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Résumé

Notre présente étude a été réalisée sur les racines d’une plante appartenant a la famille des

asteracées : Carthamus caeruleus L. récoltée dans la région de Tipaza.

Dans le but de valoriser cette plante, nous avons réalisé un test phytochimique ; déterminer

le test de toxicité aigiie et évaluer quatre activités biologiques.

Les résultats du screening chimique ont montré la présence de plusieurs métabolites
secondaires citons les composes : les leuco-anthocyanes, les tanins, les tanins galliques, les
alcaloides, les glucosides ; les flavonoides et les coumarines.

Aprés I’administration de I’extrait aqueux de la poudre des racines de Carthamus
caereulus L a la dose de 2g/kg de poids corporel sur 14 jours d’observation, aucune mortalité
chez les souris n’a été signalée

L’extrait aqueux de Carthamus caeuruleus pouvait ramener le radical libre stable 2.2
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) au diphenylpicrylhydrazine jaune-coloré avec une 1C50 de
0.64mg/ml. Il exhibe une activité antioxydante . Malgré cela elle est inférieure a celle de
I’acide ascorbique (0.16 mg/ml).

L’extrait aqueux 1% présente une meilleure efficacité contre les spasmes (96.20%)
provoqués par I’acide acétique a 1% par rapport aux autre extraits testés (0.25 % et 0.5%). De
plus, il provoque la diminution des spasmes presque de la méme fagon que celle de la solution
de Spasmodyl a 80mg (100%).

L’effet anti-inflammatoire a relevé que ’extrait aqueux des a la dose de 10% réduit
significativement 1’cedéme de la patte de la souris induit par la carragénine.

Quant a P’activité cicatrisante du carthame testé sur la lapine ainsi une personne agée de 50
ans, brulée accidentellement par le four, a monté que la plante est un trés bon cicatrisant qu’il
concurrence le médicament chimique : le Madécassol.

Mots clés : Carthamus caeruleus L., Screening phytochimique, Activité antispasmodique, Activité

antioxydante, Activité anti-inflammatoire, Activité cicatrisante.
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Summary

Our study was carried on the on the roots of a plant belonging to the Asteraceae family: Carthamus
caeruleus L. harvested in the Tipaza region, known locally by the name “Magres gres”

The results of the chemical screening showed the presence of several secondary metabolites such as:
leuco-anthocyanins, tannins, gallic tannins, alkaloids, glucosides, flavonoids and coumarins.

No mortality in mice was reported after administration of the ageous extract of the Carthamus
caeruleus L. root powder at a dose of 2g/kg body weight over 14 days of observation.

The aqueous extract of Carthamus caeruleus L. could bring the stable free radical 2.2 diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) to yellow colored diphenyihydrazine with an IC50 of 0.64mg/ml. it exhibits an
important antioxidant activity. Despite this, it is lower than that of ascorbic acid 0.16mg/ml.

The aqueous extract has a better efficacy against spasme (96.20%) caused by 1% acetic acid
compared to the other extracts tested (0.25% and 0.5%). In addition, it causes the spasm to decrease
almost in the same way as that of the 80mg (100%) Spasmody! solution.

The edema of the batch treated with the highest dose (20%) of Carthamus caeruleus L. aqueous
extract reduced inflammation with a higher percentage (72.61%) than the reference product (51.28%)

When with the activity healing of the Carthamus caeruleus L. on rabbit thus on a 50 year old elderly,
brund accidentally at the four showed that the plant is very good healing which competes with
chemical drug: Madecassol.

Key words: Carthamus caeruleus L., Phytochimic screening, antispasmodic activity, inflammatory

activity, antioxidant activity, healing activity.
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Introduction

Depuis des milliers d’années, ’homme utilise les plantes trouvées dans la nature, pour traiter
et soigner des maladies (Sanago, 2006)

En effet, ’origine de nos médicaments actuels se confond avec ’origine de la connaissance
des « plantes-médicaments », c’est-a-dire avec 1’origine de la phytothérapie. Cette derniére est
basée, encore actuellement, sur la connaissance empirique, ancestrale, sur I’'usage traditionnel,
transmis oralement au cours de siécle et des millénaire. Peu a peu, le nombre des plantes utilisées
s’est accru et leur mode d’emploi a été constamment perfectionné, grace aux progres réalisé par
I’expérience et ’intelligence humaine (Girre, 2006)

Certainement les propriétés médicinales des plantes sont dues a des produits chimiques
(Small et catling, 2000). Ces substances naturelles issues des végétaux ont des intéréts multiples
mis a profit dans I’industrie : en alimentation, en cosmétologie et en dermopharmacie. Parmi ces
composés, on trouve dans une grande mesure les métabolites secondaires qui se sont surtout
illustrés en thérapeutique (Bahorun, 1997). Ces derniers sont par la suite accumulés dans
différents organes et parfois dans des cellules spécialisées de la plante.

Dotée d’un couvert végétal riche et hétérogene, 1’Algérie recele une flore diversifiée en
plantes meédicinales dont le genre carthamus qui est fréquemment utilis¢ en médecine
traditionnelle.

Pour cela nous nous sommes intéressées a une plante médicinale oléagineuse : le carthame
(carthmus caeruleus L.)De la famille des Astéraceae. Cette plante est connue dans certaines
régions d’Algérie telle que Tipaza ou elle est utilisée comme remeéde anti-inflammatoire et un
remede naturel pour la cicatrisation des brulures.

Notre étude a pour but de valoriser et confirmer les vertus de cette plante par des études
scientifiques.

Pour cela nous avons procédé a :
v' Une étude phytochimique qui consiste a un screening chimique de I’extrait

aqueux des racines de notre plante.

v' Une étude biologique permettant d’évaluer quelques activités biologique telles
que l’effet anti-oxydante, antispasmodique, anti-inflammatoire, cicatrisant avec
un test de toxicité de la plante.
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Chapitre | Etude bibliographique

I-1-Généralités
Carthamuscaeruleus L.fait partie de la famille Asteraceae, qui veut dire étoile, « aster » en
Grece (Freire Fierro, 2004). C’est une famille appartenant aux Dicotylédones comprenant
plus de 1500genres et plus de 25000 especes, c'est la famille la plus importante des
Angiospermes, ce sont presque toujours des plantes herbacées avec souvent des racines
charnues: rhizomateuses, tubéreuses ou pivotantes (Crete, 1965), occupant tous les
continents sauf I'Antarctique (Jeffrey, 2007). Le genre Carthamuscomprend 14

especesannuelles, vivaces ou herbacées dontCarthamuscaeruleusL.

I-2-Systématique :

Selon Quezel et Santa, (1963), Carthamuscaeruleus L est classée comme suit :

Régne : Plantae
Embranchement : Spermaphytes
Classe : Dicotylédones

Ordre :Asterales

Famille : Astéraceae

Genre : Carthamus

Espéce : Carthamuscaeruleus L.

Synonyme : Carthamuscaeruleus L /Carduncelluscaeruleus L /Kentrophyllum caeruleum
/Onobromacaeruleus L.

Nom arabe:MerghresGhers, Kenjdar, Gergaa, Qartum

Nom berbére : Amegresdes
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I-3-Description morphologique de carthame

Carthamuscaeruleus L. est une herbe annuelle ou bisannuelle a tige ascendante simple ou tres
peu rameuse de 0,2m & 0,6m glabre dressée et velue (Mioulane, 2004)

I-3-1-L’appareil végétative
v Les feuilles

Les feuilles sont glabres ou pubescentes, fortement nervees, a contour ovale ou lancéolé.
Les feuilles inférieures sont pétiolées, dentées ou lyrées — pennattifides. Alors que les
supérieures sont sessiles amplexicaules ou dentées —€pineuses. (Mioulane, 2004)

Figure 01 : les feuilles de Carthamuscaeruleus L.

v" Les racines

Son Rhizome est composé de racine principale qui évolue horizontalement et
des racines secondaires sortent de racine principale évoluent verticalement. La tige

est simple mesure environ 30 a 60cm, non ramifiées, et n’ont pas des ailes.(Freire

Fierro, 2004)
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Figure 02 : Les racines de Carthamuscaeruleus L.

