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Résumeé

L’objectif du présent travail est de valoriser une plante médicinale endémique de I'Afrique du Nord
(Algerie et Tunisie): Centaurea africana. Cette plante a retenu notre attention du fait de son usage
traditionnel et le peu d’informations que nous avons tiré des recherches bibliographiques. En vue
d’atteindre cet objectif, une enquéte ethnobotanique sur les utilisations des plantes médicinales en
générale et de cette plante en particulier a été menée dans certains villages de la région de Tizi-Ouzou.
Puis, une contribution a I’étude chimique des trois extraits a été réalisée et une évaluation de leurs
activités pharmacologiques et toxicologiques a été effectuée. L enquéte ethnobotanique a révélé que
Centaurea africana est largement appréciée par la population locale dans le traitement des brdlures
(34%) suivi par le traitement des plaies (28%) et escarres (26%), seule la racine de la plante est
utilisée. Le criblage phyto-chimique des différents extraits a révélé la présence de plusieurs composés
actifs : polyphénols, flavonoides, tanins, coumarines, triterpénes et les anthocyanes. Le dosage
préliminaire quantitatif basé sur le dosage des polyphénols totaux, des flavonoides, des flavonols et
des tanins condensés par spectrophotometrie classique ont démontré la présence de composés poly-
phenoliques en quantités importantes dans le méthanol et que le I’acétone posséde les meilleures
capacités a extraire les tanins. L’activité anti-oxydante des trois extraits de la poudre de racine de
Centaurea africana a été évaluée par le potentiel de scavenger des radicales libres selon la méthode
DPPH, qui a montré que 1’extrait methanolique de Centaurea africana était le plus actif. Les différents
extraits ont été également soumis & un criblage pour leur activité antibactérienne. Le spectre d’action a
été évalué par la méthode de diffusion sur disques et la méthode de micro-dilution sur 04 souches de
référence, qui ont montré un effet antibactérien aussi bien sur les bactéries & Gram positif que négatif.
Staphylococcus aureus a présenté les plus grandes sensibilités a I’extrait méthanolique. Cependant
Pseudomonas aeruginosa a montré une plus grande sensibilité a I'extrait aqueux et acétonique. Par
ailleurs, Bacillus subtiilis s'est montré trés sensible a l'extrait aqueux. Ces résultats ont été confirmés
dans la seconde étape de notre partie expérimentale qui a permis de quantifier cette determinant
activité en des CMI et CMB. La recherche des propriétés gastro-protectrices contre les ulcérations
provoquées par le mélange acide chlorhydrique/éthanol/eau chez les rats ont montré que les trois
extraits a la concentration de 300 mg/kg ont un effet supérieur que le produit de référence et le
puissant pouvoir cyto-protecteur a été observé également pour l'extrait methanolique. L’activité
hémostatique in vivo et in vitro a été evaluée en déterminant le temps de saignement dans un premier
temps. L’éxtrait methanolique a montré une activité hémostatique significative, avec un temps moyen
de saignement de 1.41 £+ 0,12 (32.71% de la valeur du groupe témoin). Dans un deuxiéme temps, le
test de I’action hémostatique a été évalué par le pouvoir coagulant des prélévements sanguins. A la
lumiéere des résultats obtenus, dans les deux modeles, parmi les trois extraits testés, il ressort que
L'extrait methanolique et I'extrait aqueux ont montré un temps de coagulation considérablement réduit
par rapport aux lots témoins. L’évaluation toxicologique témoigne de la bonne tolérance de 1’extrait et
de la pommade par voie orale et cutanée chez le rat. L’efficacité de la pommade a 5 et 10% de I’extrait
methanolique a été démontrée par le test d'activité antiinflammatoire locale sur des rats par 1’inhibition
du développement de 1’cedéme de 1’oreille induit par I’huile de croton. L’activité cicatrisante a été
évaluée par deux modéles de cicatrisation, par excision et par incision. La pommade a 10 % affiche
des propriétés cicatrisantes évidentes dans les deux modéles étudiés confirmée par le dosage de la
teneur en hydroxyproline et les coupes histologigques examinées

Mots-Clés : Antioxydant, Centaurea africana, Cicatrisation, Extraits végétaux, Formulation,
Gastroprotecteurs, Hémostatiques, Pommade antiinflammatoires, Pouvoir antimicrobien.
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Abstract

The objective of this work is to develop a medicinal plant endemic to North Africa (Algeria and
Tunisia): Centaurea africana. This plant has caught our attention because of its traditional use and
the little information we have derived from bibliographic research. In order to achieve this
objective, an ethnobotanical survey on the uses of medicinal plants in general and this plant in
particular was carried out in some villages in the province of Tizi-Ouzou. Then, a contribution to
the chemical study of the three extracts was carried out and an evaluation of their pharmacological
and toxicological activities was carried out. Ethobotany revealed that Centaurea africana is widely
appreciated by the local population in the treatment of burns (34%) followed by treatment of
wounds (28%) and ulcers (26%), only the root of the plant is used. The phyto-chemical screening of
the various extracts revealed the presence of several active compounds: polyphenols, flavonoids,
tannins, coumarins, triterpenes and anthocyanins. Preliminary quantitative determination of total
polyphenols, flavonoids, flavonols and condensed tannins by conventional spectrophotometry
demonstrated the presence of polyphenol compounds in large amounts in methanol and that acetone
has the best capacity to extract the tannins. The antioxidant activity of the three extracts of the
Centaurea africana root powder was evaluated by the scavenger potential of the free radicals
according to the DPPH method, which showed that the methanolic extract of Centaurea africana
was the most active. The various extracts were also screened for antibacterial activity. The spectrum
of action was evaluated by the disk diffusion method and the micro-dilution method on 04 reference
strains, which showed an antibacterial effect on both Gram-positive and negative bacteria.
Staphylococcus aureus showed the greatest sensitivity to methanol extract. However, Pseudomonas
Aeruginosa showed a greater sensitivity to the aqueous and acetone extract. Moreover, Bacillus
subtiilis was very sensitive to the aqueous extract. These results were confirmed in the second step
of our experimental part which allowed quantifying this activity by finding values of CMI and
CMB. The investigation of gastro-protective properties against hydrochloric acid/ethanol/water-
induced ulceration in rats showed that the three extracts at the concentration of 300 mg/kg had a
higher effect than the reference product and the potent Cyto-protective power was also observed
through the methanol extract. The in vivo and in vitro hemostatic activity test was performed in a
first experiment, determining the bleeding time after scalpel incision in the tail of the rats, compared
to the control, after local administration of the samples. The methanol extract demonstrated
significant hemostatic activity, with an average bleeding time of 1.41 + 0.12 (32.71% of control
group value). In the second experiment, the haemostatic action test was evaluated by the coagulant
capacity of the blood samples. In the light of the results obtained, in both models, among the three
extracts tested, it appears that the methanol extract and the aqueous extract showed a considerably
reduced coagulation time compared to the control batches. Methanolic extract has been
demonstrated through all tests. The formulation of the ointment at two concentrations of 5 and 10%
with methanol extract as active ingredient, the control carried out revealed that the ointment is
yellow, pasty, homogeneous, stable and with a pH varying from 5.13 to 5.83. The toxicological
evaluation demonstrates the good tolerance of oral and dermal extract and ointment in rats. The
efficacy of the ointment of the methanol extract was demonstrated by the local anti-inflammatory
activity test in rats by the inhibition of the development of ear edema induced by croton oilThe
healing activity was evaluated by two models of healing, excision and incision. The 10% ointment
exhibited obvious healing properties in the two models studied and confirmed by the determination
of the hydroxy proline content and the histological sections examined

Keywords: Centaurea africana, Plant extracts, Antimicrobial power, Antioxidant, hemostatics,
Gastroprotective, Formulation ointment anti-inflammatory, healing.



SOMMAIRE

I- INTRODUCTION GENERALE e
Chapitre | : Generalites--------=-===-m-mmmmmm oo --

I.1 Apergu historique sur I’utilisation des plantes médicinales------------ ----
1.2 La medecine par les plantes------=---=-m-mmmmmmm oo oo
1.3 Importance et les niveaux de 1’utilisation des plantes médicinales --------------------
1.3.1 Utilisation de la Plante Médicinale en usage traditionnel ---------------
1.3.2 - Utilisation de la Plante Médicinale en médecing ----------------=-=--m-mmomomemoo-
1-3-3 Utilisation scientifique de la plante médicinale ------------=-=-=-=-m-m-mmmm e
I.4 Composes phytochimiques d’intérét pharmacologique-----------=-====-=-===--mnmnm--
1.4.1 Les composéSs PheNOIIQUES---=-=-=-===nmmmmmmmmm oo oo
a. Flavonoides -----------------=-m-mmomm oo - e
b. Coumarings ------------=-=-=-memcmememmmemeo- memmmmmmmm e —-memmmemeeee-
c. Lignanes, néolignanes et COMPOSES apParentes------------=-=----m-mnmmmmmmmmmoemmmooee
d. Anthocyanosides------------=-=-=-=-=-m-m-mn--- s
e. Taning------------------ e e EE R R
f. QUINONES----m == mm = m oo e oo oo
1.4.2 Les terpénoides et les Steroides----------=-=-=-=--m-mmmmmmmmm oo
1.4.3. Les alcaloides -------=-=-m-mmmmm oo oo oo
Chapitre I1: Presentation de la plantes étudiee ---------=----=-=-mmmmmmomm oo
[1-1 L'ordre des Asterales-------------------m-ooeouu-- et
11-2 Présentation de la famille des AStéracées-----------------m-m-mmmmmmommmm oo
11-2-1 Description botanique-------=-=-==-m e e
[1-2-2 Position systématique de la famille des Astéracées d’apres APG Ill--------------
[1-2-3 Utilisations et interéts économiques des ASteracées -----------------=-----m-momoumv
[1-3. Présentation du genre Centaurea-------------=====-=======mmmmmmmmmmmmmemee-
[1.3. Présentation de I’espece Centaurea africana------------------------ oo

Chapitre I11: Generalites sur quelques activites biologiques et pharmacologiques

I11.1 Stress oxydant et antioxydants ----- e et e
I11.1.1 Généralités --------------=-m-m-mmmmmmmmmo - e eI
I11.1.2 Origine du stress oxydant-------------------- e e
I11.1.3 Pathologies liées au stress oxydant------ e
I11.1.4. Mécanismes de défense contre le stress oXydant--------=--=-====zmcmmmmmmmmmemme--
I11.1.5 Méthodes de dosage de I’activité antioxydante et antiradicalaire------------------
[11.2. Activité antimiCrobienne---------------nmmmmmm oo
111.2.1. Introduction----------=-=-=mmm e
111.2.2 M¢éthodes d’essai des propriétés antimicrobiennes des extraits végétaux ------ -
I11.2.3 Caractéristiques des souches bactériennes utilisées ------------=-=-==-=----
I11.3. Activité antiulcéreuse-------------------------- mmemmmmmmeoe-
[11.3. 1.Généralités sur les ulceres gastriques------=-=-====n=mmmmmmmmmmmm oo
111.3. 2.Physiopathologie de la maladie ulcéreuse-------=-======mmmmmmmmmmmm oo
II1.3. 3. Histologie de I’estomac-----==-==========mmmmmmmmmm oo mmmmmmmmeemee
[11.3. 4. Traitements des UlCereS---------=-nmmmmmm oo
I11.4. Activité hémostatique------------------------- s
[11.4.1. HEMOSASE PriMaire----=n=-nmmmmmm oo oo oo oo
I11.4.2. Hémostase secondaire ou coagulation plasmatique ----------

111.4.3. Méthodes explorant I'Némostase--------=========mmmmmmmmm e



https://www.google.dz/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=27&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjEqZznpIPVAhVGXhQKHexJAik4FBAWCEUwBg&url=http%3A%2F%2Fwww.arbre-celtique.com%2Fencyclopedie%2Fmedecine-par-les-plantes-1397.htm&usg=AFQjCNHnRyGKxuzt3Yqu-F1K9XKpyRmlpg

I1.4.3.1 Les principaux tests explorant ’hémostase primaire ------- ---

111.4.3.1.1 La numération plaquettaire--------------- e e

111.4.3.1.2 Le temps de saignement -----------=--=----mmmmmmmmmmmm oo S—

111.4.3.1.3 Le facteur Willebrand ------------------- e e

111.4.3.2 Les principaux tests explorant I’hémostase secondaire ----------------------
111.4.3.2.1 Le temps de QUICK (TQ) =-=-==mmmmmmmmmm oo
111.4.3.2.2 Le taux de prothrombine T EEE

111.4.3.2.3 Le temps de céphaline activée -----------------mcumnuv--
111.4.3.2.4 Le temps de thrombing --------=-==-mmmmmm oo

[11.4.4. Les médicaments hémostatiques ----=-=-========m=mmmmmmm oo

I11.5. Activité anti inflammatoirg------==-===mmm e

I11.5.1 La réaction inflammatoire ----=-==========mm s e e

I11.5.2 L’inflammation aigue----------------------- e ---
II1.5.3 L’inflammation chronique-------=--==-========mmmmm oo oo
I11.5.4 Les anti-inflammatoires-------==-========mmmmm s S

111.5.4.1 Les anti-inflammatoires non stéroidien R

111.5.4.2 Classification des anti-inflammatoires non stéroidien ------===========mmmmememv

111.5.4.3 Principaux AINS commercialiSées -------=-======mmmmmmmmmmmmm oo
111.5.4.4 Principaux AIS commercialiSées -------=-==mmmmmmmmm oo

[11.6. Activité cicatrisante --------------=------------ T
[11.6.1. Rappels anatomophysiologiques de la peau--------=-========mnmmmmmmmmommmmen

[11.6.1.1.Structure de la peau=---=-========mmmm e e e

I11.6.2. Physiologie de la cicatrisation cutanée-----------=-=-==-=-=znuo--- -

[11.6.2.1 Phase initiale -==-=========m=mm e

[11.6.2.1 Phase de remodelage--------------=-------- e e

111.6.2.3 Phase de renforcement -=--=-=========mmmmmm s e

111.6.3 Facteurs influencant la cicatrisation-- -

[11.6.4 Traitements topiques des CiCatriCes -------=-=========mmmmmmmmmmm oo

II1.6.4.1 Application topique d’antibiotiques et d’antiseptiques ---
111.6.4.1 Glycerol / glycering ------------------- e

[11.6.4.2 oligo- éléments et Vitamings -----=-=========mmmmmmmm oo

[11.6.4.3 L& M| =mmmmmmmmmm e e e e
111.6.4.4 Plantes a activité cicatrisantes -------=-========mmmmmommmm -
PARTIE PRATIQUE

I- Problématique & 0bjectifs -----=-=-mmmmmm e

[1. Matériels & méthodes---=--=======mm e

I1.1: Enguete ethnobotanique--------------==-=--=---- e

I1.1.1 Présentation de la région d’étude-----------=---=--=--mmmmmmmm oo

I1.1.1.1 Facteurs climatiques---------=======nmmmmmmmmmmmmmenae -
11.1.1.2 Les températures-----------=-=--=-=-=--- S ——

11.1.2 Méthode d’étude--==========mmmmm e e e e

I11. materiel vegetal, criblage phytochimique et extraction.............................

1.1 Identification de la plant@---==-=-==-=mmmmm e e

111.2 Extractions e R

[11.3 Analyse phyto-chimique -------------------- e
111.3.1 Analyse qualitative ---=--===-mmmm e

111.3.2 Analyse quantitative---=--=-==-=mmm e oo oo
11.3.2.1 Dosage des Polyphénols--------------------- oo ——————--

32
32
32
32
32
32
32
32
33
33
33
33
34
36
37
37
37
38
39
39
39
40
41
42
43
43
43
44
44
45
45
46
46

48
49
49
49
51
o1
52
53
53
53
54
54
54
54



111.3.2.2 Dosage des Flavonoides ---------=-==-===mmmmmm oo oo

111.3.2.3 Dosage des Taning-=--=-=-=======e-memmomeommmemme oo oo e
VI Evaluation toxicologiques et activites biologiques et pharmacologiques
IV.1 Etude toxicologique ----------===-=-=---------- m=memmmememmmemeeee

IV.1.1 Détermination de la toxicité aigué------------=========--=----

IV.1.1 Expérimentations animales----------=-=-====-=mmmmmmmmmm oo -

IV.1.2 Toxicités aigués cutanées (test limite)---------======-=mmmmmmmmm e

IV.1.3 Toxicités aigués orales (test limite)------------=-=-mmcmmmmmmmmmmmme-

IV.2 Evaluation des activités biologiques---------------=-=-=-=-=-=-=---—-—-
IV.2.1 Détermination de l'activité anti-oxydante-----------------=-=----mmceoeeu--

IV.2.1.1 Calcul de la concentration inhibitrice de 50% (IC50) ----

IV.2.2 Evaluation de I’activité antimicrobienne (test in Vitro) ------------------=-=------—-

IV.2.2.1 Méthode de diffusion par disque - e

IV.2.2.2 Méthode de micro dilution sur milieu liquide --------------------

IV.2.2.3 Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)---------------
IV.2.3 Activité hémostatique in VIiVO €t IN VItro -----=-===mmmmmmm oo

IV.2.3.1 Mesure in vivo de I’activite hémostatique--------=-=-=======mzmmmmnmcuc-

IV.2.3.1.1 Mesure du temps de saignement -------------------------- -

IV.2.3.2 Mesure in vitro de I’activité hémostatique---------=-=-=======mmmmmmmmmmmmmmceeo

IV.2.3.2 Mesure du temps de coagulation-----------=-=-===-mmnmnmommemumue

IV.2.3.3 Analyse statistique------------------------- e

IV.2.4 Evaluation in vivo de l'effet cytotoprotecteur sur I’ulcére gastrique --------------

IV.2.4.1 Protocole ----------==-=mnmmmmmmmmmmmeeem e
IV.2.4.2 Analyse statistique----------=--=-==-=--=--- e

V Formulation de pommade a 5 Et 1096 -------=-===nmmmmmmmmmmmmmmeeeeee

V.1 Caractéristiques des excipients utilisés------------=--=mmnmcmmnuu--

V. 1.1 Graisse de laine -==--=-nmmmmmm e oo oo e e e

V.1 .2 L’alcoo] cétylique ------==-==nmmmmmmmm o mo oo oo

V.1.3 La vaseling ---------------emsmmmmmemeo - G E e PR

V.1 .4 La paraffine liquide ==-=-=-=====mmmm e
V.2 Technique de la préparation--=-=-=-======n s s oo

V.3 Contrdle de la qualité du produit fini ----------==-=mmemeeenuu--
V.3 .2 Contrdles physiques ------------------------- e

V.3.2.1 Examen des caractéristiques macroSCopiques---------=-=-======-==mzn=nmnmoummmn-v

V.3.2.1 .1 Caractéristiques organoleptiques-------------=-=-=-=-=-=--------

1- Test de I’homogénéité ------------------=-n=---- GRGTEEEEE PR

2- Test de centrifugation -=-=-=-====mm o e -

V.3.2.2 Examen des caractéristiques microSCOpiqUES-------=-=============nmzmmmmmmmommmoe
V.3.2.2.3 Test de impidité -----mmmmmmmmm oo oo
VI Evaluation toXicologique =---======-mmmmm e oo oo o

V1.1 Tolérance CUtAn@e —---=-=-====mmmmmm oo e
V1.2 Evaluation de la toxicité subchronique-----=-=-===========msmmmmmmmm e

VI1. Evaluation des proprietes pharmacologiques -------------

VI1I.1 activité antinflammatoire locale ------ S
VI11.2 Evaluation de la cicatrisation chez le rat S ——

VI1.3 Modele par INCISION ===m=mmmmmmmm oo oo

VI1.3 Modele par XCISION =====n=nmmmm e e e oo




VI1.4 Détermination de la teneur en hydroxyproline
VI1.5 Etude histopathologie-------------------
VI11.6 Analyse statistique --------=-=-=-=-=-=-=-=-=----

RESULTATS & DISCUSSION

I. Resultats de I’etude ethnobotanique --------=-=======mmmm oo

2. L74ge =--==-=mmmmmmmmmmm e
3. Niveau d’instruction ------=--=-=-====-------
4. Les Maladies -------=-mnmmmmm oo e

Il. Resultats de I’etude phytochimique-------==========mmmmmmm oo

II. 1 Rendements d’extraction------=--=-=========-nmmumuuv--

Il. 2 Analyse qualitative------------------------ -

I1. 3 Analyse quantitative----------------------
I1. 3.1 Dosages spectrophotométriques des polyphénols
[1. 3.1.1 Dosages des phénoliques totaux--------------=-=-=----------
I1. 3.1.2 Dosages des flavonoides -----------=--=-=--=--mmoumuuu--

I1. 3.1.3 Dosages des tanins ---------------

I11. Resultats des activitees biologiques ----------
1.1 Activité antioxydante-------------=-=----------
111.2 Evaluation de I'activité antibactérienne des extraits
[11.2.1 Méthode des disques--------=-==-=-==-==-=-------

[11.2.2 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI), de la

concentration minimale bactéricide (CMB) et rapport CMB/CMI
I11.3 Résultats de I’activité hémostatique ---------------

I11.4 Activité antiulcéreuse--------=--===------

I11.4.1 Activité protectrice de la muqueuse gastrique

IV. Controle de la pommade formulee --
IV.1 Détermination potentiometrique du pH

IV.2 CaraCteres------------=-mmmmm e mm oo oo oo
IV.2.1 ASPect / COUIRUF ===mmmmmmm e e e e oo eee
IV.3 Test de I’homogénéité -------------===m=mmmmmmonumm

IV.3.1 Test macroscopique-------------=-----------
IV.3.2 Test de centrifugation ---------=----=-=-=-mmemnmmue--

IV.3.3 TeSt MiCrOSCOPIQUE =====m=m=mmmm oo oo o oo o e oo
IV.3.4 Test de limpidité-------------==-=-=---- -

IV.3.5 Tests d’influence de I’air et de la température-

V Resultats de I’evaluation toxicologique

V.1 Toxicité aigie administrée par voie orale
V.2. Toxicité aiglie administrée par voie cutanée
V.3 Evaluation de la tolérance locale ----------
V.2.4.. Toxicité subchronique----------=-==-=--=-----
V.2.4.1. Parametres biochimiques et hématologiques mesurées
VI Resultats des activitees pharmacologique

V1.1 Activite anti-inflammatoire in vivo-------- e
VI.1.1 (Edeme de I’oreille induit par I’huile de croton chez le rat -----------------------
V1.2 Activité cicatrisante --------------------------- e
VI1.2.1 Modele par incision ---------=-=-==-=-=------ e
V1.2.2. Modeéle par excision ------------=--=--------- e

V1.2.2.1 Teneur en hydroxyproline

76
77
77

80
80
80
80
81
88
88
89
90
90
90
92
93
95
95
98
98

100
103
106
106
111
111
111
111
112
112
112
113
114
114
114
115
115
115
117
118
122
122
122
123
123
124
128



VI1.2.2. 2 Evaluation histologique----------==========-=----- 128
Conclusion générale

Références bibliographiques

Annexes



LISTE DES FIGURES

Figure 1 : Filiere plante medicinale 10
Figure 2 : Classification des Astéracées d’apres APG III. 18
Figure 3 Structure histologique de la paroi gastrique 28
Figure 4 : Etapes de I’hémostase 30
Figure 5 : Processus de migration des neutrophiles a travers les vaisseaux sanguins 35
Figure 6 : Architecture générale de la peau (a) Représentation schématique (b) HE X 15 40
Figure 7 : Situation géographique de la wilaya de Tizi-Ouzou 50
Figure 8 : Répartition des précipitations et temperatures moyenne quotidienne. 51
Figure 9 : Principe de la méthode de diffusion par disque. 59
Figure 10 : Différentes étapes de préparation de la pommade de I’extrait méthanolique. 67
Figure 11 : Courbe d'étalonnage de I'acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux. 91
Figure 12 : Teneur en polyphénols totaux des différents extraits. 91
Figure 13 : Courbe d'étalonnage de la quercetine pour le dosage des flavonoides totaux. 92
Figure 14 : Teneur en flavonoides des différents extraits. 92
Figure 15 : Courbe étalon de la catéchine pour le dosage des tanins condensés. 93
Figure 16 : Teneur en tanin des différents extraits. 94

Figure 17 : Pouvoir antioxydant de 1’acide ascorbique et des extraits de Centaurea africana.96
Figure 18 : Evaluation histopathologique des sections de tissu gastrique des rats traités par les

différents extraits 109
Figure 19 : Aspect histologique des prélevements hépatique, néphrotique et pancréatique chez
les rats témoins et traités par I'extrait methanolique a la dose de 1g/kg par voie orale. 121

Figure 20 : Pourcentage de réduction de 1’cedéme induit chez le rat par 1’huile de croton par
I’application de la pommade préparée a base d’extrait méthanolique des racines de Centaurea
africana. 122
Figure 21 : Evolution macroscopique des surfaces des plaies des lots traités et controle. 127
Figure 22 : Coupes histologiques des biopsies cutanées colorées par 1’hématoxyline/éosine
des lots traités les pommades a base d’extrait méthanolique de Centaurea africana (5 et 10 %)
et les lots contrdle 130




LISTE DES PHOTOGRAPHIES

Photo 1 : Centaurea africana dans son espace naturel (photo personnelle). 21

Photo 2 : Incision de la queue et dép6t des gouttes de sang toutes les 30s sur le papier filtre. 61

Photo 3 : Différentes étapes du test de limpidité de la pommade formulée. 69
Photo 4 : Différentes étapes du modele de cicatrisation par incision. 75
Photo 5 : Modéle de cicatrisation de plaie par excision chez le rat. 76
Photo 6 : Différentes étapes de la détermination de la teneur en hydroxyproline. 77

Photo 7 : Zones d’inhibition obtenues par les extraits (méthanoliques, aqueux, et acétonique)

de Centaurea africana 99

Photo 8 : Résultats des temps de coagulation du sang in vivo des trois extraits de Centaurea
africana. 105

Photo 9 : Aspect macroscopique de la muqueuse gastrique des 16ts témoin et traité a 1’éthanol.106

Photo 10 : Etalement de la pommade® formulé sur surface plane. 112
Photo 11 : L’échantillon de pommade aprés le test de centrifugation. 112
Photo 12 : Observation microscopique de la pommade formulée (Gx40) 113
Photo 13 : Observation microscopique de pommade formulée (Gx100) 113

Photo 14 : Filtration de pommade. 114




LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1 : Apercu non exhaustif des différents tests utilisés dans la mesure de la capacité

antioxydante globale du plasma et des matrices alimentaires. 25
Tableau 2 : Cellules et médiateurs de 1’inflammation 34
Tableau 3 : Classification des principaux AINS en fonction de leur sélectivité d’action anti-
COX. 38
Tableau 4 : Principales spécialités des AINS. 38
Tableau 5 : Principales spécialités des AlS. 39
Tableau 6 : Circonstances favorisant le retard de cicatrisation. 44
Tableau 7 : Préparation de la pommade d’extrait méthanolique a 80% 66
Tableau 8 : Echelle d’évaluation de la tolérance cutanée 71
Tableau 9 : les maladies traitées par les plantes médicinales en pourcentage 81
Tableau 10 : Liste des plantes médicinales utilisées spontanément par la population locale _ 83
Tableau 11 : Rendement des extraits : méthanolique, acétonique et aqueux 88
Tableau 12 : Résultats du criblage phytochimique des différents extraits de racine de la plante
étudiée. 89
Tableau 13 : Valeurs de I’IC50 de l'acide ascorbique et des extraits méthanolique, acétonique
et agueux de Centaurea africana 95
Tableau 14 : Diamétres des zones d’inhibition de croissance microbienne 98
Tableau 15: Concentrations minimales inhibitrice et bactéricide (mg/ml) et rapport
CMB/CMI des extraits des racines de Centaurea africana 101
Tableau 16 : Temps de coagulation du sang humain en tube en présence des extraits de
racines séches de Centaurea africana en secondes 103
Tableau 17 : Résultats du temps de coagulation du sang in vivo sur le groupe controle et les
groupes traités par les extraits méthanolique, acétonique et aqueux (Moyenne £ SD). 104

Tableau 18 : Activité protectrice de la muqueuse gastrique des extraits méthanolique, aqueux
et acétonique des racines de Centaurea africana sur les ulceres gastriques induits par le

mélange éthanol-HCI-eau chez les rats males. 107
Tableau 19 : Mesure de la variation du pH pendant 5 jours de suite. 111
Tableau 20 : Indice d’irritation primaire de la pommade formulé a 10 % et pommade
véhicule. 116
Tableau 21 : L’indice d’irritation primaire de la pommade formulé a 10 % et pommade
véhicule. 116
Tableau 22 : L’indice d’irritation primaire de la pommade formulé a 10 % et pommade
véhicule 117

Tableau 23 : Valeurs moyennes des pesées hebdomadaires (g) des rats témoins et des rats
traités par I’extrait methanolique de racine de Centaurea africana par voie orale et cutané 118
Tableau 24 : Effet de I’extrait methanolique de racine Centaurea africana sur les paramétres
biochimiques des rats apres 28 jours de traitement par voies orale et cutanée 119



Tableau 25 : Effet de 1’extrait méthanolique de racine Centaurea africana sur les parametres

hématologiques des rats apres 28 jours de traitement par voies orale et cutanée. 120
Tableau 26 : Effet de la pommade préparée a base d’extrait méthanolique de racines de
Centaurea africana sur I’cedéme induit chez le rat par I’huile de croton. 122
Tableau 27 : Effet de I'application topique de I'extrait méthanolique de Centaurea africana

sur la résistance a la traction du modele de la rupture par incision : 124
Tableau 28 : Evolution de la réduction des surfaces des plaies (Moy = SEM) durant toute la
période d’expérimentation (4], 8j, 12j et 16j) et la période d’épithélialisation. 125

Tableau 29 : Teneurs tissulaires en hydroxyproline des plaies des quatre lots au 12e jour de
traitement 128




INTRODUCTION GENERALE



I- Introduction générale

Les vertus thérapeutiques des plantes sont connues depuis la préhistoire. Ainsi, selon
I'organisation mondiale de la santé (OMS), pres de 80 % de la population dépend de la
médecine traditionnelle plutét que de molécules de synthése surtout en milieu rural du fait de
la proximité et de I'accessibilité de ce type de soins et surtout des difficultés d'accés de ces
populations a la médecine moderne (Békro, 2010 ; PAGM, 1998). Par conséquent, la
médecine traditionnelle peut étre considérée comme partie intégrante des soins de santé
primaire, pour améliorer lI'acces aux soins. Cependant, le potentiel des plantes comme source
pour la production de nouveaux médicaments est largement inexploité (Hamburger et
Hostettmann, 1991). Il existe environ 500 000 especes de plantes sur terre, dont au moins
80,000 possedent des propriétés médicinales (Quyou, 2003). En effet, sur ce nombre,
seulement 6% ont été testés pour leur activité biologique et 15 % ont été évalués sur le plan
phytochimique (Verpoorte, 2000). Ainsi, il faut évaluer I'efficacité clinique, garantir
I’inocuité des plantes médicinales, renforcer les connaissances et les performances des
herboristes tradithérapeutes et garantir un suivi suffisant des patients (Zeggwagh, 2013).

L’ Algérie, offre grace a son immense superficie, sa situation géographique et son climat, des
potentialités végétales énormes. Dans des travaux de la valorisation des ressources naturelles,
plusieurs substances naturelles d’origines végétales ont été identifiées et beaucoup d'entre
elles se sont avérées utiles pour des buts thérapeutiques (Elhouiti, 2017).

