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Résumé

Dans le cadre de la valorisation des plantes médicinales en Algérie, nous nous sommes
intéressées a 1’étude des caractéristiques phytochimiques et analytiques de I’extrait aqueux
des feuilles de Borago officinalis L., suivie par la mise en évidence de quelques activités
biologiques en 1’occurrence antioxydante, anti-inflammatoire, antispasmodique et

cicatrisante.

Un screening phytochimique a été effectué et a révélé la présence des flavonoides,
des tannins, des saponosides, des alcaloides et des mucilages et I’absence des quinones

et des coumarines dans les feuilles de la plante étudiée.

Le test de la toxicité aigiie de I’infusé exécuté a différentes doses, a montré que les feuilles

Borago officinalis L., sont considérés non toxiques avec un DL50 > 10000 mg/kg.

L’étude de I’activité antioxydante par le test du DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) a
montré que I’extrait aqueux représente une faible activité antioxydante avec une IC50 de
0,05mg/ml.

L’effet anti-inflammatoire a relevé que 1’extrait aqueux a une dose de 20% et 30% réduit

significativement 1’cedéme de la patte de la souris, induit par la Carraghénine.

En outre, les résultats de 1’évaluation de I’effet cicatrisant de Bourrache sur les plaies des
lapins ont montré que le cataplasme a base de feuilles séchés ou fraiches sur le processus de

cicatrisation pourrait étre efficace.

En ce qui concerne, I’activité antispasmodique de 1’extrait aqueux comparable au Spasfon
les résultats obtenus montrent que I’extrait possede un effet antispasmodique sur les souris
testées avec une diminution significative de nombre des spasmes pour les doses 10%, 20% et

30%.

Mots clés : Borago officinalis L., extrait aqueux, activités.



Abstract

In the context of the valorization of medicinal plants in Algeria, we were interested to study
the phytochimical and analytical characteristics, followed by the study of the some biological

activities of Borage leaves (Borago officinalis L.).

Our objective is lased on the use of the aqueous leaf extract to evoluat the antioxidant, anti-

inflammatory, antispasmodic and cicatrizing activity.

And for this we have done a phytochemical screening, which revealed the presence of

flavonoids, tannins, saponosides, alkaloids, in the leaves of the studied plant.

The acute toxicity test of the infused performed at different doses, showed that Borago

officinalis L. leaves are relatively considered non-toxic with an LD50 > 10000 mg/kg.

The study of antioxidant activity by the DPPH test (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) showed

that the aqueous extract shows a low antioxidant activity with an IC50 de 0,05mg/ml.

The anti-inflammatory effect observed that the aqueous the edema of the leg of mouse

induced by carrageenan.

Furthermore, the results of the evaluation of the healing effect of Borage on the wounds of the

healing process could be effective in curing wounds.

As regards the antispasmodic activity of the aqueous extract comparable to spasfon, the
results obtained show that the extract possesses an antispasmodic effect on the mice tested

with a significant decrease in the number of spasms for the 10%, 20% and 30%.

Key words: Borago officinalis L., the aqueous extract, activity.



Ueilal)

Lalill Gany (e Ll bl 5 4l 5l Gailiadl) 4 o Laial ¢ jall d dgdal) cililall o jUa) b
320 sliaall Lalill aid (315500 Al alidivall aladin) o Ubas ditey 5 53] aseadl 51 5Y 4 5l sl
Zsoad Ul claniill sbadll cclilgiltl slcadl)

Ao gpaall Ll Gl 5l B e S 5 @ sl

Ao jall die ddlu ye L et 3 5Al) asaadl (3151 o @ jedal dilise e ja A sl A el aaudll) sl
&S /e 10000 < 50 Al

O el Pl Galaiaall (o)) di S daid A8) DPPH Jbia) dda) 5 32083 sliaal) Lliall 4 50
e/ ie 0,05 (IC50) (sieaill Layfiill (380 gall 3alall 3 5 pa (i 5auSO aliadll Ll

Lgmmny ) UL e LS IS By % 30 5% 20 de o Sl (aliivadl o GllgilV) sliae il L
NN PN

Oe 3l A2 o o jedal el V1 = 5 a e Al anaall il aps il o8 Gl I ALy
Allad 0585 O (S goad) BT e A Sl ol ddisall (31 5Y)

Ol 0 gale Jgeanll a3 ) bl ()l () shulaadl ilan Sl Galiiual] cilaidill sliae LLis jady Lag

5% 20 e all vie sl axe  5aS (lissl ae b paall o)yl e cilaaiill slae s 4l palii)
% 30

bl ¢ Fle paliiue ¢ 5 jaall anaal) T Lalidal) cilalst)



Liste des figures

Figure 1: Aspect général de Bourrache ...........cceovviiiiiiiieiiieceececcecee e 3
Figure 2: Structures chimiques des alcaloides pyrrolizidiniques. .............c.uvveeeiiiiiineeeiinieeeiiinnes 7
Figure 3: Structure de base des flavonoides...........oocuuiiriiiiriieiiiie i 8
Figure 4 : Filtration d’eXtrait aQUeEUX.........oiueiittiitte et e e aeeaaeeeneeeene e 12
Figure 5: Administration des doses aux SOUTLS PAI GAVAZE.....ccc.eeruuerrueerieeriieeniienieenieenireeieeeieenee 14
Figure 6: Réaction de piégeage du radical DPPH par le phénol.............ccocceeiiiiiniiiiniiiiniceee, 15
Figure 7: Protocole expérimental de ’activité antioXydante..............ceevueerriieeniieenieeenieeeiee e 16
Figure 8: Gavage des SOUTTS ........oiuuitiiie e e annexes2
Figure 9: Injection de la Carraghénine par voie sous cutanée...............cocevevevenrnnnnn. annexes2
Figure 10: Mesure des pattes des souris a 1’aide d’un pied a coulisse........................ annexes2
Figure 11: Préparation d’un cataplasme de la poudre de Borago officinalis L............... annexes2

Figure 12: Différentes étapes de préparation d’un cataplasme des feuilles fraiches de Borago

OffiCTNalis Lu... ............cco oot e e e et e et e e et eee e eee eee eee ee e ee ee as s eaee e, ANINEXES 3
Figure 13: Différentes étapes de 1’activité cicatrisante du lapin témoin...................... annexes4
Figure 14: Différentes étapes de 1’activité cicatrisante du lapin référence..................... annexes4
Figure 15: Cataplasme a base de la poudre de Bourrache..................... ... ... ... ... ... ...anNEXES4
Figure 16: Cataplasme a base de feuilles fraiches de Borago officinalis L....................annexes4
Figure 17: L’injection d’acide acetique par voie intra-péritonéale et la réaction des souris........ 21

Figure 18: Pourcentage d’inhibition de I’extrait aqueux de la poudre de Bourrache et ’acide
ALSCOTDIGUE. ...ttt ettt ettt e ettt e ettt e ettt e s bt e e sabeeesabeeeabeesnsbeesnsteesnsseesnsseesnssaesnsseessneennns 24
Figure 19: IC 50 de I’extrait aqueux de la poudre de Bourrache et 1’acide Ascorbique................ 25

Figure 20: Présentation graphique des pourcentages d’augmentation de I’cedéme en fonction des

traitements apres OMUIN. .......ouuitii e e 26

Figure 21: Présentation graphique des pourcentages d’inhibition de I’cedéme...........cccccovueennenne. 27
Figure 22: TEmoin négatif.. ........ooiiiiii e 28
Figure 23: Traitement des plaies par le Madécassol...............ccooviiiiiiiiinniienreeeeeeeeeeseeen 29

Figure 24 : Traitement des plaies par le cataplasme a base de la poudre humide de Bourrache.29
Figure 25: Traitement des plaies par le cataplasme a base de feuilles décoctés de Bourrache...30

Figure 26: Présentation graphique des pourcentages de protection..............ccevvvveinieinnennnn. 33



Sommaire

INTRODUCTION

CHAPITRE I : PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

I.1.NOTIONS SUR LA PHYTOTHERAPIE ET LES PLANTES MEDICINALES
[.1.1.Définition de la phytothérapie............coviriiiiiii e e e e 1
I.1.2. Notion de plante médicinale, drogue végétale.........cccccceeviiiiiiiinneiiinneadl

1.2 LA BOURRACHE (Borago officinalis L.)

L2 1 HASEOTIQUE ettt et et e e et e e et e et e et et e et et e veenieeenas 2
[.2.2. Famille des BOrraginaces. . ........oouvviniiiiieii e e e 2
L.2.3. CIasSHICALION .. ..ntett e e 2
[.2.4. Description DOANIQUE .........oiuuteniire et et et e e et et e e e e e enae e enieeenans 3
L.2.5.0rigine et habitat ........ccooeuiiiiii i e 4
L2.6. BEYMOIOZIC .....vveeeee ettt e e e e e 4
L.2.7. PrincipauX CONSHITUANES ... ...tunttttentett ettt et ettt eeer et e et e et et e eee e aieeans 5
[.2.8. Parties utilis€es €t 1a TECOILE. .......ueiriiiiiiiiiiiieeicecee e 5
| IR @101 ) 7 15 10 o F
1.2.10. Propriétés therapeutiqUES ...........ccoiiueintiitiiii i 6
L2.11. Utilisation aliMeNtaire. ... ... .oouueenteitt ittt e e e e 6
[.2.12. Usages traditionNEls .........c.ceeriiiiriiieniiieeiieeeitee et eeiee et e esibeeesereeesebeessnseesaaeeens 6
1.2.13. Effets bénéfiques de I’huile de Bourrache ...,

L2140 TOXICIEE oovnet et e e



Sommaire

CHAPITRE II: MATERIEL ET METHODES

I1.1. MATERIEL

IL1.1. Matériel blologIque. ... .c.viii it e eeee e e e e e 10
I1.1.2. Matériel non-biologIQUE. ........oouuieriiit et eaaeeaen 10
I1.2 METHODES D’ETUDE

IL.2.1. Préparation de I’eXtrait QqUEUX .......eeuueennieieit et eiaere et e eeeeeeneeaeeennanineans 11
I1.2.2. Screening phytoChIMIQUE. ......cueinii e, 12

I1.2.3. Evaluation de 1a tOXICIt€ aiUE..........oviuiiiniii it e 13
I1.2.4. Evaluation de I’activit€ antioXydante. .............oouveiiiiiinieriit i 14
I1.2.5. Etude de I’activité anti-inflammatoire................coooiiiiiiiiii e 16
I1.2.6. Etude le I’actiVité CICAIIISANTE .. ...o.uuuentttitt ettt et e e et e e eeene e 17
I1.2.7. Etude de I’activité antisSpasmodiqUe ...........cviueerniernnieiiiiieaieeieeaeeaneeeenns 19

CHAPITRE III: RESULTATS ET DISCUSSION

III.1.Analyses physSicOChIMIQUES..........ooiuiiiiiiiiiiii e 2]
II1.2.Test de 1a tOXICILE QIZUE. .....ouuieett ettt ettt e e et e eeeenreeeniaeeens 22
IIL3.Activité antioXYdante. .. .....oouuiieiiitt et eee e eeeeree e sireesireesieeeenn 23
II1.4.Activité anti-inflammatoire. ............o.iiiiiii i 25
ITLS5.ACtiVité CICAtITSANTE. ... .u ettt et et et et e et e e e e eenieeeeeesieeeneenne s 2T

