiciel (Microsystem Leica LAS EZ
Framework, Allemagne)[23].

8. Analyse statistique

Les résultats de la toxicité sont exprimés
en moyenne * erreur standard moyenne (xSEM).
La comparaison des moyennes et des variances a
été effectuée a I’aide du logiciel XLSTAT 2016
par le test ANOVA a un seul facteur suivi du
test de Tukey.
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RESULTATS

1. Toxicité aigué

L’administration orale des extraits EMeOH/F et
EMeOH/FIr d’Inula viscosa L. n’a pas entrainé
la mort de souris dans tous les lots traités. Les
observations n’ont révélées aucun signe
d’asthénie, de somnolence, d’anorexie, de
diarrhée ou de réduction de la mobilité durant la
période expérimentale. La dose létale 50 (DLsg)
est donc supposée étre supérieure aux doses
testées (Tableau 2).
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2. Toxicite subaigué
2.1. Evolution du poids des rats

Comme le montre la figure (Fig. 1), le
poids corporel des rats qui ont recu les extraits
EMeOH/F et EMeOH/FIr aux différentes doses
par voie orale pendant 28 jours a continué a
augmenter chaque semaine jusqu’au 28°™ jour
du traitement. Aucune différence significative
n’a été observée en comparaison au poids
corporel des rats témoins.

Tableau 2 : Résultats de la toxicité aiguédes extraits méthanoliques d’Inula viscosa L.

Nombre de

souris morte Symptomes

Dose
(mg/Kg)
Témoin 0
400
EMeOH/F 800
400
EMeOH/FIr 800

OO oo
1

0 -

EMeOH/F : Extrait Méthanolique des Feuilles ; EMeOH/FIr : Extrait Méthanolique des Fleurs.

180 a . 180 b
¥ 179 a0
¢ .. 2 o
£ 160 /— £ 160 /¢
* * "
£ 150 /r-/ £ 130 _—
o g o
OE' 130 - '/ CE :/
é 120 —4— Témoin o 120 —4—Témoin
3 110 8- EMeOH/F 400mgKg E 110 —8— EMeOH/Fir 400 mg’Kg
" 100 . EMeOH/F200mgKg = 100 . . EMeOH/FIr 800 mg/Kg
7 4 a1 8 B F M @B Ee
Durée du traitement (jours) Durée du traitement (jours)
Figure 1 : Evolution du poids corporel des rats en fonction du temps
(a) Rats traités avec ’'EMeOH/ F, (b) Rats traités avec I’'EMeOH/ Flr
2.2. Poids des organes et 800mg/kg en comparaison avec les
organes des rats non traités que ce soit
L’examen macroscopique des pour la couleur ou la texture. Aucune
différents organes apres 4 semaines de différence significative n’a été
gavage n’a montré aucun changement observée entre le poids des différents
morphologique  des  organes des rats organes des rats traités et celui des
traitts par I’EMeOH/F et [I’EMeOH/FIr organes des rats témoins (Tableau 3).

d’Inula viscosa L.

aux doses 400mg/kg
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Tableau 3: Poids des organes des rats non traités et traités par les extraits méthanoliques d’Inula

viscosal.

Poids des organes

EMeOH/F EMeOH/FIr
Organes Témoin Dose Dose Dose

400mg/kg 800mg/kg Dose 400mg/kg 800mg/kg

Foie 555+0,07 5,24 0,37 5,26 0,07 5,5 0,14 5,5+0,06
Rein 047+0,01  0,45%0,03 0,45 0,04 0,47 0,008 0,460,007
Ceeur 0,53+0,02 0,480,01 0,51+0,02 0,61 £0,007 0,47+0,02
Poumon 1,19+0,20 1,05%0,10 1,17+0,02 1,11 +0,06 1,08 £0,01
Rate 0,64+£009 0,53+0,05 0,64 +0,03 0,58 +0,03 0,49 +0,08

Les valeurs représentent la moyenne = SEM ; n = 6 pour chaque groupe.p>0.05 par rapport au groupe témoin.
Les données indiquent le poids des différents organes des rats traités par ’/EMeOH/F et I’'EMeOH/FIr aux doses

400mg/kg et 800mg/kg.

EMeOH/F : Extrait Méthanolique des Feuilles ; EMeOH/FIr : Extrait Méthanolique des Fleurs.

