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Introduction générale

Depuis des millénaires, I'numanité s'est toujours tournée vers la nature pour satisfaire ses
besoins essentiels tels que la nourriture, le logement, les vétements, et également pour ses
besoins medicaux. Les plantes détiennent des propriétes thérapeutiques remarquables [1]. En
effet, elles constituent une riche source de molécules chimiques complexes, appelées
métabolites secondaires, qui sont largement exploitées dans les domaines de la cosmétique, de
l'alimentation et de la pharmacie. Parmi ces métabolites, on peut citer les terpénoides, les
alcaloides et les polyphénols. Les polyphénols, particulierement les flavonoides, sont
reconnus pour leurs multiples activités biologiques, incluant des effets antioxydants, anti-

inflammatoires, anticancéreux et antibactériens [2].

La recherche de molécules bioactives issues de sources naturelles demeure d'ailleurs I'une des
priorités majeures de I'industrie pharmaceutique, ainsi que des médecins et des chimistes qui
s'attachent a mieux comprendre le potentiel des especes sauvages utilisées dans la médecine
traditionnelle [3].

De nos jours, la phytothérapie gagne en reconnaissance, mais son application en dermatologie
demeure relativement limitée. Plusieurs végétaux ont prouve leur efficacité dans le processus
de cicatrisation, notamment l'aloes, la camomille allemande et le calendula [4]. En réalite,
I'utilisation des plantes a historiqguement constitué le principal moyen de guérison pendant de
nombreux siecles. Encore aujourd’hui, de nombreux médicaments sont élaborés a partir

d'extraits végétaux [5].

L’actuel travail vise a évaluer le potentiel bioactif (activité Antioxydante, anti-inflammatoire
et antibactérienne) des racines d’une plante médicinale appartenant a la famille des
Asteraceae en se basant sur la fabrication des pommades anti brilure a base de cette plante

végétale.
Le manuscrit comporte deux parties :

La premiére partie de ce manuscrit constitue une étude bibliographique portant sur des
généralités sur les plantes médicinales au premier chapitre; et des généralités sur

I’inflammation et ces médiateurs ainsi les brulures au second chapitre.

La deuxieme partie présente les différentes procédures expérimentales scindée a son tour en

deux chapitres: le troisiéme chapitre expose les dispositifs et méthodologie de screening
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phytochimique des pommades préparées a base de notre plante, évaluation de I’activité
Antioxydante au moyen du test DPPH, I’activité antimicrobienne par la méthode des disques
de diffusion et enfin, activité anti-inflammatoire in vitro par la méthode de dénaturation des
protéine par l'utilisation de I'albumine de l'ceuf. Le quatriéme et dernier Chapitre traite les
résultats ainsi obtenus et leurs discussions.

Le travail s’achévera par une conclusion générale et des perspectives suivi des références

bibliographiques et des annexes.
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Chapitre | Généralité sur les plantes médicinales

I. Généralité sur les plantes médicinales
I.1. L'histoire des plantes médicinales

La phytothérapie posséde une longue histoire, remontant a I'Antiquité. Les plantes
médicinales ont été utilisées depuis les temps anciens et sont mentionnées dans des textes
sacrés en Inde, en Chine, ainsi que dans les écrits d'Hérodote et la Bible. Certains auteurs
antiques, notamment Dioscoride, ont été largement diffusés pendant le Moyen Age grace a
des traités, des corpus et des manuels illustrés qui décrivent différentes espéces végétales. [6]

1.2. Définition des plantes médicinales

Les plantes médicinales sont des substances végétales qui entrent dans la catégorie des
drogues selon la Pharmacopée européenne, étant donné qu'au moins une partie de ces plantes
possede des propriétés médicamenteuses. Outre leurs applications médicinales, ces plantes
peuvent également étre utilisées a des fins alimentaires, condimentaires ou hygiéniques. En
d'autres termes, une plante médicinales eréfére a une plante dont lI'un de ses organes, comme
la feuille ou I'écorce, possede des qualités curatives lorsqu'il est utilise a un dosage spécifique

et selon des méthodes précises. [7]

1.3. Cueillette des plantes médicinales

La cueillette des plantes doit étre effectuée par temps sec, généralement le matin apres
I'évaporation de la rosée. Si une plante est humide, le temps de séchage peut étre deux fois
plus long. Par exemple, l'alchemille doit étre récoltée apres midi, car elle retient I'humidité
plus longtemps. Ainsi, il est préférable de cueillir ses fleurs entre 11h et 15h lorsqu'il fait en

soleillé.

Les parties aériennes, telles que les sommités fleuries et les feuilles, sont récoltées a la main et
triées immédiatement sur place avant d'étre déposées dans des paniers. Il convient de retirer
les parties séchées ou malades, en portant une attention particuliere aux insectes, aux ceufs ou

aux chenilles qui pourraient s'y trouver. [8]

I.4. Séchage et conservation des plantes médicinales
1.4.1. Le séchage

Lorsque les matieres végétales médicinales sont préparées pour une utilisation seche, leur

teneur en humidité doit étre minimisée pour limiter les dommages causés par les moisissures
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et autres micro-organismes.. Les plantes médicinales peuvent étre séchées de plusieurs
manieres. Déposer en couche mince dans les racks, locaux ou locaux avec ventilation
grillagée. Directement au soleil si cette méthode convient. Dans les fours de séchage, les
chambres de séchage et les séchoirs solaires; a l'aide d'appareils infrarouges. La température
et I'humidité doivent étre contrélées autant que possible pour éviter les changements dans la

composition chimique active. [9]
1.4.2. La conservation

Les plantes médicinales peuvent étre conservées au sec dans des bocaux hermétiquement
fermés ou des bocaux maison, des sacs en papier kraft ou des boites en bois pendant environ
six mois. L'humidité favorise la croissance de moisissures et des parasites. Assurez-vous
d'attacher une étiquette avec le nom de la plante et la date de récolte. Au bout d'un an, il perd
une partie de son parfum et de ses principes actifs. [10]

1.5. Définition de la phytothérapie

la phytothérapie consiste a utiliser des plantes, des parties de plantes et des préparations a
base de plantes pour traiter certains troubles fonctionnels et états pathologiques. Cette forme
de thérapie s'inspire de la medecine traditionnelle et repose sur un savoir empirique transmis
de génération en génération, également connu sous le nom de "phytothérapie traditionnelle”.

Dans certains pays, ces pratiques ancestrales sont encore largement utilisées.

A l'origine, les plantes étaient transformées a I'aide de techniques plutét rudimentaires, telles
que le broyage, la macération ou Il'infusion de la plante entiere. Ces méthodes permettaient
déja d'extraire une grande partie des substances actives. Aujourd'hui, la phytothérapie se
décline en différentes formes en fonction de la méthode d'extraction de la matiére végétale
utilisée:
> Les tisanes, Les formes seéches, Les formes liquides, Les pommades,
cremes et onguents. [11]

11.6. Principales formes galéniques semi-solides

Il existe un grand nombre de formes galéniques destinées a étre utilisées par voie cutanée,

parmi lesquelles on distingue :

1.6.1. Pommade
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Les pommades sont des préparations composees d'un excipient monophasé dans lequel des

substances liquides ou solides peuvent étre dissoutes ou dispersées. [12]
1.6.2. Pates

Les pates sont des préparations semi-solides contenant des proportions élevées de poudre
(supérieures a 50%) finement dispersées dans I'excipient. On distingue deux types de pates :
les pates lipophiles ou hydrophobes et les pates hydrophiles. [12]

1.6.3. Gels

Les gels sont des préparations obtenues en gélifiants des liquides a l'aide d'agents gélifiants
appropriés. On distingue deux types de gels : les gels Oléo (gels hydrophobes) et les
Hydrogels (gels hydrophiles). [12]

1.6.4. Emulsions.

Les émulsions sont des systémes dispersés de stabilité limitée ou thermodynamiquement
instables formés par deux liquides non miscibles. Dans ces systéemes, l'un des liquides est
disperse sous forme de globules de taille micronique dans l'autre, grace a la présence de
tensioactifs. Les émulsions sont généralement des préparations liquides destinées a étre
utilisées telles quelles ou a servir d'excipients. Cette définition provient de la Pharmacopée
Francaise de 1987. [12]

1.7. Les principes Actifs des plantes medicinales:

Pour appréhender le fonctionnement des plantes sur l'organisme, il est impératif de
comprendre leur composition, notamment leurs métabolites secondaires.

% Meétabolites Secondaires des Plantes en Phytothérapie:

1.7.1. Tanins

Présents a des degrés variables dans toutes les plantes, les tanins conferent a I'écorce et aux
feuilles un goQt amer. lls sont des composés polyphénoliques qui ont la capacité de contracter
les tissus en liant et en précipitant les protéines. En conséquence, ils sont utilisés dans le
processus de tannage des peaux. Les plantes riches en tanins sont employées pour tonifier les
tissus mous, réguler les sécrétions excessives et favoriser la réparation des tissus endommagés
[13].
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1.7.2. Alcaloides

» Propriétés pharmacologiques [13]:
- Action sur le systeme nerveux
- Action sur les vaisseaux sanguins
- Action sur le systéeme digestif
- Action antimicrobienne

- Action parasiticide

» Propriétés therapeutiques [13]:
- Anesthésiques locaux
- Analgésiques
- Cytostatiques

- Hémostatiques: Heparine

1.7.3. Flavonoides

. Les flavonoides ont des propriétés antioxydantes particulierement utiles pour maintenir une
bonne circulation sanguine. Certains flavonoides ont des effets anti-inflammatoires et
antiviraux, ainsi que des propriétés protectrices pour le foie. Des flavonoides tels que
I'nespéridine et la rutine se trouvent dans plusieurs plantes, dont le sarrasin et le citron, ou ils
renforcent les parois capillaires et s'étendent dans les tissus environnants. Les isoflavones,
présents dans le tréfle rouge et le soja, ont des propriétés cestrogéniques et sont efficaces pour

le traitement de certaines affections [14].