II1.6. Activité antiSpasmMOdIQUE. ......euueieett it ettt e eee et e eee e aireeenneessneeennn 3 ]
CoNCIUSION.........o e 33
Références bibliographiques................cccoeiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 34

Annexes



Liste des tableaux

Tableau 1: Screening phyto-Chimique. ..ottt e e 19
Tableau 2: Echelle numérique de la lecture des résultats du test d’irritation...........................26
Tableau 3: Classification du produit selon I’indice d’irritation primaire cutané IP..................27
Tableau 4: Répartition des souris utilisées pour de 1’activité antispasmodique en lots.............28
Tableau 5: Réactions COlOrMELIIQUES .......uviniiiiiitteiieiit it v e e eeeeee eeeeeeeeeeeenieeeneeeen 3

Tableau 6: Dose-effet de 1’extrait aqueux Borago officinalis 1. chez les souris traitées par

voie orale (TOXICItE QIGUE). ... .oneit ittt e e e e 23

Tableau 7: Premiere lecture apres 14jours d’application du cataplasme de la poudre de

BOUITACKE. . .. oo e e e e e e e, 29

Tableau 8: Premicre lecture apres 14jours d’application du cataplasme des feuilles fraiches de la

BOUITACKE. . ..o e e e e e, 30

Tableau 9: Valeur de I'IC 50 de [D’extrait aqueux de Bourrache et I’acide Ascorbique

.......................................................................................................... annexes 8

Tableau 10: Volume de chaque solution gave chez les souris ....................oeoe. annexes 8

Tableau 11: Résultats du test anti-inflammatoire de 1’extrait aqueux de Bourrache (évolution des

ere

épaisseurs des pattes de 1a 17 SOUTIS.....uveiiiitei i e, annexes 9

Tableau 12: Résultats du test anti-inflammatoire de I’extrait aqueux de Bourrache (évolution des

27 SOUTIS) . e ettt et et e, annexes 9

épaisseurs des pattes de la
Tableau 13: Résultats du test anti-inflammatoire de I’extrait aqueux de Borago officinalis L.

............................................................................................................ annexes 10

Tableau 14: Calcul du pourcentage d’augmentation (% AUG) du I’cedéme en fonction du temps
....................................................................................................... annexes 10
Tableau 15: Calcul du pourcentage d’inhibition de I’cedéme (% INH) en fonction du temps

....................................................................................................... annexes 10
Tableau 16: Comparaison entre pourcentage d’augmentation des différents produits testés

........................................................................................................ annexes 11



Liste des tableaux

Tableau 17: Comparaison entre pourcentage d’inhibition des différents produits testés
....................................................................................................... annexes 11

Tableau 18: Nombre des spasmes enregistrés chez les souris en fonction des différentes solutions

e 10110V R (< = T annexes 12

Tableau 19: Pourcentages de protections enregistrées chez les souris en fonction des différentes

SOIULIONS AAMINISTIEES . . ..ottt t ettt ettt et et et e e e e, annexes 12

Tableau 20: Comparaison entre pourcentage de protection des différents produits testés

........................................................................................................ annexes 12



Glossaire

Adoucissante : A un effet apaisant qui combat 1'inflammation (Mostade, 2015).
Antidépresseur : substances destinées a lutter conte la dépression (Ernest et Paul, 2000).
Anti-inflammatoire : Qui lutte contre les inflammations (Ernest et Paul, 2000).
Antioxydant : Prévient ’oxydation et I’altération des tissus (Aouadhi, 2010).
Antispasmodique : Fait baisser la tension et soulage les spasmes musculaires (Delille, 2007).

Cicatrisant : qui favorise la cicatrisation de plaies et la fermeture de blessures, parfois grice

a une action désinfectante (Aouadhi, 2010).

Diurétique : qui augmente la sécrétion urinaire en agissant a différents niveaux sur la

fonction rénale (Delille, 2007).

Laxatif : qualifie 1’élément chimique actif d’une plante qui facilite 1’évacuation des selles
(Aouadhi, 2010).

(Edéme : C’est un gonflement anormal d’un tissu (Gucrin et Thieulle, 2005).

Sessile : Dépourvu de support, de pétiole, de pédoncule (Aouadhi, 2010).

Tonique : Fortifie et stimule I’activité de 1'organisme en (Delille, 2007).



Introduction

A travers les siecles, les traditions ont su développer la connaissance et I’utilisation des
plantes médicinales ayant pour objectif de vaincre la souffrance et d’améliorer la santé des

Hommes (Iserin, 2001).

L’utilisation des plantes, a des fins thérapeutiques, est rapportée dans les littératures antiques
Arabe, Chinoise, Egyptienne, Hindou, Grecque, Romaine. En Afrique, le pouvoir

thérapeutique des plantes était connu par nos ancétres et nos parents de facon empirique.

Pour prévenir & une amélioration de cette médecine Africaine, plusieurs investigations
phytochimiques ont été faites, afin d’apporter une justification scientifique quant a

I’utilisation traditionnelles des plantes médicinales (Guessan et al., 2009).

En Algérie, la médecine traditionnelle, ainsi pratiquée, trouve un accueil favorable aupres des
populations qui sont, hélas, parfois en proie a un charlatanisme ignorant et dangereux pour les

maladies (Delille, 2007).

Dans la médecine populaire, certaines especes de Borraginacées considérées a tord comme
mauvaises herbes sont en vérit€é des plantes ayant des vertus thérapeutiques comme la
Bourrache peuvent étre utile pour de nombreuses maladies telles que la polyarthrite
rhumatoide et la sclérose en plaques gastro-intestinales, respiratoires et troubles

cardiovasculaires (Sousa et al. ; Alias et al., 2015).

Ainsi, l'objectif de notre travail vise a montrer la richesse de cette plante en métabolites
secondaires démontrer par le screening phytochimique (flavonoides, tanins, anthocynes..),
tester la toxicité aigiie et évaluer quelque activités biologiques et pharmacologiques de la
Bourrache. Pour cela notre étude englobe I’utilisation de I’extrait aqueux pour évaluer
l'activité antioxydante, anti-inflammatoire, antispasmodique et cicatrisante dont l'application
topique de cataplasme a base de feuilles de Bourrache, qui est utilis€ sous la forme

traditionnelle en Algérie.



Chapitre I Partie bibliographique

I.1. Notions sur la phytothérapie et les plantes médicinales

1.1.1 Définition de la phytothérapie

La phytothérapie vient du grec « phyto- » plante « -thérapie », soigner. Par conséquent, la
phytothérapie est le traitement par les plantes. La phytothérapie traite les différentes pathologies

a I’aide de tisanes, d’extraits, de poudres, etc. (Charpentier et al ., 2008).

1.1.2 Notion de plante médicinale, drogue végétale

Selon Joux (2012) une plante médicinale ou simple, définie par la pharmacopée francaise
comme une « drogue végétale au sens de la pharmacopée européenne dont au moins une partie
possede des propriétés médicamenteuses ».

Une « drogue végétale » est une plante ou une partie de plante, utilisées en 1’état, soit le plus
souvent sous la forme desséchée, soit a 1’état frais. L’expression drogue végétale ou, plus
couramment, drogue, désigne une matiere premiere naturelle servant a la fabrication des

médicaments.

1.1.3 Poudre

La poudre est drogue seche, finement réduite. Elle conserve cependant le substrat, c¢’est-a-dire la
partie ligneuse qui n’apporte que I’effet thérapeutique (Boukhobza et Goetz, 2014).

I.1.4 Cataplasme

D’apre Gladstar (2013) le cataplasme est une application externe, sur la peau, d’herbes
humides, d’argile, de 1égumes rapés ou écrasés ou d’autres matériaux absorbants. Il est préconisé

pour enlever les impuretés, soulager la douleur ou stimuler la circulation.
1.2 La Bourrache (Borago officinalis L.)

1.2.1 Historique

Le nom de cette plante attirante par ses jolies fleurs en étoile d’un bleu azur, mais couverte de
poils hérissés, dérive de borago, terme remontant au Moyen-age. Il dérive du latin burra, bure,
étoffe grossiere en laine, du fait de la texture réche des feuilles de Bourrache officinale.
Certains le font cependant dériver de ’arabe abl araq, pere de la sueur, a cause des propriétés
sudorifiques de la plante, reconnues depuis I’Antiquité. La plante était jadis vendue comme

remede dans les officines des pharmaciens (Couplan, 2012).
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1.2.2 La famille des Borraginacées

Les Borraginacées comprennent 2450 especes appartement aux régions chaudes et tempérées
(Beiser, 2012). La famille des Borraginacées est nommée d’apres le genre Borago, elle comporte
également les Consoudes, les Myosotis, les Pulmonaires (Couplan, 2012).

I.2.3 Classification
D’apres la classification APG III en 2009 la Bourrache appartient :

» Regne : Plantea

% Embranchement : Embryophytes

% Sous-embranchement : Trachéophytes
% Super-classe : Spermaphytes

¢ Classe : Angiospermes

¢ Clade : Triporées évoluées ou Eudicots
% Clade: Astéridées

¢ Clade: Lamiidées

¢ Ordre : Borraginales

» Famille : Borraginacées

» Genre : Borago

» Espece : Borago officinalis L.
1.2.4 Description botanique

La Bourrache est une plante annuelle ramifiée pouvant atteindre 1 m de hauteur. Les feuilles sont
alternes , dépourvues de stipules , de 3 a 20 cm de long sur 2 a7 cm de large, celles de la base
sont elliptiques et largement pétiolées, a limbe légerement échancré, les feuilles supérieures
oblongues , de plus petite taille , sessiles et caulinaires ( rattachées a la tige ), elles sont
recouvertes de poils hérissés leur conférant une texture réche, leur bords sont ondulés, la
nervation tres saillante a leur face inférieur (Teuscheret al., 2005). (Figure 1, A). Aux tiges

charnues, fistuleuses, sillonnés, hérissées de poils rapides et presque piquants. (Figure 1, B).
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Nervation
primaire

Nervation
secondaire

Nervation
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Figure 1: Aspect général de Bourrache (Teuscheret et al., 2005; Pierre et Délia, 2007)
A : Feuille B : Tige

D’apres Polese (2006) les fleurs, roses lorsqu’elles sont en boutons, prennent par la suite une
couleur d’un bleu particulierement intense. D’un diametre de 2 cm environ, inclinées vers le bas,
elles sont composées de cinq pétales disposés en étoile autour d’un cone d’étamines noires

(Figure 1, C).

L’inflorescence est longuement pédonculée, en panicule tres lache ou cyme florale; cette
inflorescence unilatérale (fleurs disposée d’un seul c6té) est qualifiée de « scorpénidé », en forme
de queue de scorpion (Ait Youcef, 2006) (Figurel, D). La floraison s’étale généralement de Mars
a Mai (Dufresne et Ouellet, 2010).