2.3. Analyses
hématologiques

biochimiques et

extraits EMeOH/F et
n’ont entrainé aucun
changement significatif dans le taux de
la  glycémie, des triglycérides, du
cholestérol, et de [I’albumine dans les
lots traités aux doses 400mg/Kg et
800mg/Kg en comparaison avec le lot
témoin.
Concernant le
ALAT, PA), aucune
significative n’a été
I’exception de I’enzyme
diminué significativement (p<0,01)
dans le groupe de rats qui a recu
I’extrait MeOH/F a la dose 800mg/Kg
en comparaison avec le lot témoin.

Les
EMeOH/FIr

bilan hépatique (ASAT,
différence
observée a

ASAT qui a

Une augmentation significative a été
observée pour [I’'urée (p<0,01) chez les
rats du groupe qui a recu Iextrait
EMeOH/FIr & la  dose  800mg/Kg.
Cependant aucun changement
significatif n’a été observé pour le taux
de protéines sériques, de la créatinine
et de [I’acide wurique dans tous les
groupes traités par les deux extraits
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aux différentes doses en
avec le lot témoin (Tableau 4).

comparaison

L’administration orale des extraits
EMeOH/F et EMeOH/FIr  quotidiennement
pendant 28 jours n’a pas entrainé de
changement significatif dans le bilan
hématologique (WBC, HGB, RBC, HCT,
PLT, MCV, MCH, MCHC et LYM) dans
les groupes de rats traités aux différentes

doses par rapport au témoin (Tableau 5).

2.4.Examen
des organes

histopathologique

La comparaison des organes :
foie et rein des rats traités aux doses
800 mg/Kg avec ceux du témoin sain
montre  une  architecture  hépatique et
rénale conserveée, sans signe de
cytolyse  inhérente  a une  éventuelle
toxicité des extraits méthanoliques des
feuilles et des fleurs, il n’a pas été
constat¢ de lesion organique ni de
fibrose au niveau rénal ou hépatique.
Des signes de congestions
probablement dus au sacrifice ont été
observés a la fois dans les lots traités et
le lot témoin (Fig.2 et 3).
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Tableau 4 : Paramétres biochimiques des rats traités et non traités par les extraits méthanoliques des
feuilles et des fleurs d’Inula viscosa L.

Paramétres biochimiques

EMeOH/F EMeOH/FIr
Parameétres Témoin Dose Dose Dose Dose
400mg/kg 800mg/kg 400mg/kg 800mg/kg
Gly (g/L) 1,08+0,06 1,14+0,02 1,19+0,10 1,12+0,06 1,14+0,05

ASAT (UI/L) 131,17+3,14  127,83+2,53 116,17+1,27**  137,5%2,23 138,5+1,51
ALAT (UI/L) 52,83+2,53 53,67+1,94 52,5273 53,83+2,31 54,17+2,13

PA (UI/L) 119+4,08 120,5£1,98 114,83+4,15  118,67+2,72  109,83£1,22
GT (UI/L) 1,83+0,48 1,5+0,34 2,83+0,48 2,33+0,42 3,00+0,37
BT (mg/L) 1,67+0,33 1,68+0,22 20,26 1,83+0,40 2,16x0,17
TG (g/L) 0,60+0,05 0,57+0,05 0,56+0,04 0,51+0,03 0,55+0,04
Chol (g/L) 0,67+0,06 0,45+0,01 0,49+0,03 0,46+0,02 0,47+0,03
Urée (mg/L) 0,36+0,02 0,37+0,01 0,33+0,02 0,36+0,03 0,50+0,05**
Créat (mg/L) 5,83+0,31 4,83+0,31 4,83+0,31 50,26 6,33+0,42
AU (mg/L) 20,83+0,75 21,5%2,09 22,33+1,20 21,33+£1,40 22,67+0,49
Pro (g/L) 74,33+1,67 72,67+£1,02  73,83+1,49 72,5+1,48 74+1,46
Albu (g/L) 32,83+1,08 33,33+1,05  32,67+2,29 32,67+1,66 32,33+2,29

Les valeurs représentent : la moyenne + SEM ; n = 6 pour chaque groupe.
** p<0.01 par rapport au groupe témoin.
EMeOH/F : Extrait Méthanolique des Feuilles ; EMeOH/FlIr : Extrait Méthanolique des Fleurs.