I-3-2-L’appareil reproducteur

v" Les fleurs

Les fleurs sont bleues, en capitules terminaux solitaires, ont une corolle tubuleuse

que prolongent 5dents a valeur de court de lobes sommitaux. (Mioulane, 2004)

L’inflorescence se présente sous forme d’un capitule dont les fleurs sont bleues, les
bractées de I’involucre sont aranéeuses et trés piquantes. Sa période de floraison s’étale de
Mai a Juillet. (Bowls, 2010)

Figure 03 : Les fleurs de Carthamuscaeruleus L.
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v' Les fruits

Les fruits sont des akénes nettement plus courts que 1’aigrette de 1cm de long.

(Boullard, 2001) les grains sont ex albuminées.(Qenzel et Santa.,1963)

Figure 04 : les graines deCarthamuscaeruleus L.

I-4-Répartition géographique

C’est une espece peu commune que l’on peut rencontrer dans les terrains maigres de
Provence et de Corse. Elle préfere les lieux secs et ensoleillés du bassin méditerranéen, elle
est originaire du Sud-ouest de I’Asie, elle est répandue dans le reste de 1’Asie, en Afrique du
Nord, en Australie, les deux Amériques ainsi qu’en Europe. (Boullard, 2001 ; Mioulane,
2004).

I-5-Utilisation médicinales

Le rhizome duCarthamuscaeruleus L est utilisée en Algérie, en médecine traditionnelle
comme cicatrisant. 1l contribue a soigner les brulures (anti brulure). La richesse de cette
plante en polyphénols lui confere une grande activité anti-oxydante. Les graines sont riches en
amidon et en huile. Il présente aussi un pouvoir réducteur équivalent a 85 mg de vitamine
C/100g de masse fraiche (Hamadi et al., 2014).
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I-6-utilisation traditionnelle

L’utilisation de CarthamuscaeruleusL est répandue en Algérie, les études
ethnobotaniques sur Carthamuscaeruleusont montré que la majorité de la population
locale (74,98%) utilisent les racines de cette plante pour la guérison des brdlures de
divers degrés. (Benhamou., Fazouane., 2013). La partie utilisable est le rhizome,

sous forme de poudre ou de créme préparée dans 1’cau, ou dans l¢ lait.
Des rhizomes frais du Carthamuscaeruleus.Lsont utilisés pour préparer lacreme
traditionnelle; les rhizomes sont nettoyés, épluchés et coupe dans de petits morceauxet
bouillis dans I’eau pendant 12 heures. Ils sont refroidis, ensuit filtrés, pour obtenir la

créme qui est prét pour I’utilisation.(Benhamou., Fazouane, 2013)



Chapitre | Etude bibliographique

I-7-Activités biologiques étudiées
I-7-1-Activité antioxydante

Les radicaux libres sont des molécules qui portent un ou plusieurs électrons non apparié (seul),
ce qui les rendent trés réactifs vis-a-vis d’autres molécules, I’ensemble est appelé «
Espéces Réactives Oxygénees » (ERO) (Favier, 2003). Dans des conditions normales, la
balance antioxydant/pro oxydant est en équilibre (Favier, 2003), dans d’autres, il apparait un
désequilibre entre les ERO et la capacité du corps a les neutraliser, il y a perturbation de cette
balance en faveur des pro oxydants ce qui désigne le stress oxydatif (Boyd et al., 2003).

L’antioxydant est défini comme toute substance qui lorsqu’elle est présente en faible
concentration, comparée au substrat oxydable, retarde ou réduit de maniere significative
I’oxydation de ce substrat. Les principaux antioxydants sont : Vit C, Vit E, B-caroténe, les
flavonoides, les tanins, les coumarines et les phénols (Diallo, 2004).

I-7-2-Activité anti-inflammatoire
I-7-2-1-L’inflammation

L’inflammation est un processus physiologique de défense de 1’organisme contre une agression
qui entraine une altération tissulaire. Sa premicre fonction est d’éliminer ou d’isoler 1’agent
agresseur (bactérie, virus,...) du reste de I’organisme en permettant ainsi d'accélérer, la réparation
du tissu lésé (Weil et al., 2003).

La réponse inflammatoire se déroule en quatre étapes : la reconnaissance des signaux de danger, le
recrutement de cellules sur le site d’infection, 1’élimination du pathogeéne et la résolution de
I’inflammation conduisant a un retour a 1’homéostasie et a la cicatrisation du tissu 1ésé. En
absence d’une résolution, une inflammation chronique s’installe (Barton, 2008).

I-7-2-2-Types d’inflammation
Elle peut étre aigué ou chronique :
» Inflammation aigué (1A)
C’est la réponse immédiate a un agent agresseur. Elle est de courte durée (quelques heures a
quelques jours) et se résorbe sans ou avec un traitement mais elle peut laisser des séquelles si la

destruction tissulaire est importante (Rousselet et al., 2004 ; Charles et al., 2010).

Les signes chimiques de I’IA décrits par Celse in Stevens et al (2003) (signes cardinaux de Celse)
sont :

» Rougeur (rubor) liée a I’hyperémie,

» Gonflement (tumor) lié a I’exsudat de ’hyperémie,

» Chaleur (calor) liée également a I’hyperémie,

» Douleur (dalor) résultant de la libération de bradykinine.

Le processus de I’TA est destiné a neutraliser les agents pathogeénes et a restituer au tissu 1€sé sa
fonction initiale. Il existe quatre principaux types d’évolution de I’inflammation aigué : la
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résolution, la cicatrisation, I’abcédassion et la progression vers 1’inflammation chronique.

» Inflammation chronique (IC)

L’inflammation chronique (IC) se manifeste pendant plusieurs semaines a plusieurs mois voire
méme plusieurs années (Diallo, 2004).

I-7-3-Activité cicatrisante
I-7-3-1-Définition de la plaie

Une plaie est une Iésion produite par un agent mécanique dont I’action vulnérante dépasse la
résistance de I’organe touché; en ce qui concerne la peau, elle représente une interruption de la

surface cutanée et donc une porte d’entrée potenticlle pour un agent infectieux (Giorgio et al,
2003).

1.3.3.2. La cicatrisation

Une cicatrice est la partie visible d’une Iésion du derme aprés que le tissu se soit réparé, suite a une
incision au cours d’une opération ou apreés une blessure la cicatrice en est le résultat final.
(Mélissopolus et Levacher , 2006 ).

La cicatrisation est le phénomene physiologique qui va permettre de rétablir la continuité de la peau
ainsi que ses fonctions. La cicatrisation est un phénoméne complexe dont la connaissance a
beaucoup évolué depuis le développement des techniques de biologie moléculaire (Schaffler et
Menche, 2004 ; Poirier, 2007). C’est un processus physiologique permettant la fermeture d'une
plaie, qu'elle soit d’origine chirurgicale ou accidentelle (Giorgio et al.,2003).
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Figure 5: Représentation 3D de la peau humaine(Encyclopédie)
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Chapitre 2 Matériel et méthode

Notre étude a été réalisée a SAIDAL de Médéa dans la filiale ANTIBIOTICAL. Sur une
période allant du 06 février jusqu’au 06 juin 2017.

L’étude de D’activité anti-inflammatoire, cicatrisante, anti-oxydante, antispasmodique et les
tests phytochimiques de la plante ont été réalisée respectivement dans les laboratoires
suivants : pharmacotoxicologie et physico-chimique.

11-1-MATERIEL
11-1-1-Matériel végétal

Le matériel végetal utilisé est le systeme racinaire de Carthamuscaeruleus L.
I1-1-2-Matériel animal

Le matériel animal nous a été fourni par SAIDAL. Les espéces qui sont utilisées sont : les
souris et les lapins.

» Pour I’étude de la toxicité aigue : nous avons fait le test sur 10souris du genre Albinos
NMRI, dont le poids varie entre 20-23g.

» Pour I’¢tude de I’activité anti-inflammatoire : nous avons fait le test sur 20souris du genre
Albinos NMRI, dont le poids varie entre 20-23g.

» Pour I’¢tude de I’activité cicatrisante des plaies : nous avons fait le test surl lapin femelle
du genre Wistar albinos dont le poids de 350g

» Pour I’étude de I’activité antispasmodique : nous avons fait le test sur 15 souris du genre
Albinos NMRI, dont le poids varie entre 18-21g.

» Les deux espéces d’animaux sont hébergées dans les mémes conditions qui sont :

X/
X4

L)

Température : entre 20°C a 24° C.
Humidité : 50%.

Eclairage : 10heures.

