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RESUME

Notre travail a porté sur deux organes étudiés séparément, les feuilles et fleurs d’une plante
utilisée en médecine populaire Algérienne, Inula viscosa.

L’étude ethnobotanique réalisée a révélé que cette plante est mal connue par les
personnes questionnées de trois wilayas, en I’occurrence Alger, Blida et Tipaza.

L’étude phytochimique réalisée, a révélé que les feuilles et les fleurs de cette plante
contiennent des flavonoides, des tannins, des saponosides et des coumarines avec absence
d’alcaloides et d’anthocyanes.

Le rendement des extraits méthanoliques et n-héxane obtenus apres percolation par
soxhlet des feuilles est respectivement de 39.56% et de 13.26%. Celui des fleurs est de
23.96% et de 9.36% respectivement

La teneur en polyphénols des feuilles est de 19.6 =+ 0.04 mg GAE/g et celle des
flavonoides est de 69.91 mg ER /g. Tandis dans les fleurs, la teneur en polyphénols des
extraits méthanolique faible car elle montre une valeur de 8.23 + 0.030 mg GAE /g alors que
celle des flavonoides est appréciable et présente une valeur de 65.09 mg ER/g.

L’étude pharmacologique a montré que les deux organes feuilles et fleurs de la plante
possedent des activités anti inflammatoire et antioxydante appréciable. L’étude de la toxicité
aigiie et sub-chronique a révélé que la plante n’est pas toxique aux doses 400 mg/kg et
800mg/kg.

Mots clés : activité antioxydante, activité anti-inflammatoire, étude phytochimique,
Inula viscosa, , toxicité sub-chronique



Abstract

Our work was centred on studying separately two organs, the leaves and flowers of a

medicinal plant used in the Algerian folk medicine, the Inula viscosa.

The ethnobotanical study has revealed that this plant is poorly known by the informants we

questioned in three wilayas, Algiers, Blida and Tipaza.

The phytochemical study realized has shown that the flowers and the leaves of this plant
contain flavonoids, tanins, saponosids, and coumarins, noticing the absence of alkaloids as

well as the anthocyanins.

The output of the mythanolic extracts and the n-hexane obtained after soxhlet filtration of the
leaves were respectively of 39.56% and 13.26%. That of the flowers is respectively of 23.96%
and 9.36%.

The mythanolic extracts content of the leaves is of 19.6 £ 0.04 mg GAE/g and that of the
flavonoids is of 69.91 mg ER/g. However, the polyphenols content of the mythanolic extracts
is low since it shows the following value of 8.23 + 0.030 mg GAE/g. While that of the
flavonoids is appreciable and shows the value of 65.09 mg ER/g.

The pharmalogical study has shown that both organs, leaves and flowers of the plant possess
significant inti-inflamatory and antioxidant activities. The study of acute toxicity and
subchronical toxicity has shown that the plant is not toxic at the following doses, 400mg/kg

and 800mg/kg.

Keywords: activity antioxidant, anti-inflamatory, Inula viscosa, phytochemical study,

subchronical toxicity.
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Introduction

Pendant longtemps, les remedes naturels et surtout les plantes médicinales furent le principal
recours de la médecine de nos grands parents. Les temps modernes ont permis un développement
important de I’industrie pharmaceutique qui a permis a la médecine moderne de traiter un grand
nombre de maladies souvent mortelles. Ainsi, environ 80% de la population mondiale profite des
apports de la médecine traditionnelle reconnaissant ainsi les savoir empiriques de nos ancétres (EL-
Rhaffari et Zaid, 2004).

Les plantes médicinales sont des plantes dont au moins une partie possede des propriétés
médicamenteuses (Omar et Mohammed, 1993). Elles contiennent au niveau de leurs organes, un
ou plusieurs principes actifs appelés métabolites secondaires utilisables a des fins thérapeutiques

pour prévenir, soigner ou soulager divers maux (Farnsworth et al., 1986).

Les métabolites secondaires sont considérés comme des sources potentielles de nouveaux
médicaments, des antibiotiques naturels (Bouzouita et al., 2008).

En Algérie, comme dans tous les pays du Maghreb et les pays en voie de développement, le
recours a la médecine traditionnelle est largement répandu, et plusieurs remedes a base de plantes

utilisés individuellement ou en combinaison sont recommandés (Azzi, 2013).

Les plantes médicinales malgré leurs effets thérapeutiques doivent étre utilisées avec la plus

grande prudence car elles peuvent avoir un risque de toxicité (Fouché et al., 2000).

N

Beaucoup de travaux se sont intéressés a I’étude des plantes utilisées en médecine
traditionnelle c’est dans ce but que s’inscrit notre travail qui consiste a trouver des traitements a
base de cette plante, donc trouver des molécules naturels posseédent un effet thérapeutique

appréciables avec moins de toxicité.

Cette plante est tres répandue dans le bassin méditerranéen (Quezel et Santa, 1963), elle est
utilisé pour soulager et traiter divers maux, c’est pour cette raison on a étudier I’espéce Algérienne

Inula viscosa.

Le but de notre étude est d’apporter des connaissances chimiques et biologiques de cette

plante Inula viscosa appartenant a la famille des Asteracées.

Notre étude est basée sur les objectifs suivants :

o,

* Un screening phytochimique dans le but d’identifier les métabolites

secondaires présents dans la plante



Introduction

Extraction méthanolique et n-héxane et dosage des polyphénols totaux et des
flavonoides

Evaluation des activités biologiques a savoir I’activité antioxydante in vitro et
anti inflammatoire in vivo

Evaluation de la toxicité aigiie et subchronique in vivo
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I.1. Présentation de la plante : Inula viscosa (L.)
I.1.1.Etymologie

Selon Fauron et Moati, (1983) /nula viendrait du grec : Inéo qui signifie je purge ,
allusion a une des propriétés thérapeutique de la plante et Viscosa,veut dire visqueuse ou

Aunée visqueuse (Fournier, 1947).
Autres appélations :
Nom scientifique : Dittrichia viscosa (L) Greut , Inula viscosa Ait (Bartels, 1997)
Nom vernaculaire : Amagramane , magramane , Mersitt (Quezel et Santa, 1963)
Nom commun : /nule visqueuse (Bonnier, 1990 ;Baba Aissa, 1991)
Nom arabe :El tibek, el tyoun
Nom francais : Inule visqueuse, Aunée visqueuse
Nom anglais : Rock Flea-bane (Halimi, 1997)
Au maroc on la trouve sous le nom Trehla (Zeggwagh et al., 2006)

I.1.2. Systématique
Selon Quezel et Santa, (1963) la systématique est comme suite :
Reégne Végétale
Sous regne Tracheobionta ou plantes vasculaire.

Sous embranchement Angiosperme

Classe Magnoliopsida ou dicotylédones
Sous classe Asteridae
Ordre Asterales
Famille Asteracées ( composées)
Genre Inula L
Espece Viscosa
()
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I.1.3. Etude botanique et habitat

Inula viscosa est une plante vivace de 0.5 a 1.3 m de haut, aromatique, glanduleuse,

visqueuse (Bartels, 1997). Elle se cractérise par :

Les Feuilles sont altarnées, allongées et lancéolées, 3 a 7 cm de long, 6 2 12 mm de large
devenant plus petites vers le haut, parfois a dents écartées (Bayer et al., 1990). Elles dégagent

une forte odeur caractéristique (Baba Aissa, 1991) (Figure 01).

Les inflorescences sont longuement paniculées, nombreuses, capitules de 1.5 cm de large,
fleurs ligulées jaunes, 10 — 12 mm de long. Elles se montrent depuis la fin du mois d’aofit et

persistent jusqu’au début du mois d’octobre (Bonnier, 1990) (Figure 02).

Les tiges sont dressées simples ou ramifiées, lignifiées a la base . Elles sont densément

feuillues (Bartels, 1997) ( Figure 03).

- Habitat
Inula viscosa est évolue dans les terrains argileux un peu humides, rocailles, garrigues

(Quezel et Santa, 1963). Elle ne s’éleve pas a plus de 500 m sur les montagnes (Bonnier,

1990).

Feuille de 3 —
7 cm de long.

Dentée,
allongées

Nervures

Figure 01 : Feuilles d’ Inula viscosa (Originale, 2015)
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Capitule de
1.5 cm

Ramifiées

Densément
feuille

Tige de 30
cm

Figure 03 : Tiges d’Inula viscosa (Originale, 2015)
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I.1.4. Répartition Géographique

Inula viscosa (L) est largement répandue dans le bassin méditerranéen (Espagne, France,

Algérie, Maroc ) en Asie (Chine, Japon, Korea) (Quezel et Santa, 1963).

En Algérie on la trouve dans les rocailles et les terrains argileux (Benayache et al., 1991),

sur les sols salés, les prairies humides et les bords de cours d’eau (Quezel et Santa, 1963).

Pologne

Allemagne Ukraine

Kazakhstan ke :
G y . Mongolie
3 3 - e L e b
- : ~-"'-;";'._‘_ .

France

Italie
Espagne

Turquie

Thailande

2cm=1000km

Figure 04 : Répartition geographique de Inula viscosa (L)

I.1.5. Utilisation traditionnelle

L’inule visqueuse est une plante médicinale traditionnelle majeure du bassin
méditerranéen, a multiples usages. Les traces de son utilisation se retrouve dans de tres

anciens écrits romains, hébreux ou arabes (Ciccarlli et al., 2007).

Inula viscosa (L.) est utilisée pour différents traitements en médécine traditionnelle

(Tableau I).
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Tableau I :Utilisation traditionnelle de Inula viscosa

Region Usages References

Bassin méditeraneen Anti inflammation Lauro et al., 1990
Traitement du diabete Yaniv et al., 1987

Espagne Traitement de désordre Lastra et al., 1993
Gastroduodénal

Jordan Avortement et la stérilité Al-Khalil et al., 1992
des femelles.

Algerie Hypoglycémiants, affection des
voies

urinaires. Analgésique, antiseptique, | Baba Aissa, 2000
diurétique, hémostatique, vermifuge,
céphalées, les douleurs

rhumatismales. Cicatrisation,

antihémorragiques

Maroc Anti lytique rénal, diurétique, anti | Hermandez, 2007
hypertensive
Antiseptique Donino et al., 2009
Les bronchites et diabete Yaniv et al., 1987

Cette plante peut étre aussi utilisée comme désinfectant, cicatrisant et déodorisant. Selon

Aguine, (1993) elle est efficace contre les maux de téte.
I.1.6. Composition chimique de la plante

La plante contient des composés majoritaires de type flavonoide (I’apigénine et

I’isoquercentine) et un acide gras (Remli, 2013).
1.2. Métabolites secondaires
1.2.1.Généralités

Les métabolites secondaires sont des composés produits par des végétaux (Guezennec ,
2014). Ils appartiennent a des groupes chimiques variés (Macheix et al., 2005), et

sont souvent produits en faible quantité (Primrose et al., 2004). Ils interviennent dans
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N

I’adaptation de la plante a son environnement. La défense contre les prédateurs et les
pathogenes, comme agents allélopathiques et pour attirer les agents chargés de la pollinisation

ou de la dissémination des fruits (Judd et al, 2002).
L.2.2. Classification

On observe 03 classes principales: les alcaloides, les terpénoides et les composés

phénoliques (Suty, 2014).
1.2.2.1. Alcaloides

Un alcaloide est un composé organique azoté plus ou moins basique d’origine naturelle le
plus souvent végétale dont I’action sur I’homme et les animaux peut étre bénéfique (Ticli,
1997 ; Gazeng, 2001). On les rencontre chez de nombreux végétaux peuvent étre présents

dans tous les organes (Roux et Catier, 2007).