1.7.4. Anthocyanes

Les anthocyanes résultent de I'hydrolyse des anthocyanes (des flavonoides semblables), et ils
conferent aux fleurs et aux fruits des teintes bleues, rouges ou violettes. Ces puissants
antioxydants agissent en éliminant les radicaux libres dans le corps. lls favorisent une bonne
circulation sanguine, notamment au niveau du cceur, des mains, des pieds et du contour des

yeux. Les anthocyanes sont abondants dans de nombreuses plantes [14].
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1.7.5. Les saponines

Les Saponines sont des glycosides de stérol ou de triterpénes.ils sont composeés d'oasis
et de génine (acide polygalactique). Ils sont divisés en deux groupes : [15]
v’ Les saponines a génine titerpénique
v' Les saponines a génine stéroidique
» Propriété physicochimique
Il cristallise difficilement et est soluble dans l'eau, les alcools dilués et les solvants
organiques non polaires. . [15]
» Propriété pharmacologique
Dans l'industrie pharmaceutique, les sapogénine stéroidiennes sont utilisées comme
matiere premiére pour I'hémisynthése de corticostéroides stéroidiens ou de derivés
progestatifs. Les saponosides ont des utilisations importantes en tant qu'agents effervescents
et émulsifiants, protegent le systéme veineux (propriété de la vitamine P) et ont ainsi un effet

tropique veineux. [15]
1.7.6. Les stéroides

Ils sont largement présents dans les plantes et les animaux et partagent une structure
chimique commune consistant en un squelette.
Les stérols ont un groupe hydroxyle en position C-3, avec des affixes spéecifiques selon que le
substituant est en dessous ou au-dessus du plant de la molécule projetée.

Bien qu'il ne s'agisse pas d'un terpéne, il est dérive bio génétiqguement de triterpénes. [15]

1.8. Les deférentes activités biologiques des plantes médicinales
1.8.1. L'activité Antioxydant
1.8.1.1. Stress oxydant

Le stress oxydatif se réféere a un état de déséquilibre entre la présence d'espéces réactives de
l'oxygene et de l'azote dans I'organisme. Cette deséquilibre peut causer des dommages a des
macromolécules spécifiques telles que les acides nucléiques, les lipides et les protéines (voir

Figure 1), ce qui peut a son tour contribuer au développement de diverses maladies. [16]

1.8.1.2. Espéce réactives de I'oxygene (radicaux libre)

Les especes réactives de l'oxygene (ROS) englobent une catégorie de radicaux libres qui

possédent au moins un électron non apparié dans leur couche externe. Ces radicaux
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comprennent le radical hydroxyle (OH-), le superoxyde (O,-) et le radical peroxyl (ROO-),
ainsi que des radicaux non réactifs mais hautement réactifs tels que le peroxyde d'hydrogéne
(H20,), l'oxygéne singulet (*O,) et l'acide hypochloreux (HOCI). En raison de leur extréme
réactivité, les radicaux libres ont une durée de vie trés courte, allant de la nanoseconde a la

milliseconde. Cette réactivité est influencée par la composition des éléments impliqués. [16]

10, < Oy RITH;
Dsoyigenie Ozxyigine
singiet l l
2% No* ~
"'P*WT l drazote NO*
ONCOH
/ HO .
Peroxydation Pemx)di Derozgpmite e

Bpidique dhydrogine
ROO* l / Hitrosation
Fadical . des protéinés
peroxyl ‘\— HO®*

Fadical hydroxyle

» Oxydation des protéings

Oxydationde PADN

Figure 1: Especes réactives de I'oxygeéne et espéces azotées impliquées dans les
phénomeénes du stress oxydant [16].

1.8.1.1.1. Source endogenes

La chaine respiratoire mitochondriale est responsable de la génération de 90% des espéces
réactives de l'oxygene (ERO) a l'intérieur des cellules. Dans des conditions physiologiques
normales, la xanthine oxydase (XO) catalyse I'nydroxylation oxydative de I'nypoxanthine en
xanthine, puis de la xanthine en acide urique, ce qui conduit a la production d‘anions
superoxyde. Les lipoxygénases et les cyclooxygénases sont également des sources
importantes de ROS dans les tissus vasculaires. De plus, des hydroperoxydes toxiques sont
libérés dans les cellules pour perturber la formation de peroxyde d'hydrogéene (H,O,) par les

lymphocytes T en réponse a l'interleukine-1p. [16].
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Figure 2: Sources endogénes des especes réactives oxygenees [16].

1.8.1.2.1. Sources exogenes

L'oxyde nitrique (NO) et le dioxyde d'azote (NO?) réagissent également avec les anions
superoxyde et le peroxyde d'hydrogéne pour former des oxydants puissants tels que les
radicaux peroxynitrite (ONOO-) et hydroxyle (OH-). De plus, les rayonnements ionisants
(rayons X ou rayons gamma) peuvent generer des radicaux libres en fragmentant les
molécules deau ou en activant des molécules photosensibles sous l'effet des rayons
ultraviolets (UV), ce qui conduit a la formation d'anions superoxyde et d'oxygéne singulet
(*O,). Certains métaux tels que le chrome, le cuivre, le fer et le vanadium sont également

capables de générer des radicaux hydroxyles trés réactifs. [16].

1.8.1.3. Le role physiologique des ROS

Les especes réactives de l'oxygéne (ROS) présentent un paradoxe dans leurs fonctions
biologiques. D'une part, elles jouent un rdle crucial en soutenant le systeme immunitaire,
participant a la signalisation cellulaire et jouant un rdle essentiel dans les processus
d'Apoptose, contribuant ainsi a la prévention des maladies. D'autre part, elles ont le potentiel

de causer des dommages aux macromolécules essentielles a l'intérieur de la cellule. [16].
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1.8.1.3.1. Défense contre les infections

Les cellules piégeuses en action produisent des quantités adéquates de ROS pour éliminer les
bactéries. Ces deux molécules hautement réactives demontrent une forte toxicité envers les
bactéries qui sont ingérées par les cellules phagocytaires. L'ion superoxyde (O2e-) est
transformé en peroxyde d'hydrogéne (H,O,) grace a la SOD présente dans le phagosome, et il

est ensuite converti en hypochlorite (HOCI) par la MPO. [16].

1.8.1.2. Oxydation des macromolécules
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Figure 3 : Cibles biologique et dommages induits par les ROS [16].
1.8.1.3.2. Oxydation lipidiques

La peroxydation lipidique représente un processus en cascade des lipides induit par les ROS.

Cette séquence réactionnelle est l'une des principales origines de radicaux libres dans
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I'organisme, notamment les alkyles, les alcoxys et les peroxyles. Ce mécanisme engendre des

altérations permanentes de la membrane cellulaire, conduisant ainsi au déces cellulaire [17].

1.8.1.3.3. Oxydation des glucides
Une dysglycation peut se développer, pouvant éventuellement mener au diabete [2].
1.8.1.3.4. Oxydation des proteines

Les acides aminés présentent une variabilité dans leur réactivité envers les ERO (ROS). Les
acides aminés les plus sensibles sont I'histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la
tyrosine. Les attaques radicales sur ces acides aminés entrainent l'oxydation de résidus
specifiques, conduisant a la formation de groupes carbonyle, a la fragmentation de la chaine
peptidique et a des réticulations intrachaines et interchaines de tyrosine. [2].

1.8.1.3.5. Oxydation d'Adn

L'ADN constitue la cible majeure des ERO. Par exemple, la guanine réagit avec I'OH pour
générer la 8-hydroxy-2'-désoxyguanosine (8-OH-dG). Cette molecule, au lieu de s'apparier
avec la cytosine, se lie a l'adénine, ce qui engendre des mutations dans I'ADN, perturbant
ainsi les messages génétiques associes. Ces alterations peuvent jouer un réle précoce dans le

déclenchement du cancer et dans le processus de vieillissement [18].

1.8.1.4. Les antioxydants

Les organismes combattent les agressions des especes réactives de I'oxygene en éliminant ces
especes et en favorisant leur formation, ce qui stimule la création d'antioxydants
principalement pour renforcer les fonctions de réparation et d'élimination des molécules

endommagées [19].

1.8.1.4.1. Définition

Toute substance ayant la capacité de ralentir ou d'inhiber I'oxydation cellulaire est classée
comme un antioxydant. Cette variété physique et chimique étendue permet aux antioxydants
d'étre présents dans tous les compartiments de I'organisme, qu'il s'agisse d'espaces
intracellulaires, membranaires ou extracellulaires [19].

