République Algérienne démocratique et populaire Al Akl Ragall 4y il Jad) Ay ggaadl
Ministére de ['‘Enseignement Supérieur aladl Gl g ) anlail) 30 59
et de [a Recherche Scientifique bl Llad) duia o) A yall
Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire

ECOLE NATIONALE SUPERIEURE VETERINAIRE
ALGER

ECOLE NATIONALE SUPERIEURE VETERINAIRE

Projet de fin d’¢tudes

En vue de I’obtention du
Dipléme de Docteur Vétérinaire

CONTRIBUTION A LA MISE EN EVIDENCE
D’UN BIOMARQUEUR DE LA CICATRISATION CUTANEE :

L’HYDROXYPROLINE
ET L’EVALUATION DE LA CYTOTOXICITE D’EXTRAIT
METHANOLIQUE DE LA RACINE D’UNE PLANTE MEDICINALE :

LA CENTAUREA AFRICANA

Présenté par: CHEHEB LOTFI
DOUADI MALLAK EL HOUDA
ALEM WISSANE
Soutenu le 02 JUIN 2016

Devant le jury composé de :

- Président : Mme L. AINOUZ MAA E NSV Alger
- Promoteur : Mr M. ZAOUANI MAA ENSV Alger
- Co-promoteur : Mme K .OUANDIJELI Cucc LNCPP

- Examinateur : Mme B. DJELLOUT MAA ENSV Alger
- Examinateur : Mme C. BENMOHAND MAA ENSV Alger

Année universitaire 2015-2016




REMERCIEMENTS

Nous tenons a remercier toutes les personnes sans qui, ce travail n’aurait pas
pu étre réalisé :

Nos remerciements s’adressent en premier a notre encadreur pour ses
orientations et ses conseils constructifs et constants :

Monsieur Mohamed ZAOUANI

Nos remerciements vont également a ceux qui nous ont accueillis dans leur
Institution, en ’occurrence le Service pharmaco-Toxico du Laboratoire
National du Contréle des Produits Pharmaceutiques et qui nous ont suivi et
orienté lors du stage pratique :

Monsieur H. CHADER et Melle K. OUANDJELI

Nous adressons, aussi, nos vifs remerciements aux Membres du Jury pour

I’attention qu’ils ont accordé a notre travail et a son évaluation, a leur téte leur
présidente Madame L. AINOUZ

Enfin nos remerciements s’adressent a tous nos Examinateurs et a tous nos
Enseignants qui n’ont pas hésité a nous dispenser une Formation de qualité
depuis le premier cours de notre premiere année au sein de notre chere Ecole ;
I’Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire

A Tous MERCI



Dédicaces

A mes tres chers parents,

Je vous dois ce que je suis aujourd'hui grace a votre amour, a votre
patience et vos innombrables sacrifices.

Je ferai de mon mieux pour rester un sujet de fierté a vos yeux avec
I'espoir de ne jamais vous décevoir.

En témoignage, je vous dédie ce travail qui cl6ture mon diplédme de Docteur Vétérinaire.
Que Dieu vous préte bonheur et longue vie.
A mon frere bien aimé,
Tu occupes une place particuliere dans mon cceur.

Je te dédie ce travail en te souhaitant un avenir radieux, plein de
bonheur et de succeés.

A tous mes amis,
Pour votre sympathie, votre humeur, votre humour et votre solidarité envers moi.
Veuillez accepter mes remerciements et mon amitié sincere.
A mes oncles et tantes ainsi qu’a leurs enfants,
Pour votre chaleureux accueil, votre soutien et réconfort.
Je vous exprime toute ma gratitude et ma reconnaissance.
A tous nos enseignants,

Pour leur engagement indéfectible a nous offrir le meilleur des enseignements durant
toutes ces années.

Et & tous ceux qui nous ont assistés de loin ou de prés, dans la réalisation et le bon
déroulement de ce travail

Veuillez trouver ici 'expression de ma profonde considération et le sentiment de mon
profond respect.

LOTFI...



DEDICALES

='e vous dedie ce travail, fruit de Ueffort de U'Ccole de la “Yie et
pas seulement I'Ccole  Nationale Supérieure ") étévinaive, dernier
maillon de la chaine d’'apprentissage que j'ai commenceé a percevoir

des que j'ai ouvert les yeux entre vos bras, vous les Deux

JIersonnes les plus chers que DJEZS Soubhanou m'a Donné.

7oi YNaman Yamina et Joi fIapa faouzi
A toi _freve : _Lrere ainé et _FLréve unique :
Chakib Areslane
A toi VAomme de ma “Vie :
Jmed
AA toi qui m'as accompagnée ces cing derniéres années, ma ante :

JVaciva

A Celles qui n'ont pas cessé de priev DJEZS pour me guider dans tous

mes pas, mes deux Grand-meéves :

Hadja (Nefdja et Hadja >ehaira

A tous les YNembres de ma _Lfamille



z

DEDICACES

A la personne dont tous les mots de I'univers sont incapables d’exprimer

mon amour et mon affection pour elle, a I'étre le plus cher a ma douce mére.

Meére si tu savais combien je t'aime.
A mon cher pére qui a payé des années d’amour
et de sacrifices le prix de ma facon de penser.
Pére merci d’avoir fait de moi une femme.
A ma grand-mere Taous qui me chérit et pour laquelle je souhaite une meilleure santé.
A mes chers fréres Djaafar,
Rabah et Rahim et mes sceurs Akila, Linda et Djouhra.

A mes oncles Amar et El hacen, et leurs enfants.

A mes chers amis Mallak,
Nesrine, Fahima et Lotfi.

A tous ceux qui de loin ou de prét ont contribué a la réalisation de ce travail.

WISSEM ...



Table des matieres
LISTE DES ABREVIATIONS
LISTE DES FIGURES

LISTE DES TABLEAUX

INEFOTUCTION GENETAIL........c.eoveiiteiiieiiet ettt bbbt bttt b et b et ens 1
1.1 Les plantes MEICINAIES = ......coieiiiiiiiiie bbbttt 3
I o 017 (0 g T=T =T o (=SS 3

1.2.1 Médicament @ Dase de PIANTES ........ceive i 6
1.2.2 Préparations a base de drogue(s) VEGELAIE(S).......ccureirrririiiriiiiiereese e 7
1.3 PIaNte MEAICINGAIE ..ot 7
R0 o (1 0 PP TSP PP PROPR PR 8
G T 5 o[ T PPN 9
1.3 3 PrINCIPE @CTIT & ..t bbbttt b e 10
IR o =] ot o] =T o g1 =T TSSOSO 10
1.3.5 Récolte et conservation des plantes MEdICINAIES :........cccovriririiiiiiier e 10
1.3.6 Opérations d’eXtraction :.............ccoooiiiiiiiiiiiiii e 10
1.3.6.2 Extraction par décoCtion ChINOISE :.......cccciiiiiiiiiic e 11
1.3.7 EXEraits de PIANTES & ..c.ooieiiieiie bbbt 12
1.4 Modes de préparation en phytothBrapie........ccccvciiiii i 13
AL INTUSIONS. ...ttt bbb st b bbbt b ettt ettt b e 13
14,2 INFUSTON TIOIOE .....ceieieiie bbbttt 14
1.4.3 INfusion Chaude et TrOITE. .........oiiiieeee e 14
14,4 DECOCTION ...ttt bbb bbbt bbbt b et b et b et n bt ens 15
LA.5 IMTACETALION. ...ttt bbbt bbbkt b ettt bbbt et 15
1.5 Formes d’utiliSation : ...............cooooiiiiiii i e 16
IR TR LU LT- o LI =T o PR TRSST 16
1.5.2 USBQE EXEEITIE ...ttt bttt bttt b e bbbt b e b s et be e bt et e e e sbe et e e b nne s 16
1.6 Présentation de la plante Centaurea affiCana............ccceoveiiiiirienineneeee e 17
1.6.1 Présentation de la famille des AStEraceae...........coovvreiiiineisese e 17
1.6.2 Présentation du genre CENTAUIEA.........c.coveieieiie et nre e neens 18
1.6.3 REPArtition geograpiiQUE ........oieuiiueiiieiiesee et 18

1.6.4 Les métabolites secondaires chez le genre CENtAUrea..........cccovevveieieciece s 19



1.7 La peau et 12 CICATFISATION .........iiiiiiieieie ettt ettt e stesteeeeseeenee e 20

IS d 0T (0 o L= - W o LT L PSSR 20

1.7.2 JoNCtioN dérmO-EPIdEIMIGUE.......c.ocviiiiiiitistee et 21
ARG ICT (] (o o] o N F= T o= T SRS 21

1.8 L@ CICALIISALION. .....veei ittt bbbttt bbb e 22
1.8.1 Les différentes phases de la CiCatriSation............c.cccvvveiiiiiiie i 22

1.9 QU’EST-CE QUE L’ HYDROXYPROLINE ? .......oiiiiiiiiiiiinicie e 27
.10 MECANISMES D’ACTION / PREUVES D’EFFICACITE ............ccoooiiii e 28
HEMATERIEL ..ottt bbbttt ettt ne e 30
1.1 Matériel NON DIOIOGIGUE ......c..ouiiie ettt 30
1.2 MAtEriel DIOIOGIGUE .......oiiiiiiiieie ettt bbbt 30
a- Y T e YT 1= v | PSSO 30

b- ANIMAUX EXPEFTMEINTAUX. ....vevevereeteieieiete ettt sttt sb bbbt bbbt be et e b e b 30
TE3METHODES. ...t b bbbt b bbbt n et nn e 30
I1.3.1 Préparations d’extrait méthanolique de Centaurea africana............c.ccoceeeivviiiniicicnenen, 30
I1.3.2 ETUDE DE L’ACTIVITE CICATRISANTE .........cocooiiiiiiiiiicceee 32
I1.3.3 Dosage de PhydroxXyproline...............cccooiiiiiiiiiiiiii e 35

11.4 Evaluation de la cytotoxicité in vitro de I’extrait méthanolique de la plante ........................... 38
11.4.1 Chronologie eXPEriMENTAIE. ..o 38

II1. Résultats et discussions de ’activité cicatrisante.................cccoevveiriiiniiiiiniiini e 41
II1.1 Evaluation de P’activité cicatriSante.................coccooiiiiiiiiiiii e 41
111.1.1. Evolution des SUPErfiCies des PIAIES : .........c.ccvuevrvecueicecieeeeeeeeeeseeeeesee et es s 41
II1.2 Résultats du dosage de PhydroxXyproline : .............ccocooiiiiiiiiiiiiii e 44
I11.3 Résultats de I’étude de la CytotoXiCite :..............ccooiiiiiiiiiiii s 45
IV CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES ....c.ooiiiiiieirtiriereeeeeeeeesi e 47
V REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES ........c.oiiiiiiieieieieteteieseei ettt 49
W ANNEXES ...ttt b et bt h bbb b et e st st e st b et et e st e b et et e e eb et ebe e ebe e 56

LISTE DES ABREVIATIONS:




Abréviations

Significations

DMEM Dulbecco’s type culture collection
SVF serum de veau foetal

IMAO I’inhibiteur de monoamine oxydase
bFGF facteur de croissance fibroblastique
EGF epidermal growth factor

PDGF Platelet-derivated growth factor
TGF Transforming growth factor
I'IGF1 L’insuline growth factor