Les alcaloides sont généralement trés amers et, bien qu'ils soient souvent toxiques, ils
peuvent néanmoins avoir certaines propriétés pharmacologiques (Small et Catling, 2000),
tels que I'activité sédative, les effets sur les troubles nerveux (maladie de Parkinson) (Iserin,

2001) et des propriétés antispasmodiques (Gazengel et Orecchion, 2013).
1.2.2.2. Terpénoides

Les terpénoides, appelés aussi terpenes, existent chez toutes les plantes et représentent de
loin la plus vaste catégorie de métabolites secondaires, avec plus de 22.000 composés décrits
(Raven et al ., 2000). Les terpénes sont des molécules organiques constituées par un multiple
de 5 carbones nommé isopréne de formule générale [Cs Hs], (Kalousttan et Hadji-
Minaglou, 2013). On peut classer tous les trepénoides en fonction du nombre de leurs unités
isoprenes (Raven et al., 2000). Le groupe des terpénoides comprend des monoterpenes (10
atomes de carbone dans la molécule), des sesquiterpenes (15 atomes de carbone), des

diterpenes (20 atomes de carbone) (Raven et al., 2000).

Les propriétés thérapeutiques des terpeénes sont surtout connues pour lutter contre
lI'inflammation (Grotenhermen, 2009). Ils sont aussi antiseptiques (Moulin et al., 2006) et

bactéricides (Suty, 2015).
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1.2.2.3. Les composés phénoliques

Les composés phénoliques sont présents chez toutes les plantes (Sauvion et al., 2013).
Ils sont d'importants produits du métabolisme secondaire des plantes. On les trouve en
abondance dans les parties vertes. Le nombre de composés phénoliques connus se monte a des
milliers. Ils sont partout dans la nature et, bien qu’ils n’en constituent qu’une toute petite
partie, ils jouent un rdle important dans notre alimentation. Ils sont a I’origine de 1’astringence
de certains aliments et de ’amertume que d’autres laissent sur la langue. Ils sont aussi en
partie, responsables de la couleur ni-jaune ni-brune de certains fruits et légumes (Ipgri,
2002). L'élément structural fondamental qui les caractérise est la présence d'au moins un
noyau benzénique auquel est directement li€ au moins un groupe hydroxyle, libre ou engagé

dans une autre fonction : éther, ester, hétéroside (Bruneton, 2009).

Ces composés montrent des activités anti-carcinogenes, anti-inflammatoires,
antiathérogenes, anti-thrombotiques, analgésiques, antibactériens, antiviraux, anticancéreux
(Babar Ali et al, 2007), anti-allergenes, vasodilatateurs (Falleh et al, 2008) et

antioxydants(Gomez - Caravaca et al., 2006).

» Flavonoides
Ce sont des pigments quasiment universels chez les végétaux. Ils sont en partie responsables
de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles (Rice - Evans, 1998).

Les flavonoides sont des polyphénols complexes dont la structure est constituée de deux

noyaux aromatiques (noyaux A et B) et d’un hétérocycle oxygéné, cycle C (Bruneton, 1999).

Figure(S. : Squelette de base des flavonoides (Dean, 1963)
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La famille des flavonoides peut se diviser en six classes qui different par leurs structures
chimiques: flavanols, flavones, flavonols, flavanones, isoflavones et anthocyanidines (Medic

et al., 2004).

- Les flavonols

Les flavonols (hydroxy-3 flavone) sont largement répandus. Ils sont incolores. Ils sont
caractérisés par la présence de carbonne en position 4 et d'un groupement hydroxyle en
position 3. Les flavonols qui posseédent en plus des hydroxydes en 6 ou 8 colorent certaines

fleurs en jaune telle que la primevere (Guignard 1996 ; Alais et Linden, 1997).

- Les flavanones

Ces composés ne comportent pas des groupements OH en position 3 et présentent de
fortes similitudes de structures avec les flavonols. Dans cette catégorie sont assemblés les
flavonoides responsables de la saveur amere de certains fruits tels que les pamplemousses,

(Alais et Linden, 1997).

» Les anthocyanes

Les anthocyanes regroupent les anthocyanidols et leurs dérivés glycosylés (Guignard,
1996). Ces molécules sont des composants de la famille des flavonoides. Ils sont capables
d'absorber la lumiere visible. Ce sont des pigments qui colorent les plantes en bleu, rouge,

mauve, rose ou orange (Harborne, 1967 ; Brouillard, 1986).

> Les tanins

Les tanins, ou acides tannique, sont des composés organiques complexes présents dans
pratiquement toutes les plantes a des concentrations diverses. Ils sont souvent contenus dans
I’écorce ou dans les feuilles. Ils ont un gofit piquant désagréable les rendant immangeables
pour le bétail. Les tanins peuvent resserrer les cellules de la peau. Ils peuvent étre utilisées
pour tanner le cuir ou encore a des fins thérapeutiques pour traiter la diarrhée ou les irritations

cutanées (Hans, 2007).
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» Les quinones

Sont des composées oxygénés qui correspondent a I’oxydation de dérivés aromatiques.
Les quinones peuvent étre classées en quatre groupe : benzoquinones, naphtoquinones, et
isoprénoides quinones (Guignard et al., 1995, Harbonne, 1998 et Bruneton, 1999). Elles
sont d’utilisations diverses comme ; antispasmodique, anti diarrhéique, antiseptique et anti-

inflammatoire (Arnal-Schnebelen et al., 2007).
> Les saponines

Les saponosides sont réellement spécifiques du regne végétal. Les saponosides ont une
action émulsionnante (Verbois, 2015).Les saponosides peuvent étre classés en deux groupes
selon la nature de leur génine saponosides a génine stéroidiques et saponosides a génine
triterpéniques (Bruneton, 1999).

Les saponines donnent a la plante des propriétés purifiante et adoucissante. Ce sont de
grands nettoyeurs des reins et des bronches. Ils agissent de facon puissante dans les processus
vasculaires, de plus, ils ont une action lipolytique. Ils sont cicatrisants notamment au niveau
des plaies cutanées. Ils peuvent avoir pour certains d’entre eux un effet anti-inflammatoire et

hémolytique (Verbois, 2015).
> Les coumarines

Les coumarines sont de différents types. On les trouve especes végétales chez de
nombreuses. Ils possedent des propriétés trés diverses. Ils sont capables de prévenir la
peroxydation des lipides membranaires et peuvent capter les radicaux hydroxyles,

superoxydes et peroxyles (Madhavi et al., 1996).

1.2.2.4. Les huiles essentielles

Selon Afnor, les huiles essentielles sont des produits odorants et volatils (Charpentier,
1998). Elles peuvent étre stockées dans tous les organes végétaux dans des sites spécifiques
(Bruneton, 1999).

Les huiles essentielles sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices et
s’accumulent dans des cellules dites cellules a huiles essentielles tels que les poils sécréteurs,
les poches sécrétrices ou dans des canaux excréteurs (Bruneton, 1999; Hazzit, 2002; Boz et

al., 2009).
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1.2.2.4.1. Composition chimique des huiles essentielles

Les huiles essentielles sont des mélanges complexes qui peuvent comporter plus de soixante
composés différents. Les composants principaux peuvent constituer jusqu'a 85% de 1’huile,
tandis que d'autres composants sont présents seulement comme trace (Burt et al., 2004 ;
Bakkali et al., 2008). Elles sont constituées principalement de deux groupes de composés
odorants. Ils s’agit des terpenes, prépondérants dans la plupart des essences, et des dérivés du

phénylpropane (Bruneton ,1987 ; Bakkali et al., 2008).

- Composés terpéniques
Les composés terpéniques sont issus d’une voie métabolique secondaire de 1’acide
mévalonique. Suivant le nombre entier d'unités isopreniques CsHs, il existe : les terpenes
proprement dit ou monoterpenes en C10, les sesquiterpenes en C15, les diterpenes en C20, les

triterpenes en C30, les tétraterpenes en C40 (Lamarti et al., 1994, Johnston et al., 2006).
- Dérivés du phénylpropane

Les phénylpropanoides sont moins abondants que les terpénoides, ce sont des arenes issues
d’une voie métabolique secondaire dite de I’acide shikimique lui-méme intermédiaire de la
synthese de la lignine a partir du phénylpropane (Bruneton, 1999). Les dérivés
phénylpropanoiques et les terpénoides sont associés en nombre et en proportions tres
variables de telle sorte que le produit est hétérogene et complexe sur le plan chimique. Ils sont

biosynthétisés au sein des mémes organes sécréteurs ou ils forment I’essence naturelle

(Bruneton, 1999).

1.2.2.4.2. Activité biologique des huiles essentielles

Les huiles essentielles peuvent présenter de nombreuses activités biologiques. En
phytothérapie, elles sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les maladies

infectieuses d'origine bactérienne et d'origine fongique (Hammoudi, 2008).
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L.3. Etude ethnobotanique

L’étude ethnobotanique est I’étude de I'utilisation des plantes par ’homme dans
I’histoire d’une société et dans un cadre géographique donnée. Elle étudie toutes les relations

que ’homme entretient avec les plantes (Bonnemaison, 1997 ; Spichiger et al., 2004).

Elle permet 1’évaluation du savoir des populations locales et de leurs relations avec les
plantes, elle fournit des éléments qui permettent de mieux comprendre comment les sociétés

anciennes se sont insérées dans leur milieu naturel (Okafor, 1998).
L.4. Activités biologiques des plantes
L.4.1. Activité antioxydante

I.4.1.1. Stress oxydatif

Le stress oxydatif apparait dans une cellule quand I’équilibre entre les especes pro-oxydantes
et anti-oxydantes est rompu en faveur des pro-oxydants. Dans les systemes vivants, une
production physiologique d’especes réactives de 1’oxygene (ROS) se fait de maniere continue.
Dans des conditions pathologiques ou provoquées par des facteurs exogenes, une
surproduction de ces réactives est possible. Les défenses antioxydantes, dont une partie est
dépendante de 1’alimentation, peuvent étre insuffisantes pour empécher les dégats cellulaires

que peuvent causer les radicaux libres de 1’oxygene (Valko et al., 2007).
1.4.1.2. Définition d’un radical libre

La majeure partie de la toxicité de 1’oxygene provient de la formation de radicaux libres.
Un radical libre est défini comme toute molécule possédant un ou plusieurs électrons non
appariés (Jacques et André, 2004), cette molécule est tres instable et réagie rapidement avec
d’autres composants, essayant de capturer 1’électron nécessaire pour acquérir la stabilité, une
réaction en chaine débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche en
lui arrachant son électron, et la molécule attaquée devient elle-méme un radical libre

(Martinez-Cayuela, 1995).
1.4.1.3. Les différents types de radicaux libres

Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il
convient de distinguer un ensemble restreint de composés radicalaires qui jouent un rdle

particulier en physiologie et que nous appellerons radicaux primaires. Les autres radicaux




Chapitre I : Rappel bibliographique

libres, dits radicaux secondaires, se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les

composés biochimiques de la cellule (Favier, 2003).