La phytothérapie est a nouveau un sujet d’actualité. En effet, avec un consommateur de plus
en plus réticent vis-a-vis des produits contenant des molécules issues de la synthése chimique,
un certain nombre de secteurs industriels (cosmétique, pharmaceutique, agroalimentaire) se
tournent de nouveau vers I’incorporation de ces molécules d’origine naturelle aux
caractéristiques chimiques et biologiques originales dans leurs formulations. Les
ethnopharmacologues observent également avec attention le succés grandissant des
pharmacopées anciennes, au titre d'une « vague verte » qui un peu partout dans le monde,
apparait comme une alternative a la médecine chimique (Chominot, 2000). La valorisation de
ces principes actifs d‘origines naturelles représente donc un potentiel économique énorme.
Pour étre valorisés, les composés bioactifs doivent d’abord étre séparés de leur matrice
végétale d‘origine. L obtention de ces molécules nécessite des investigations phyto-chimiques
par des méthodes analytiques. Ces études sont souvent longues et couteuses, telles que

I’extraction, I’isolement par des essais bio-guidés (Michel, 2011), le screening



pharmacologique pour le dépistage d’activité biologique. Les constituants des plantes sont
utilisés directement comme agents thérapeutiques, mais également comme matiéres pour la
synthese de médicaments ou comme modéles pour les composés pharmacologiquement actifs
(OMS, 1998). De nos jours on peut considérer qu’entre 25 et 50% des médicaments
actuellement commercialisés trouvent leur origine dans la nature (Kingston, 2010) et
20.000 a 25.000 plantes sont utilisees comme médicaments (Strobe, 1996).

Le travail entrepris dans le cadre de cette thése se propose d’approfondir les connaissances sur
une espece végétale tres peut étudiée mais jouissant de nombreux emplois traditionnels, il

s'agit de Centaurea africana appartenant a la famille des Asteraceae.

Le genre Centaurea est répandu non seulement sur le territoire Algérien mais également en
Europe, dans le bassin méditerranéen, a 1’ouest de 1’Asie et au continent Ameéricain.
Seulement, I’espéce Centaurea africana est endémique en Algérie et en Tunisie, d’ou le terme
Africana (Quezel et al, 1963).

Les études phytochimiques effectuées sur les espéces du genre Centaurea ont révélé leurs
richesses en métabolites secondaires tels que les lactones sesquiterpéniques (Gonzalez et al,
1984 ; Medjroubi et al, 1997), les stéroides (stérols) (Picher et al, 1984 ; Flamini et al.,
2002) , les composés phénoliques de type flavonique et a degré moindre les alcaloides
(Ahmed et al,1970) . En plus, une vingtaine de lactones sesquiterpeniques a été isolée des
especes du genre Centaurea poussant en Algérie (Benayache et al ,1997). Bien que le genre
Centuarea africana a été étudié sur le plan botanique et chimique mais ses différentes

activités biologiques et toxicologique n’ont pas été évaluées.

Traditionnellement, les racines de Centaurea africana sont utilisées pour la cicatrisation des
plaies et jusqu'a présent, aucune ¢étude scientifique n’a été rapportée pour valider son

utilisation et confirmer son usage traditionnel.

Par conséquent :

» Dans une premiére partie, nous présentons une synthese bibliographique décrivant les
notions essentielles a la compréhension de ce travail (classification et intérét des
composés phytochimiques, description et travaux antérieurs de l'espece étudiée, les
antioxydants, les propriétés antibactériennes, antiulcéreuses, hémostatiques et

cicatrisantes).



» Laseconde partie décrit la partie expérimentale, qui est scindée en trois parties :

e La premiere partie présente les études ethnobotaniques ;
e [a deuxiéme partie présente les techniques d’extractions, les dosages

spectrophotométriques, les tests d’activités anti-oxydantes et antimicrobiennes, les
tests d'activités gastro- protecteurs et hémostatiques) des trois extraits (méthanolique,

acetonique et aqueux) des racines de la plante Centaurea africana.

» La troisieme partie décrit la formulation d'une pommade a base d'extrait méthanolique et
la mise en évidence des propriétes cicatrisantes et anti-inflammatoires de Centaurea

africana.
» Les résultats obtenus seront présentes et discutés.
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CHAPITRE | : GENERALITES

I.1 Apercu historique sur ’utilisation des plantes médicinales

L’histoire de la pharmacie et du médicament est indissociable de celle de la phytothérapie et
de I’aromathérapie. L’usage des plantes a des fins thérapeutiques remonte a la naissance de
I’humanité. Tracer I'histoire des plantes médicinales en phytothérapie conduit a retracer celle
de I'humanité. Dés son origine, I’homme a cherché a calmer ses maux, en se tournant vers les
ressources présentes dans son environnement naturel. La place primordiale des plantes dans
I’arsenal thérapeutique ne s'est jamais démentie. 1l faut souligner que la plupart des plantes
utilisées en thérapeutique de nos jours, a été découverte bien avant les méthodes scientifiques
d’exploration. Toutes les civilisations antiques (mésopotamienne, chinoise, égyptienne,
grecque, indienne, etc...) étaient en possession d’un arsenal thérapeutique végétal (Bruel,
2015).

Les plus anciens documents, relatifs a la pharmacologie sont ceux que nous ont été Iégués par
les civilisations du Proche-Orient Antique, d’Egypte et surtout de Mésopotamie. A ce sujet,
Wallis Budge rappelle la contribution de I'assyriologue Campbell Thompson qui a montré que
de nombreux noms de plantes dérivaient du sumérien via l'arabe et le grec tels que coloquinte,
caroube, cumin, myrrhe, mandragore, sésame, cyprées, lupin (Budge, 1978 ; Guy Mazars,
2002).

Héritiere du savoir et des connaissances medicales accumulées d'Egypte, de Perse et de
Babylone la version occidentale de la phytothérapie est née dans le berceau de la civilisation
occidentale en Gréce.

Les remédes & base de plantes dans la Chine ancienne remontent a plus de 4 000 années. La
découverte de matiéres médicinales dans l'antiquité était étroitement liée a la vie et au travail
des gens et a leurs conditions naturelles de vie. On s’était rendu compte que beaucoup de
matiéres naturelles pouvaient étre utilisées pour traiter des maladies, et une grande expérience
dans ce domaine s’est progressivement accumulée. Le répertoire chinois de médicaments est
I'une des sources les mieux documentées et les plus étendues, ainsi que celui dont I'utilisation
est la plus intense ; il comprend plus de 7 000 especes de plantes médicinales (O.M.S. 1998).
L'Ayurveda est un systeme médical pratiqué principalement en Inde depuis pres de 5000 ans.
Il comprend des remedes a base de plantes et d’herbes, tout en mettant I'accent sur I’harmonie

entre le corps et 1I’esprit dans la prévention et le traitement des maladies (Morgan, 2002).
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La conquéte des pays méditerraneens par l'islam a donné lieu a I'échange des connaissances
entre l'est (Chine, Inde, Perse) et l'ouest, permettant la floraison de toutes les sciences,
specialement la médecine et la pharmacologie. La pharmacologie arabe est fondamentalement
a I’origine d’importantes découvertes (préparation des essences par distillation...) et a compté
de célébres praticiens. Les grandes figures scientifiques du calife arabe étaient Ibn el Razi
Avicenne, Abulcasis, Ibn el Baytar et bien d’autres (Ravina, 2011).

Les plantes médicinales ont continué a étre la principale source de produits utilisés pour
I'entretien de la santé dans la médecine traditionnelle occidentale jusqu'au XI1X® siécle, lorsque
Friedrich Wohler a synthétisé par voie accidentelle I'urée en 1828. Cette premiére synthese
organique dans I'histoire humaine a inauguré I'dge des composes synthétiques. Au cours des
100 années qui suiverent, les drogues de synthese sont devenues le pilier de la médecine
occidentale (Mendonca-Filho, 2000 ; Mohamed, 2012).

1.2 La médecine par les plantes

Un grand nombre de médicaments vendus en pharmacie sont d’origine végétale. La tendance
s’accentue. Selon des statistiques francgaises et américaines, 40 % des spécialités
pharmaceutiques actuelles dérivent de végétaux et, dans la seule pharmacopée francaise, 1’on
compte plus de 8 000 plantes ou principes actifs d’origine végétale dont les pays africains sont
les premiers fournisseurs (Aké- Assi, 1983).

La notion de plante médicinale s'applique a tout végétal renfermant, dans un ou plusieurs de
ses organes, des substances qui peuvent étre utilisées directement a des fins thérapeutiques ou
bien servir dans les synthéses chimio-pharmaceutiques partielles.

La drogue végétale désigne la partie de la plante médicinale directement employée dans la
préparation des formes médicamenteuses (UNESCO, 1979). En France, comme en Europe,
I’'usage des plantes médicinales est réglementé par divers textes et dispositions, qui ont pour
objectif de fixer un cadre général et des regles de sécurité. Depuis 1941, apres la suppression
du dipléme d’herboriste, les plantes médicinales inscrites a la Pharmacopée relévent du
monopole pharmaceutique (Article L4211-1 du Code de la Santé Publique). La Pharmacopée
francaise dépend de I’AFSSAPS (Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Produits de
Santeé) et détermine une liste de plantes médicinales qu’elle définit comme des « drogues
végétales possédant des propriétés médicamenteuses » (Lapraz, 2011).

Au sens de la pharmacopée francaise XI° édition (2012), les plantes médicinales sont des
drogues végétales dont au moins une partie posséde des propriétés médicamenteuses. Selon la

pharmacopée européenne VII° édition, (2010), le terme de « plante médicinale » est réservé a
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la désignation d’une espéce végétale dont au moins une partie contient des composés
chimiques possédant une action thérapeutique établie (principe actif), utilisé soit -le plus
souvent- sous forme séchée, soit a 1’état frais. Par extension, on appelle souvent « plante
médicinale » ou « plante » non seulement I'entité botanique, mais aussi la partie utilisée.

Une « drogue végétale » est (entre autres) une plante ou une partie de plante, utilisée en 1’état,
soit le plus souvent sous la forme desséchée, soit a 1’état frais. Ces plantes médicinales
peuvent également avoir des usages alimentaires, condimentaires ou hygiéniques. Pour ces
diverses utilisations, il s'agit soit des mémes parties de plantes, soit de parties différentes

(Pharmacopée francaise 2000).

1.3 Importance et niveaux d’utilisation des plantes médicinales

1.3.1 Utilisation de la plante médicinale en usage traditionnel

Les plantes ont constitué le premier et principal outil thérapeutique a la disposition de
I’homme et ce, pendant de nombreux si¢cles. Dans de nombreuses civilisations et sur tous les
continents, les pharmacopées végetales se sont développées et enrichies grace a une longue
et riche expérience héritée des Ancétres (Khan, 2012 ; Khan, 2014).

La modernité¢ ou les révolutions culturelles n’ont pas altéré la sagesse approfondie de ce
paradigme de médecine naturelle.

Avec un don d’observation inégalé, les anciens ont pu mettre en évidence des propriétes des
plantes médicinales qui n’ont jamais été démenties par 1’usage (Carillon, 2009).

En Afrique, les plantes utilisées par la médecine traditionnelle ont fait trés souvent 1’objet
d’études ethnobotaniques, ethnopharmacologiques, chimiques, pharmacologiques et
toxicologiques (Tabuti et al, 2012 ; Singh et al, 2012). La recherche de nouveaux principes
actifs menée par les laboratoires pharmaceutiques et universitaires a permis d’expliquer et de
justifier certaines utilisations traditionnelles (Guedje, 2012).

Cependant la médecine traditionnelle comporte un certain nombre de risque, elle est souvent
source d’effets secondaires chez les patients : toxicité de certaines plantes, interaction avec les
médicaments conventionnels (Hmamouchi, 2012). Ces pratiques traditionnelles doivent donc
étre encadrées du point de vue éthique et réglementaire, et il est nécessaire de s’assurer de leur
innocuité, efficacité, qualité et de leur usage rationnel (CIB, 2010).

Le bassin méditerranéen figure parmi les régions les plus riches du monde sur le plan
floristique. 1l compte de 25000 a 30000 especes et sous-especes qui représenteraient plus de
4,3 % des végétaux de la planete. Environ 50 % de ces taxons sont endémiques (Medail,
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1997, 1999 ; Ghrabi-Gammar, 2009 ; Quezel, 1985 ; Greuter, 1991 ; Myers et al, 2000).
Prés de 60 % de ces espéces ne se trouvent nulle part ailleurs. Cette richesse naturelle est due
a la multiplicité des habitats : 40 600 km de ctes rocheuses et sableuses, de nombreuses
chaines de montagnes, des zones arides, des régions humides, des falaises, des plaines. Sur ses
5000 fles et Tlots, une flore spécifique s’est développée et certaines especes trés anciennes s’y
sont maintenues jusqu’a aujourd’hui, a 1’abri des perturbations (KBF 2011).

L’ Algérie est le plus grand pays riverain de la Méditerranée avec une superficie de 2 381 741°
km?. 1l est reconnu par sa diversité variétale en plantes médicinales et aromatiques, ainsi que
leurs diverses utilisations populaires dans I’ensemble des terroirs du pays. Ce sont des savoir-
faires ancestraux transmis de génération en génération chez les populations, le plus souvent
rurales. C’est aussi un héritage familial oral, dominant en particulier chez les femmes agées et
illettrées (llberT, 2016). Dans les grandes villes comme Alger, il existe des herboristes,
essentiellement au niveau des marchés, et leurs étals sont fréquentés par un large public qui va
de l'adepte assidu, convaincu des bienfaits des médecines douces, au patient indigent en quéte
d'un traitement accessible (Hammiche, 2013).

1.3.2 - Utilisation de la plante médicinale en médecine

Historiquement parlant, la médecine classique n’existerait pas sans la phytothérapie. C’est
avec le développement particulierement de la pharmacognosie et les avancées des sciences
biologiques, pharmacologiques, de la chimie et de la modélisation moléculaire, que 1’on a pu
isoler des composants purifiés des plantes et produire leurs dérivés partiellement synthétiques,
puis fabriquer de nouvelles molécules synthétisées chimiquement, pour finalement les
introduire dans 1’arsenal de la médecine classique. Un grand nombre de principes actifs, qui
ont aujourd’hui de I’importance, proviennent de la nature du moins en ce qui concerne leur
structure de base (HTA, 2005). En effet, on estime qu'environ 40% de tous les médicaments
sont soit des produits naturels, soit leurs dérivés semi-synthétiques (Jacob, 2009).

Le marché mondial annuel des herbes médicinales s'‘éleve a 60 milliards de dollars (Tilburt et
Kaptchuk 2008). A I'heure actuelle, les herbes sont appliquées au traitement des affections
chroniques et aigués et de diverses affections et problémes tels que les maladies
cardiovasculaires, les problemes de prostate, la dépression. Les plantes demeurent
indéniablement une source majeure de médicaments dans I’arsenal thérapeutique
contemporain par leurs constituants et principes actifs. L’importance du régne végétal n’a

jamais été dementie. Le pavot a opium qui est un trés vieil analgésique et une plante
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médicinale sédative (Papaver somniferum), a donné naissance a quatre médicaments
importants qui sont utilisés aujourd’hui : la morphine, la codéine, la nascapine et la
papavérine. La tubocurarine, le relaxant musculaire le plus puissant, est dérivé du curare
(Chondroaendron tomentosum). D'autres anesthésiants proviennent de plantes : la cocaine,
par exemple, est tirée du coca (Erythroxylum coca), la quinine (dériveée du genre Cinchona),
qui est employée contre la malaria, I'une des maladies les plus mortelles. L'un des autres
alcaloides présents dans I'écorce du cinchona: la quinidine, a montré un effet anti-
arhythmique et est utilisé aujourd’hui pour le traitement des maladies cardiaques. Un ancien
remede bien connu la digoxine (du genre Digitalis), qui soigne le cceur, ou encore 1'éphédrine
(du genre Ephedra), que I'on retrouve dans de nombreuses prescriptions contre les rhumes.
Depuis les années 1940 a nos jours, les composés naturels représentent 55 % des produits mis
sur le marché en oncologie. Si I’on considére uniquement les petites molécules (sont exclus
les vaccins et les composés biologiques), ce pourcentage atteint pres de 80 % des
médicaments pour la période 1981-2010, et 65 % depuis la commercialisation du premier
anticancéreux dans les années 1940 (Chast, 2012 ; Newman et Cragg, 2012 ; Pierre, 2012).
Les médicaments dérivés de sources naturelles offrent une opportunité remarquable pour la
découverte de médicament. L’extraction des ressources biologiques récoltées dans la nature
conduit a de nouveaux principes actifs servant de modeles pour la synthése des composés
pharmacologiquement actifs. Les plantes médicinales ont souvent conservé leur popularité
pour des raisons historiques et culturelles. La plante médicinale est un élément important de la
médecine indigéne, en effet dans le monde entier La botanique ethnique fournit une ressource
riche pour la recherche et le développement de médicaments naturels grace aux activités
biologiques des métabolites secondaires naturels.

1-3-3 Utilisation scientifique de la plante médicinale

La valorisation des plantes médicinales peut apparaitre sous la figure d'une polarité entre
usages traditionnels, ancrés dans les cultures locales, et sources de principes actifs et de
matieres premiéres, qui servent a I'élaboration de composés chimiques semi-synthétiques, de
modeéle pour de nouveaux composés synthétiques et peuvent aussi étre employées comme
indicateurs taxonomiques pour la découverte de nouveaux composés pour la grande industrie
internationale (Ondui, 1993 ; Chominot, 2000). Dans la recherche pharmaceutique moderne,
de tres nombreuses étapes de validation pharmacologiques et surtout toxicologiques

aboutissant précédent les essais cliniques sur I’homme. Pour garantir la qualité, I’efficacité et
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la sécurité des médicaments a base de plantes, il faut commencer par I'exploration
ethnopharmacologique des pratiques ancestrales nécessitant la collaboration étroite entre
plusieurs disciplines. Cela doit étre un modéle de dialogue entre les tradipraticiens,
I’ethnologue, 1’ethnopharmacologue et le médecin. Ainsi, cette recherche contribue a mettre
sur la piste et oriente plus rapidement vers la molécule susceptible d'avoir I'activité recherchée
(Desnottes, 1998 ; Moretti et al, 1993). Parallelement une vérification botanique avec
identification des espéces végétales s’impose. A cet effet, I’information requise comprend
I’appellation binominale latine admise, les synonymes et les noms vernaculaires. Les travaux
expérimentaux en chimie et en pharmacologie sur ces plantes médicinales peuvent aboutir a
des validations d’usage (Bruneton, 1992 ; Sevenet, 1994 ; IRD -SFE 2002). Il est
absolument indispensable que les produits soient conformes aux dispositions réglementaires.
Cependant, une des principales problématiques concernant la plante médicinale est le
cloisonnement des connaissances scientifiques actualisées au sein des différentes disciplines
concernées. C’est ainsi que I’on peut décrire une chaine dynamique allant du produit plante
médicinale jusqu’au patient/consommateur, avec un flux « connaissance » et un flux
« produit » (Figure 1).

Chaque maillon de cette chaine, représenté par une discipline, est dépendant, au niveau de la
connaissance et donc des travaux de recherche qui en résultent, du maillon en amont et
«nourrit » celui en aval. Cette approche multidisciplinaire est une nécessité pour une
utilisation scientifique de la plante médicinale, dans toutes ses potentialités et en toute sécurité
(Duraffourd C, Lapraz, 2002).
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Figure 1 : Filiére plante médicinale (Duraffourd, 2002).

1.4 Composés phytochimiques d’intérét pharmacologique

Les plantes produisent un large éventail de composés organiques avec des structures tres
diverses. Ces composés organiques des plantes sont divisés en deux catégories :

La premiére catégorie englobe les métabolites primaires interviennent dans 1’ensemble des
voies de synthese de la plante assurant les fonctions de base de la plante telles que la
croissance, le développement, la respiration, la nutrition, ou la reproduction. Ces métabolites
primaires rassemblent les acides aminés, les lipides, les carbohydrates et les acides
nucléiques. Tous ces composés sont impliqués dans la structure et la physiologie des cellules
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et des tissus et assure la croissance et la survie de la plante (Sauvion et al, 2013). Ces
composés ont été largement percus comme biologiquement insignifiants et ont historiquement
recu peu d'attention de la plupart des biologistes végétaux (Croteau et al, 2000).

La deuxieme catégorie contrairement aux métabolites primaires, ne participent pas
directement a la croissance et au développement de la plante (Springob, 2009 ; Roze et al,
2011). Ces composés different en fonction des espéces et interviennent dans les relations
qu'entretient la plante avec les organismes vivants qui I'entourent. Ils sont essentiels a la
coévolution des plantes avec les organismes vivants, tels que les parasites, les pathogenes et
les prédateurs, mais aussi les pollinisateurs et les disseminateurs. Ces différentes relations ont
donné lieu a une extréme diversification des composés secondaires (Krief, 2003 ; Bouabid,
2016)

Les métabolites secondaires appartiennent a des groupes chimiques variés et selon leurs
origines biosynthétiques, les métabolites secondaires des plantes peuvent étre divisés en trois
grands groupes :

- Composés polyphénoliques;

- Terpénoides;

- Alcaloides et composés soufrés.

Chacune de ces classes renferment une trés grande diversité de composés qui possédent une
trés large gamme d'activités en biologie humaine. D’un point de vue appliqué, ces molécules
constituent la base des principes actifs que ’on retrouve chez les plantes médicinales
(Gravot, 2008 ; Thomas, 2009). La concentration des métabolites secondaires chez les
plantes est variable et dépend du climat, de Ialtitude ainsi que des différents stress biotiques

et abiotiques (Jost, 2016).

1.4.1 Les composés phénoliques

Les composées phéenoliques sont une des principales classes de métabolites secondaires des
plantes dont 8000 ont été isolés et décrits (Ramos, 2007). Ce sont des molécules organiques
ubiquitaires du regne végétal également dénommeés les polyphénols, cette appellation
générique désigne un vaste ensemble de substance aux structures variées. L’¢lément structural
de base est un noyau benzénique auquel sont directement liés un ou plusieurs groupes
hydroxyles, libres ou engagés dans une autre fonction chimique (éther méthylique, ester,
sucre, ...). Un critére supplémentaire, biosynthétique, permet de bien cerner les limites de ce

groupe : un composé phénolique est un dérivé non azoté dont le ou les cycles aromatiques
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sont principalement issus du métabolisme de 1’acide shikimique et/ou de celui d’un
polyacétate (Brunton, 1993 ; Vercauteren, 1998). Les familles de polyphénols sont
nombreuses, on les subdivise en : phénols simples, acides hydroxybenzoiques, acides
hydroxycinnamiques et coumarines, naphtoquinones, stilbeénoides, auxquels s’ajoutent les
formes polymeérisées : lignanes, lignines ou tanins condensés (Mehinagic, 2011).

De nombreuses données scientifiques récentes suggérent que les polyphénols ont la capacité
de réguler une diversité de processus cellulaires et moléculaires par interaction avec des cibles
protéiques, leur conférant des propriétés anti-athérogéniques, anti-inflammatoires, anti-
thrombotiques, anti-carcinogéniques et neuroprotectrices. Les polyphénols sont aussi capables
de diminuer d’autres facteurs de risque des maladies cardiovasculaires impliqués dans le
syndrome métabolique (Pietta, 2003 ; Amiot, 2009).

L’expression du métabolisme phénolique au niveau des organes végétaux présente de tres
grandes différences a la fois qualitatives et quantitatives en fonction de multiples facteurs. De
plus, les produits dérivés des végétaux apres transformation (conservation, fermentation,

broyage ...) est trés souvent totalement différente de celui d'origine (Fleuriet, 2013).

a. Flavonoides

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6 000 composés naturels les plus abondants
contenus dans les végétaux qui sont quasiment universels chez les plantes vasculaires
(Erlund, 2004). Ils constituent les pigments responsables des colorations jaune, orange et
rouge de différents organes végétaux (Havsteen, 2002).

Les flavonoides sont des composés polyphénoliques Tous les flavonoides dérivent de
I’enchainement benzo-y-pyrone et peuvent étre classés selon la nature des différents
substituants présents sur les cycles de la molécule et du degré de saturation du squelette
benzo-y-pyrone (Di Carlo, 1999). La présence de plusieurs fonctions phénol confére a ces
composés des propriétés antioxydantes. Leur abondance dans divers aliments et boissons,
dont la consommation est réputée avoir des effets protecteurs contre différentes affections
chroniques, notamment cardio-métabolique. Ainsi, des études chez I’animal ont montré
I’impact d’une supplémentation du régime en divers flavonoides pour améliorer le profil des
lipides sanguins, augmenter la vasodilatation, la pression sanguine ou la sensibilité a
I’insuline, ralentir le développement des 1ésions d’athérosclérose, et réduire I’inflammation ou

le stress oxydant (Del Rio, 2013 ; Morand, 2014).
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b. Coumarines

La Coumarine a été isolé en 1820, doit son nom de classe a « Coumarou », le nom
vernaculaire dans une langue amérindienne tupi de Guyane d’un arbre poussant en Amérique
tropicale : le gaiac de Cayenne (Dipteryx odorata) de la famille des Fabacées (Bruneton,
1999). Il existe quatre sous-types principaux de coumarine : les coumarines simples, les
furanocoumarines, les pyranocoumarines et les coumarines substituées par des pyrones.
(Ojala, 2001). Présentes dans de nombreux végétaux, les coumarines ont une structure de
base (C6-C3) deérivant des acides ortho-hydro cinnamiques. Elles sont produites en grande
quantité en réponse a une attaque biotique ou abiotique et semblent constituer un moyen de
défense contre les micro-organismes (y compris fongiques) (Collin, 2011). Les coumarines
les plus répandus dans la nature sont I'umbelliférone et la scopolétine, qui sont présentés ci-
dessous. L'umbelliférone est utilisée dans les écrans solaires en raison de sa capacité a
absorber les rayons UV. La scopolétine, isolée du fruit de la passion, est couramment utilisée
pour réguler la tension artérielle. Les dérivés de la coumarine sont des composés ayant été
utilisé dans l'industrie pharmaceutique en tant que précurseur dans la synthese d'un certain
nombre de produits pharmaceutiques anticoagulants synthétiques (Jain, 2012), en
commencant avec du dicoumarol (retiré de la thérapie actuelle). Jusqu'a présent, certaines
coumarines, sont utilisées dans plusieurs pays. Les plus remarquables sont la warfarine et
I’acénocumarol (Daly, 2013 ; Milatova, 2013).

c. Lignanes, néolignanes et composés apparentés

Les lignanes et les néolignanes de nature polyphénolique sont trés répandus chez les végétaux
supérieurs et constituent un vaste groupe de substances naturelles. Le terme lignane a été
introduit pour décrire un groupe de diméres de phénylpropanoides dans lesquels les unités
phénylpropanes sont liées par le carbone central (C8) de chaque chaine propyle.

Des centaines de molécules ont déja été identifiées dans plusieurs dizaines de familles de
plantes. Leur structure chimique se caractérise par le couplage de deux unités dérivées du 1-
phénylpropane, provenant elles-mémes du métabolisme de la phénylalanine et de précurseurs
appelés monolignols, ce qui les rapproche des lignines qui entrent dans la composition de la
paroi des cellules végétales (Lamblin, 2008). Chez les plantes, lignanes et néolignanes jouent
un réle encore assez mal connu, mais sans aucun doute important pour leur défense : des
propriétés antibactériennes, antifongiques, antivirales et antinutritives ont été décrites pour de

nombreuses molécules de ce groupe (Bruneton, 2016).
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d. Anthocyanosides

Les anthocyanes sont des métabolites secondaires de la famille des flavonoides avec des
caractéristiques particuliéres, produits par les angiospermes. Ce sont des pigments colorés
responsable de de la pigmentation des fleurs, des fruits et des graines. Les anthocyanes
posseédent une structure de base, le 2-phenyl-1-benzopyrillium, (Samouelian, 2009) composeé
d’une génine telle que le malvidol, le delphinidol, le cyanidol, le pétunidol associé a un sucre :
galactose, rhamnose ou xylose. Ce sont des molécules tres oxygénées possedant des
propriétés vitaminiques P par amélioration de la résistance des capillaires et diminution de
leur perméabilité. Comportant trois cycles aromatiques, cette structure porte plusieurs
fonctions hydroxyle dont I'une est glucosylée par différents oses (glucose, galactose,
rhamnose, arabinose), oligosides ou hétérosides. Les structures finales des anthocyanes sont
ainsi tres variées et complexes (Martini, 2011). Les anthocyanes ont une action
antinflammatoire, et selon les familles, elles possedent des propriétés antidiarrhéiques,
antibacillaire, antidiabétique, cholagogue, spasmolytique, astringente. A forte dose, les
anthocyanes peuvent étre toxiques (Verbois, 2003).

e. Tanins

Les tanins sont des composés polyphénolique, hydrosolubles, tres répandus dans le régne
végétal, tous les organes végétaux peuvent en renfermer (racines, écorces, feuilles...).

Les tanins sont classés en tanins hydrolysables, dérivés de 1’acide gallique combinés a des
sucres. Ce sont des esters du glucose (ou de molécules apparentées et d’acides phénols) qui
sont soit 1’acide gallique (on parle alors des tanins galliques) ou soit de 1’acide ellagique.
C’est un dimere de 1’acide gallique (on parle alors de tanins ellagiques) et en tanins dérivés de
catéchol non hétérosidiques, n’ayant pas tous des propriétés tannantes, résultant de la
polymérisation d’un nombre variable (flavane) de méme squelette que les flavonoides et les
anthocyanes mais a un degré d’oxydation plus faible (Gazengel, 2013 ; Martini, 2011).

Dans l'arsenal thérapeutique traditionnel, les tanins sont doués des propriétés astringentes
prononcées qui hatent la guérison des blessures et des muqueuses enflammées. En usage
externe, ils sont utilisés, pour traiter les ulceres variqueux, les hémorroides, les engelures et
les brllures, et comme bains de bouche pour le traitement de I'inflammation et des maladies
périodontales. En usage interne ils traitent la diarrhée et I'hypersécrétion des muqueuses

intestinales (Sereme, 2008).
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f. Quinones

Les quinones, sont des métabolites secondaires principalement dérives de plantes. Plus de
1200 quinones furent décrites a la fin des années 1990. Ce sont des composés oxygenes
résultant de I'oxydation de dérivés aromatiques caractérisés par un motif 1,4-dicétocyclohexa-
2,5-diénique (para-quinones) ou par un motif 1,2-dicétocyclohexa-3,5- diénique (ortho-
quinones).les quinones naturelles ont leur dione conjuguée aux double liaisons d’un noyau
benzénique (benzoquinone) ou a celles d’un systéme aromatique polycyclique condensé
naphtaléne (naphtoguinones), anthraceéne (anthraquinones), naphtodianthréne (Bruneton,
2009).

Les quinones sont doués des différentes propriétés thérapeutiques, exploités pour leurs
activités antimicrobiennes, purgatives, anti-protozoaires et antivirales, certaines quinones ont
montré des effets anticancéreux (Aithal, 2009 ; Brink, 2012). Par ailleurs les quinones sont

des composés irritants et freqguemment répulsifs.

1.4.2 Les terpénoides et les stéroides

Avec 15000 structures moléculaires connues les composés terpénoides constituent la famille
la plus vaste et la plus diversifiée des composés organiques végétaux (Gersbenzon, 1991).
Ces composés chimiques sont similaires aux terpénes et sont dérivés d’isopréne a cingq atomes
de carbone. Selon, le nombre d’unités isopréniques qui les constituent, on distingue : les
monoterpérnoides (2 unités isopréne : C10), les sesquiterpénoides (3 unités isopréne : C15),
les diterpénoides (4 unités isoprene : C20), les sesterterpénoides (5 unités isoprene : C25), les
triterpénoides (6 unités isoprene (Jost, 2016). Les terpénoides des plantes sont largement
utilisés depuis I’antiquité en herboristerie traditionnelle pour leurs qualités aromatiques :
menthol et carvone comme ardmes notamment et le camphre comme vasodilatateur des voies
respiratoires par exemple. Certains terpénes présentent un intérét thérapeutique : le taxol
(diterpéne) est un anticancereux, 1’artémisinine (sesquiterpene) qui permet aussi de lutter
contre la malaria, 1’acide rétinoique (tétraterpéne) quant a lui est un cicatrisant (Santelli,
2012).