TGFp Transforming growth factorf}
TNFa Tumor necrosis factora

TIMP Tissue inhibitors of mettaloproteinases
M metre

Ce degré Celsius

g gramme

mi millilitre

mBar millibars

ATCC American type culture collection
mg milligramme

min minute

DMSO Dimethylsulphoxide

mm millimetre

XVille 18éme siecle

cm centimétre




LISTE DES FIGURES :

Figure 1 : Photo de Centaurea afriCana .............oooiiriiiiiiiiiii e 19
Figure 2 : Structure de 1a Peautl. ... .....ouiritit it e 23
Figure 3 : Etapes du processus d’extraction hydro-alcoolique (photos personnelles)..............35

Figure 4 : Provocation des plaies par excision plus application des pommades (photos
PEISONNEIIES) . .. et e e 34
Figure 5 : Protocole de dosage de I’hydroXyproline.............ccoeeviiiiiiiiinien veeiiiiinennn, 37
Figure 6 : Démarche expéerimental suivi pour évaluer la cytotoxicité in vitro de 1’extrait
méthanolique de la plante « Centaurea Africana » sur les cellules fibroblastiques ATCC.........40
Figure 7 : Histogramme représentant les pourcentages de réduction des superficies des plaies de
Jo @ J16, chez les rats témoins, traités par la pommade a base d’extrait méthanolique a deux
concentrations (5 et 10 %) et le produit de référence Cycatril® ............ .. 42
Figure 8 : Evaluation de la teneur en hydroxyproline dans les échantillons des cicatrices chez les
lots des rats traités par 1’extrait formulé de Centaurea africana a 5% et 10% et par le produit de
FEFErENCE (CYCALIII®).....ccueiieieieecc et e e e e s re e steeaesneenas 44

Figure 9 : La courbe des pourcentages de mortalités en fonction de la concentration du produit a 1’essai

(extrait MEthANOIIQUE). ... vttt e ettt e et e et et et r e 45



LISTE DES TABLEAUX:

Tableau 1 : Modéles des plaies eXperimentales.............co.oeiuviieiiiiiiiiie e 27

Tableau 2 : Répartition des rats selon 1eS 10tS........ ..o 32

Tableau 3 : Evolution macroscopique des surfaces des plaies chez les rats traités par la pommade formulée

a10%,5%, chez les rats traitées par Cycatril® ainsi que chez les témoins durant 18j........................... 43

Tableau 4 : Classification de la cytotoxicité en fonction du pourcentage de mortalité observé a la dilution






Introduction Générale

Introduction Générale

Les plantes sont depuis toujours une source essentielle de médicaments. Aujourd’hui
encore une majorité de la population mondiale, plus particulierement dans les pays en voie de

développement, se soigne uniquement avec des remédes traditionnels a base de plantes.

De I’aspirine au Taxol, I’industrie pharmaceutique moderne elle-méme s’appuie encore
largement sur la diversité des métabolites secondaires végétaux pour trouver de nouvelles
molécules aux propriétés biologiques inédites. Cette source semble inépuisable puisque seule une
petite partie des 400000 especes végétales connues ont été investiguées sur les plans
phytochimiques et pharmacologiques, et que chaque espéce peut contenir jusqu’a plusieurs milliers

de constituants différents [1].

Parmi les milliers de plantes médicinales recensées a ce jour, ceux de la famille des
astéracées représentent I'une des plus grandes familles des angiospermes, avec environ 1100 genres
et 25000 espéces sont présentes dans pratiquement toutes les régions du globe.

Le genre Centaurea fait partie de la famille des astéracées, compte environ 700 espéces. En
Algérie, il est représenté par 45 especes dont 7 au Sud du pays [2,3]. Les espéces de ce genre sont
utilisées dans la médecine traditionnelle pour leurs activités stimulantes, toniques [4,5],

antidiabétiques [6,7], diurétiques [8] et antirhumatismales [9].

Des tests de recherche d’activité biologique des extraits chloroformes des especes
algériennes C. musimomum, C. furfuracea, C. granata et C. maroccana ont montré des activités
cytotoxiques et antiparasitaires [10]. Les études chimiques des espéces du genre Centaurea, ont
montré leur richesse en sesquiterpénes [11-16], triterpenes [17], stéroides [18], alcaloides [19],

lactones sesquiterpenes [20,21] et en composés phénoliques notamment les flavonoides [22-24].

Ces derniers sont largement présents dans le régne végétal et représentent une catégorie

tres importante aux propriétés biologiques multiples.

Ces composes sont répartis dans tous les organes des végétaux supérieurs (racines, tiges,

feuilles, fleurs, pollens, fruits, graines, bois....). Faisant objet de nombreuses études pendant ces
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derniéres décennies, le nombre des flavonoides connus a varié de 800 en 1976 [25] a 4000
au début des années 90 [26], pour atteindre 6500 ces derniéres années [27]. Dans ce contexte et vu
I’importance de 1’utilisation des espéces du genre Centaurea en médecine traditionnelle et les
résultats significatifs des tests biologiques obtenus, Le choix de notre plante est une espece
endémique pour I’ Afrique du Nord [27] il s’agit de I’espéce Centaurea africana cette espéce a fait
I’objet de nombreuses investigations phytochimiques mais peu d’études sur ces propriétés

biologiques.
Notre étude est présentée en deux parties :
- Lapremiére partie bibliographique

- La seconde partie est consacrée a 1’étude expérimentale, qui a porté essentiellement sur
I’extraction hydro alcoolique, activité cicatrisante sur modele par excision et étude de la

cytotoxicité de I’extrait.

Les matériels utilisés et les méthodes adoptées lors de cette étude expérimentale y seront détaillées

et les résultats obtenus présentés et discutés.



Partie

bibliographique




Chapitre 1 REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1 Les plantes médicinales :

Les végétaux sont des organismes autotrophes, c'est-a-dire qu'ils produisent leur propre
matiére organique (comme les glucides, les lipides et donc les principes actifs) a partir de sels
minéraux puisés dans le sol et de dioxyde de carbone, assimilé par les feuilles grace a I'énergie
solaire : c'est le mécanisme de photosynthese.

Une plante médicinale est une plante utilisée pour ses propriétés particulieres bénéfiques
pour la santé humaine ou animale. Elle est utilisée de différentes maniéres (décoction, macération,
infusion...) et une ou plusieurs de ses parties peuvent €tre utilisées (racine, rhizome, feuilles,
fleurs...).

On utilise pour nommer les plantes médicinales et pour éviter toute confusion, une
dénomination internationale, comprenant deux noms latins suivis du nom de 1’auteur qui a décrit
en premier la plante (exemple : Ayapana décrite sous le nom de Ayapana Triplinervis (vahl) R.M
KING et H. ROB.).

Toutes les données concernant les plantes médicinales sont regroupées dans un ouvrage
officiel national ou international que 1’on appelle pharmacopée (anciennement nommé CODEX).

Y est décrit le mode de préparation, la composition, ’action des médicaments.

1.2 Phytothérapie :

Le mot "phytothérapie™ se compose étymologiquement de deux racines grecques : phuton
et therapeia qui signifient respectivement "plante” et "traitement”. La Phytothérapie peut donc se
définir comme étant une discipline allopathique destinée a prévenir et a traiter certains troubles
fonctionnels et/ou certains états pathologiques au moyen de plantes, de parties de plantes ou de

préparations a base de plantes [28], qu’elles soient consommeées ou utilisées en voie externe.

Actuellement, la phytothérapie est reconnue appart entier par les académies de médecine
de certaine pays [29]. Il est important de ne pas confondre cette discipline avec la phytopharmacie
qui, quant a elle, désigne I'ensemble des substances utilisées pour traiter les plantes, a savoir les
pesticides, fongicides, herbicides, ou encore insecticides [30]... On distingue deux types de

phytothérapies.

Tout d’abord la phytothérapie traditionnelle. C'est une thérapie de substitution qui a pour

but de traiter les symptomes d’une affection. Ses origines peuvent parfois étre tres anciennes et




Chapitre 1 REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

elle se base sur I'utilisation de plantes selon les vertus découvertes empiriquement [30]. Les
indications qui s’y rapportent sont de premiere intention, propres au conseil pharmaceutique [31].
Elles concernent notamment les pathologies saisonniéres depuis les troubles psychosomatiques
légers jusqu’aux symptomes hépatobiliaires, en passant par les atteintes digestives ou
dermatologiques. On peut citer pour exemple les graines de Chardonmarie (Silybum marianum L.)
qui sont utilisées pour traiter les troubles fonctionnels digestifs attribués a une origine hépatique.
En effet cette drogue se distingue par ses propriétés hépato protectrice et régénératrice de la cellule
hépatique associées a une action cholérétique. Pline I'Ancien lui-méme recommandait de prendre

le jus de la plante mélangé a du miel pour "éliminer les exces de bile" [32].

La seconde forme existante est la phytothérapie clinique. C'est une médecine de terrain dans
laguelle le malade passe avant la maladie. Une approche globale du patient et de son environnement
est nécessaire pour déterminer le traitement, ainsi qu'un examen clinique complet [33]. Son mode
d’action est basé sur un traitement a long terme agissant sur le systéme neuro-végétatif. Cette fois-
ci les indications sont liées a une thérapeutique de complémentarité. Elles viennent compléter ou
renforcer 1’efficacit¢é d’un traitement allopathique classique pour des pathologies aigués
d’importance modérée (infection grippale, pathologies O.R.L...). On va principalement agir sur
les effets secondaires. On peut citer par exemple 1’utilisation chez un vagotonique de la Lavande
(Lavandula angustifolia Mill.) en usage interne pour ses effets anti-stress, calmant, et pour ses

actions contre les crampes musculaires, ainsi que contre les troubles du sommeil.

Nous pouvons affirmer que la phytothérapie peut et devrait figurer en bonne place dans
notre arsenal thérapeutique de tous les jours, sans que cela soit considéré comme une pratique

marginale ou dépassée.

Naturellement, le médecin phytothérapeute ne s’interdit pas de prescrire toute molécule de
synthése qu’il juge utile et nécessaire a la guérison de son patient, mais il ne le fera qu’avec
discernement et a bon escient, en évaluant au mieux le rapport bénéfice/risque, et surtout en
accordant sa pensee a ses actes : a efficacite egale, le phytothérapeute préfére choisir la
phytothérapie et/ou I’aromathérapie plutét qu’un traitement utilisant les molécules de synthese. Le

corollaire de cette préférence est qu’il ne prétend pas tout guérir avec les plantes : a tout
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moment, il peut compléter ou remplacer son traitement phytothérapique par une autre
prescription plus conventionnelle si cela est nécessaire. Le médecin sait qu’il ne peut pas tout
guérir, pas plus avec les plantes qu’avec 1’ensemble des moyens dont il dispose. Mais I’ajout de la
phytothérapie dans son approche thérapeutique lui permet d’¢élargir considérablement son champ
d’efficacité et par conséquent son domaine d’activité, non seulement dans le cadre de toutes les
affections fonctionnelles, mais aussi dans la plupart des maladies organiques, en prescription isolée
ou, dans ces derniers cas, si nécessaire en association avec 1’allopathie. L’adjonction d’un
traitement phytothérapique renforce alors 1’efficacité du remeéde chimique, ou diminue ses effets
secondaires. Souvent, il est également possible d’adapter les posologies de ce remeéde chimique
une fois associé au traitement a base de plantes. De méme, la phytothérapie permet de remplacer
les molécules de synthése lorsque celles-ci ne sont plus tolérées ou acceptées par le patient. Citons

par exemple le cas des anti-inflammatoires, des antidépresseurs, ou encore des anxiolytiques...