Du point de vue de la terminologie, il est souvent fait mention d’especes réactives de
I’oxygene. Ces especes incluent non seulement des radicaux libres dérivés de I'oxygene
:anion superoxyde (0O3"), radical hydroxyle (OH) , radical hydroperoxyle (HO;), radical
peroxyle (ROz.) , radical alcoxyle (RO.), mais d’autres especes non radicalaires dérivées de
I’oxygene : peroxyde d’hydrogene (H2Q0-), acide hypochloreux, Ozone (O3), oxygene (Oyz),
peroxynitrite (ONOO™) (Bonnefont-Rousselot et al., 2003), qui ne sont pas réactives mais

peuvent étre des précurseurs de radicaux (Favier, 2003).

Par ailleurs, tous les radicaux libres ne sont pas des dérivés de I’oxygene, par exemple le
monoxyde d’azote (NO) est un radical libre dérivé de I’azote (Bonnefont-Rousselot et al.,

2003).
1.4.1.4. Dommages causés par les radicaux libres

Les radicaux libres sont responsables de dommages sur toutes les molécules biologiques
comme les lipides, les protéines, les acides nucléiques, ou les hydrates de carbone (Favier,

2003) :

- Au niveau de I’ADN, les radicaux libres peuvent induire des effets oxydatifs et mutagenes
ou un arrét des réplications. Ils agissent en provoquant des altérations de bases, des pontages

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

- Les lipides sont une cible privilégiée des radicaux libres. Ceux-ci provoquent en effet
I’oxydation des acides gras poly-insaturés (AGPI) des phospholipides membranaires
(principaux constituants des membranes des cellules), mais aussi des organites cellulaires et
des noyaux. Ce phénomene est appelé peroxydation lipidique ou lipopéroxydation qui aboutit
a la formation de LDL oxydées. Ces derniers sont captés par des macrophages qui formeront
le dépdt lipidique de la plaque d'athérome des maladies cardiovasculaires et aussi 'attaque des
phospholipides membranaires qui peuvent modifier la fluidité de la membrane et donc le
fonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs et la transduction des signaux

(Favier, 2003).

-Les radicaux libres peuvent aussi agir sur les macromolécules en provoquant des

inactivations enzymatiques, des fragmentations de ces molécules (collagene, protéoglycannes,
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acide hyaluronique) et la formation de dimeres ou d’agrégats protéiniques dans les

membranes cytoplasmiques (Shimizu, 2004).

1.4.1.5. Définition d’un antioxydant

N

Les antioxydants sont toutes substances qui présentent a faible concentration par
rapport a celle du substrat oxydable retardent ou inhibent significativement 1’oxydation de ce
substrat. Les produits de la réaction entre ’oxydant et I’antioxydant ne doivent pas étre

toxiques et ne branchent pas la réaction radicalaire (Diallo, 2005 ; Boumaza, 2009).

e Les antioxydants primaires
La cellule est pourvue d’enzymes antioxydantes qui sont des systemes de défense tres
efficaces. Cette ligne de défense est constituée de superoxyde dismutase (SOD), de catalase et
de peroxydase (glutathion et ascorbate) (Favier, 2006). Ces enzymes antioxydantes

permettent 1’élimination des radicaux libres primaires, selon les réactions suivantes :

superoxyde dismutase

20,-+2 H* = H,0,+0,

catalase

2 H,0, = 1 H,0+0,

glutathione peroxydase

H,0, + 2 GSH = 2 H,0 + GSSG

De ce fait elles préviennent la formation de radicaux libres organiques a partir des lipides
membranaires notamment et contribuent donc a la protection des membranes de Ia

peroxydation lipidique (Dacosta, 2003).
e Les antioxydants secondaires

Ce sont des molécules exogenes. Contrairement aux enzymes antioxydantes, une molécule
d’antioxydant piege un seul radical libre. Pour pouvoir fonctionner a nouveau, cette molécule
d’antioxydant doit donc étre régénérée par d’autres systemes (Dacosta, 2003).

Plusieurs substances pouvant agir en tant qu’antioxydants in vivo ont était proposées.
Elles incluent : la vitamine E, I’acide ascorbique, le B-carotene, les flavonoides, les composés

phénoliques (Kohen et Nyska, 2002).

13
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1.4.1.6. Mécanismes d’actions des antioxydants

Les mécanismes d’action des antioxydants sont divers. Ils incluent le captage de
I'oxygene singulier, la désactivation des radicaux par réaction d’addition covalente, la
réduction de radicaux ou de peroxydes, la chélation des métaux de transition (Diallo, 2005 ;

Favier, 2006).

Depuis quelques années de nombreux composés ayant des propriétés antioxydantes ont
été isolés des plantes. Les antioxydants naturels sont présents dans toutes les parties des

plantes supérieures et sont pour la plupart des composés phénoliques (Timbo, 2003).

1.4.2. Activité anti-inflammatoire

1.4.2.1. Définition de I’inflammation

L’inflammation est une réaction de défense et d’adaptation de 1’organisme a une
stimulation cellulaire excessive ou anormale due a une agression tissulaire d’origine diverse.
Cette derniere peut €tre d’origine physique, chimique, biologique (réponse immunitaire) ou

infectieuse (Lechat et al., 1990 ; Dieng, 1993 ; Ndiaye et al., 2006).

Depuis pres de vingt siecles, I’'inflammation est diagnostiquée grace aux signes cardinaux :

Rougeur, chaleur, douleur (Schorderet et Coll., 1998).

1.4.2.2. Action anti-inflammatoire

Elle inhibe la réponse inflammatoire quel que soit I’agent pathogeéne responsable,
entrainant une réduction de la vasodilatation et de I’cedéeme en diminuant le chimiotactisme et

la migration leucocytaire vers le foyer inflammatoire (Pieri et al., 1992).

Dans les pays en voie de développement les plantes possédant une activité anti-
inflammatoire pourraient éventuellement constituer une alternative dans la thérapeutique anti-
inflammatoire du fait de leur meilleure accessibilité et de leur moindre toxicité en général, en

comparaison aux anti-inflammatoires classiques (Khalil et al., 2006).
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I.5. Notions sur la toxicité
1.5.2. Définition d’une toxine

Une toxine est une substance capable de perturber, immédiatement ou a long terme de
facon passagere ou durable le fonctionnement normal d’un organisme vivant pouvant méme

entrainer sa mort (Viala et Botta, 2007).

En effet la toxicité consiste a la capacité d’une substance chimique de produire des effets
nocifs chez un organisme vivant, ces effets sont liés a la dose, a la voie d’absorption et a la

gravité des 1ésions ainsi qu’au temps nécessaire a 1’apparition de celle-ci (Lapointe, 2004).

Les plantes médicinales ou non peuvent étre toxiques et dangereuses et cette toxicité
varie selon la plante elle-méme, elle peut augmenter avec 1’age de la plante et se concentre

dans les racines, les bulbes, les fruits ou les graines (Cabaret, 1986).
1.5.4. Toxicité aigue (a court terme)

La toxicité aigué peut donc se définir comme celle qui provoque la mort ou de tres
graves troubles physiologiques aprés un court délai suivant l'absorption par voie
transtégumentaire, pulmonaire ou buccale, en une fois d'une dose assez importante d'un

composé (Ramade, 1979).

Pour caractériser la toxicité aigue d’une substance généralement il faut déterminer sa

dose 1étale 50 (DLsg) (Lechat, 1990).

La DLSOest la dose d'un composé qui provoque une mortalit¢é de 50% dans une

population d'animaux mis en expérience. C'est-a-dire ayant recus une administration unique

d'un produit dans des conditions expérimentales bien définies (Wallace Hayes, 2008).

L.5.5. Toxicité sub-chronique (a moyen terme)

Elle résulte de 1’absorption répétée d’une substance durant un temps limité (au
maximum 90 jours chez I’animal) a des doses relativement élevées mais elles sont
insuffisantes pour entrainer des effets toxiques lors d’une administration unique (Viala,

1998).
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L.5.6. Toxicité chronique (a long terme)

C'est l'exposition a de tres faibles concentrations, parfois méme infimes, a des
substances dont la répétition d'effets cumulatifs finit par provoquer des troubles beaucoup

plus insidieux et irréversibles (Ramade, 1979).

Il est a signaler que des troubles de toxicité se manifestent souvent aprés une longue
imprégnation de 1’organisme. Des essais de toxicité par administration réitérée chez 1’animal
sont toujours effectués lorsqu’une molécule présente un éventuel intérét thérapeutique

(Wepierre, 1981).
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Ce travail a été réalisé sur une période de cinq mois de mars a juillet 2016. Le travail

expérimental a été réalisé au sein de différents laboratoires :

- Laboratoire de Recherches : biotechnologies, Environnement et Santé (Faculté des
Sciences de la Nature et de Vie - Université Saad Dahlab de Blidal) pour I’extraction

de I'extrait méthanolique et le dosage des flavonoides ;

- Laboratoire analytique et Laboratoire de pharmacotoxicologie du centre de recherche
et de développement (CRD) Saidal- El Harrach pour la réalisation des tests phyto-

chimiques, et de I’activité anti-inflammatoire ;

- Laboratoire de physiologie végétale du Département de Physiologie Végétale (Faculté
des Sciences de la Nature et de Vie —Université Houari Boumediene de Bab-Ezouar)

pour le dosage des polyphénols et la réalisation de 1’activité anti-oxydante ;

- Laboratoire d’hématologie de I’'Hopital Frantz-Fanon de Blida pour la réalisation des

bilans sanguins ;

- La station expérimentale (Faculté des Sciences de la Nature et de Vie - Université
Saad Dahlab de Blidal) pour le gavage, le sacrifice et la dissection des cobayes pour

I’essai de la toxicité ;




Chapitre II : Matériel et Méthodes

I1.1. Matériels
I1.1.1.Matériels biologiques
I1.1.1.1. Matériel végétal

Le présent travail a porté sur les feuilles et les fleurs d’une Asteracées appelée Inula
viscosa. Ces organes végétaux ont été récoltés au mois de novembre 2015 dans la région de
Tipaza (wilaya de Tipaza). Ils sont séchés a 'ombre et a température ambiante (18°C), puis
broyés a 1’aide d’un broyeur mécanique. La poudre est de couleur verte pour les feuilles et
jaune pour les fleurs (Figure 36). Apres broyage, elle est conservée a 1’abri de I’humidité,

dans des flacons propres en verre hermétiquement fermés.
I1.1.1.2.Matériels animal

Nous avons utilisé des rats males et femelles albino Wistar dont le poids se situe entre
115 et 150g. Ils proviennent de 1’animalerie de I’Institut Pasteur Kouba et des souris Albinos
dont le poids est 20 + 2 g fournies par Saidal El-Harrach. Ils ont une alimentation standard qui

sont des granulés fournis par 'ONAB
Les animaux sont maintenus dans des cages en polypropylene numérotées.