Figure 1: Aspect général de Bourrache (Wilson, 2007 ; Chazel, 2012)

C : Fleur D : Pied fleuri

Les fruits est un tétrakéne composé de quatre akenes ou nucules, qui se séparent a maturité,
chacun de forme ovoide ; ils sont carénés sur les deux faces, nus, striés ou ridés en surface,

généralement de couleur brune ; a leur sommet, leur surface est tuberculeuse ; ces nucules sont de

&
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croissance osseuse ; ce fruit est de couleur brune, et a maturité, il est presque noiratre. Chacun des

4 nucules renferme une seule graine dépourvue d’albumen (Ait Youcef, 2006).

Figure 1 : Aspect général de Bourrache (Pierre et Délia 2007 ; Anonyme 1, 2010)

E : Nucules F : Fruits brunes
I.2.5 Origine et habitat

La Bourrache est une plante commune en Europe, elle est répandue dans tout le bassin
méditerranéen. On la trouve a 1’état sauvage ainsi que dans de nombreux jardins, car elle est
robuste, peu exigeante et se reproduit facilement. Certaines sources lui attribuent une origine
nord-africaine, mais elle serait parvenue en Amérique a partir de I’Espagne et du Maroc ou elle

poussait déja au Moyen age (Dufresne et Ouellet, 2010).

La Bourrache est assez commune en Algérie, cette plante se trouve a 1’état sauvage le long des
haies, pres des habitations, sur les tas de pierres et les décombres, et méme sur les terres

cultivées. Elle affectionne particulierement les terres riches en azote (Delille, 2007).

1.2.6 Etymologie

Son nom vient de I’arabe abourach (pere de la sueur), qui fait référence a ses propriétés
sudorifiques. En latin, burra signifie « étoffe a poils longs » et se rapporte a 1’aspect velu de
plante. Son nom botanique « borago » vient du latin « corago» qui signifie « je stimule le coeur

» (Dufresne et Ouellet, 2009).
1.2.7 Principaux constituants

Selon Volak et Stodola (2007) la Bourrache contient des tanins, des mucilages, de la saponine, et

3

des substances minérales. Les jeunes feuilles possédent une forte proportion de vitamine C.
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Ses graines donnent une huile riche en acides gras insaturés (80%) dont I’Acide Gamma
linoléique (AGL), en stérols et en insaponifiables (environ 2%). Certains des composants de la

Bourrache sont rares dans le domaine végétal (Cornaz, 2006).

La plantes contient aussi des alcaloides pyrrolizidiniques qui sont a 1’origine des principes

physiologiques puissants de la Bourrache (Lacoste, 2014).

1.2.8 Parties utilisées et la récolte

On pourrait utilisée toute la plante, mais on ramasse surtout les sommités fleuries ou les fleurs
montées des le début de la floraison et les graines pour en extraire 1’huile (Delille, 2007).

La récolte se fait a la main, en gants, en coupant la partie supérieure de la tige, ce qui entraine
I’apparition de tiges nouvelles. Les parties prélevées sont séchées en couches minces, d’abord au
soleil qui fait flétrir, puis a I’ombre ou en séchoir a 40°C maximum (Volak et Stodola, 2007).

1.2.9 Conservation

La drogue seche est stockée au frais dans des récipients hermétique (en porcelaine, en verre ou
en métal) ce qui la protege de I’humidité et de la lumiere, mais elle perd tres vite son arome

(Teuscheret al., 2005).
1.2.10 Propriétés thérapeutiques

Selon Verbois (2015) la Bourrache est diurétique, laxative, émolliente, et dépurative (jus frais),

elle nettoie le sang de ses impuretés.

+ Purifiante, tonique et régénératrice, elle stimule 1’organisme tout en régulant les échanges
cellulaires.

¢ Antidépresseur 1éger, elle aide a diminuer les tensions, le stress, en adoucissant le caractere.

¢ Elle est apaisante du systéme nerveux.

+¢ Draineur de reins et de la peau, la Bourrache est adoucissante grace aux mucilages qu’elle
contient, elle agit sur I’eczéma.

+ Anti-inflammatoire, elle apaise 1’inflammation des voies urinaires.

+¢ Elle est conseillée dans les néphrites, la rétention d’urine et les coliques néphrétiques.

+¢ Elle ralentit par la méme occasion 1’inflammation dans la bronchite qu’elle soulage-il y a
moins d’irritation - et adoucit les voies respiratoires (en inhalation).

¢ Plante sudorifique, elle agit dans les affections pulmonaires (rhume, pleurésie), les états

fébriles (dans les maladies infantiles : rougeole, scarlatine).




Chapitre I Partie bibliographique

+» Adoucissantes, les fleurs de Bourrache sont utilisées dans les fortes toux et les irritations de
la gorge.

¢ La Bourrache est employée également dans les maladies vasculaires, en raison de son apport
en acides gras essentiels.

++ Calment et antispasmodique
I.2.11 Utilisation alimentaire

La cuisine des fleurs de Bourrache a connu un essor considérable depuis trois ans.
Particulierement melliferes, elles agrémentent avec originalité la présentation et le golt des
salades.

Elles peuvent aussi €tre confites pour parfumer des confitures raffinées ou de délicieuses
boissons rafraichissantes a base de miel et de jus de citron.

Les feuilles, d’aspect duveteux, allient les gofits tonifiants du radis et du concombre a leurs
autres saveurs subtiles. Plus mires, elles peuvent étre préparées comme des épinards, ou encore

agrémenter des potages étonnants.

Elles permettent également la confection de beignets. Un coulis de feuilles de bourrache

accompagnera audacieusement les fromages de chevre frais et certains plats de poisson

(Goffinet et Provincial, 2013).
1.2.12 Usages traditionnels

La racine de Borago officinalis L. est employée au Maroc, dans le rif et dans la région de Fes.
En usage externe : découpée en lamelles, elle sert ensuite en application locale pour réduire les
foulures et les inflammations (réle réparateur peut-étre lié a 1’éventuel effet émollient, anti-
cedémateux et/ou anti-inflammatoire). Alors que les feuilles sont employées en Tunisie, en usage
interne, sous forme de décocté, a raison d’un verre par jour, pour ses propriétés antitussives. Les
fleurs mondées ou les sommités fleuries étaient employées en Algérie en usage interne comme
remede diurétique et sudorifique, de méme en Tunisie. Elles sont administrées en France et en
d’autres pays en tisane sous forme d’infusion a 5 pour mille (5g de fleurs pour 1000ml d’eau),

comme diurétique et sudorifique (Ait Youssef, 2006).

En usage externe sous forme d’un cataplasme appliques sur les bruleurs un hachis de plante frais,
sur les articulations douloureuses un linge imbibé d’une décoction trés concentrée (Djerroumi et

Nacef, 2004).
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1.2.13 Effets bénéfiques de I’huile de Bourrache

D’apres Catier et Roux (2007), la pression de matiere premiere fournit directement 1’huile.
D’une maniere générale, I’extraction a froid donne les huiles vierges dites de premiere pression,
qui sont les seules officinales.

L’extraction a chaud est surtout utilisée dans I’industrie et dans ce cas on peut opérer, soit par
pression, soit au moyen de solvants, les deux procédés étant souvent utilisés successivement.
Les huiles brutes peuvent contenir de 1’eau, des acides gras libres, des résines, des pigments des

substances odorantes qui sont éliminées par raffinage.

L’huile de Bourrache est une huile tres riche en oméga 3 et 6. C’est une des seules huiles
végétales a contenir ’acide gamma-linolénique, efficace contre le vieillissement de la peau.
Antiride, cicatrisante, nourrissante, raffermissante et régénératrice, elle est tres employée en

cosmétique. Elle rend la peau souple, plus élastique ou plus tonique. (Riotte, 2015).
1.2.14 Toxicité

Les alcaloides du groupe des pyrrolizidines sont des composants communs de divers genres
appartenant aux familles des Borraginacées et des Astéracées. Ils présentent des effets toxiques
prononcés sur le foie et les poumons mais des effets cytotoxiques et autres actions mutagenes et

cancérigenes ont également été rapportés (Prota, 2008).

La Bourache élabore des alcaloides surtout au niveau des feuilles, mais en petite quantité

(Iycopsamine, amabiline, intermédine, suminine) (Botineau, 2010), (Figure 2).

Ad<<=aloid=s

iNntaerrmaaecdinis

Figure 2 : Structures chimiques des alcaloides pyrrolizidiniques (Barnes et al., 2007).
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1.2 Molécules bioactives de Bourrache et leurs roles
I.2.1 Mucilages

Les mucilages sont des protecteurs des tissus. IIs ont une action adoucissante et calmante, et sont

tres souvent employés dans les pathologies des systemes respiratoire et digestif (Verbois, 2015).
1.2.2 Polyphénols

Les poly phénols constituent une classe des composés naturels largement présente dans le regne
végétale. Ce sont des substances biologiquement actives qui présentent différentes propriétés
pharmacologiques. Par conséquent, elles présentent un grand intérét pour les scientifiques. En

effet, plus de 8000 structures phénoliques ont été étudiées.

Tout naturellement, les plantes qui en enferment, ont des vertus thérapeutiques et de ce fait, sont

employées pour traiter diverses pathologies (Ouattara et al., 2016).
1.2.3 Flavonoides

Selon Rudi (2012) se sont des pigments végétaux orange et jaunes, ils servent a protéger la
plante des coups de soleil.

Dans l'organisme, ils sont anti-inflammatoires, sudorifiques, protegent les cellules et chassent la
rétention d'eau.

Leur action antioxydante a un effet bénéfique sur le cceur et la circulation, fortifiant et réparant

les parois des vaisseaux sanguins et accroissant la résistance au stress (MclIntyre ,2010).

Au sein des flavonoides, on trouve les flavonoles, les flavones, les flavonoides et les tanins
condensés, les (prényl) chalcones et les dihdrochalcones ainsi que les anthocyanines /
anthocyanides. Les flavonoides sont formés d’un squelette a 15 atomes de carbone (C6-C3-C6)

(Collin et Crouzet, 2011) (Figure 3).

Figure 3: Structure de base des flavonoides (Collin et Crouzet, 2011).
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1.2.4 Tanins

Toutes les plantes contiennent des tanins a un degré plus ou moins élevé Ceux-ci donnent un
golt amer a 'écorce ou aux feuilles et les rendent impropres a la consommation pour les insectes.
Les plantes riches en tanins sont utilisées pour rendre les tissus souples, pour drainer les
sécrétions excessives (Iserin, 2001).

1.2.5 Saponines

Selon Janicke et Gruenwald (2007) les saponines sont fortement moussantes et constituent
d’excellents émulsifiants. Leur principale propriété est de pouvoir transformer des matieres
fermes en matieres fluides. En raison de leur activité superficielle, elles sont proches du savon.
Les saponines irritent les muqueuses, elles ont une action antibiotique et favorisent la digestion.
La primevere officinale, les feuilles de lierre, la racine de réglisse et le marronnier d’Inde sont

riches en saponines.
1.2.6 Anthocyanes

Selon Gazengel (2013) les anthocyanes ou anthocyanosides sont des pigments végétaux
hydrosolubles de couleur rouge violette ou bleue. Ils sont caractérisés par une génine comportant
un noyau flavylium (ou 2-phénylbenzopyroxonium).