1.8.1.4.2. Classification des antioxydants

1.8.1.4.2.1. Les antioxydants primaires

A) Les superoxydes dismutases (SOD)
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Il s'agit d'une métalloprotéine qui accélére la dismutation de I'anion superoxyde en
peroxyde d'hydrogéne, ce dernier étant ensuite neutralisé par deux autres enzymes, a
savoir la catalase et la glutathion peroxydase. [19].

B) Le catalase
Catalyse la dismutation du peroxyde d'hydrogéne en eau, favorisant ainsi sa
décomposition :
H20: + H202 — 2 H.0 + O2

C) Glutathion peroxydase

Il a également la capacité de réduire le peroxyde d'hydrogéne en utilisant le glutathion comme
substrat, transformant le GSH réduit en GSSG oxydé. Cette réaction est réversible et le GSSG

est ensuite réactivé en GSH réduit grace a l'action de la glutathion réductase.

En plus de ces mécanismes, il existe dautres systéemes de défense antioxydants tels que la
transferrine, la ferritine et la methalothionéine. Ces substances forment des complexes avec
les métaux, limitant ainsi leur disponibilité pour participer a la formation de radicaux libres.
Enfin, les enzymes qui réparent les molécules endommagées par les ROS jouent également un
réle de défense Antioxydante. Parmi celles-ci, on peut citer la méthionine sulfoxyde

réductase, I'endonucléase et 'ADN glycosylase [20].
1.8.1.6.2.2. Les antioxydants secondaires

A) L'acide ascorbique (vitamine C)
La plupart des mammiferes ont la capacité de produire de la vitamine C dans leur foie ou
leurs reins. Ce derniére joue un role essentiel en tant que puissant neutralisateur d'especes
réactives de l'oxygéne (comme HOe< ou O2 +-). Elle agit également en inhibant la
peroxydation des lipides en régénérant la vitamine E a partir de la forme radicalaire résultant
de l'interaction de la vitamine E avec les radicaux lipidiques. Les fonctions de la vitamine C
sont variées, incluant une contribution au bon fonctionnement du systéme immunitaire, une
participation a la synthése du collagéne et des globules rouges, ainsi qu'une implication dans
les mécanismes du métabolisme du fer [18].

B) le vitamine E ou a-tocophérol:
La vitamine E est un antioxydant liposoluble qui offre une protection aux structures
membranaires et aux lipoprotéines. Elle se localise entre les chaines d'acides gras des
phospholipides et des lipoprotéines qui forment les membranes cellulaires. La partie active de

cette molécule posséde une fonction réductrice de phénol, ce qui lui permet de libérer
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aisément un atome d'hydrogéne et de se convertir en un radical o-tocophéryle. Ce radical est

alors capable de réduire les radicaux peroxyles en molécules d'hydroperoxydes [19].
1.8.1.7. Le rdle des radicaux libre chez les plantes

Les ROS sont constamment produits dans les plantes lors du métabolisme aérobie. En
fonction de leur type, les formes les plus nocives sont rapidement neutralisées par divers
mécanismes, qu'ils soient enzymatiques ou non enzymatiques. Les plantes déploient divers
processus pour contrer la croissance excessive des ROS en réponse a des conditions de stress
abiotiques (comme le choc thermique, la surexposition aux rayonnements, la couche d'ozone,
la sécheresse, la salinité, etc.), mais elles peuvent également les utiliser comme molécules de
signalisation dans d'autres contextes. Ces molécules jouent un r6le dans de nombreux
phénomenes tels que la défense contre les agents pathogenes (biostress), la mort cellulaire
programmée (Apoptose) et la régulation de I'ouverture des stomates [21].

1.8.2. L’activité anti - cicatrisant
1.8.2.1 Définition de cicatrisation

La cicatrisation a été définie de diverses manieres, mais la définition la plus complete en fait
un processus complexe de régénération qui répare les tissus et les organes endommagés. Si ce
processus est rapide et se déroule de maniére aseptique, la guérison peut se faire par premiére

intention.

La coaptation (rapprochement) des bords de la plaie est optimale dans le cas de guérison
primaire, mais peut étre secondaire en cas d'infection ou de perte de tissu. La guérison par
premiére intention s'applique aux plaies chirurgicales sans perte significative de tissu, ou il est
possible de rapprocher les différentes couches (par suture, bandelettes de rapprochement,
etc.). L'épidermisation compléte est genéralement obtenue en 7 jours, et une cicatrisation
efficace peut se développer en moins d'une semaine. Dans des conditions normales, la
maturité finale de la cicatrice est atteinte en 12 a 18 mois. Ce concept définit la cicatrisation

normale comme une consolidation compléte en 4 semaines [22].

1.8.2.2 Physiologie de cicatrisation

% Phase d’homostase
L'hémostase, réponse rapide aux blessures, permet la cicatrisation des plaies. Les plaquettes

jouent un réle majeur en colmatant les vaisseaux endommagés, formant un caillot stable qui
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ferme la blessure. Elles réagissent a I'ADP et au collagéne pour agréger et libérer des facteurs
de coagulation, générant de la thrombine qui convertit le fibrinogéne en fibrine, renforcant
l'agrégat plaquettaire. Les plaquettes liberent aussi des facteurs de croissance comme le
PDGF, recrutant des cellules et initiant la phase inflammatoire de cicatrisation [23].
% Phase vasculaire et inflammatoire
La phase vasculaire et inflammatoire commence des la formation de la plaie et est initiée par
I'extravasation des composants sanguins, en particulier les plaquettes. Ces plaquettes activées
contribuent & la formation d'un caillot de fibrine qui agit comme une matrice temporaire pour
la migration de cellules inflammatoires dermiques et épidermiques. Ce caillot sert également
de réservoir pour des facteurs de croissance libérés par la plaie, tels que les cytokines, le
PDGF, le BFGF, le TGF-alpha et le TGF-beta, qui participent a la migration et a l'activation
de neutrophiles, de macrophages et de lymphocytes. Ces cellules sont essentielles pour la
défense contre les infections et le nettoyage de la plaie. Enfin, des cytokines pro-
inflammatoires, recrutées par extravasation et produites par les cellules inflammatoires et les
plaquettes, stimulent la migration des fibroblastes, marquant ainsi le début de la phase
proliférative [23].
% Phase de prolifération (granulation ou contraction)

D'un point de vue clinique, la phase de prolifération se manifeste par la présence de tissu
rouge rose ou de collagéne a la base de la plaie, impliquant le renouvellement des tissus
dermiques et la contraction de la plaie. L'angiogenese, le développement de nouveaux
vaisseaux sanguins, est dirigée par les pericytes, qui régénérent les couches externes des

capillaires, et les cellules endothéliales, qui assurent le revétement interne.

Les cellules responsables du revétement et de la régénération sont les kératinocytes,
également appelés "couvreurs™ et "bardeurs”. Le lit de la plaie se remplit progressivement de
bas en haut avec du collagéne, et cet environnement doit étre maintenu de maniere optimale
avant que les cellules épithéliales ne commencent a proliférer et a migrer a la surface pour
fermer la plaie. Le mouvement des cellules épithéliales est influencé par l'inhibition de
contact, ce qui signifie qu'elles se propagent en une seule couche seulement lorsqu'elles sont
en contact avec dautres cellules et avec la matrice de collagéne du lit de la plaie en
granulation. [23].
+ Phase de remodelage (maturation)
Au fil du temps, les fibres de collagene se croisent et s'alignent le long des lignes de tension

pour accroitre la résistance a la traction de la plaie. Les myofibroblastes, un sous-groupe de
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fibroblastes, contribuent également a la contraction de la plaie. Cependant, la résistance a la

traction ne retrouve généralement que 70 a 80 % de sa force d'origine.

De plus, la densité cellulaire et capillaire diminue en présence d'une plaie. Dans la phase
d'épithélialisation chronique, le tissu cicatriciel peut adopter des formes hypertrophiques,
chéloides ou hyperkeératosique. Les fibroblastes sont les principales cellules impliquées dans
ce processus de remodelage. Par consequent, des plaies fermées peuvent réapparaitre de
maniére impressionnante et rapide si les facteurs sous-jacents a leur origine ne sont pas traités

de maniére appropriée [23].
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Figure 4 : physiologie de cicatrisation (phases de guérison normale des plaies) [23]

UAMOB Page 17



Chapitre | Généralité sur les plantes médicinales

1.8.2.3 Evolution de cicatrisation

La phase de cicatrisation cutanée dure environ 10 & 15 jours, avec une phase épidermique
d'environ 3 semaines. Les retards de guérison peuvent étre dus a diverses causes, telles que la
nature de la plaie, le risque de surinfection et des facteurs locaux et généraux. Les maladies
cutanées transmissibles sexuellement n'entravent généralement pas la cicatrisation. Les
problémes vasculaires, les ulcéres de jambe par exemple, peuvent causer des retards. Les
retards de cicatrisation peuvent résulter du vieillissement, de carences nutritionnelles, de

médicaments, de I'nypoxie ou de maladies génétiques.