Tableau II : Matériel animal utilisé et conditions opératoires

Animal | Race Sexe Nombre et activités testées Condition d’élevage

Souris Albinos | Males 24 : activité anti inflammatoire | Température:
et 18 : toxicité aigiie 20a 24°C
Femelles Humidité : 50%

Rats Wistar | Males 30: étude de la toxicité Température : 20a 24°C
et sub -chronique Humidité : 50%
femelles

( 5 )
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I1.2. Méthodes
I1.2.1. Enquéte ethnobotanique

Cette enquéte a porté principalement sur I’'interview de 100 personnes qui pourraient
éventuellement donner une idée sur I'utilisation de cette plante par les habitants de certaines
régions. Ainsi, un questionnaire a été remis aux habitants mais rempli par les étudiantes

(Tableau XIII).
La localisation des zones d’étude est représentée sur la carte (Figure 35).
I1.2.2. Screening phytochimique

Pour faire le screening phytochimique, nous avons suivi le protocole adopté par le

laboratoire des substances naturelles du C.R.D- SAIDAL.

Ces tests phyto-chimiques sont réalisés afin de rechercher les métabolites secondaires
existant dans la plante. Les tests sont effectués soit sur la poudre des deux organes de la

plante, soit sur leurs infusés.

L’infusé est préparé en additionnant 10g de poudre de I’organe a 100ml d’eau distillée

bouillante pendant 15minutes, ensuite le mélange est filtré.

v Recherche des flavonoides

A 5ml d’infusé on additionne 5 ml d’HCI, un coupeau de magnésium et 1ml d’ Alcool iso-

amylique. La réaction positive donne une coloration rouge orangée en présence des

flavonoides (Debrayb et al., 1971 ; Paris et al., 1969).
v" Recherche des anthocyanes

On rajoute quelques gouttes d’HCl a 5ml d’infusé. La réaction positive donne une

coloration rouge en présence des anthocyanes (Debrayb et al., 1971).

v' Recherche des leuco-anthocyanes

On rajoute 2g de la poudre végétale a 20ml d’un mélange de propanol /acide
chlorhydrique (1/1). Le mélange est porté au bain Marie bouillant pendant quelques minutes.
Une coloration rouge se développe en présence des leuco-anthocyanes (Debrayb et al., 1971

; Paris et al., 1969).
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v" Recherche de tanins

A 5ml d’infusé, on ajoute 10 gouttes d’une solution de FeCI3 a 5%. La réaction positive

donne une coloration bleue noire en présence des tanins (Trease et Evans, 1987).
-Recherche des tanins condensés

A 15ml d’infusé, on ajoute 7ml de réactif de Stiansy. La réaction positive donne une

coloration rouge en présence des tanins condensés (Trease et Evans, 1987).
-Recherche des tanins galliques

A S5ml d’infusé, on ajoute 2g d’acétate de sodium et quelques gouttes de FeCl3. Une

coloration bleue foncée révele la présence des tanins galliques (Trease et Evans, 1987).

v" Recherche des quinones libres

On ajoute 2g de poudre végétale a 2ml d’HCI (a 1N). Le mélange est mis en contacte avec
20ml de chloroforme pendant 3heures. Apres filtration, on rajoute Sml d’ammoniaque (1/2) et

on agite. La réaction positive donne une coloration rouge (Chaouch et al., 2011).
v" Recherche des quinones combinées

On ajoute 2g de poudre végétale a 15ml d’acide sulfurique (2N). Le mélange est mis en
reflux pendant 2heures. Apres filtration, on ajoute 20ml de chloroforme, ce mélange subit une
évaporation a sec, puis il est épuisé avec I’'ammoniaque (1/2). Une coloration rouge révele la

présence de quinones combinées (Trease et Evans, 1987).
v Recherche des saponosides

Dans un tube a essai, on mélange 5ml d’HCI (0,IN) avec 2 a 3 gouttes d’infusé. Le

mélange est agité. La formation d’une mousse épaisse indique la présence des saponosides
(Trease et Evans, 1987).

v" Recherche des alcaloides

On fait macérer 5g de poudre végétale humectés avec I’ammoniaque (1/2) pendant 24

heures dans 50ml d’éther chloroforme (3v/v). Le filtrat est additionné a 4ml d’HCI (2N). Des




Chapitre II : Matériel et Méthodes

réactions de précipitations sont effectuées sur la solution chlorhydrique. Le réactif de

Dragendroff donne un précipité rouge (Paris et al., 1969).

v" Recherche des coumarines

On fait bouillir a reflux 2g de poudre végétale dans 20ml d’alcool éthylique pendant 15
minutes, puis on filtre. A Sml du filtrat, on rajoute 10 gouttes de la solution de KOH a 10% et
quelques gouttes d’HCl a 10%. La formation d’un trouble indique la présence des

coumarines (Rizk, 1982).

v" Recherche des glucosides

On rajoute quelques gouttes de H,SO4 a 2g de poudre végétale. La formation d’une
coloration rouge brique ensuite violette indique la présence des glucosides (Paris et al.,

1969).
I1.2.3. Extraction par soxhlet

Un extracteur Soxhlet est une piece de verrerie utilisée en chimie analytique et en chimie
organique qui permet de faire I’extraction par solvant continue d’une espece chimique
continue dans une poudre solide. Cet appareil porte le nom de son inventeur : Franz Von

Soxhlet (Pharmacopée Caribéenne, 1999).
v" Principe

Le solvant d’extraction est porté a ébullition. Les vapeurs traversent le soxhlet, sont
condensées au niveau du réfrigérant et s’écoulent au travers de I’échantillon dans la
cartouche. Ce systeme de distillation-condensation assure au solvant une circulation en
continu dans I’échantillon. Un siphon permet au solvant de s’écouler de la cartouche pour
retourner dans le ballon. Le solvant peut donc recommencer un nouveau cycle d’évaporation
condensation. Cette méthode est utilisée pour I’extraction des composés non volatils et semi

volatils (Pharmacopée Caribéenne, 1999).
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Réfrigérant

Réservoir a siphon

Eau

Cartouche

Ballon de récupération

Plaque chauffante

Figure 06 : Systeme d’extraction au soxhlet (Original, 2016)
v' Mode opératoire

On introduit 30g de poudre de la plante dans la cartouche en papier filtre. Cette derniere
est placée dans le soxhlet surmonté d’un réfrigérant. Une quantité de 350 ml de solvant (n-
héxane) est versée dans un ballon qui contient un barreau d’agitation. Le mélange est porté a

ébullition.

Le solvant est vaporisé puis condensé tout en restant en contacte avec la matiere végétale.

La solution collectée dans le ballon s’enrichit de plus en plus en soluté a chaque cycle

d’extraction (siphonage).

Apres une quinzaine de siphonage on récupere dans le ballon le solvant enrichi en
substances solubles. Apres concentration a 1’aide d’un évaporateur rotatif, nous obtenons la

fraction lipidique.

Le marc dégraissé par 1’hexane est repris par le méthanol selon le méme protocole
(extraction au soxhlet) pour récupérer la fraction polaire. Les ballons contenant les résidus
secs sont pesés avant et apres extraction afin de déterminer la teneur respective de chacune

des fractions (Figure 41).
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11.2.3.1. Détermination du rendement

Le rendement de la plante en extraits est le rapport entre le poids de l'extrait et le poids de
la plante a traiter (Carré, 1953). Le rendement qui est exprimé en pourcentage a été calculé
par la formule suivante:

R= PE/PA x 100
Ou
R= Rendement de l'extrait en pourcentage

PE: Poids de l'extrait en gramme

PA: Poids de la plante en gramme

I1.2.4.Dosage des composés phénoliques totaux

Le dosage des composés phénoliques totaux a été effectué parla méthode utilisant le
réactif de Folin — Ciocalteu. Cette méthode a été d’écrite en 1965 par Singleton et Rossi.
Depuis, son utilisation elle s’est largement répandue pour caractériser les extraits végétaux
d’origines plus diverses.

Le réactif de Folin - Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange
d’acide phospho-tungstique et d’acide phospho - molybdique. Le réactif est réduit lors de
I’oxydation des phénols, en un mélange d’oxydes bleus de tungsténe et de molybdene. La
coloration produite, dont I’absorption maximum se fait a 732 nm est proportionnelle a la

quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux (Boizot et Charpentier, 2006).
v' Principe

Ce dosage est basé sur la quantification de la concentration totale de groupements
hydroxyles présents dans l'extrait. Le réactif de Folin-Ciocalteu est une solution acide de
couleur jaune qui contient un complexe polymérique d'ions (hétéropolyacides). En milieu
alcalin, le réactif de Folin-Ciocalteu oxyde les phénols en ions phénolates et réduit
partiellement ses hétéro-polyacides, d'ou la formation d'un complexe de couleur bleue

(Rakotoarison, 1999).
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v" Courbe d’étalonnage de I’acide gallique

La courbe d’étalonnage standard est obtenue a partir des solutions d’acide gallique de
différentes concentrations (de 0,01 a 0.3 mg/ml). On introduit 100 pl de chaque solution
précédente a I’aide d’une micropipette dans des tubes a essai. On additionne 500ul du réactif
de Folin-Ciocalteu (diluée 10 fois). Apres incubation pendant 2 minutes, 2 ml de carbonates
de sodium NaCOj; a 20% sont ajoutés puis maintenus a I’obscurité pendant 30 minutes a
température ambiante. L’absorbance de chaque solution a été mesurée a une longueur d’onde
de 760 nm contre un blanc préparé de la méme maniere sauf qu'il ne contient pas d'acide

gallique (I’extrait phénoliques) (Maamri, 2008).

Les lectures de la densité sur un spectrophotometre (Spectro Scan 80DV), des solutions
ainsi préparées ont permis de tracer la courbe d’étalonnage de I’acide gallique (Djerdane et

al.,, 2007).

Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent d’acide gallique par gramme de la
matiere végétale seche (mg GAE /g), en utilisant I’équation de la régression linéaire de la

courbe d’étalonnage d’acide gallique (figure 07)
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Figure 07 : Courbe d’étalonnage de I’acide gallique
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v' Mode opératoire

A 200 pl d’extrait méthanolique de deux organes de la plante est ajouté a Iml de la
solution de carbonate de sodium (7,5%), apres agitation, 1ml de la solution de Folin-Ciocalteu
est ajouté a I’ensemble. Apres 20 minutes d’incubation a I’obscurité, I’absorbance est lue a la

longueur d’onde 760 nm.