La phytothérapie offre des possibilités tres completes que bien souvent la chimiothérapie
conventionnelle ne peut pas égaler, puisque 1’on peut aussi bien rétablir les grands équilibres
physiologiques (neuroendocriniens, immunitaires) qu’agir sur les fonctions et donc intervenir
appareil par appareil (locomoteur, cardio-vasculaire, etc. Il est également possible d’avoir une
action thérapeutique spécifique sur chacun des organes du corps, de fagon précise et ciblée pour
chaque plante utilisée. Mais le phytothérapeute veillera a soigner un tout et non pas un symptéme.
Il consideére et prend en charge son patient de fagon globale et personnalisée, a tous les stades de
sa démarche clinique, en adaptant sa thérapeutique au fil des consultations aux besoins réels de son
patient par le biais notamment de la préparation magistrale. Il convient enfin de ne pas oublier une
démarche fondamentale et spécifique a la phytothérapie, qui est souvent le préalable a toute autre
prescription, et parfois méme la seule : la prise en compte du terrain et la relance de ’homéostasie.
En rétablissant ainsi les grandes fonctions métaboliques et en facilitant le travail des organes
d’¢limination (peau, rein, foie, intestin), le phytothérapeute permet a I’organisme malade de

retrouver son équilibre, et ainsi le chemin de la guérison.

L’atout premier de la phytothérapie est I’exceptionnelle tolérance des plantes médicinales,
si elles sont choisies soigneusement en respectant les indications, contre-indications et en tenant

compte des interactions éventuelles. Cet avantage permet d’éviter les effets secondaires, les
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problémes de rebond, de rétrocontréles négatifs et de dépendance si freqguemment rencontrés avec
les médicaments de synthése [29].

De nos jours, la Phytothérapie est basée sur les avancées scientifiques et les recherches des
extraits actifs des plantes. Une fois identifiés ces derniers sont standardisés. Cette pratique conduit
aux phytomédicaments et selon la réglementation en vigueur dans le pays, la circulation de ces
derniers est soumise a l'autorisation de mise sur le marché. On parle alors de Pharmacognosie ou

de biologie pharmaceutique [34].

La phytothérapie moderne trouve donc sa justification dans la pharmacognosie, aspect

multidisciplinaire de la connaissance du végétal et de ses propriétés.

Enfin il est important de préciser que connaitre une plante, c’est aussi étre conscient de ses
limites et de ses dangers car la phytothérapie n’est en aucun cas une technique anodine. Son

utilisation thérapeutique nécessite une bonne connaissance de la matiere médicale [29].

1.2.1 Médicament a base de plantes

On entend par médicament toute substance ou composition présentée comme possédant des
propriétés curatives ou préventives a 1’égard des maladies humaines ou animales, ainsi que tout
produit pouvant étre administré a I’lhomme ou a I’animal, en vue d’établir un diagnostic médical

ou de restaurer, corriger ou modifier leurs fonctions organiques.

Sont notamment considérés comme des médicaments : les produits diététiques qui
renferment dans leur composition des substances chimiques ou biologiques ne constituant pas elles-
mémes des aliments, mais dont la présence confere a ces produits, soit des propriétés spéciales
recherchées en thérapeutique diététique, soit des propriétés de repas d’épreuve. Les produits utilisés
pour la désinfection des locaux et pour la prothése dentaire ne sont pas considérés comme des
médicaments [36]. Il est a noter que ces médicaments, d’aprés leur réglementation, sont

sélectionnés sur la base de leur qualité, de leur innocuité et de leur intérét thérapeutique [37].

Quant a la dénomination "médicaments a base de plantes™ ou a celles "substances végétales™

et "préparations a base de plantes™ sont considérés comme équivalents aux termes
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"drogues végétales" et "préparations a base de drogues végétales” définis dans la Pharmacopée
européenne.” Nous pouvons donc définir plus communément les médicaments a base de plantes
comme étant des médicaments dont les principes actifs sont exclusivement des drogues végeétales
et/ou des préparations a base de drogue(s) végetale(s) [38]. Leurs composants a effets
thérapeutiques connus sont des substances ou des groupes de substances, définis chimiquement,
dont la contribution a I'effet thérapeutique d'une drogue végétale ou d'une préparation est connue
[39].

1.2.2 Préparations a base de drogue(s) végétale(s)

Les préparations a base de drogue(s) végétale(s) se présentent en extraits, teintures, huiles
grasses ou essentielles, fragments de plantes, poudres, sucs exprimés par pression... Leur
production met en ceuvre des opérations de fractionnement, de purification ou de concentration.
Cependant, les constituants isolés, chimiquement définis, ou leur mélange ne sont pas considérés
comme des préparations a base de drogue(s) végétale(s). Des substances, telles que des solvants,
des diluants, des conservateurs peuvent entrer dans la composition des préparations a base de

drogue(s) végétale(s) ; la présence de ces substances doit étre indiquée [35].
1.3 Plante médicinale

D’apres la Xeme édition de la Pharmacopée frangaise, les plantes médicinales "sont des
drogues végétales au sens de la Pharmacopée européenne dont au moins une partie posséde des
propriétés médicamenteuses”. Ces plantes médicinales peuvent également avoir des usages
alimentaires, condimentaires ou hygiéniques. En d’autres termes nous pouvons dire qu’une plante
médicinale est une plante dont un des organes, par exemple la feuille ou I'écorce, posséde des vertus
curatives lorsqu’il est utilisé & un certain dosage et d’une maniére précise. Au Moyen Age, on
parlait de "simples” [40]. Dans le Code francais de la Santé Publique, il n'existe pas de définition
légale d'une plante médicinale au sens juridique [33]. C’est une plante, non mentionnée en tant que

médicinale, qui est en vente libre par les pharmaciens.

Pourtant en France, une définition officielle en est donnée par la jurisprudence : "une plante
est dite médicinale lorsqu'elle est inscrite a la pharmacopée et que son usage est exclusivement
médicinal, c'est-a-dire que les plantes sont présentées pour leurs propriétés préventives ou curatives

a I'égard des maladies humaines ou animales. Dans le seul cas ou ces
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deux conditions sont réunies, alors la plante appartient a l'usage pharmaceutique. Elles sont
considérées comme des médicaments et leur vente est exclusivement réservée aux pharmaciens".

Il existe pourtant une exception pour 148 d'entre elles qui sont, par dérogation, en vente libre.

On peut distinguer deux types de plantes médicinales : En premier lieu se trouve l'allopathie
dans laquelle les plantes ont une action importante et immédiate. Beaucoup de plantes utilisées
dans ce mode de traitement peuvent s’avérer toxiques. En effet deux tiers des médicaments sur le
marché sont d'origine naturelle, principalement végétale [33]. Puis on différencie les plantes
dépourvues d’effet iatrogéne mais ayant une activité faible. Elles sont utilisées en état ou dans des
fractions réalisant le totum de la plante, soit la totalité des constituants [33]. La plante, organisme
vivant, marque son identité par des spécificités morphologiques, a I’origine de la classification
botanique, mais aussi biochimiques, liées a des voies de biosynthéses inédites, représentant I’ intérét

de I'usage des plantes médicinales [41].

1.3.1 Totum

Nous pouvons en profiter pour revenir sur cette notion de totum de la plante. L activité d’un
végétal est communément rattachée a la présence du principe actif majoritaire qu’elle renferme. Le
terme de "totum" désigne I’ensemble des constituants de la plante supposés actifs, agissant en
synergie et par complémentarité pour moduler, modérer ou renforcer 1’activité de la drogue [29].
Il est plus efficace que le principe actif isolé et souvent en tempére les effets secondaires. La plante
dans son totum présente des potentialités d’action treés variées, pour un résultat plus sir, plus
complet sur le terrain du malade. En effet ce n’est pas toujours le principe actif majoritaire qui est
responsable de ’effet thérapeutique, ni le marqueur choisi. Par exemple citons le Millepertuis
(Hypericum 28 perforatum L.) dont I’hypericine est photosensibilisante et anti-virale alors que ce
sont les xanthones, et plus particulierement la kielcorine, qui sont responsables de 1’effet IMAO,
antidépresseur [36]. C’est I’ensemble des principes actifs du végétal qui confere son activité
thérapeutique au végétal. Notons tout de méme que certains avis different quant a cette notion de
totum. Il pourrait arriver que des constituants du mélange soient toxiques ou indésirables. C’est le
cas de la drogue de Valériane (Valeriana officinalis L.) qui peut étre le totum du rhizome et des
racines dans toute son intégrité et toute son intégralité. Pourtant si 1’acide valérénique, principe
actif majeur, est toujours d’actualité, les valépotriates qui sont également des composants du

mélange ont démontré, in vitro, des propriétés cytotoxiques et
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mutagenes [42]. Pour toute drogue se presentant sous forme de poudre totale, les essais de toxicité
sont donc obligatoires.

1.3.2 Drogue

Les drogues vegétales sont essentiellement des plantes, parties de plantes ou algues,
champignons, lichens, entiers, fragmentés ou coupés, utilisés en 1’état, soit le plus souvent sous
forme desséchée, soit a 1’état frais. Certains exsudats n’ayant pas subi de traitements spécifiques

sont également considérés comme des drogues végétales.

Les drogues végétales doivent étre définies avec précision par la dénomination scientifique
universelle selon le systeme binominal (genre, espece, variété, auteur). De notre cdté nous
utiliserons une définition simplifiée qui assimile la drogue a une (ou des) partie(s) du végétal
renfermant un ou plusieurs principe(s) actif(s) possédant des propriétés médicinales. La drogue est
donc la partie de la plante la plus riche en principe actif ; elle est issue de plantes fraiches ou
desséchées, et utilisée a des fins thérapeutiques [35]. Nous pouvons citer comme exemple de parties
utilisées les racines, écorces, sommités fleuries, feuilles, fleurs, fruits, ou encore les graines ; et

elles peuvent étre gardées entieres ou fragmentées.

Dans certains cas rares la drogue est la plante entiére. C’est le cas de la Piloselle (Hieracium
pilosella L.) pour laquelle sont utilisées les racines, les tiges et les feuilles ensembles. Enfin elle
peut également étre un produit d'excrétion retiré par incision du végétal vivant n’ayant subi aucune
opération galénique [35]. Citons comme exemples 1’al o€s, suc épaissi provenant des feuilles d’une
douzaine d’espeéces de plantes de la famille des Asphodelaceae, les oléorésines chez les
Burseraceae, la gomme chez certaines Fabacées, ou encore le latex, le mucilage chez les

Malvaceae, etc.

Dans les médicaments a base de plantes, le principe actif n'est pas forcément toujours
connu. Les monographies des pharmacopées précisent la nature de I'organe utilisé, généralement
désigné par le terme de "drogue”. Ainsi, si la totalité des organes (feuille, fruit, racine) de la
Belladone (Atropa bella-donna L.) contient des alcaloides, seule I'écorce de Quinquina (Cinchona
officinalis L.), renferme de la quinine. De plus, les composes synthétises peuvent varier en fonction

de l'organe, d'ou I'importance du choix de la drogue comme matiére premiére [28].
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1.3.3 Principe actif :

C’est une molécule présentant un intérét thérapeutique curatif ou préventif pour I'nomme
ou lI'animal. Le principe actif est contenu dans une drogue végétale ou une préparation a base de
drogue végétale. Une drogue végétale en état ou sous forme de préparation est considérée comme
un principe actif dans sa totalité, que ses composants ayant un effet thérapeutique soient connus ou
non [43].