On peut citer par ailleurs les stéroides et stérols qui sont des triterpénes tétracycliques. Ils sont
synthétisés a partir d’un triterpéne acyclique. Les stéroides qui possédent un groupement
alcool, ce qui est le cas chez pratiquement toutes les plantes, sont appelés stérols. Les stérols
fréeguemment abondants chez les plantes sont les stigmastérols et les sitostérols (Hopkins,
2003).
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1.4.3. Les alcaloides

Les alcaloides forment le groupe de substances végétales qui a la plus grande valeur
taxonomique, précisément parce qu'ils sont les plus nombreux, les mieux connus et les plus
faciles a identifier (Hegnauer, 1969). Les alcaloides sont chimiquement des matieres
organiques composés de carbone, d’hydrogéne, d’azote et d’oxygene, métabolites secondaires
produits a partir d’aminoacides par des végétaux, des champignons ou certaines espéces
animales, (Schauenburg, 2005). Les alcaloides figurent parmi les substances les plus
importantes pour leurs propriétés pharmacologiques et médicinales. L’intérét qu’on leur a
porté reposait traditionnellement sur leur action physiologique et psychologique
particuliécrement violente chez 1’homme. Leurs activités biologiques tres variees
(analgésiques, antimicrobiennes, antitumorales, antipaludiques ...) justifient ’intérét qu’ils
suscitent. Parmi les alcaloides qui ont incité le développement de plusieurs médicaments on
peut citer la morphine, la cocaine, la caféine, la nicotine et I’atropine (Raven, 2013).
Contrairement a la plupart des autres types de métabolites secondaires, de nombreuses classes
d'alcaloides ont des origines biosynthétiques uniques (Ziegler, 2008).
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CHAPITRE Il : PRESENTATION DE LA PLANTES ETUDIEE

I1-1 Ordre des Astérales

L’ordre des astérales comprend deux familles principale : les campanulacées avec 2200
espéces et les astéracées, la plus grande famille de plantes a fleurs avec au moins 23 000
especes (Guillot, 2010). Les astérales sont des herbes pseudanthiales, dont les inflorescences
sont des capitules des fleurs régulieres et/ ou irrégulieres, gamopétales, inférovariées. La
soudure des anthéres (synanthérée ou coalescence), temporaire ou permanente, se retrouve
souvent dans cet ordre. Chez les campanulacées, le regroupement en inflorescences est moins

systématique que chez les astéracées (Spichiger, 2002).

11-2 Présentation de la famille des Astéracées

Connues sous le nom de Composées (Composacées, Compositae). Selon le systeme de
classification proposée par Cronquist (1981), les astéracées constituent une importante
famille de plantes appartenant & I’embranchement des Spermaphytes (plantes a graines) au
sous embranchement des Angiospermes (plantes a fleurs, graine protégée par une enveloppe),
classe des dicotylédones et a la sous-classe des Gamopétales (pétales soudés).

Les botanistes les considérent comme les plantes les plus évoluées parmi les dicotylédones
(Grimaud, 2009). La flore algérienne comprend environ 109 genres et plus de 408 espéces
(Quezel, 1963).

Les Astéracées connaissent une distribution géographique mondiale et peuvent se rencontrer
sur toute la surface du globe, elles sont particulierement diversifiées dans les régions seches,
comme le Bassin Méditerranéen, 1’ Afrique australe, le Mexique et le Sud- Ouest des Etats-

Unis, les régions arides d’Amérique du sud (Botineau, 2009).

11-2-1 Description botanique

Les astéracées sont des plantes érigées ou grimpantes, parfois arbustes ou arbres, annuelles,
bisannuelles ou pérennes. Les feuilles des Astéracées sont habituellement alternes ou
opposées, parfois en rosettes basales, simples, entieres ou découpées, parfois composees. Les
inflorescences, caractéristiques, en Capitule (plan convexe ou concave) entouré d'un involucre
de bractées, présence ou non de bractées stériles sur le réceptacle capitulaire, entre les fleurs.
Suivant le type de fleur composant le capitule, les inflorescences suivantes sont observées :

tubuleuses composees uniquement de fleurs actinomorphes ; ligulées composées uniquement
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de fleurs zygomorphes ligulées a cing dents ; labiatiflores composees uniquement de fleurs
zygomorphes bilabiées et, enfin, radiées, composées de fleurs zygomorphes ligulées a trois
dents a la périphérie et de fleurs actinomorphes tubulées au centre (Spichiger, 2002).

La formule florale des Asteraceae est 5S/5P/5E/2C. Les fleurs sont sessiles cyclique,
gamopetale, hétérochlamyde, actinomorphe ou zygomorphe, isostémone, épigyne, bisexuée,
unisexuée ou stérile. Celles-ci pouvant étre tubuleuses, de forme identique ou non (bleuet,
centaurée), ou encore les unes tubuleuses, les autres ligulées (marguerite, tournesol). La
corolle est tubuleuse, réguliére, ligulée ou bilabiée. Les étamines, au nombre de 5, sont
insérées sur la corolle, les filets sont libres et les anthéres sont soudées pour former un tube
autour du style (synanthie). Le fruit est akene généralement surmonté d'un pappus (cypséle)
provenant du développement du calice. Graine a embryon droit sans albumen (Cronquist,
2001 ; Singh, 2004).

11-2-2 Position systématique de la famille des Astéracées d’aprés APG 111

La classification actuelle des angiospermes (APG) place les astéracées dans I’ordre des

astérales et reconnait cing sous-familles principales (figure 2) :

- Les deux premieres sont des arbustes ou des plantes herbacées. Il s’agit de formes
archaiques d’Astéracées, dont les fleurs sont a corolle zygomorphe bilabiée 1/4
(Barnadesioidées) ou bilabiée 2/3 (Mutisoidées); cette derniére comprenant le Gerbera,
plante sud-africaine cultivée chez nous en serre pour ses beaux capitules en forme de
marguerite; malgré les apparences de fleurs ligulées au centre et de fleurs tubulées en

périphérie, toutes les fleurs sont en fait bilabiées.

Barnadésioidées

Mutisioidées

Carduoidées

Cichorioidées

Astéroidées

Figure 2 : Classification des Astéracées d’aprés APG Il (Dupond, 2012).

- Les Carduoidées possedent des fleurs typiquement roses, bleues ou pourpres, toutes en
tubes, comme celles du capitule du bleuet. Les chardons et beaucoup d’Astéracées épineuses

méditerranéennes se retrouvent dans cette sous-famille.
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- Les Cichorioidées correspondent a des Astéracées a latex, dont le nom est évoqué dans les
noms comme Lactuca, Laitue, Laiteron. C’est lui qui donne un goiit amer aux chicorées et aux
endives. Les capitules ne portent que des fleurs ligulées terminées par cing dents, formant une
languette typiquement jaune, parfois bleue.

- Les Astéroidées, forment I’essentiel des Astéracées avec 16 000 especes. Ce groupe
diversifié caractérisé par ses capitules « radiés », comportant au centre, des fleurs tubulées
généralement jaunes et a la périphérie des fleurs ligulées terminées par 3 dents, blanches
comme chez la Paquerette ou la Marguerite ou d’autres couleurs. Dans ce groupe on inclue
aussi des especes ayant perdu secondairement leurs fleurs ligulées comme la Tanaisie,
I’Eupatoire, la Santoline et les Armoises. Les Astéroidées sont-elles mémes divisées en

nombreuses tribus (Dupond, 2012).

11-2-3 Utilisations et intéréts économiques des Astéracées

Le meilleur exemple de I’importance économique de cette famille est certainement la
production de tournesol, cultivé pour ses graines oléagineuses. L’huile de tournesol avec 12,6
millions de tonnes en 2010 représente 9 % de la consommation mondiale en huiles végétales
(tous usages confondus), ce qui la place au 4° rang derriére les huiles de palme (leader depuis
2005), de soja et de colza (Jouffret et al, 2011). Les cultures de tournesol et de carthame
offrent des débouchés multiples et possedent de nombreuses applications potentielles comme
lubrifiants, détergents, plastiques, peintures, produits cosmétiques, pharmaceutiques (Evrard,
1993) ainsi que dans la recherche de nouvelles énergies renouvelables (biodiesel Diester®) et
la chimie renouvelable (peinture, liants pour bitume routier) (Merrienn, 2012 ; Sens6z et al,
2008). D’autres espéces d’Asteraceae sont des plantes a la base de 1’alimentation comme les
laitues (genre Lactuca), I’artichaut (Cynara), la chicorée (Cichorium). Le latex de certaines
espéces, peut étre utilisé pour fabriquer du caoutchouc naturel. D’autres espéces sont
ornementales : Aster, Tagates, Chrysanthemum, Dahlia, Zinnia. De nombreux usages et
propriétés diverses ont été attribués aux Astéracées, notamment des propriétés anti tumorale,
cytotoxique antimicrobienne, antivirale, antifongique, leishmanicide, trypanocide,
antipaludique, antidiabétique et hémolytique (antioxydante, antiacétylcholinestérase
antiinflammatoire, antinocioceptive, cicatrisante et anti-ulcéreuse (Capelari-Oliveira, 2011 ;
Zapata, 2014 ; Tundis, 2009 Sobrinho, 2016 ; Mi Seo, 2014 ; Ghatnekar, 2011). Cette liste

est loin d’étre exhaustive.
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11-3. Présentation du genre Centaurea

L’étymologie de Centaurea vient de « kentaurion », nom de diverses plantes médicinales
dédiées au Centaure Chiron. La légende veut que le Centaure Chiron, moitié homme moitié
cheval, précepteur du fils d’Ulysse, Télémaque, ait découvert les vertus médicinales des
Centaurées dont le Bleuet. La plante le sauva de terribles douleurs dont il était 1’objet aprés
qu’une fléche empoisonnée se soit plantée dans son genou (André, 1956 ; Beloued, 1998).

Le genre Centaurea est I’un des plus importants, appartenant a la famille des astéracées, il

comprend 700 espéces (Amberger, 1960 ; Hellwig, 2004).

Les centaurées sont essentiellement des plantes herbacées annuelles, bisannuelles ou le plus
souvent vivaces. Les feuilles non décurrentes, sur la tige ; les inférieures pennatipartites ; les
supérieures entiéres et linéaires. Capitules solitaires au sommet de la tige ou des rameaux.
Capitules multiflores a fleurs homomorphes ou dimorphes. Involucre ovoide ou globuleux a
bractées imbriquées sur plusieurs rangs. Bractées soit homomorphes soit dimorphes, soit
polymorphes. Fleurs marginales genéralement neutres et souvent rayonnantes. Leur couleur
varie le plus souvent entre le rose, le pourpre et le violet, mais il existe aussi quelques especes
a fleurs jaunes ; celles du disque hermaphrodites et + irréguliéres. Anthéres sagittées a la base.
Style a branches courtes. Akenes oblongs ou ovoides, lisses, a hile latéral, profond, barbu ou
non. Aigrette soit absente, soit présente et simple ou double, persistante ou caduque. Le
réceptacle plan ou subplan est garni de soies abondantes. Les fruits sont des akenes longs ou
ovoides, lisses, a hile latéral, profond, barbu ou non, portant une aigrette assez courte, simple

ou double, persistante ou caduque (Quézel et al 1963).

En Algérie, Le genre Centaurea est représenté par 45 espéces dont 7 au sud (Mabberley,
1987 1987 ; Quézel & Santa 1963). Les especes de ce genre sont utilisées dans la médecine
traditionnelle pour leurs activités antiinflammatoire (Erel, 2014), antibactérienne (Skliar et
al, 2005), antifongique (Skaltsa et al, 2000), antidiabétique (Dalar, 2014), cicatrisante
(Akkol, 2009), anti-rhumatismale, hépatoprotectrice (Shoeb, 2006 ; Flamini, 2002) et
antiulcéreuse (Gurbuz, 2007). Les études phytochimiques des différentes especes de ce genre
ont montré leur richesse en sesquiterpénes, triterpenes, stéroides, alcaloides, lactones
sesquiterpénes et en composés phénoliques notamment les flavonoides (Flamini et al, 2002 ;
Flamini et al, 2004 ; Massiot et al, 1985 ; Sarker et al, 2001).
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11.3. Présentation de I’espéce Centaurea africana

L’espéce Centaurea africana est connue sous plusieurs dénominations scientifiques a savoir
Rhaponticoides africana (Lam.), (Agab. & Greuter, 2003), Centaurea tagana var. africana
(Lam.) (Batt ; 1889). L’espéce est endémique en Algérie et Tunisie : Centaurea africana est
tres répandue en particulier dans I’Est et le Sud-Est, et surtout dans les communes suivantes :
Ouagnoun, Draa EI Mizane et Tizi Rached.

Cautaurea .africana (Photo 1) est une plante annuelle, vivace, ferme, dressée et puissante
(60-150 cm). Sur sa racine poussent plusieurs tiges droites, glabres, un peu rameuses, et

hautes de quatre pieds.

Photo 1 : Centaurea africana dans son espace naturel (photo personnelle).

Ses feuilles radicales indivisées, oblongues ou elliptiques, dentées (rarement lyrées-
pinnatifides) radicales sont amples. Akeénes a aigrette deux fois plus courte. Capitules
globuleux, de 15-20 mm de diameétre. Plante vivace, vert glauque. Feuilles pennatiséquées a
segments aigus. Capitules a fleurs jaunes. Bractées de I’involucre a marge hyaline. Les
tiges sont hautes de trois ou quatre pieds, glabres, et plus abondamment garnies de feuilles
droites, glabres, un peu rameuses et hautes (Quézel & Santa 1963, Panckoucke, 1783).

L’espéce centaurea africana appartient au sous-embranchement des angiospermes, la classe
des dicotylédones, 1’ordre des Asterales, la famille des Compositae, sous famille des

tubuliflores, tribus des cynarées et le genre de centaurea (Quezel et al, 1963).
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CHAPITRE IIl1: GENERALITES SUR QUELQUES ACTIVITES
BIOLOGIQUES

I11.1 Stress oxydant et antioxydants
111.1.1 Généralités

Au milieu des années 1950, (Gerschman et al, 1954), montrent que I’oxygéne, molécule
pourtant indispensable a la vie, présente également une toxicité pour I’organisme. Inspiré par
ces travaux, en 1956, Harman propose la théorie radicalaire du vieillissement selon laquelle
les espéces réactives de 1’oxygéne (ERO) produites par les organismes aérobies induiraient
des dommages oxydatifs sur les biomolécules qui, en s’accumulant, seraient responsables du
vieillissement. En 1969, date clé dans I’histoire du stress oxydant, les américains McCord et
Fridovich (McCord, 1969) isolent a partir de globules rouges humains un systeme
enzymatique antioxydant : la super oxyde dismutase (SOD) qui élimine le radical libre anion
superoxyde produit par réduction univalente de 1’oxygene. Cette découverte fondamentale
montre indirectement que des radicaux libres sont produits dans notre organisme. Ceci est
alors le point de départ de trés nombreuses recherches sur les sources de production de 1’anion

superoxyde et sur ses réles pathologique et physiologique (Defraigne, 2008).

I11.1.2 Origine du stress oxydant

Les espéces réactives de I'oxygéne (ERO), sont produites en permanence par différents types
cellulaires. Cette synthése est assurée par différents systemes enzymatiques dont les plus
importants semblent étre les NAD(P) H oxydases, les NO synthases et la chaine respiratoire
mitochondriale (Beaudeux, 2006). Les ERO sont présentes dans la cellule a des doses
raisonnables dont la production est stimulée par des hormones, des facteurs de croissance et
des cytokines (Morel, 1998) et leur concentration est régulée par 1’équilibre entre leur taux de
production et leur taux d’élimination par les systémes antioxydants (enzymatiques et non
enzymatiques). (Delattre, 2005). Ainsi, a I’état quiescent, on dit que la balance
antioxydants/pro-oxydants (balance rédox) est en équilibre. Cependant cette homéostasie
redox peut étre rompue, soit par une production excessive d’ERO (comme dans le
vieillissement ou 1’athérosclérose), soit par une diminution des capacités antioxydantes
(comme chez les personnes souffrant d’obésité et les fumeurs). On parle alors de stress

oxydant (Migdal, 2011).
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Toutes les macromolécules cellulaires sont des cibles potentielles des ERO. Ainsi, les bases
nucléiques sont susceptibles d’étre oxydées, conduisant notamment a la formation de 8-0Xo-
guanine, a ’origine de mutations géniques. Les protéines sont aussi la cible des ERO, en
particulier certains acides aminés comme la cystéine, la méthionine et la tyrosine. Cette
oxydation joue un role dans la signalisation mais peut aussi conduire a une toxicité cellulaire.
Les ERO réagissent aussi avec les acides gras insaturés, conduisant a la formation
d’hydroperoxydes. lls contribuent aussi a la glycation des protéines et & la formation des
dérivés de cette glycation qu’on appelle les AGE (advanced glycation endproducts).
Néanmoins, il serait erroné de voir uniguement les ERO que sous 1’angle de leur toxicité. Les
ERO, et plus généralement les réactions d’oxydo-réduction, jouent un réle physiologique
considérable, en particulier dans les cascades de signalisation. Le NO en est un exemple
classique, puisqu’en activant la guanylate cyclase cytosolique, il exerce des fonctions
physiologiques dans le systeme vasculaire, immunitaire, neuronal et métabolique (Barouki,
2006 ; Finkel, 2003).

111.1.3 Pathologies liées au stress oxydant

Les conséquences du stress oxydant ont été associées, directement ou indirectement a de
nombreuses pathologies. Ainsi les ERO ont été impliquées dans la genése de certains cancers.
L’effet cancérigéne des radicaux libres oxygénés résulte du pouvoir oxydant qu’ils exercent
sur les chaines d’ADN (mutagéneése) sur les protéines (dysfonctionnement, perte de structure)
ou les lipides membranaires (lipoperoxydation). Ces composes oxydants peuvent étre
d’origine exogéne (rayonnement, intoxication) ou endogéne. La plupart des maladies induites
par le stress oxydant apparaissent avec 1’age car le vieillissement diminue les défenses
antioxydantes et augmente la multiplication mitochondriale de radicaux (Girodon et al.,
1997;Sohal et al., 2002). Le stress oxydatif serait impliqué dans des plus importantes
maladies contemporaines. Les maladies dégénératives seraient imputables au stress oxydatif
généré par les radicaux libres. Ainsi la maladie de parkinson, la maladie d’Alzeimer, la
sclérose amyotrophique ont été associées a un phénoméne oxydatif (Libbey, 2007). D’autres
affections humaines ou animales incluent donc un stress oxydant, local ou général, dans leur
pathogenése au méme titre que I’inflammation a laquelle il est souvent associé. Notamment le
cas des pathologies oculaires (cataracte et dégenérescence maculaire), les altérations
cardiaques, comme les arythmies post-infarctus, dues a 1’ischémie suivie de reperfusion. Dans
de nombreuses autres maladies, le stress oxydant est secondaire a I’établissement de la

pathologie, mais participe a ses complications immunitaires ou vasculaires. C’est le cas des
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maladies a composante infectieuse comme le sida ou le choc septique, ou encore le diabéte, la

maladie de Parkinson ou I’insuffisance rénale (Baudin, 2006 ; Favier, 2006 ).

111.1.4. Mécanismes de défense contre le stress oxydant

La production physiologique d’ERO est régulée par des systémes de défense composés de :
- Métalloprotéines, enzymes (superoxyde dismutases (SODs)), qui permettent 1’élimination
des anions superoxydes (O, °) ou tout au moins de les maintenir & un niveau de concentration

assez bas, par dismutation en peroxyde d’hydrogéne (H20;) et en une molécule d’oxygeéne

(02).

- Catalase, permettant d’¢liminer I’excés de peroxyde d’hydrogéne afin que la réaction de
Fenton ne puisse pas s’amplifier en libérant de 1’oxygeéne et de 1’eau, son role est tres
important surtout en présence d’ions ferreux. Elle est considérée comme la premiere ligne de

défense de notre organisme contre les ERO.

- Glutathion peroxydases (GPx’s): ces enzymes réduisent le peroxyde d’hydrogéne et les
hydroperoxydes lipidiques en utilisant le glutathion réduit (GSH) sur lequel elles transférent
I’oxygene, le transformant en glutathion oxydé (GSSG). lls jouent ainsi un role tres complexe
dans la régulation de I’apoptose mais aussi dans la transcription de génes pro- et

antiinflammatoires ou de génes codant pour I’expression d’enzymes antioxydantes.

- Molécules antioxydantes de petite taille (caroténoides, vitamines C et E, glutathion, acide
urique, bilirubine, acide lipoique, ubiquinone, ...) et de protéines (transferrine, ferritine,
céruléoplasmine) qui maintiennent les métaux de transition dans un état inactif pour la
formation d’ERO.

- Certains oligo-éléments comme le cuivre, le zinc, le sélénium sont indispensables pour

I’activité des enzymes antioxydantes (Cu, Zn-SOD, MnSOD, SeGPx).

- Les flavonoides (quercétine, rutine, resvératrol, pycnogénol) (Goudable et al. 1997 ;
Moran, 2001 ; Gardes-Albert., 2003 ; Pincemail, 2002).
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111.1.5 Méthodes de dosage de I’activité antioxydante et antiradicalaire

Plusieurs méthodes sont utilisées aujourd’hui pour évaluer, in vitro et in vivo, ’activité
antioxydante de nombreuses substances biologiques par piégeage de radicaux (tableau 01)
différents, comme les peroxydes ROO« par les méthodes ORAC (Oxygen Radical Absorbance
Capacity ou Capacité d'absorption des radicaux libres); les ions ferriques par la méthode
FRAP (Ferric ion Reducing Antioxidant Parameter) ; ou les radicaux ABTSe (sel
d’ammonium de D’acide 2,2’-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonique), ainsi que la
méthode utilisant le radical libre DPPHe (diphényl-picrylhydrazyle). Compte tenu de la
complexité¢ des processus d’oxydation et la nature diversifiée des antioxydants, avec des
composants a la fois hydrophiles et hydrophobes, il n’existe pas de méthode universelle pour
mesurer quantitativement 1’activité antioxydante d’une fagon précise. Pour avoir une
indication sur la capacité antioxydante de 1’échantillon a tester il faut combiner les réponses

de tests différents et complémentaires (Cristina et al, 2009).

Tableau 1 : Apercu non exhaustif des différents tests utilisés dans la mesure de la capacité
antioxydante globale du plasma et des matrices alimentaires.

Méthodea HNom Générateur de radicaux Standard Mesura/caleul
libresfoxydant
| Tests SET
TEAC Total equivatant ABTS + horsaradisch Trokox Déeoloration du radical
anliokidant capacity peraxydase + paroxkyde ABTS* b =734 nm
d'hwdrogéne — farmation unité = équivalant Trolox
du radical (ABTS"*)
FRAP Ferre raducing Réduction du Fe(ll) Changament d'absorbance,
ability of plasma Fe(lll)TPTZ)2Cly i x =593 nm
unité : Frap par rapport & une
soluticn da Fa(ll)
CUPRAC assay Cuprie reducing Réduction du cuivre (I} Acida urique Absorbance 4 k = 450 nm
anficxidant capacily ndocupralna unitd : dquivalent d'acide uriquea
DPPH aszay 2, 2-diphany/L- DPPH Tralax Diminution de l'absorbance
plerylydrazyl 4x=515nm
unité - équivalant Trolox
Tests HAT
Cracin 2 Y-arohis Tralox Elanchiment da la erocine

A & =443 nm
unité - équivalant Trolox

Bleaching assay (2-amidinopropane)
dichlorohydrale (AAPH) —
radicaux peraxyles de

nature hydrophyla

TRAP assay Total radical 2,2'-azohis Tralax Diminution de la flusresence da la
Irapping parametar (2-amidinopropanea) B-phycodrythrine (hey = 495 nm at
dichlorohydrate (AAPH) — ke = 575 nM)
radicaux peraxylas de unité : équivalant Trolox
nature hydrophyla *
ORAC as=ay Oxygen radical 2 2'«azohis Trakox Diminution de la fluorescenca de
anliokidant capacity (2-amidinopropansa) la fluarescdineg f (A, = 485 nm ;

dichlorohydrate (AAPH) —
radicaux peraxyles de
nature hydrophyla®

hem = 520 nm)
unité - équivalant Trolox

(RPE). SET: single électron transfert ; HAT : hydrogen atom transfert
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111.2. Activité antimicrobienne

111.2.1. Introduction

La lutte contre les souches microbiennes est liée a leur pathogénicité et se fait principalement
par 1’usage d’antibiotiques (Aouni, 2013). Un antibiotique est une molécule naturelle,
synthétique ou semi-synthétique dont le rdle est de détruire des micro-organismes et bactéries
(effet bactéricide) ou d’en freiner la multiplication sans les détruire radicalement (effet
bactériostatique). Quatre catégories d’antibiotiques peuvent étre distinguées par rapport a leur
mode d’action (Buxeraud, 2014).

Les antibiotiques inhibant la synthése de la paroi bactérienne ; les antibiotiques inhibant la
synthése des protéines; les antibiotiques inhibant le fonctionnement de I’ADN; les
antibiotiques entrainant la destruction de la membrane cytoplasmique. Les antibiotiques sont
I’une des plus importantes découvertes du XX°siécle. Les premiers furent les sulfamides
développés en 1935 puis la pénicilline au lendemain de la seconde guerre mondiale. Si
I’apparition de ces antibiotiques avait suscité un espoir de voir les maladies infectieuses a
jamais jugulées, les prescripteurs furent dégus trés rapidement par ’apparition de bactéries
résistantes. L’apparition de phénomeénes d’antibiorésistance qui se traduisent par la capacité
d’un microorganisme a résister aux effets des antibiotiques entrainant leur inefficacité. Par
ailleurs, la multiexposition fréquente des individus aux différents types d’antibiotiques a
usage sanitaire, agroalimentaire ou environnemental et le développement inquiétant des
mécanismes de résistance de nombreuses souches microbiennes exposées fréguemment a cet
arsenal d’antibiotiques devenant de moins en moins efficace (Aouni, 2013).

La propagation de souches de bactéries résistantes aux antibiotiques multiplie les situations
d’impasse thérapeutique, et entraine des dizaines de milliers de décés humains par an. Cette
dramatique progression est essentiellement liée aux mauvais usages, tant chez I’homme que
chez les animaux. 1l a été graduellement démontré que les bactéries — humaines et animales —
peuvent se transférer leurs résistances lorsqu’elles entrent en contact (Berger, 2016). Face a
ce phénomeéne, la découverte de nouvelles molécules antibactériennes, qui pourraient
constituer une alternative a ’'usage des antibiotiques conventionnels devenus inefficaces, est
devenue une nécessité absolue.

Les plantes, qui ont déja fourni a la médecine des molécules thérapeutiques majeures, comme
I’aspirine, la morphine, la quinine ou le taxol, offrent un véritable potentiel pour la recherche,
pour découvrir de nouveaux principes actifs pouvant annoncer une révolution de la médecine
(Barchan, 2016).
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111.2.2 Méthodes d’essai des propriétés antimicrobiennes des extraits vegétaux
L’évaluation de I’activité antibactérienne d’un principe actif se fait grace a la détermination
de la Concentration Minimale Inhibitrice (CMI). La CMI de fagon générale est la plus faible
concentration d’antimicrobien capable d’inhiber toute croissance visible aprés un temps
d’incubation de 18 a 24 heures (Basli, 2012) et de la CMB (Concentration Minimale
Bactéricide) qui correspond a la concentration en principe actif permettant de tuer 99,9 % des
bactéries a 24 heures.

La CMI est actuellement la seule valeur pour laquelle il existe un consensus en termes de
définition et d’utilisation, pour I’évaluation des activités antibactériennes et antifongiques.
Les protocoles permettant de déterminer la CMI apparaissent dans de nombreuses
recommandations : le Comité de I’ Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie
(CA-SFM) pour la France (Jehl, 2014) ; I’European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) (Kahlmeter et al, 2006) au niveau européen ; le Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) au niveau américain (CLSI, 2012). A cette liste de
recommandations, il convient également de citer les normes issues de I’ISO (International
Organization for Standardizarion) dont fait partie ’AFNOR (Association Frangaise de
NORmMmalisation). Trois méthodes sont fréquemment utilisées et citées dans la littérature : la
dilution du principe actif en milieu solide ou « macrométhode en milieu gélosé » (considérée
par beaucoup d’auteurs comme la méthode de « référence ») ; la diffusion du principe actif en
milieu solide ou « méthode des disques » ; et la dilution du principe actif en milieu liquide,

macro- ou micro-méthode en milieu liquide (Fontanay, 2015).

111.3. Activité antiulcéreuse

111.3. 1.Généralités sur les ulcéres gastriques

L’ulcére résulte du déséquilibre entre 1’agression chlorhydropeptique et les mécanismes de
défense (barriere muqueuse) en un point précis de la muqueuse. La barriere muqueuse a une
composante pré-épithéliale (mucus, sécrétion de bicarbonates et phospholipides), épithéliale
(cellules de surface) et sous-épithéliale (flux sanguin muqueux). Les prostaglandines (PGS)
stimulent ces mécanismes de protection (CDU-HGE, 2012). L’ulcére, qu’il soit gastrique ou
duodénal, entraine une perte de substance plus ou moins étendue de la paroi digestive qui
atteint la couche musculaire. Il guérit en laissant une cicatrice. On le différencie des érosions,
abrasions, exulcérations superficielles qui n’atteignent pas la couche musculaire et qui

guérissent sans cicatrice (Togola, 2014).
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11.3. 2.Physiopathologie de la maladie ulcéreuse

Les ulceres résultent d’un déséquilibre entre les facteurs de protection de la muqueuse
(production de bicarbonate, résistance de la muqueuse, production de prostaglandines,
circulation sanguine...) et les différents mécanismes de destruction de celle-ci. Le mécanisme
physiopathologique qui aboutit a la formation de I'ulcére est complexe, et fait intervenir de
nombreux médiateurs de I’inflammation, et des facteurs environnementaux sur un terrain
génétique particulier (Bouarioua, 2007). Ces mécanismes impliquent notamment H.pylori,
dans 90 % des cas, ainsi certaines pathologies, la prise de certains médicaments comme
I'ingestion chronique d'anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), I’hypersécrétion gastrique
acide, par la consommation importante d’alcool, de tabac, de caféine, de certaines substances

illicites, par le stress et les antécédents familiaux.

111.3. 3. Histologie de I’estomac

La paroi gastrique est constituée d’une muqueuse, d’'une sous-muqueuse, d’une musculeuse,
et d’une sous sereuse. Histologiquement au niveau de la muqueuse gastrique on distingue les
cryptes et les glandes (figure, 3). L’épithélium de surface est en continuité avec les cryptes

gastriques plus en profondeur, les glandes communiquent avec le fond des cryptes.

DR o o 2 TR
cwu_"ﬁ«f'f:ﬁwf?’?:u(;%
i"ﬁf"‘ H" ' g"'ﬁ-’*“ i
A
{7 R
Giandzs fundques A A A A AR R SR
foohies princpaes ] W H HSHl}lwiiF‘b tﬁ”
Qelluiea pancies, R A EJ (oeubes Amucus
cetudes ECL) i fl7 iz 2 of coludos b gastring)
Muscuaite muqueuse —

Figure 3 Structure histologique de la paroi gastrique (Wendum, 2013).

En pathologie, certaines Iésions atteignent de maniére préférentielle la muqueuse fundique ou
antrale. Une gastrite chronique est définie par une diminution du volume glandulaire. Les
pertes de substance sont définies par la profondeur de 1’atteinte de la paroi. L’érosion est une
perte de substance de 1’épithélium de surface, I’ulcération une perte de substance limitée a la
muqueuse ou la sous muqueuse, 1’ulcére est une perte de substance atteignant la musculeuse
(CDU-HGE, 2014).
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111.3. 4. Traitements des ulcéres

Le traitement médical reste identique que 1’ulcére soit gastrique ou duodénal,. L’objectif est

non seulement de diminuer 1’acidité gastrique, ce qui permet aux ulcéres de guérir tout en

¢liminant les douleurs, mais aussi d’éradiquer la bactérie Helicobacter pylori (Togola, 2014).

La cicatrisation de la lésion ulcéreuse est obtenue plus ou moins rapidement, selon le siege de

l'ulcére et I'importance de la réduction sécrétoire obtenue (Grouzard, 2016). Il repose

essentiellement sur [’utilisation d’inhibiteurs de la pompe a protons (oméprazole,

lansoprazole) stoppant spécifiquement la sécrétion d’acide chlorhydrique. Cette famille de

molécules se lie de maniére covalente a cette pompe et ce pour toute la vie de la cellule. Ainsi

tant que la cellule ne synthétise pas de nouvelles pompes, la sécrétion d’acide ne peut

reprendre. Ceci explique qu’une seule dose journaliére d’inhibiteurs a protons suffit (Cargile,

2004).