Les anthocynes sont tres répandus dans le régné végétal sous forme d’hétérosides
(anthocyanosides). On les trouve dans de nombreuses fleurs, fruits, parfois les feuilles, auxquels

ils conferent leur couleur.

1.2.7 Coumarines
D’apres Silvant (2015) les coumarines sont présentes sous forme de traces dans les huiles
essentielles.
Anticoagulantes, antispasmodiques, sédatives et hypotensives, elles se trouvent surtout dans le
zeste des agrumes (furcoumarines).

1.2.8 Alcaloides

Les alcaloides sont des substances organiques azotées d’origine végétale (elles recelent des
atomes d’azote), toxiques (méme parfois a faibles doses) et a caractere alcalin.
La toxicité dans une plante est toujours signée par les alcaloides, car le corps ne métabolise pas

I’azote, il I’expulse immédiatement (Verbois, 2015).
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Notre travail a été réalisé au sein des laboratoires de pharmacotoxicologie (activité anti-
inflammatoire, activité antispasmodique) et de physicochimie (screening phytochimique,
activité antioxydante) de la filiale ANTIBIOTICAL SAIDAL de Médéa (Mars 2017).
L’activité cicatrisante a été effectuée sur les lapins au niveau de la station expérimentale de la

Faculté S.N.V. (Université Blida-1).
I1.1. Matériel biologique :
» Matériel végétal :

Les feuilles de Bourrache sont récoltées au niveau de la wilaya de Blida (EL Affroun) vers la
fin du mois de février 2017. Elles sont soigneusement nettoyées pour éliminer les impuretés,
séchées, a I’air libre, a 1’abri de la lumiere et ’humidité. La quantité des feuilles récoltées est

de 3kg.

Apre 7 jours de séchage a température ambiante entre (18C° et 23C °), humidité de 18C° du
mois de février, les feuilles sont broyées a 1’aide d’un mixeur électrique, la poudre obtenue est

stockée dans une boite hermétiquement fermée.
» Matériel animal :

Nous avons utilisé 30 souris de laboratoire, ayant les caractéristiques suivantes :

Souche : N.M.R.I SWIS albinos.

Poids : + 20g

Et 6 lapins (d’une peau saine de souche hybride Néozélandaise x Californienne ayant un
poids > 2500g).

Les conditions d’élevage des souris et des lapins répondent aux normes d’une animalerie
conventionnelle :

-T° 22 +2°C.

-Hygrométrie 55 + 5%.

-Nycthémere respectant le cycle circadien saisonnier (12h 1’obscurité, 12h la lumiere).
-Alimentation en granulés ONAB de composition répondant aux exigences de 1’organisme de
chaque espece animale.

- Eau de boisson (eau potable de robinet).

I1.2. Matériel non biologique :

Le matériel non biologique utilisé au cours de nos expérimentations est mentionné dans

I’annexe 1.

@
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I1.3. Méthodes d’étude :

I1.3.1. Préparation de ’extrait aqueux :

Les méthodes d’extractions utilisées ont été adaptées a partir des travaux de Gilani et al.,
(2007).

La préparation de ’extrait aqueux de 10% des feuilles de Bourrache est réalisée en
additionnant 10g de poudre a 100 ml d’eau distillée bouillit, puis laissée 30min avec agitation
de temps en temps a 1’aide d’un agitateur magnétique.

Apres 30min ces extraits aqueux sont filtrés sur papier filtre de type wattman N=° 3.

Le filtrat est ensuite mis dans des petits flacons en verre (Ljubuncic et al., 2005), (Figure 4).

Figure 4: Filtration d’extrait aqueux (Originale, 2017).
I1.4. Screening phytochimique

Il englobe une série des réactions colorimétriques qui permettent d’établir la présence ou
I’absence des métabolites secondaires dans la plante a partir d’un extrait aqueux.

Le screening aide a chercher tous les métabolites secondaires.

Le tableau 1 montre la méthode appliquée a la recherche de chacun de ces métabolites

secondaires.

Tableau 1 : Screening phytochimique (Harborne et al., 1998 ; Raaman et al., 2006).

Métabolites secondaires Méthodes Résultat attendu

Anthocyanes Sml d’extrait aqueux (10%) mélangé avec | Coloration rouge
4ml d’hydroxyle d’ammoniac (NH4OH)

concentré 30%.

Tanins totaux Sml d’extrait aqueux + quelques gouttes | Coloration bleue
de FeCl3 dilué 1% (1g dans 100ml d’eau | noire
distillée).

B
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Irridoides 2 ml d’infusé + quelques gouttes d’acide | Coloration bleue
chlorhydrique. Chauffer un peu.

Flavonoides 5 ml d'extrait aqueux + 5 ml d’acide | Coloration rouge

chlorhydrique + un coupon de Zinc +1 ml

d’alcool iso-amylique.

orange

Leuco-anthocyanes

2 g de poudre+ 20 ml de propanol / acide
chlorhydrique (1/1). Porter a ébullition au
bain

Marie.

Coloration rouge

Alcaloides

S5g¢ de poudre + 50 ml d’éther
chloroforme 3/1 Filtrer apres 24h puis

épuiser avec du HCL.

Précipité rouge

Sénosides

2,5 g de poudre + 50 ml d’eau distillée +
2 ml d’acide chlorhydrique concentré.
Chauffer pendant 15 min+40 ml d’éther.
La couche éthérée est séparée, séchée
avec le sulfate de sodium anhydre,
évaporée + 5 ml d’ammoniaque diluée

(1/2) au résidu refroidi

Coloration violette

rouge

Quinones

Humecter 2 ml d’extrait aqueux par 2 ml
d’acide chlorhydrique + 20 ml de
chloroforme. Apres 3 heures, le filtrat est

agité avec 5 ml d’ammoniaque (1/2).

Coloration rouge

Coumarines

Prendre 1g de poudre de la plante
mélangée avec 5 ml d’éther éthylique
puis agiter et filtrer. Mettre le filtrat sous

I’UV & 365nm.

Formation d’une

trouble

Mucilages

Quelques gouttes d’acide chlorhydrique a
10 % et 5 ml d’éthanol absolu sont
ajoutés a 1g de poudre. Le mélange est

incubé pendant 15 minutes.

Précipité

floconneux

Saponosides

2 ml d’extrait des feuilles de Bourrache,
on ajoute quelques gouttes d’acétate de

plomb (0,3g dans 5Sml d’eau distillée).

Précipité blanc

E
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IL. 5. Evaluation de la toxicité aigué

»  Principe

Afin d'éviter tout éventuel risque de toxicité lors des tests biologiques, il était nécessaire de
réaliser des essais de toxicité. Pour cela nous avons administré aux souris, différentes
concentrations de l'extrait aqueux des feuilles de Bourrache, obtenu en solubilisant la poudre
végétale dans ’eau physiologique a 0.9%. Il consiste a déterminer la dose thérapeutique tout
en déterminant la dose létale 50% (DL50), c'est-a-dire la dose capable de tuer, par la voie
d’administration choisie, la moitié des animaux mis en expérience. L’observation des effets
toxiques sur les animaux ainsi que le nombre de mortalité, se fait a 24 heures et au bout de
deux semaines qui suivent I’administration (Miller et Tainter, 1944).

» Mode opératoire

- Les animaux ont été maintenus a jeun 18 heures avant le début de chaque
expérimentation.
La méthode de dosage fut suivie selon les principes de I’OCDE (Guideline 425) ou nous
avons utilisé 7 lots de souris, auxquels nous avons administré des doses de 500, 1000, 2000,
3000, 4000, 5000,10000 mg/kg de poids corporel, correspondant respectivement a 10 ; 20 ; 40
;60 ; 80 ; 100 ; 200 mg de poudre par g de poids corporel.
- Nous avons administré 0,5 ml de chaque dilution aux souris par gavage a I’aide d’une
sonde gastrique (Figure 5).
- Les souris sont privées de nourriture mais pas d’eau, pendant 2 heures apres

I’administration.

Figure 5: Administration des doses aux souris par gavage (Originales, 2017).

B
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> Détermination de la DL50

L'extrait peut étre toxique pour les souris ou peut ne pas 1'étre aux doses administrées.

Dans le cas ou l'extrait présente une toxicité, nous déterminons alors sa DL50 qui est
exprimée en mg/kg de poids corporel.

Elle consiste a porter directement sur du papier Log. le pourcentage de mortalité en fonction
du log de la dose administrée.

I1.4. Evaluation de ’activité antioxydante
* Méthode DPPH

Le test utilisé pour mesurer le pouvoir anti-radicalaire d’un échantillon est celui décrit par
Bouaziz et Sayadi (2005). Ce test a I’avantage d’éviter 1’oxydation du substrat sur lequel
nous voulons tester I’efficacité d’un antioxydant en choisissant de réduire un radical stable.

C’est le cas du 2,2 diphényl-1picrylhydrazyl (DPPH). Dans ce test le substrat d’oxydation est
un radical stable qui, en réagissant avec une molécule antioxydante se transforme en sa forme

réduite, le DPPH-H (figure 6), avec la perte de son absorbance caractéristique a 517 nm.

& 0.0 Q0
: ,Iq/\\/' + Antioxydant-OH y N’\/ 4 Antioxydant-0' :

Ne N

o N N NO; OIN\JK/NO:

! -
N ,
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Rei DPPH (violet) DPPHH (jaunc)

Figure 6: Réaction de piégeage du radical DPPH par le phénol (Congo, 2012).

On calcule ainsi, la quantité d’antioxydant nécessaire pour faire disparaitre 50% du
DPPH. Ce dernier possede une coloration violette et absorbe a 517 nm.
Quand il réagit avec un antioxydant ou un autre radical, son absorbance et sa couleur typique

disparaissent. Le phénomene peut tre suivi par spectrophotométrie visible.

» Protocole expérimental

50ul de chaque concentrations d’extrait aqueux (0,Img/ml, 0,08 mg/ml, 0,06mg/ml, 0,04
mg/ml, 0,02 mg/ml, 0,01mg/ml) sont mélangé a 2 ml d’une solution méthanolique de DPPH

(2,5mg de DPPH dans 100ml).
4
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Apres agitation, les solutions sont mises a 1’obscurité pendant 30 mn. Puis, les densités
optiques sont mesurées a 517 nm. En parallele, un controle négatif est préparé en mélangeant
50ul d’eau distillée avec 2ml de solution méthanolique de DPPH.

Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard d’acide
ascorbique pour chaque concentration en extrait, le pourcentage d’absorption est calculé:

DODPPH — DO échantillon
% DO = x100
DODPPH

> Détermination de I’IC50

L’IC50 représente la quantité de substance d’antioxydant nécessaire pour réduire 50% de la
quantité de DPPH initialement présente. Elle est exprimée en mg/ml d’extrait végétal.