1.3.4 Matieres premiéres :

Ce sont les produits (principes actifs, excipients, solvants, gaz...) utilisés pour la fabrication
du médicament. Ils n’ont pas encore été travaillés et sont destinés a €tre transformés par le
processus de fabrication afin d’aboutir aux produits traités et finis préts a étre utilisés par le patient.
Leur qualité est définie par une monographie [35]. Les fabricants doivent enregistrer toute matiére

premiére aupres du Ministere de la Santé Publique.
1.3.5 Récolte et conservation des plantes médicinales :

Récolter les plantes par temps sec, plutdt par une matinée bien ensoleillée, lorsque la rosée
s’est évaporée. Les plantes cueillies dans de bonnes conditions climatiques et au moment de leur
pleine maturité ont une teneur tres élevée en composants actifs [44].

Il existe diverses méthodes de conservation, les plus courantes et les plus simples étant le
séchage a I’air ou au four. Un endroit chaud et sec est idéal. Poser toujours les plantes sur du papier
journal. Une fois séchées, les plantes se conservent plusieurs mois dans un sac ou un pot en verre
teinté¢ ou dans un sac en papier kraft. Outre le séchage a I’air, il existe d’autres méthodes de
conservation, telle que la déshumidification en utilisant I’appareil déshumidificateur et la méthode

de congélation [45] et [46].

1.3.6 Opérations d’extraction :

L’extraction proprement dite s’effectue selon de nombreuses méthodes [45] et [46] Elle peut

s’effectuer :

> Par décoction ;

> Par décoction chinoise ;
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> Par lixiviation ou percolation ;
> Par distillation ;

> Par pyrogenation ;

> Par infusions ;

> Par extraits de plantes ;

1.3.6.1 Extraction par décoction :

Pour extraire les principes actifs des racines, de 1’écorce, des tiges et des baies, il faut
généralement leur faire subir un traitement plus énergique qu’aux feuilles ou aux fleurs. Une
décoction consiste a faire bouillir dans I’cau les plantes séches ou fraiches, préalablement coupées

en petits morceaux. On peut la consommer chaude ou froide.

Les décoctions sont généralement réalisées a partir des racines, d’écorce et de baies,
auxquelles, on ajoute parfois des feuilles et des fleurs [45]. Et [48], ce type d’extraction
relativement simple et classique, se réalise sur une quantité d’environ 1kg de matiére végétale. Les
parties fragiles de la plante doivent étre ajoutées dans le récipient, hors du feu lorsque la décoction

commence a tiédir et enfin, filtrer la préparation.

1.3.6.2 Extraction par décoction chinoise :

En Chine, la décoction est le principal mode d’utilisation des plantes médicinales. Pour
obtenir un liquide trés concentré, il faut utiliser de grandes quantités de plantes ou bien réduire la
décoction jusqu’a ce qu’il ne reste plus que 200 ml de liquide. La réduction est efficace lorsque
I’on utilise des écorces astringentes, telles que 1’acacia d’Arabie et de chéne commun pour
renforcer les gencives ou nettoyer les éruptions cutanées infectées (a ne pas prendre en usage

interne).Les décoctions doivent étre utilisées aux températures prescrites pour les infusions [46].

1.3.6.3 Extraction par lixiviation ou percolation :

C’est une technique simple qui consiste a épuiser la matiere végétale pulvérisée par divers
solvants organiques. Le principe consiste a réaliser un écoulement lent et régulier du solvant a

travers la drogue ; elle se réalise a froid dans une colonne en verre. Le temps de lixiviation et la
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quantité de solvant a mettre en ceuvre dépendent de la partie utilisée et de la taille de ses fragments.

Le produit obtenu est un percola [49].
1.3.6.4 Extraction par distillation :

La distillation est une opération pharmaceutique qui a pour but de séparer les principes volatils
(contenus dans un mélange complexe) de ceux qui ne le sont pas ou le sont moins qu’eux. Ce

procede est basé :

e D’une part, sur la propriété que possede les vapeurs développées dans une enceinte de se
condenser sur les parois plus froides d’un récipient en relation avec celui dans lequel les
vapeurs sont produites.

e D’autre part, sur la propriété qu’ont certaines substances de former azéotropes c’est-a-dire
des mélanges de vapeurs se formant a température inférieure a la température de vaporisation
de chacun d’eux (ex. cau-alcool-benzene) ; c’est la propriété qui permet I’entrainement a la
vapeur.

e Le produit obtenu est un distillat [47].
1.3.6.5 Extraction par pyrogénation :

C’est la méthode traditionnelle de I’obtention des goudrons de cade pour le mode

distillation du bois de Juniperus oxycedrus [50]

En conclusion, les extraits obtenus par décoction, lixiviation et percolation doivent étre
séparés des solvants qui ont été utilisés pour I’épuisement soit par évaporation des solvants au Rota
vapeur soit que la phase est réduite par 1’acétate d’éthyle. Le produit final obtenu est dit « extrait

pur » ou drogue.

1.3.7 Extraits de plantes :

Les extraits sont des substances de consistance fluide, semi-solide ou solide qui résulte de
I’évaporation soit d’un suc de plante soit d’une solution extractive obtenue en traitant les matieres

premieres végétales par un solvant approprié. « Chaque extrait est défini par son mode de

12

——
| —



Chapitre 1 REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

préparation, la nature du solvant d’extraction, 1’identification de certains composants, la teneur
éventuelle en principes actifs, la perte a la dissection ou le résidu sec » [51].
Un extrait se fait en 2 temps :

1.3.7.1 Préparation du liquide extractif

La préparation fait appel a toutes les techniques de solubilisation extractive macération et

la lixiviation sont pratiquement les seules a étre employees.

Le choix des solvants est en fonction de la drogue et de la solubilité des principes actifs ; il
est possible d’utiliser plusieurs solvants mélangés ou 1’un apres 1’autre. Le plus souvent, 1’alcool
est utilisé a différents titres parfois 1’éther ou I’eau acidulée (quinquina). La quantité utilisée doit
étre suffisante pour épuiser la drogue maximum sans pour autant conduire a une durée trop longue

des opérations de concentration.

1.3.7.2 Concentration des solutions extractives

La concentration est faite par évaporation. Les caractéres organoleptiques, 1’état physique, les
qualités thérapeutiques et la conservation d’un extrait dépendent pour beaucoup de cette opération
qui, pour étre bien conduite, doit étre la plus rapide possible, a température la moins élevee

possible. L’évaporation se pratique :

- apression ambiante a I’air libre ou a 1’étuve, quand il n’est pas nécessaire de récupérer le
solvant (extrait aqueux ou apres distillation des solvants volatiles). Le chauffage se fait au
bain- marie ou a la vapeur ou dans des échangeurs ou par rayonnements infrarouges ou par

micro-ondes.

- Sous vide, ce qui permet en outre la récupération du solvant a température moyenne (40 a
50°C) et évite au maximum |’action oxydante de I’air. On peut classer les extraits d’apres leur
mode de préparation, les solvants employés, les drogues d’origine (extraits résineux,
aromatiques) d’apreés leurs propriétés physiques, leur degré de concentration ou leur teneur en eau
[47].

1.4 Modes de préparation en phytothérapie
1.4.1 Infusions

C’est la fagon la plus simple d’accommoder les feuilles et les fleurs pour obtenir des
remedes ou des fortifiants a partir d’une seule plante ou d’un mélange de plusieurs et on la boit

chaude ou froide [45] [51]. Il convient de couper en petits morceaux la substance végétale puis de
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la placer dans un récipient. Versez la quantité d’eau bouillante nécessaire et laisser reposer de 5 a
20 mn, ou jusqu’a refroidissement, pour recueillir le plus de principes actifs possibles. Les
infusions doivent étre bues chaudes, jamais bouillantes bien entendu et quasiment jamais froides.
Parfois, certaines infusions au goQt particuliérement amer sont plus acceptables lorsqu’elles sont
bues a température ambiante ; on peut les utiliser pour des compresses, des lavages, des bains et

des ringages [46].
1.4.2 Infusion froide

Certaines substances perdent leurs propriétés a la chaleur. Mais, on peut tout de méme les
infuser a froid. Faites tremper la quantité nécessaire de plantes toute une nuit dans 1’eau froide. Le
lendemain matin, il faut la faire chauffer sans probléme jusqu’a la température voulue et filtrez

avant usage.

1.4.3 Infusion chaude et froide

S’il faut recourir a une plante dont certains ¢léments seront altérés par la chaleur et d’autres
qui ne seront révélés que par trempage a froid pendant une nuit, voici comment résoudre ce
dilemme : faites tremper d’abord la quantité totale de plantes dans la moitié seulement du volume
d’eau nécessaire a I’infusion. Le lendemain matin, filtrez et réservez séparément le liquide
(infusion froide) et le résidu de plantes. Portez a ébullition 1’autre moitié¢ du volume d’eau et versez-
y le résidu. Couvrez et laissez macérer trois minutes. Filtrez et mélangez I’infusion chaude et la

froide dans un récipient en verre trempé (genre pyrex) [52].

L’infusion est dite simple, s’il s’agit d’une seule plante, ou composée, s’il s’agit d’un
melange de plantes, la solution obtenue s’appelle un infusé. La consommation d’infusions ou
tisanes végétales n’est pas dépourvue de problemes. En effet, la teneur en constituants actifs d’une
espece vegeétal dépendra de nombreux facteurs : age de la plante, moment de la récolte, influence
du sol, de I’ensoleillement et de 1’altitude, procédé de séchage, etc... Bref, lorsque 1’on boit une
tasse de tisane, il est absolument impossible de connaitre avec précision les concentrations des
substances chimiques de la plante qui ont été solubilisées dans I’eau. De ce fait, certaines plantes
ne doivent pas étre utilisées sons forme d’infusion, car la marge thérapeutique du principe actif est
trés étroite, cela signifie qu’une légere différence dans le dosage transformera I’effet bénéfique
(thérapeutique) de la substance active en effet toxique, voire mortel. Un dosage précis est

impossible a realiser avec une infusion [53].
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1.4.4 Décoction

Pour préparer une décoction, on met le reméde selon les cas, coupé en petits morceaux et
pilé, pendant quelques heures dans la quantité d’eau froide nécessaire ou bien directement dans
I’eau bouillante. On laisse ensuite bouillir pendant quelques dizaines de minutes, a la fin, on filtre
et éventuellement, on presse le résidu pour en extraire completement le suc, Il est conseillé
d’utiliser, une quantité¢ d’eau légérement supérieure pour compenser celle qui s’est évaporée.
Toutes les plantes médicinales ne se prétent pas a la décoction et en particulier, celles contenant
des huiles éthérées qui se volatilisant facilement. Les décoctions doivent étre utilisées de la maniére

et aux températures prescrites pour les infusions [46].

Dans le cas des matériaux durs ou grossiers, comme les écorces ou les tiges, seuls la
méthode de la décoction permet de révéler les principes actifs, la macération ou le lessivage, ne
suffisent pas, par contre, la cuisson a petit feu du procédé de décoction donne satisfaction [52]. La
décoction est dite simple, s’il s’agit d’une seule plante, ou composée, s’il s’agit d’un mélange de

plantes [51].