Boisson : eau de robinet Adlibitium.
Alimentation : Granulés O.N.A.B

e

AS

K/ X/
LR X4

7/
X

L)

I1-1-3-Matériel humain

L’étude de I’activité cicatrisante des brulures a eté testée sur une personne de 50 ans de
sexe féminin qui a été accidentellement brulée par le four et une fille 4gée de 18 ans (partie
abdominale brulée par 1I’eau chaude) en présence d’un clinicien.

I1-1-4-Matériel non biologique

Le mateériel utilisé au laboratoire (I'appareillage, la verrerie et les reactifs) est énuméré en
Annexe |.
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11-2-Méthode d’étude
I1-2-1-Préparation des échantillons
% Préparation de la poudre

Apres avoir récolté et asséché les racines de la plante a étudier, ces dernieres ont été
découpées, et pilées dans un mortier propre puis finement broyées. La poudre ainsi obtenue
est conservée a I’abri de la lumicre dans des flacons en verre fermés.

% L’extrait aqueux 20% de carthame (infusé) :

Nous avons mélangé 20g de poudre dans 100ml d’eau distillée bouillie puis laissée 20 min
pour infusion avec agitation de temps en temps. L’extrait aqueux obtenu est ensuite centrifugé
a 1000 tours/min pendant 10minutes pour le débarrasser des débris de plantes puis filtré sur
papier filtre de type wattman.(pharmacopée Européenne 2002)

% La pommade

Les racines de cette espéce sont tres utilisées dans le traitement des brulures dans la région de
Tipaza, sous forme de pommade. Cette derniére est préparée a partir des racines
préalablement lavées et épluchées, puis écrasées a I’aide d’un mortier, on ajoute quelques
gouttelettes d’eau puis mettre les racines dans une compresse stérile, nous les pressons dans
une boite stérile, les mettons dans 1’air, quelques minutes pour devenir une pommade. Nous le
gardons au réfrigerateur.
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I1-2-2-Méthode de screening phytochimique préliminaire

Ces tests sont effectuées sur la poudre et I’infusé. Cette analyse a été effectuée selon les
méthodes préconisées par Bruneton(1990)et Trease et Evans(1987).

e Caractérisation des principaux métabolites secondaires
» Les anthocyanes

Nous avons introduit 5 ml d’infusé dans un tube a essais auquel nous avons ajouté
quelques gouttes d’ammoniaque '5. La réaction donne une coloration bleue en présence des
anthocyanes.
» Les leucoanthocyanes
Dans un bécher de 20 ml, nous avons introduit 2 g de poudre végétale et 20 ml d’un mélange
de propanol /acide chlorhydrique (1/1). lls ont été portés au bain marie bouillant pendant
quelques minutes.
Une coloration rouge se développe en présence des leucoanthocyanes.
» Lestanins
On a pris 5 ml d’infusé auxquels on a rajouté quelques gouttes d’une solution de Fe C13 a 5%.
La réaction donne une coloration bleu-noire en présence des tanins.

% Les tanins catéchétiques

Dans un bécher, 15ml d’infusé sont additionnés a 7 ml de réactif de Stiasny. La réaction
donne une coloration rouge en présence des tanins catéchétiques.

STIASNY : (méthanol-acide chlorhdrique concentré2 :1 V/V)

% Les tanins galliques

On a pris a I’aide d’une pipette graduée 5 ml d’infusé qu’on a introduit dans une fiole
puis on a rajouté 2 g d’acétate de sodium et quelques gouttes de Fe CI3.
Aprés agitation, une coloration bleue foncée apparait en présence des tanins galliques.

» Les alcaloides

On a fait macérer dans une bouteille en verre 5g de poudre humecté avec de
I’ammoniaque 2 pendant 24h dans 50ml d’un mélange éther chloroforme (3/1). Le mélange
obtenu est filtré. Ainsi, le filtrat obtenu est épuisé par 2 ml d'acide chlorhydrique 2N.
Apres adjonction de quelques gouttes du réactif de DRAGENDORFF, la présence d'alcaloides
se manifeste par le développement d'un trouble ou d'un précipité dans la bouteille.

> Les flavonoides

10
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On introduit dans une fiole 5 ml d’infusé et 5 ml d’HCI, un copeau de Mg et 1 ml
d’alcool isoamylique. L’ensemble est agité pendant quelques minutes.
La réaction donne une coloration rouge orangée en présence des flavonoides.

» Les saponosides
Dans un tube a essais, on introduit 2 ml d’infusé auxquels on rajoute quelques gouttes
d’acétate de plomb. La formulation d’un précipité blanc indique la présence des saponosides.

> Les quinones
% Les quinones libres

Dans un bécher, 2g de poudre humectée par 2ml d’acide chlorhydrique N sont mis en
contact pendant 3heures dans 20 ml de chloroforme. Le mélange est filtré puis agité avec 5 ml
d’ammoniaque 2. L'apparition d'une coloration rouge indique la présence des quinones libres.

0,

% Les quinones combinées

A 2g de poudre on additionne 5 ml d’acide sulfurique 2N, I’ensemble est porté a reflux
pendant 2h.
La solution extractive est filtrée puis épuisé par 20 ml de chloroforme. Cette solution
chloroformique est évaporée a sec a 1’aide d’un évaporateur rotatif puis épuisée par
I’ammoniaque '%. Une coloration rouge apparait en présence des quinones combinées.

» Les sénosides:

Dans une fiole conique on a introduit 2,5 g de poudre végétale, puis on a rajouté 50 ml
d’eau distillée et 2ml d’acide chlorhydrique concentré. Le mélange est chauffé¢ dans un bain-
marie pendant 15 min. Apres refroidissement, I’ensemble est agité avec 40 ml d’éther. La
couche éthérée est séparée et séchée avec le sulfate de sodium anhydre, ensuite évaporée a
siccité.

Au résidu refroidi, on rajoute 5 ml d’ammoniaque diluée '%. Une coloration jaune ou orangée
se développe.

Le chauffage de cette solution au bain-marie pendant 2 mn donne une coloration violette
rouge en présence de sénosides.

» Les coumarines

Faire bouillir a reflux 2g de poudre dans 20 ml d’alcool éthylique pendant 15 min puis
filtrer. A 5ml du filtrat, rajouter 10 gouttes de la solution alcoolique de KOH a 10% et
quelques gouttes d’HCl a 10%. La formation d’un trouble indique la présence des coumarines.

> L’amidon

A 2g de poudre végétale on rajoute quelques gouttes d’lode (12). Une coloration bleue violette
est obtenue en présence de I’amidon.

11
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» Lesglycosides

A 2 g de poudre végétale on rajoute 10ml de H2SO4. La formation d’une coloration rouge
brique ensuite violette indique la présence des glycosides.

» Les mucilages
Nous avons ajoutée quelque goutte de 1’éthanol absolu a 1 ml de filtrat de 1’infusé.
L’obtention d’un précipité floconneuse par mélange indique la présence de mucilage.

I1-3-Etude des activités biologiques
11-3-1-Etude de la toxicité aigué de I’extrait aqueux

> But:

Le but de cette étude est de déterminer la toxicité de notre plante donc de déterminer la dose
Iétale (DL50) qui est la dose capable de provoquer la mort de 50% des animaux aprés une
administration unique.

Afin de ne pas sacrifier beaucoup d’animaux dans nombreuses tentatives préliminaires, nous
avons opté pour la notion de « test limite » : si la dose de 2g/kg ne provoque pas de mortalité,
signifié que le produit n’est pas toxique, donc la détermination de la dose létale est inutile
OCDE(2009).

» Principe :

SelonOCDE(2009),unessailimitepeutétreeffectuédesrongeurs (sourisetrats) en administrant
par vois intra gastrique une dose unique de produit tester qui soit au moins égale 2g/kg du
poids corporel sur un lot composé de 10 souris et les observé pendant 140jours afin de
signaler les signes de mortalité.

S’il n y’a aucune mortalité dans les 140jours, le produit est considéré comme non toxique
ainsi que la détermination de la DL50 est inutile.

» Mode opératoire :
v/ 1 étape : choix, pesée et préparation des animaux en lots

Pour réaliser le test limite nous avons choisis des souris comme animaux d’expériences, a
nombre de 10, preéalablement pesée et répartis dans 2 lot de 5 souris chacun (témoins et lot
essais) les lots sont maintenus dans des cages en polypropyléne.

v/ 2°M étape : Préparation des solutions administrées : ’eau physiologique
Et I’extrait aqueux

v’ 3™ étape : mode d’administration des solutions.
= Mettre les souris jeun de nourriture la veille de test, I’eau n’est pas limitée

12
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= Le lendemain, pour réaliser I’administration il faut commencer par la contention qui
doit étre ferme, pour éviter toute morsure et maitriser les réactions parfois trés vives de
la souris

» Prendre la souris par la main la base de la queue et de I’autre saisir la nuque en
formant un pli aussi large que possible en arriére des oreilles entre le pouce et 1’index.
Cette manipulation est plus simple effectué si la souris est placée sur une surface non
glissante « exemple un grille ».