L’IC50 (%) est obtenue par 1’équation de la droite moyenne du pourcentage de DPPH résiduel
en fonction de la concentration en antioxydant. La plus forte activité anti-radicalaire

correspond a la fraction qui possede la plus faible 1C50.

2 : Extrait aqueux de Bourrache 3 : Solution de DPPH
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< Incubation pendant 30min >
< Lecture par spectrophotometre & 517nm >

Figure 7: Protocole expérimental de 1’activité antioxydante.
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11.5. Etude de P’activité anti-inflammatoire

But: Mise en évidence d’une activité anti-inflammatoire.

Principe: Selon la méthode de Levy (1969), une inflammation locale induite par injection
sous-cutanée d’une solution de Carraghénine dans la région sous-plantaire de la patte
postérieure des souris est réduite lorsque I’animal a recus auparavant une substance anti-

inflammatoire.

Choix du modele animal: La méthode de Levy recommande les rats WISTAR ou les souris

NMRI. Pour des raisons de commodité, c’est les souris qui ont été choisi.
» Mode opératoire

* Afin de mettre en évidence de facon indubitable 1’effet anti-inflammatoire de I'extrait

aqueux de Bourrache, 5 lots de 02 souris chacun ont été constitués:
Lot 1: permettra de vérifier I’effet phlogogene (pro-inflammatoire) de la Carraghénine.
Chaque souris de 20g va recevoir 2ml de solution physiologique (Na Cl a 9%o) par gavage.
Lot 2: Chaque souris de 20g va recevoir 0,4mg /ml de Diclofinac de sodium.

Lot 3: Mettra en évidence 1’effet anti-inflammatoire d'extrait aqueux, chaque souris de 20g

prendra 2ml d’extrait aqueux de Bourrache (10 %) par gavage.

Lot 4: Chaque souris de 20g prendra 2ml d’extrait aqueux de 20 % par gavage.
Lot 5: Chaque souris de 20g va recevoir 2ml d’extrait 30 % par gavage.

- On mesure de nouveau son épaisseur (tl).

- Le gavage est réalisé a 1’aide d’une seringue équipée d’une canule émoussée. (Figure 8,

annexes 2).

- On procede a la mesure de 1’épaisseur antéropostérieur de la patte arriere gauche de chaque
souris au niveau de I’articulation entre le tarse et le métatarse de chaque souris des 05 lots a

I’aide d’un pied a coulisse précis au 1/50 de mm (c’est 1’épaisseur a t0).

- Une demi-heure environ apres 1’administration de chaque échantillon, temps suffisant pour
une bonne absorption du produit ; on injecte, par voie sous-cutané de la patte au niveau de la

région mesurée, un volume de 0.1ml de Carraghénine a 1% dans de I’eau physiologique

E

(Figure 9, annexe 2).
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- Cette injection va provoquer immédiatement une augmentation du volume de la patte de

souris.
- On mesure de nouveau son épaisseur (t1)

- Toutes les 30 minutes, on mesure 1’épaisseur des pattes de toutes les souris (Figure 10,

annexes 2).

L’importance de I’cedéme a été appréciée par la détermination du pourcentage d’augmentation
(% AUG) du volume des pattes des souris.
Volume de la patte au temps T - volume initial (V)
AUG% = x 100

Volume initial (Vo)

L’activité anti-inflammatoire a été évaluée grace au calcul de pourcentage d’inhibition de
I’cedéme (% INH).
AUG % témoin négative - AUG % traité
INH % = x 100

AUG % témoin négative

I1.6. Etude de I’activité cicatrisante
But: tester sur les lapins 1'effet cicatrisant de la plante par utilisation des feuilles de Bourrache
sous forme de cataplasme.

» Mode opératoire

Préparation du cataplasme

1. La poudre de Bourrache est mélangée avec I'eau chaude ou froide, on obtient une pate
de texture consistance (Figure 11, annexe 2).
2. Décoction des feuilles de Bourrache, puis écrasement de ces dernieres dans un mortier

ensuite applique sur la peau de lapin (Figure 12, annexe 3).

Préparation du I'animal

. la veille du jour de I’application du produit, 6 lapins présentant une peau saine sont
tondus au niveau des flancs sur une surface d’environ 14x14cm a 1’aide d’une tendeuse

manuelle (hauteur de la coupe : 0.05cm).

@
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le jour de I’essai, on effectue sur le flanc droit a 1’aide d’une lame de scalpel stérile,

deux scarifications espacées de 0.5cm et longues de 2cm, le flanc gauche reste tel quel, les

scarifications doivent abraser la couche cornée sans provoquer des saignements.

Deux lapins sont utilisés comme témoins et les autres lapins sont traités chacun par

le Madecassol, cataplasme des feuilles de Bourrache (décoction, poudre humide)

(Figure 13, annexe 3).

e On dépose la pommade " Madecassol *’flanc scarifié et le flanc normal (Figure 14,

annexe 3).

e On dépose a I’aide d’une bande de gaz le cataplasme (poudre humide de Bourrache)

sur le flanc scarifié et le flanc normal (Figure 15, annexe 4).

e On dépose a I’aide d’une bande de gaz le cataplasme (des feuilles décoctés de

Bourrache) sur le flanc scarifié et le flanc normal (Figure 16, annexe 4).

e Les lapins sont remis dans des cages individuelles en attendant les lectures des

résultats.

Lecture: vingt-quatre heures plus tard, les résultats sont lus, une seconde lecture est faite

apres 24 heures de 1’application du cataplasme de Bourrache.

Les lectures consistent a apprécier I’érytheme et 1’cedéme selon 1’échelle numérique

représenté au niveau du tableau 2.

Tableau 2: Echelle numérique de la lecture des résultats du test d’irritation.

Pas d’érytheme 0
Léger érytheme (a peine visible) 1

Erythéme | Erytheme bien visible 2
Erytheme important 3
Erytheme grave (rouge pourpre) avec ou sans escarres (lésions profondes) 4
Pas d’cedéme 0
Tres 1éger cedéme (a peine visible) 1

(Edéme | Léger cedéme (contours bien définis, gonflement apparent) 2
(Edéme moyen (€épaisseur environ 1mm) 3
(Edeme grave (épaisseur supérieure a Imm et surface supérieure a la zone 4
d'application)
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Pour calculer I’indice d’irritation primaire cutanée (IP), on additionne les chiffres relevés pour
I’érythéme et I’cedéme a chaque temps de lecture (1 jour jusqu’aux 15jours apres application)
sur les 6 zones scarifiées, d’une part, et non scarifiées d’autre part, puis on calcule la moyenne

des résultats observés.
Lecture des résultats :

Selon la Pharmacopée Européenne, les moyennes des notes obtenues constituent
I’indice d’irritation primaire cutané IP, celui-ci permet de classer le produit en 4 types de

réponses (tableau 3).

Tableau 3 : Classification du produit selon ’indice d’irritation primaire cutané IP.

Non irritant IP<0.5
Légerement irritant 0.5<IP<2
Irritant 2<IP<5
Tres irritant 5<IP<8

I1.9. Etude de ’activité antispasmodique :
But : mise en évidence d’une activité antispasmodique.

Principe : L’injection d’acide acétique 1% par voie intra-péritonéale provoque chez les souris
une relation douloureuse. Cette douleur se manifeste par des spasmes sous forme des
mouvements de torsion de 1’abdomen avec étirement des pattes postérieurs. Une substance

antispasmodique @ la dose active réduit le nombre de ces spasmes (Rahman et al., 2005).

Préparation de D’extrait aqueux : Nous avons préparé trois extrait aqueux a des doses

(0,2g /ml ; 0,1g/ml, 0,3g /ml).
» Protocole expérimental :

La mise en évidence de I’effet anti spasmodique a été réalisée selon la méthode de Rahman
et al., (2005) La solution anti spasmodique a été injecte par voie péritonéale, a raison de
0,5ml /souris suivi 30 minutes aprés par administration de 0,2 ml d’acide acétique par

injection intra péritonéale.

Les témoins ont été chois afin de montrer I’effet neutre de 1’eau physiologie sur le réducteur

ou la provocation des spasmes chez les souris albinos.
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Répartition des lots:
Les animaux ont été répartis en cinq lots de 2 souris représentés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 4: Répartition des souris utilisées pour I’activité anti spasmodique

Nbr Essais Objectifs
du lot

Nbr 1 | Solution physiologique | Vérification de I’action spasmodique de I’acide
puis acide acétique acétique

Témoins | Nbr2 | Solution Spasfon 4 0,008 | Vérification de 1’action spasmodique de médicament
g/ml puis acide acétique

Nbr 3 | Extrait aqueux 0,1 g/ml
puis acide acétique
Nbr 4 | Extrait aqueux 0,2g/ml | Mise en évidence de I’activité anti spasmodique et
Essais puis acide acétique de la relation dose/effet

Nbr 5 | Extrait aqueux 0,3g/ml
puis acide acétique

L’injection d’acide acétique & 1% par voie intra-péritonéale provoque des spasmes sous forme
de mouvements de torsion de 1’abdomen avec étirement des pattes postérieurs des souris

(Figure 17).

Figure 17: Injection d’acide acetique par voie intra-péritonéale et réaction
des souris (Originales, 2017).

L’effet anti spasmodique de D’extrait aqueux de Bourrache est évalué par le calcul du

pourcentage de protection selon la formule suivante (Alaoui et al., 1998).

% Protection = Moyenne des spasmes du lot témoin — moyenne des spasmes du lot essaix 100

Moyenne des spasmes du lot témoin
Lecture des résultats :

Cing minutes apres I’injection de 1’acide acétique le nombre de crampes est comptabilisé

@

chaque 10 minutes durent 120min.
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I11.1 Résultats de I’étude phytochimique
Les résultats du screening phytochimique de Bourrache retenues sont présentés dans le
tableau 6.

Tableau 5: Réaction colorimétrique

Métabolisme secondaire Borago officinalis
Anthocyanes +
Tannins totaux ++
Flavonoides ++

Leuco anthocyanes -

Alcaloides ++
Sénosides -
Saponosides ++
Irridoides -
Mucilages ++
Coumarines -
Quinone -
++ Richesse + Présence - Absence

Le test phytochimique réalisé sur la poudre et I’infusé de Borago officinalis L. révele la
présence de plusieurs familles des composés. Ces résultats montrent que la plante est riche en
tanins, flavonoides, saponosides, les mucilages avec une intensité importante. Il en est de
méme pour les anthocyanes, les alcaloides mais avec une intensité moins importante. Quant
aux coumarines, quinones, irridoides, leuco- anthocyanes et sénosides les résultats obtenus
montrent leur absence ou présence a 1’état de traces vu que les réactions sont négatives.

Nos résultats du screening phytochimique sont en accord avec ceux rapportés par Echavarria
(2016) en Colombie dont les études phytochimique réalisées sur la Bourrache ont révélant la
présence d’un niveau important des tanins, flavonoides, saponosides et des mucilages ainsi
qu’une quantité moindre des anthocyanes et des alcaloides avec absence de coumarines,
quinones, irridoides, leuco- anthocyanes et sénosides.