En pratique aujourd’hui, le traitement de la maladie ulcéreuse repose sur une trithérapie

capable d’éradiquer dans 90% des cas Helicobacter pylori. Le traitement d’éradication de

premiere ligne associe :

e Un inhibiteur de la pompe a protons (IPP) matin et soir (dose pleine ou demi-dose selon la
molécule) ;

e Deux antibiotiques parmi les suivants selon les contre-indications: amoxicilline (1g x 2/j),
clarithromycine (500mg x 2/j), métronidazole (500 mg x 2/j).

En cas d’ulcere gastrique, le traitement d’éradication de 7 jours est systématiquement

complété par 3 & 7 semaines supplémentaires d’IPP a pleine dose (Grouzard, 2016).

I11.4. Activité hémostatique

Toute rupture de 1’intégrité du circuit vasculaire est a 1’origine d’une fuite sanguine.ll met en
jeu une série de processus cellulaires et biochimiques assurant 1’obturation de la bréche et le
controle de I’hémorragie. L’hémostase est une fonction physiologique complexe faisant
intervenir un ensemble de phénomenes indépendants, mécaniques cellulaires et biochimiques,
qui assurent en permanence un équilibre entre agrégation plaquettaire, coagulation et
fibrinolyse. Trois étapes essentielles se succedent (figure, 4) : la formation rapide d’un amas
dit “clou” plaquettaire : hémostase primaire ; puis sa consolidation par la formation d’un
réseau de fibrine et d’un caillot sanguin : hémostase secondaire ou coagulation sanguine ;
enfin, un processus de fibrinolyse qui intervient par la suite, a la fois pour limiter I’extension
du caillot et assurer son élimination progressive apres réparation des parois vasculaires l1ésées
(Deniau, 2013 ; Revel, 2004).
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Figure 4 : Etapes de I’hémostase (Guyton, 2003).

L’ensemble de ces processus est étroitement régulé par la mise en ceuvre d’un systéme tres
complexe d’activateurs et d’inhibiteurs, permettant a ’hémostase de se développer au foyer

méme de la breche vasculaire sans extension a distance (Revel, 2004).

111.4.1. Hémostase primaire

L’hémostase primaire est I’ensemble des phénomenes qui contribuent a I’arrét du saignement

par formation d’un caillot ou clou plaquettaire. Elle fait intervenir la paroi vasculaire, les

plaquettes et deux facteurs plasmatiques, le facteur de von Willebrand (vVWF) et le fibrinogéne

(Harif, 2015).

Il existe quatre étapes successives principales :

— La vasoconstriction, qui constitue la réponse immédiate a toute lésion vasculaire en
grande partie secondaire a un réflexe neurogene du systeme sympathique (Kumar,
2005) ;

— L’adhésion plaquettaire au sous-endothélium au niveau de la breche vasculaire, par
I’intermédiaire du VWF, du collagéne et de différentes glycoprotéines situées sur la
membrane plaquettaire (Lehot,2011) ;

— La sécrétion plaquettaire correspondant a la libération du contenu des granules
intraplaquettaires dont des facteurs de coagulation et des molécules activatrices des

plaquettes qui vont amplifier I’activation plaquettaire et les phénoménes de coagulation.
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— L’agrégation plaquettaire en réponse a I’activation des plaquettes par différents stimuli
tels que la thrombine, 1’adénosine disphosphate (ADP), le collagene et 1’acide

arachidonique (Dargaud, 2010).

111.4.2. Hémostase secondaire ou coagulation plasmatique

La coagulation plasmatique est I'un des principaux éléments de I'hnémostase. Elle consiste en
une cascade enzymatique faisant intervenir des protéines plasmatiques, les facteurs de la
coagulation qui pour la plupart sont synthétisées par le foie (Diquélou, 2006).

Cette cascade aboutit & la formation de thrombine a I’endroit de la lésion vasculaire. Les
molécules de fibrine adherent a la surface du vaisseau lése et forment un réseau fibrillaire
lache qui emprisonne des cellules sanguines y compris les plagquettes. Celle-ci transforme le
fibrinogéne plasmatique soluble en réseau de fibrine insoluble a I'origine d'un thrombus, la
fibrine est ensuite dégradée par le systeme fibrinolytique.

Le facteur plasmatique de la coagulation, le facteur X, est sollicité et convertit la
prothrombine en thrombine ; le facteur X est lui-méme présent dans le plasma sous forme
inactif et doit étre activé par un autre facteur lui-méme activé et ainsi de suite par de réactions
successives dans laquelle chaque élément devient I’enzyme ou le cofacteur nécessaire a la
réaction suivante. Dans 1’ensemble douze facteurs plasmatiques participent a la
transformation du fibrinogene soluble en un réseau de fibrine insoluble. Ces facteurs sont
désignés par des chiffres romains. Normalement, ils sont toujours sous forme inactive dans le
sang (Sherwood, 2015).

Le phénomene de coagulation comporte deux voies d’activation: la voie intrinséque,
purement sérique dans laquelle tous les éléments nécessaire de la coagulation sont présents
dans le plasma sans apport extérieur, et la voie extrinseque qui pour étre activée nécessite la
présence d’¢léments tissulaire appelés thromboplastine tissulaire (Codine, 2005). Ces deux
voies convergent vers une voie commune aboutissant a la formation de thrombine et a la

transformation de fibrinogéne en fibrine (Chassot, 2017).
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111.4.3. Méthodes explorant I'hémostase

I11.4.3.1 Les principaux tests explorant I’hémostase primaire
111.4.3.1.1 La numération plaquettaire

C’est un test primordial. Il fait partie de tout bilan sanguin. Les plaguettes interviennent dans
la premiere étape de I’hémostase primaire pour participer a la formation du «clou
plaquettaire » en cas de bréche. La numération plaquettaire permet de détecter une
thrombopénie et toute thrombopénie doit étre vérifiée sur un prelévement effectué sur un tube
citraté ou hépariné (Codine, 2005).

111.4.3.1.2 Le temps de saignement (TS) correspond au délai nécessaire a 1’arrét d’un
saignement provoque par une petite incision au niveau des vaisseaux superficiels. Le TS est le
seul test d’exploitation globale de I’hémostase primaire, mais il manque de sensibilité et de
specificité. Ainsi, la réalisation isolée d’un TS ne permet pas a elle seule de prédire un risque

hémorragique spontané ou provoqué. Il n’est pas réalisé dans le bilan de premiére intention.

111.4.3.1.3 Le facteur Willebrand, présent dans le plasma et les plaquettes. Il existe deux
méthodes de dosage : une méthode immunologique qui quantifie le facteur Willebrand par son
antigenicité et une méthode fonctionnelle qui quantifie le facteur de Willebrand par son

activité cofacteur de la ristoctine.

111.4.3.2 Les principaux tests explorant I’hémostase secondaire (Berthélémy, 2014)
111.4.3.2.1 Le temps de Quick (TQ) est le temps (en secondes) pendant lequel le plasma
coagule en présence d’un réactif, la thromboplastine. Il explore la voie extrinséque de la

coagulation, en particulier trois des quatre facteurs vitamine K dépendants (11, V11 et X).

111.4.3.2.2 Le taux de prothrombine, exprimé en pourcentage. Il explore la voie extrinseque
de coagulation, correspond au TQ comparé au temps d’un plasma témoin. Il correspond a

I’activité du complexe prothrombinique.

111.4.3.2.3 Le temps de céphaline activée (TCA) est le temps de coagulation d’un plasma
citraté déplaquetté en présence de calcium, d’un substitut plaquettaire (la céphaline) et d’un
activateur de la phase contact. Ce test explore la voie intrinséque de la coagulation. Il est

exprimé en secondes.
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111.4.3.2.4 Le temps de thrombine (TT) est le temps de coagulation d’un plasma citraté
pauvre en plaquettes, en présence de thrombine. 1l explore la transformation du fibrinogéne en

fibrine. 11 est exprimeé en secondes.

111.4.4. Les médicaments hémostatiques

De nombreux médicaments hémostatiques appartiennent a plusieurs  classes
pharmacologiques sont disponibles pour traiter ou prévenir des manifestations hémorragiques
survenant en I’absence de toute anomalie caractérisée de I’hémostase ou chez des porteurs
d’une anomalie de I’hémostase, qu’elle soit congénitale ou acquise. Les antifibrinolytiques, la
desmopressine, les traitements hormonaux ont une place importante dans le traitement des
ménométrorragies. Ces médicaments sont également utilisés dans certaines chirurgies tres
hémorragiques, en complément de 1I’hémostase chirurgicale afin de contréler les pertes
sanguines et de limiter les transfusions (Lillo-Le Louét, 2006). Parmi eux certains produits
sont issus ou dérivés de substances naturelles, généralement d'origine vegétale « Alginate :
Algostéril®; Cellulose oxydée régénérée : Surgicel 1°, Surgicel 2®, Surgicel fibrillaire® ;
Amidon modifié : Hémostase MPH® » (HAS, 2011).

I11.5. Activité anti inflammatoire
111.5.1 La réaction inflammatoire

La réaction inflammatoire est un processus physiologique de défense de I’organisme a toute
agression ou lésion tissulaire quelle que soit sa cause (infectieuse, physique, chimique ou
ischémique). La réponse inflammatoire permet d’éliminer ou d’isoler 1’agent agresseur
(bactérie, virus, parasite, tissu 1ésé¢) du reste de 1’organisme. Cette réaction de défense est
biphasique :

- Une premiere phase, agressive, a pour but de mettre en jeu les facteurs humoraux et les
acteurs cellulaires de systeme immunitaire a I’origine de la dégradation des agents pathogénes
(tableau 2) ; elle permet aussi une réaction de défense antihémorragique d’origine plaquettaire
au niveau capillaires ;

- Une deuxieme phase, réparatrice, va permettre la réparation tissulaire par un processus de

cicatrisation et une néoangiogenese des tissus cicatriciels (Bouhassira, 2009).
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Tableau 2 : Cellules et médiateurs de 1’inflammation

Cellules de I’inflammation Médiateurs humoraux de I’inflammation
Cellules sanguines circulantes Systémes d’activation plasmatique
Basophiles Coagulation, fibrinoformation
Lymphocytes Complément
Monocytes Fibrinolyse
Plaquettes Systéme contact

Polynucleaires éosinophiles
Polynucleaires neutrophiles

Cellules résidentes tissulaires Médiateurs cellulaires
Cellules endotheliales Amines vasoactives (histamine, serotonine)
Fibroblastes Cytokines
Macrophages, histocytes, cellules apparentées Eicosanoides (prostaglandines, leucotriénes)
Mastocytes Neuromédiateurs
Plasmocytes Molecules d’adhesion

Platelet activating factor
Protéases de destruction tissulaire
Radicaux libres

(Blétry, 2006).

La réaction inflammatoire comprend quatre phases : une phase vasculo-exsudative qui
correspond a une congestion active des vaisseaux associée a une exsudation inflammatoire
formant un cedéme, et la migration au lieu de I’inflammation de leucocytes pour constituer la
phase du granulome inflammatoire. Cette derniére est ensuite suivie d’une phase de détersion
qui comporte 1’élimination des tissus nécrotiques, des germes, des corps étrangers éventuels et
du liquide d’cedéme. On distingue : — la détersion interne assurée par 1’action les macrophages
; — la détersion externe qui peut étre naturelle (fistulisation a la peau d’un abces des parties
molles) ou artificielle (drainage chirurgical d’un abceés). Enfin, la phase de cicatrisation qui se
manifeste par la formation d’un bourgeon charnu qui évoluera vers une fibrose cicatricielle.
Les cellules inflammatoires diminuent tandis que les fibroblastes, les cellules épithéliales et
les cellules endothéliales se divisent et repeuplent ce tissu inflammatoire (Zeghal, 2013). En

absence d’une résolution, s’installe une inflammation chronique.

111.5.2 L’inflammation aigue

L’étape initiale de la phase cellulaire consiste en une marginalisation des cellules de la
circulation sanguine. Elle peut se développer en quelques minutes ou plusieurs heures selon le
type et la sévérité de la lésion tissulaire et persiste quelques heures voir quelques jours. Les
neutrophiles marginés, vont traverser la paroi grace a I’effet chimiotactique de différentes

molécules (Figure 5).
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Figure 5 : Processus de migration des neutrophiles a travers les vaisseaux sanguins (Kumar,
2007).

La premiére étape implique la fixation réversible des leucocytes a 1’endothélium vasculaire
(Weill,2003). La vasodilatation, I’augmentation de la perméabilité vasculaire, la migration et
I’activation des neutrophiles sont des phénomeénes étroitement interdépendants dont
I’association est nécessaire a une réponse compléte. Immédiatement au niveau de la plaie et a
sa périphérie, on peut observer une courte phase de contraction des artérioles suivie par une
phase de vasodilatation. Le débit local est augmenté et la perméabilité des capillaires est
exacerbée. Simultanément, des pores se forment entre les cellules endothéliales des capillaires
permettant la fuite d’un plasma riche en protéines vers le tissu. Les capillaires dilatés sont
gorgés de globules rouges et le flux sanguin ralentit puis s’arréte. Cette activation leucocytaire
provoque le contact des polynucléaires neutrophiles avec des cellules endothéliales. Les
molécules d’adhésion qu’ils présentent a la surface de leurs membranes se fixent sur les
récepteurs complémentaires des cellules endothéliales et les immobilisent. Les neutrophiles
activeés se fixent plus sur les cellules endothéliales. Pendant ce temps, a 1’intérieur du tissu, les
protéines d’origine plasmatique subissent diverses modifications. Le complément est au
carrefour de I’inflammation médiée par les immunoglobulines qui se fixent sur tous les
microorganismes pathogénes qu’elles immobilisent, formant des complexes immuns. Les
monomeres de fibrine se lient entre eux pour former des polymeres de fibrine immobilisant
tous les organismes pathogénes présents et fournissent un support aux neutrophiles pour leur

déplacement. L’afflux liquidien dans le tissu provoque une accélération du débit de la lymphe
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qui transporte les complexes immuns et le matériel antigénique vers les ganglions
lymphatiques dans lesquels une réaction immunitaire spécifique apparait en quelques jours ;
les polynucléaires neutrophiles traversent la membrane basale de 1’endothélium et se
déplacent selon un gradient de concentration de facteur chimiotactiques. Lorsqu’ils arrivent
sur le site de la lésion, les neutrophiles actives phagocytent les débris de tissu nécrotique et
tous les organismes pathogénes. L’activation des neutrophiles augmente leurs capacités de
phagocytose. L’ensemble de ce processus est régulé pas une multitude de médiateurs
chimiques provenant du tissu lésé, des protéines plasmatiques et des leucocytes
(Stevens, 2004).

111.5.3 L’inflammation chronique

L’inflammation chronique est variable suivant qu’elle succéde a une phase d’inflammation
aigue ou, qu’elle est d’emblée chronique. L’inflammation chronique survient lorsque ’agent
déclenchant persiste longtemps (Sherwood, 2015). A la différence de ce qui se passe dans
I’inflammation aigue, les phénomenes vasculaires et cellulaires ne se succédent pas dans le
temps mais coexistent et s’associent trés tot dans 1’évolution des phénoménes de destruction
tissulaire par I’intervention des cellules de I’inflammation et de leurs produits et de réparation,
en particulier la fibrose (Russo-Marie, 1998). Les cellules mononuclées et particulierement
les macrophages sont au premier plan de I’inflammation chronique, alors que dans
I’inflammation aigue, un rble central est dévolu aux polynucléaires neutrophiles. Aprés
multiplication et différenciation les macrophages d’origine médullaire par et afflux vers le
foyer inflammatoire a travers la paroi des microvaisseaux. Les polynucléaires neutrophiles
jouent un réle dans les phénoménes de destruction tissulaire, et les polynucléaire éosinophiles
dans la réaction d’hypersensibilit¢ de type |. La présence de lymphocytes T et des
plasmocytes dans les inflammations chroniques d’essence immunitaire, traduit la mise en
place de la réponse immunitaire tardive. Avec le temps se constitue un infiltrat mixte lympho-
macrophagique. Le remodelage précoce du tissu conjonctif aboutit a sa destruction et a son
remplacement par un tissu fibro-inflammatoire riche en collagene. Ces phénoménes sont sous
la dépendance des phagocytes et des fibroblastes. Une phase de réparation succéde a la
destruction tissulaire, les fibroblastes et les cellules endothéliales produisent un tissu
cicatriciel monomporphe, fibreux dont la production nécessite I’intervention coordonnée de

multitude de cellules spécialisées (Weill,2003).
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111.5.4 Les anti-inflammatoires
Les anti-inflammatoires sont des molécules aux propriétés pharmacologiques diverses, la
principale étant, comme leur nom I’indique, leur capacité antinflammatoire puissante, on

distingue les antinflammatoires non stéroidien (AINS) et les anti-inflammatoires stéroidiens.

111.5.4.1 Les anti-inflammatoires non stéroidiens

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont 1’une des classes thérapeutiques les plus
utilisées dans le monde, que ce soit dans le contexte de la prescription médicale ou de
I’automédication. Leurs propriétés antalgiques, anti-inflammatoires et antipyrétiques sont
connues depuis la fin du siecle dernier et expliquent leur large utilisation a visée
symptomatique. Les AINS inhibent la biosynthése des prostaglandines. Elles sont synthétisées
a partir de 1’acide arachidonique- lui-méme issu des phospholipides membranaires grace a la
cyclooxygénase (COX), dont on distingue essentiellement deux iso-enzymes, COX1 et
COX2. La premiere, constitutionnelle, catalyse la formation de PG impliquées dans
I’homéostasie ; la seconde, essentiellement inductible, conduit a la libération de PG qui
interviennent dans divers processus physiologiques et pathologiques (Pillon, 2014 ; Blain,
2000, Bouhassira, 2009).

111.5.4.1.1 Classification des anti-inflammatoires non stéroidiens

Différentes classifications des AINS sont possibles, basées soit sur la structure des AINS, soit
sur leur puissance, soit encore sur leurs modalités d’action, soit selon le suivi de
pharmacovigilance, et/ou leur sélectivité anti-COX.

Les classifications fondées sur la structure n’ont qu’un intérét relatif pour la pratique, et
plusieurs grands groupes sont décrits : les oxicams ( piroxicam), les pyrazolés, les dérivés de
I’acide carboxylique, qui comprennent les salicylés (aspirine), les propioniques (ibuprofene,
kétoproféne, naproxene, flurbiprofene, etc.), les anthraniliques (acide niflumique, etc.) et les
dérivés de 1’acide acétique, qui regroupent les pyrrolacétiques (kétorolac, etc.), les
indolacétiques (indométacine) et les phénylacétiques (diclofénac, etc.).

La classification fondée sur la sélectivité des AINS vis-a-vis des iso-enzymes de la COX est
la mieux adaptée. En effet, les différences de structure ne permettent pas de comprendre les
differences pharmacodynamiques entre les inhibiteurs COX-2 et les anti-COX-2/anti-COX-1
des principaux AINS utilises ou prochainement utilisables (Cuvillon, 2002). Le tableau 3

propose une classification schématique des AINS fondées sur leur activité anti-COX-2.
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Tableau 3 : Classification des principaux AINS en fonction de leur sélectivité d’action anti-
COX.

Groupes AINS
Inhibiteurs sélectifs de COX-1 Aspirine a faible posologie
Inhibiteurs non sélectifs des COX Majorité des « AINS classiques
Inhibiteurs préférentiels de COX-2 Méloxicam, nimesulide, nabumétone
Inhibiteurs sélectifs de COX-2 Coxibs.

(Tréchot, 2014)

I11. 5.4.1.2 Principaux AINS commercialisées

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS), ne forment pas une famille homogéne mais
sont regroupés par familles chimiques: dérivés salicylés, pyrazoliques, anthraniliques,
propioniques, etc (tableau 4). Il n’ya pas d’éfficacité supérieur d’un AINS par rapport a un
autre mais il existe des habitudes d’utilisation thérapeutiques, de la part du prescripteur ou du

patient (Stora, 2013).

Tableau 4 : Principales spécialités des AINS.

Famille chimique Dénomination Internationale " Dénomination
commerciale
‘Salicylés ~ Acideacétylsalicylique =~ Aspirine
Aryipropioniques Ibuproféene Nurofen
Diclofenac Voltarene
Coxibs Célécoxib Celebrex
Oxicams Piroxicam Feldene
Divers Acide niflumique Nifluril
Indométacine Indocid

(Stora, 2013)
111.5.4.2 Les anti-inflammatoires stéroidiens
Les corticoides représentent une classe thérapeutique essentielle, introduite puis généralisée a
toutes les spécialités médicales dans la seconde moitié du xxe siécle. Ce sont des dérivés
synthétiques du cortisol, principale hormone glucocorticoide sécrétée par la surrénale. lls ont
des propriétés anti-inflammatoires, antiallergiques et immunosuppressives (Hallouét, 2009 ;
Béchade, 2004).
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L’action anti-inflammatoire des corticoides resulte de différents mécanismes, notamment
I’inhibition de certaines fonctions leucocytaires, macrophagiques en particulier, impliquées
dans la réaction inflammatoire. Ils agissent également sur les cellules endothéliales en
inhibant certaines de leurs fonctions, notamment en diminuant la perméabilité capillaire et
donc I’arrivée et le passage des leucocytes aux sites inflammatoires. Les corticoides possédent
ainsi une action anti-inflammatoire systémique et tissulaire en agissant sur les trois étapes de
I’inflammation vasodilatation et hyperperméabilité vasculaire ; chimiotactisme des leucocytes
et phagocytose ; prolifération fibroblastique et synthese de collagene et de

mucopolysaccharides (Pagnoux, 2010).

I11. 5.4.2.2 Principaux AIS commercialisées

Le tableau 5 reprend les différents anti-inflammatoires stéroidiens actuellement
commercialisees. Les glucocorticoides sont administrés par voie orale ou parentérale et aussi
par voie inhalée cutané, oculaire et nasale. Les glucocorticoides sont toujours classees en
fonction de leurs caracteristiques en prenant pour reference le cortisol a qui a été attribué un

effet anti-inflammatoire et minéralocorticoide de niveau 1 (Trduyer, 2000).

Tableau 5 : Principales spécialités des AlS.

Nom commercial Dénomination commune internationale (DCI)
Célesténe® Bétaméthasone

Cortancyl® Prednisone

Cortisone® Cortisone

Dectancyl® Dexaméthasone acétate

Diprostene® Bétaméthasone

Hydrocortisone® Hydrocortisone

Solupred® Prednisolone

(Mondenard, 2002)

I11.6. Activité cicatrisante

111.6.1. Rappels anatomophysiologiques de la peau

La peau est une barriére entre le milieu extérieur et intérieur de I’organisme, elle protége
I’organisme des agressions extérieures, permet la régulation des échanges thermiques, et
constitue un réservoir de graisse avec des métabolismes propres (Vitamine D, élimination ou
absorption de substances diverses). Elle est aussi un organe immunologique, cible de

manifestations allergiques et inflammatoires (Guillet, 1998).
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111.6.1.1.Structure de la peau
Sur un plan structural, la peau est constituée de trois tissus superposés : le tissu le plus externe
est I’épiderme, le tissu intermédiaire est le derme et le tissu le plus profond est I’hypoderme

(Mélissopoulos and Levacher, 1998) (figure 6).

o
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Figure 6 : Architecture générale de la peau (a) Représentation schématique (b) HE X 15
(Wheater, 2015)

(E) La couche superficielle et I’épiderme ; (K) la kératine ; (D) Le derme disposées horizontalement ; (SC) la
couche la plus profonde le tissu sous cutané ; (GE) annexes cutanées (follicules pileux, glandes sébaccées,

glandes eccrines et leurs canaux (CE)

- L’épiderme

L’épiderme est un épithélium de revétement, stratifié, pavimenteux, orthokératosique, non
vascularise mais innervé. Formé de plusieurs populations cellulaires : les kératinocytes
représentent 80 % de ’ensemble de ses cellules, d’origine ectoblastique. Ce sont eux qui en
migrant, donnent a I’épiderme ses caractéristiques morphologiques : stratification en plusieurs
couches et cellules superficielles pavimenteuses et anuclées. Les 20 % de cellules des autres
types sont dispersés entre les kératinocytes. Ce sont les mélanocytes, provenant des crétes
neurales, les cellules de Langerhans, issues de la moelle hématopoiétique, et les cellules de

Merkel, dérivant des cellules souches de 1’épiderme embryonnaire (Squarcioni, 2006).

- Le derme

Le derme nourrit et supporte I’épiderme, constitué¢ de fibres de collagéne comme support
structural. 1l comprend deux régions : le derme superficiel se compose de tissu conjonctif
aréolaire contenant des vaisseaux sanguins, des nerfs, des follicules pileux, les papilles du

derme et les corpuscules tactiles capsulés ; le derme profonde se compose de tissu conjonctif
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dense irrégulier contenant du tissu adipeux, les follicules pileux, des nerfs, les glandes

sébacées et les glandes sudoripares (Tortora, 2017).

- L’hypoderme ou tissu adipeux

L’hypoderme ou tissu sous-cutané est constitué de tissu adipeux compartimenté par des septa
fibreux qui fixent le derme réticulaire aux fascias profonds (Guillet, 1998). Il est constitué de
cellules adipeuses, ou adipocytes, séparées par une mince couche de matrice extracellulaire

comprenant des fibres de collagene et de nombreux vaisseaux (Bastard, 2013).

- Les annexes

Les annexes cutanées sont d’origine ectoblastique. IlIs regroupent les glandes cutanées et les
phanéres. Les glandes cutanées comprennent les glandes sudoripares eccrines, les glandes
sudoripares apocrines et les glandes sébacées. Les phaneres cutanés comportent les poils et les
ongles. En régle genérale, les glandes sébacées sont annexées aux poils constituant ainsi le
follicule pilosébacé. Les glandes sudoripares apocrines sont annexées aux follicules
pilosébacés avec un canal excréteur qui débouche dans le conduit pilosébacé en aval de la
glande sébacée. Alors que les glandes sudoripares eccrines sont toujours indépendantes des
poils. Par contre, les glandes sudoripares eccrines sont indépendantes des poils et s’ouvrent
directement a la surface de la peau. Ainsi, la face superficielle de 1’épiderme est criblée d’une
multitude de petits orifices correspondants aux ostiums pilaires et aux pores sudoraux (Dréno,
2009 ; Prost-Squarcioni, 2006).

- Vascularisation cutanée

Tient compte de plusieurs nécessités fonctionnelles : la nutrition de la peau et de ses annexes,
I’augmentation du flux sanguin. L’augmentation du flux sanguin facilite la déperdition
calorique en cas de chaleur, la vasoconstriction pour les diminuer lorsqu’il fait froid. Les
artéres nourriciéres sont située dans I’hypoderme, ou elle donne naissance a des ramifications
qui remontent et forme deux plexus vasculaires. Le plus profond appelé plexus cutané et le

superficiel appelé plexus sous-papillaire (Wheater, 2015).

111.6.2. Physiologie de la cicatrisation cutanée
La cicatrisation et un phénoméne complexe et prolongé qui a pour but de réparer une plaie. La
peau est un modele d’étude de la cicatrisation. Mais les mécanismes physiopathologiques sont

les mémes pour les autres tissus, quelques variantes liées au tissu concerné mises a part. La
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cicatrisation peut étre plus ou moins « réussie », en fonction de la cause du traumatisme, de
I’état nutritionnel et de maladies acquises ou génétiques. De tous temps, ’humanité a cherché
comment obtenir la meilleure cicatrisation (Dubrana, 2011). Les études chez I’animal, in vivo
et in vitro, ont montré que le processus de cicatrisation se faisait en trois phases consécutives
dans le temps : une phase initiale, que 1’on peut qualifier d’inflammatoire, une seconde phase
de cicatrisation, dite de remodelage, puis une troisiéme phase, tardive, de renforcement de la
cicatrice (Scepi, 2013).

111.6.2.1 Phase initiale

Immédiatement apres la Iésion, un processus inflammatoire avec activation des cellules de
I’inflammation, sécrétion de protéases et de radicaux libres oxygénés qui vont dégrader les
macromolécules de la matrice extracellulaire. Elle est caractérisée par la formation d’un
caillot de fibrine, qui forme une matrice extracellulaire provisoire, rapidement envahie par des
cellules inflammatoires. Le caillot, bien que constitué de 95 % de fibrine, comporte également
des composants qui vont jouer un réle important dans les étapes ultérieures.

Il s’agit essentiellement de protéines plasmatiques. Le caillot de fibrine contient également
des facteurs de croissance d’origine plasmatique ou plaquettaire, tous facteurs polypeptidiques
favorisant la migration et la prolifération des cellules nécessaires au processus de réparation
tissulaire. La lyse progressive du caillot de fibrine par les polynucléaires neutrophiles puis les
macrophages, aboutit a son élimination finale et libére des fibrinopeptides qui possedent par
eux-mémes de nombreuses activités biologiques.

Ainsi, les fibrinopeptides libérés par la plasmine sont capables d’amplifier la réaction
inflammatoire par leurs effets chimiotactiques sur les polynucléaires neutrophiles, les
monocytes et les macrophages. Les produits de dégradation de la fibrine sont également
capables de stimuler la production de matrice extracellulaire, la prolifération des fibroblastes
et la revascularisation des tissus lésés, ce qui contribue & initier la phase de réparation
tissulaire. Des facteurs de croissance sont libérés et la croissance du tissu conjonctif de
granulation repousse le caillot fibrineux vers la surface faisant apparaitre le bourgeon
épidermique sur les bergers. Le tissu de granulation constitué de néovaisseaux, de fibroblastes
et de myofibroblastes permet la synthese du collagene et la matrice extracellulaire se
réorganise (Chavoin, 2011 ; Clark, 1982 ; Reinkes, 2011).
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111.6.2.1 Phase de remodelage

Elle consiste en la formation, le développement et I’orientation dans le sens de la traction de
fibres de collagéne. De fagcon concomitante a ces deux phases, une prolifération vasculaire
extrinseque et intrinséque (berges de la lésion), se développe. Cette phase « vasculaire »,
paralléle, dure environ 4 a 6 semaines. La contraction de la plaie est achevée vers le 21° jour.
Le contenu en collagéne est maximal a cette date, mais la résistance de la cicatrice a
I’étirement n’atteint qu’environ 15 % de celle de la peau normale. Le remodelage va accroitre
la résistance a la cicatrice, jusqu’a 80 a 90 % de sa force finale vers la sixieme semaine d’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
¢lastiques que la peau normale, en partie a cause d’un certain déficit en élastine et une
reconstitution d’une matrice extracellulaire désorganisée (Scepi, 2013 ; Revuz, 2009 ;

Magquart, 2015).

111.6.2.3 Phase de renforcement
Elle correspond a une prolifération et a un renforcement des fibres de collagene.
L’organisation de ces fibres se poursuit et progressivement la récupération de leurs propriétés

biomécaniques se réalise (Scepi, 2013).

111.6.3 Facteurs influencant la cicatrisation

La cicatrisation résulte d’une cascade de processus physiologiques dont I’objectif est
d’aboutir a une restitution de I’intégrité cutanée. Plusieurs facteurs locaux ou généraux
peuvent entraver le déroulement normal des différentes phases de la cicatrisation. Les causes
de ces retards de cicatrisation sont multiples et souvent intriquées (Tableau 6). Celle-ci
dépend non seulement du type de traumatisme et de sa prise en charge, mais également de
facteurs intrinseques de chaque individu, tel 1’éthnie, 1’age, le mode de vie, les comorbidités

et d’autres facteurs qui demeurent encore inconnus (Chaput, 2012).
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Tableau 6 : Circonstances favorisant le retard de cicatrisation.