Le taux de polyphénols totaux dans les extraits méthanolique de deux organes a été
calculé a partir d’une courbe d’étalonnage linéaire (y= ax+b), établie avec des concentrations
précises d’acide gallique dans les mémes conditions que 1’échantillon. Les résultats sont
exprimés en millilitre d’équivalent d’acide gallique par milligramme d’extrait de fleurs ou de

feuilles.
I1.2.5. Dosage des flavonoides

Le dosage des flavonoides a été réalisé selon la méthode d’Abdel-Hameed (2008)

La teneur en flavonoides est déterminée par la méthode du chloride d’aluminium qui utilise la
rutine comme composé de référence. Cette méthode est basée sur la formation d’un complexe
flavonoides-aluminium dont 1’absorbance maximale est mesurée a 1'aide d’un
spectrophotometre a une longueur d’onde de 415 nm.

A partir de I’extrait méthanolique de deux organes (10mg/ml), 100ul sont prélevés et
mélangés a 100ul d’une solution de trichloride d’aluminium (a 20 % dans du méthanol). Une
goutte d’acide acétique est ajoutée. L’ensemble est dilué avec Sml de méthanol. Apres
incubation a une température ambiante pendant 40 minutes, la lecture de la DO se fait a une

longueur d’onde de 415 nm.

Le blanc est préparé avec 100ul d’extrait méthanolique de deux organes de la plante et

une goutte d’acide acétique. L’ensemble est dilué avec Sml de méthanol.

La lecture de I’absorbance du standard (rutine a 0,5 mg/ml) est effectuée dans les mémes
conditions opératoires que I’échantillon. La teneur en flavonoides est déterminée selon la

formule suivante en rutine équivalence (RE) :
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X= teneur en flavonoides (mg/mg)
A= Absorbance de I’échantillon
A= Absorbance de standard (rutine)
m= Masse de I’échantillon

mo= Masse de la rutine

I1.2.6. Evaluation de I’activité antioxydant in vitro

L’acide ascorbique est utilisé comme controle positif pour ce test dans les mémes

conditions que les essais.
I1.2.6.1. Activité antioxydante totale (CAT)
v' Principe

La capacité antioxydante totale (CAT) des extraits de deux organes de la plante est
évaluée par la méthode de phospho-molybdene de Prieto ef al. (1999). Cette technique est
basée sur la réduction de molybdene Mo (V) présent sous la forme d’ions molybdate MO,
au molybdéne Mo (V) M,O;" en présence de I'extrait de deux organes pour former un
complexe vert de phosphate/M, (V) a pH acide. L’absorbance du milieu est déterminée a une

longueur d’onde de 695 nm.

La capacité antioxydante totale est exprimée en milligramme équivalent d’acide

ascorbique par gramme de matiere seche (mg EAA/g MS).
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Figure 08 : Courbe étalonnage de I’acide ascorbique

v' Mode opératoire

Afin d’évaluer la capacité antioxydante totale (CAT) 300ul de I’extrait méthanolique a
déférentes concentrations (100%, 75%, 25%, 10%, 5%, 1%) sont introduits dans des tubes
aux quels on ajoute 3ml d’un réactif composés de 1ml de I’acide sulfurique (0,6M), 1ml de
phosphate de sodium (28mM) et 1ml du molybdate d’ammonium (4mM). Les tubes sont

ensuite fermés puis incubés dans un bain - Marie a 95°C pendant 1heure.

Apres refroidissement, I’absorbance est mesurée a une longueur d’onde de 695nm. Le

blanc est constitué par 300ul de méthanol.

Les échantillons et le blanc sont incubés dans les mémes conditions.
I1.2.7. Evaluation de ’activité anti inflammatoire in vivo

v" Principe

L’cedeme de la patte la souris est provoquée par application local de carragénine a 0,1%.
La mise en évidence de I’effet anti-inflammatoire a été réalisée selon la méthode d’cedéme de

patte a la carragénine établie par Levy(1969).
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v' Mode opératoire

Avant I’expérimentation, les souris sont soumises a un jeun pendant 16h avec acces libre a

I’eau. On utilise 4 lots de 6 souris chacun.

Les mesures des volumes de la patte postérieure droite et gauche de chaque souris sont
effectuées avant I'induction de I’cedéme par la carragénine apres lh, 2h, 3h et 4h apres
I’injection. Avant I’injection, 30 minutes, les différents lots de souris recoivent par voie intra

gastrique les différents traitements :

Lot 1 témoin négatif : recoit I’eau distillée

Lot 2 témoin positif : recoit 0,5 ml du produit de référence (Diclofenac) 50mg
Lot 3 : recoit I’extrait méthanoliques de feuilles (dose 400mg/kg)

Lot 4 : recoit I’extrait méthanoliques de fleurs (dose400mg/kg)

-Le volume de I’cedéme est mesuré a 1’aide d’un pied a coulisse (Figure 38) 1h, 2h, 3h et 4h

apres le début du apres traitement.

-Le volume de I’cedeme a un temps donné VT est obtenus par :VT=V-V,
Vo : volume initiale de la patte avant de provoquer 1’cedeme

V. : volume de la patte au temps # apres la carragénine apres 1h, 2h, 3h et 4h
L’activité anti inflammatoire est exprimée en variation de volume (V-Vy)

Les moyennes des groupes traités par les extraits de deux organes sont comparées avec
celles des groupes témoins traités par I’eau distillée et le pourcentage d’inhibition de

I’inflammation est calculé selon la formule suivante :

% Inhibition = (Moyenne du VT témoins — Moyenne du VT traitées) / Moyenne du VT témoins) X100
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I1.2.8. Evaluation de la toxicité aigiie

v" Principe

Il consiste en ’administration de doses croissantes du produit a analyser a plusieurs lots
des souris répartis d’une maniere homogene. Les souris de chaque lot recoivent la méme dose
du produit. La différence entre les doses voisines doit étre constante de facon a avoir un

pourcentage de mortalité variant entre 0 et 100%.

L’observation des effets toxiques du produit sur les souris se fait pendant les 14 jours qui

suivent I’administration (Patel et al., 2016).
v' Mode opératoire

Afin d’évaluer la toxicité aigue des extraits méthanoliques des feuilles et des fleurs
(Tableau IIT) nous avons commencé par faire un essai limite qui consiste a administrer une
dose égale a 20000 mg/kg de poids corporel a un lot de 03 males et 03 femelles. Ensuite nous
avions a observer qu’aucune anomalie, ni mortalité n’est survenue au cours des 14 jours qui

suivent 1’administration.

Quelques jours avant le test, des souris dont le poids corporel est de 20 = 2 g sont
prélevées au hasard. Elles sont réparties en 3 lots de 6 souris chacun (3 males et 3 femelles)

dans des cages numérotées portant la dose et la date du gavage.

La veille de I’expérimentation les souris sont maintenues a jeline pendant 18 heures avant

I’administration des différents extraits méthanoliques.
Les souris de chaque lot recoivent 0,5 ml des extraits de deux organes a tester.

L’observation des souris mises commencent deux a trois heures apreés I’administration

des traitements et la surveillance du taux de mortalité s’effectue jusqu’au 15°™ jour.
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Tableau III : Répartition des souris ayant recu les extraits d’Inula viscosa (L)

Numéro de | Extraits Doses Nombre de
lot souris
1 E-MeOH 1V | 20000 mg/kg | 6
feuilles
2 E-MeOH 1V | 20000 mg/kg | 6
fleurs
3 Témoins Eau 6
physiologique

I1.2.9. Evaluation de la toxicité sub-chronique (sub-aigiie)
v' Principe

Selon Atsamo et al. (2011), cet essai consiste a administrer des traitements 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, les tests hématologiques et biochimiques du sang et

les analyses histologiques des organes des rats traités.
v' Mode opératoire

Les rats sont acclimatés aux conditions du lieu de I’expérimentation une dizaine de jours

avant I’expérimentation.

Les rats utilisés dans cette expérience sont identifiés par marquage représenté par un

numéro sur la queue. Ils sont répartis en 5 lots dont :
-Lot 1 : témoin de 6 rats (3males et 3femelles) recoivent 1’eau physiologique

-Lot 2: de 6 rats (3 males et 3 femelles) recoivent la dose I de I’extrait méthanolique de

feuilles
-Lot 3 : de 6 rats (3 males et 3 femelles) recoivent la dose I de I’extrait méthanolique de fleurs

-Lot 4: de 6 rats (3 males et 3 femelles) recoivent la dose II de I’extrait méthanolique de

feuilles
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-Lot 5: de 6 rats (3 males et 3 femelles) recoivent la dose II de I’extrait méthanolique de

fleurs

Les doses administrées sont : dose I = 400mg/kg et dose II = 800mg/Kg de poids corporel

de rat a raison de 2 ml pour chaque rat chaque jour.

Apres l'administration de l'extrait, les rats subissent un jeline de 3 heures. Ils sont
surveillés en permanence pendant 10 heures afin de mettre en exergue les signes de toxicité

apparents.
v" Observation clinique

Les rats sont observés au début et au cours de I’administration des extraits de maniere a

détecter toutes les manifestations éventuelles de toxicité qui peuvent survenir a cause de

I’accumulation du produit dans I’organisme par :

- Observation minutieuse du comportement générale

- Mesure de I’évolution pondérale durant I’expérimentation de 29 jours : de Jo a Jyg

La pesé des rats de chaque lot utilisés se fait de facon hebdomadaire pendant 29 jours a

compter du 1* jour de I’administration des extraits méthanolique de feuilles ou de fleurs.

v' Sacrifice et prélévement sanguin

La veille du sacrifice, tous les rats sont soumis a un jeline. Les prélevements sanguins
sont effectués directement apres le sacrifice par rupture de la nuque des rats qui sont
légerement anesthésiés par inhalation d’éther diéthylique. Les échantillons de sang sont

recueillis dans 2 tubes différents portants le numéro de chaque rat et le numéro du lot :

- Tubes EDTA utilisés pour I’examen des parametres hématologiques

- Tubes a héparine utilisés pour les analyses biochimiques

La quantité de sang prélevée est de 3 a 3.5 ml pour I’étude biochimique et 1 a 1.5 ml pour
I’étude hématologique.
v Transport des échantillons au laboratoire

Les échantillons sanguins sont stockés dans un réfrigérateur juste apres le prélevement

ensuite, ils sont transportés au Laboratoire dans une glaciere dont la température de 4°C.
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v' Examens hématologiques

Les parametres hématologiques (Tableau IV) sont déterminés a 1’aide d’un automate

d’hématologie.
v Les examens biochimiques

Les parametres biochimiques (Tableau IV) sont déterminés a 1’aide d’un automate

biochimique.