Selon Bourgaud (2012) il existe des différences composition phytochimique ne sont que le
reflet de I’influence des plusieurs facteurs externes sur la syntheése des métabolites

secondaires.
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I11.2. Evaluation des activités biologiques
I11.2.1 Test de la toxicité aigué
Sept doses de I’extrait brut aqueux ont été testées sur des lots de 2 souris chacun.
Les doses a une seule administration par voie orale sont : 500 ; 1000 ; 2000 ; 3000 ; 4000 ;
5000 ; 10000 mg/kg. Les taux de mortalité sont résumés dans le Tableau 6.
Nous avons procédé a un suivi durant 14 jours d’observation apres administration par voie
orale (gavage) des différentes doses aux différents lots de souris.
Tableau 6: Dose-effet de 1’extrait aqueux Borago officinalis L. chez les souris traitées par

voie orale (toxicité aigué).

Lots Doses | Nb Nb de souries mortes | Taux de Autres signes de
(mg/kg) | d’animaux | apres 14 jours mortalité(%) | toxicité ou morbidité

Témoin |/ 3 0 0% -

Lot 1 500 3 0 0% -

Lot 2 1000 3 0 0% -

Lot 3 2000 3 0 0% -

Lot 4 3000 3 0 0% -

Lot5 4000 3 0 0%

Lot 6 5000 3 0 0% Affaiblissement

Lot 7 10000 |3 0 0%

Apres 14jours de 1’administration des différentes doses de 1’extrait aqueux de Bourrache,
aucune mortalité immédiate n’a été observée pour toutes les souris des 7 lots testées.

Sauf que pour les 3 derniere doses (4000, 5000, 10000 mg/kg), nous avons observé un
affaiblissement des souris durant 14jours apres 1’administration de la dose.

Donc nous avons révélé que 1’extrait de Bourrache n’est pas toxique sur les souris N.M.R.I.
pour toutes les doses testées (DL 50 > 10000 mg/kg).

Les alcaloides pyrrolizidines sont des produits végétaux principalement présents dans la
famille des Borraginacées sont parfois toxique lorsqu’ils sont manggés.

En effet la quantité totale des alcaloides pyrrolizidines (AP) de la plante a été déterminée
comme étant inférieure a 0,001 % (Roeder, 1995). Se qui explique 1’absence réelle de
mortalité chez les souris apre le test de toxicité aigue et pour cela la Bourrache a I’avantage

d’étre d’une grande innocuité a cause de sa faible teneur en AP (Branes et al., 2007).
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I11.2.2 Evaluation de ’activité antioxydante :

Le radical libre DPPH permet I’estimation du pouvoir antioxydant de 1’extrait aqueux de la
plante Borago officinalis L. C’est un radical synthétique de couleur violette qui vire vers le
jaune quand il est réduit. L’intensité de la couleur jaune reflete la capacité anti-radicalaire de

cet extrait.
» Pourcentage d’inhibition

Les résultats obtenus lors du test de mesure de pourcentage d’inhibition du radical DPPH
représentés dans la figure 18 :

100
90
80
S 70
‘i 60
& 50 M % d'inhibition d'extrait de
é 40 Bourrache
R 30 - m % d'inhibition d'acide
20 - Ascorbique
10
O |
0.01 0.02 0.04 o0.06 0.08 0.1
la concentration de I'extrait de Bourrache et acide Ascorbique

Figure 18 : Pourcentage d’inhibition de I’extrait aqueux de la poudre de Bourrache et ’acide
Ascorbique

Les résultats montrent que le pourcentage d’inhibition de radical DPPH (activité
antioxydante) augmente avec 1’augmentation de la concentration, aussi bien pour 1’acide
Ascorbique que pour I’extrait aqueux (feuilles de Bourrache). Néanmoins le pourcentage
d’inhibition pour I’extrait reste faible comparativement & celui de I’acide Ascorbique quelque

soit la concentration.

> Détermination de I’IC50

Les pourcentages d’inhibitions des extraits préparés des feuilles de Borago officinalis L.

comparés a celui de ’acide ascorbique sont représentes dans la figure 19 et le tableau 9

(annexes 7).
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La concentration correspondant a 50 % d’inhibition (IC 50) est inversement liée a la capacité
antioxydante d’un composé, car il exprime la quantité d’antioxydant requise pour diminuer la
concentration du radical libre de 50 %. Plus la valeur d’IC 50 est basse, plus 1’activité

antioxydante d’un composé est grande.

Les résultats d’IC 50 de I’extrait aqueux de Bourrache (feuilles) et 1’acide Ascorbique sont

représentés par la figure 19.

0.06

0.05
0.05 -

0.04 -

0.03 -

1C50 en mg/ml

0.02 -

0.01 -

0.001

Bourrache Acide Ascorbique

Figure 19: IC 50 de I’extrait aqueux de la poudre de Bourrache et 1’acide Ascorbique

D’apres les résultats présentés dans les deux figures (18, 19) I’extrait aqueux de la Bourrache
présente une IC50 de 0.05mg/ml. Il apparait que 1’extrait aqueux de Borago officinalis L.
possede une activité antioxydante mais qui reste faible comparativement a celle de

I’antioxydant de référence en I’occurrence 1’acide ascorbique avec une IC50 de 0.001mg/ml.

En outre, les résultats de 1'activité antioxydant ont montré une activité plus forte par rapport a
celle rapportée par Zemmouri (2015) avec une IC50=150ug/ml. Ces différences pourraient
étre dues aux conditions environnementales et a la répartition géographique, qui peuvent
modifier les constituants de la plante (Hossain et Shah, 2011).

Conforti et al. (2008) ont obtenu par la méme méthode (DPPH) une plus forte activité
antioxydante de l'extrait hydroalcoolique de la partie aérienne de la Bourrache récoltée en
Italie, avec une IC50 de 58ug /ml.

Dans une autre étude sur I’activité antioxydante de I'extrait ethanolique de Borago officinalis
récoltée a I’est algérien a révélé un fort effet inhibiteur également, soit une IC50 de

92,8 ng/ ml (Zemmouri, 2015).
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Par ailleurs, Abuquauod et al. (2016) ont démontré que 1’extrait méthanolique des
feuilles de Bourrache spontanées et cultivée, récolté en Palestine avait un fort pouvoir
anti oxydante.

I11.2.3 Evaluation de ’activité anti-inflammatoire :

Le pourcentage d’augmentation (% AUG) du I’cedeme et d’inhibition de I’cedéme des pattes

des souris sont présentées dans la figure suivante.

35.00%
5§ 30.00% -
®
£ 25.00% -
§° 20.00% - B témoin
©
% 15.00% - B Infusé de 10%
‘g 10.00% - M Infusé de 20%
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Figure 20: Présentation graphique des pourcentages d’augmentation de 1’cedéme en fonction

des traitements apres 30min

4+ Aprés 30 min de I’injection de la Carraghénine dans la patte postérieure gauche nous
avons observé une réaction immédiate et persistante. Elle consiste en 1’apparition d’un
cedeme d’intensité variable suivant les 5 lots. Le témoin est traité avec de I’eau
physiologique, c’est le lot qui a présenté le pourcentage le plus élevé (30.17%) en
comparaison avec les 4 autres lots.

4+ la mesure du pourcentage d’cedéme montre une augmentation significative (p < 0,05) entre
le témoin et la référence, de méme pour le témoin et les deux infusés (20%, 30%) ou le
pourcentage augmente d’cedéme significativement (p <0,05), par contre, il reste non

significative entre le témoin et ’infusé de 10% (p > 0,05).
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Figure 21 : Présentation graphique des pourcentages d’inhibition de 1’cedéme

+ Apres 30 min de I’administration des quatre traitements (eau physiologie, infusé 03, infusé
04 et le produit de référence), nous avons injecté la Carraghénine.

4+ Apres I’administration de la Carraghénine au niveau des pattes postérieures des souris, nous
avons observé la formation des cedémes au niveau des pattes chez toutes les souris des 5
lots, puis on observe une baisse trés importante des cedémes chez le lot de référence traité
par le Diclofinac (76 %).

D’apres les résultats illustrés par la figure 21, nous constatons:

Pour les animaux du lot d’essai 01 traités avec 1’infusé de 0,01g/ml dont la dose de I’extrait

aqueux administrée est de 10 %, une baisse des cedemes est observée (7,62%).

Pour les animaux du lot essai 02 traités avec I’infusé de 0,02g/ml dont la dose de I’extrait

aqueux administrée est de 20%, une baisse importante des cedemes est observée (55,12 %).

Pour les animaux du lot essai 03 traités avec I’infusé de 0,03g/ml dont la dose de I’extrait

aqueux administrée est de 30%, en observe une baisse treés importante des cedemes (66,09%).

4+ Notre étude a montré que la différence entre le pourcentage d’augmentation d’cedéme des
pattes des souris entre le t€émoin et la référence est hautement significative (p<0,001), et
méme entre le témoin et les deux infusés (20%, 30%) le pourcentage d’cedéme présente
une augmentation hautement significative (p<0,001). Ainsi, il existe une différence

significative entre le témoin et lot traité avec 1’extrait aqueux a 10% (p < 0,05).
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Nous amene a dire que 1’extrait aqueux des feuilles de Borago officinalis L. a un effet

anti inflammatoire topique.

Cette activité pourrait étre due a la présence d'antioxydants, selon des études antérieures

(Geronikaki et Gavalas, 2006).

Les travaux de Trancart (2015), sur ’effet anti-inflammatoire de ’extrait aqueux d’Arebia

euchroma L. montre que la famille des Borraginacées possede un pouvoir anti-inflammatoire.

En effet, les résultats obtenus montrent une efficacité similaire de 1’extrait aqueux de Borago

officinalis L. sur I’inflammation aigue.

Cependant, de nombreuses études ont pu montrer que les polyphénols et leurs métabolites
agissaient également comme des modulateurs des voies de signalisation de I’inflammation
(Santangelo et al., 2007 ; Guo et al., 2009). De nombreux travaux semblent indiquer que les

flavonoides possedent des propriétés anti-inflammatoires (Milane, 2004).
3.4 Evaluation de D’activité cicatrisante

L’activité cicatrisante a été testée sur 06 lapins de souche néo-zélandaise a un poids qui varie

de 2,5 a 3,5 kg. Les six lapins ont été traités dans des conditions opératoires durant 15jours.

Les résultats obtenus sont illustrés dans les figures (22, 23, 24, 25).

0 jour 10 jours 15 jours

Figure 22 : Témoin négatif.
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0 jour

5 jours

10 Jours

Figure 23 : Traitement des plaies par la pommade Madécassol (témoin positif).

5 jours

9 Jours

Figure 24 : Traitement des plaies par le cataplasme a base de la poudre (humide) de

Bourrache.
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0 jour 5 jours 8 Jours

Figure 25 : Traitement des plaies par le cataplasme a base des feuilles décoctés de

Bourrache.

L’examen des résultats préliminaires révele que le produit de référence et le cataplasme a base

de feuilles de Bourrache séchées et fraiches agissent d’'une maniere positive sur la cicatrice.