Les cicatrices enflammeées se résorbent en 12 & 18 mois, avec une accélération possible par
des corticostéroides topiques. Les chéloides, cependant, ne se résorbent pas seuls et peuvent
étre traités chirurgicalement ou par diverses méthodes. Le botryomycome est une forme

excessive de cicatrisation nécessitant généralement une intervention chirurgicale.[22].

1.8.3 L'activité Antimicrobienne
1.8.3.1 L'activité antibactérienne

L'utilisation de plantes supérieures et de leurs extraits pour traiter les infections est une
pratique ancienne de la médecine traditionnelle. De nombreuses plantes ont été employees
pour leurs propriétes antibactériennes, attribuables aux composés du métabolisme secondaire.
Les remeédes a base de plantes ont été utilisés traditionnellement sans pleine connaissance de
leurs effets bénéfiques. Leur efficacité dans la lutte contre la résistance aux antibiotiques et

I'utilisation inappropriée devrait faire I'objet d'études pour une meilleure compréhension [20].

1.8.3.1.1 La résistance aux antibiotiques

La résistance aux antimicrobiens est un probléme croissant de santé publique a I'échelle
mondiale, avec les maladies infectieuses responsables de nombreux déces, notamment dans
les pays tropicaux. Méme dans les pays développés, les micro-organismes résistants et les
nouveaux pathogenes créent des défis pour la santé publique. Depuis l'introduction des
antibiotiques, la résistance microbienne entrave le traitement des maladies infectieuses. Des
souches de bactéries résistantes a certains antibiotiques, y compris ceux de dernier recours
comme la vancomycine, ont été découvertes. Malgré les efforts, de nouvelles solutions

antimicrobiennes sont nécessaires. L'utilisation traditionnelle des plantes pour traiter les
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infections met en lumiere I'importance de la recherche de composés actifs végétaux pour

lutter contre la résistance aux médicaments, suscitant un intérét croissant [24].

1.8.3.1.2 Les plantes et leurs composes antimicrobiens

Les antibiotiques sont des composés qui inhibent la croissance des micro-organismes,
produits par des organismes vivants tels que les micro-organismes et les plantes. Les plantes
possedent divers mécanismes de défense, tels que des biopolymeéres protecteurs et des
composés chimiques, pour lutter contre les pathogenes. Méme si les dérivés de plantes n'ont
pas été largement utilisés comme antibiotiques depuis les années 1950, la recherche sur ces
ressources végétales a été ravivée pour résoudre le probleme de la résistance aux
antibiotiques. Les investissements dans la recherche anti-infectieuse ont augmenté, mettant en

avant les propriétés antibactériennes potentielles des plantes [24].

1.8.4 L’activité antifongique
1.8.4.1 Généralite sur les champignons

Les champignons sont des micro-organismes eucaryotes divisés en trois groupes

champignons filamenteux, levures et champignons supérieurs. Les champignons filamenteux
présentent une structure mycélienne avec des hyphes ramifiés et des septal perforés. Ils se
reproduisent par germination des spores, qui sont dispersées par le vent, et forment de
nouveaux hyphes et mycélium. La reproduction peut étre asexuée ou sexuée, avec des spores
provenant de corps fructiferes ou d'un zygote meiotique. Méme un fragment de myceélium

peut donner naissance a une nouvelle colonie [25].

1.8.4.2 Définition des antifongiques

Les antimycotiques sont des substances qui détruisent sélectivement ou ne détruisent
pas divers champignons présents en mycologie. lls sont administrés par voie topique ou

couramment. [26]
1.8.4.3 Les moyens

Les médicaments antifongiques utilisés pour le traitement peuvent étre divisés en deux

groupes selon leur origine. Ce sont des agents antifongiques naturels et chimiques. [26]
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1.8.4.3.1 Les antifongique naturelle

Ce sont des agents bactériostatiques qui agissent en modifiant la perméabilité des
membranes cellulaires et en laissant s'échapper les métabolites essentiels. Ceux-cisont:
% Amphotéricine B Fungizone®
Il a un large spectre d'activité et agit sur les champignons filamenteux et les levures.
% Nystatine Mycostatine®
Son domaine d'activité est limité aux levures, en particulier Candida.
% La griséofulvine Griséfulvine®, Fulcine®
C'est un puissant antifongique bactériostatique. Il agit en inhibant la perméabilité des

membranes cellulaires. 11 est spécifique des dermatophytes. [26]
1.8.4.3.2 Les antifongiques chimiques

% La fluoro-5-cytosine Ancotil®
C'est un antimétabolite qui agit en compétition avec la cytosine. Elle est actifs sur les
levures et les dermatophytes.
% Les dérivés imitazolés
Ils inhibent la biosynthése de l'ergostérol présent dans les membranes des levures. lls

agissent sur les levures et certains dermatophytes. Ceux-ci sont:

v Kétoconazole Nizoral®
v Miconazole Daktarin®
v' Econazole Pévaryl®
v Clotrimazole Trimysten®
v Fenticonazole Lomexin®

o
S

*

Les Allylamines
v TerbinafineLamisil®
C'est un Antifongique actifs contre les dermatophytes mais moins efficace contre les

levures.[26]
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I. Généralité sur I'inflammation et les bralures
I.1. Généralité sur la peau et les bralures
I.1.1. Généralité sur la peau
1.1.1.1. Définition

La partie la plus lourde et la plus étendue du corps, pesant 4 kg, occupe une superficie
de 2 métres carrés. Son epaisseur varie de 1 a 5 mm selon la partie du corps.pas seulement
enveloppes qui enveloppent nos corps, la peau est en effet le siege de nombreuses fonction:
détection, métabolisme, protection, remplacement, thermorégulation et autoréparation ou

cicatrisation. [27]

1.1.1.1. Fonction de la peau

7

% La peau a 4 fonctions principales.
Sa fonction principale est son role protecteur : il sert de protection contre
I'environnement, mais peut aussi limiter les pertes d'eau.

v 1l est également impliqué dans la perception des stimuli sensoriels Détecté par les
terminaisons des fibres nerveuses sensorielles présentes dans lI'ensemble compartiment
cutané

v La peau est impliquée dans la thermorégulation a travers plusieurs mécanismes. Les
principaux moyens sont La régulation de la température interne du corps est un
équilibre au niveau des capillaires cutanés Entre vasoconstriction (conservation de la
chaleur) et vasodilatation (élimination de I'excés de chaleur), Le tissu adipeux et les
cheveux isolent La chaleur, la sueur participe a la thermolyse.

v Enfin, la peau a une fonction métabolique. En effet, du fait du rayonnement UVB du
soleil, indispensable au raffermissement de la peau Calcium dans les os.

v" Pour remplir toutes ces fonctions, la peau est divisée en plusieurs compartiments :

Epiderme (exposition a I'environnement), derme, tissu sous-cutané et phanéres. [28]

A) 1' épiderme
L'épiderme est un épithélium multicouche kératinisé. Différentes couches de I'épiderme
Participe a la fonction barriére de la peau. Outre les kératinocytes, représentant 90% a 95%
des cellules épidermiques, on note la présence de mélanocytes, Cellules de Merkel et de
Langerhans. [28]
B) Le derme
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Le derme constitue la couche de peau située sous I'épiderme, caractérisée par sa complexité et
son épaisseur supérieure. Il abrite des cellules telles que les fibroblastes, des vaisseaux
sanguins et des terminaisons nerveuses. Les fibroblastes sont responsables de la production de
fibres de collagéne et délastine, tandis que des glandes sudoripares et sébacées y sont
également présentes. Le derme se divise en derme papillaire et derme réticulaire, reliés a
I'épiderme par la papille dermique. La papille contient moins de fibres élastiques, comparé
aux couches inférieures riches en collagéne et élastine. En plus d'assurer des fonctions
mécaniques, thermiques et énergétiques, le derme est vital pour la santé globale de la peau
[30].

C)- L'epoderme

Le tissu sous-cutané, la couche la plus profonde de la peau, est constitué d'adipocytes
vascularisés organisés en lobules et séparés par des cloisons fibreuses. Cette couche présente

une organisation en trois couches superposees :

1. Tissu adipeux
2. Fascia superficiel

3. Surface de roulement

Le tissu sous-cutané est également impliqué dans la production de sueur, qui est expulsée par
de minuscules canaux invisibles a I'eeil nu. Environ deux millions de ces canaux sont répartis
sur toute la surface de la peau, avec une concentration plus élevée au niveau de la paume des

mains [30].
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Figure 5 : Anatomie de la peau [29].

1.1.2. Les brulures

Dans les bralures graves, elles sont souvent des effets physiques et/ou psychologiques
importants sur le corps. L'agent causal peut étre d'origine thermique, chimique, électrique ou
radioactive. On utilise le méme mot que brdlures, mais les symptémes cliniques et les
traitements different selon le principe actif. Tous ces agents provoquent une sensation de
bralure car les neurones nociceptifs cutanés sont souvent multimodaux et ne répondent pas
spécifiqguement aux stimuli. Les brilures provoquent une nécrose cutanée qui évolue avec le
temps, traduisant I'importance d'une mise en place précoce des mesures thérapeutiques. La
problématique des brdlures touche trois niveaux: local, général et consécutif. [31]

«»+ Les brulures sont classées selon leur profondeur comme suit:

v' BrQlures de premier degré : Seul I'épiderme est touché. Des rougeurs et un
gonflement apparaissent.

v" BrQlures de deuxiéeme degreé : La peau est rouge, sensible et peut former des cloques.

v" BraQlures au troisieme degré : Ces brilures sont caractérisées par une zone briilée qui

devient pale (grisatre) ou noire. Dans ces cas graves, les terminaisons nerveuses ont
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été détruites, entrainant une perte de sensation dans la zone touchée. Pour illustrer

cela, la figure 30 présente différentes classes de bralures [27].