Tableau IV : Parametres hématologiques et biochimiques étudiés

Examens hématologiques Examens biochimiques

e Hématocrite (HCT), e Taux de glucose.
e Taux d’hémoglobine (Hb),
e Plaquettes (PLT),

¢ Bilan hépatique :Glutamo-
Oxaloacétate Transaminase (GOT) et
*  Numération globulaire Glutamate-Pyruvate Transaminase

(Erythrocytes GR et (GPT), Phosphatase alcaline (PA),

Leucocytes GB),
e MCV, MCHC, LYM.

Triglycérides, Cholestérol totale(Chol).

¢ Bilan Rénal : Urée, Créatinine (Créat),

Protide.

v’ Dissection et autopsie

Apres le sacrifice, les rats des différents lots témoins et traités subissent une dissection
(Figure 40). Les organes sont récupérés, pesés et examinés a I’ceil nu puis rapidement placés

dans le formol a 10% pour la fixation.
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Résultats et discussion

I11.1. Enquéte botanique

L’enquéte a été effectuée aupres de 100 personnes qui ont été interrogées
principalement sur leur connaissance de la plante Inula viscosa. Les résultats sont les
suivants :

» Description de la population

1. Age

La figure 09 montre que la tranche d’ages des personnes interrogées se situe entre 20 et 70

ans. La majorité des ces personnes soit 33% avaient entre 20 et 30 ans.

60-70 ans

50-60 ans 20-30 ans
13% 339

30-40 ans
20%

Figure 09: Répartition des personnes questionnées selon 1’age

2. Le sexe

La figure 10, nous fait remarquer que sur les 100 personnes questionnées, 66 sont de

sexe féminin et 34 de sexe masculin.

mfemme

B Homme

Figure 10: Répartition des personnes questionnées selon le sexe
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» Le questionnaire
Question n° 1 : Connaissez-vous la phytothérapie ?
Pour la question Connaissez-vous la phytothérapie ?

Réponse : Nous avons remarqué (figure 11) que les 100 individus questionnés ont répondu
positivement.

m1

Figure 11: Connaissance de la phytothérapie par la population
Question n°2 : Si oui, comment la connaissez-vous?

La figurel2 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.

50% -
40% -
30%

B Entendu parler
20%

10% .
0%

hommes femmes

m utilisé

Figure 12 : Comment la population connait la phytothérapie
Question n°3 : Connaissez-vous I'inule visqueuse?

Nous avons remarqué (Figure 13), que seulement 39% de la population questionnées

connaissait I’'inule visqueuse et 61% ont dit n’avoir jamais entendu parler de la plante.
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Connaissez-vous l'inule
visqueuse

EOUlI ENON

39%

Figure 13: Connaissance de la plante par la population

Question n°4 : Si oui, Comment la connaissez-vous ?

Sur les 39 personnes qui connaissent 1’'Inule visqueuse, 59% ont dit avoir entendu
parler de la plante par leur entourage et 41% ont répondu avoir déja utilisée cette plante pour

se soigner.

Figure 14: Comment la population reconnait la plante

Question n°5 : Pour quels maux est —elle utilisée ?

Sur 41% des personnes questionnées ayant déja utilisé Inula viscosa pour se soigner
(Figure 15), 50% disent I'utiliser pour soigner le rhumatisme, 38% pour les douleurs de dos et
12% pour la stimulation de la fertilit¢ des femmes). La plante possede un pouvoir anti-

inflammatoire d’ou son utilisation dans le cas du rhumatisme ( Lauro et al., 1990) .
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Pour quelles maladies la plante est-
elle utilisée?

Fertilité
13% Douleur de
N dos
38%

Rhumatisme
50%

Figure 15: Les maladies traitées par Inula viscosa

Question n°6 : Quelle est la partie utilisée de la plante ?

La figure 16, montre que sur les 16 personnes qui ont utilisé I’inule visqueuse 75% dit
avoir utilisé les feuilles et seulement 25% disent avoir utilisé la partie aérienne complete de la

plante. Selon ORCH et al., (2015), les feuilles sont les organes les plus utilisés .

Parties utilisées

Feuille

et fleurs
25%

Feuille
75%

Figure 16: Parties utilisées de la plante
Question n°7 : Quel est le mode d’utilisation de la plante ?

La totalité des personnes, en I’occurrence 100% des utilisateurs d’ Inula viscosa disent

se soigner a I’aide de Cataplasmes.
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Question n°8 : Le résultat est-il positif ?

La figure 17 montre que la majorité des utilisateurs de la plante reconnaissent

I’efficacité de I'Inule visqueuse (81%).

Le resultat est-il positif?

M oui

Enon

Figure 17 : Efficacité de la plante

Question n°9 : Ya t-il des effets secondaires ?

L’ensemble des personnes questionnées (16 personnes) utilisant la plante, ont dit

qu’Inula viscosa ne présente aucun effet secondaire (Figurel8).

effet secondaire

Hnon

Figure 18 : Effets secondaires d’Inula viscosa

Question n°10 : Que préférez-vous comme traitement ?

La figure 19 montre que sur les 100 personnes interrogées 36% d’entre elles préferent
se soigner par les deux traitements : médicale (molécules de synthese) et naturel. Toutefois,
35% préferent le traitement médical (molécules de synthese) et 29% préferent le traitement

naturel.
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Figure 19 : Traitement utilisé par la population questionnée
I1L.2. Screening phytochimique

Les résultats de différentes réactions montrent que les feuilles et les fleurs d’ Inula

viscosa possedent les composés suivants.

Les flavonoides avec un résultat +++, sont présents dans une classe des métabolites
secondaires chez les plantes. Ils se présentent sous forme des pigments poly phénoliques qui
contribuent, entre autres, a colorer les feuilles et les fruits (Bruneton, 1999). Les résultats
obtenus montrent qu’Inula viscosa est riche en flavonoides aussi bien dans les fleurs que dans

les feuilles.

Les tanins gallique avec un résultat +++, sont présents en quantité appréciable aussi bien

dans les feuilles que dans les fleurs chez Inula viscosa.

Les saponosides, avec un résultat ++, sont présents en quantité moyenne dans les fleurs et

les feuilles d’Inula viscosa.

Les coumarines, avec un résultat ++, sont présents en quantité moyenne aussi bien dans

les fleurs que les feuilles.

Les résultats du Tableau V montrent une absence en alcaloide, leucoanthocyane, tanins

condensés et quinone libre.




Chapitre Ill : Résultats et discussion

Tableau V : Résultats du screening phytochimique

Composés phénoliques Fleurs Feuilles
Flavonoide +++ +++
Tanins gallique it +++

Tanin condensé

Anthocyane +
Leucoanthocyane - _
. ++
Coumarine ++
. +
Glucoside +
Quinone libre - _
Saponoside ++
++

(-) absence ; (+) présence en faible quantité ; (++) présence en quantité moyenne ;
(+++) Présence en quantité importante.
II1.3. Rendements des extraits bruts

Les processus d’extraction a ’aide d’un appareil de type Soxhlet pour les deux extraits,
I’extrait méthanolique (fleurs et feuilles) et I’extrait n-hexane (fleurs et feuilles), nous ont
permis de calculer les rendements a partir de la masse initiale de la plante et la masse de

I’extrait brut. On obtient les rendements suivants.
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Tableau VI. Rendement de deux extraits méthanolique et n-hexane (feuilles, fleurs) de la

plante Inula viscosa

Extrait La masse(g) Le Rendement
d’Inula viscosa (%)
Extrait méthalonique Fleurs 7.19 23.96
Feuilles 11.87 39.56
Extrait n- hexane Fleurs 2.81 9.36
Feuilles 3.98 13.26

Le tableau VI montre que I’extrait méthanolique des feuilles a enregistré un rendement
appréciable, il est de 39.56% celui des fleurs, ne représente que 23.96%. Au contraire
I’extrait n-héxane montre des teneurs tres faibles aussi bien pour les feuilles (13.26%) que

pour les fleurs (9 ,36%).

Nous observons que ces rendements sont plus élevés dans les feuilles en comparaison

aux fleurs. Ainsi, les rendements sont différents selon 1’organe impliqué pour la méme plante.

D’une maniere générale, les rendements en extraits varient non seulement d’une plante a
une autre de la méme famille mais également en fonction des parametres de I’extraction
solide-liquide des polyphénols : la température, le solvant d’extraction, la taille des particules

et le coefficient de diffusion de solvant (Ben Amor, 2008 et Penchev, 2010).
I11.4. Dosage des composés phénoliques totaux

Les résultats obtenus dans les extraits de la plante étudiée, montrent une variabilité des

teneurs en polyphénols (Figures 20 et 21).
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Figure 20 : Teneurs en polyphénols totaux pour I’extrait n- héxane des feuilles et/ou des

fleurs

10 - fleur

mfeuille

teneur mg GAE/ g

fleur feuille

Figure 21 : Teneurs en polyphénols totaux pour I’extrait méthanolique des feuilles et des

fleurs

L’extrait méthanolique des feuilles possede la teneur la plus appréciable en 1’occurrence,
19.6 £ 0.04 mg GAE /g alors que les fleurs ne montrent qu’une teneur de 8.23 + 0.030 mg
GAE /g.

En ce qui concerne I’extrait n-hexane des feuilles la teneur en polyphénols est de 4.51 +

0.002 mg GAE /g et celle des fleurs est de 3,31 = 0.079 mg GAE/g. Des études montrent que

41

—
| —
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le méthanol est 'un des solvants les plus utilisés pour une haute récupération des composés

phénoliques (Sarren et al ., 2010 ; Xia et al ., 2010).

I1L.5. Dosage des flavonoides

L’évaluation de la teneur en flavonoide de I’extraite méthanolique des feuilles et /ou des
fleurs de la plante Inula viscosa est exprimée en mg équivalent de rutine par g de I’extrait (mg

ER/g de I’extrait). Les résultats sont représentés par le tableau VII.

Tableau VII : Teneur de I’extrait méthanolique des feuilles et /ou des fleurs

Extrait Teneur (mg ER / g)
Extrait méthanolique des feuilles 69,91
Extrait méthanolique des fleurs 65,09

D’apres le tableau VII, nous avons remarqué que la teneur en flavonoides de 1’extrait
méthanolique des feuilles (69.91mg ER/g d’extrait) est légerement plus élevée celle de
I’extrait méthanolique des fleurs (65.09mg ER/g d’extrait). Ces résultats sont similaire a ceux
mentionnés par Weleweber et al ., (1991) qui identifie la présence des flavonoides dans les

feuilles d’ Inula viscosa.
I11.6. Evaluation de I’activité antioxydant
I11.6.1. Activité antioxydant par le phosphomolybdate

Le test du pouvoir réducteur du Molybdate Phosphate est un essai qu’on utilise
principalement pour mesurer la puissance des antioxydants non enzymatiques. Il repose sur la
réduction des molybdates en Molybdéne en présence des extraits en donnant une coloration

verte détectable par I’'UV a une longueur d’onde de 695nm.