Cependant, ce test nous a permis de remarquer que le cataplasme a base de feuilles fraiche de
Bourrache a montre une cicatrisation rapide (8 jours) par rapport au cataplasme des feuilles

séchées (9 jours) et Madécassol (10 jours) (figures 23, 24, 25).

Ces résultats révelent que le cataplasme a base de feuilles fraiches et séchées (poudre humide)
de Borago officinalis L. améliore nettement la cicatrisation et agit de maniere positive sur la

cicatrice.

L’examen des résultats préliminaires révele que le produit de référence et le cataplasme a base

de feuilles de Bourrache séchées et fraiches agissent d’'une maniere positive sur la cicatrice.

Cependant ce test nous a permis de remarquer que le cataplasme a base de feuilles fraiche de
Bourrache a montre une cicatrisation rapide (8 jours) par rapport au cataplasme des feuilles

séchées (9 jours) et le Madécassol (10 jours) (figures 24, 25).

Ces résultats révelent que le cataplasme a base de feuilles fraiches et séchées (poudre humide)
de Borago officinalis L. améliore nettement la cicatrisation et agit de maniere positive sur la

cicatrice.

Selon Brunet (2008) les tanins ont également un pouvoir cicatrisant car ils favorisent la
régénération des tissus en cas de blessure superficielle, aussi Borago officinalis L. est une
source d'acide y-linolénique. Ceci concorde avec ces travaux qui montrent que la plante

Borago officinalis L. est connue pour ses propriétés cicatrisantes.

E



Chapitre I11

Résultats et discussion

Test d’irritation : Les lectures effectuées durant 4 jours apres application cutanée du

cataplasme de Bourrache, sont consignés dans les tableaux 7 et 8.

» Tableau 7: Premiere lecture apres 2jours d’application du cataplasme de la poudre de

Bourrache.
Lapin n°1(témoin) Lapin n°2(médicaments) | Lapin n°3(cataplasme)
Erythéme (Edeme | Erythéme (Edeéme Erythéme (Edeéme
Flanc D G D G |D G D G |D G D G
1 jour 0 0 0 O 0 0 0 0 0O O 0 0
2°™ jour 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
3™ jours 1 0 1 0 2 0 2 0 0 O 1 0
4™ jours 1 0 0 O 1 0 0 0 0 O 0 0

PI = (12/6+7/6+2/6)/2= 1,75

1 - L’indice d’irritation primaire cutanée donne la valeur PI= 1,75 (0,5 < IP < 2), ce qui

correspond a un produit légerement irritant selon la classification représentée dans le

tableau 7.

» Tableau 8 : Premiere lecture apres 2jours d’application du cataplasme des feuilles

fraiches de la Bourrache.

Lapin n°1(témoin)

Lapin n°2(médicaments)

Lapin n°3(cataplasme)

Erythéme (Edeme | Erythéme (Edeme Erythéeme (Edeéme
Flanc D G D D G D G |D G D G
1 jour 0 0 0O 0 |0 0 0 0 0 O 0 0
2°™ jour 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1
3°™ jours 1 0 1 0 |1 0 1 0 0 0 0 0
4°™ jours 1 0 0 0 |1 0 1 0 0 0 0 0

PI=(11/6+4/6+3/6)/2= 1,5

2-L’indice d’irritation primaire cutanée donne la valeur PI=1,5 (2 < IP < 2), ce qui correspond

a un produit 1égerement irritant selon la classification représentée dans le tableau 8.
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Chapitre I1I Résultats et discussion

Nous avons observé qu’un cedéme tres léger apparait des le 2eme jour dans les plaies non
traitées, les plaies traitées par le Madécassol et les plaies traitées par le cataplasme a base de

feuilles de Bourrache.

Cet edéme s’estompe pour disparaitre aux 3emes jours dans les plaies traitées par le

cataplasme et le Madécassol.

La cicatrice des plaies persiste jusqu’aux 8eme jours de 1’application du cataplasme a base de

feuilles de Bourrache, par contre la cicatrice du lapin témoin négatif durent 15 jours.

D’apres nos résultats, D’extrait de Bourrache est 1égerement irritant, méme si la plante ne
présente qu’un faible pourcentage d’alcaloides toxiques, ceci qui implique utiliser I’extrait
diluée dans des solvants approprié€s et controler les conditions de la toxicité dans ce cas,

I’effet irritant sera moindre.

3.5 Evaluation de P’activité antispasmodique :

120%

c 100%
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(8]
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° 80%
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]
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Figure 26 : Présentation graphique des pourcentages de protection.

Apres injection de 1’acide acétique chez les souris nous avons remarqué des réactions
douloureuses qui se manifestent par des mouvements de torsion de I’abdomen, avec étirement

des pattes postérieures.

La comparaison des résultats obtenus chez les lots traité par les extraits aqueux, avec les lots
témoins positif (Spasfon) et négatif (eau physiologie) montre une différence significatif
(p<0,05) chez les souris traitées par I’extrait de 10% avec un pourcentage de protection

(24,52%) et I’extrait de 20% avec un pourcentage de protection (47,16%).Toute fois 1’extrait

ﬁ



Chapitre I1I Résultats et discussion

aqueux de 30% a été plus actif avec (p<0 ,01) cela releve une diminution tres significative du

nombre de spasme avec pourcentage de protection (62, 26%).

Ce test nous a permit de constater que 1’extrait aqueux de Bourrache présente un effet anti

spasmodique.

Par ailleurs, Gilani ef al. (2007) ont révélé que cette plante médicinale possede un éventuel
effet pharmacologique représenté par une activité spasmolytique importante, qui peut
s’exercer au niveau des appareils cardiovasculaire, respiratoire et gastro-intestinale via un

mécanisme antagoniste avec les ions de calcium.

Cette multitude d’effets s’explique essentiellement par la richesse de cette plante en divers
composés, en particulier en acide gras (Gupta et Singh, 2010). L'extrait brut des feuilles de
Borago officinalis L. est riche en flavonoides qui peuvent étre des antispasmodiques
(Bruneton, 1999).

L’effet bénéfique de Bourrache sur la sant¢ dépend de la composition des composés
phénoliques ayant des effets synergiques (Mhamdi W. et al. ; Mhamdi B. et al., 2010) et les
propriétés suggerent que la composition de la feuille de composé bioactif complexe de cette
espece est plus avantageuse que dangereuse pour la santé humaine en raison de sa teneur en

phénol (Basar et al., 2013).

@



Conclusion

Les plantes médicinales représentent une source inépuisable des substances
et composés naturels bioactifs. Leur utilisation en phytothérapie connait de nos jours un
intérét sans précédent. Une telle thérapie prévient I’apparition des effets secondaires observés

lors de I'utilisation des médicaments de syntheése chimique.

L’étude des propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires, antispasmodiques
d’extrait aqueux des feuilles de Borago officinalis L. espece appartient a la famille des
Borraginacées, localisée surtout dans la région Blida d’une fagon spontanée, a permis

d’obtenir des résultats intéressants.

Dans un premier temps, 1’analyse de 1’extrait aqueux de feuilles de la
Bourrache a mis en évidence la présence des flavonoides et des tanins, mucilages,

anthocyanes, alcaloides, saponosides dans la plante.

Du point de vue toxicologique, le test réalisé a montré que la plante n’est pas toxique a la

dose 1000mg/kg.

Ce qui concerne le test de I’activité antioxydante, anti-inflammatoire, de I’extrait aqueux de
Bourrache les résultats obtenus révélé 1’existence d’effet antioxydant, anti-inflammatoire due

a la richesse de la plante en flavonoides et les tanins.

Le test de 1’effet irritant durent 4jours, appliqué sur les lapins de peau saine révele que les
cataplasmes a base de poudre ou feuilles fraiches de Bourrache ont un effet 1égerement

irritant.

Par ailleurs, 1’étude de 1’activité antispasmodique, indique que 1’extrait aqueux de Borago

officinalis L. présente le meilleur pourcentage de protection (62,26%).

Sachant que notre pays possede une biodiversité immense dont chaque plante se caractérise
par un réservoir assez important des métabolites secondaires avec des caractéristiques
thérapeutiques et pharmacologiques particulieres qui demandent d’étre exploitées par les

recherches, de cet effet, et comme perspectives on propose de :

R/

¢ Compléter I’analyse phytochimique par CGMS afin de mettre en évidence la présence
d’autres métabolites secondaires.

¢ Mettre en évidence d’autres activités biologiques comme :

- Evaluation de I’activité antioxydante par la méthode de Frap.

- Evaluation de I’activité antimicrobienne.
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Annexes 1

Appareillage

» Balance de précision

» Agitateur

» Balance analytique de précision « MU. LA. 017 »
» Balance pour animaux « MU. LP. 012 ».

> Etuve

» Spectrophotometre

Verreries et autres

» Ballons

» Béchers

» Tubes a essai
» Pied a coulisse
» Barreau magnétique

> Burette

» Cages individuelles

» Entonnoir

> Eprouvettes

» Erlenmeyer de 250 ml, de 500 ml,

> Etiquette

» Fioles

» Gants

» Papiers filtres

» Papiers aluminium

» Papiers transparents

» Pipettes graduées

> Portoir,

» Seringue

» Sonde de gavage spéciale aux souris de laboratoire,
» Spatule métallique

Réactifs

» Solution physiologique, Eau distillée
» Alcool éthylique

» Hydroxyde de potassium

» Acide chlorhydrique
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» Ethanol
Méthanol

Acide ascorbique
DPPH

Ether diethylique

YV V V V

Figure 8 : Gavage des souris

Figure 9 : Injection de la Carraghénine Figure 10 : Mesure des pattes des souris

par voie sous-cutanée al’aide d’un pied a coulisse

Figure 11 : Préparation d’un cataplasme a base de la poudre humide de Bourrache
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- oY

Figure 12 : Différentes étapes de préparation d’un cataplasme a base de feuilles décoctés de
Bourrache.

ﬂ

Epilation Incision de la peau

Figure 13 : Différentes étapes de I’activité cicatrisante du lapin témoin.

Epilation ‘ incision de la peau application de pommade ‘

Figure 14 : Différentes étapes de 1’activité cicatrisante du lapin référence.
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Epilation incision de la peau application de cataplasme

Figure 15 : Cataplasme a base de poudre (humide) de Bourrache.

Epilation incision de la peau application de cataplasme
Figure 16 : Cataplasme a base de feuilles décoctés de Bourrache.
¢ Calcul des doses diluées :

Calcule des doses correspondant au poids moyen des souris (20g+).