Tableau 5 : Paramétres hématologiques des rats traités et non traités par les extraits méthanoliques des
feuilles et des fleurs

Paramétres hématologiques

EMeOH/F EMeOH/FIr
Parametres Témoin Dose Dose Dose Dose

400mg/kg 800mg/kg 400mg/kg 800mg/kg
WBC x10%/l 7,91+0,55 7,7+0,23 9,05+0,39 7,78+0,48 8,14+0,34
HGB (g/DI) 13,58+0,38 13,35+0,35  13,13+0,48 13,2+0,41 13,73+0,40
RBC x10%ul 7,52+0,29 7,45£0,2 7,98+0,26 7,28+0,19 8,22+0,30
HCT % 47,95+2,68 53,53+3,64  50,95+1,02 48,93+2,93  51,71+1,39
PLT x10%/pl 713,33£70,18 727,66+39,68 700,33+37,28 716+24,41 681,66+36,62
MCV FlI 58,68+1,77 58,7+1,39 60,26+0,86 58,71+0,91  59,41+0,90
MCH pg 16,63+0,41 16,63+0,47  16,78+0,22 16,76+£0,20  16,63%0,24
MCHC ¢/DI 28,28+0,59 28,25+0,47 29+0,15 28,03+0,33  28,21+0,54
LYM % 81,38+4,83 81,71+4,08  85,68+3,11 78,83%3,5 82,33£3,19

Les valeurs représentent : la moyenne + SEM ; n = 6 pour chaque groupe ; p>0.05 par rapport au groupe témoin.
EMeOH/F : Extrait Méthanolique des Feuilles ; EMeOH/FIr : Extrait Méthanolique des Fleurs.
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Figure 2 : Histologie du foie des rats témoins (a.1 : GX10 ; a.2 : GX40), des rats traités EMeOH/ F a la
dose 800mg/Kg (b.1 : GX10 ; b.2 : GX40), des rats traités EMeOH/ Flr a la dose 800mg/Kg (c.1 :
GX10; c.2 : GX40).

VCL : Veine Centrolobulaire ; Lames d’hépatocytes en disposition radiaire autour de la veine centrolobulaire
(fleche) ; h :hépatocyte ; S : Sinusoide (a.2 ; b.2 ; c.2) ; Coloration H&E .
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Figure 3 : Histologie du rein des rats témoins (a.1 : GX10 ; a.2 : GX40), des rats traités EMeOH/ Fa la
dose 800mg/Kg (b.1 : GX10 ; b.2 : GX40), des rats traités EMeOH/ Flr a la dose 800mg/Kg (c.1 : GX10;
c.2 : GX40).

Congestion (fleche : a.1; b.1; c.1) ; Parenchyme rénal : glomérule (fleche : a.2 ; b.2 ; c.2) ; tr : tube rénal (a.2 ; b.2 ;
c.2) ; cb : chambre ou espace de bowman; Coloration H&E
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DISCUSSION

Bien que les plantes médicinales ont de
nombreuses activités biologiques, on connait
trés peu le potentiel toxique de ses substances
bioactives [24]. Inula viscosa L. est une plante
largement répandue dans la majeure partie des
pays méditerranéens. Elle est utilisée depuis
longtemps dans la médecine traditionnelle pour
ses nombreux effets thérapeutiques [25].

La présente étude montre que les extraits
MeOH/F et MeOH/FIr d’Inula viscosa L. n’ont
entrainé ni la mort ni de changements de
comportement des souris qui ont regu par voie
orale en une seule administration les extraits aux
doses 400mg/Kg et 800mg/Kg.

Etant donné quaucun effet toxique n'a été
observé au cours de I'étude de la toxicité aigué,
une étude supplémentaire a été menée pour
évaluer la toxicité sub-chronique des extraits
méthanoliques d’Inula viscosa L.durant une
expérimentation de 28 jours chez le rat.

Les modifications du poids corporel ont été
utilisees comme indicateur des effets
indésirables des médicaments, des produits
chimiques et des substances bioactives [26,27].
Etant donné qu'aucun changement significatif du
poids corporel n'a été observé chez les rats des
groupes traités par rapport au témoin aprés un
traitement quotidien durant 28 jours, on suggére
que I’administration orale et sub-chronique des
extraits n'a pas d’effet sur la croissance normale
des rats. Une perte d'appétit entraine souvent une
perte de poids due a des perturbations dans le
métabolisme des glucides, des protéines ou des
graisses [28, 29, 30, 31].

De méme, aucun changement significatif n'a été
observé dans le poids des organes : le cceur, le
foie, la rate, les reins et les poumons, suggérant
gue l'administration des extraits méthanoliques
d’Inula viscosa L. n'a eu aucun effet sur leur
croissance normale. Le poids relatif des organes
est considéré comme étant un indicateur
relativement sensible dans les études de toxicité
[32].