Chacun des deux extraits méthanoliques des fleurs et/ou des feuilles d’Inula viscosa
possede une activité antioxydante importante. Elle est de 2.11+0.08mg EAA/g MS pour les
fleurs et 2,48+0.27 mg EAA/g MS pour les feuilles (Figure 22).
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Figure 22 : Test de phosphomolybdate chez les deux extraits méthanolique des fleurs et/ou

des feuilles d’Inula viscosa

D’apres notre résultat il est extrémement important de souligner que, il y avait une
corrélation entre le potentiel de I'activité antioxydante et la quantité de composés phénoliques
dans les extraits méthanoliques des feuilles, en accord avec 1’étude de Kubala et
Siriamornpum., (2008). Selon 1’étude de Chahmi et al., (2015) montre que la teneur en

composés phénoliques est probablement responsable de 'activité antioxydant d’Inula viscosa

II1.7. Etude de I'activité anti-inflammatoire

Pour étudier l'activité anti-inflammatoire qui résulterait de 1’utilisation des extraits
méthanoliques des fleurs et /ou des feuilles notre expérimentation a été réalisée sur le modele
de I';edeme aigu de la patte gauche de souris induit par la carragénine. Nous avons administré
aux souris la dose de 400 mg/kg par voie orale.

Les résultats de 1'activité anti-inflammatoire des deux extraits méthanoliques a la dose 400
mg/kg sont comparés a ceux de la référence Diclofinac 50 mg (anti-inflammatoire non
stéroidiens) et a ceux du lot témoin négatif qui a recu uniquement de 1’eau physiologique.

Une heure apres de I'injection de la carragénine, nous avons remarqué (figure 23) une
augmentation du volume de la patte gauche des souris du lot témoin négatif (1,06£0,01mm).
Cette augmentation se continue chaque heure arrivant avec un maximum de 1,21+0,028 mm a

la 3°™ heure.
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Figure 23 : Moyenne de la différence de volume de I’cedéme (mm) en fonction du temps

Les résultats qui représentés dans la figure 24, mettent en exergue 1I’augmentation du
pourcentage d’inhibition du volume de 1’cedéme.

D’apres la figure 24, nous avons remarqué que I’extrait méthanolique des feuilles de la
plante Inula viscosa donne un effet inhibiteur de 83.5% apres 3h de traitement et est
supérieur a celui du diclofinac 50 mg qui est de 42.01 % et a celui des fleurs qui est

de 48.76%.

90
& 80 -
c
92 70 A
£ 60 -
E 50 -
:E 40 M diclo
=g 30 J E feuille
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5 20
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0 —— - T T T T
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Figure 24 : Pourcentage d’Inhibition de I’'inflammation des extraits méthanoliques des
feuilles et/ou des fleurs d’Inula viscosa
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L’effet anti-inflammatoire des extraits méthanoliques des feuilles et /ou des fleurs de

Inula viscosa est peut étre du a la présence des poly phénols et flavonoides dans cette plante.

Selon Da Silva et al., (1994), les polyphénols possedent des propriétés anti-inflammation
capables de moduler le fonctionnement du systéeme immunitaire car les flavonoides sont de
puissants inhibiteurs de la prolifération des lymphocytes B et lymphocytes T (Galiti et al,
1994) .

Les résultats obtenus correspondent a ceux de Yaniv et al., (1987), qui affirment qu’

Inula viscosa possede une activité anti-inflammatoire.

I11.8. Etude de la toxicité des extraits méthanoliques

Selon la fréquence et la durée de I’exposition ou de I’administration du composé toxique,
on peut distinguer plusieurs formes de toxicité : la toxicité aigiie, la toxicité sub-chronique et

la toxicité chronique.

Cette étude concerne la toxicité aigiie et la toxicité sub-chronique.

I11.8.1. Toxicité aigiie

L’étude de la toxicité aigiie de 1’extrait méthanolique des feuilles et/ou des fleurs d’Inula
viscosa a la dose 20000mg/kg par voie orale durant 14 jours est présentée dans le tableau

VIIL
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Tableau VIII : Effet de I’extrait méthanolique des feuilles et/ou des fleurs d’Inula viscosa

Numéro | Extraits |Doses Nombres | Anomalies
de lot de souris | observées
mortes
1 Témoins |Eau 0 /
physiologique
2 E-MeOH [ 20000 mg/kg 0 /
1A%
feuilles
3 E-MeOH [ 20000 mg/kg 0 /
IV fleurs

L’effet toxique aigiie est généralement considéré comme un effet qui se produit

immédiatement ou dans les premiers jours apres I’exposition (Leblanc, 2010).

La dose de 20000mg/kg n’ayant pas provoqué la mort des souris traitées par I’extrait
méthanolique des feuilles et/ou des fleurs, on peut éventuellement dire qu’Inula viscosa. n’est

pas toxique selon 1’échelle (Hodge et al ., 1948). (Tableau XXX)

L’évaluation de la toxicité aigiie d’'une substance ne permet pas de dire qu'un produit est
toxique ou non, pour cela une expérimentation sur la toxicité sub-chronique ou chronique doit

étre pratiquée (Reichl, 2004).
I11.8.2. Toxicité sub chronique (sub-aigiie) d’Inula viscosa
- Evolution du poids corporel

L’étude de la toxicité sub-chronique des extraits méthanoliques des fleurs et/ou des
feuilles pour les deux doses 400mg/kg et 800mg /kg a montré une évalution du poids
corporel des rats traités comparable a celui du témoin (rats non traités) durant la période du

traitement (Figures 25 et 26).
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Figure 25 : Evolution du poids des rats traités et non traités par 1’extrait méthanolique des

feuilles
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Figure 26 : Evolution du poids des rats traités et non traités par I’extrait méthanolique des

fleurs
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Poids des organes apres sacrifice des rats

L’examen macroscopique des différents organes apres 4 semaines de gavage, nous ne

montre aucun changement morphologique des organes des rats traités par les extraits

méthanoliques des feuilles et/ou des fleurs d’Inula viscosa aux doses 400 mg/kg et 800

mg/kg en comparaison avec les organes des rats non traités.

Le poids relatif des différents organes des rats traités et non traités est noté dans les

tableaux IX.

Tableau IX : Poids des organes des rats non traités et traités par 1’extrait méthanolique des

feuilles d’Inula viscosa

Poids Foie Rein Ceur Poumon Rate
organe (g)
Lot 1 555+0.07 | 0.47 +0.01 0.53 +£0.02 1.19 +0.20 0.64 +0.13

Témoin
Lot 2 dose 5.24 + 0.45 + 0.48 +0.01 1.05 +0.10 0.53 +0.05
400m

gfke 0.37 0.03

feuilles
Lot 3 dose 5.26 + 0.45 + 0.51+ 1.17 £ 0.06 0.64 +0.03
800mg/kg 0.07 0.04 0.02

feuilles
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Tableau X : Poids des organes des rats traités et non traités par I’extrait méthanolique des

fleurs d’Inula viscosa

Poids organe | Foie Rein Ceeur Poumon Rate
(8
Lot 1 555+ 0.47 + 0.53 + 1.24 + 0.64 +
Témoin 0.07 0.01 0.02 0.2 0.13
Lot 4 dose 55 % 0.47 + 0.61 + 1.11 + 0.58 +
400m

ghke 0.14 0.008 0.007 0.06 0.03
fleur
Lot 5 dose 55 % 0.46 + 0.47 + 1.08 + 0.49 +
800m:

the 0.06 0.007 0.02 0.01 0.08
fleur

L’étude de la toxicité sub-chronique chez les rats wistar gavés par voie orale avec les
extraits méthanoliques des feuilles et/ou des fleurs de I'Inula viscosa (400mg/kg-800mg/kg)
et apres 28 jour de traitement, montre une augmentation du poids corporel de tous les rats non

traités et traités.
- Parametres biochimiques

Les résultats des différentes analyses de sang des rats témoins et des rats gavés avec les
extraits méthanoliques des feuilles et/ou des fleurs d’Inula viscosa pendant 4 semaines sont

présentés dans les figures 27-34.
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e Bilan rénal des rats gavés avec extrait méthanolique des feuilles
-Urée

D’apres la figure 27, les résultats montrent une légere baisse de la concentration de I'urée
chez les rats traités par les extraits méthanolique des feuilles. En effet, a la dose 400 mg/kg la
concentration en urée est de 0,37 + 0,017 g/L et pour la dose 800 mg/kg elle est de 0,33 +
0,02 g/L en comparaison a celle des rats témoins dont la concentration en urée est de 0,35 +
0,02 g/L.
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Figure 27 : Concentration de I'urée (g/l) pour les rats traités et non traités par I’extrait

méthanolique des feuilles

-Créatinine

Le dosage de la créatinine est effectué pour évaluer la fonction rénale. Nous avons
remarqué (figure 28) que le taux de la créatinine a diminué chez les rats traités par I’extrait
méthanolique des feuilles a la dose 400 mg/kg et la dose 800 mg/kg qui donne des
concentrations de 4.82 mg/L et 4.83 mg/L respectivement, par rapport au témoin dont la

concentration est de 5.83mg/L.
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Figure 28 : Concentration de la créatinine des rats traités et non traités par I’extrait

méthanolique des feuilles
-Glycémie

D’apres la figure 29, les résultats montrent que la concentration de la glycémie est de
1.14 £0.02 g/L pour la dose 400mg /kg, 1.10 + 0.07 g/L pour la dose 800 mg/kg et 1.07 £0.06

g/L pour lot témoin.
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Figure 29 : Concentration de la glycémie pour les rats témoins et traité par I’extrait

méthanolique des feuilles




Chapitre Ill : Résultats et discussion

-Bilan hépatique

Les résultats obtenus (figure 30) montrent une diminution des ASAT chez les rats gavés

avec la dose de 800 mg/kg pour une concentration de 115.5 UI/L en comparaison avec celles

des rats non traités dont la concentration de 131,16 UI/L.