» Par vois intra gastrique, 1’aide d’une sonde de gavage que nous avons administré aux
souris les produit a tester (eau physiologique « lot témoin », et extrait aqueux « lot
essal »).

Lot témoin : chaque souris regoit 0.5 ml d’eau physiologique.

Lot essai : chaque souris regoit 0.5 ml de la dose préparée de I’infusé des racines de
carthame ; a raison 2g/kg du poids corporel. Priver les souris de nourriture pendant 3
heures apres I’administration du produit.

L’obtention des souris se fait pendant 14 jours afin de signaler les Ssymptodmestoxicité.
11-3-2-Evaluation de I’activité antispasmodique

> But:

La mise en évidence de I’effet réducteur de spasme de ’extrait aqueux chez les souris de
laboratoires provoqués par I’acide acétique.

» Principe :

L’injection d’acide acétique a 1% par vois intra péritonéale (figure00) provoque chez les
souris une réaction douloureuse. Cette douleur ses manifeste par des spasmes sous forme de
mouvements de torsion de 1’abdomen avec étirement des pattes postérieures une substance
antispasmodique a la dose active réduit le nombre de ces spasmes (Rahman et al. 2005).

» Choix du modeéle animal

Pour la réalisation de cette expérience, il est recommandé d’utiliser des souris (Rahman et al.
2005).
On a fait cinq lots (1, 2, 3, 4,5) de 3 souris réparties de fagon aléatoire (tableau01)

» Choix des essais

La mise en évidence de I’effet antispasmodique a été réalisée selon la méthode Rahman et
al. 2005.
Certains étapes ont été complétées afin d’avoir le maximum de détails, en 1’occurrence :

= Les témoins ont été choisis afin de montrer I’effet neutre de 1’eau distillé eau sur le
réducteur ou la provocation des spasmes chez les souris albinos.

= Effet antispasmodique des produits testés par rapport aux témoins (eau distillée)

= Comparaison avec un antispasmodique officinale, le Spasfon.

= Etablir une corrélation entre la dose et 1’effet.

13
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» Choix des doses
Pour une infusion a mettre une cuillére & café (environ 2.5g) par tasse donc on a fait 3 doses
(Une dose inférieure qui est un extrait aqueux a 1%, une dose identique qui est un extrait
aqueux a 205g, une dose supérieure et doublées qui est un extrait aqueux a 5%.
» Protocol expérimentale

La solution antispasmodique a été administrée par voie orale (gavage (figure09), a raison
de 0,5ml/souris suivi 30minutes apres par 1’administration de 0,2ml d’acide acétique par

injection en intra péritonéale (Rahman et al. 2005)

Tableau 01 : la répartition des lots est faite selon le tableau suivant :

N lot Essais Objectifs
Témoins 01 L’eau distillé puis | Verification de
acide acétique I’action spasmodique
de I’acide acétique
02 Solution spasfon a | Vérification de
0,22% puis acide | I’effet
acétique antispasmodique de
référence
Essai de [Dextrait | 03 Extrait aqueux 1% | Mise en évidence de
aqueux de puis acide acétique. | I’activité
carthamuscaeruleus | 04 Extrait aqueux 2,5% | antispasmodique et
L puis acide acétique de la relation entre la
05 Extrait aqueux 5% | dose et I’effet
puis acide acétique

Figure 6 : gavage de I’extrait aqueux Figure 7 : Injection de I’acide acétique

de carthamuscaeruleusL. par vois intra péritoneale
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> Lecture des résultats

5 minutes aprés I’injection de I’acide acétique le nombre des crampes des 3 souris a eté
comptabilisé durant 10 minutes(Rahman et al., 2005)

» Calcule du pourcentage de protection

Le pourcentage de réductions des spasmes ou le pourcentage de protection chez les souris
traitées par rapport aux témoins est calculé selon la formule cité par (Alaoui et al. 1998) :

% de protection=Mt-Me/Mtx100
Mt : moyenne des spasmes du lot témoin

Me : moyenne des spasmes du lot essai

11-3-3-Evaluation du pouvoir antioxydant

Le DPPH est un radical libre stable qui possede une coloration violette foncée. Une fois
réduit, il devient jaune pale. Ceci est di aux molécules responsables du pouvoir antioxydant
présent dans 1’extrait aqueux. Cette capacité de céder les hydrogenes est mise en évidence par
une méthode spectrométrique en suivant la disparition de la couleur violette de la solution
contenant le DPPH. Le principe résume la réduction du radical 2,2-diphényl-1-picrylhydrazil
par les substances anti radicalaires (Figure 11).

Le pouvoir antioxydant sera compareé par la suite avec 1’acide ascorbique (Vit C).

0 0
& 2 . e
{3 8 0N u—n/ +RH el 0, N N—N' +K _

1: Diphenylpicrylhydrazyl (free radical) 2: Diphenylpicrylhydrazine (nonradical)

Figure 8 : Forme libre et reduite du radical DPPH (Molyneux, 2004).

» Préparation de la solution mere de DPPH

Le DPPH est solubilisé dans le méthanol a raison de 2,4mg / 100ml, sous agitation
magnétique pendant une demi-heure.
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> Préparation de la solution mere et les dilutions de I’extrait aqueux

Comme premiere étape, un gramme (1 g) de poudre est mélangé sous agitation
magnétique pendant 25min dans 10 ml d’eau distillée bouillante. La solution obtenue est
filtrée avec du papier filtre «Wattman».

Des dilutions de notre extrait ont été préparées en choisissant différentes concentrations (0,2 ;

0,4;0,6;0,8;1;1,2mg/ml).

0,1 ml de chacune des dilutions est melangé avec 3,9ml de la solution méthanolique de
DPPH.

Aprés une période d’incubation de 30min a la température du laboratoire et a 1’obscurité
ainsi qu’a I’abri de 1’02 atmosphérique.
En paralléle, la solution d’acide ascorbique a été préparée

L’expérimentation a été effectuée en utilisant un spectrophotométre UV-VIS a longueur
d’ondes de 517nm.

> Calcul

Les résultats peuvent étre exprimés par le pourcentage d’inhibition des radicaux libres
(19%) en utilisant la formule suivante :

% d'aCtiVité anti'oxydante = [AbS contréle'Abs échantillon / AbS contréle] X 100-

Avec :

% DPPH : Taux du DPPH piégé ou taux d’inhibitions.
Abs T : Absorbance du témoin (solution de DPPH —blanc) en (nm).
Abs E : Absorbance de 1’échantillon.

11-3-4-Evaluation de Pactivité anti-inflammatoire

» Principe

Selon la méthode de Levy (1969), I’injection de la carraghénine sous l’aponévrose
plantaire de la patte de la souris provoque une réaction inflammatoire qui peut étre réduite par
un produit anti-inflammatoire.

Cette étude permet de comparer la réduction de 1’oedéme plantaire aprés administration de
doses égales du produit de référence et du produit anti-inflammatoire a tester (Colot, 1972).
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» Mode opératoire

Afin de mettre en évidence de fagon indubitable 1’effet anti- inflammatoire, les souris sont
répartis en 4 lots de 5 souris chacun, a savoir trois lots traités et un lot témoin. Les souris des
5 lots ont été mises a jeun pendant 18 heures avant I'expérimentation. Le gavage (au temps
t0) a été réalis¢ a I’aide d’une sonde gastrique.

> Lots traités :

Lot R : les souris sont gavées avec 0.5 ml d’un anti-inflammatoire (Diclofenac®) ;
1 comprimé de 75mg dans 750 ml d’eau physiologique.

Lot 1 : Souris gavées avec 0.5 ml a une dose de 1000 mg /kg d’extrait brut.

Lot 2 : Souris gavées avec 0.5 ml a une dose de 2000 mg /kg d’extrait brut.

> Lottémoin T :

Lot T : recoit par gavage de I’eau physiologique 0.9% sous un volume de 0.5ml.