Les hépatocytes ont pour réle la neutralisation
des toxines, qu’elles proviennent de I’interieur
ou de I’exterieur de I’organisme (détoxification),
alors que le rein a pour réle I’épuration du sang
et I’éliminations des déchets [33]. L'analyse de
la fonction du foie et du rein est donc tres
importante dans I'évaluation de la toxicité des
médicaments et des extraits végétaux car ils sont
nécessaires a la survie d'un organisme [34].
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Ainsi  des analyses hématologiques et
biochimiques ont été effectuées pour évaluer les
éventuelles altérations des fonctions hépatiques
et rénales provoquées par I’ingestion les extraits.
L'augmentation des niveaux d'’ASAT et dALAT
dans le sang est due a leur libération suite a
I’endommagement des cellules hépatiques [35,
36, 37, 38, 39].

L'administration sub-chronique d'EMeOH/F a la
dose 800 mg/Kg a entrainé une diminution
significative des niveaux de I’enzyme ASAT
chez les rats traités. Ces observations peuvent
suggérer que L’EMeOH/F d’Inula viscosa aurait
des effets hépatoprotecteurs surtout qu’aucun
changement n’a été observé dans I’étude histo-
pathologique. Selon Atsamo et al.,; Gome et
al., ; Luka et al., ; Da Silva et al., ; Adewale et
al. [3, 40, 41, 42, 43], une diminution des
enzymes hépatiques ASAT et/ou ALAT et/ou
PA pourrait indiquer un effet hépatoprotecteur
de la plante, ce qui pourrait expliquer les
résultats obtenus.

Un dysfonctionnement rénal peut étre évalué par
des mesures simultanées de [1'urée, de la
créatinine et de I’acide urique [27, 44, 45, 46].
Dans la présente étude, les changements dans les
niveaux plasmatiques de I'urée des rats traités
par I’EMeOH/FIr a la dose 800mg/Kg ne
peuvent a eux seuls indiquer une altération de la
fonction rénale étant donné qu’aucune différence
significative n’a été retrouvée entre les taux de
créatinine et d’acide urique des rats traités et
ceux des rats témoins. D’autant plus que I’étude
histologique n’a montré aucune altération de la
structure rénale.

D’aprés Gregg et Voigt; Mukinda et al., [47,
48], lanalyse des paramétres sanguins est
pertinente car elle donne des informations sur la
fonction hematopoietiqgue (évaluation des
cellules de la lignée myéloide), sur I’apparition
d’allérgies (études des globules blancs) et sur les
effets intravasuculaires comme I’hémolyse. Le
bilan hématologiqgue n'a montré aucune
différence significative entre les rats traités et les
rats témoins.

CONCLUSION

L’administration par voie orale des
extraits méthanoliques des feuilles et des fleurs
d’Inula viscosa L. n’a pas montré de toxicité
aigué chez les souris aux doses étudiées.
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L’étude de la toxicité subaigué chez les rats n’a
pas montré de toxicité de I’extrait méthanolique
des feuilles aux doses administrées. Concernant
I’extrait méthanolique des fleurs il serait
intéressant de prolonger la durée
d’administration de cette extrait afin d’observer
d’éventuels effets sur le rein.

L’étude histologique des organes (foies et reins)
a la dose 800mg/Kg n’a pas montré de signe de
toxicité des extraits méthanoliques. Toutefois il
serait judicieux d’étudier la toxicité chronique
de ces extraits a des doses plus élevées ainsi que
la toxicité des extraits aqueux et des extraits
apolaires (n-hexane).
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Paris, le 19/02/2019

A I'attention de Mme C. Ouahchia
Laboratoire de Biotechnologies
Environnement et Santé
Université Saad Dahlab -

Blida 1, Algérie

Chére Madame,

Conformément 3 votre demande, les éditions Lavoisier attestent avoir
accepté pour publication dans la revue Phytothérapie, I'article suivant : Total
5 phenolic content, anti-inflammatory, analgesic and antipyretic activities of some
Librairie extracts of Inula viscosa (L.) from Algeria (2019) C. Ouahchia,, F, Hamaidi-Chergui, H-
S. Cherif, R. Hemma, |. Negab, K. Azine, F. Saidi, dont vous étes I'un des auteurs.

Cet article sera publié en ligne en 2019, sur, le site- de . la. revue
(https://phyto.revuesonline.com), puis ultérieurement dans la version papier de la
Editions revue, ce dont vous serez informée. o eV ABIVE B IS

|~

Nous vous remercions de votre confiance et vous prions, Chéere Madame,
d’agréer I'expression de nos plus sincéres salutations
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