E'Zpldcrme(

membrane hasilaire | 22

Peau normale

Hypoderme € [y (oo -t

Brillure au Brillure au Briilure au
premier degré second degré second degr¢ troisitme degré
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Figure 6: classification des brulures cutanées selon leur profondeur [27].

1.2. Généralité sur I'inflammation (L activité anti-inflammatoire)

1.2.1. Généralité

Il. Les barriéres anatomiques et physiologiques, telles que la peau et les muqueuses,

constituent une barriere physique efficace qui protege l'organisme contre les influences

extérieures. Cependant, cette barriere peut étre compromise par des blessures, des

bralures, des infections microbiennes, virales, fongiques ou un dysfonctionnement

cellulaire. Face a de telles situations, l'organisme mobilise des acteurs capables de

combattre les envahisseurs. Les cellules immunitaires alertes identifient automatiquement

les intrus et déclenchent une serie de réactions biochimiques pour initier la réparation et

empécher la propagation de l'agresseur. Cela se manifeste sous forme d'inflammation ou

de réponse inflammatoire [32].

11.1.1. Les cause de I'inflammation

v Origine exogene

Facteurs physiques tels que bralures, gelures, radiations,
coupures et pigdres, ainsi que des facteurs chimiques tels
que les acides et les médicaments, et enfin des facteurs
biologiques tels que les bactéries, les virus, les parasites et

les toxines, peuvent tous agir comme des agents causant
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des dommages au corps humain.

v" Origine endogéne

-Auto anticorps.
-Libération enzymatique.

Tableau 1: Facteurs déclenchant de la réaction inflammatoire [33].

11.1.2. Les médiateurs de I’inflammation

Tableau 2: Les principes médiateurs de I’inflammation et leurs origines [34].

Médiateurs Sources Effets

Histamine Produite par des | Augmente la perméabilité vasculaire, déclenche
cellules comme les | I'expression de molécules d'adhésion sur les
mastocytes, parois des vaisseaux sanguins.
basophiles,
éosinophiles et
plaquettes

Sérotonine Sécrétée par des | Dilate les capillaires sanguins, stimule Ila
mastocytes et des | contraction des muscles lisses.
plaquettes

Kalicréine Origine  dans le | Convertit et active le systeme des kinines.
plasma sanguin

Plasmine Trouvée dans le | Scinde le composant C3 du complément en C3 et
plasma. C3b

LTB4 Principalement Renforce la perméabilité vasculaire et le flux
secrete  par les | sanguin, active les cellules inflammatoires.
leucocytes
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Thrombine

Présente dans le | Catalyse la conversion du fibrinogéne en fibrine,
plasma entrainant la libération de sérotonine par les

plaquettes.

11.1.3. Les cellules de I'inflammation

Tableau 3: les différentes cellules de I’inflammation [33, 36, 37]

Polynucléaires
neutrophiles

Arrivent rapidement lors de [linflammation, phagocytent les agents

pathogénes gréace a des signaux chimiques [37]

Lymphocytes Les cellules B et T identifient les antigenes via des récepteurs spécifiques,
favorisant la réponse immunitaire humorale et cellulaire [37]

Monocytes Phagocytent et présentent des antigenes, liberent des médiateurs
inflammatoires, se transforment en macrophages tissulaires [33]

Plaguettes Contribuent a la coagulation et liberent des substances inflammatoires lors
de la réaction inflammatoire [33]

Macrophages Dérivés des monocytes, phagocytent et présentent les antigenes,
synthétisent des substances inflammatoires [37]

Cellules Modulentlesréactionsinflammatoiresentantqu'interfaceentrelesangetlestissus

endothéliales

[33]
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Polynucléaires | Liberent des Meédiateurs inflammatoires et des cytokines pro-

éosinophiles inflammatoires [37]

Mastocytes et | Possedent des récepteurs IgE, libérent le contenu de leurs granules en

basophiles réponse a des antigénes spécifiques [36]

11.1.4. Les marqueurs biologiques de ’inflammation

L’inflammation possede généralement une traduction biologique. Certaines molécules
plasmatiques connaissent une augmentation de leur taux plasmatiques d’au moins 25% par
rapport a leur taux normal : ce sont les protéines de la phase aigué de 1’inflammation. [38]

% Vitesse de sédimentation (VS)
La vitesse de sedimentation (\VS) est un test abordable et simple qui évalue indirectement les
proteines inflammatoires dans le plasma. La sédimentation des globules rouges est influencée
par leur morphologie et leurs charges électrostatiques. Les protéines inflammatoires, comme
le fibrinogéne, augmentent la VS en altérant les charges négatives et favorisantes

I'agglutination des globules rouges.

Différentes techniques de mesure de la VS sont comparables mais sensibles aux erreurs
techniques telles que la température et l'anti coagulation. Le résultat a la premiere heure est
important, le second sert a déceler des erreurs. Les valeurs normales varient avec le sexe et

I'age.

L'augmentation de la VS indique généralement une inflammation ou infection, mais elle peut
étre élevée sans syndrome inflammatoire et inversément. Certains cas rares diminuent la VS

masquant un syndrome inflammatoire. [38]

% La protéine-C-réactive (CRP)
La CRP (Protéine C-Réactive) est une protéine réagissant rapidement a l'inflammation.
Fabriquée dans le foie et régulée par I'IL-6, elle connait des fluctuations significatives de

concentration. Sa demi-vie est courte, environ 8 a 12 heures.
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Les valeurs normales de CRP varient selon les techniques de mesure et les normes du
laboratoire sont a considérer. Durant une inflammation aigué, la CRP augmente plus tot que la
VS, puis diminue plus rapidement en fin d'inflammation. Ses variations sont moins retardées

que celles de la VS.

Une CRP tres élevée peut suggérer une infection, mais des élévations similaires se voient
dans de fortes inflammations aigués, comme une crise de goutte. A I'inverse, des infections
authentiques peuvent présenter une CRP faiblement élevée. Se baser uniquement sur la CRP
ne permet pas de distinguer fiablement une inflammation d'une infection ; les données
cliniques sont plus essentielles. [38]
% La numération-formule sanguine (NFS)

Pendant un syndrome inflammatoire, I'némogramme peut montrer des anomalies telles qu'une
augmentation des plaquettes (hyperplaguettose) dans les inflammations prolongées, une
augmentation des polynucléaires neutrophiles (hyperleucocytose) en cas d'infection ou de
maladies inflammatoires, et une anémie inflammatoire avec une baisse des globules rouges,
une régenération altérée et une ferritine sérique eélevee apres plusieurs semaines
d'inflammation prolongee. Il est essentiel de différencier cette anémie de celle due a une

carence en fer. [38]

1.1.2. Forme clinique de I'inflammation
1.1.2.1. L’inflammation aigué
Elle est une condition largement reconnue depuis des périodes anciennes, et ses
caractéristiques fondamentales ont été documentées des les premiéeres éres médicales grecques
avec la devise "Rubor et Tumor cum Calore et Dolore". Cette affection découle de diverses
causes, notamment les traumatismes, les infections, les réponses aux substances irritantes

inertes endogénes ou exogenes, ainsi que les influences d'agents physiques divers [37].

Son évolution peut étre divisée en trois phases distinctes :
1. Phase vasculaire : Cette phase débute par une bréve période de vasoconstriction locale
réflexe, suivie d'une dilatation subséquente des vaisseaux de taille moyenne et réduite. Cela

entraine une augmentation de la viscosité sanguine. Ensuite, survient la migration des
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leucocytes le long des parois vasculaires, leur adhérence aux cellules endothéliales précédant

leur passage a travers ces cellules (diapédese). [19].

2. Phase cellulaire : Cette étape implique I'entrée extravasculaire de leucocytes. Elle débute
avec larrivée de polynucléaires neutrophiles, suivis ultérieurement par des cellules
mononucléées, principalement des macrophages. Les polynucléaires neutrophiles participent a
la phagocytose et libérent des enzymes hydrolytiques qui contribuent a la destruction des
agents pathogénes. Les macrophages jouent un role de nettoyage du site inflammatoire en
éliminant les débris cellulaires et tissulaires [32].

3. Phase de résolution : Au cours de cette phase, I'Apoptose des polynucléaires neutrophiles
joue un réle crucial dans la conclusion de la réaction inflammatoire. Pendant I'inflammation

aigué, le systeme immunitaire a un réle relativement limité a jouer [37].

1.1.3. L'inflammation chronique
L'inflammation chronique se manifeste comme une issue décevante de I'inflammation aigué.
La prolongation de I'état inflammatoire donne lieu a des altérations anatomiques et
fonctionnelles qui sous-tendent la sévérité des affections inflammatoires de longue durée. Les
mécanismes sous-jacents de cette chronicité ne sont pas toujours entierement élucidés. Cette

persistance peut résulter de la présence continue de I'agent pathogene initial, cependant, [19].
I.1.4. Traitement de I'inflammation (résolution de I'inflammation)

En général, le traitement anti-inflammatoire implique l'utilisation de composés synthétiques

tels que les anti-inflammatoires non stéroidiens ou les corticoides stéroidiens.