L’inflammation est provoquée par I’injection de 0.025 ml d’une solution de carraghénine
a 1% sous I’aponévrose plantaire de la patte arriere gauche de chaque souris 30 min apres
I’administration du traitement (Figure 13).

Figure 9: Injection de la carraghénine par voie sous cutanée

Au temps t4, I’activité anti-inflammatoire de 1’extrait deCarthamuscaeruleus L. a eté évaluee
en sacrifiant les souris par rupture de la nugue puis en coupant les pattes postérieures au
niveau de I’articulation tarso-métatarsienne (Figure 15).

17



Chapitre 2 Matériel et méthode

Figure 10 : Une patte enflammée Figure 11 : coupure de pattes postérieures
au niveau de I’articulation
tarso-métatarsienne

Les pesées sont faites a 1’aide d’une balance analytique.

Le pourcentage d’augmentation des poids de la patte (% d’oedéme) est donné par la formule
suivante :

M. des pieds de la patte gauche-Moyenne des pieds de la patte droite

% d’cedéme = x 100

Moyenne des pieds de la patte droite

Le pourcentage de réduction de 1I’oedéme chez les souris traitées par rapport aux témoins est
calculé comme suit :

% d’cedéme témoin - % d’cedéme d’essai

%de réduction de I’cedéme = x 100

% d’cedéme témoin
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11-3-5-Evaluation de I’activité cicatrisante
11-3-5-1-Etude de I’activité cicatrisante des plaies

> But

Le but de notre travail est de tester I’effet cicatrisant de la plante par 1’utilisation d’une
pommade des racines de carthamuscaeruleus avec la vaseline et comparer avec un produit
Madécassol

> Principe

Le principe consiste en 1’application du produit a tester en méme temps que la vaseline et
d’un produit cicatrisant de référence sur des plaies préalablement provoquées par une série de
scarifications. L application des produits est effectuée quotidiennement durant 14jours.

» Protocole expérimentale
On a adopté la technique de Pourrat, (1993).

On a réalisé notre étude sur 1 lapin. Sur chacun d’entre eux trois zones distinctes sont
délimitées sur 1’une des faces dorsales (figurel7) de surface environ 18 cm2 a I’aide d’une
paire de ciseaux stérilisée puis avec des rasoirs jusqu’a I’apparition nette de la peau.

Dans chacun des trois zones on effectue deux scarifications paralleles a 1’aide d’une lame
rasoir stérile.

Une échelle de cotations a été fixée afin de suivre 1’évolution du processus de
cicatrisation.

On tient compte de quatre parameétres (tableau02). Chacun a recu une valeur numérique
de 0 a 4 définie de la facon suivant :
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Tableau02 : les quatre paramétres de cicatrisation.

Profondeur de la plaie -profondeur nulle 0
-légérement creusel
-peu profonde?2
-assez profonde3

-trés profonde4

Apparition de I’cedéme -pas d’cedéme 0
-cedéme tres léger 1
-cedéme visible 2
-cedéme moyen 3

-cedéme grave 4

Présence d’un bourgeon -absence de bourgeon0
-petit bourgeon 1

-gros bourgeon 2
-bourgeonnement massif 3

-exces de bourgeonnement 4

Epaisseur de la plaie -pas de croute 0
-début de croute 1

-croute en voie d’épaississement 2

-croute assez épaisse, granuleuse 4
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Animalerie

Température 25°C, 12h lumiére/12h obscurité

Humidité 50 & 60 %

1 Lapin femelle Albinos

v

Délimitation de 3 zones sur la surface

dorsale de 18 cm2

l

Effectuer 2 scarifications paralleles

dans chaque zone

— l

i

Zone 1 : témoin négatif

vaseline

Zone 2 : produit a tester

Pommade de carthame

Zone 3 : produit de référence

Pommade de Madicassol

l

Traitement journalier pendant 14 jours

Enregistrement de quatre parameétres

Figure 12 : protocole de cicatrisation épidermique chez les lapins (Pourrat,
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A : délimitation des trois
zones et des lignes pour
faire les scarifications apres
la tondre

B : scarification paralléle
dans chaque zone

C : Application des produits

Figure 13 : Etapes de ’activité cicatrisante

22



Chapitre 2 Matériel et méthode

11-3-5-2-Test clinique :

L’activité cicatrisante de la pommade extrait des racines du carthame a été testée comme
traitement appliqué directement apres 1’accident sur la partie affectée pendant jours une fois

par jour.

Figure 14 : Main d’une personne qui a été accidentellement brulée par le four
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Chapitre 111 Résultats et discussion

I11-RESULTATS ET DISCUSSION

Dans cette partie de notre travail, nous avons présenté les résultats obtenus concernant le
screening phytochimique et 1’évaluation des activités biologiques (anti-inflammatoire, anti-
oxydante, antispasmodique, cicatrisante).

I11-1-Résultats du screening phytochimique
L’étude phytochimiquea ¢été effectuée sur I’infusé et la poudre des racines de
CarthamuscaeruleusL. Selon le protocole du métabolitea mettre en évidence. Les résultats

obtenus sont rassemblés dans le tableau 03

Tableau 03 : Résultats du screening phytochimique

Les molécules testées Observation Résultats
Anthocyanes Coloration rouge +
Leuco anthocyanes Coloration rouge +++
Tanins Coloration bleue noire +++
Tanins gallique Coloration bleue foncé ++
Tanins catéchéque Absence de couleur -
Saponosides Absence de mousse -
Flavonoides Coloration orangé +
Alcaloides Présence d'un  précipité | ++
rouge et marron
Coumarines Formation d’un trouble ++
Glucosides Coloration rouge brique +++
Mucilages Présence de précipitation ++
L’amidon Coloration bleue violet +++
Quinones libre Coloration orangé +
Quinones combinées Absence -
Sennosides Absence -
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Les reésultats sont classés en : réaction trés positive (+++), réaction moyennement positive
(++), réaction positive (+) et réaction négative (-).

Le test phytochimiqueréalisé sur la poudre et I’infusé¢ de Carthamuscaeuruleus L. révéle la
présence de plusieurs familles métabolites.

Ces résultats montrent la présence de polyphénols tel que : les leucoanthocyanes ; les tanins ;
les tanins gallique ; les alcaloides ;les glucosides ; I’amidon ; les mucilages et les coumarines.

On note aussi la présence des quinones libres ; les flavonoides ; les anthocyanes et les
terpénes ; d’autre part, on note une absence remarquable des sennosides; les quinones
combineées ; les saponosides et les tanins catéchiques.

Nous avons tenté de comparer les résultats du présent travail avec ceux obtenus par
Aissaoui et al 2011 reéalisé également au CRD sur la broyat des racines de Carthamuscaeruleus
L. leurs résultats contrairement aux notre montrent la présence des saponosides et 1’absence des
anthocyanes et tanins.

Cette difference de composition chimique est probablement due soit a la période de la
récolte de la plante ou bien aux conditions environnementales de la plante vu que
I’échantillonnage n’a pas été réalisé sur le méme site ni durant la méme période.

Selon Ghestem et al (2001), la composition chimique d’une plante varie avec son cycle
vegétatif. Ces variations peuvent étre quantitatives traduites par la teneur en principe actif qui
passe par une maximum et décroit ensuite, ou qualitatives par I’apparition d’un principe actif et
disparition d’un autre au cours du développement.

I11-2-Résultats de I’évaluation des activités biologiques
I11-2-1- Evaluation de la toxicité aigué

Une seul dose d’infusé (dose limite) de 2g/kg du poids corporel est testée sur un lot de 10
souris pour une seule administration par voise intra gastrique (voie orale)

Au cours de notre étude sur la toxicité et selon nos conditions expérimentales, la dose utilisée
de 2g/kg de I’infusé de la poudre des racines de Carthamuscaereulus L. n’a révélé aucune
mortalité, ce qui nous permet de déduire que la DL50 est supérieure a 2g/kg de poids corporel
et que I’infusé de la poudre des racines de Carthamuscaereulus L. sera considéré comme non
toxique.

Par ailleurs, Paris et Moyse (1981) rapportent que la survie des souris serait due a la
présence des tanins qui sont considérés comme des contre poisons des alcaloides.
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111-2-2-Evaluation de P'activité antispasmodique

Les résultats obtenus par le test de I’activité antispasmodique de I’extrait aqueux de
Carthamuscaerruleus L. sont présentés dans le tableau 04

Tableau04 : les pourcentages de protectiondes spasmes enregistrés chez les souris en fonction
des différentes solutions administrées.