Causes nutritionnelles Causes protéiques, vitaminiques, en zinc...
Causes vasculaires Insuffisance artérielle, veineuse,
Causes endocriniennes Diabéte, hypercorticisme
Maladies du tissu conjonctif | Syndrome d’Ehler, Danlos, déficit en
prolidase
Causes . . P .
Troubles de la coagulation Thrombopathies, déficit en prolidase
generales | pgmopathies Syndromes myéloprolifératifs, anémies
hemolytiques hérditaires (drépanocytose...).
Corticoides, radiothérapie, chimiothérapie.
Causes latrogenes Déficits immunitaires, insufisance cardiaque,
Divers veillissement, tabac.
Infection
] Neuropathies
regionales | Erreyrs de traitement local
Présence de débris fébrineux, necroptiques

(Cano, 2006)

111.6.4 Traitements topiques des cicatrices

L’apparence des cicatrices installées ne peuvent étre atténuée que par la chirurgie. Cependant,
on peut accélérer et améliorer 1’apparence des futures cicatrices par des topiques réparatrices.
Lorsqu’elles sont appliquées des le premier jour, sur une plaie propre, elles peuvent avoir un
effet apaisant et réparateur. Les cicatrices seront ainsi plus belles et moins prononcées. Deux
facteurs principaux établissent 1’efficacité des médicaments topiques : le principe actif lui-
méme, il doit étre administré a une concentration adéquate et appliqué sur la peau dans une
préparation appropriée et ’excipient pour sa contribution dans la diffusion du médicament
(Habif, 2012).

111.6.4.1 Application topique d’antibiotiques et d’antiseptiques

Les antibiotiques topiques protégent la plaie de l’infection en favorisant la cicatrisation
normale. Cependant, ils n’ont aucun effet sur les tissus morts, les hématomes ou les enzymes
protéolytiques. Les antibiotiques doivent étre présent en quantité suffisante au moment de
I’invasion bactérienne pour éliminer les germes pathogenes. Le choix de I’antibiotique
administré par voie topique doit étre adapté selon son spectre d’activité, sa posologie, sa
pharmacocinétique, sa toxicité tissulaire et sa forme pharmaceutique (lavage, pommade,

créme ou poudre) (Doughty, 2005 ; Krahwinkel, 2006 ; Johnston, 1990 ; Kirpensteijn,
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2015). L’antibiothérapie est indiquée sur les plaies anciennes de plus de 4 heures. Par rapport
aux antibiotiques, les antiseptiques, comme les composés a base d’iode, la chlorhexidine ou
les solutions d’hydrochlorite ont comme principal avantage d’avoir un spectre d’activité plus
large et moins de problémes d’antibiorésistance. L’application des antiseptiques doit se faire
sur la peau non lésée pour éviter une inflammation tissulaire qui diminue la résistance a
I’infection. Chez I’homme les antiseptiques sont toxiques pour les kératinocytes et les

fibroblastes(Kirpensteijn, 2015)

111.6.4.1 Glycérol / glycérine

En medecine humaine, la glycérine a été utilisée dans le traitement des oedémes cerébraux,
dans les sirops pour la toux ainsi, qu’en tant que laxatif. Ses effets bénéfiques sur la peau sont
connus depuis longtemps. Elle améliore 1’hydratation du stratum corneum et accélére les

processus de cicatrisation. La glycérine présente également un léger effet antibactérien.

111.6.4.2 Oligoéléments et vitamines (liste non exhaustive)

Les oligo-éléments sont impliqués dans de nombreux processus biologiques intervenant dans
la cicatrisation.

- La croissance, les divisions cellulaires et la cicatrisation de plaies sont directement
dépendantes du zinc. Depuis les années 1960, des études ont été entreprises pour démontrer
I’effet du zinc sur la cicatrisation. Toutefois, en application locale la concentration de zinc
dans la plaie est élevée et cette administration topique de zinc provoque un
«autodébridement» avec un effet antiinfectieux tout en favorisant la granulation et

I’épithélialisation (Lansdown, 2007 ; Imoberdorfa, 2010).

- Les sels de cuivre sous forme de sulfates sont a la base d’un antiseptique trés ancien, et
coagulent les protéines. Le coagulat constitue une barriére limitant la colonisation

bactérienne.
- La vitamine A et les huiles de poisson qui en contiennent. Les kératinocytes la transforment

en rétinal puis en acide rétinoique. Les rétinoides augmentent la production par les

fibroblastes, du collagene et de la fibronectine (Martini, 2011).
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111.6.4.3 Le miel

Par la combinaison de ses trois propriétés physiques. Tres forte concentration en glucose et
lévulose (effet osmotique), un pH d’acide faible établi entre 3,2 et 5,4, une faible teneur en
eau et la présence de 4 ingrédients actifs majeurs, le miel possede trois propriétés
pharmacologiques démontrées : antimicrobienne, cicatrisante et anti inflammatoire,
conduisant a des indications thérapeutiques aujourd’hui objectivées par de nombreuses études
cliniques a travers le monde dans la cicatrisation quel que soit I’origine: plaies post

opératoires, bralures, ulceres et escarres (Lechaux,2017).

111.6.4.4 Plantes a activité cicatrisantes

Nous citerons a titre d’exemples :

- L’hydrocotyle ou Centella asiatica (Madecassol®) d’une efficacité reconue et actuellement
parmi les plus actifs pour I’amélioration et la prévention des vergeture (Martini, 2011).

- Consoude (Symphyticum officinalis) borraginacées. Son usage externe, sous forme de
cataplasme, accélére la cicatrisation. Elle n’existe pas pour usage externe, la plante n‘est
représenté que sous forme de teinture mére (Chaumont,2011).

- Le souci (Calendula officinalis Astéracées renferme une huile essentielle (alpha-cadinol,
ionones), connu pour ces propriétés cicatrisantes antinflammatoires et antibactériennes
(Chaumont,2011).

- Aloe Vera ou Aloe Barbadensis Miller est une plante verte de la famille des Liliacées a
feuilles charnues évoquant un cactus, originaire d’Afrique du Sud. Cette plante est indiquee
pour le traitement et la guérison d’un grand nombre de pathologies cutanées traumatiques
(blessures, brilures, irritations, etc.) ou non traumatiques (les dermatoses en général) et entre
ainsi dans la composition de nombreuses pommades, cremes et lotions vendues en pharmacies
et dans les grandes surfaces (Geagea, 2014).

- Artemisia herba alba Asso (Armoise blanche ; Chih) En usage externe, la poudre d’armoise
blanche est employée en cataplasme comme cicatrisant des brllures et des plaies (Salhi,
2010).

- Lawsonia inermis L. (Henné ; Henna) Les feuilles sous forme de péate sont utilisées en
application locale pour la teinture et le traitement des cheveux. Elle se caractérise par ses
multiples usages contre 1’eczéma, mycoses, Ses proprietés astringente, antiseptique,
cicatrisante des plaies et des blessures (Hseini, 2007).

- Le thym (Thymus vulgaris) est 1'une des plantes les plus utilisées comme condimant et
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extraits a fort pouvoir antibactérien et anti inflammatoire dans la pharmacopée traditionnelle.
En effet, le thym est trés utilisé en médecine traditionnelle sous plusieurs formes : les feuilles
sont utilisées en usage externe comme cicatrisant et antiseptique (EL Ouali Lalami, 2013).

- Ormenis mixta (L.) Dumort. hellala (Arabe), camomille du Gharb (Francais). La décoction
des capitules est employée contre la fiévre et les douleurs abdominales. Les capitules sont
frottés sur les boutons pour les assécher et sur les petites blessures pour les cicatriser
(Bellakhdar, 1997).
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Partie Expérimentale Obijectifs, Matériels &Méthodes

|- Problématique & objectifs

Une enquéte prospective préliminaire quantitative effectuée dans le but de dresser un
inventaire des plantes médicinales utilisées en pharmacopée traditionnelle a permis de
sélectionner, une espéce végétale tres peut étudiée mais jouissant de nombreux emplois
traditionnels, il s'agit de Centaurea africana appartenant a la famille des Asteraceae.

Le genre Centaurea est répandu non seulement sur le territoire Algérien mais également en
Europe, dans le bassin méditerranéen, a [’ouest de I’Asie et au continent Américain.
Seulement, I’espéce Centaurea africana est endémique en Algérie et en Tunisie, d’ou le terme
Africana (Quezel et al, 1963).

Les études phytochimiques effectuées sur les espéces du genre Centaurea ont révélé leurs
richesses en métabolites secondaires tels que les lactones sesquiterpéniques (Gonzalez et al,
1984 ; Medjroubi et al, 1997), les stéroides (stérols) (Picher et al, 1984 ; Flamini et al, 2002),
les composeés phénoliques de type flavonique et a degré moins les alcaloides (Ahmed et al,
1970).

L’espéce Centuarea africana localement connu sous le nom de « Amarsgous » a fait I’objet
de peu d’investigations tant sur le plan phytochimique, pharmacognosique que
pharmacotoxicologique. Bien que les racines de cette plante, sont trés utilisées en
thérapeutique traditionnelle pour le traitement et la prise en charge d’un large éventail de

types de plaies.

Afin de contribuer a sa valorisation en Algérie et de confirmer ou infirmer son usage
traditionnel, La démarche poursuivie dans la réalisation de cette these a eu pour objectif :

I’extraction et I’analyse qualitative et quantitative de différents composés chimiques
susceptibles d’avoir une activité pharmacologique suivie par 1’évaluation des propriétés
potentiellement intéressantes dans le processus de la cicatrisation et le traitement des plaies
(antioxydante, antibactérienne, hémostatique et antiulcéreuse) de trois extraits (méthanolique,
acetonique et aqueux) de la racine de centaurea africana. Parmi ces extraits, nous nous
sommes plus particulierement intéresses au plus actif (I’extrait méthanolique) pour assigner
notre deuxiéme objectif portant sur la formulation d’une pommade a la concentration de 5 et
10% et 1’évaluation de ses propriétés cicatrisante et antinflammatoire ainsi que son

innocuité in vivo chez le rat.
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I[I-Matériels &Méthodes

li-1: Enquete ethnobotanique

L’enquéte ethnobotanique avait pour objectif de valoriser et répertorier certaines
connaissances ancestrales des plantes médicinales, qui sont transmises par tradition orale de
génération en génération et de sélectionner une plante réputée pour ses multiple usages
(cicatrisante, traitement des brdlures et pathologie de la peau) et entreprendre une étude
scientifique originale et approfondie de ses activités pharmacologiques et toxicologique.

La présente enquéte ethnobotanique a été réalisée dans trente villages de la région de Tizi-
Ouzou. Cette région a été choisie en raison des connaissances des villageois en matiére de
plantes médicinales et de leurs utilisations traditionnelles. De plus, cette région se situe dans
des zones montagneuses caractérisées par une diversité floristique importante et des

conditions bio-climatiques particuliéres.

11.1.1 Présentation de la région d’étude

La wilaya de Tizi-Ouzou se situe a une centaine de kilometres d’Alger. Elle s’étend sur une
superficie de 2957.93 km? dominée par des ensembles montagneux faisant partie de 1’atlas
tellien, un potentiel agricole cultivable tres faible (32%), et une ouverture sur la mer
méditerranée (70 kms de cbte).

Elle est délimitée au Nord par la Mer Méditerranée, a I'Est et au Sud par la chaine du
Djurdjura et a I'Ouest par Oued Isser et son affluent Oued Djemaa (Figure 7). Son relief est
tres accidenté, constitué essentiellement de montagnes qui couvrent la majeure partie du
territoire soit depuis le littoral jusqu'au sommet du Djurdjura, avec quelques vallées et
dépressions qui la découpent en zones bien distinctes (Direction de I’Urbanisme de Tizi -
Ouzou, 2011).

La population de la wilaya de Tizi Ouzou est estimée a 1.270.000 habitants au 31/12/2006
dont 70 % vivant en milieu rural (comportant plus de 1400 villages avec une densité moyenne
de 429 hab/km?2) répartie en 21 Dairas et 67 communes.

Les activités des habitants de la région de Tizi Ouzou s’orientent vers les commerces de
proximités, 1’artisanat, D’arboriculture (olivier et figuier), les cultures maraicheéres qui
constituent une source précieuse de revenus ainsi que ’élevage ( bovin, ovin , caprin et
apicole) surtout dans les zones rurales. La gestion de ces animaux est intéressante d’un point

de vue ethno- vétérinaire. L'activité industrielle n'est pas si élevée.

49



Partie Expérimentale Obijectifs, Matériels &Méthodes

La physionomie de la végetation est dominée par les formations forestieres dont la plus
commune est le maquis ou prédominent de vastes étendues d’oliveraies centenaires, du chéne
vert et du chéne liége ainsi que d’autres arbustes, tels que I’arbousier, la bruyeére, le myrte, le
laurier, le lentisque, etc. On trouve également le cédre de 1’Atlas en haute altitude, au niveau
de Tala Guilef (Parc National du Djurdjura) (ethnotizi).

— LIMITE COMMUNE
— LIMITE DAIRA

Figure 7 : Situation géographique de la wilaya de Tizi-Ouzou (Direction de Planification et

d’Aménagement de Territoire).
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11.1.1.1Facteurs climatiques

Le climat de la région de Tizi-Ouzou est tempéré chaud de type méditerranéen qui présente
deux grandes caractéristiques : d’Octobre -Novembre & Mars- Avril, les masses d’air arctique
I’emportent généralement et déterminent une saison froide et humide. Les autres mois de
I’année, les masses d’air tropical remontent et créent la chaleur et la sécheresse.

Le temps variable, fréquent sur la wilaya est créé par des fronts discontinus dus a la
circulation zonale (d’Ouest en Est) de I’air. L’humidit¢ dans la wilaya est due a des
dépressions du front polaire qui balaient les montagnes et provoquent la pluie et la neige
(Andi, 2009).

11.1.1.2Les températures

Les températures moyennes minimales et maximales sont rapportées dans la Figure 8.

50 °C 100 mm

40 °C
75 mm

30 °C
/ 26 °C
24,2

o 50 mm
20 °c/ g 2 F :
554 18:°C 18 °C 19 °C 19 °C
s A6EC 16 °C w 3C
15 °C 142
10 °c/ 11°C 25 mm
10 °C 8 °C :
6°C |6°C 77\
04€ 0 mm

Jan Fév Mar Avr Mai Jun Jul Aol Sep Oct Nov Déc

Précipitation — Maximale moyenne quotidienne Jours chauds
— Minimale moyenne quotidienne Nuits froides

Figure 8 : Répartition des précipitations et températures moyenne quotidienne (Météo bleu).
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11.1.2 Méthode d’étude
Une enquéte préliminaire a été entreprise en premier lieu visant a établir la localisation des
différentes zones d’enquétes ainsi qu’un répertoire d'éleveurs détenteurs d’un savoir ancestral
dans la pratique de la médecine traditionnelle et de la connaissance des plantes médicinales
pour le traitement de leurs animaux.
Elle a aussi permis la récolte des échantillons d’espéces végétales médicinales afin de valider
et/ou vérifier leurs noms locaux avec d'autres régions concernées par lI'enquéte.
Ensuite, nous avons mené des entretiens individuels a travers un questionnaire tel que décrit
par Dibond et al. (2011) et Klotoé et al. (2013) et repris par Chabi et al. (2014). Le
questionnaire de I’enquéte est divisé en deux parties:
- Lapremiére partie vise a recenser les remeédes a base de plante et les pratiques associées
aux soins prodigués par les €leveurs a leurs animaux ;
- La deuxieme partie a permis de collecter toutes les informations pertinentes relatives a
Centaurea africana (plante plus souvent recommandée par cette population pour ses

vertus cicatrisantes ...)

Les informations couvertes par le questionnaire décrit par Benkhnigue et al. (2010) (cf,
annexe) comprenaient :

v' Nom, prénoms, age, sexe, niveau d’instruction, village d’origine des éleveurs utilisant
des méthodes indigenes de traitement des maladies ;

Inventaire des plantes utilisées en médecine vétérinaire ;

Identification des plantes et des maladies traitées ;

Inventaire des maladies ou des syndromes prétendument traités par ces plantes ;

D N N NN

Nom vernaculaire (nom commun), parties de plantes utilisées: écorce, racines, feuilles,

tiges, seéve, mélange de plusieurs parties ;

<\

Dose et formes d’utilisation: poudre, pate, infusé, décocté, macérat...

<

Utilisation a visée préventive, curative ou les deux ;

v' Disponibilité et accessibilité de chaque plante citée dans la localité ;

Cette étude a duré plus de 3 ans (de 2012 a 2015) au cours desquelles 350 personnes ont été
questionnées et trente-cing villages riverains ont eté prospectés dans certaines communes de
la wilaya de Tizi- Ouzou (M’Kira, Tizi Gheniff, Draa El-Mizan, Frekat, Ain Zaouia, Ait
Yahia Moussa, Draa Ben Khedda, Tadmait, Bounouh, Boghni, Mechetras, Ait Youcef,
Maatka, Souk El-Thnin, Tizi N’Thlata, Ait Bouadou, Oudhia, Ait Toudert, Ait Mahmoud,
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Beni Douala, Ouacif, Iboudraren, Ain ElI-Hamam, Ifarhounene, Tigzirt, Boudjima, Iflissen,
Timizart, Ouaguenoun, Freha, Aghribs, Azazga, Mekla, Ait Oumalou, Bouzeguene, Ait
Yabhia, lloula Oumalou,).

L’identification systématique des échantillons de plantes désignées par leurs noms
vernaculaires, a été faite sur la base de 1I’ouvrage « Nouvelle Flore de I’ Algérie » de Quézel &
Santa (1962, 1963) et a 1’aide des herbiers disponibles et de catalogues de plantes.

Nous n’avons retenu que les espéces végétales recensées et déterminées sur le plan
systématique, selon la « flore d’Algérie » de Quézel & Santa (1962, 1963), lors de notre

sondage ethnobotanique sur le terrain.

I11. Matériel végétal, criblage phytochimique et extraction

I11.1 Identification de la plante

Le matériel végétal était constitué de racines de Centaurea africana Lamk var. africana
(Bonnet), récolté au mois de juin 2014 dans la région de Kabylie commune de Draa El
Mizan, située a 42 km au Sud-Ouest de la wilaya de Tizi Ouzou et a 110 km au Sud-Est
d’Alger. La plante a été identifiée par Dr Benmokhtar Botaniste au Laboratoire de Botanique
du Département de Pharmacie de la Faculté de Médecine (Université d’Alger). Parall¢lement,
un spécimen de cette plante a été authentifié par comparaison avec celui enregistré a I’Herbier
de I’Ecole Nationale Supérieure d’ Agronomie d’Alger (ENSA). Ces racines ont été séchées a
I’abri du soleil et a température ambiante, puis finement broyées et conservées dans des

flacons stériles et hermétiquement fermés.

111.2 Extractions

La méthode d’extraction hydro-alcoolique employée a consisté en la macération de 50 g de
poudre dans des mélanges de méthanol/eau (80 /20 V/V), acétone/eau (80 /20 V/V) sous
agitation pendant 72 heures a température ambiante et a ’ombre, le mélange est filtré sur
papier filtre, ensuite le filtrat est soumis a une évaporation sous pression réduite a 1’aide d’un
rotavapeur (Heidolph Laborota 4000) a 40°C pour éliminer le méthanol. L’extrait obtenu est
lyophilisé (Lyophilisateur benchtop K VirTis) pendant 12 heures.

Pour I’extrait aqueux, cinquante grammes de poudre de racine de Centaurea africana ont eté
portés a ébullition pendant 30 minutes dans un volume de 500 ml d’eau distillée puis
homogénéisés sous agitation magnétique pendant 24 heures a température ambiante. Le

maceérat a été ensuite filtré a 1’aide d’un papier filtre (papier Whatman n°1) puis évaporé
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sous vide et séché jusqu’au poids constant du résidu. Les résidus secs obtenus ont été ensuite
lyophilisés (VirTis BenchTop K). Les rendements de I’extraction de racine ont été calculés.

Ces lyophilisats ont servi pour les tests phytochimiques, toxicologiques et pharmacologiques.

111.3 Analyse phytochimique

111.3.1 Analyse qualitative

Les métabolites secondaires existants dans les différents extraits de la poudre de racines de la
plante étudiée ont été mis en évidence par divers tests phytochimiques basés sur des réactions
de coloration et/ou de précipitation par des reéactifs chimiques spécifiques selon des
techniques analytiques standard (Trease, 2002; Karumi 2004 ; Bruneton, 2009). Le réactif
au chlorure de fer est employé pour I’identification des tannins. Un précipité bleu noir ou
verdatre indique la présence des tannins hydrolysables ou condensés. Le test de Keller-
Killiani est utilisé pour la détection des glycosides cardiotoniques en se basant sur la
formation d’un anneau brun a I’interface.

La méthode a la cyanidine permet de détecter les flavonoides, le réactif de dragendorff’s est
utilisé pour la détection des alcaloides, la méthode du papier imprégné de picrate de sodium
pour déceler les glycosides cyanogénes et le test de Libermann Burchard pour la mise en

évidence des stérols et triterpénes.

111.3.2 Analyse quantitative

L'analyse quantitative des extraits de racine de Centaurea africana, nous permet d'avoir une
estimation de la teneur en phénols totaux, flavonoides et tanins dans les extraits. La
concentration des phénols totaux a été déterminée au moyen du réactif de Folin-Ciocalteu
(Singleton et al, 1965), les flavonoides ont été quantifiés par la méthode colorimétrique de
trichlorure d’aluminium (Bahorun et al, 1996) et les tanins par la méthode a la vanilline en
milieu acide (Price et al, 1978 ; Kanoun et al, 2014).

111.3.2.1 Dosage des polyphénols

La teneur totale en polyphénols totaux des trois extraits (acétonique, méthanolique et aqueux)
a éte déterminée par spectrophotométrie selon la méthode du réactif de Folin-Cicalteu
(Singleton et al, 1965). Ce dosage est basé sur la quantification de la concentration totale de
groupements hydroxyles présents dans les différents extraits.

Le réactif de Folin Ciocalteu est un acide de couleur jaune constitué par un mélange d'acide
phosphotungstique (H3PW1,040) et d'acide phosphomolybdique (HsPMo01204). 1l est réduit
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lors de I'oxydation des phénols en un mélange d'oxydes bleus de tungsténe et de molybdene.
La coloration produite dont I'absorption est maximale a 732 nm est proportionnelle a la
quantité de polyphénols présents dans les extraits végétaux (Ghazi et Sahraoui, 2005 ;
Boizot et Charpentier, 2006). Une quantité de 100 ul de chaque extrait a été mélangé a 500
ul de réactif de Folin-Ciocalteu (1/10 dilué), aprés 5 mn, 400 ul d’une solution saturée de
Na,CO3; a 75 g/l ont été ajoutés, le mélange est agité et incubé a 1’obscurité et a une
température ambiante pendant 15 minutes ; I’absorbance est mesurée a 732 nm contre un
blanc sans extrait (Wong et al, 2006). Trois lectures ont été faites pour chaque concentration
et les résultats ont été exprimés en mg equivalent acide gallique (mg GAE/100 mg d'extrait).
La formule suivante a été utilisée pour le calcul de la teneur en composés phénoliques totaux

de chaque extrait.

Ce x D x 10
C =
m

x 100

C = mg équivalent acide gallique dans 100 mg d'extrait,
Ce = concentration de I’échantillon lue (mg/l),

D =dilution,

m = masse de I'échantillon (mg).

111.3.2.2 Dosage des flavonoides

La teneur totale en flavonoides dans les différents extraits a été déterminée selon la méthode
du trichlorure d’aluminium (Bahorun et al, 1996). Le trichlorure d'aluminium forme un
complexe jaune avec les flavonoides et la soude forme un complexe de couleur rose absorbe
dans le visible a 430 nm. 1 ml de chaque échantillon et du standard (dissous dans le méthanol)
a été ajouté a 1 ml de chlorure d'aluminium solution (2% dans le méthanol) . Apres incubation
a l'obscurité et a la température ambiante pendant 10 minutes, I’absorbance est mesurée au
spectrophotométre ultraviolet a 430 nm contre un blanc d'eau distillée-methanol.

La teneur en flavonoides totaux de chaque extrait a été déterminée en se référant a la courbe
d'étalonnage linéaire (y = a x + b) réalisée pour un standard étalon "la quercétine” a
différentes concentrations (1, 2, 4, 8, 12, 15 et 20 pg/ml), établie dans les mémes conditions et
les mémes étapes de dosage. Les résultats ont été exprimés en mg équivalents quercétine (mg
QE) /100 mg d'extrait sec.

La formule suivante a été utilisée pour le calcul de la concentration en flavonoides en

Equivalent Quercétine (Miliauskas et al, 2004).
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Ce x D x 10
C = x 100

C = mg équivalent quercétine dans 100 mg,
Ce= concentration de [’échantillon lue (mg/L),
D =dilution,

m = masse de I'échantillon (mg).

111.3.2.3 Dosage des tanins

Les tanins condenses sont déterminés par la méthode a la vanilline en milieu acide (Price et
al, 1978 ; Kanoun et al, 2014). Cette méthode est basée sur la capacité de la vanilline a réagir
avec les unités des tanins condensés en présence d'acide pour produire un complexe coloré
mesuré a 500 nm. Un volume de 50 ul de I’extrait brut est ajouté a 1500 pul de la solution
vanilline/méthanol (4%, m/v) puis mélangé a 1’aide d’un vortex. Ensuite, 750 pl de I’acide
chlorhydrique concentré (HCI) est additionné. Le mélange obtenu est laissé réagir a la
température ambiante pendant 20 min. L’absorbance est mesurée a 550 nm contre un blanc
par spectrophotométrie

Une courbe d’étalonnage est réalisée en parall¢le dans les mémes conditions opératoires en
utilisant de la catéchine comme contr6le positif.

Les résultats sont exprimés en utilisant la méthode de vanilline décrite par (Julkunen-Titto,

1985) en mg équivalent de catéchine par gramme de la matiere végétale séche (mg EC/g).

IV. Evaluation toxicologiques, activités biologiques et pharmacologiques

V.1 Etude toxicologique

IV.1.1 Détermination de la toxicité aigué

La premicre étape dans la recherche d’une activité pharmacologique débute par 1’étude de la
toxicité et en particulier 1’évaluation de la toxicité aigué. Deux modes de traitement seront
étudiés, 1'un par contact et I’autre par ingestion des extraits de racine de la poudre de

Centaurea africana.
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IV.1.1 Expérimentation animale

L’étude a été réalisée sur des rats albinos Wistar fournis par I’Institut Pasteur d’Algérie, agés
d’environ trois mois, pesant (200 £ 20g). Apres une période d’adaptation de 10 jours, les
animaux témoins et traités ont été isolés dans des cages avec eau et aliment donnés ad-libitum
et soumis a des conditions expérimentales identiques de température (21°C + 2°C),

d'hygrométrie (55 a 60%) et de photopériode (12 heures).

IV.1.2 Toxicité aigué cutanée (test limite)

Le test de la toxicité aigiie cutanée a été réalisé suivant le protocole établi par 1’Organisation
de la Coopération Economique et Développement (OCDE, 1987) No. 402. Les extraits
méthanolique, acétonique et aqueux de racine de Centaurea africana ont été appliqués a une
concentration unique maximale fixée a 2000 mg/kg de poids corporel sur la peau au niveau du
dos des 10 rats (5 males et 5 femelles) préalablement rasés sur une surface supérieure ou égale
a 10% de la surface corporelle totale de I'animal. Les rats ont été mis en observation pendant
une période de 14 jours afin de déceler toute réaction cutanée éventuelle et la mortalité a été

reportée quotidiennement.

IV.1.3 Toxicité aigué orale (test limite)

Le test de toxicité aiglie des extraits a été réalisé selon la méthode décrite par les guidelines
No. 423 (OCDE, 2000). Les extraits ont été administrés par voie orale en une seule
concentration : 2000 mg/kg de poids corporel a des lots traités de 10 rats (5 males et 5
femelles). Le lot témoin (n=10 rats) a recu seulement de l'eau. Les rats ont été mis en
observation en continu pendant 24 heures aprés le traitement et pendant 14 jours afin de

déceler tout signe de toxicité et de mortalité.

IV.2 Evaluation des activités biologiques

IV.2.1 Détermination de I'activité antioxydante

L’activité antioxydante in vitro des trois extraits de racines de Centaurea africana a eté
évaluée selon le protocole décrit par Brand- Williams et al. (1995). Le principe général de ce
test repose sur la mesure du piégeage des radicaux libres de DPPH (diphényle picryl
hydrazyl) stable de couleur violacée qui absorbe a 517 nm. En présence de composes
antiradicalaires, le radical DPPH est réduit et change de couleur en virant au jaune. Les
absorbances mesurées servent a calculer le pourcentage d’inhibition du radical DPPH.
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La solution de DPPH a été préparée par la solubilisation de 3.9 mg de DPPH dans 100 ml de
méthanol. Un volume de 5 ml de cette solution a été mélangé avec 3000 pul (a différentes
concentrations) de I'échantillon. Le mélange réactionnel a été agité vigoureusement et incubé
a 30 minutes a la température de laboratoire et a 1’obscurité. L’absorbance est lue a 517 nm.

Le pouvoir antioxydant des extraits testés a été estimé par comparaison avec un antioxydant

naturel (I’acide ascorbique). Les résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition (1%).

P Abs contréle - Abs échantillon
Pourcentage d inhibition (I1%) = Abs controle x 100

Abs controle : absorbance de control (solution de DPPH sans extrait)

Abs échantillon : absorbance en présence d’extrait.

IV.2.1.1 Calcul de la concentration inhibitrice de 50% (1C50)

La concentration inhibitrice de 50% aussi appelée EC50 (Efficient Concentration 50), est la
concentration de 1’échantillon testé nécessaire pour réduire 50% de radical DPPH. L’IC50 est
calculée graphiquement en représentant les pourcentages d’inhibition en fonction des

concentrations des extraits testées.

1V.2.2 Evaluation de I’activité antimicrobienne (test in vitro)

L'activité antibactérienne in vitro des différents extraits de Centaurea africana a éte évaluee
par la méthode de diffusion sur gélose (méthode de disques) et par la technique de
microdilution en milieu liquide (CMI). Pour évaluer 1’activité antibactérienne de 1’ensemble
des extraits, nous avons utilise :

Les souches bactériennes de référence de 1I’Américan Type Culture Collection (ATCC) testées

dans notre étude, ont été fournies par 1’Institut Pasteur Algérie:

Les souches utilisées pour I’étude de 1’activité antibactérienne sont :

Bactéries (Gram Positif) :  Staphylococcus aureus (ATCC 6538)
Bacillus subtilis (ATCC6633)

Bactéries (Gram Négatif) :  Escherichia coli (ATCC8739)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC9027)

IV.2.2.1 Méthode de diffusion sur disque
Des disques imbibés d’extrait ont été deposes sur un tapis de germes indicateurs au tout début
de leur croissance (Bauer et al, 1966 ; Sokmen et al, 2004). La diffusion de I’extrait sur le
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milieu peut inhiber la croissance des souches a tester. Une zone claire ou zone d’inhibition est
observée lorsque I’extrait est actif. La mesure du diametre du halo d’inhibition permet
d’évaluer la sensibilité de ces germes qui peut varier en fonction de la souche et de I’extrait

testeés (figure 9).

Disque de papier
imbibé d'huile Tapis bactérien
essentielle
—
Incubation a 37°C
Inoculum ‘
5 pendant 24 heures
bactérien :
| " 3 |
Boite d? Pétri Diaméire
avec gélose dinhibition

nutritive

Figure 9 : Principe de la méthode de diffusion par disque (Guinoiseau, 2010).

La technique a été realisée selon les recommandations de Clinical and Laboratory Standards
Institute CLSI M02-A10 (CLSI, 2009).

L’inoculum a été préparé a partir d’une culture bactérienne jeune de 18 a 24 h sur milieu
gélosé non sélectif. 3 a 5 colonies bien distinctes ont été suspendues dans I’eau physiologique
(0,85 %), ensuite, la suspension a été ajustée a 0,5 McFarland.

Des disques en papier filtre Wattman n° 4 de 9 mm de diametre ont été stérilisés par
autoclavage, puis ont été imprégnés par 10 ul de chaque extrait lyophilisé solubilisé dans le
DMSO a 10%, a une concentration de 20 mg/ml. Les milieux de culture utilisés ont été la
gélose nutritive pour I’isolement et 1’entretien des souches bactériennes et la gélose Mueller
Hinton pour I’é¢tude de la sensibilité aux extraits. L’ensemencement a ¢été fait par
écouvillonnage de I’inoculum sur la gélose par stries serrées

Des disques d’acide fusidique (antibiotique de référence commercial a la concentration de (10
ug /disque) ont été utilisés comme contréle positif et du DMSO (10 pl/disque) comme
contrble négatif. Ces derniers ont été déposés directement sur la gélose ensemencée par les
quatre souches bactériennes. Aprés 15 min d’application des disques, les boites de pétri ont
été incubées a 37°C pendant 18-24 h

La lecture des résultats a été fait par la mesure des diamétres des zones d’inhibition
uniformément circulaire (mm).