1.1.4.1. Anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont largement utilisés pour soulager la
douleur, la fievre et I'inflammation, malgré les effets secondaires tels que les ulcéres gastro-
intestinaux. lls inhibent les enzymes COX-1 et COX-2. Les AINS sélectifs de la COX-2,
comme les coxibs, réduisent les problemes gastro-intestinaux mais comportent des risques

cardiovasculaires. [39,40]

1.1.4.2. Anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) sont puissamment efficaces contre les maladies

inflammatoires chroniques, mais leur utilisation prolongée entraine divers effets secondaires.
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Ces effets, tels que [I'hypertension, la perturbation de la synthése naturelle des
glucocorticoides, l'euphorie avec insomnie, la psychose aigué et les problémes gastro-
intestinaux, peuvent s'aggraver avec la durée du traitement et les doses administrées. Des
affections chroniques comme l'ostéoporose, les cataractes et la prise de poids peuvent

également se développer. [41,42]

1.1.4.3. Anti-inflammatoires d’origine végétale

Les plantes reconnues pour leurs propriétés anti-inflammatoires renferment des principes
actifs spécifiques qui en sont responsables. Ces plantes appartiennent a diverses familles et
possedent une variété de caractéristiques chimiques, incluant des éléments tels que les
polyphénols, les flavonoides, les saponines et les alcaloides, entre autres. La majorité de ces
composés agissent en entravant les voies métaboliques associées aux cyclooxygénases et aux
lipoxygénases, ainsi que d'autres mécanismes. [19].
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Figure 7: Processus de migration des neutrophiles a traverse les vaisseaux sanguines
[37].
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I.1.Matériel et méthodes

1.1.1. Objectif de travail

Ce travail a pour objectif le screening phytochimique d'une plante médicinale de la famille
des Asteraceae et évaluation de ses activités biologiques (Anti- inflammatoire,

Antioxydante ...etc.).
1.1.2. Matériel végétal

L'étude est étendue sur les racines d'une espéce de la famille des Asteraceae, récoltés en

mois de mars 2023 a lakhdaria (wilaya de Bouira).
1.1.3. Préparation du matériel végétal
1.1.3.1. Séchage

Aprés la récolte, une partie des racines est triée, rincée, épluchée, coupée en petits
morceaux puis séchée a I’air libre (a 1’abri du soleil) et a température ambiante dans un

endroit sec pendant 15 jours.
1.1.3.2. Broyage et Tamisage

Les racines sechées sont broyés a I’aide d’un mortier, et la poudre ainsi obtenue est
tamisée pour avoir une poudre fine et homogene. Cette derniére est conservée dans un flacon

opaque dans un endroit sec en vue de procéder aux différentes manipulations.

/

3

Figure 8: Photographie des racines de la plante étudiée apreés broyage.
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1.1.4. Préparation de la pommade
a. A base de la plante fraiche

La plante fraiche est utilisée pour la préparation de la pommade par la méthode traditionnelle.
Une partie des racines nettoyée, coupée en petits morceaux est portée a ébullition dans de
I’eau pendant 2h en couvrant la préparation pour éviter la volatilisation de ses composées. A

la fin, une pommade préte a I’utilisation est obtenue.

Figure 9: Photographie de la pommade obtenue a base de racines fraiche de la plante
étudiée.

b. A base de la poudre

Une quantité de la poudre végétale déja séchée est mélangée avec de I'eau afin de préparer la

pommade désirée.

Figure 10: Photographie de la pommade obtenue a base de racines séches de la plante
étudiée.

I.1. 5. Controle de qualité des pommades

1.1.5.1.Caracteres macroscopiques
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La détermination de certains caractéres a savoir évaluer la couleur (observation a I’ceil nu), la
consistance et I’odeur de la pommade préparée, constitue une étape essentielle de controle de
sa qualité.
1.1.5.2. L’homogénéité

Une couche de pommade est étalée sur une lame en verre pour visualiser son aspect
homogene en se servant d’une spatule.
1.1.5.3. Mesure de PH

La mesure du PH se fait a I’aide d’un PH meétre en utilisant dix grammes de
pommade fondus doucement a la plaque chauffante puis refroidis.
1.1.5.4. Mesure de la température

La température a été déterminée a l'aide d’un thermometre
1.1.5.5.Mesure de la conductivité

La conductivité a été déterminée a l'aide d'une conductimétre en diluant dix grammes

de pommade dans I’eau.

1.1.6. Screening phytochimique

Le screening phytochimique est un moyen pour mettre en évidence la présence et/ ou
absence des groupes de familles chimiques présentes dans une drogue donnée [40].

Nous avons réalisé un screening phytochimique sur des pommades préparées a partir

des racines de notre plante a I’état frais et sec.selon la méthode standard.
% Saponine

10 ml d'eau distillée est ajoute a 3 ml de I'extrait éthanolique de pommade ;la formation
d’une mousse persistante apres agitation pendant 2 min indique la présence de saponines.
% Tannin
2 ml 5% de Feclsest ajouté a 2 ml de I'extrait éthanolique de la pommade. L'apparition de la
couleur vert foncé ou bleu vert indique la présence des tanins.
-L'apparition d'une couleur vert foncé indique la présence des tanins catéchiques.

-L'apparition d'une couleur bleu vert indique la présence des tanins galliques [43].

% Flavonoides
4 ml 1% de NaOH est ajouté a 2 ml de I'extrait éthanolique de la pommade. L’apparition de la
couleur jaune indique la présence des flavonoides.

% Protéines
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1ml de Na OH a 1 % et 3 ml de CuSo,sont ajoutés a 3 ml de I'extrait éthanolique de la

pommade. L'apparence de couleur violet confirme la présence des protéines dans la pommade

% Alcaloides
2 ml d'iode est ajouté a 2 ml de l'extrait éthanolique de la pommade. L'aspect du précipité
brun rougeétre confirme la présence des alcaloides dans la pommade.

% Amidon
2 ml d'iode est ajouté a 2 ml d'extrait végétal. L'apparition de la couleur bleu ou noire
confirme la présence d'amidon dans la pommade.

% Lipides
2 ml d'eau distillée est quelques gouttes d'éthanol sont ajoutées a 2 ml de I'extrait éthanolique
de la pommade. Un précipité de couleur blanche formé a montré la présence de lipides dans la
pommade.

% Terpeénoides
0.5 ml de chloroforme et 0.6 ml d'acide sulfurique sont ajoutés a 2.5 ml de [l'extrait

¢thanolique de la pommade. La formation d’un anneau rouge indique la présence de

terpénoides.

1.1.7. Evaluation in vitro de I'activité Antioxydante

L’activité Antioxydante in vitro est réalisée par la méthode de piégeage du radical
libre DPPH.

1.1.7.1. Activité antiradicalaire au DPPH

Principe : Le DPPH est un radical libre stable et un accepteur d'électrons ou d'hydrogene.
Cette méthode est basée sur la réduction de solutions alcooliques de DPPH en présence
d'antioxydants donneurs d'hydrogéne pour produire la forme non radicalaire DPPH-H (figure
13).

La capacité de piégeage des radicaux libres du DPPH est déterminée par la diminution
de l'absorbance a 517 nm. Ceci est visuellement reconnaissable comme un changement de

couleur du violet au jaune [44].
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Figure 11 : Structure de radical DPPH et sa réduction par un antioxydant (AO-H) [45].
Mode opératoire : Un mélange réactionnel composé de 2ml d'extrait méthanolique de la
pommade préparée a différentes concentrations (200, 250, 300, 350, 400, 450 et 500 mg/ ml)
et 2 ml de la solution de DPPH (préparé dans du méthanol).Apres incubation a tempeérature
ambiante, a I’obscurité durant 30min, les absorbances sont lues a 517 nm avec un

spectrophotometre visible contre un blanc (2ml de DPPH / 2ml de methanol).

L'inhibition du radical libre DPPH par un antioxydant synthétique de référence ou
standard (BHT) a également été réalisée dans les mémes conditions. L’opération a été

faite 3 fois pour chaque concentration de la pommade.

Expression des résultats :La capacité antioxydant de nos échantillons, exprimée en

pourcentage d’inhibition du radical DPPHe, est calculée suivant I’équation suivante:

[ % dinhibition = (AC-AE/ AC)*100 ]
AC: Absorbance du contréle (DPPH/ méthanol).
AE: Absorbance de I'échantillon

IC 50 (concentration inhibitrice a 50%) permet de calculer la concentration de I'échantillon a
tester nécessaire pour réduire 50% les radicaux DPPH. Le calcul se fait graphiquement par
régression linéaire de tracés montrant le pourcentage d'inhibition correspondant a différents

concentrations des fractions utilisées [46].
1.1.8. Evaluation de I'activité anti- inflammatoire
1.1.8.1. Evaluation de I'activité Anti- inflammatoire in vitro

L’activité anti-inflammatoire in vitro est réalisée par le test de dénaturation de
l'albumine de blanc d'ceuf selon la méthode décrite par Mizushima et Kobayashi avec

quelques modifications[46].