Lot Dose Nombre de spasme Pourcentage de
protection
Lot témoin Eau physiologique 79 0
Essai 01 Spasfon 0 100
Essai 02 EA (0,25%) 4 62.02
Essai 03 EA (0.5%) 23 70.88
Essai 04 EA (1%) 30 96.20
porcentage de protection
120
100
80
60
40
H porcentage de protection
O T T T T
& ) S Y $
\o\o > :,,Q'g9 <</t—§‘;b <</c,°:'b <</c5—,'z’
S
&

Figure 15 : pourcentage de protections des spasmes enregistrées chez les souris en fonction
des différentes solutions administrées.

Les doses D3 (plus forte: 1%), D2 (dose moyenne:0.5%) et D1 (faible dose 0.25%) d’extrait aqueux de
CarthamuscaerruleusL. provoquent la diminution des spasmes avec des pourcentages de protection
respectifs (96.20%), (70.88) et (62.02%).

Ces résultats nous ont réveélé que la dose D3 (la plus forte : 1%) provoque la diminution des

spasmes presque de la méme facon que celle de la solution de Spasmodyl a 80mg (100%).

L’extrait aqueux 1% présente une meilleure efficacité contre les spasmes provoqués par

I’acide acétique & 1% par rapport aux autre extraits testés donc on peut dire que cette dose

posseéde un pouvoir antispasmodique.
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L'efficacité d’extrait aqueux de CarthamuscaerruleusL. contre les contractions pourrait
étre liée a sa teneur en composés phénoliques et les flavonoides. Ils agissent en bloquant
les canaux de calcium. Les flavonoides agissent également en inhibant la réponse des
récepteurs membranaires specifiques a I'action des stimulants
(acétylcholine,noradrénaline). (Saleh et al., 1985 ; Saleh et al., 1987).

111-2-3-Etude du pouvoir antioxydant
» Détermination du pourcentage d’inhibition du radical DPPH

Les résultats obtenus lors du test de mesure de pourcentage d’inhibition du radical DPPH
(1,1- Diphenyl-2-picryhydrazyl) sont enregistrés dans la figurel6

Nous constatons que le pourcentage d’inhibition du radical libre augmente avec
I’augmentation de la concentration soit pour 1’acide ascorbique ou pour I’extrait aqueux de

la poudre des racines de CarthamuscaereulusL

y=13,486x + 22,65
R2=0,9814

=0—Acide ascorbique

== extrait aqueux

c
=
=
e
=
=
o

Q
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©

-
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Figure 16: Pourcentage d’inhibition d’extrait aqueux deCarthamuscaeuruleus L.et 1’acide

ascorbique

On note que I’efficacité antioxydante augmente avec la concentration de I’extrait
aqueux. Cependant, le pourcentage d’inhibition du radical libre pour 1’extrait aqueux est
légerement inférieur a celui de 1’acide ascorbique pour toutes les concentrations utilisées.
Pour une concentration de 1 mg/ml, P'extrait aqueux de la poudre des racines de
CarthamuscaereulusL a révélé un pourcentage d’inhibition de DPPH de 81,69 % tandis

que I’acide ascorbique est de 86,57 % (Figurel6)
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> Détermination d’IC5
Tableau05 : les valeurs d’IC50

Acide ascorbique 0,16 mg/ml

Extrait aqueux de Carthamuscaeruleus L. 0,64 mg/ml

L’IC50 est inversement li¢ a la capacité antioxydante d'un composé. Elle exprime la
quantité d'antioxydant requise pour diminuer la concentration du radical libre de 50 %. Plus
la valeur d’IC50 est basse, plus I'activité antioxydante d'un composé est grande

Les valeurs d’IC50 d’extrait aqueux de Carthamuscaeuruleuset de 1’acide ascorbique sont

indiquées dans letableau 05.

L’extrait aqueux de Carthamuscaeuruleuspouvait ramener le radical libre stable 2.2
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) au diphenylpicrylhydrazine jaune-coloré avec un 1C50
de 0.64mg/ml. Il exhibe une activité antioxydante,qui est inférieure a celle de I’acide

ascorbique (0.16 mg/ml).

Il semble que ’activité antioxydante est liée a la présence des composés phénoliques de
I’extrait aqueux de la poudre des racines de CarthamuscaereulusL. Ils sont connus
comme de puissants antioxydants (Shahidi, 1992) et comme des réducteurs des radicaux
libres (Villano et al., 2007). Les composés phénoliques sont des constituants tres
importants dans les extraits et leur capacité de balayage des radicaux libres est due a leurs

groupes d'hydroxyles (Hanato et al.,1989).

111-2-4-Evaluation de ’activité anti-inflammatoire

Les résultats obtenus des Pourcentages d’augmentation et de réduction de I’cedéme des

quatre lots sont présentés dans les tableaux 08 et 09 (annexe) et la figure 17.
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L1 : Extrait aqueux carthamuscaeruleus10%, L2 : Extrait aqueux carthamuscaeruleus20% ; Référence :

Diclofenac®

Figure 17: Pourcentages d’augmentation et de réduction de I’cedéme des quatre lots.

Quatre heures apres I’injection de la carraghénine, la mesure du pourcentage d’cedeéme
(figure 17) montre une augmentation significative de 32,02% chez le lot témoin. Par
contre, on observe une augmentation peu significative de 15,60%, de 9,55% et de 8,77%
respectivement chez les lots traités R, L1, L2. Aucune différence n’est observée chez le lot
témoin (T) qui a recu uniquement de 1’eau physiologique, par contre on note une
diminution de I’cedéme de 51,28% ; de 70,17% et de 72,61% respectivement chez les lots
traités par le médicament de référence (Diclofenac®) et les extraits L1 et L2

On remarque que l'cedéme du lot traité par la plus forte dose (20%) d’Extrait aqueux
carthamuscaeruleusréduit I’inflammation avec un pourcentage plus important (72,61%) par
rapport a celui du produit de référence (51,28%). Donc on peut dire que notre extrait aqueux
posséde une activité anti-inflammatoire plus efficace que celle du produitderéférence.

L’activité anti-inflammatoire de ’extrait aqueux (L2) peut étre expliquée par leur richesse
en composeés phénoliques en particulier les flavonoides. En effet, les flavonoides inhibent
I’inflammation par diminution de la libération de certains médiateurs. (Manuila et al.,
2004). Leur efficacité pharmacologique, en tant que composés anti- inflammatoire, dépend
de leur structure de base des résidus hydroxyles, ils exercent un effet suppresseur sur les
médiateurs au niveau des tissus enflammé (Takano-Ishikawa et al.,2006).

En outre ; les travaux de Debuigue, (1984) ont révélé que ’activité anti-inflammatoire de
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I’extrait aqueux de carthamuscaeruleusL. peut s’expliquer par la présence des composés

polyphénoliques (les tanins et les flavonoides) et des alcaloides.

111-2-5-Evaluation de I’activité cicatrisante
111-2-5-1-Evaluation de I’activité cicatrisante des plaies

Les parameétres de cicatrisations étudies(profondeur des plaies,I’cedéme, bourgeon, et
épaisseur de la croute) sont résumes dans le tableau 10 11 et 12(Annexe) et son illustrés par la
figurel8 et 19.

2,5
2 I8
=¢==Pommade de Carthamus
15 caeruleuslL,
== vaseline
1
Madecassol
0,5
0 T 'I"I'l\'l'l\'lV‘_|
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figure 18 : Résultats de de I’activité cicatrisante de la pommade préparé a partir des racines de
Carthamuscaeruleus L. vis-vis du produit de référence Madecassol

1. Profondeur de la plaie

D’aprés notre résultats, les scarifications sont identiques le 1'® jour de traitements pour les trois
zones (figure 19)

On enregistre au 3°™ jour, que la profondeur des scarifications traitées par la pommade de
Carthamuscaeruleus L. (1,7mm) est moins importante par rapport aux zones traitées par
Madécassol (1,8mm) et la vaseline (1,9).

On note une bonne cicatrisation pour le Madécassol et la pommade de Carthamuscaeruleus
L. & part que les délais de guérison sont déférentes. La profondeur des plaies traitées par
Carthamuscaeruleus L. est nulle au 11°™ jour. Tandis que les zones traitées par le
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Madécassolla profondeur des plaies disparaissent au 13°™ jour et les zones traitées par la
vaseline la profondeur des plaies ne disparaissent pas au 14°™ jour.