1.4.5 Macération

C’est I’action d’un liquide froid (eau, alcool, vin, huile) sur une ou plusieurs plantes pendant
plusieurs heures, pour en extraire les principes actifs ; le produit obtenu s’appelle un macéré. C’est
un mode de préparation qui est employé notamment avec les racines dans ce cas, il faut les écraser

avant macération pour assurer une meilleure diffusion des principes actifs [51].

<> Principe [55]

Le processus est déroulé en quatre étapes :

Préparation du décocté ou du macéré ;

Concentration du filtrat obtenu au rota vapeur ;

Congélation du concentré au réfrigérateur ;

Lyophilisation du concentré au lyophilisateur.

Il existe d’autres modes de préparation en phytothérapie telle que :
> Teinture ;

> Jus;
> Sirops ;
>

Poudre ;
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> Huiles médicinales ;

> Vins toniques ;

1.5 Formes d’utilisation :
I.5.1Usage interne :
e Tisane:
C’est la boisson constituée par un infusé, un décocté ou un macéré de plantes [46].
a) Fumigation :

C’est I'utilisation de vapeurs chargées des principes actifs de la plante, On peut ainsi faire
bouillir des feuilles d’eucalyptus dans une piece qu’on veut désinfecter. La fumée de certains
végétaux qu’on brile lentement comme de I’encens peut aussi servir aux fumigations ; c’est le cas
de la fumee de baies de genévrier
On peut pratiquer :
> Ou bien des fumigations humides, en faisant bouillir une plante : on utilise soit un
inhalateur, soit la technique de la téte recouverte d’une serviette éponge, le visage étant placé au-
dessus du bol d’eau fumante contenant les plantes.
> Ou bien des fumigations séches, en faisant briler une ou plusieurs plantes sur des charbons

ardents et en respirant les fumées qui s’en dégagent.

1.5.2 Usage externe
Au niveau de la peau

b) Compresse
C’est I’application sur les parties traitées de gaze imbibée de décocté, d’infusé ou de macéré
[46].
c) Cataplasme
C’est la préparation de la plante assez pateuse pour étre appliquée sur la peau dans un but
thérapeutique. La plante peut étre broyée, hachée a chaud ou a froid ou mélangée a de la farine de
lin pour obtenir la bonne consistance. Le cataplasme calme les douleurs musculaires et les
névralgies, soulage les entorses, les fractures, les plaies infectées et permet d’extraire le pus, avec

plusieurs épaisseurs de gaze sur les parties du corps a traiter [46].
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d) Lotions
Les lotions sont des préparations a base d’eau et de plantes en infusions, décoctions ou

teintures diluées dont on tamponne 1’épiderme aux endroits irrités ou enflammés [45].

e) Bains
Il peut s’agir de bains complets ou de bains partiels. La préparation se fait en ajoutant a
I’eau du bain une infusée, un décocté ou un maceré.
= Bain complet
Il peut étre tonique ou au contraire, calmant.
= Bain partiel
On distingue :
> Le bain de siége, ou bain de la région ano-fessiére, qui est indiqué dans le traitement des
hémorroides et des fissures anales. Le bain de siége froid a une action de décongestionnement sur
le petit bassin.
> Le bain de pieds (pédiluve) et le bain de mains est indiqué en cas de transpiration excessive
des pieds ou des mains.

1.6 Présentation de la plante Centaurea africana
1.6.1 Présentation de la famille des Asteraceae

Le mot « Aster » du grec signifie étoile, en relation avec la forme de la fleur. La famille des
Astéracée est la plus vaste de la classe des dicotylédones, car elle comprend environ 900 genres et
15 000 et 20 000 especes selon les estimations, distribuées principalement dans les zones tempérées

du globe.

Ce sont des plantes herbacées, rarement arbustives, arborées ou rampantes [56] et ont les

caractéristiques communes suivantes :
- Des feuilles alternes.

- Des inflorescences en capitules constituées d’un réceptacle sur lequel sont insérées de la base au

sommet des bractées vertes stériles.
- Des bractées colorées fertiles axillant chacune une fleur.

- La fleur est petite, possédant un calice tres réduit représenté par un bourrelet annulaire, une corolle

en tube, d’un ovaire uniloculaire formé par la soudure de deux carpelles [57].
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1.6.2 Présentation du genre Centaurea

Les centaurées sont des plantes herbacées annuelles, biannuelles ou vivaces, a feuilles
alternes. Comme pour toutes les composees, les fleurs, ou fleurons sont disposés en capitules
multiflores homomorphes ou dimorphes, entoures d’un involucre ovoide ou globuleux a bractées
imbriquées sur plusieurs rangs. Dans le cas des centaurées, les fleurs sont toutes tubulées,
multiflores homomorphes ou dimorphes, celles de la périphérie (souvent stériles) s’ouvrant
largement en cing lobes. Leur couleur varie le plus souvent entre le rose, le pourpre et le violet,
mais il existe aussi quelques especes a fleurs jaunes le cas de Centaurea africana. Ces fleurs
entourées d’un involucre ovoide ou globuleux a bractées imbriquées et inégales sur plusieurs rangs,
a la maniére des artichauts. Ces bractées peuvent étre ciliées (cas le plus fréquent) ou épineuses.
Leur observation est essentielle pour déterminer les espéces. Le réceptacle plan ou sub plan et garni
de soies abondantes. Les fruits sont des akenes longs ou ovoides, lisses, a hile latérale, profond,

barbu ou non, portant une aigrette assez courte, simple ou double, persistante ou caduque [58].

Centaurea africana est une plante annuelle, vivace, ferme, dressée et puissante de 60 a 150 cm,
les feuilles grandes et vertes a fleures jaune (Figure 01).

Figure 01 : Photo de Centaurea africana.(photo personnel)

1.6.3 Répartition géographique

Le genre Centaurea est répandu aussi bien sur le territoire algérien qu’en Europe, le bassin

méditerranéen, 1’ouest de 1’ Asie et le continent américain. Ce genre est présent en Algérie en
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majorité dans ’est et le sud-est, alors que I’espéce Centaurea africana est endémique pour

1’ Algérie et la Tunisie, d’ou le nom Africana [58].

Position taxonomique

Regne : plantae

Division : Magnoliophyta
Embranchement : Spermatophyta (Angiospermae)
Classe : Dicotyledone

Ordre : Asterales

Famille : Asteraceae

Genre : Centaurea

Espeéce : Centaurea africana [58].

1.6.4 Les métabolites secondaires chez le genre centaurea
Les études photochimiques effectuées sur les espéces du genre centaurea ont révélé leur

richesse en métabolites secondaires tel que les lactones sesquiterpéniques [59] et [60] les
stéroides (stérols) [61] et [62], en composés phénoliques de type flavonique et un degré moindre

les alcaloides [63].

plus d’une vingtaine de lactones sesquitérpeniques ont ét¢ isolées des especes du genre
Centaurea poussant en Algérie de type germacranolide, élémanolide, eudesmanolide et

guaianolide [60].
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1.7 La peau et la cicatrisation

La peau est un organe vivant constituant le revétement extérieur du corps de I'nomme et
des animaux. De coloration variable suivant les races et les régions du corps, son poids représente

environ 10% du poids corporel total [65].

pores g tige d'un follicule pileux (poil)

surfacede lapeau ———

pore de

T épiderme
transpiration

capillaires
muscle érecteur
du poil derme

glande sudoripare
exocrine

hypoderme

réseau veineux

réseau artériel — tissu conjonctif

cellules adipeuses terminaison nerveusecellules matricielles
(graisseuses)

Figure 2 : Structure de la peau.

1.7.1 Structure de la peau

La peau est non seulement un organe membraneux de surface mais elle est également

constituée de trois couches, principalement :

1.7.1.1 L’épiderme

Est un tissu non vasculaire se compose environ de 90% de kératinocytes qui se transforme en cellules
cornées, ces cellules forment la couche cornée externe.
De plus, 1’épiderme héberge les cellules du systéme pigmentaire produisant la mélanine (mélanocytes), des
cellules dendritique du systéme immunitaire (cellules de Langerhans), les cellules du systéme nerveux
périphérique.
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1.7.1.2 Le derme

Est une couche fibro-élastique de tissu conjonctif riche en fibres, elle se compose de cellules du tissu
conjonctif toujours présentes a cet endroit (fibroblastes) et de la matrice extracellulaire.
Le derme confere ses caractéristiques particulierement de résistance et d'élasticité a la peau. Il est porteur de la
vascularisation et du systeme nerveux de la peau et contient de plus les cellules mobiles des systémes

immunitaires de la peau.

1.7.1.3 hypoderme

Se compose de cellules graisseuses (lipocyte) et du tissu conjonctif les lipocytes formant un tissu
adipeux construit les lobules des vaisseaux et des nerfs passent dans des septes conjonctifs. L'hypoderme

contient de la moitié aux deux tiers de la masse totale graisse de l'organisme [54].

1.7.1.4 Les annexes cutanées
La peau est traversée par une série d'éléments annexes en relation avec le milieu extérieur tels
que les glandes sébacées, sudoripares et des phanéres : poils, cheveux. [66].
a- Les glandes sudoripares
Fabriquent la sueur, permettent d'évacuer I'exces de chaleur et de maintenir constante la
température du corps (thermorégulation).
b- Les glandes sébacées
Associées aux poils, sécrétent du sébum qui a pour fonction de lubrifier et
d'imperméabiliser 1’épiderme.
c- Les follicules pileux

Ils sont le lieu de naissance des poils et des cheveux, et les muscles horripilateurs.

1.7.2 Jonction dérmo-épidermique

La jonction dérmo-épidermique est une zone acellulaire qui sépare le derme de
1I’épiderme. Elle joue un rble essentiel dans la cohésion de I’épiderme au derme, c'est une barriére
sélective qui contréle les échanges moléculaires et cellulaires dérmo-épidermique. Elle intervient

également dans la cicatrisation cutanée par le biais de ses glycoprotéines.

1.7.3 Les fonctions de la peau

La peau assure plusieurs fonctions importantes :

o protection contre les agents nocifs de I'environnement.
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o fonction sensitive (perception de la chaleur, du froid ou de la douleur).

o Thermorégulation (régulation de la température corporelle par l'irrigation sanguine)
o fonction d'échanges et d'excrétion (élimination d'eau et de sels par la sudation).

o absorption de substance (médicaments)

o participation a la communication [67].

1.8 La cicatrisation

La cicatrisation d'une plaie est un phénomeéne biologique naturel. Les tissus humains et
animaux sont capables de réparer des Iésions localisées par des processus de réparation et de
régénération qui leurs sont propres.

La cicatrice est la partie visible d’une l1ésion du derme aprés que le tissu se soit réparé, suite
aune incision au cours d’une opération ou apres une blessure. La cicatrisation fait partie intégrante
du processus de guérison. A part les lésions trés mineures, chaque blessure (aprés un accident, une
maladie, ou un acte chirurgical) engendre une cicatrice plus ou moins importante.

Le tissu cicatriciel n’est pas identique au tissu qu’il remplace et est habituellement de
qualité fonctionnelle inférieure. Par exemple, les cicatrices cutanées sont plus sensibles au
rayonnement ultraviolet, les glandes sudoripares et les follicules pileux ne se développent pas sous
la cicatrice. Cependant, quelques tissus (par exemple 1’0s) peuvent guérir sans détérioration

structurelle ou fonctionnelle [69].