UAMOB Page 39



Chapitre | Matériels et méthode

Mode opératoire: Le mélange réactionnel (5ml) consistait en 0,2 ml d'albumine d'ceuf
fraichement préparée, 2.8 ml de solution tampon phosphate PBS (PH 6.4) et 2 ml d'extrait
méthanolique de la pommade préparée (pommade a base de plante seche ou fraiche) a
différentes concentrations (50, 100, 150, 200 et 250 mg/ml).

v" Le mélange est incubé a 37 + 2° C pendant 15 min puis chauffé a 70°C dans un bain
marin pendant 5 min pour induire la dénaturation. Aprés refroidissement, les
absorbance sont mesurées a 660 nm contre un contréle (Un volume double de I'eau
distillée 4.8 ml et 0.2 ml d'albumine de I'ceuf) et un témoin positif (Diclofenac sodique

a différentes concentrations) préparés dans les mémes conditions [47, 48].

Le pourcentage d'inhibition est calculé selon la formule suivante :

[ % d'inhibition = (AC- AE / AC)*100 ]

AE: Absorbance de I'échantillon d'essai
AC: Absorbance du contrble

Les résultats obtenus est la moyenne de trois répétition.

La concentration (IC 50) de I'extrait pour une inhibition de 50 % est determinée par la courbe

dose-réponse.

Tous les réactifs, les solvants, les produits chimiques utilisés dans cette étude sont de marques

de Panreac et Applichem (made in E.U.).

1.1.9. Evaluation de P’activité antimicrobienne

L'activité antimicrobienne in vitro de la pommade est évaluée en utilisant des souches
bactériennes de référence (tableau 5) de laboratoire microbiologie de site de production a
Saidal dar EI-Beida, Algérie, par la méthode de diffusion en disque dans un milieu gélose.

Tableau 4: les souches bactériennes et fongiques testés

Les souches testées Les références

Pseudomonas aeruginosa NCIMB 8626
Escherichia coli ATCC 8739

Salmonella enterica ATCC 14038
Candida albicans ATCC 10231
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1.1.9.1. Méthode de diffusion en disque

Les pommades ont été testées pour leur activité antimicrobienne par la méthode de
diffusion en disques, en utilisant 100 pl de suspension des microorganismes testés, contenant
2x108 UFC/ ml pour les bactéries, 1.5 x108 UFC/ ml pour C. albicans.

v' Les milieux Mueller-Hinton et Sabouraud gélosés, stériles et refroidis jusqu'a 45-

50°C, ont été écoulés dans des boites de pétri stériles de 9 cm de diametre (15 UlI).

v Les disques de papier filtre (6 mm de diamétre) ont été individuellement imprégnés

avec 5ml de la pommade qui déja diluée dans de l'eau distillée (500 mg/ disque)

v’ Ensuite les disques ont été placés sur la surface des milieux gélosés déja inoculés avec

les microorganismes testes.

v' Les boites de pétri ont été conservées a 4°C pendant 2 h et ont été ensuite incubées a
37°C pendant 24 h pour les bactéries, et a 30°C pendant 48 h pour C. albicans [49].
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11.2.Résultats et discussion

11.2.1.Les parameétres physicochimiques

Les paramétres physicochimiques analysés sont illustrées dans le tableau ci dissous.

Tableau 5: Résultat des paramétres physicochimiques de la pommade.

Paramétres Pommade fraiche Pommade séche
Couleur beige brune

Odeur Fort Fort

L’aspect Homogene Homogeéne

PH 8.08 8.03
Température 24.4°C 25.2°C
Conductivité 2.29 ms/cm 2.29 ms/cm

Les résultats obtenus de la pommade a base des racines fraiches et seches de la plante
étudiee affichent une bonne qualité organoleptique.

On constate d’aprés le tableau qu’il n ya pas de différence entre les résultats de la forme
fraiche et séche.

11.2.2.Screening phytochimique
L'objectif de ce test est de détecter les difféerents composeés chimiques présents dans la
pommade de I'espéce étudiee (tableau 06).par des réactions qualitatives de caractérisation.
Ces réactions sont basées sur des phénomenes de précipitation ou de coloration par certains
réactifs spécifiques. Ces dernieres permettent de définir la présence ou l'absence de quelques
métabolites secondaires.

Les résultats du criblage phytochimique qualitatif (tableau 06) montrent des
différences relatives a la présence ou non de classes de composes phénoliques dans les
pommades préparées.

On remarque une forte présence des saponines, des flavonoides, des alcaloides et des

lipides dans la plante étudiées.

L’amidon et les terpenoides se présentent moyennement. Alors qu'une faible présence

de tannins est enregistrée contre 1’absence totale des protéines.
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Tableau 6: Résultats du screening phytochimique des pommades.

Les composés chimiques la pommade fraiche la pommade séche
Saponines +++ +++

Tannins + +

Flavonoides +++ +++

Protéines - -

Alcaloides +++ +++

Amidon ++ ++

Terpénoides ++ ++

lipides +++ +++

Forte abondant: (+++); présente moyenne: (++) ; Présence faible: (+); Non détecté: (-)

Nos données analytiques sont conformes a ceux trouvées par [50] qui a travaillé sur
les huiles essentielles des racines d’une plante de la méme famille et qui ont révélé une
richesse en métabolites secondaires a savoir les flavonoides, les alcaloides, les saponines et
les tanins avec des teneurs variables. De telles differences peuvent étre aussi attribuées au

degré de polymérisation des composés phénoliques, a leur diversité structurale [51] .

11.2.3.Evaluation de I'activité Antioxydante

La figure 16 montre que la présence des deux types de pommade dans le milieu réactionnel
s’accompagne d’une inhibition du radical DPPH. Les extraits testés présentent un effet dose-
dépendant contre ce radical.

Les pommades a base de la plante testée ainsi que le standard affichent une
augmentation brusque de I’activité lorsque la concentration passe de 0 a 350 mg/ml. Tous les
échantillons sont comparables a ce niveau. Au de-la de cette concentration, 1’activité
scavenger continue d’augmenter pour les pommades préparées pour atteindre 85%
d’inhibition). Tandis que pour le standard, une augmentation progressive de I’inhibition du

radical s’affiche (59%).
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Figure 12: Effet de la concentration des pommades sur ’activité antiradicalaire du
DPPH. PPF : pommade a base de plante fraiche ; PPS : pommade a base de plante
seche.

Les valeurs IC50 (figure 13) determinées en utilisant la cinétique du pourcentage
d'activité antiradicalaire, qui correspondent a la concentration en pommade et en BHT
nécessaire pour inhiber 50% du DPPH présent dans le milieu, varient entres les préparations
et le standard BHT.

Nous notons que les pommades préparées a base de notre plante révelent de meilleures
propriétés antioxydantes par rapport au standard. En effet, les pommades enregistrent des
valeurs 1C50 les plus faibles : 368,51(PPF), 369,06 mg/ml (PPS) contre 428,95 mg/ml pour la
BHT.

440 -

420 -

380 ~

IC50 (mg/ml)

360 ~

Echantillon (ma/ml

320 L T 1
PPF PPS BHT

Figure 13: 1C50 des différents échantillons contre le radical DPPH.

PPF : pommade a base de plante fraiche ; PPS : pommade & base de plante séche.
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La valeur IC50 est inversement liée a la capacité Antioxydante des échantillons, car
elle exprime la quantité d’antioxydants requise pour diminuer la concentration du radical libre
a 50%. Donc, plus la valeur 1C50 est faible, plus l'activité Antioxydante est élevée, ce qui
confirme I’efficacité de la pommade a base des racines de la plante étudiée a piéger le radical
DPPH.

Le potentiel antioxydant des racines de notre plante s’accordent avec les résultats de

quelques auteurs [2]. Travaillant sur les racines d’une plante de la méme famille.

Le pouvoir antioxydant marqué (le pouvoir antiradicalaire) est probablement du aux
extraits de plantes et leur variation aux composés phénoliques (teneur et nature) contenus
dans les différents organes [52,53] Leur capacité Antioxydante varie d’un composé a ’autre
et émane d’une synergie entre eux et/ou avec d’autres constituants présents dans les extraits

[54,55]

I1.2.4.Détermination de D’activité anti-inflammatoire in vitro par la méthode de

dénaturation des protéines (albumine de 1'ceuf)

Les résultats de I’inhibition de dénaturation de I’albumine par les échantillons testés (figure
18) presentent un effet dose-dépendant. Cette inhibition est d’autant plus importante que la

concentration d’extraits est élevée ; ces augmentations varient d’un échantillon a I’autre.
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Figure 14: Effet de la concentration des pommades sur I’inhibition de la dénaturation de
I'albumine. PPF : pommade a base de plante fraiche ; PPS : pommade a base de plante
séche.

L’ajout de la pommade a base de plante médicinale en concentrations croissantes(de 50 & 250

mg/ml) a la solution d’albumine d’ceuf empéche la précipitation de cette protéine.
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Les deux types de pommade induisent des élévations progressives de leur effet inhibiteur de
dénaturation de I’albumine (figure 15). Le méme effet est enregistré pour le standard mais de

fagon plus lente. L’optimum d’activité (40,94 a 49,03%) est atteint pour des concentrations
de 150 a 250 mg/ml.
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Figure 15: IC50 d’inhibition de la dénaturation de 1'albumine de I'ceuf des différents
échantillons. PPF : pommade a base de plante fraiche ; PPS : pommade a base de plante
séche.