2. L’apparition de I’cedéme

D’une fagon générale, les résultats obtenus au cours de notre expérience nous montrent
I’absence de 1’cedéme pour les trois zones (témoin négatif vaseline, zone traitée madécasol
produit de référence, et zone traitée par la pommade de Carthamuscaeruleus L.) ce qui signifie
que ce traitement ne provoque pas I’inflammation.

3.Présence de bourgeon

Le bourgeon est relativement peu marqué. Il se manifeste dés le 4°™ jour pour les plaies
traitées avec la pommade de Madécasol et la pommade de Carthamuscaeruleus L. il diminue
rapidement pour disparaitre définitivement au 7™ jour.

Dans le cas de scarification de témoin négatif, le bourgeon apparait au 2°™ jour et persiste
jusqu’au 9°™ jour.

4.Epaisseur de la croute

On n’a constat¢ que la croute dans les trois zones traitées par la pommade de
Carthamuscaeruleus L. et la pommade de Madécasol apparait au 3°™ jour et persiste jusqu’a
10°™ jour pour la pommade de Carthamuscaeruleus L. et 11°™ jour pour Madécasol. Et pour la
vaseline, la croute apparait au 4°™ jour et persiste jusqu’a 13°™ jour.

L’examen de nos résultats préliminaires révele que le produit de référence et la pommade
préparé agissent d’une maniere positive sur les quatre parametres de la cicatrisation
(profondeur de la plaie (résultat des moyennes de la profondeur de I’activité cicatrisante de
Carthamuscaeruleus L. en fonction de temps), cedéme, bourgeon et épaisseur de la croute.

Cependant ce teste nous a permis de remarquer que la pommade a base de Carthamuscaeruleus
L. montre une cicatrisation rapide (11°™ jour) par rapport au madécasol au 13°™ jour.

Donc la pommade de Carthamuscaeruleus L. contient un ensemble de composés
polyphénoliques cicatrisants plus efficaces.

Selon Volak et Stodola(1983), I’intérét médicinal des composés polyphénoliques réside
essentiellement dans leur caractére astringent : leur propriété de coaguler les albumines des
muqueuses et des tissus en créant ainsi une couche de coagulation isolante et protectrice ayant
pour effet de réduire I’irritabilité et la douleur et d’arréter les petites saignements.

Les travaux de Gazenge, (2001) ; Ghestem et al., (2001) ; Catier et Roux, (2007), sur
’activité cicatrisante montre que : Les tanins presentent un caractére commun : leur capacité
de coaguler les albumines, les métaux lourds et les alcaloides ayant la propriété de tanner la
peau : c’est-a-dire de la rendre imputrescible.

Selon Grunwald et al., (2006), les mucilage végétaux exercent une action favorable contre
les inflammation.
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A les plaies en 1" jour

B : les plaies en 3°™ jour
apres le traitement

C : les plaies en 7™ jour
apres le traitement

D : les plaies en 14°™ jour
apres le traitement

Figure 19: Accélération du phénoméne de cicatrisation en 1%, 3°M¢ 7°Me et 14°™ jour aprés
traitement par la vaseline, la pommade et le madécassole
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111-2-5-1-Evaluation de ’effet de Carthamuscaeruleus L.sur la repousse des poils

A la fin de notre expérience, on a remarqué une repousse des poils chez la lapine avec la
pommade issue des racines de CarthamuscaeruleusL.

La lapine traitée avec CarthamuscaeruleusL a récupéré ses poils entiérement (presque
90%) contrairement aux lots témoins (positif et négatif) qui ont récupéré respectivement
35% et 25% de poils (figure 20).

pourcentage de repousse des poils

80 -
70 A
60 -
50 A
40 -
30 A
20 A

B pourcentage de repousse des
poils

pommade de Madécassole Vaseline
Carthame

Figure 20 : effet de la Pommade de Carthamuscaeruleussur la repousse de poils en

Comparaison avec le Madécassol et la vaseline

Les poils jouent plusieurs fonctions importantes chez I’Homme et les mammiféres en
général (Ebling, 1987). Plusieurs anomalies peuvent toucher les poils tels que I’hirsutisme
et I’alopécie (Marieb, 1993) Les follicules pileux sont d’importants réservoirs de cellules
souches pouvant régénérer 1’épiderme. Ils jouent probablement un role important dans la
guérison des plaies (Morasso et Tomic, 2005). Ainsi, la qualité de la cicatrisation est
affectée chez les personnes ayant subi une destruction des follicules pileux.

L’étude d’Adhrijan et collaborateurs en 2003 rapportent que l'extrait de feuilles
d’Hibiscus rosa-sinensis, a un effet puissant sur la croissance des poils de rat albinos. Il est
probable que I’effet de la promotion de la croissance des poils est dii & une stimulation
hormonale de l'extrait des plantes. Les oestrogenes prolongent la phase anagene de
croissance des poils, par contre les androgénes sont responsables de la perte de cheveux
(Upadhyay et al,2012a,b).
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Un certain nombre de chercheurs ont montré que les flavonoides ont une activité sur la
croissance des cheveux par le renforcement de la paroi du capillaire des petits vaisseaux
sanguins alimentant les follicules pileux, ces composants améliorent la circulation sanguine
favorisant ainsi la croissance des poils (Kobayashi et al, 1993). Par ailleurs, la pommade
de CarthamuscaeruleusL apporte un certain stimulus sur le systeme pileux, dont le
mécanisme d’action responsable n’est pas établi et reste un support prometteur a confirmer

par les futurs travaux.
111-2-5-3-Test clinique

Aprés avoir été autorisé par un spécialiste en dermatologie nous avons appliqué la
pommade de racines de carthame sur la main brulée d’une personne agée de 50 ans et sur la
partie abdominale d’une jeune fille brulée par 1’eau chaude.

Les résultats testés sur la main brulée du 1°" jour jusqu’au huitiéme jour sont donnés par la
figure 21.

Les résultats que nous avons obtenus sont extraordinaires du fait que 1’application du
carthame a un effet cicatrisant tres efficace sur les brulures de la main de la personne
brulée. Son effet est visible & partir de la 1°® application et nous n’avons noté aucune bulle
de pus sur la partie brulée.

Au cours du 3°™ jour du traitement, nous remarquons que la partie de la peau endommaggée
disparaisse. (Figure 21 (C)).

Au cours de 5™ jour du traitement, nous remarquons une amélioration visible de la peau et
une cicatrisation de la zone atteinte. (Figure21(D)).

Aprés 8°™ jour du traitement, la peau reprend son état normal avec guérison totale. (Figure
21 (E)).

Concernant Les résultats testés sur la partie abdominale d’une jeune fille brulée par ’eau
chaude du 1° jour jusqu’au huitiéme jour sont approximativement les mémes que ceux de
la mainbrulée.

Les résultats obtenus par I’étude de 1’activité cicatrisante indiquent que la pommade de
carthame est capable d’accélérer la progression de la cicatrisation des brulures. Selon
Ghestem et al., (2001), la cicatrisation est certainement di a la présence de métabolites
secondaires tels que les tanins. D’aprés Gazenge, (2001) ; Catier et Roux, (2007), se sont
aussi les composées bioactifs (les saponosides, les tanins et les alcaloides.) qui sont
responsables de 1’activité cicatrisante. Donc ’effet cicatrisant de la pommade de carthame

peut étre expliqué par la richesse de cette plante en cescomposés.
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A : Etat de la brulure 1 jour B : application de traitement

X

C :Aspect de brulure aprés le éj'ourt D : Aspect de brulure aprés le 5™ jour

du traitement du traitement
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E : Aspect de la main de la personne brulée aprés le 7¢™ jour (guérison totale)

Figure 21 : Evaluation du processus de cicatrisation des brulures (du 3°™ jour, 5°™ jour et du
7¢™ de traitement)

Les résultats que nous avons obtenus sont spectaculaires du fait que l’application du
carthame a un effet cicatrisant trés efficace sur les brulures de la main de la personne brulée.
Son effet est visible & partir de la 1% application, car nous n’avons noté aucune bulle de pus sur
la partie brulée.

Au cours du 3°™ jour du traitement, nous remarquons que la partie de la peau endommagée
disparait. (figure 21 (C)).

Au cours de 5°™ jour du traitement, nous remarquons une amélioration visible de la peau et
une cicatrisation de la zone atteinte. (Figure 20 (D)).

En fin, au bout du 7°™ jour du traitement, la peau reprend son état normal avec guérison totale.
(Figure 21 (E)).