1.8.1 Les différentes phases de la cicatrisation

Le processus de cicatrisation se déroule en continuité mais peut arbitrairement étre divisé
en plusieurs phases successives qui de se chevauchent parfois au sein d’une méme plaie [69]

Les 4 phases sont :

1- Phase vasculaire
2- Phase inflammatoire
3- Phase de réparation tissulaire

4- Phase de maturation de la cicatrice
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1.8.1.1 Phase vasculaire

Le saignement est le premier phénomene clinique observé dans une plaie ; la qualité de la
coagulation détermine I’efficacité de cette premicére phase. La vasoconstriction est rapide et
favorise I’hémostase immédiate. La mise a nu du sous-endothélium vasculaire provoque I’adhésion
plaquettaire par I’intermédiaire du facteur Willebrand (glycoprotéine de la famille des intégrines).
Ce thrombus est suivi de la formation du caillot de fibrine : les plaquettes activees libérent le
contenu de leurs granules (thrombospondine, fibronectine, facteur plaquettaire 4, ...) et d’autres
protéines sont apportées par le sang (fibrinogene, fibronectine, thrombospondine, vitronectine,
thrombine, facteur Willebrand). Le réseau de fibrine et fibronectine forme un réservoir pour les
facteurs de croissance libérés dans la plaie (facteur de croissance dérivé des plaquettes : PDGF,
facteur de croissance fibroblastique : bFGF, transforming growth factor : TGF o et 8).1ls favorisent
la migration et 1’activation des polynucléaires neutrophiles et des macrophages. Ces cellules

protégent de I’infection, favorisent la détersion et ont un réle nutritionnel local [70].

1.8.1.2 Phase inflammatoire

A une phase de vasoconstriction rapide, indispensable & I’hémostase immédiate, succéde
une vasodilatation permettant aux cellules circulantes d’affluer sur le site de la plaie. Cette
vasodilatation est méditée par plusieurs facteurs dont I’histamine, certains dérivés du complément
(C3aet Cha) et les prostaglandines. Les neutrophiles et les monocytes sont attirés dans la plaie non
seulement par les facteurs libérés par les plaquettes, mais également par des peptides bactériens,
des facteurs du complément et des produits de dégradation de la fibrine. Les polynucléaires
neutrophiles sont les premiers leucocytes présents dans la plaie. Libérant des enzymes
protéolytiques comme 1’¢élastase et des collagénases, ils favorisent la pénétration des cellules dans
la plaie. Ils assurent également la détersion des lésions et une action anti-infectieuse locale. Les
monocytes se fixent sur les cellules endothéliales et migrent dans la plaie d’une fagon similaire a
celle des neutrophiles. Une fois dans le milieu tissulaire, ils se différencient en macrophages et
adhérent aux protéines de la matrice extracellulaire. Les macrophages jouent un réle anti-infectieux
et de détersion locale grace a leurs capacités de phagocytose, ils participent également au
remodelage matriciel. Mais ils sont surtout, comme les plaquettes, une source essentielle de
cytokines dont “I’insuline growth factor 1”(IGF1),le “transforming growth factorf” (TGFp), le

“tumor necrosis factora”(TNFa) et le “platelet-derivated growth factor”(PDGF). Ces substances
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amplifient la réponse inflammatoire et stimulent la prolifération des fibroblastes, la production de
collagene et plus généralement la formation du tissu de granulation. Entre 48 et 72 heures apres
I’apparition de la plaie, les macrophages y prédominent, présents en nombre supérieur a celui des
neutrophiles. Vers le 5e, 7ejour, peu de cellules inflammatoires persistent, les fibroblastes

deviennent le type cellulaire prédominant [71].

1.8.1.3 Phase de réparation tissulaire

La formation du tissu de granulation dure entre 10 a 15 jours ; elle associe :
Une prolifération fibroblastique : les fibroblastes arrives dans la plaie vers la 48éme heure migrent
grace a I’expression a leur surface de récepteurs de la famille des intégrines pour la fibronectine,
la vitronectine, le collagéne de type 1. Leur prolifération est sous la dépendance de cytokines
(IGF1, EGF : epidermal growth factor, TNF-a, TGF- fet PDGF-BB).Le remodelage de la matrice
est favorisé par la sécrétion d’enzymes protéolytiques (métalloprotéinases 1 : collagénase et 2:
gélatinase) qui facilitent la migration cellulaire a I’intérieur de cette matrice. La synthése d’une
matrice extracellulaire par les fibroblastes, comportant du collagéne (111 puis 1), de la fibronectine,
des protéoglycanes (acide hyaluronique, chondroitine sulfate, dermatan et héparan sulfates).une
angiogéneése issue de la migration des cellules endothéliales a partir des vaisseaux sanguins sains
proches. L’hypoxie tissulaire dans la plaie et les protéases dégradant la matrice. Le réseau
vasculaire est d’abord indifférencié (bourgeon charnu) vers le Séme jour.

En fin de phase, certains fibroblastes se transforment en myofibroblastes, capables de se
contracter. Cette contraction permet le rapprochement des berges de la plaie.

L’épithélialisation commence par la migration des kératinocytes basaux ou des annexes sur
des composants matriciels (fibronectine, collagene I et IV, thrombospondine) grace a I’expression

de récepteurs. Ensuite, interviennent leur multiplication et leur différenciation [70]

1.8.1.4 Phase de maturation

Le remodelage de la matrice extracellulaire passe par une phase inflammatoire et
proliférative durant jusqu’a 2 mois apres la fermeture de la plaie, suivie par une phase de régression
qui peut persister jusqu’a 2 ans. Peu a peu, le tissu de granulation se raréfie en fibroblastes, une
structure collagénique plus dense apparait, tandis que le réseau vasculaire s’organise. Le
remodelage matriciel va accroitre la résistance de la cicatrice de facon considérable, jusqu’a 80 a

90 p. 100 de sa force finale vers la 6° semaine. La fibronectine et I’acide hyaluronique sont
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progressivement remplacés par les collagénes, les fibres élastiques et les glycoaminoglycanes
(dermatane sulfate, chondroitine 4 sulfates). Les collagénases (métalloprotéinases) et leurs
inhibiteurs (“tissue inhibitors of metalloproteinases”ou TIMP), les protéases synthétisées par les
fibroblastes, les polynucléaires et les macrophages principalement, interviennent de facon
importante dans les phénomenes de remodelage matriciel. L’age, les forces de tension, la pression
influencent la synthése et I’organisation des molécules de collagene. Les cicatrices sont néanmoins,
dans tous les cas, moins résistantes et moins élastiques que la peau normale, en partie a cause d’un

certain déficit en élastine [70].
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Modeéles MODELE INCISIONNEL MODELE EXCISIONNEL
La plaie est réalisee par I'excision
Il consiste & réaliser une incision | d'un certain volume de tissu
linéaire calibrée en profondeur par | calibrée en superficie et en
Définition un bistouri ou un laser profondeur, le volume de la plaie
est important
- Les tissus adjacents ne sont pas o o
o Des biopsies sont aisement
traumatisés. o .
] e réalisables aux différents stades de
- Technique utilisée sur tous les S
Avantages la cicatrisation permettant de

animaux.

- Les plaies se cicatrisent

rapidement.

récupérer des quantités suffisantes

de matériels tissulaires.

Inconvénients

Non adapté pour des analyses
histologiques ou pour I'étude de

I'épithélialisation

Domaines

d’application

Utilisé pour réaliser des analyses
biomécaniques  notamment  de

résistance cicatricielle

- Des

réalisables aux différents stades de la

biopsies sont aisément
cicatrisation permettant de récupérer
des quantités suffisantes de matériels
tissulaires.

- Etudes de I’épithélialisation de
granulation et de I'angiogenese

- Analyses histologiques,

biochimiques et moléculaires.

Tableau 1 : Modeles des plaies expérimentales.
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1.9 QU’EST-CE QUE L’ HYDROXYPROLINE ?

L’hydroxyproline est un acide aminé présent principalement dans le collageéne, protéine de
la trame osseuse, du tissu conjonctif et de la peau. Avec la proline, son précurseur, elles

représentent 25 a 30% des acides amineés totaux formant le collagene.

Le collagene est la protéine la plus abondante du corps humain. Si 1’on décompose le mot
« collagéne », nous obtenons « tige de kola » qui veut dire « colle » et « gennen » qui signifie «
produire ». Ainsi, on pourrait définir le mot « collagene » comme étant une « colle » qui retient et
forme I’ensemble de tous les tissus conjonctifs du corps (os, cartilages, muscles, tendons,

ligaments, peau...). Sans cette « colle » de notre corps, nous ne serions qu’'une « flaque d’eau ».

Le collagéne est une protéine fibreuse, secrétée par les fibroblastes et assemblée a
I’extérieur des cellules, dans la matrice extracellulaire. Il se retrouve dans tous les tissus. Les tissus
qui contiennent du collagéne sont plus résistants et ont davantage d’¢lasticité comparativement a

ceux qui n’en possedent pas.
Le collagéne est composé principalement de trois acides aminés :

La glycine pour 35%, la proline pour 7 a 9 % et I’hydroxyproline pour 12 a 14% (selon les types

de collagénes).

Lors de la synthese du collagene, les fibroblastes synthétisent le tropocollagene, le précurseur
du futur collagéne. L’hydroxylation des prolines du tropocollagéne en hydroxyproline est la
réaction cruciale de synthese du collagene. Il semblerait que I’hydroxylation de la proline soit post-
traductionnelle. Cette réaction est catalysée par une enzyme, la prolyl hydroxylase, en présence de

vitamine C. L’hydroxylation contribue a :

- stabiliser la molécule de collagéne, grace a la formation de liaisons covalentes entre les

différentes chaines polypeptidigues voisines.
 protéger les protéines contre la digestion par les proteases.
+ permettre une bonne sécrétion dans 1’espace intercellulaire.

Au cours du turnover du collagene, ses deux acides aminés sont relargués sous forme soit libre

soit de dipeptides. La partie non métabolisée est éliminée dans les urines. La mesure de
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I’hydroxyproline libre et liée, dans les urines, permet d’évaluer le métabolisme du collagene et ses
dysfonctionnements.

1.10 MECANISMES D’ACTION / PREUVES D’EFFICACITE

L’hydroxyproline agit au niveau de I’épiderme et du derme et entraine 1’augmentation de la

synthese :

* Des céramides, via I’activation de la prolifération des kératinocytes au niveau de I’épiderme
[72-73]. Le dipalmitoyl hydroxyproline a été décrit comme facteur de réparation de
I’épiderme, notamment comme agent cicatrisant. Il est présenté comme agent améliorant
I’aspect de la peau humaine, notamment dans les cas de vieillissement, en accroissant son
¢épaisseur. L’hydroxyproline aurait une action sur le photo-vieillissement et plus

particulierement sur les rides [73].

» Du collagéne par les fibroblastes, par une action indirecte sur le derme [72-73]. Une étude
in vivo en hémi visage, sur 15 femmes agées de 44 a 55 ans, montre les effets de
I’hydroxyproline formulée en émulsion a 1% versus un placébo (application biquotidienne
pendant 1 mois). Le relief cutané de la patte d’oie et le taux d’hydratation sont évalués.
Pour 60% du panel, I’hydroxyproline tend a diminuer la profondeur des rides moyennes de
3%, la surface ridée de 35% vis-a-vis du placébo. Le taux d’hydratation est augmenté de
18% [74].
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Il MATERIEL
1.1 Matériel non biologique

L’appareillage, les produits chimiques et les réactifs utilisés lors de I’expérience sont cités

dans 1’annexe 01.