Nos données analytiques (figure 15) montrent des 1C50 qui varient de 68,91 mg/ml
(PPS) a 218 mg/ml (Diclofenac, un médicament anti-inflammatoire utilisé comme standard
dans les mémes conditions). Ce dernier manifeste une activité nettement inférieure a celle des
deux autres échantillons (pommades a base de plante testée) utilisés. Cela met en évidence

I’efficacité des pommades élaborées, qui ne présentent pas de différence significative.

Peu d’études sont disponibles sur l'effet anti-inflammatoire in vitro des racines des
plantes médicinales appartenant a la famille des Asteraceae, ce qui rend la comparaison de
nos résultats difficile, néanmoins ces derniers s’accordent avec les résultats de certaines
données de la littérature [56] qui démontrent l'efficacité des racines contre I'inflammation
avec des valeurs IC50 inferieurs , en utilisant la dénaturation thermique de l'albumine sérique

Bovin au lieu de 1"'albumine de l'ccuf .

L’effet inhibiteur de la dénaturation de I’albumine de I’ceuf par les deux pommades
élaborées a base de la plante médicinale testée révele le potentiel anti-inflammatoire de cette
plante. Ce potentiel pourrait s’expliqué par la richesse des pommades préparées en COMPOSES

bioactifs, principalement les flavonoides.
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11.2.5.Détermination de I'activité antimicrobienne
L’activité antimicrobienne de nos pommades est évaluée par la méthode de diffusion

des disques sur gélose vis-a-vis de trois souches bactériennes et une souche de champignon.

Des résultats négatifs (figure 17) ont été enregistrés de 1’activité antibactérienne de nos
pommades vis-a-vis lesdifférentes souches bactériennes référenciées: Staphylococcus
aureus(ATCC 6538), Salmonella enterica ( ATCC 14028), Candida albicans (ATCC 10231)
et Escherichiacoli(ATCC 8739) testé par la méthode de diffusion sur disque.

Des études de I’activité antibactérienne testée par la méthode de diffusion sur disque
vis a vis de 4 souches bactériennes : Escherichia coli (ATCC 2599),Staphylococcus aureus
(ATCC 43300), Pseudomonase aeruginosa (ATCC 25852) et Bacillus cereus (ATCC 10876)

ont éte faite sur une plante de la méme famille [56] affichaient des résultats positifs.
Plusieurs circonstances peuvent etre a ’origine de ces différences, a savoir:

v' Larégion de récolte : les conditions environnementales qui sont différentes.

v' les conditions de manipulation : nature de produits testés (huile extraite ou pommade
préparée...) a partir des racines de la plante étudiée influangant probablement son
absorption et diffusion sur les disques des milieux de culture.

v les souches bactériennes utilisées aussi .
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Conclusion et perspectives

Les plantes médicinales constituent le principal outil thérapeutique mis a la disposition
de I’homme. Leurs propriétés sont mises en évidence par I’observation des effets qu’elles
généraient sur I’organisme. En effet, ces plantes jouent un réle important dans le domaine
thérapeutique moderne, agissant efficacement sur différentes maladies chroniques et aigues
comme I’inflammation.

Ce travail porte sur I’évaluation des activités biologiques d’une plante médicinale de la
famille des Asteraceae (préparation d’une pommade a base de la plante testée).

L’évaluation in vitro de I’activité Antioxydante de pommades élaborées a base de cette
planteau moyen du test DPPH a révélé un potentiel antioxydant important. Cette activité se
manifeste par des valeurs IC50 relativement faibles en comparaison avec le standard BHT.
Les extraits de cette plante (pommades préparées) affichent une forte capacité d’inhibition de
dénaturation de I’albumine indiquant son effet anti-inflammatoire. Ce pouvoir inhibiteur est
d’autant plus important que la concentration d’extrait est ¢levée. Les pommades €laborées a
base de la plante étudiée se sont révélé les plus actives pour I’inhibition de dénaturation de
I’albumine contre le Diclofenac, médicament anti-inflammatoire témoin.

Les résultats de screening phytochimique indiquent que cette plante de la famille des
Asteraceae renferme différentes classes de composes phénoliques (Flavonoides, tannins ...) a

des concentrations variables, biologiquement actives ce qui justifient son usage traditionnel.

La plante étudiée posséde des proprietés antioxydantes et anti-inflammatoires tres
importantes d'autant plus I'efficacité de la pommade naturelle préparée a base de ces racines.
Au vu des résultats obtenus et tenant compte de problématique du sujet, il nous semble

intéressant d’approfondir le présent travail par :
> ldentification et quantification des différents constituants phénoliques ;

» L’identification des principes actifs responsables de ces propriétés

pharmacologiques ;

» La poursuite et I’approfondissement des analyses de [Dactivité anti-

inflammatoire, in vitro et in vivo ;

> L’étude de lactivité antibactérienne en utilisant différentes méthodes et

germes ;
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» La possibilité d’utiliser les extraits phénoliques de cette plante comme
nouvelles substances ou additifs substitués aux molécules a pouvoir
antioxydant et/ou anti-inflammatoire incorporées dans les produits

alimentaires, cosmétiques ou pharmaceutiques.
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Matériels non biologiques

Tableau0l: Les réactifs, les produites chimiques, materiels et équipements utilisées pour
notre travail.

Les

réactifs et les produits chimiques

Matériel et équipements de laboratoire

BHT

Diclofenac sodique
Phosphate monosodique
Phosphate disodique
NaOH

Nacl

Eau distillée

Méthanol

DPPH

Fecls

Cuso,

CHcl; (Chloroforme)
lode

Acide sulfuriqueH,so,

Milieu Sabouraud

Milieu Muller Hinton

Bain marin de la marque (memmert)
Incubateur & 37°C
Spectrophotomeétre visible
Balance

Agitateur

Les tubes a essais

Portoir

Poire

Pipette de 10 ml, 2 ml
Spatule

Papier aluminium

Fiole de 1000 ml, 50 ml

Bécher

Boites de pétries
Les écouvillons

Anse de platine

Pré

paration des solutions:

1. Préparation de solution DPPH:

: La solution de DPPH a été préparée par la solubilisation de :

2.4 de DPPH dans 100 ml de méthanol (elle ne se conserve pas plus de 4.5 jours a l'obscurité).




Figure 1: préparation de solution DPPH

2. Préparation de la solution tampon salin phosphate PBS(PH ,6.4)

Dans un fiole de 1000 ml on ajoutent :
v 2.5 g phosphate disodique (Na,H,po,)
v 2.5 g phosphate monosodique (Na H, po,)
v’ 2.8 g Nacl
On a remplire la fiole par I'eau distillee jusqu'a 950 ml , aprés on ajoute la solution de NaOH
pour la stabilisation de pH a 6.4 , ensuit on a remplire la fiole par I'eau distillée jusqu'a 1000
ml

3. Préparation de la solution NaOH

Dans un fiole de 50 ml on ajout 2.1 g de NaOH avec 50 ml de I'eau distillée



Figure 3: Photographie de I'activité antimicrobienne par la méthode disque.



Figure 4: Résultats de I'activité antimicrobienne évaluée.
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Résumé

Cette étude vise a évaluer les activités biologiques d’une pommade préparée a base des racines d’une
plante de la famille des Asteraceae. L’évaluation in vitro de I’activité Antioxydante de pommades
élaborées a base de cette plante au moyen du test DPPH a révélé un potentiel antioxydant important.
Cette activité se manifeste par des valeurs IC50 relativement faibles en comparaison avec le standard
BHT. L’effet anti-inflammatoire de la pommade est déterminé par la capacité de cette derniére a
inhiber la dénaturation de I’albumine. La pommade introduite a la solution d’albumine empéche la
précipitation de cette protéine et enregistre un fort pourcentage d’inhibition compris entre 90 a 95%.
Nos résultats affichent des valeurs 1C50 nettement faible par rapport au Diclofenac, médicament anti-
inflammatoire de référence. Un criblage phytochimique révéle la richesse de notre pommade a base de

racines en composés bioactifs dotés de ces activités biologiques constatées.

Mots clés : Potentiel antioxydant, inhibition, criblage phytochimique, pommade.

Abstract

This study aims to evaluate the biological activities of an ointment prepared from the roots of a plant
of the Asteraceae family. The in vitro evaluation of the antioxidant activity of ointments made from
this plant using the DPPH test revealed significant antioxidant potential. This activity is manifested by
relatively low IC50 values compared to the BHT standard. The anti-inflammatory effect of the
ointment is determined by the ability of the latter to inhibit the denaturation of albumin. The ointment
introduced into the albumin solution prevents the precipitation of this protein and records a high
percentage of inhibition between 90 to 95%. Our results show markedly low IC50 values compared to
Diclofenac, the reference anti-inflammatory drug. Phytochemical screening reveals the richness of our

root-based ointment in bioactive compound with these observed biological activities.

Keywords: Antioxidant potential, inhibition, phytochemical screening, ointment.
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