Les résultats obtenus par 1’étude de I’activité cicatrisante indiquent que la pommade de
carthame est capable d’accélérer la progression de lacicatrisationdes brulures. Selon Ghestem
et al., (2001), la cicatrisation est certainement di a la présence de métabolites secondaires tels
que les tanins. D’aprés Gazenge, (2001) ; Catier et Roux, (2007), se sont aussi les composées
bioactifs (tel que: les saponosides, les tanins et les alcaloides.) qui sont responsables de
I’activité cicatrisante. Donc 1’effet cicatrisant de la pommade de carthame peut étre expliqué
par la richesse de cette plante en ces composés.

36



Conclusion



Conclusion

Ce travail s'inscrit dans le cadre de valorisation de la flore algérienne. 1l a porté sur la
plante connue traditionnellement pour ses vertus thérapeutiques « Carthamus caeruleus L. »
récoltée dans la région de Menaceur, située au Sud-Ouest de la wilaya de Tipaza durant le
printemps de ’année 2017.

Plusieurs aspects de la poudre des racines de Carthamus caeruleus L. ont été étudié: les
propriétés phytochimiques, la toxicité aiglie et les activités biologiques.

Les résultats de screening phytochimique des racines de « Carthamus caeruleus L. »
obtenus montrent la présence massive des leuco-anthocyanes, des tanins, des tanins galliques,
des alcaloides, des glucosides, des coumarines, de 1’amidon, et des flavonoides. Cependant les
tanins catéchiques, les saponosides, les sennosides, et les quinones combinées sont totalement
absents dans notre extrait.

L’¢étude de la toxicité aigiie pendant 14 jours d’observation indique que 1’administration
de la dose de 2g/kg de poids corporel d’extrait de la poudre des racines de Carthamus
caereulus L par voie orale (VO), se montre non toxique chez les souris.

L’extrait aqueux de Carthamus caeuruleus présente une activité antioxydante
importante avec une 1C50 de 0.64mg/ml. En revanche ; elle est inférieure a celle de ’acide
ascorbique (0.16 mg/ml).

L’extrait aqueux de Carthamus caeruleus L. a 1% provoque la diminution des spasmes
presque de la méme facon que celle de la solution de Spasmodyl a 80mg.

L’cedéme du lot traité par la plus forte dose (20%) d’extrait aqueux de carthamus
caeruleus réduit I’inflammation avec un pourcentage plus important (72,61%) par rapport a
celui du produit de référence le Diclofenac (51,28%).

Les résultats de L’évaluation des propriétés cicatrisantes montre que 1’évolution du
pourcentage de la contraction des plaies traitées par le madécassol est meilleur par rapport a
celles traitées par la vaseline, ainsi nous remarquons que 1’évaluation du pourcentage de
contraction des plaies traitées par la pommade de Carthamus caeruleus L est beaucoup plus
rapide (plus efficace) par rapport a celles traitées par la vaseline et le madécassole. On peut
conclure que I’évaluation du pourcentage de contraction des plaies traitées par la pommade
est plus efficace que les plaies traitées par la madécassol.

L’observation faite sur la repousse des poils chez la lapine traitée par la pommade de
Carthamus caeruleus L. et I’absence de ce processus par le traitement des deux témoins
négatif et positif : la vaseline et le madécassole démontre la capacité de la plante a faire
repousser les poils, il reste juste a mené des expériences qui vont mettre en évidence nos

observations et déterminer les molécules responsables.



Conclusion

Les résultats obtenus lors de cette étude sont intéressants, mais des études
complémentaires sont nécessaires pour comprendre les mécanismes moléculaires et cellulaires
de ces effets. Ces études doivent étre aussi orientées vers la détermination des composeés actifs
dans les extraits des racines de Carthamus caeruleus et I’évaluation de leurs effets sur les
signalisations impliqués dans les processus inflammatoires, cicatrisants et repousse des poils.

Enfin, on pourra proposer cette plante comme composés alternatifs dans la prévention

contre I’inflammation et la cicatrisation.
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Tableau 06: Materials utilisés

Annexe

Appareillage Verrerie Produits chimiques
et
Dispositifs
Balance Analytique Becher (CH3COO) 2 Pb : Acétate
Balance pour les animaux Ballon de plomb

Etuve 50£5°C, 37° et 25°C
Evaporateur rotatif
Broyeur électrique
UV-visible

Réfrigérateur (4°C)

Bain marie

Bec benzen

Agitateur magnétique
Chauffe ballon

Eprouvette graduée
Flacons en verre

Entonnoir en verre

Cuve de spectrophotometre
en quartz (3m)

Ampoule a décanter
Support pour I’ampoule
Erlen Mayer

C4H802 : Acétate d’éthyle

C2H402 : Acide acétique
C2H3NaO2 Acétate de
Sodium

CH3COCHS3 Acétone

CH3COOH : Acide acétique
CHCI3 Chloroforme
MtOH Méthanol
FeClI3 : Trichlorure ferrique
H2S04: Acide sulfurique

HCI Acide chloridrique
HgClI2 Chlorure de
Mercure
KOH Hydroxyde de
potassium

Na2S04 : Sulfate anhydre de
sodium
NaCl : Chlorure de sodium

NaOH Hydroxyde de
sodium

NH40H Hydroxyde
d'ammonium

12 : lode




Appareillages utilisés

Bec benzéne Déstilateur

Balance analytique Balance



Agitateur Etuve 37°

Spectrophotométre Porteur



Racines récolté Racines nettoyer ‘

la poudre de carthamus caeruleus L

Figure 22 : Préparation de poudre de carthamus caeruleus L.



Racines éplucher et découper Racines éplucher

Ecrasement des racines Mettre le résidu dans une
a I’aide d’un mortier. compresse stérile.



Presser le résidu, quelque minutes
et il devient une pommade

Pommade de Carthamus caeruleus L.

Figure 23 : Préparation de pommade de Carthamus caeruleus L.



Matériel animal

Souris Albinos NMRI Granulés O.N.A.B

Anesthésie des souris lapin femelle du genre Wistar albinos






Activité anti-inflammatoire

Tableau 07 : Variation du poids de la patte gauche et la patte droite pour chaque lot de souris
apres induction de I’cedéme

Lots Poids PPG Poids PPD
T 0.181 0.140
T 0.192 0.155
T 0.219 0.163
T 0.177 0.149
T 0.245 0.160
Moyenne 0.202 0.153
R 0.173 0.130
R 0.164 0.151
R 0.149 0.131
R 0.169 0.158
R 0.163 0.138
Moyenne 0.163 0.141
L1 0.144 0.137
L1 0.181 0.165
L1 0.163 0.157
L1 0.170 0.160
L1 0.204 0.160
Moyenne 0.172 0.157
L2 0.185 0.175
L2 0.174 0.153
L2 0.192 0.172
L2 0.186 0.175
L2 0.197 0.184
Moyenne 0.186 0.171

T: témoin / R: souris traitées par le produit de référence / L1: souris traitées par 1’extrait
aqueux de Carthamus caeruleus L. & 10% / L2 : souris traitées par 1’extrait aqueux de
Carthamus caeruleus L a 20%.

PPD : Patte postérieure droite / PPG : Patte postérieure gauche




Tableau 08 : Pourcentages d’augmentation et de réduction de 1’cedéme des quatre lots.

Lots % d’augmentation ’cedeme | % de réduction de I’cedéme
Témoin 32.02 0

Diclofenac® 15.60 51.28

Extrait aqueux carthamus 9.55 70.17

caeruleus 10%

Extrait aqueux carthamus 8.77 72.61

caeruleus 20%

Activité cicatrisante

Tableau 09 : Résultats de la profondeur de 1’activité cicatrisante de Carthamus caeruleus L.

Jours 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12 |13 |14
Lapine 2 19 |17 |14 |1 051(02 |0 0 0 0 0 0 0
Profondeur
en«mm»

Tableau 10 : Résultats de la profondeur de 1’activité cicatrisante de Madecassol

Jours 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12 |13 |14
Lapine 2 2 18 15(12 09|07 |05 |05 (02 |0 0 0 0
Profondeur
en « mm »

Tableau 11 : Résultats de la profondeur de I’activité cicatrisante de Vaseline

Jours 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12 |13 |14
Lapine 2 2 19 118 |16 |15 |12 |12 |11 |1 08 05102 1|0
Profondeur
en«mm»
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