11.2 Matériel biologique

Dans notre étude, le mateériel biologique utilisé est essentiellement du mateériel végétal
composé de racines de Centaurea africana et de rats albinos.
a- Matériel végétal
Partie souterraine de Centaurea africana (racines).

b- Animaux expérimentaux

Espeéce : Rats albinos

Souche : Wistar

Sexe : Male

Poids : 200+20¢g

Nombre : 6 rats par lot (04 lots).

Nourriture :  Granules (aliments pour animaux de laboratoire).
Boisson : Eau ad libitum.

11.3 METHODES

11.3.1 Préparations d’extrait méthanolique de Centaurea africana

Les racines séchées de C. africana sont toutes écrasées a 1’aide d’un mortier traditionnel
puis par un mixeur électrique afin d’obtenir une poudre fine [75].

La poudre végétale ainsi récupérée est placée dans des sacs en papier, a 1’abri de la lumiere
pour éviter I’oxydation de ces composants. Cette poudre et soumise ensuite a I’extraction.

Une quantité de 50 g de poudre végétale est pesée puis versée dans un Erlenmeyer.
Un volume de 500 ml du solvant hydro-méthanolique (400 ml méthanol + 100 ml d’cau distillée)
est ajouté dans I’Erlenmeyer.

Enveloppé avec du papier aluminium pour éviter tout contact de la solution avec la lumiere,
le mélange poudre-solvant est laissé sous agitation a I’aide d’un barreau magnétique durant 72

heures.
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La filtration de la solution est effectuée sur du coton hydrophile puis a travers un papier
filtre. Le filtrat obtenu est placé dans des ballons qui sont par la suite disposés dans un rota vapeur.

L’¢étape finale de I’extraction est la lyophilisation réalisée sous vide sous une pression de
0,627 mbar et une température de - 49°C.

Cette étape assure, non seulement une bonne séparation de I’extrait pur de Centaurea
africana des solvants organiques, mais permet aussi de calculer le poids en gramme de lyophilisat
résultant du traitement de 50 g de poudre vegétale.

Une quantité de 200 mg du lyophilisat de chaque extrait est récupérée dans 10 ml de DMSO

et conservée a 4°C dans de petits flacons en verre ambré.

Pesée la poudre Mettre [a poudre dans un Ajouter 500m| de solvant Boucher 'Erlen avec du Couvrir ['Erlen avec du
Erlen Meyer. hydro-alcoolique. para film papier aluminium et mettre
un barreau magnétique.

Lyphilisation Liquide a évaporer. Mettre e iquide dans Filtration de 'a solution.
‘ ‘ un'ballon,

Figure 3 : Etapes du processus d’extraction hydro-alcoolique (photos personnelles)
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11.3.2 ETUDE DE L’ACTIVITE CICATRISANTE

1) La répartition des lots
L’étude de I’activité cicatrisante a été réalisée sur 24 rats repartie en 4 lots (6 rats/lot)

comme il est indiqué dans le tableau 2

Lots Traitements

Lot | Traitement par la pommade véhicule

Lot Il Traitement par la pommade a base d’extrait méthanolique a 5%
Lot I11 Traitement par la pommade a base d’extrait méthanolique a 10 %
Lot IV Traitement par produit de référence Cycatril®

Tableau 2 : Répartition des rats selon les lots.

2) Préparation des animaux

- La veille de I’expérimentation les animaux sont pesés, marqués au niveau de leur queue et
repartis selon leur lot comme indigqué ci-dessus.

La premiére étape de 1’expérimentation consiste a 1’épilation de la région dorsolombaire de tous
les rats sous anesthésie par injection intrapéritonéal a la Thiopental.

3) Induction des blessures

a- Une plaie par excision

Le principe consiste a I’application sur des plaies préalablement provoquées du produit a tester
(pommade de Centaurea africana) et d’un produit cicatrisant de référence Cycatril®.
Les applications ont était faites quotidiennement jusqu’a épithélialisation compléte de la plaie
(environ 15 jours). Cette étude permis de comparer les différentes cicatrices et leur évolution sur

la base de la modification de la surface de la cicatrice.
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<> Mode opératoire

Apres avoir préparé les lots de rats (animaux marqués et épilés, cage étiquetées), les animaux de
ces lots sont laissés a jeun la veille de I’expérimentation qui se déroule selon les étapes suivantes :
o Anesthésie des rats par injection de la Thiopental.

o Découpe des zones tracées par I’emporte-piece en utilisant des lames a bistouri et une pince
pour enlever la peau coupée.

o Prise immédiate d’empreintes des surfaces des plaies (essai et témoins) sur papier
transparent a 1’aide de feutres a encre indélébile dés le jour Jo et aprés au J4, Jg, J12, Ji6 €t Joa

o Calculs des surfaces des plaies a 1’aide de logiciel d’architecture AutoCAD 2010.

4) Application des traitements

L’application des produits a tester se fait quotidiennement sur les plaies (essais) jusqu’a

épithélialisation compléte. En contrepartie les autres plaies (ttmoins) n’ont recu aucun traitement

o Lot I : a recu une application dermique quotidiennement avec la pommade veéhicule.

o Lot Il : a regu une application dermique avec la pommade a base d’extrait méthanolique a
5%.

o Lot I11 : a regu une application dermique avec la pommade a base d’extrait méthanolique a
10%.

o Lot IV : arecu une application du produit de référence Cycatril®.

Les plaies sont ainsi traitées de facon quotidienne pendant tous les tests.
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Rat Etourdissement

Epilation Injection du Thiopental

Marquage Trace Section de la peau

¢

Application des pommades

Figure 4 : Induction des plaies par excision, plus application des pommades (photos
personnelles).
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Une observation macroscopique est réalisée aux jours Jo, Ja, Jg, J12 et J1s. Il est a noter qu’a
chaque prélévement d’empreintes, s’il y a apparition de crotite, il est indispensable de bien décoller
celle-ci & I’aide de la gaze imbibée d’eau physiologique a 0,9% pour une bonne prise d’empreinte

de la surface des plaies.

11.3.3 Dosage de I’hydroxyproline

Le dosage de I’hydroxy proline est réalisé selon le protocole décrit par Boyd R.Switzer [76].

o Une quantité de 25 a 350 mg du poids du tissu est placée dans le tube de culture sec (de
poids connu).

o Les échantillons sont séchés dans un four a 65°C pendant 18 a 24 heures, puis laissés dans

des tubes a température ambiante dans un dessiccateur pour refroidir.

o Un volume de 2 ml 6N de HCL est ajouté pour hydrolyser les échantillons a 110 °C pendant
24 heures.
o Les échantillons sont évaporés a sec avec un courant d'azote puis mélangés dans chaque

tube avec 10 ml I'eau déminéralisée.

11.3.3.1 Détermination d’hydroxy proline

. Transférer 0,2 ml d'hydrolysat dans un tube de culture propre puis ajouter 1,6 ml d’eau
déminéralisée.

o Préparer un ensemble de tubes contenant des quantités d'hydroxy proline connues (1,0 - 8,0
ug) et de I'eau comme réactif blanc.

. Ajouter a tous les tubes 1.0 ml de tampon borate dilué a 1/5.

o Ajouter la Chloramine T (0,3 ml) a chaque tube dans une séquence chronométrée pour

oxyder I’hydroxyproline et bien mélanger.

o Apres 20 min, ajouter 1,0 ml de thiosulfate de sodium et bien mélanger.

o Ajouter environ 1,5 g de chlorure de potassium pour saturer tous les tubes.
o Fermer et chauffer les tubes dans de I'eau bouillante pendant 20 minutes.
o Laisser les tubes refroidir jusqu’a température ambiante.

o Ajouter 2,5 ml de toluéne dans les tubes et les boucher fermement.

35

——
| —



CHAPITRE 2 MATERIEL ET METHODES

o Secouer les tubes pendant environ 5 min et les mettre brievement a centrifuger a vitesse
basse.

o Transférer 1,0 ml extrait du toluene dans les tubes a essai marqués et ajouter le réactif
d’Ehrlich (0,4 ml).

o Laisser la couleur se développer pendant 30 min.

o A Taide du densitométre, lire les absorbances a la longueur d’onde 565 nm

comparativement a un blanc de réactif.
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Agitation Changement de couleur Lecture

Figure 5 : Protocole du dosage de I’hydroxyproline (photos personnelles).
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11.4 Evaluation de la cytotoxicité in vitro de I’extrait méthanolique de la plante
« Centaurea Africana »

Méthode alternative a I1’évaluation du potentiel irritant expérimenté sur cellules
fibroblastiques, basé sur 1’évaluation de la cytotoxicité d’un produit testé.
Cette méthode est adoptée pour les produits hydro-dispersibles et hydrophiles, et non pour les
produits volatils ou contenant des substances volatiles ou présentant un pH extréme
Le protocole d’étude de la cytotoxicité est réalisé suivant la méthode décrite dans le journal officiel
[77].

11.4.1 Chronologie expérimentale
- Ensemencement des cellules

- Trypsination et comptage des cellules fibroblastiques ATCC pour obtenir une suspension
cellulaire, les ensemencer en microplaque de 96 puits a raison de 10000 cellules /IML de
DMEM/puits sans agitation a incuber a 37°C, 5% CO2 pendant 24h.

- Contact avec le produit de I’essai qui est I’extrait de la plante centaurea Africana.

- Elimination délicate du milieu de culture.

- Ringage des puits des microplaques avec 2 ml de PBS (pour éliminer les débris et les traces du
milieu).

- Récupération de 1,0 ml des extraits apres leurs stérilisations par filtration et les déposer dans les
18 puits selon les concentrations étudiées (0,5% - 5% - 10% - 30% - 50% - 70 % et 100%) avec les

2 témoins positifs traités avec un anti-cancéreux et le témoin négatif.

- Coloration cellulaire

Préparation de la solution mére de rouge neutre a 4% dans 1’eau distillée stérile.
Dilution au 1/80 dans le milieu de culture nutritif (DMEM).

Incubation de la solution durant 18h a 24h.

Elimination du milieu de culture dans chaque puits.

Centrifugation du colorant a 3000T/mn durant 6 minutes apres les dépdts de 1,0 ml dans chaque
puits de microplaque, puis incubation pendant 3 heures.
- Préparation de la solution d’acide acétique glacial a 1% dans 1’éthanol 50°. Cette solution sert a

I’extraction afin d’éclater les cellules.
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- Rajout de 1,0 ml de la solution de revelation et agitation de la microplaque modérément
pendant 15 mn.
- Lecture des DO a 540 nm sur lecteur de microplaque.

Tripsination
7" §

' Extrait Incubatio Encensement sur micro plague
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Filtration de I’extrait Contact de 1’extrait avec les cellules

VAjout du réveélateur Lavage avec PBS Rouge neutre

ﬂA w ‘Qt'*\' O\M“"u*

200000006
’ sooooooo,e

Agitation Lecture

Figure 6 : Démarche expérimental suivi pour évaluer la cytotoxicité in vitro de 1’extrait
méthanolique de la plante « Centaurea Africana » sur les cellules fibroblastiques ATCC.
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II1. Résultats et discussions de I’activité cicatrisante

111.1 Evaluation de P’activité cicatrisante

Les parametres d’évaluation de la cicatrisation d’une plaie sur mod¢le par excision sont fournis
par :

> Le calcul des superficies des plaies a I’aide de logiciel AutoCAD.