Les diametres des zones d’inhibitions de la croissance microbienne ont €té classés en cinq
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catégories selon 1’échelle d’estimation de la croissance microbienne (Mutal et al, 2009).

e Inhibition trés forte : diameétre d’inhibition > 30mm ;
¢ Inhibition forte : 21mm <diameétre d’inhibition < 30mm ;
e Inhibition modérée : 16mm < diamétre d’inhibition <21mm ;
e Inhibition légeére : 1lmm < diamétre d’inhibition < 16mm ;
e Absence d’inhibition . diamétre de la zone < 11 mm .

1V.2.2.2 Méthode de micro dilution sur milieu liquide

Au cours de cette technique (Eloff, 1998) des microplaques a fond rond (96 puits) ont été
utilisees pour déterminer la concentration minimale inhibitrice, qui est la plus faible
concentration de I’agent antimicrobien qui inhibe la croissance des microorganismes.

Dans chaque ligne de la microplaque, ont été déposés 100 ul du bouillon Mueller Hinton
ensuite, 100 ul de I’extrait a tester a la concentration de 20 mg/ml ont été déposés dans le
premier puits. Aprés avoir bien mélangé le contenu du premier puits, 100 ul ont été prélevés,
puis déposés dans le 2° puits et ainsi le processus a été répété jusqu’au 10° qui renferme 200pl
de la dilution la plus faible de I’extrait. Les deux derniers puits représentent des témoins
positifs et négatifs. Une solution d'un antibiotique de référence (la gentamycine) a été
également diluée en série dans une autre colonne de la microplague comme témoin positif.
Les extraits sont solubilisés dans 1’eau distillée stérile et le tween. Les microplaques ont été
scellées et incubées pendant une nuit a 37°C. Aprés incubation, 40 pl MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-2),5-diphényltetrazolium bromide, Sigma Chemicals®) ont été dissous dans
I'eau et ajoutés a chacun des puits et les microplaques ont été examinées apres 30-120
minutes supplémentaires d'incubation.

La croissance des germes bactériens a été indiquée par le virage a la couleur rouge du MTT
réduit en formazan. La concentration minimale a laquelle une diminution de la couleur rouge
a été visible par rapport a la dilution suivante a été prise en tant que valeur CMI.

La concentration bactéricide minimale (CMB) peut étre déduite de la plus faible concentration

a laquelle aucune croissance n'a été constatée apres 24h a 37 °C d'incubation.

IV.2.2.3 Détermination de la concentration minimale bactéricide (CMB)
La CMB est la concentration minimale qui tue 99,99 % de I’inoculum de départ. La CMB a
été déterminée et confirmée en prélevant 10 ul de suspension dans les puits sans croissance

visible et en les ensemencant sur de la gélose nutritive. Les boites de pétri ont été incubées
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pendant 24h a 37°C au bout desquelles on a procédé au comptage des colonies.

L’activité antibiotique des extraits peut é&tre appréciée en tenant compte du rapport
CMB/CMI.

Ainsi I’effet est dit :

v Bactéricide quand le rapport est compris entre 1 et 2.

v Bactériostatique quand le rapport est compris entre 4 et 16.

1VV.2.3 Activité hémostatique in vivo et in vitro
1V.2.3.1 Mesure in vivo de I’activite hémostatique

1V.2.3.1.1 Mesure du temps de saignement

Les extraits lyophilisés ont été dissous dans une solution saline normale. Des rats de souche
Wistar de sexe male pesant 200 + 20 g ont été répartis en 4 lots de 7 rats chacun. Un lot
témoin non traité a recu 20 pl d'une solution saline normale et les trois autres lots d’essais ont
regu 20 pl de chaque solution d'extrait (aqueux, méthanolique, acétonique) en application
locale.

Le temps de saignement (TS) est un test global explorant I’hémostase primaire in vivo. Il
consiste & mesurer le temps nécessaire a 1’arrét du saignement apres incision superficielle de
la peau au niveau de la queue de chaque rat. La longueur et la profondeur de la plaie étaient
de 1 x 0,2 cm, le temps de saignement a été déterminé pour chaque animal selon Leela,
(2014).

La durée du saignement a été déterminée en premier lieu a l'aide d'un chronomeétre, le temps
de saignement a été enregistré quand la premiere goutte touche le papier filtre circulaire a des
intervalles de 30 secondes sans toucher la plaie avec le papier jusqu'a I'arrét du saignement. Et
en second lieu par la mesure de la quantité de saignement au moyen d'un papier buvard

(Photo 2). Le sang a été recueilli puis pesé avant et apres la procédure. La différence de poids

Photo 2 : Incision de la queue et dép6t des gouttes de sang toutes les 30s sur le papier filtre.

du papier buvard a a été calculée.
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I1VV.2.3.2 Mesure in vitro de ’activité hémostatique

1V.2.3.2 Mesure du temps de coagulation

Le temps de coagulation (CT) du sang total en présence et en I'absence des divers extraits a
été determiné in vitro selon la méthode de Lee-White (1913). Du sang veineux humain en
bonne santé a été recueilli dans des tubes a essai en verre sec, propre et sans addition d'un
anticoagulant. Le chronométre a été lancé des que le sang était passé dans la seringue.

100 ml d’eau distillée a été ajoutés pour cent milligrammes de chaque concentré d’extrait
lyophilisé, la solution obtenue a été agitée jusqu'a 1I’obtention d’une solution homogéne, qui a
été répartie a raison de 10 pl, 25 ul, 50 pl et 100 pl respectivement dans des tubes
d’hémolyses en verre pour chaque dose. Deux tubes contenant de 1’eau distillée sans extrait
ont servi de témoin. Par la suite, 10 ml de sang humain ont été prélevés et répartis dans dix
tubes. Ces tubes ont ensuite été placés dans un bain marie a 37 °C.

Les tubes ont été retirés apres 3 minutes et inclinés a un angle de 45°C et le temps requis pour
la coagulation a été noté (le temps de coagulation normal est de 5 a 12 min). Les tubes a essai
dans lesquels la coagulation n'a pas eu lieu ont été remis au bain-marie et réexaminés a
intervalles de 15 secondes. De méme, le temps de coagulation a été enregistré pour les

échantillons restants.

IV.2.3.3 Analyse statistique

Les résultats des tests effectués in vitro sont exprimés en moyenne + SD.

Les valeurs IC50 sont calculées par la méthode de régression linéaire a partir de la courbe.

[% inhibition = f (concentrations)].

Les comparaisons multiples et la détermination des taux de signification ont été réalisées par
le test ANOVA Uni-varié suivi du test de Tukey. Les différences sont considérées

statistiquement significatives au seuil de 0,05.
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IV.2.4 Evaluation in vivo de I'effet cytotoprotecteur sur 1’ulcére gastrique

L’effet cytoprotecteur des différents extraits I'lyophilisés des racines de Centaurea africana a
été étudié sur un modeéle d'ulceres gastriques chez les rats induits par un mélange acide
chlorhydrique-éthanol (150 mM /60 %) (Kamguia et al., 2011 ).

1VV.2.4.1 Protocole

L'expérimentation a été réalisée sur des rats méles adultes de souche Wistar, 4gés entre 12 et

14 semaines et pesant entre 180 et 220 g. Les animaux ont été logés dans des conditions

standard de température (23£2°C) d’humiditeé (50%), et d’éclairage (12 h/cycle de lumiére/12h

d’obscurité). Les rats ont été alimentés avec un régime normal a base de granulés et de I'eau

ad libitum. Avant I'expérimentation, les rats ont été acclimatés pendant 48 h aux conditions de

laboratoire pour minimiser tout stress non-spécifique. Tous les lots des rats ont été privés de

nourriture pendant 48 h avec acces libre a I'eau avant I’expérimentation. Les animaux ont été

divisés en douze lots composés de six rats chacun. Toutes les substances d'essai ont été

administrées par voie orale.

— Le lot 1 représente le groupe témoin négatif, et a recu 1 ml d'eau distillée /100 g de poids
corporel.

— Le lot 2 représente le groupe témoin positif, et a recu 1 ml pour 100 g de poids corporel de
la solution ulcérogene (HCI 150 mM dans 60% d'éthanol.

— Le lot 3 représente le lot référence qui a recu respectivement 1 ml/100 g de masse
corporelle de Ranitidine a la dose de 150 mg/kg.

— Les lots 4, 5 et 6 ont recu respectivement des doses de 100, 200 et 300 mg/kg de poids
corporel d'extrait aqueux.

— Les lots 7, 8 et 9 ont regus respectivement des doses de 100, 200 et 300 mg/kg de poids
corporel d'extrait méthanolique.

— Les lots 10,11 et 12 ont recu respectivement des doses de 100, 200 et 300 mg/kg de poids
corporel d'extrait acétonique.

Une heure apreés le traitement médicamenteux, 1 ml / 150 g de poids corporel de la solution

nécrosante (HCI 150 mM dans 60% d'éthanol) a été administre par voie orale a chaque rat, les

rats ont été sacrifiés et les estomacs ont été prélevés et ouverts suivant la grande courbure,

lavés et rincés sous un jet d’eau avant d’étre étalés dans une boite de pétri et observés
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L’aspect des ulcérations a été évalué selon Lwoff (1971). Seuls ont été considerés comme
ulcérations, les sillons et les points hémorragiques.
Chaque estomac est scoré de 0 a 3 selon le nombre d’ulcérations :

0 = pas d’ulcérations ; 1 =1 a 2 ulcérations ; 2 = 3 a 4 ulcérations ; 3 = plus de 4 ulcérations.

L’index d’ulcération est calculé selon la formule suivante :

Ul Somme des cotation x % des estomacs présentant des ulceres

nombre d'animaux

On considére qu’il y a 100 % d’ulcérations lorsque la somme des scores est égale a 12, c'est-
a-dire lorsque 1’index est égal a 3. Ainsi pour un index d’ulcération .U, on peut calculer le

pourcentage d’ulcération P.U comme suit :

_ LUX100

PU
3

1V.2.4.2 Analyse statistique.

Les moyennes inter et intra lots ont été comparées par analyse de variance (test de Fisher).
Le rapport (F) de la variance inter-groupe a la variance intra-groupe permet de savoir si 1’effet
du facteur étudié est significatif. Les valeurs de P inférieures a 0,05 sont considérées comme

significatives.
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V Formulation de pommade a 5 et 10%

La forme de la pommade dermique a été dictée par les propriétés tensio-actives et le caractére
a la fois lipo et hydrophile désirés. Plusieurs essais de formulation ont été realisés. Les
excipients utilisés sont largement utilisés comme excipients pharmaceutiques dans la

formulation des pommades et conformes aux monographies de pharmacopée pertinentes.

V.1 Caractéristiques des excipients utilisés

Les excipients peuvent, selon leur constituant chimique ou leur forme physique, étre sous
forme solide, liquide ou pateuse. Leurs utilisations sont dépendantes des caractéristiques
physiques et chimiques du principe actif, des formes pharmaceutiques dans lesquelles ils sont

incorporés et de la voie d’administration (Le Hir, 2008 ; Vandamme, 2010).

V.1.1 Graisse de laine (lanoléine ou lanoline)

La graisse de laine est une cire obtenue a partir du suint qui imprégne la laine du mouton
(suint triglycérides provenant des glandes sébacées, cire provenant des cellules épidermiques
kératinisées). Le produit obtenu est débarrasse des triglycérides et il est raffiné (neutralisation,
décoloration, désodorisation). C’est une substance translucide jaune, de consistance molle et a
odeur caractéristique, insoluble dans 1’eau, soluble dans 1’éther, le chloroforme et 1’acétate
d’éthyle. Elle a la remarquable propriété d’absorber au moins deux fois son poids d’eau en
donnant une émulsion HL consistante et d’aspect homogeéne. Ceci est trés utile pour
I’incorporation de solutions aqueuses dans les pommades. La lanoline a été ajoutée a la

préparation pour augmenter I’action absorbante d’eau de la pommade.

V.1 .2 L’alcool cétylique
L’alcool cétylique officinal est un produit cireux constitué en fait par un mélange de plusieurs

alcools dont le principal est I’hexadécanol. 1l a été utilisé pour rendre la pommade hydrophile.
V.1.3 La vaseline

Excipient de base des pommades. Elle est de consistance onctueuse et pateuse, de couleur

blanchatre ou jaunatre si elle n’est pas décolorée, translucide en couche mince, insipide.
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V.1 .4 La paraffine liquide

Les paraffines liquides sont des liquides incolores, inodores, insipides et non miscibles dans
I’eau. Leur composition varie selon la nature du pétrole brut utilisé. On y trouve des carbures
acycliques a chaines droites ou ramifiées et des carbures naphténiques. Elle a été ajoutée a la

préparation pour obtenir une consistance mobile de la pommade.

V.2 Technique de préparation
La composition de la pommade de I'extrait méthanolique est détaillée dans le Tableau 7.

Tableau 7 : Préparation de la pommade d’extrait méthanolique a 80%

Composants MF (9) RF (9)
Lanoline (graisse de laine) 45 9
Huile de vaseline (paraffine liquide) 150 30
Vaseline blanche 800 160
Alcool cétylique 5 1
Total 1000 200

MF: Formule Master; RF: Formule Réduite

Trois préparations d'onguent (200g chacun), avec (5% et 10% p/p) et un onguent simple
vehicule comme témoin) ont été élaborées. L'extrait a été formulé en utilisant la formule
réduite du Master formula (Tableau 7). Les quatre étapes clés de notre mode opératoire sont
consignées dans la Figure 10.

Les différentes matiéres premieres ont été pesées selon les quantités mentionnées dans la
formule (Tableau 7), ensuite elles ont été mises en fusion et mélangées. Le premier mélange
consiste a faire fondre sous agitation la paraffine liquide et I’alcool cétylique a 80°C. Par la
suite, on procede a la préparation du deuxiéeme mélange et ceci la veille de la formulation, en
fluidifiant la lanoline et la vaseline a I’aide d’une plaque chauffante. Les deux mélanges ainsi
obtenus ont été homogéneisés. Notre pommade a été obtenue en ajoutant le principe actif (10
g et 20 g) de I’extrait méthanolique & 80 % qgsp 200 g de pommade de base. Le mélange a été
refroidi préalablement a 50°C et maintenu sous agitation a 80 tours/ min jusqu’ a obtention
d’un produit homogene (Figure 10).

Dans la préparation de la pommade véhicule, 200 g de la pommade de base ont été prélevés et

traités de la méme maniére afin de formuler une pommade sans ingrédient actif (MF).
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Chronologie des opérations Etapes

PESEE DES MATIERES PREMIERES

0
A 4 1
MELANGE 1
Paraffine liquide + alcool cétylique a 80°C
\4 2
MELANGE 2
Lanoline + vaseline
A 4
TRANSFERT ET MELANGE
3
MELANGE FINAL

4

HOMOGENEISATION

POMMADE BASE

lv 5

Addition de I’extrait méthanolique

CONDITIONNEMENT

Figure 10 : Différentes étapes de préparation de la pommade de 1’extrait méthanolique.
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V.3 Contrdle de la qualité du produit fini

V.3 .1 Détermination potentiometrique du pH

Le pH a été mesuré a l'aide d'un pH-métre. Etalonné avant chaque utilisation avec des
solutions tampons classiques (pH 4, 7 et 9). Le pH a été déterminé par méthode d'extraction,
briévement 5 g d'onguent ont été mis en suspension dans 50 ml d'eau distillée dans un bécher
de 100 ml, chauffé au bain marie a environ 40 °C pendant 10 minutes et refroidi a température
ambiante.

La suspension avec trois échantillons pour chaque formulation a examiner a été
vigoureusement agitée pendant 10 a 15 minutes les électrodes immergéees. La lecture a été
effectuée dans les mémes conditions que pour les solutions tampons. Le pH de la pommade a

été mesuré pendant 5 jours de suite et les valeurs moyennes ont été rapportées.

V.3 .2 Contrdles physiques
V.3.2.1 Examen des caractéristiques macroscopiques
Les propriétés organoleptiques et les caractéristiques percues ont été évaluées par examen

visuel de I’aspect, la couleur et I'odeur.

V.3.2.1 .1 Caractéristiques organoleptiques

1- Test d’homogéneité

Le controle macroscopique de I’homogénéité a été évalué en étalant a I’aide d’une spatule une
couche mince de la pommade sur une surface plane. L'apparition de grumeaux, de séparation

cristalline et de bulles d'air a été recherchée.

2- Test de centrifugation

La séparation des phases et/ou la sédimentation ont été détectées en laissant soit les
échantillons au repos pendant 30 jours ou par centrifugation. Des échantillons contenant 3 g
de pommade ont été soumis a une vitesse de 1500 tours/minute pendant 10 mn. Différentes
formes d'instabilités interdépendantes peuvent étre observées: le crémage (ou la

sédimentation), la floculation, la coalescence et I’inversion de phase (To€, 2004).

1VV.3.2.2 Examen des caractéristiques microscopiques
Le contr6le microscopique de I’homogénéité de la dispersion des gouttelettes de liquide dans
une émulsion a été réalisé par I’observation sous microscope oculaire micrométrique aux
objectifs de grossissements (x40) et (x100).
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V.3.2.2.3 Test de limpidité

La filtration clarifiante avait pour but de retenir les particules inertes et permettre 1’obtention
d’un liquide limpide. Elle n’arréte pas les germes, mais ¢limine simplement les particules en
suspension. Elle se fait a ’aide de filtres membranes (Le Hir ,2001 ; Martindale, 2001 ;
Vadéemécum, 2001 ; Handbook ,2005). Pour cela, un gramme de pommade a été dissous
dans 10 ml d’eau distillé chaude dans un bécher stérile aprés un temps de refroidissement a
température ambiante a 1’aide d’une pince stérile, la masse grasse a été enlevée et la

suspension obtenue a été coulée sur une membrane filtre (Photo 3).

) 2)

b p

(3)

Photo 3 : Différentes étapes du test de limpidité de la pommade formulée.
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VI. Evaluation toxicologique

La toxicité a été évaluée par contact et par ingestion de la poudre de I’extrait methanolique de
racine de Centaurea africana. L’¢tude a été réalisée sur des rats albinos Wistar fournis par
I’Institut Pasteur d’Algérie, agés d’environ trois mois, pesant 200 + 20g. Aprés une période
d’adaptation d’une durée de 10 jours, les animaux témoins et traités ont été isolés dans des
cages, abreuvés et alimentés ad-libitum et soumis a des conditions expérimentales identiques
de température (21+2 °C), d'hygrométrie (55 a 60%) et de photopériode (12 heures). Ces
animaux ont été utilisés pour les études de toxicité subchronique, de l'activité anti-
inflammatoire et de I'activité cicatrisante des plaies.

La toxicité cutanée a été évaluee par le test de Draize qui est un test de référence pour la mise
en évidence d'un effet irritant et/ou corrosif (mécanique) d’une substance par I’application
d’une dose unique sur la peau ou sur 1’ceil d’un animal. Par la suite, I'évaluation de la toxicité
est associée a I'observation des symptdmes qui correspondent a une catégorie de toxicite.
L’essai a été mené sur 06 lapins adultes, agés de trois mois et pesant environ 2,5 a 3kg. Avant
tout traitement, les animaux bénéficient d’un temps d’adaptation de 5 jours. Ensuite, ces
animaux traités étaient isolés dans des cages avec eau et aliment a volonté et soumis a des
conditions expérimentales identiques de température (21 + 2 °C), d’hygrométrie (55 a 60%) et

de photopériode (12 heures).
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V1.1 Tolérance cutanée

Les flancs de 6 lapins ont été soigneusement tondus la veille de I’application. Seuls les
animaux possédant une peau saine ont été retenus pour I’étude, un flanc servira de coté
témoin, I’autre flanc servira de coté essai. Apres scarification du flanc essai par 3 incisions
paralléles de 3cm de long espacées d’environ 0,5 cm, la pommade a base d’extrait
méthanolique de Centaurea africana a la concentration de 10% a été appliquée sur la peau
saine et sacrifiée. L’irritation a été évaluée a 30 minutes et a 24 heures et la lecture a été
effectuée 48 h plus tard c’est a dire 72 h apres 1’application.

L’¢évaluation a portée sur la formation d’un érythéme et d’'un cedéme notés selon I’échelle
numérique ci-dessous (Tableau 8) :

Tableau 8 : Echelle d’évaluation de la tolérance cutanée

Pas d’érythéme
Erythéme et || gger érythéme (a peine visible)
formation : _..
d’escarres | ETythéme bien visible

Erytheme modérée a important

Erythéme grave (rouge pourpre) avec ou sans escarres (lésions profondes)

Pas d’cedéme

Evaluation | Edeme tres 1éger (a peine visible)

de Pcedéme — X .
Léger cedéme (contours bien définis, gonflement apparent)

Oedéme moyen (épaisseur = 1mm)

(Edeme grave (épaisseur supérieure a 1 mm)

2 w| N R o & w N RO

La moyenne des notes obtenues constitue 1’indice d’irritation primaire cutanée (IP), qui
permet de classer la substance en 4 types de réponses :

» Action non irritante (IP < 0.5) ;

> Action légérement irritante (0.5 <IP <2);

»  Action moyennement irritante (2 < IP < 8) ;
>

Action séveérement irritante (5< IP <8).

L’indice d’irritation primaire est calculé a partir de I’équation suivante :

IP = ((Edéme + Erythémes) Flanc traité + (Edéme + Erythémes) Flanc témoin / 24

ou : 24 = nombre de lapin (6) < nombres de zones testées (traité et ttmoin = 2) x nombre de
type d’irritation (eedeme et érytheme = 2).
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V1.2 Evaluation de la toxicite subchronique

La toxicité subchronique par voie orale et cutanée a été réalisée respectivement selon les
lignes directrices de I’OCDE 407 et 452 pendant 28 jours. Les rats ont été répartis en deux
lots pour chaque voie d’administration, (orale et cutanée) un lot témoin recevant 1ml/100g de
la substance véhicule et un lot essai recevant quotidiennement (7/7 jours) pendant 28 jours
une dose de 1g/kg d’une solution d’extrait méthanolique de Centaurea africana selon la voie
d’administration (orale ou cutanée).

L’essai a été effectué¢ avec un seul niveau de dose de 1000 mg/kg de poids corporel test limite
(OCDE, 2008), les animaux ont été minutieusement observés, de maniere a déceler toutes
manifestations éventuelles de toxicité consécutives a l'accumulation de I’extrait dans
I'organisme. La pesée a été effectuée chaque semaine. Au 28°™ jour, les rats ont été mis a
jeun pendant une nuit et les prélevements ont été effectués au niveau du sinus rétro-orbital de
I'ceil apres une légere anesthésie a 1'éther éthylique, le sang a été prélevé sur EDTA
(parametres hématologiques), et sur tube hépariné (paramétres biochimiques et

hématologiques).

A partir de ces prélévements, les parametres suivants ont été déterminés

e Parameétres biochimiques: GOT (Transaminase Glutamo Oxaloacétique), GPT
(Transaminase Glutamo Pyruvique), PAL (Phosphatase Alcaline), glycémie, Cholestérol,
Triglycéride, Créatinine, Urée et Protéines totales.

e Paramétres hématologiques: Taux de globule rouge (GR), Globule blanc (GB),
Hématocrite, VGM (Volume Globulaire Moyen), Eosinophile (%), Monocyte (%),
Lymphocyte (%) et Basophile (%).

Tous les animaux utilisés dans 1’étude ont été sacrifiés et une autopsie générale, complete et
détaillée a €té réalisée (examen approfondi de la surface externe du corps, de tous les orifices
ainsi que des cavités : cranienne, thoracique et abdominale et de leurs contenus) et un examen
histopathologie complet a été pratiqué sur les reins, foie et pancreas de tous les animaux

appartenant au groupe témoin et au groupe traité
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Les analyses biochimiques et hématologiques ont été réalisées au niveau du laboratoire de
biochimie médicale et du laboratoire d’hématologie du Centre Hospitalo Universitaire (CHU)
de Mustapha Pacha d'Alger, a I’aide d’un automate de type « Hitachi 902 Automatic
Analyzer » pour les paramétres biochimiques et a I’aide d’un automate de type « Beckman
Coulter » pour les paramétres hématologiques.

L'examen anatomo-histo-pathologique a été réalisé au laboratoire d’anatomie et de cyto-

pathologie vétérinaire du département vétérinaire de I’Institut Pasteur d’ Alger.
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V11 Evaluation des propriétés pharmacologiques

VII. 1 Activité antinflammatoire locale

Pour évaluer I’effet anti-cedémateux du traitement local par la pommade de I’extrait
méthanolique des racines de Centaurea africana, 1’cedéme de 1’oreille a été induit par 1’huile
de croton, selon la méthode de Tubaro (1986). L’application locale d’huile de croton sur
I’oreille des rats provoque une réaction inflammatoire qui peut étre réduite par un anti-
inflammatoire locale. Cette ¢tude permet de comparer la réduction de I’cedéme des oreilles

apres application de doses égales du produit a tester et du produit de référence correspondant.

Des rats Wistar males ont été utilisés pour I'étude et réparties en quatre lots de six rats chacun.

- Lot I: Les rats ttmoins ont recu la pommade véhicule plus solution d'huile de croton ;

- Lot II: Les groupes de référence ont recu Voltaren® Emulgel 1% (gel topique de
diclofénac sodique) Novartis + solution d'huile de croton ;

- Lot IlI: ont recus la pommade formulée a 5% plus la solution d'huile de croton ;

- Lot IV: ont recus la pommade formulée a 10%plus la solution d'huile de croton.

La solution d'huile de croton a été préparée selon la formule suivante (v/v) : 4 parties d'huile

de croton, 10 parties d'éthanol, 20 parties de pyridine et 66 parties d'éther éthylique.

Le médicament de référence et les pommades formulées a 5 et 10% ont été dissous dans la

solution irritante a une concentration de 10 mg/ml. La solution irritante a été appliquée sous

anesthésie a I'éther (0,02 ml) sur les deux cotés de l'oreille droite (OD). L'oreille gauche n'a

pas été traitée (OG) (considéré comme témoin). 6 heures plus tard, les animaux ont été tués

par dislocation cervicale; les oreilles droite et gauche de chaque animal ont été récupérées, des

sections circulaires ont été prélevées avec un poincon de 7 mm de diamétre et pesées. L'effet

anti-inflammatoire a été déterminé en exprimant le changement de poids de I'oreille traitée par

rapport a l'oreille gauche non traitée et également par rapport au groupe témoin ayant recu la

formule véhicule.

La différence de poids mesurée permet d’évaluer la réponse cedémateuse.
Les données sont exprimées en Moyenne = SEM de moyenne

OD — 0G
% d'oedeme = Y T X100

Le calcul du pourcentage de réduction de 1’cedéme chez les rats traités par rapport aux

témoins:
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, . , . % cedeme T — % cedeme E
% de réduction de l'oedéeme = % edome T x100
0

VII. 2 Evaluation de la cicatrisation chez le rat

VII. 2.1 Modeéle par incision

Aprés épilation et anesthésiés par la kétamine® (150 mg/kg), une longue incision
longitudinale de 5 cm de long dans une direction cranio-caudal dans la région dorso-lombaire
a été réalisée (Photo 4). Immédiatement apres, la plaie est fermée avec des agrafes a 0.5 cm
d’intervalle. L application des pommades formulées & 5 et 10%, de référence (Cycatril®) et de
vehicule ont été appliquées une fois par jour pendant 11 jours. Les agrafes ont été enlevées la
veille du 11° jour et la résistance a la traction a été testée au 12° jour postopératoire

L’évaluation de la résistance a la traction a été mesurée a I’aide d’un tensiometre (Lee, 1969).

s b

Photo 4 : Différentes étapes du modele de cicatrisation par incision.

VII. 2. 2 Modeéle par excision

L’activité cicatrisante sur le modéle de plaie par excision chez le rat a été étudiée par
I’application quotidienne de la pommade préparée a base d’extrait methanolique a la
concentration de 5 et 10%, du produit de référence Cycatril® et d’une pommade véhicule sans
extrait sur des plaies circulaires de 2,5 cm de diamétre (500 mm? de surface) et 2 mm de
profondeur au niveau de la région dorso-cervicale sur des rats préalablement épilés sous
anesthésie par injection de la kétamine® par voie intra péritonéale & la dose de 150 mg/kg.
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La méthode décrite par Karumi (2004) et Tubaro (1986), avec une légere modification, a été

employée (Photo 5).

Photo 5 : Modele de cicatrisation de plaie par excision chez le rat.

Les animaux ont été répartis en quatre groupes dans des cages individuelles, chaque groupe

comprenant 12 animaux. Le lot I (ttmoin) a recu une pommade Vvéhicule sans extrait, le lot

I (produit de référence) a recu la pommade Cycatril®, Le lot 111 a recu la formulation d'essai &

5% et enfin le lot VI a recu la formulation d'essai a 10%

Les paramétres étudiés ont portés sur :

- La fermeture de la plaie a j1, J4, j8, j12 j16, j18 et j24) ;

- Le temps d'épithélialisation ;

- Le dosage de I’hydroxyproline et sur I’examen histologique ;

- Le pourcentage de fermeture des plaies a été calculé selon la formule suivante (Haihong
Li, 2008)

Surface plaie (JO—Jn) % 100

% fermeture des plaies Jour = Surface plaie 3 J0
d

VII. 2. 2. 1 Détermination de la teneur en hydroxyproline

L'hydroxyproline est un constituant de base du collagéne (Shukla et al., 1999). La teneur en
collagéne du tissu de granulation a été déterminée en estimant la teneur en hydroxyproline
(Switzer, 1991). Au 12° jour, six animaux de chaque lot ont été sacrifiés par surdosage
d’anesthésie a la kétamine hydrochloride (150 mg/kg) et xylazine hydrochloride (25 mg/kg).
Les éechantillons de cicatrice ont eté prélevés et la teneur en hydroxyproline des tissus de
granulation a eté mesuree apres hydrolyse des échantillons de la peau dans du HCI 6N a
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105°C pendant 18 heures. Le produit d’hydroxyproline a été oxydé par de la Chloramine-T
(1,4% m/v) dans un tampon d'acétate-citrate a pH 6 et incubé pendant 20 mn dans le réactif
Ehrlich’s a 60 °C. Aprés extraction d’acide par le toluéne, I'hydroxyproline dans chaque
échantillon de tissu a été déduite d'une courbe d'étalonnage standard. Le taux d 'hydroxy

proline a été exprimé en microgrammes par milligramme de tissu (Photo 6).

Anesthesie ( ketaminge) Peau + Tissu cicatriciel

Déssiccation Ajout d’HCL Agitation Lecture

Photo 6 : Différentes étapes de la détermination de la teneur en hydroxyproline.

VI1.2. 2. 2 Etude histopathologie

Les tissus de granulation de tous les lots d’animaux du modéle d'excision au 12%jours ont été
rapidement prélevés, lavés dans une solution de NaCl (0,9 %), fixés dans du formol (10%),
déshydratés puis enrobés a la paraffine. Des coupes de 5u sont colorées a
I’hématoxyline/éosine. L’examen histopathologique a porté sur la régénération du collagene,
I’infiltration des fibroblastes, la néo-vascualarisation et 1’épithélialisation dans la zone des

plaie par rapport aux lots témoins et lots traités par le produit de référence Cycatril .

VII. 2. 3 Analyse statistique
Les résultats ont été exprimes par la moyenne + erreur standard. Les données ont éte évaluées
statistiguement par ANOVA a sens unique, suivi du test t de Dunnett pour la comparaison des

groupes de test avec le contrdle avec P < 0.001.
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Partie Expérimentale Résultats & Discussion

La partie resultats et discussion de cette these est scindée en trois parties :

> La premiere partie présente les résultats de I’enquéte ethnobotaniques ;

> La deuxiéme partie porte sur les résultats des études phytochimique et biologique
destrois extraits (methanolique, acétonique et aqueux) ds racines de Centaurea

africana ;

> Enfin, la troisiéme partie présente les résultats de 1’étude de formulation d'une
pommade a base d'extrait méthanolique qui a présenté la meilleure activité. Elle
englobe également, 1’¢tude de la toxicité aiglie et subaigué de l'extrait ainsi que

I’évaluation de ses propriétés cicatrisantes et anti-inflammatoires.