100 -
80 - —
2 Htémoin
560 -
W dose 400mg/ kg feuille
40 -
dose 800 mg/ kg feuille
20 -
0 = T T
ASAT PAL ALAT

Parameétre hépatique

Concentration (ASAT , ALAT et PAL)

Figure 30: Concentration des enzymes hépatiques (ASAT, ALAT et PAL) des rats traités et

non traités par I’extrait méthanolique des feuille

e Bilan rénal des rats gavés avec I’extrait méthanolique des fleurs
-Urée

Les résultats indiquent une légere augmentation de la concentration de 1'urée des rats
traités par les extraits méthanoliques des fleurs. En effet, la dose de 400 mg/kg entraine une
concentration en urée de 0.36+0.02 g/ et celle de 800mg/kg une concentration en urée de

0.49 £0.046g/L en comparaison au témoin dont la concentration en urée est de 0.35+0.02
g/L(Figure 31).
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Figure 31 : Concentration de I'urée (g/l) pour les rats traités et non traité par I’extrait

méthanolique des fleurs

-Créatinine

La figure 32, montre que le taux de la créatinine a augmenté chez les rats traités par
I’extrait méthanolique des fleurs a la dose 800 mg/kg qui donnent une concentration de 6.5

mg/L par rapport au témoin dont la concentration est de 5.83mg/L.
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Figure 32 : Concentration de la créatinine des rats traités et non traités par I’extrait

méthanolique des fleurs
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-Glycémie

Les résultats obtenus (figures 29 et 33) indiquent qu’il n y a pas de différence dans la
concentration de la glycémie entre les rats traités par I’extrait méthanolique des feuilles, ceux

traités par I’extrait méthanolique des fleurs et les rats non traités.
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Figure 33 : Concentration de la glycémie pour les rats traités et non traité par I’extrait

méthanolique des fleurs

-Bilan hépatique

La figure 34, montre une légere augmentation dans la concentration des enzymes
hépatiques (ASAT et ALAT). Nous avons remarqué que la concentration en enzymes
hépatiques est en relation avec les doses de I’extrait méthanolique des fleurs. En effet, leurs
concentrations augmentent avec [’accroissement des doses en extrait méthanolique des
fleurs.. Concernant les phosphatases alcalines nous avons remarqué une diminution chez les
rats gavés avec la dose de 800 mg/kg pour une concentration de 106 UI/L en comparaison

avec celles des rats non traités dont la concentration de 119UI/L.
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Figure 34 : Concentration des enzymes hépatiques ( ASAT, ALAT et PAL ) des rats traités et

non traités par I’extrait méthanolique des fleurs

Le bilan hépatique a révélé que I’extrait méthanolique des feuilles dosé a 800mg/ml
entraine une diminution de la concentration en enzyme hépatique ASAT de 115.5 UI/L, en
comparaison avec le témoin dont la concentration en enzyme hépatique ASAT est de 131.16
UI/L. Selon Aubineau, (2016) qui montre qu’une diminution de la valeur des transaminases peut

suspecter une déficience en vitamine B6.
- Autres parameétres

Ce travail fait aussi référence a différents parametres étudiés, les protides, les triglycérides
et le cholestérol total chez les rats gavés avec les extraits méthanoliques des feuilles et/ou des

fleurs d’Inula viscosa et les rats témoins (tableau XI).
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Tableau XI : Autres parametres sanguin des rats traités et non traités par les deux extraits

méthanolique des feuilles et /ou des fleurs

Feuilles
Témoin Dose 400mg/kg Dose 800mg/kg
Protide (g/L) 74.33 £1.68 72.8 £1.01 73.8 +1.49
Triglycérides (mM ) 0.59 +£0.05 0.56 +0.53 0.55 £0.04
Cholestérol total 0.66 = 0.06 0.45 +0.01 0.49 £0.02
(g/L)
Fleurs
Protide (g/L) 74.33 £1.68 72.5+1.47 74 £1.46
Triglycérides (mM) 0.59 +£0.05 0.50 £0.03 0.54 £0.04
Choléstrol total (g/L) 0.66 £ 0.06 0.46 £0.02 0.47 £0.03

-Parametres hématologique

Les résultats hématologiques obtenus apres 28 jours de traitements par les feuilles et/ou les

fleurs d’Inula viscosa sont présentés dans le tableau XII.
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Tableau XII : Parametres hématologiques des rats traités et non traités par 1’extrait

méthanolique des fleurs et /ou des feuilles

Parameétres hématologique

témoin Feuilles Fleurs
Dose Dose Dose Dose
400mg/kg 800mg/kg 400mg/kg 800mg/kg
WBC 7.91 £0.55 7.7£0.23 9.05+0.39 7.78+0.48 8.1+0.34
x10%/pl
HGB 13.58+0.38 13.35+0.35 13.13+£0.43 13.2+0.41 13.73+£0.40
(g/DI)
RBC 7.52+0.29 7.45+0.2 7.98+0.26 7.28+0.19 8.22+0.30
x10%/pl
HCT 47.95£2.68 | 53.53£3.64 | 50.95+1.02 | 48.93+2.93 51.71£1.39
%
PLT 713.33+ 727.66+ 700.33+ 716+24.41 681.66+36.62
<10l 70.18 39.68 37.28
[5)




Conclusion

Cette étude est une contribution a la connaissance d’une plante médicinale Inula
viscosa méconnue en Algérie. A la lumiere des résultats de cette expérimentation, nous

pouvons dire que :

L’enquéte ethnobotanique aupres de 100 personnes, nous a permis de collecter des
informations importantes sur lnula viscosa et son utilisation en médecine traditionnelle
Algérienne. Ainsi, cette enquéte préliminaire nous a permis de dire que malgré sa large
répartition elle reste encore méconnue par la plupart des individus questionnés des trois

wilayas étudiées.

L’extraction méthanolique et/ou n-héxane par le Soxhlet est suivi par un dosage des

composés phénoliques totaux et un dosage des flavonoides.

Le screening phytochimique réalisé a révélé la richesse de notre plante en métabolites
secondaires ou nous avons constaté la présence des flavonoides, tanins galliques, saponosides

et des coumarines.

L’activité antioxydante de 1’extrait méthanolique d’Inula viscosa a été étudiée par le
test de phosphomolybdate ou I’acide ascorbique a été la molécule standard de référence.
L’extrait méthanolique des feuilles s’avere avoir une activité antioxydante importante
(2,48+0,27mgEAA/gMs) comparée a celle de Iextrait méthanolique des fleurs
(2,11£0,08mgEAA/gMs).

L’activité anti inflammatoire de I’extrait méthanolique des feuilles est treés puissante
grace a son effet inhibiteur de 83,5% comparée a celle des fleurs qui possedent un effet

inhibiteur de 48,7%.

L’étude de la toxicité aigiie et sub-chronique a révélé que la plante n’est pas toxique

aux doses 400 mg/kg et 800 mg/kg aussi bien pour les feuilles que pour les fleurs.
Des travaux souhaitables a I’avenir :

v' Etudes plus approfondies des composants présents dans Inula viscosa
v Etude d’autres activités biologiques de la plante
v’ Evaluation de la toxicité chronique (a long terme) de 1’extrait méthanolique a doses

plus élevées
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Annexes I

Matériels non biologique
Verrerie

v’ Eprouvette

v' Fioles jaugées
v Micropipette
v' Pipette en verre

Matériels utilisé dans I’analyse de sang

v' Tube EDTA
v’ Tube héparine
v Micropipette

Equipements

v" Broyeur électrique

Agitateur

Centrifugeuse

Balance pour animaux de laboratoire

Balance pour mesuré les poudres végétal et pour mesuré les organe des rats
Spectrophotometre pour les dosages

DN NI NI NN



Annexes I1

Tableau XIII : Questionnaire de I’enquéte ethnobotanique

Sexe : s oaial)
Age : : ezl
Région : sdakiall
1- Connaissez-vous la phytothérapie ? (e (s gl gIEN (g8 iyl b -1
Oui pars
Non N -
2- Si oui, comment vous la connaissez-vous? prd cdST gLs 13]-2
Avez-vous entendu parler d’elle ? phrow Ja
Avez-vous été déja soigné par la phytothérapie? dod o ol Y Lol hdl pins s de
3- Connaissez-vous ’inule visqueuse? oda LIS Gedy=T Ja =3
Non N -
4- Comment la connaissez-vous ? @SS axd glLs 15 -4
Utilisé par une personne de votre entourage? pS) Lae G e Lgdordwl o
Utilisé par vous-méme Lo pnidoninl Lard Ja
5- Dans quelles maladies est —elle utilisée ? La goddoninlS gpyo i 3 -5
6- Quelle est la partie utilisée de la plante ? Joaxlwe IS sixdl g2 Lo -6
* Les feuilles Gl Yl
* Les fleurs Sleayre
La racine BERE I
7- Son mode d’utilisation (Lt g LS Gns) LgIlasriw! Liyyb -7
8- Est ce que le résultat est positif ? Lol § L0 aOLS Ja-8
Oui pars
Non N -
9- Ya t-il des effets secondaires ? Lodws ol p5lS Led Jo -9
Oui PSR
Non N -




10- Préférez-vous :

Un traitement naturel

Un traitement médical

olieY Ly gyl asdl .

dodax ]l bl gyl sl -

Les deux Lao GuidY 1 °
Tableau XIV : Nombre des personnes questionnés (Féminin, Masculin)
Sexe Masculin Féminin
Nombre 34 66
Tableau XV : Répartition de I’informateur selon les classes d’age
Age 20- 30- 40- 50- 60-
30 40 50 60 70
ans ans ans ans ans
Nombre 33 20 26 13 8
Tableau XVI : Connaissance de la phytotherapie
Femmes Homme
Entendu parler 39 23
Soigner 27 11
Tableau XVII : Connaissance de la plante inula viscosa
Réponse Oui Non
Nombre 39 61

Tableau XVIII : Utilisation de la plante

Comment ? Utilisé par soi-méme Utilisé par I’entourage
Nombre 16 23
Tableau XIX : Maladies traités par la plante
Maladies Douleur de dos Rhumatisme Fertilité
Nombre 6 8 2




Tableau XX : Organe utilisé

Partie utilisé Feuilles Feuilles et Fleurs
Nombre 12 4
Tableau XXI : Résultat de I’utilisation de la plante
Réponses Oui Non
Nombre 13 3
Tableau XXII: Choix de I’utilisation soigné par traitement médicale ou Natural
Traitement Meédicale Naturel Les deux
Nombre de réponse 35 29 36

NG5

DaryEl-Beida= =
o -
el

Figure 35 : Répartition géographique représente les différentes zones de notre enquéte



Annexe II1

Figure 37 : Injection de la carragénine dans la Figure 38 : Mesure du volume de
patte gauche de souris al’aide d’un pied a coulisse



Annexes II1

Figure 39 : Gavage a I’aide d’une sonde Figure 40 : Dissection (Original, 2016)
gastrique (Original, 2016)



Annexes IV

Tableau XXIII : Poids des souris utilisé pour I’activité anti inflammatoire

Poids Témoin Témoin - - -
L. .. Poids extrait extrait de
/gramme |négatif positif )
/gramme | feuille fleur
1 20,7 20,1
1 20 22
2 19 22
2 20 19,5
3 20,2 19
3 22 20
4 21 21,01
4 17,9 20
5 20,2 21,2
5 20,5 20,1
6 19,5 18,9
6 18,1 19,01
moyenne 20,1 20,368333
moyenne | 19,75 20,101667




Annexes V

Tableau XXX: Classe de toxicité selon échelle de HODGE et STERNER

DL50 Indice de toxicité
Jusqu'a 1mg/kg 1 : Extrémement toxique
De 12 50 mg/kg 2 : Hautement toxique
De 50 4 500 mg/kg 3 : Modérément toxique
De 500 & 5000 mg/kg 4 : Légerement toxique
De 5000 & 15000 mg/kg 5 : Presque pas toxique
Plus de 15000 mg/kg 6 : relativement inoffensif