1°" doses (500mg/kg)

500 mg — 1000g de poids corporel X =10mg
X, — 20g

Chaque souris peut recevoir 0,5ml de volume aqueux, alors :

10mg ——» 2ml Y;=2,5mg

Y, — 0,5ml

2ml est le volume préparé pour chaque lot de souris.
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2°" doses (1000mg/kg)

1000 mg — 1000g de poids corporel X1 =20mg
X, — 20g

Chaque souris peut recevoir 0,5ml de volume aqueux, alors :

20mg —— - 2ml Y,=5mg

Y, — 0,5ml

3" doses (2000mg/kg)

2000 mg — 1000g de poids corporel X3-40mg
X3 —> 20g

Chaque souris peut recevoir 0,5ml de volume aqueux, alors :

40mg ——» 0,5ml Y;3=10mg
Y, — 2ml

4°" doses (3000mg/kg)

3000 mg — 1000g de poids corporel X4-60mg
Xy — 20g

Chaque souris peut recevoir 0,5ml de volume aqueux, alors :

60mg ——» 2ml Ys=15mg
Y, — 0,5ml

5°" doses (4000mg/kg)

4000 mg — 1000g de poids corporel X1 =80mg
X, — 20g

Chaque souris peut recevoir 0,5ml de volume aqueux, alors :

80mg ——» 2ml Ys5=20mg

Ys —0,5ml
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6™ doses (5000mg/kg)

5000 mg — 1000g de poids corporel Xe=100mg
Xe —> 20g

Chaque souris peut recevoir 0,5ml de volume aqueux, alors :

100mg —— 2ml Ye=25mg

Ye — 0,5ml

7°" doses (10000mg/kg)

10000 mg — 1000g de poids corporel X7=200m

X, —> 20g

Chaque souris peut recevoir 0,5ml de volume aqueux, alors :

200mg ——» 2ml Y7;=50mg
Y; — 0,5ml

¢ Pourcentage d’inhibition de 1’acide Ascorbique
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Figure 18: Pourcentage d’inhibition en fonction de 1’acide Ascorbique
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Pourcentage d’inhibition de I’extrait aqueux de Bourrache
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Figure 19: Pourcentage d’inhibition en fonction de 1’extrait aqueux de Bourrache

Tableau9: Valeur de I’IC 50 de I’extrait aqueux de Bourrache et I’acide Ascorbique

ICsp de I’extrait (mg /ml)
Borago officinalis 0,05
Vit C 0,001

» Préparation de la solution de Carraghénine (1 %)

v

X g de poudre de la Carraghénine 50ml I’eau physiologique

g 100ml

X=0,5g de poudre de Carraghénine

v

Nous avons préparé la solution homogénéisée a 1’aide d’un agitateur pour réaliser des

injections de 0,05ml pour chaque souris.
» Préparation des infusions utilisées pour le traitement de I’inflammation
e Infusée N°1 a une dose de 10%

Nous avons préparé I’infusion de 10g de poudre végétale (les feuilles de Bourrache séchées)

dans 100ml d’eau physiologique.
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e Infusée N°1 a une dose de 20%

Nous avons préparé 1’infusion de 20g de poudre végétale (les feuilles de Bourrache séchées)

dans 100 ml d’eau physiologique.

e Infusée N°1 a une dose de 30%
Nous avons préparé 1’infusion de 30g de poudre végétale (les feuilles de Bourrache séchées)
dans 100 ml d’eau physiologique.

» Préparation de la solution de référence Diclofinac (2mg /kg)

o On utilise le Diclofinac sous forme de comprimes de Smg
J La dose active 2mg /kg
. Poids moyen des souris est 20g et chacun regoit 0,5 ml de médicament
0,002g (comprimé) » 1000g (souris)  X=0,4mg/Souris
X > 20g

» Préparation de la solution controéle 0,9 %
Nous avons préparé 9g de Na CI dans 1000ml de I’eau physiologique.

» Représentation des poids des souris et le volume de la solution gavé pour chacune

Tableau 10: Volume de chaque solution gave chez les souris

Lots Poids | V.S.G
1-Eau physiologique 9g /1000ml + Carraghénine (0,05ml) 18 0,45
24 0,6
2-Médicament Diclofinac 0,4mg /ml + Carraghénine (0,05ml) 18 0,45
22 0,55
3-Infusion N° 1 de Bourrache 0,1g /ml + Carraghénine (0,05ml) 23 0,575
24 0,6
4-Infusion N° 2 de Bourrache 0,2g /ml + Carraghénine (0,05ml) 17 0,42
18 0,45
S-Infusion N° 3 de Bourrache 0, 3g /ml + Carraghénine (0,05ml) 20 0,5
22 0,55

Les moyennes des épaisseurs des pattes des souris sont présentées dans les tableaux suivants

(11, 12, 13).
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Tableau 11: Résultats du test anti-inflammatoire de 1’extrait aqueux de Bourrache (évolution

des épaisseurs des pattes de ler souris).

Lot témoin | Infusé | Infusé Infusé Médicament
de 10% | de 20% | de 30%

Epaisseur initial a t0 1,42 1,42 1,53 1,38 1, 38
Epaisseur juste apres injection de | 1,98 1,97 1,42 1,56 1,40
Carraghénine apres 30min a tl

Epaisseur apres 60min a t2 2 2,10 1,72 1,46 1,62
Epaisseur apres 90min a t3 2,24 2 1,85 1,93 1,96
Epaisseur apres 120min a t4 2,82 2,82 1,58 1,56 1,44
Epaisseur apres 150min a t5 1,89 1,81 1,54 1,41 1,42
Epaisseur apres 180min a t6 1,52 1,43 1,54 1,38 1,38

Tableau 12: Résultats du tes anti-inflammatoire de 1’extrait aqueux de Bourrache (évolution

des épaisseurs des pattes de 2eme souris).

Lot témoin | Infusé | Infusé Infusé de | Référence
de 10% | de 20% | 30%

Epaisseur initial a tO 1,45 1,43 1,40 1,50 1,38
Epaisseur juste apres injection de | 1,69 1,74 1,85 1,6 1,56
Carraghénine apres 30min a tl

Epaisseur apres 60min a t2 2 1,78 1,87 1,92 1,62
Epaisseur apres 90min a t3 2,02 2,16 1,95 2,02 1,72
Epaisseur apres 120min a t4 1,96 1,90 1,66 1,56 1,48
Epaisseur apres 150min a t5 1,73 1,69 1,50 1,64 1,40
Epaisseur apres 180min a t6 1,47 1,44 1,40 1,52 1,40
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Tableau 13 : Résultats du test anti-inflammatoire de 1’extrait aqueux de Bourrache

(moyennes des 2 souris).

Lot Témoin Infusé 10% | Infusé 20% | Infusé 30% Référence
t=0 1,435 1,425 1,465 1,44 1,38
t=30 1,855 1,835 1,635 1,615 1,48
t=60 2 1,94 1,796 1,69 1,62
t=90 2,13 2,08 1,90 1,975 1,84
t=120 2,39 2,36 1,62 1,56 1,46
t=150 1,81 1,75 1,525 1,52 1,41
t=180 1,495 1,435 1,475 1,45 1,39

Tableau 14: Calcul du pourcentage d’augmentation (% AUG) de I’cedéme en fonction du

temps :

Lot témoin Infusé de 10% | Infusé de 20% Infusé de 30% | Référence
30min 30,17% | 27,87% 13,54% 10,23% 7,24%
60min 39,37% | 36,14% 22,52% 17,36% 16,66%
90min 48,43% | 45,96% 29,69% 34,81% 33,33%
120min 66,55% | 65,61% 12,50% 6,48% 5,79%
150min 26,13% | 22,80% 5.55% 3,75% 2,17%
180min 4,18% 0,70% 0,68% 0,69% 0,72%
Moyenne | 35,81% | 33,18% 14,08% 12,22% 10,99%
Ecart-type | 0,193341 | 0,20061098 0,09746919 0,11389448 0,112219
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Tableau 15: Calcul du pourcentage d’inhibition de 1’cedéme (% INH) en fonction du temps.

Lot Témoin | Infusé de 10% | Infusé de 20% Infusé de 30% Référence
30min / 7,62% 55,12% 66,09% 76,00%
60min / 8,20 % 42,79% 55,90% 57,68%
90min / 5,10% 38,69% 28,12% 31,17%
120min / 1,41% 81,21% 90,26% 91,29%
150min / 12,74% 78,76% 85,64% 91,69%
180min / 83,25% 83,73% 83,49% 82,77%
Moyenne / 22,02% 63,38% 68,25% 71,77%
Ecart-type |/ 0,30833909 0,18575735 0,21551159 0,21461662

% L’étude statistique a été réalise a I’aide du logiciel Excel. La signification statistique a été

déterminée a la moyenne du test d’analyse de variance a sens unique (ANOVA) suivie par le

test lois normale pour comparaison par pairs.

Tableau 16 : Comparaison entre pourcentage d’augmentation des différents produits testés

Témoin | Référence | Infusé de 10% | Infus de 20% | Infusé 30%
Var 1 35,81 10,99 33,18 14,08 12,22
Témoin 0,0323 0,8373 0,0487 0,0406
Diclofinac 0,0323 0,0561 0,6514 0,8663
Infusé de 10% | 0,8373 | 0,0561 0,0845 0,0696
Infusé de 20% | 0,0487 | 0,6514 0,0845 0,0769
Infusé de 30% | 0,0406 | 0,8663 0,0696 0,0769

P < 0,001*** Hautement significative

P <0,01%* Tres significative

P < 0,05 * Significative

P > 0,05 Non significative
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Tableau 17: Comparaison entre pourcentage d’inhibition des différents produits testés

Témoin | Référence | Infusé de 10% Infusé de 20% Infusé de 30%
Var 2 0 22,02 63,38 68,25 71,77
Témoin 0,000021 0,153988 0,000017 0,000033
Référence 0,000021 0,0086 0,5238 0,8012
Infusé de 10% 0,153988 | 0,0086 0,0169 0,0127
Infusé de 20% 0,000017 | 0,5238 0,0169 0,7101
Infusé de 30% 0,000033 | 0,8012 0,0127 0,7101

P < 0,001*** Hautement significative

P <0,01** Tres significative

P < 0,05 * Significative

P > 0,05 Non significative

Tableau 18 : Nombre des spasmes enregistrés chez les souris

solutions administrées

en fonction des différentes

Lot Dose Nbr des spasmes
S1 S2
Lot témoin Eau physiologie 25 28
Essai 1 Spasfon 8 % 0 0
Essai 2 EA 10% 12 16
Essai 3 EA 20% 16 24
Essai 4 EA 30% 7 13

Tableau 19: Pourcentages de protection enregistrés chez les souris en fonction des différentes

solutions administrées

Lot Dose Moy de spasme | % de protection
Lot témoin Eau physiologie 0,9 % | 26,5 /

Essai 1 Spasfon 8 % 0 100 %

Essai 2 EA 10 % 20 24 .52 %

Essai 3 EA 20 % 14 47,16 %

Essai 4 EA 30 % 10 62,26 %
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Tableau 20 : Comparaison entre pourcentage de protection des différents produits testés

Var Eau physiologique Spasfon | EA 10% EA 20% EA 30 %
Eau physiologique 0,3644 | 0,1478 0,1353 0,1056
Spasfon 0,3644 0,5128 0,7117 0,8865
EA 10% 0,1478 0,5437 0,4003 0,2442
EA 20% 0,1353 0,8169 0,4003 0,612
EA 30% 0,1056 0,95465 | 0,2442 0,612

P <0,001*** Hautement significative

P <0,01** Tres significative

P < 0,05 * Significative

P > 0,05 Non significative
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