Les résultats de cette partie expérimentale ont fait 1’objet d’un article « In vivo evaluation of
wound healing and anti-inflammatory activity of methanolic extract of roots of Centaurea
africana (L.) In Topical Formulation » dans la revue : Asian Journal of Pharmaceutical and

Clinical Research (AJPCR) présenté en annexe.
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I. Enquéte ethnobotanique
Les résultats de I’enquéte ethnobotanique ont montré que 1’utilisation des plantes médicinales

a usage vétérinaire dépend de plusieurs facteurs.

1. Le sexe

Les plantes médicinales & usage vétérinaire sont utilisées aussi bien par les femmes que par
les hommes. Mais, les femmes sondées semblent étre extrémement bien informées de I'art de
gueérir (75%). Ceci peut étre expliqué par le fait que les femmes ont perpétué la connaissance
des plantes de génération en génération et ont été, au cours des temps, les dépositaires des
secrets des plantes médicinales. Ces résultats sont conformes a ceux obtenus par (Merazi,
2016) dans I’ouest algérien (Sidi Bel Abbes), par (Bouallala et al, 2014) dans le sud algérien
(Oued Souf), au Maroc (région de Khenifra) par (Hachi et al, 2015) et dans le nord-ouest de
la Tunisie (Ouled Sedra) (Jdaidi et al, 2016).

2. L’age

L’age moyen des personnes sondées varie entre 20 et 75 ans. Les personnes &geés de plus de
60 ans ont montrés une fréquence d’utilisation des plantes médicinales de 48 % suivie par
ceux agés entre 40 et 60 ans et 20 et 40 ans avec des fréquences respectives de 32 et 20%. Par
contre, les personnes agées de moins de 20 ans ont présentés une fréquence nulle.

La connaissance des propriétés et usages des plantes médicinales est généralement, acquise
suite a une expeérience pratique et ancestrale (Jdaidi et al, 2016). Ces connaissances tendent
actuellement a disparaitre car les détenteurs de ce savoir, meurent sans avoir transmis leur
connaissance, ni 1’avoir relaté verbalement ou par écrit par méfiance souvent et par manque

d’intérét des plus jeunes pour la médecine traditionnelle (Mehdioui, 2007 ; Tugume, 2016).

3. Niveau d’instruction

Dans la zone d’étude, la majorité (64%) des usagers des plantes médicinales sont
analphabétes, 26 % ont un niveau primaire et 16 % un niveau moyen. Alors que ceux ayant un
niveau d’études secondaires (7%) et universitaires (1%), utilisent trés peu les plantes
médicinales. Nos résultats confirment ceux d'autres travaux sur la pratique traditionnelle et

usage des plantes medicinales (El Hafian et al, 2014 ; Hafsé, 2015).
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4. Les maladies

Il ressort des réponses des personnes sondées (350 personnes) que les plantes médicinales
sont utilisées principalement pour traiter les maladies de I’appareil digestif (32,24%), les
affections respiratoires (30,36%), les maladies de la peau (14,42%) suivies par les pathologies

urogeénitales, bucco-dentaires et ophtalmiques (10,83 ; 6,35 et 4,6%) (Tableau 10).

Tableau 9 : Les maladies traitées par les plantes médicinales en pourcentage

Maladies Effectif Pourcentage (%o)
Appareil digestif 113 32,24
Affections respiratoires 106 30,36
Maladies de la peau 50 14,42
Pathologies urogénitales 38 10,83
Bucco-dentaires 22 6,35
Ophtalmiques 16 4,6
Autres 4 1,2

Nos résultats corroborent ceux rapportés par Meddour et al (2010) qui ont montré que les
maladies digestives et respiratoires étaient les maladies majoritairement traitées par des
plantes médicinales en Kabylie. Des résultats similaires ont été rapportés par des études
ethnobotaniques réalisées en Egypte (AbouZid, 2011). L’enquéte ethno-vétérinaire a permis
de constater que les usages traditionnels de plantes pour le traitement des maladies humaines
sont transposés dans les traitements vétérinaires. Les mémes constatations ont été rapportées
respectivement par Alawa et al (2002) et Giday et al (2009).

Dans la région d’étude, la plupart des « recettes » sont préparées avec des feuilles (50.29%)
suivent ensuite les fleurs et les fruits (23,35%) et la tige (12%). Les autres parties sont
représentées respectivement par les graines (6,58%), la plante entiére (4,19%) et le rhizome
(3.59%). Ces résultats confirment I’importance de 1’usage des feuilles en médecine
traditionnelle (Guessan 2009 ; Adnan et al, 2014 ; Boudjethia, Boukhalfa, & Djebli,
2015). Les feuilles sont en effet le siege de réactions phytochimiques et constituent un
réservoir de matiéres organiques (Baba Aissa, 1999 ; Hachi, 2015). D’autres travaux
rapportent en revanche que les racines seraient les parties les plus largement utilisées des
plantes dans les pratiques ethno-vétérinaires d’autres pays (Hunde et Asfaw, 2004 ; Assegid,
2014 ; Tariq , 2014).
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La décoction, le cataplasme et l'infusion constituent les modes de préparation les plus
fréquents (34,64%, 24,58 % et 18,45 % respectivement), suivi par 1’utilisation fraiche
(10,20%). Les autres modes de préparation restent minoritaires (fumigation...). La décoction
permet en effet souvent de recueillir le plus de principes actifs et atténue ou annule I’effet
toxique de certaines recettes (Salhi et al, 2010). Les voies d'administrations communément
dominantes sont la voie orale (52,41 %) suivie par la voie cutanée (24,6%). Ceci est en accord
avec les résultats de diverses études ethnobotaniques (Benarba, 2015 ; Rashid et al, 2015 ;
Kebebew, 2016). Les administrations orales et topiques ont une action physiologique rapide
favorisant le pouvoir curatif des remédes a base de plantes (Rehman et al, 2015).

Cependant, aucune dose strictement normalisée de préparation a base de plantes n’a été
signalée par la majorité des utilisateurs de plantes médicinales. Des résultats similaires ont été
récemment rapportés par d’autres études menées dans certaines région du territoire national

(Chermat, 2015 ; Benarba,2016).

L’eau est le solvant le plus utilisé pendant la préparation des recettes traditionnelles , parfois ,
le lait, I'huile ou le miel sont utilisés comme matrice ou ajoutés pour augmenter la viscosité de
la préparation. (Islam, 2014 ; Prabhu, 2016) ont également signalé l'absence de doses
normalisées dans les prescriptions traditionnelles de remédes pour le bétail.

De plus, I'absence de cohérence quant a la quantité de préparation administrée pourrait
conduire a la fois a un sous ou un surdosage. Ce manque de précision et de normalisation

constitue 'une des principales lacunes du systéme de santé traditionnel dans la région d’étude.

Les informations ethnobotaniques recueillies dans la zone d'enquéte confirment la diversité
des plantes médicinales vétérinaires utilisées dans cette région. Notre enquéte a permis de
dresser un inventaire des plantes médicinales utilisées pour le traitement de maladies d’un
certain nombre d’appareils (digestif, respiratoire, urinaire et les troubles cutanée, etc.)
(Tableau 10).

Pour chaque plante recensée, le nom scientifique, la famille, le nom vernaculaire, la partie
utilisée, le mode de préparation adopté par la population locale sont présentées. Au total, 60
plantes réparties dans 27 familles ont été décrites lors d'entretiens avec des villageois de la

région d’étude.
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Tableau 10 : Liste des plantes médicinales utilisées spontanément par la population locale

Nom botanique

Partie et mode de
préparation

Famille : Alliaceae

Vernaculaire

Indications thérapeutiques

Allium cepa Lebsel Latex des fruits frais  Pathologie dermique (abcés et
furoncles...)
Famille : Aloeceae
Aloe vera Sebara Application du suc Pathologie dermique (verrues,
cicatrisant, brulures...)
Famille Anacardiacées
Pistacia lantiscus Amadey, Cataplasme des Pathologie gastro-intestinale
thidekht feuilles et dermique.
Famille : Apiaceae
Foeniculum vulgare L.  Abesbas La plante hachée, Pathologie gastro-intestinale
Décoction et du systeme broncho-
pulmonaire
Thapsia garganica L. Adharyis Fleurs, décoction Pathologie  du  systeme
broncho-pulmonaire
Ammi visnaga Avalaw préparations a base de Pathologie gastro-intestinale
fruits, infusion (Antispasmodique) et du
systéeme broncho-pulmonaire,
- Anticoagulante
Famille : Amaryllidacées
Allium sativum Ticert Fruits frais Pathologie gastro-intestinale,
bucco-dentaire et de la sphere
gynécologique
Famille Astéracées
Inula viscosa Amagraman Cataplasme des Pathologie dermique
feuilles . (cicatrisants)
Taraxacum Saghdar Cataplasme des Pathologie gastro-intestinale
feuilles (constipation)
Centaurea africana Amarsgous Cataplasme des Pathologie dermique
racines (brdlures, cicatrisant ...)
Carduus marianus Tawra, Décoction des feuilles Pathologie de la sphere
Tasekra gynécologique (rétention
placentaire)
Artemisia vulgaris Chih, Ifsi Décoction  feuilles, Pathologie gastro-intestinale
tiges (indigestion, anti-diarrhéique,
vomissement ...)
Artemisia absinthium Tajoumith, Décoction  feuilles, Pathologie gastro-intestinale,
sajret meriem  tiges bucco-dentaire et dermique
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Chrysanthemum Wazduz, b Plante entiére, Pathologie dermique
wakli cataplasme
Galactites tomentosa Assenan Tige décoction Vermifuge
wegyyul
Pulicaria odora Si elmksa Feuilles, cataplasme  Pathologie dermique
(bralures, cicatrisant ...) et
désinfectant.
Scolymus hispanicus taghydiout Feuilles cataplasme Hémostatique
Calendula arvensis L. Amzough Feuilles, décoction Pathologie gastro-intestinale
ghilef,
thouzalth
Famille : Boraginaceae
Borago officinalis fudlyum Cataplasmes de la Pathologie du systeme
plante entiére (sans broncho-pulmonaire et
racines), décoction dermique, antiinflammatoire.
Echicum vulgare Simum Cataplasme ou Pathologie dermique (brulures
pansement de la cicatrisant et furoncles)
plante
Famille : Berberidaceae
Berberis vulgaris L. Akermus Partie aérienne Pathologie du systeme

broncho-pulmonaire,
dermique et systéme urinaire.

Nasturtium officinale

Guarninouche

Famille : Brassicaceae

partie aérienne,

décoction

Pathologie du systeme
broncho-pulmonaire et
systéme urinaire.

Famille: Césalpiniacées

Ceratonia siliqua Takharubt Poudre, les fruits Pathologie gastro-intestinale
(constipation)
Famille : Cistacee
Cistus salviifolius. L. Thouzalt Partie aérienne Pathologie dermique
Famille: Cruciféracée
Lepidium sativum Qarnunec Plante frais Pathologie du systeme

broncho-pulmonaire

Famille : Cupressaceae
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Cupressus sempervirens Azel Feuilles fruit Pathologie du systeme
L. décoction broncho-pulmonaire
Famille : Fabaceae
Trigonella foenum- Halba Quelques graines Renforce 1’appétit ou lors de
graecum dans I’eau (infusion)  ballonnement
Cytisus scoparius L. Azzu Décoction Pathologie dermique,
Genét a balais Cataplasmes des anti diarrhéique
feuilles et fleurs
Vicia faba major Ibawan Inhalation de la Pathologie du systeme
plante entiere séchée  broncho-pulmonaire et
diurétique
Cytisus Ouzzou Pathologie dermique et

oromediterraneus

gastro-intestinale

Glycyrrhiza labra

Macération des
feuilles

Asghar zidhen

Affections de  I’appareil
digestif, dermatologique, des
glandes

Famille : Fagaceae

Quers robur Tabelut decoction Oedeme et les aphtes
Liége en poudre
Famille : Lamiaceae
Amezzir Décoction des tiges+ Affections de  I’appareil
Lavandula stoechas feuilles digestif et pathologie
dermique.
Thymus serpyllum L Tizaatrin, Décoction des Affections de  I’appareil
Tucna feuilles+tige digestif
Lavandula officinalis amzir Feuilles décoction Anti-inflammatoire
Ajuva iva Meuski lakhla  Plante entiere, Affections de I’appareil
décoction, digestif, morsure d'animaux.
cataplasme.
Melissa officinalis Ifer zizwa Décoction, Anti-inflammatoire
Mentha pulegium Félgu, Décoction des feuilles Pathologie du systeme
Temarsa broncho-pulmonaire et
digestive
Phlomis herba- Amezzuy Cataplasme des Pathologie dermique.
ventibovii guilef feuilles (cicatrisante)
Thymus vulgaris Tizeetrin, Infusion des Desinfectant, pathologie du
Tucna feuilles+tiges systéeme broncho-pulmonaire
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Thymus serpyllum Tizaatrin, Décoction des Pathologie du systeme
Tucna feuilles+tige broncho-pulmonaire
Ocimum basillicum Lahbagq Infusion des feuilles ~ Pathologie du systeme
broncho-pulmonaire
Mentha pulegium Félgu Infusion des feuilles  Pathologie du systeme
broncho-pulmonaire
Marrubium vulgare Ifzi, Marnuyet  decoction ou Pathologie du systeme
Cataplasme des broncho-pulmonaire
feuilles
Famille : Moraceae
Ficus carica Taneqlet Latex des feuilles ou Pathologie dermique,
des fruits antiinflammatoire
Famille : Myrtaceae
Eucalyptus globulus Takalytust Decoction  feuilles, Affections de  1’appareil
cendre des feuilles+ digestif (Acidose des bovins)
eau Pathologie du systeme
Inhalation broncho-pulmonaire
Punica granatum taremant Décoction de la peau Affections de  I’appareil
des fruits digestif, vermifuge
Famille : Oleaceae
Myrtus communis Chilmun Décoction des feuilles Affections de 1’appareil et
Pathologie  du  systeme
broncho-pulmonaire
Olea europea L. tazemurt Huile, des fruits Affections de [D’appareil
décocté feuillent digestif, Cicatrisant
Olea sylvestris Tahechat, Décoction des feuilles Affections de  I’appareil
tazbujt digestif
Fraxinus ornus Taslent décoction des feuilles  Affections de  I’appareil

respiratoire, génito-urinaire

Famille : Papaveraceae

Papaver rhoeas Wahrir, Flilu ~ Décoction des pétales Pathologie du systeme
broncho-pulmonaire
Famille : Plantaginaceae
Plantago lanceolata Ljuz umeksa Feuilles frais hachée  pathologie dermique.

plantain

(ulceration de la
cicatrisant et furoncles)

peau,

Famille : Punicaceae

Punica granatum
Grenadier

taremant

Décoction de la peau
des fruits

Vermifuge et anti diarrhéique
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Famille : Poaceae

Hordeum vulgare Irden Poudre  +  huile Expulsion du reste de placenta

Orge d’olive apres vélage

Famille : Rhamnaceae

Rhamnus alaternus L. Imlilesse Feuilles Décoction Ictere

Famille : Rosaceae

Prunus cerasus Hab lemlouk  Hab lemlouk Tiges, Pathologie du systeme

fruit decoction urinaire

Famille : Rutaceae

Citrus limon (L.) Burm. Kares Decoction feuille Affections de  I’appareil

f. digestif vomissement

Ruta graveolens L. Ifidjla feuilles Décoction, Affections de  I’appareil
inhalation digestif et pathologie

dermique (cicatrisant)

Famille : Urticaceae

Urtica dioica L. Azegtuf Feuilles, racine Anti-inflammatoire.

La famille des Lamiaceae prédomine avec 12 espéces utilisées (44,44%), suivie par la famille
des Asteraceae avec 11 especes (40.74%) et par la famille des Fabaceae avec 5 especes
(18.51 %), Alors que, les autres familles botaniques ne comptent qu’une, deux a trois especes.
L’enquéte a révélé I’importance phytothérapeutique de onze plantes médicinales comme
plantes cicatrisantes. Dix de ces plantes ont déja fait I’objet d’investigation; Aloés des
Barbades (Farzadinia, 2016; Moriyama, 2016), Borago officinalis (Samani, 2014 ;
Heersaiy,2015), Echicum vulgare (Eruygur, 2016), Pistacia lantiscus (Djerrou, 2010 ;
Boukeloua, 2016), Inula viscosa (Khalil,2009), Plantago lanceolata (Singh, 2016), Phlomis
herba-ventibovii (Khitri , 2014; Kuranel , 2016), Lavandula stoechas (Rezai, 2011), Olea
europea L, ( Koca,2011), Ruta graveolens L,( Hayder, 2014).

En revanche aucune étude n’a ét¢ menée pour valider 1’'usage traditionnel de Centaurea
aficana. Selon I’enquéte, I’indication majeure de Centaurea africana est le traitement des
brulures (34%), suivie par le traitement des plaies (28%) et des escarres (26%) (Seule la
racine de la plante est utilisée). Plusieurs modes de préparation existe mais la forme poudre
est le mode le plus utilisé (42%) suivi de 1’association poudre plus I’huile (22%), et la
préparation en pommade (18%). L’administration des remeédes se fait a 100 % en application

locale (voie cutanée).
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Partie Expérimentale Résultats & Discussion

Nous avons donc retenu cette plante dans le cadre de la seconde partie de notre travail
expériemental. Les racines de la plante Centaurea africana ont été soumises a trois types
d’extraction basées sur la macération de la poudre végétale avec des mélanges de solvants de
polarité croissante : acétone/eau ; méthanol/eau. Et afin de se rapprocher au plus prés des
préparations traditionnelles, nous avons également utilisé¢ seulement de 1’eau chaude pour

I’obtention de 1’extrait aqueux.

I1. Résultats de I’étude phytochimique

I1. 1 Rendements d’extraction

D’une maniére générale, les rendements des extraits varient en fonction des paramétres de
I’extraction solide-liquide : la température, le solvant d’extraction, la taille des particules et le
coefficient de diffusion du solvant.

Le rendement des extraits (méthanolique, acétonique et aqueux) (Tableau 11) est déterminé

par le rapport :

% Rendement = Masse de lrextrait obtenu % 100

Masse de la matiere végétale avant extraction

Tableau 11 : Rendement des extraits : méthanolique, acétonique et aqueux

Solvant Rendement (%)
Méthanol 12,5
Eau 10,7
Acétone 7,4

Le rendement le plus élevé a été obtenu avec 1’extrait methanolique (12,5%), suivi par celui
réalisé avec ’eau (10,7%), Par contre, le rendement le plus faible a été obtenu avec I’extrait
acétonique (7,4%). 1l ressort que les solvants polaires (I’eau et le méthanol) donnent de
meilleurs rendements d’extractions. Ainsi, un rendement d'extraction plus élevé dans le
méthanol pourrait s’expliquer par sa facilité¢ de pénétration dans la membrane cellulaire et son
pouvoir d’extraction des ingrédients intracellulaires de la matiere végétale (Singha, 2016).
D'autres études ont également suggéré que le méthanol possede un rendement d'extraction
plus élevé que les autres solvants tels que l'acétone, I'éther di- éthylique, I'acétate d'éthyle et
I'eau (Singh et al, 2013 ; Sreeramulu et al, 2013).
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I1. 2 Analyse qualitative

Les tests phyto-chimiques ont été réalisés sur des extraits préparés a partir des racines de
Centaurea africana L, en utilisant des solvants de polarité différente (méthanolique,
acetonique et aqueux) selon les méthodes classiques de caractérisation et d'identification dont
les résultats sont repris dans le Tableau 12.

Les alcaloides étaient absents dans tous les extraits. Leur absence dans les différents extraits
pourrait étre la conséquence des facteurs environnementaux, de la localisation géographique
et pedoclimatiques de la plante étudiée (minéraux du sol). Ces derniers ont une grande
influence sur les contenus phyto-chimiques de la plante (Borokini et Ayodele, 2012 ;
Khanam, 2015).

Les tests phyto-chimiques réalisés ont également montré la présence des saponosides
uniquement dans I'extrait méthanolique. Les saponosides sont connus par leur effet anti-
inflammatoire et anti-cedémateux (lkegami et al, 2006). lls exercent aussi des activites
antifongiques, antibactériennes et antiparasitaires (N’Guessan et al, 2009 ; Mezouar et al.,
2014).

Tableau 12 : Résultats du criblage phytochimique des différents extraits de racine de la plante
étudiée.

Résultats
Constituants Extrait méthanolique | Extrait aqueux | Extrait acétonique
Alcaloide - - -
Coumarine + + +
Flavonoides + + +
Polyphénols totaux + + +
Saponosides + - -
Terpénoides + + +
Anthocyanes + + +
Tanins Catéchiques + + +
Galliques
+ : Présent ; - : Absent
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Le criblage phytochimique des différents extraits de racine de Centaurea africana a permis de
caractériser la présence de polyphénols, de flavonoides, de tanins, de coumarines, de tri-
terpenes ainsi que les anthocyanes. La présence de ces métabolites secondaires pourrait étre
responsable des activites pharmacologiques potentielles et conferer a la plante son caractere
de plante médicinale.

Ces métabolites secondaires sont en effet doués des propriétés biologiques diverses :

e Les tanins conferent aux plantes des propriétés astringente, antiseptique, anti-
inflammatoire et anti-oxydante (Bruneton, 2009 ; Ghedadba2014 ; NGA, 2017). lls leur
conférent en plus une activité hémostatique et vasoconstrictrice sur les petits vaisseaux ;

e Les flavonoides possedent des propriétés antiseptique (lgor, 2002), antifongique et
antibactériennes (Amiour 2014), des propriétés anti-inflammatoire et antioxydante
(Kpetehoto, 2017) ;

e Les terpénoides possedent des activités antibactériennes et manifestent également des
activités analgésiques et antioxydantes (Kouchadé, 2017) ;

e Les coumarines sont principalement connues pour leurs propriétés anti-inflammatoires
(Yeo, 2011) ;

e Les composés phénoliques sont des substances reconnues pour leurs propriétés
antioxydante (Tabart, 2012 ; Katanié, 2015) ; et anti-inflammatoire (Arnold, 2015).

I1. 3 Analyse quantitative

I1. 3.1 Dosages spectrophotométriques des polyphénols

I1. 3.1.1 Dosages des phénoliques totaux

La teneur en polyphénol des différents extraits bruts a été déterminée par spectrophotomeétrie
UV-visible. Les valeurs ont été rapportées en pg équivalent d’acide gallique/mg d’extrait de
matériel végétal. La courbe a été établie en utilisant lI'acide gallique comme référence et les
résultats exprimés en terme d’équivalents acide gallique a I’aide d’un courbe étalon selon une
équation de type y = 0,0403x-0,014 et avec un coefficient de corrélation R*= 0.9969 (Figure
11).
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09 - y = 0,0403x - 0,014
0,8 -

R2=0,9969

Absorbance a 732 nm

0 T T T T 1
0,1 5 10 15 20 25

Concentration des polyphénols pg/ml

Figure 11 : Courbe d'étalonnage de I'acide gallique pour le dosage des polyphénols totaux.

Les résultats de I'analyse colorimétrique des composés phéenoliques totaux dans les extraits
sont représentés dans la Figure 12. L'analyse quantitative des phénols varient
considérablement entre les différents extraits. Les résultats révelent que 1’extrait élaboré avec
le solvant méthanol est celui qui contient la plus grande proportion de polyphénols totaux
(330 £ 0,65 pg/mg) suivis par les extraits aqueux (220 + 3,38 pug/mg). Alors que, la fraction

acetonique possede les teneurs les moins élevées (70 = 1,35 ug GAE /mg).

350 A
300 A
250
200
150 -
100 -+

tenneur en polyphénoles pg/mg

w1
o O
1

E-methanolique E-aqueux E- acetone

Figure 12 : Teneur en polyphénols totaux des différents extraits.

L'extrait methanolique de la racine de Centaurea africana peut étre considéré comme une tres
bonne source de composés phénoliques (Oueslati et al, 2012 ; Faraji, 2016).

La différence de concentration de composés phénoliques constatée est due a la différence de
polarité des solvants d’extraction (Medini, 2014 ; Alnashi, 2016).

91



Partie Expérimentale

Résultats & Discussion

11. 3.1.2 Dosages des flavonoides

La quantité en flavonoides est exprimée en ug équivalent de quercetine /mg d’extrait a 1’aide
d’une courbe de régression (obtenue avec une gamme de concentrations précises de
quercetine) selon I'équation de régression : y = 0,0304 x (-0,0008) ; R*=0,9987 (Figure 13).

Absorbance a 430nm

07

y=0,030x-0,0008 ¢
R*=0

06
05

04

03

02 //

01 /

0 T T T T

o1 5 10 15 20

25

Concentration quercitine en pg/ml

Figure 13 : Courbe d'étalonnage de la quercetine pour le dosage des flavonoides totaux.

La teneur en flavonoide des différents extraits (Figure 14) varie de 4,06 + 0,96 ug/mg, ug
équivalent de quercetine par milligramme de matiére végétale séche a 13 + 0,43 pg/mg.
L'extrait méthanolique de racine de Centaurea africana a présenté la plus forte concentration

de flavonoide (13 + 0,43pg/mg), suivi par I’extrait aqueux lyophilisé (6.3 + 0,22 pg/mg) et

I’acétone (4.06+ 0,

96 pug/mg de MS d'extrait).

15 1

10 A

tenneur en flavonoides pg/mg

E-methanolique E-aqueux E- acetone

Figure 14 : Teneur en flavonoides des différents extraits.
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La concentration des flavonoides dans les extraits végétaux dépend de la polarité des solvants
d’extraction (Stankovié¢, 2011 ; Ghedadba, 2014) et du type de standard utilisé (quercetine,
rutine) (Djeridane, 2010). Les travaux de Bruneton (2009) et de Stankovi¢ (2011)
rapportent une meilleure solubilité des flavonoides dans les solvants polaires ou dans des
mélanges de solvant-eau en particulier celui méthanol-eau. Par ailleurs, la plupart des
flavonoides isolés des especes du genre Centaurea sont des flavonoides glycosylés (Akkal,
2007). La présence de ces sucres ainsi que celle des groupes hydroxyles augmentent ainsi leur
solubilite dans les extraits polaires.

Les flavonoides sont connus par leur propriétés anti-oxydantes et anti-inflammatoires (Cheng
Li, 2015 ; Catarino, 2016 ; Huang, 2017). Il a été également démontré que certains
composés flavonoidiques possédent des propriétés hépato-protectrices (Nedialkova, 2017).

11.3.1.3 Dosages des tanins

La quantité des composés tanniques des extraits des racines de la plante Centaurea africana a
été determiné a partir de la courbe étalon catéchine. Les résultats sont exprimés en pg
équivalent de catéchine par gramme de matiére végétale seche (mg EQC/g) (Figure 15) selon

une équation de type :

Y =0,1162 x (-0,0034) avec R?=0,9953

0,16 y=0,1162x-0,0034 i
R =(0,9953

0,14 N
0,12 /
/

0,08
0,06 )/

Absorbance a 500nm

0 g/ T T T T T T T 1
0,02 0,2 04 0,6 0.8 1 12 14 16
concentration catechine pg/ml

Figure 15 : Courbe étalon de la catéchine pour le dosage des tanins condensés.

Les résultats des teneurs en tanins condensés varient considérablement selon les differents
extraits et les valeurs obtenues ne suivent pas les mémes tendances enregistrees tant pour les

polyphénols totaux que pour les flavonoides. Les extraits acétonique et aqueux présentent les

93



Partie Expérimentale Résultats & Discussion

teneurs les plus élevées avec des valeurs respectives de 109 + 5,29 ug et 94,33+ 11,59 pg
équivalent de catéchine par milligramme de matiére seche. En revanche les teneurs les moins
importantes en ces composés ont été enregistrées pour l'extrait méthanolique avec une
concentration de 72.33 £ 11.01 ug équivalent de catéchine par milligramme de matiére séche.
(Figure 16).

=
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Figure 16 : Teneur en tanin des différents extraits.

Les tanins posseédent un large éventail d’activités biologiques. De nombreuses études ont ainsi
rapporté leur forte activité antioxydante (Saxena, 2013 ; Prasad, 2016) et leurs activités
antibactérienne et antifongique (Mrabti, 2017). De plus, des études semblent indiquer aussi
que les tanins possédent des propriétés anti-inflammatoires (Alinejhad, 2016). Les tanins
condenses sont présents en faibles quantités dans les différents extraits de racine de Centaurea
africana, comparées aux polyphénols totaux et flavonoides. L’extraction des tanins condensés
dépend de la nature du solvant utilisé et des conditions opératoires (Chanvan et al, 2001). La
plus grande quantité de tanins condensés a été retrouvée dans 1’extrait acétonique, suivie par
l'extrait aqueux. Par ailleurs, la plus faible quantit¢ de tanin a été trouvée dans I’extrait
méthanolique. Ces résultats sont en accord avec plusieurs études qui rapportent une meilleure
extraction des tanins condensés par le mélange acétone/eau (Chavan, 2013 ; Allai, 2016 ;
Elgailani, 2016).
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I11. Activité biologique

I11.1 Activité antioxydante

L'activité antioxydante des extraits méthanoliques, acétoniques et agqueux de la poudre
lyophilisées des racines de Centaurea africana a été mesurée par spectrophotometrie par la
technique de réduction du DPPH qui se traduit par le changement de la couleur entre 1’état
oxydée (violette) et 1’état réduit (jaunatre). Cette capacité de réduction est déterminée par une
diminution de 1’absorbance induite par les substances anti-radicalaires (Majhenic, 2007).

Le pouvoir antioxydant des différents extraits a été déterminé a partir des IC50 ou
concentration nécessaire a la réeduction de 50% du radical DPPH.

La valeur de I’IC50 est négativement corréllée a I’activité antioxydante ainsi une valeur basse
de I’IC50 indique une activité antioxydante ¢levée de 1’échantillon testé (Akrout et al, 2011 ;
Hebi et al, 2016).

Dans notre cas, 1’IC 50 est exprimée en ug de 1’extrait /ml de milieu réactionnel.

Les équations : y=ax + b obtenues par régression linéaire sont les suivantes

Extrait méthanolique : Y = 0,2997x + 33,283 avec R2=0,9902
Extrait aqueux : Y= 0,2722x + 31,757 avec R2=0,978

Extrait acétonique : Y= 01662x + 32,732 avec Rz2=0,9101
Acide ascorbique Y = 0.5593x avec R? =0.3862

Les résultats de activité anti-radicalaire des extraits de racine de Centaurea africana sont
présentés dans le Tableau 13.

Tableau 13 : Valeurs de 1’IC50 de I'acide ascorbique et des extraits méthanolique, acétonique
et agueux de Centaurea africana

Etalon / Exrait de Centaurea africana Valeur d’IC50 (ug/ml)
Acide ascorbique 0,89 +£1,23
Méthanolique 15+ 0,038
Aqueux 64 £ 0,011
Acétonique 84 £ 0,013
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Les résultats du test d’activité anti-radicalaire montrent des variations statistiguement

significatives en fonction de I'extrait étudié. L’antioxydant de référence (acide ascorbique) a

montré une activité antioxydante puissante avec une IC50 de I’ordre de 0,89 pg/ml. Suivi par

I’extrait méthanolique avec une IC50 de I’ordre 15ug/ml puis I’extrait aqueux avec une IC50

de 64+0,011ug/mg et enfin, ’extrait acétonique qui a montré 1’activité la plus faible avec

IC50= 84 pg/ml, soit une activite antioxydante 5 a 6 inférieure a celle de 1’extrait

méthanolique (Figure 17).

80 70
o ‘/“ 60 _*
60
5 / g 50 /
= 50 ~ = y =0,2722x + 31,757
5 / y =0,2997x + 33,283 S 40 :
£ 40 R2=0,9902 £ s R”=0,978
£ e £ 30
S 30 ©
X L9 X 20
10 10
0 T T 1 o T T 1
0 50 100 150 0 50 100 150
Ex'tralt ) Concentration pg/ml Extrait Concentration pg/ml
méthanolique aqueux
o 120
>0 /4— 100 /H  — —
c
S0 —= g % /
g y =0,1662x + 32,732 T 60 y=0.5593x
£ 30 R7=0,9101 £ / R2=0.3862
) T a0
° 20 * f(
10 23/
0 T T 1 ¢ T T 1
0 50 100 150 0 50 100 150
Extrait Concentration pg/ml Acide . Concentration pg/ml
acétonique ascorbique

Figure 17 : Pouvoir antioxydant de 1’acide ascorbique et des extraits de Centaurea africana.