> Le calcul des pourcentages de réduction des superficies des plantes traitées par le produit
de référence CicatrylIR et celles traitées par la pommade de « extrait méthanolique de racine de

Centaurea africana ».

Ce pourcentage de la réduction est calculé comme suit :

UCE1 Jo— uCE2 jn

% Reéduction (produit de référence) = L

x 100

Avec :
UCE1 : La moyenne de la superficie des plaies traitées par le produit de référence.

MCE2 : La moyenne de la superficie des plaies traitées par les produits a tester.

111.1.1. Evolution des superficies des plaies :

111.1.1.1 Evolution des superficies des différents lots :

Les résultats de 1’évolution des superficies des plaies témoins et essais au cours de 15 jours sont

illustrés dans la figure suivante.
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80.00
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60.00 mj8
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Véhicule Pommade 5% Pommade 10% Référence

Figure 7 : Histogramme représentant les pourcentages de réduction des superficies des plaies de JO & J16,
chez les rats témoins, traités par la pommade a base d’extrait méthanolique a deux concentrations (5 et 10

%) et le produit de référence Cycatril®.

Les taux (%) obtenus de réduction des superficies des plaies, démontrent que les rats traités
par la pommade de la plante « Centauréa africana 10% » donnent un pourcentage de réduction
significatif (97,99%) au 16°™ jour (J16) comparativement & ceux qui ont subi les traitements par
la pommade véhicule (72,37%) et le produit de référence (90,32%). Les résultats obtenus sont en
accord avec les travaux obtenus par Dezs6 2010 et al [78] ainsi que Ufuk et al 2009 [79] qui ont

travaillé sur la meme éspéce de centaurea.
111.1.1.2 Etudes macroscopiques :

L’observation des plaies des rats révele une diminution de leurs surfaces au fil du temps.
On peut voir aisément une diminution plus marquée de la surface des plaies chez les rats traités par

la pommade formulée a 10%,5%, que chez les rats traitées par Cycatril® ainsi que chez les témoins.
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8 12 18

Jours ]

Témoin

Veéhicule

Cycatril

Extrait 5%

Extrait10%

Tableau 3 : Evolution macroscopique des surfaces des plaies chez les rats traités par la pommade formulée
a 10%,5%, chez les rats traitées par Cycatril® ainsi que chez les témoins durant 18 jours (Jo Ja Js J12 J1s).
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II1.2 Résultats du dosage de I’hydroxyproline :

La mesure de 1’hydroxyproline est utilisée comme un indicateur pour chiffrer le taux de collageéne.
Dans notre étude, la quantité de I’hydroxyproline dans les échantillons des cicatrices chez les lots des rats
traités par I’extrait formulé de Centaurea africana a 5% et 10% et par le produit de référence (Cycatril®)
était significativement élevée (*p < 0,05) par rapport au lot témoin. Les résultats obtenus sont consignés
dans le graphe (Figure 8).

0

200

150

DO

100

50

véhicule pommade 5% pommade 10% pommade référence

Figure 8 : Evaluation de la teneur en hydroxyproline dans les échantillons des cicatrices chez les lots des

rats traités par I’extrait formulé de Centaurea africana a 5% et 10% et par le produit de référence (Cycatril®).

Les résultats obtenus corroborent les travaux de Tabatabai 2014 [80] et Agrawa 2010 [81]
qui ont mis en évidence la rapidité de la contraction des plaies et le raccourcissement du temps
d’¢épithélialisation avec une augmentation de la teneur en hydroxyproline, respectivement par
application topique de gel de Calendula officinalis et de Procumbens Tridax plantes appartenant a
la famille des astéracées.
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111.3 Résultats de I’étude de la Cytotoxicité :
Le pourcentage de mortalité cellulaire est calculé pour chaque dilution du produit de I’essai selon la
formule :

. DO moy des puits traités
% mortalité = 100 — DO moy dit puit temoin * 100

La courbe des pourcentages de mortalités est tracée en fonction de la concentration du produit a 1’essai

100

90

80

70

60

50 -

40

TAUX DE MORTALITE (%)

—— Graphe % Mortalité
30 2508 0 f e ====- Linéaire (Graphe % Mortalité)

y=4,9646x+13,513
20

10

6,22

0,5 5 10 30 50 70 100
CONCENTRATION DE L'EXTRAIT (%)

Figure 9 : La courbe des pourcentages de mortalités en fonction de la concentration du produit a 1’essai

(extrait méthanolique).

Les résultats obtenus nous indiquent qu'a la concentration de 50%, le taux de mortalité est
de 38,79%. Le taux de viabilité correspondant est donc de 61,11%.
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Selon La classification du Journal officiel de la république francaise, 26 décembre 1996,
page 19818-19818-19819.voir tableau n°04 la cytotoxicite de notre extrait est peu importante puis
qu’elle est comprise entre 20 et 50%.

La cytotoxicité du produit est donnée par I’échelle du tableau suivant qui est tiré du Journal officiel.

CI50 Pou rcentagedciileu[[ri](());tg(l)i;[/?’) observé a la Classification

>50 <20 Cytotoxicité négligeable

> 50 >20et<50 Cytotoxicité peu importante
>25et<50 Cytotoxicité modérée

<25 Cytotoxicité importante

Tableau 4 : Classification de la cytotoxicité en fonction du pourcentage de mortalité observé a la dilution
50%.
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IV CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES

Les plaies, les brdlures et les coupures constituent un motif fréquent de consultation dans
les services d’urgence en médecine humaine et vétérinaire qui sont souvent a ’origine des
complications infectieuses graves tels les abces, la gangréne et les phlegmons. Elles peuvent aussi
entrainer des problémes moteurs en cas de lésions nerveuses, tendineuses ou articulaires négligées.
Pour différentes raisons, la population concernée par ce type de Iésions a souvent recours a la

médecine traditionnelle pour la prise en charge de ces maux.

De maniére générale, I’observation et les expériences vécues ont été le fil conducteur dans
I’utilisation des plantes a des fins curatives. Depuis, de nombreuses études sont venues prouver

I’efficacité des plantes médicinales a différents stades de la cicatrisation des plaies [82].

Dans notre contribution, nous nous sommes intéressés a 1’étude de 1’effet cicatrisant d’une
pommade préparée a base d’extrait méthanolique de poudre de racine Centaurea africana sur un

modele par excision chez le rat Wistart.

La mesure de I’hydroxyproline a été utilisée comme un indice fiable pour chiffrer le
collagéne et également comme un bio-marqueur précoce de la cicatrisation lors de 1’augmentation

continue de I’hydroxyproline dans les tissus cicatrisés.

Ainsi, le suivi des dosages de 1I’hydroxyroline contenu dans les tissus des rats traités par
rapport aux rats recevant la pommade véhicule a confirmé la synthése accrue du collagene

indiguant une cicatrisation importante de la plaie.

L’application topique de nos deux pommades, respectivement de concentrations de 5 et 10
% d’extrait méthanolique a montré une accélération significative de contraction des berges

cutanées des plaies des rats traités comparativement aux lots véhicules (sans principe actif).

En outre, 1’évaluation de la toxicité cutanée réalisée par la méthode in vitro sur la lignée
cellulaire épithéliale d’origine humaine (cellule fibroblastique) ATCC ccd-986SK (ATCC CRL -
1947) a montré que lorsque la concentration de notre extrait est de 50%, la cytotoxicité du produit
est peu importante et se situe a un taux de mortalité de 38,79%. En conséquence, notre produit est

peu ou pas toxique et ne présente aucune dangerosité avéree.

47

——
| —



CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES

Ces résultats restent préliminaires, il serait souhaitable de poursuivre les investigations en
procédant a I’isolement des substances responsables, a I’étude de ses diverses activités ainsi qu’a
I’identification des composés par des méthodes plus performantes. Pour mieux évaluer 1’activité
anti-oxydante, d’autres études in Vitro et in Vivo seraient intéressantes, afin de mettre a

la disposition des populations une plante active avec des posologies précises.
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ANNEXES

VI ANNEXES

DOSAGE DE L’HYDROXYPROILINE :

Etuve Réactifs :

Dessiccateur - Hydroxyproline standard.

Bain marie -Hydroxyproline étalon de travail.
Balance électronique - Potassium tampon borate.

Ph métre -Chloramine T solution.
Centrifugeuse -Sodium thiosulfate

Autoclave -Le réactif d'Ehrlich.

Agitateur -Azote gaz

Vortex

Barreau magnétique

Papier aluminium

Para film

Support

Tube de culture en verre

Eau distillé

Hcl

Four

Eau déminéralisé
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ANNEXES

CYTOTOXIXITE :

1) Equipements,petits materiels et consommables:

- Incubateur a CO2, 37°C, 5% CO2, hygrometrie >90%

-Hotte a flux laminaire vertical
-Microscope inversé

-Lecteur de microplaques automatique

-Agitateur de microplaques

-Systéme de numeération de cellules (cellules de malassez)

-Chronometre

-Micropipettes de 5 -100-200 micro litres

-Embouts pour micropipettes de 5-100-200 micro litres

-Microplaque de 96 puits

2) Réactifs :
DMEM

SVF

PBS

TRYPSINE-EDTA

Rouge neutre (Sigma)

Solution d’extraction (acide acétique ; ethanol)

Pénicilline et streptomycine

3) lignées cellulaires :

ATCC
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ANNEXES

CICATRISATION IN VIVO :

1) Molécules pharmacologigues :

Cycatril , Extrait methanolique de la plante Centarea Africana 5% et 10% ; Véhicule

, Thiopental Sodique

2) Matériel :

Emporte piéces

Seringue

Lame de bistouri

Pince édenté

Gant

58

——
| —



Résumeé
Résumé :

Centaurea africana est une plante appartenant a la famille des astéracées endémiques de 1’ Afrique du Nord.
La racine de cette plante est utilisée en médecine traditionnelle dans certaines régions rurales d’ Algérie pour
le traitement de la cicatrisation et des brdlures.

Des études sur les constituants chimiques appartenant a cette plante ont été réalisées ; cependant ces effets
biologiques non pas été mis clairement en évidence.

C’est la raison pour laquelle nous nous sommes intéressés a 1’évaluation de I’effet cicatrisant par application
topique d’une pommade a deux concentrations 5 et 10 % préparée a partir de I'extrait méthanolique de la
racine de Centaurea africana sur le modéle par excision chez le rat wistar.

Les résultats obtenus montrent une activité cicatrisante significative des rats traités par la pommade
formulée par rapport au lot traité par la pommade véhicule .cela confirme les vertues attribuées par les
tradipraticiens lors de son utilisation.

Mots clés : Centaurea africana, extrait méthanolique, excision, pommade, cicatrisation.

Summary:

Centaurea africana is a plant belonging to the family Asteraceae endemic to North Africa. The root of this
plant is used in traditional medicine in some rural areas of Algeria for the treatment of wound healing and
burns.

Studies on the chemical constituents belonging to this plant were carried out; However, these biological
effects not been clearly identified.

That is why we were interested in evaluating the healing effect by topical application of an ointment to two
concentrations 5 and 10% prepared from the methanol extract of the root of the Centaurea africana by
excision model in the Wistar rat.

The results show significant healing activity of the rats treated with the ointment formulated with respect to
the group treated with the ointment vehicle that confirms the virtues attributed by traditional practitioners
in its use.

Keys words: Centaurea africana, methanol extract, excision, ointment, healing,
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