Une corrélation étroite et une relation linéaire entre la teneur en flavonoides et en polyphénols

totaux des extraits et I’activité antioxydante a été décrite. Suhartono et al. (2012) et Riahi,

(2013) ont ainsi rapporté qu’une teneur élevée en phénols totaux et en flavonoides des espéces

végétales contribue a leurs activités antioxydante.
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L’activité antioxydante la plus élevée a été retrouvée dans 1’extrait méthanolique. Le
méthanol est considéré comme le solvant le plus efficace pour I’extraction des composés
antioxydants et notamment des polyphénols, sans doute en raison des interactions (liaisons
hydrogénes) entre les sites polaires des antioxydants et du méthanol. Dayi et al (2011) ont par
ailleurs montré que I’activit¢ antioxydante semblait étre plus élevée dans les extraits
méthanoliques et aqueux d’un certain nombre d'espéces du genre Centaurea calcitrapa subsp.
Calcitrapa, ptosimopappa).

Le mécanisme réactionnel entre les antioxydants et le DPPH dépend de la conformation
structurale des antioxydants (Sharififar et al, 2009 ; Rebey, 2017). Selon (Hayes et al,
2011 ; Enneb, 2015). L’activité antioxydante dépend généralement du nombre et de la
position des groupements hydroxyles par rapport aux groupements carboxyles fonctionnels.
Différentes études ont montré que I’espéce Centaurea constitue une source potentielle
d'antioxydants naturels (Aktumsek, 2011 ; Torres-Gonzéalez, 2011, Hajimehdipoor, 2014.
En effet, certains constituants des extraits des espéces Centaurea agissent comme des agents

réducteurs, donneurs d’hydrogene.
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111.2 Evaluation de I'activité antibactérienne des extraits

111.2.1 Méthode des disques

L’activité antibactérienne des extraits a une concentration de 20 mg/ml a été estimée en
termes de diameétre de la zone d'inhibition autour des disques contenant les extraits a tester
vis-a-vis des souches de bactéries de références: (02) souches de bactéries Gram (+)
(Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis) et (02) souches de bactéries Gram (-) (Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa).

Les diamétres des zones d’inhibition par les extraits (méthanolique, aqueux et acétonique) de
racines de Centaurea africana sont compris entre 11+0.81 a 18 mm (Tableau 14 et Photo 7)
et sont supérieurs au diametre limite de la zone d’inhibition (10 mm), en dessous duquel un
extrait est considéré inactif (Tekwu et al, 2012 ; Ouattara et al, 2016). Par conséquent, tous
les extraits testés ont montré une efficacité vis-a-vis des souches utilisées.

Le DMSO a ét¢ utilisé pour améliorer la solubilisation des extraits étudiés, 1’absence d’effet

du DMSO sur les bactéries étudiées a la concentration utilisée est donc vérifiée.

Tableau 14 : Diamétres des zones d’inhibition de croissance microbienne

Diameétre moyen des zones d’inhibition (mm)
Souches Bactéries Gram positif Bactéries Gram négatif
bacteriennes Staphylococcus Bacillus Pseudomonas | Escherichia
aureus subtilis aeruginosa coli
Extrait méthanolique 14,33 +0,94 11,33+0,47 15,66+0.47 12,047
Extrait aqueux 12,33+ 0,47 17,33+0,47 20,33+0.47 12,66+0,94
Extrait acétonique 13+0,81 11+0,81 18+0,47 13,33+0,94

Pseudomonas aeruginosa semble étre 1’espéce la plus sensible & I'extrait aqueux et acétonique
avec des valeurs des zones d'inhibition de 20,33 + 0,47mm et 18+0.47 mm de diamétre
respectivement. L'extrait méthanolique a manifesté une activité modérée sur Pseudomonas
aerogenosa avec une zone d'inhibition de 15,66 + 0,47mm. En revanche I'extrait
méthanolique a présenté une meilleure activité vis-a-vis de staphylococcus aureus avec un
diamétre de zone d’inhibition égal a 14,33 mm ; Toutefois, Les résultats ont montré que
Bacillus subtilis a Gram positif était la souche la plus sensible a I'extrait aqueux. Cependant,
les souches d’E.coli, montrent une 1égére sensibilité a ’encontre de tous les extraits testés, les

diamétres relevés a cet effet varient entre 12,04 et 13,33 mm.
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Extrait méthanolique Extrait aqueux Extrait acétonique

Staphylococcus
aureus

Bacillus subtilis

Pseudomonas
aeruginosa

Escherichia coli

Photo 7 : Zones d’inhibition obtenues par les extraits méthanoliques, aqueux, et acétonique de
Centaurea africana vis-a-vis de Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas
aeruginosa et Escherichia-coli.
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Les résultats de la présente étude ont montré que tous les extraits des racines de Centaurea
africana ont montré une activité antibactérienne en inhibant la croissance des germes aussi
bien sur les bactéries a Gram (+) que Gram (-). Nos résultats corroborent ceux obtenus par
(Gokbulut, 2013 ; Paliwal, 2016) qui ont mis en evidence une activite antibactériennes
significatives contre les souches bactériennes Gram positives et Gram négatif.

Contrairement, au rapport de (Basli et al, 2012), qui suggerent que les extraits végétaux sont
plus actifs contre les bactéries Gram (+) par rapport aux bactéries Gram (-), nous avons noté
une meilleurs activité des extraits étudiés sur Pseudomonas aeuroginosa. Cette activité
antimicrobienne pourrait étre attribuée a la présence des métabolites secondaires (flavonoides,
acides phénoliques et diterpenes), qui peuvent agir seuls ou en synergie pour l'inhibition de la
croissance bactérienne (Amber, 2017).

Les résultats obtenus sont dans 1’ensemble comparables a ceux déja publiées par (Tekeli,
2011) sur les mémes especes végétales de Centaurea (C. balsamita, C. calolepis, C.Cariensis
subsp. Maculiceps, C. cariensis subsp. Microlepis, C. kotschyi var. Kotschyi, C. solsitialis
subsp. Solsitialis, C. urvillei subsp. Urvillei et C. virgata), qui possedent une activité

antibactérienne a I’encontre de plusieurs micro-organismes.

I11.2.2 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI), de la
concentration minimale bactéricide (CMB) et rapport CMB/CMI :

Les résultats des CMI et des CMB des extraits des racines de Centaurea africana sur les
différentes souches bactériennes de références sont consignés dans le Tableau 16. Par
ailleurs, le rapport CMB/CMI a permis de déterminer les pouvoirs bactéricide et
bactériostatique des extraits végétaux. Selon, Marmonier, 1990 lorsque ce rapport est

supérieur a 4, I’extrait est dit bactériostatique et quand il est inférieur a 4, il est dit bactéricide.
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Tableau 15: Concentrations minimales inhibitrice et bactéricide (mg/ml) et rapport

CMB/CMI des extraits des racines de Centaurea africana

Extrait méthanolique
Souches CM1 CMB CMB/CMI Action
S aureus 10 10 1 Bactéricide
B subtilis 10 7,5 0,75 Bactéricide
P. aeruginosa 0,625 2,5 4 Bactériostatique
E coli 10 0 / /
Extrait aqueux
Souches CM1 CMB CMB/CMI Action
S aureus 10 7,5 0,75 Bactéricide
B subtilis 10 3.75 0,375 Bactéricide
P. aeruginosa 0,31 2,5 12,09 Bactériostatique
E coli 10 0 / /
Extrait acétonique
Souches CMI1 Souches CMB/CMI Pouvoir
S aureus 5 7.5 1,5 Bactéricide
B subtilis 10 3,75 0,375 Bactéricide
P. aeruginosa 0,31 0,93 3 Bactéricide
E coli 5 0 / /

Les résultats des CMI (mg/ml) des extraits par 1’essai en microplaques de 96 puits sont
présentés dans le Tableau 15. Les valeurs des CMI variaient selon les souches microbiennes
de 0,31 & 20 mg/ml (Tableau 15).

Selon la classification d'Aligiannis et al (2001), qui ont quantifié I'activité biologique des
produits naturels sur la base des résultats obtenus dans le test CMI : (I’activité
antimicrobienne est considérée forte entre 0,05 — 0,50 mg/ml, modérée entre 0,6 —1,50 mg/ml
et faible pour des valeurs supérieures a 1,6 mg/ml). En tenant compte de cette classification,
tous les extraits ont présenté une faible activité envers les souches Escherichia coli et
Staphylococcus aureus avec des CMI>a 5.

En revanche, D’extrait aqueux et aceétonique ont manifesté une importante activité

antibactérienne sur Pseudomonas aeruginosa avec des CMI identiques de 1’ordre de 0,325,
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suivie par l'extrait methanolique avec une activité antimicrobienne moderée de l'ordre de
0,625.

Il ressort de ces résultats que l'efficacité antimicrobienne des extraits de plantes étudiées est
fortement influencée par le solvant d'extraction. Ceci semble étre en accord avec des études

menées antérieurement (Moubayed et al, 2017).

En général, toutes les souches testées ont été inhibées par les différents solvants utilisés mais
I'extrait acetonique excerce 1’activité antimicrobienne plus constante et la plus importante
comparativement a l'extrait aqueux et a I'extrait méthanoliques. Ces résultats corroborent ceux
obtenus par Aneja (2012) et Mohan (2016). Néanmoins, le type de solvant n'est pas le seul
facteur & prendre en consideration dans I'efficacité antimicrobienne des extraits végetaux,

mais aussi les especes végétales et le microorganisme d'essai (Mathew et al, 2016).

Les résultats ont montré que les microorganismes qui ont présenté les plus grandes zones
d’inhibition ne sont pas toujours celles qui ont montré des valeurs de CMI les plus basses.

Résultats similaires & ceux Al Namer (2014).

Le diameétre de la zone d’inhibition ne refléte pas ’efficacité antibactérienne d’un produit, il
peut étre affecté par la solubilité et la diffusion de I’extrait. Par ailleurs, le rapport CMB/CMI
a permis de déterminer les pouvoirs bactéricides et bactériostatiques des extraits végétaux,
selon les travaux de (Marmonier, 1990), qui stipule que lorsque ce rapport est supérieur a 4,

I’extrait est dit bactériostatique quand il est inférieur ou égal a 4, il est dit bactéricide.

Ces résultats nous permettent donc d’affirmer que chaque extrait a manifesté un pouvoir
bactéricide contre Staphylococcus aureus et B subtiilis. Cependant, ces extraits ont révélé un
pouvoir bactériostatique vis a vis de Pseudomonas aeruginosa a l'exception de l'extrait

acetonique qui a présenté un effet bactéricide sur cette souche.
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111.3 Résultats de I’activité hémostatique
Dans une premiere étape, 1’évaluation in vitro de la capacité hémostatique locale des extraits
par I’estimation du temps de coagulation des extraits bruts, a montré une importante

variabilité en fonction de la nature du solvant utilisé pour I’extraction (Tableau 16).

L’¢tude de I’effet hémostatique de 1’extrait acétonique sur différents volumes (10, 20, 50 et
100 pl), a revéle des temps de coagulation trés proches les uns des autres (4,07+0,20 ;
4,55+0,05 ; 4,56x0,25, 12+0,23mn) mais également de celui du témoin (4,07+0,20). Ceci
permet de conclure a I’absence d’activité coagulante de 1’extrait acétonique. En revanche, des
volumes de 100 pl des deux extraits méthanolique et aqueux induisent une diminution
significative du temps de coagulation de sang humain in vitro en tube (p<0,05) avec
respectivement des valeurs de 1’ordre de 1,09+ 0,04 mn et 3,65+0,042.

Tableau 16 : Temps de coagulation du sang humain en tube en présence des extraits de
racines seches de Centaurea africana en minutes

Volume de I’extrait (en pl)
Témoin 10ul 25 ul 50 pl 100 pl
Extraits - -
Temps de coagulation (moyenne + SD en minutes)
Acgtonique 4,55+ 0.05 4,56%0.21 5.12+0.23 7.20+0.08
Aqueux 4.07£0.20 | 4,00+ 0.014 | 3.81+0.049 | 3.7+0.084 3.65+ 0.042"
Méthanolique 2.52+0.025 | 2.42+0.025 2.27+0.025 1.09+ 0.04

p<0.05 (n=5)".

Dans une seconde étape, les résultats de 1’étude du pouvoir hémostatique in vivo sur des rats
traités par les extraits méthanolique et aqueux ont révéle un effet hémostatique
significativement élevé (P<0,05) par rapport aux rats témoins avec un temps d'arrét de
saignement de l'ordre de 1,41 £ 0,12 ; 2,31 + 0,09 et 4.31 + 0,09 respectivement (Tableau 17).
Par contre, aucune activité in vivo n'a été détectée pour I'extrait acétonique. Les rats traités par
cet extrait ont montré un temps d'arrét de saignement significativement plus long (P<0,05) par
rapport aux autres lots et presque identique a celui des témoins de I'ordre 4.30 £ 0,13 minutes,

démontrant I’absence d’activité hémostatique.
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Tableau 17 : Résultats du temps de coagulation du sang in vivo sur le groupe contrdle et les
groupes traités par les extraits méthanolique, acétonique et aqueux (Moyenne £ SD).

Témoin Extrait méthanolique | Extrait acétonique | Extrait aqueux
Essai 1 4.30 1.46 4.30 2.30
Essai 2 4.24 1.37 4.29 2.23
Essai 3 4.27 1.4 4.43 2.19
Essai 4 4.35 1.55 4.38 2.35
Essai 5 4.16 1.44 4.10 241
Essai 6 4.41 1.29 4.47 2.44
Essai 7 4.28 1.38 4.19 2.28
Moy + SD [4.31+ 0,09 1.41+0,12° 430+0,13 2.31+0,09°

p<0.05 (n=8)"

Les résultats obtenus dans les deux modeles expérimentaux ont rapporté un temps de
coagulation considérablement réduit avec les extraits méthanolique et aqueux par rapport aux
lots témoins (p <0,05). Ces mémes extraits se sont montrés plus actifs in vivo par application
locale des trois extraits sur les incisions provoquées avec une diminution significative du

temps d'arrét de saignement des rats traités par rapport aux rats témoins(p <0,05).

In vivo, le pouvoir coagulant est lié¢ a I’activation en chaine des facteurs de la coagulation (XII
et X). L’activation aboutit a la formation de thrombine, enzyme protéolytique qui va
transformer le fibrinogene circulant en fibrine, constituant principal du caillot. (Versteeg,
2013 ; Palta, 2014). De plus, en cas de lésion vasculaire, le déclenchement de 1’hémostase se
manifeste par une vasoconstriction, réflex initiée par adhésion des plaquettes sanguines au site
de la lésion. Les plaquettes sont ensuite activées et agrégées afin de former un clou
plaquettaire relativement lache qui nécessite, en fonction du diamétre du vaisseau

endommagé, une consolidation ultérieure par un réseau de fibrine. (Fazavana, 2014).

Ghedadba et al (2014) ont parvenu a des observations et des conclusions similaires lors de
I’évaluation de I’activité hémostatique in vitro des extraits des feuilles de Marrubium vulgare
appartenant a la famille des astéracées. lls ont ainsi mis en évidence une corrélation entre les
teneurs en composes polyphénoliques et la capacité coagulante de 1’extrait in vitro. D'autres
travaux réalisés par Klotoe (2013) ont étudié le pouvoir hémostatiques des extraits de
différents composants végétaux et ont attribué I'initiation d'un mécanisme de coagulation aux

saponines influencant l'agrégation plaquettaire. De plus, les flavonoides et les tanins sont

104



Partie Expérimentale Résultats & Discussion

aussi connus pour leur nature astringente favorisant la vasoconstriction en arrétant le
saignement (Dougnon.2012) (Photos 8).

Extrait (ul)
25

[ox)
o
[
o
o

Témoin

cetonique

=
o

méthanolique Aqueux

Extrait acétone

Extrait aqueux Extrait méthanolique

Photo 8 : Résultats des temps de coagulation du sang in vivo des trois extraits de Centaurea
africana.
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111.4 Activité antiulcéreuse

111.4.1 Activité protectrice de la muqueuse gastrique

Le modéle expérimental de la lésion gastrique induit par I'éthanol reproduit plusieurs
caractéristiques de la pathologie humaine et permet I’évaluation de 1’activité antiulcéreuse de
diverses substances ainsi que leurs mécanismes de protection gastrique.

L’administration par gavage de la solution (HCL /Ethanol-Eau) (Photos 9) a induit des
Iésions caractéristiques dans la partie glandulaire de 1’estomac avec altérations vasculaires
marquée par des points et des sillons hémorragiques. L’induction expérimentale in vivo de
l'ulcere (acide / alcool) a été largement utilisée comme modele pour la mise en évidence des
effets gastro-protecteurs de produits naturels (Miranda et al, 2015 ; Songklanakarin, 2016).
Les dommages gastriques induit par le mélange de HCI / EtOH, implique l'irritation directe de
la muqueuse gastrique associée habituellement a la réduction de la résistance et a I'érosion de
la barriere muqueuse qui a son tour réduit les facteurs défensifs comme la sécrétion de
bicarbonate et la production de mucus (Al Rashdi ,2012). Ces effets sont probablement
attribuables a des actions biologiques telles que la peroxydation lipidique, la formation de
radicaux libres, le stress oxydatif intracellulaire, les changements de perméabilité et la
dépolarisation de la membrane mitochondriale avant la mort cellulaire (Moraes de Carvalho
et al, 2010).

Estomac de rat du lot témoin Estomac de rat du lot éthanol
”' : ' ; »1‘ ' -

Photo 9 : Aspect macroscopique de la muqueuse gastrique des 16ts témoin et traité a I’éthanol.
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L’administration des extraits de racine de Centaurea africana et de ’antiulcéreux de
référence (Ranitidine) une heure avant le mélange éthanol-HCl-eau distillée, a permis une
diminution significative des ulcérations gastriques par rapport au traitement témoin. Les trois
extraits ont également induit une inhibition dose-dépendante des ulcérations gastriques
(Tableau 18).

Tableau 18 : Activité protectrice de la muqueuse gastrique des extraits méthanolique, aqueux
et acetonique des racines de Centaurea africana sur les ulceres gastriques induits par le
mélange éthanol-HCl-eau chez les rats males.

Traitements Doses (mg/kQg) (IU £ E) | Pourcentage de Protection (%)
Témoin 0 3.33+£0.57 -
100 2.3+0.57* 25.4%*
Extrait méthanolique 200 1.2+0.27** 60.4%*
300 1+0 68.4*
100 2.6+£0.37* 15.4%*
Extrait acétonique 200 2.0£0.27* 36.4%*
300 1.4+0.27 56.7%*
100 2.4+0.35* 24%*
Extrait aqueux 200 2.1+0.94* 35.4%*
300 1.2+0.32 60.4%*
Ranitidine 150 1,6+0.54** 46.7%*

(V) ; Indice d’ulcération ; N= 6 rats par groupe ; Les résultats sont exprimés en moyenne de [’indice
d’ulcere plus ou moins SEM (1U) + (E), La significativité est exprimée avec *P<0,05 ; Tres significatif
avec **P<0.01 ; t-test de Student (comparé au groupe témoin traité avec le véhicule).

Les rats traités par I'extrait méthanolique ont présenté 1’indice d’ulcére le plus faible avec une
diminution tres significative du score d'ulcére par rapport au rat témoin et un pourcentage de
protection de la muqueuse gastrique plus important contre les agents irritants de l'ordre de
60.4% a la dose de 200 mg/kg et 68.4 % a la dose de 300 mg/kg suivi par le lot des rats traités
par le produit de référence Ranitidine avec un pourcentage de protection de 46.7%.. Il a
également été constaté une diminution significative (p<0,05) des ulcérations chez les rats qui
ont recu un traitement par les extraits aqueux et acétonique une heure avant 1’administration
du mélange ulcérogéne avec des taux de protection allant de 15.4% a la dose de 100 mg/kg,

36.4% a la dose de 200 mg/kg et 56,7 % a la dose de 300 mg/kg pour I’extrait acetonique. Et
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un pourcentage de protection de 24 % a la dose de 100 mg/kg, 35,4% a la dose de 200 mg/kg
et 60,4 % a la dose de 300 mg/kg pour I’extrait aqueux. En revanche aucun rat témoin n’a

totalement guéri des ulcérations.

L’activité cytoprotectrice des différents extraits a ¢été par ailleurs confirmée par I’analyse
histologique. Aucune lésion n'a été observée dans les sections des tissus gastriques des rats du
lot témoin ayant recu une solution d'eau physiologique (Figure 18.f). Alors que les rats traités
avec la solution ulcérogéne (HCL/éthanol/eau d'ulcére) a montré des dommages importants au
niveau de la muqueuse gastrique (Figure 18. e) avec notamment des phénomenes ulcératifs
caractérisés par une congestion de la muqueuse gastrique, un cedéme et une perte totale de
substance siégeant au niveau de [’épithélium, ainsi que par la présence de cellules
inflammatoires. Les rats traités avec les différents extraits (Figure 18. a.b.d) a la dose de 300
mg/kg, ont montré un léger cedéme avec la présence de quelques cellules inflammatoires. La
présence de fibres de collagéne confirme que la muqueuse gastrique est en phase de
cicatrisation. Cet aspect était assez similaire a celui des rats traites par le produit antiulcéreux
de référence (Ranitidine) (Figure 18.c).
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(a) Extrait méthanolique (Gx 40) (b) Extrait aqueux (Gx 40)

(c) Ranitidine (G x 40) (d) Extrait acétonique (G x 40)

(e) HCL/éthanol/eau (G x 40) (f) Solution véhicule (G x 10)

Figure 18 : Evaluation histopathologique des sections de tissu gastrique des rats traités par les
différents extraits (300 mg/kg), le produit de référence Ranitidine (150 mg/kg), du lot témoin
positif traité avec la solution HCL/éthanol/eau et du lot des rats témoins
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Ces actions bénéfiques seraient médiées, au moins en partie, par les actions antioxydantes de
Centaurea africana et probablement par I'amelioration des défenses antioxydantes cellulaires
gastriques (Arab, 2015). En effet, le stress oxydatif joue un role important dans la
pathogenése de diverses maladies, y compris dans celle de l'ulcere gastrique et les
antioxydants jouent un réle important dans la protection de la muqueuse gastrique contre
divers agents nécrosants (Bardi, 2011). Les antioxydants pourraient aider a protéger les
cellules des dommages causés par le stress oxydatif et a améliorer les systéemes de défense du
corps contre les maladies dégénératives. Il a été démontré que I'administration d'antioxydants
inhibe les Iésions gastriques induites par I'éthanol chez le rat (Sathish, 2011).

De nombreux travaux ont révélé que les phytoconstituants comme les flavonoides, les tanins,
les terpénoides ou encore la saponine étaient responsables des effets gastro-protecteurs
(Kabera ,2014; Majeed, 2015) par la capacité de ces composes actifs de stimuler la sécrétion
de mucus, de bicarbonate et de prostaglandine et de neutraliser les effets dégradants des
oxydants réactifs dans la lumiere gastro-intestinale. D’autres travaux, ont confirmé les
activités gastro-protectrices de plusieurs espéces du genre Centaurea solstitialis (Gurbuz,
2007) ; Centaurea chamaerhaponticum Ball (Bakhtaoui, 2014); Centaurea cyanus L.
(Pirvu, 2015) ; Centaurea solstitialis L. ssp (Gurbuz, 2007). Par ailleurs, de nombreuses
études ont démontré que les sesquiterpene lactones, omniprésents dans le genre Centaurea,
avaient un pouvoir anti-ulcérogene (Chaturvedi, 2015; Shoaib, 2017 ; Kolli, 2012 ;
Tesevic, 2014).
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I. Controle de la pommade formulée

IV.1 Détermination potentiométrique du pH

Les résultats de la variation du pH durant cing jours de suite en triplicat sont consignés dans le
Tableau 20.

Tableau 19 : Mesure de la variation du pH pendant 5 jours de suite.

Jours | Valeur moyenne + écart type du pH Valeur moyenne + écart type du pH
de la formulation 5% de la formulation 10%
J1 5.28 £0.21 5.48+0.15
J2 5,13 +0.16 5.19+0.35
J3 5,63 £0.62 5.61+0.42
J4 5,48 £0.42 5.30+0.26
J5 5,8310.12 5.88+0.14

Les valeurs du pH de la formulation varient de 5.13 & 5.83 pour la pommade a la
concentration de 5% et de 5.19 a 5.88 pour la pommade a la concentration de 10%.
Ces valeurs suggérent que le pH des deux préparations (5 et 10%) de 1’extrait méthanolique
de racines de Centaurea africana sont compatibles avec I’usage dermique puisqu’elles sont
proches de celui de la peau (Ivan A. Ross ; 2001).

Le pH d’une peau en bonne santé est d'environ 5,5. L’acidité cutanée est une caracteristique
importante de la peau, et I’on observe que quasiment toutes les phyto-dermatoses sont
accompagnées d’une alcalinisation. Le pH cutané est variable selon les individus et les zones
corporelles. Il est influencé par divers facteurs : il augmente avec 1’age, il est plus alcalin chez
les femmes, il augmente enfin avec divers facteurs extérieurs comme le lavage par des

détergents. Le pH cutané est également régulé par 1’excrétion sudorale (Martin, 2006).

V.2 Caractéres

IV.2.1 Aspect / Couleur

Les résultats obtenus lors de contréle organoleptique du produit fini, ont rapporté pour les
deux concentrations, une pommade de consistance molle, d'aspect homogéne et onctueux au

toucher, de couleur jaunatre induite par la couleur de 1’extrait -méthanolique dissous.
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1V.3 Test de I’homogénéité

IVV.3.1 Test macroscopique
L'étalement de la pommade formulée a 5 et 10% en couches minces sur une surface plane a

I’aide d’une spatule n'a montré aucune formation de grumeaux ou de présence de bulles ni de
séparation cristalline du principe actif. Les préparations se sont montrés parfaitement propres,

uniformes et homogenes (photo 10)

L |

L

Photo 10 : Etalement de la pommade® formulé sur surface plane.

I1VV.3.2 Test de centrifugation
La centrifugation des pommades a 5 et 10% pendant 10 mn a une vitesse de 1500 trs/mn, n'a

montré aucun phénomene de floculation (Photo 11). Aucun changement de la forme et

d'aspect n’a été constaté avant et apres la centrifugation de 1’échantillon.

Photo 11 : L’échantillon de pommade apres le test de centrifugation.

112



Partie Expérimentale Résultats & Discussion

IVV.3.3 Test microscopique
L’extrait méthanolique de racines de Centaurea africana dans les échantillons présentent des
vésicules de diametres variant entre 0,5 et 1 um. Elles sont bien dispersées, proches les unes

des autres et d’aspect homogene (Photo 12 et 13).

GL Phase hydrophile: gouttelettes de 'extrait

&———Phase lipophile: melange d'excipents

Photo 12 : Observation microscopique de la pommade formulée (Gx40)

e—

Tym

Photo 13 : Observation microscopique de pommade formulée (Gx100)

Les résultats ont montré que le type d’émulsion de la pommade® formulée a 5 et 10% est
hydrophile dans lipophile (H/L). La partie lipophile (mélange d’excipients) constitue la phase
externe et la partie hydrophile (extrait méthanolique de racine de Centaurea africana) en
forme la phase interne. Cette émulsion se présente sous forme de préparation opaque de base.
Cela permet d’avoir une pommade non conductrice du courant électrique, non lavable a I'eau
et qui laisse un film résiduel gras sur la peau aprés application (Toé, 2004). L’utilisation de
viscosifiant alcool cétylique (C16) comme un facteur de consistance a participé au maintien de
I’homogénéité, la stabilisation et a ralentir la mise a I’interface de I’extrait avec la phase

grasse (Puisieux, 1989 ; Leblanc et al. 1997 ; Le Hir, 2005).
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1VV.3.4 Test de limpidité
La membrane filtre n’a retenu aucune particules inerte (Photo 14), par conséquence la
pommade formulée est limpide, témoignant de la bonne qualité des matieres premieres

utilisées (extrait et excipients).

Photo 14 : Filtration de pommade.

IV.3.5 Tests d’influence de I’air et de la température

Aprées une semaine d’exposition d’une quantité de pommade formulée a 5 et 10% a I’air libre,
température ambiante dans les conditions de laboratoire, les échantillons ont gardé la méme
forme et les mémes caractéres organoleptiques. Selon, Denine (2008), la température et les
conditions atmosphériques sont considérées parmi les facteurs externes influencant la stabilité
d’une pommade, car la température accélére et favorise toutes les réactions chimiques ou
biologiques, en provoquant des changements d’état physique, et favorise également le
développement des micro-organismes. L’air atmosphérique est considéré comme le grand
facteur d’altération et bien entendu I’humidité est dans la majorité des cas le support de toutes

les altérations.

V Evaluation toxicologique

La toxicité aigué et la détermination de la DL50 a t été décrite comme 1’étape initiale des
évaluations toxicologiques des extraits végéetaux (Oladipipo et al, 2016) et les données de ces

évaluations fournissent des informations complétes sur la classification toxicologique et

I'étiquetage de ces composés (Ozbek et al, 2004).
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V.1 Toxicité aigiie administrée par voie orale

Aucun signe clinique de toxicité ni de mortalité n’a été observé pendant les 14 jours
d’observation, ce qui permet d’estimer que la toxicité aigué de 1’extrait alcoolique (méthanol
80/Eau : 80/20) lyophilisé obtenu par la macération de poudre de racine de Centaurea
africana est supérieur a 2 g/kg.

V.2. Toxicité aiglie administrée par voie cutanée

L’épreuve limite avec une dose de 2g /kg de poids corporel de I’extrait alcoolique (méthanol
80/20 Eau) lyophilisé obtenu par la macération de poudre de racine de Centaurea africana
appliquée sur la peau des rats n’a montré aucun signe de toxicité ou de Iésion cutanée au cours
des 14 jours d’observations. En conséquence, notre extrait et peu ou pas toxique en
application topique.

Ces valeurs les places dans la catégorie V selon la classification de la toxicité aigué de
(OCDE, 2001), qui comporte cinq catégories (allant de hautement toxique : catégorie I a non
toxique : catégorie V) et permet par conseéquent de le qualifier de produit peu ou pas toxique
par voie orale en prise unique.

Selon le Systeme général harmonisé (SGH, 2011) de classification et d'étiquetage des
produits chimiques, les substances ayant une valeur DL50 supérieure a 2000 mg / kg sont
considérées comme relativement sires. Dans certaines études, les valeurs LD50 des extraits
d'herbes thérapeutiques ont été trouvées supeérieures a 2000 mg / kg, et selon le critere du
SGH, ces extraits ont été considérés comme raisonnablement sdrs en cas d'exposition aigué
(Konan et al, 2007)

V.3 Evaluation de la tolérance locale

L’ évluation de la tolérance cutanée par recherche d’une réaction cutanée, de la présence
d’érytheme et cedéme, a été évaluée et quantifiée sur une zone préalablement scarifiée et sur
zone intacte, selon I’échelle numérique proposée par le « Journal Officiel de la République
Francaise » (Tableau 20 et 21).
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Tableau 20 : Indice d’irritation primaire de la pommade formulé a 10 % et pommade
véhicule.

Lo | N° du Flanc traité Flanc témoin
t | lapin Oedéme Erythéme Oedéme Erythéme
J1 J3 J1 J3 J1 J3 J1 J3

(24h) | (72h) | (24h) | (72h) | (24h) | (72h) | (24h) | (72h)
X | L1 0 0 0 0 0 0 0 0
o

< | L2 0 0 1 0 0 0 1 0
3 | L3 0 0 0 0 0 0 1 0
g L4 0 0 1 0 0 0 1 0
g L5 0 0 0 0 0 0 0 0
a | L6 0 0 1 0 0 0 0 0
L1 0 0 0 0 0 0 0 0
3 | L2 0 0 0 0 0 0 0 0
3 [L3 0 0 1 0 0 0 1 0
S | L4 0 0 1 0 0 0 0 0
> L5 0 0 0 0 0 0 1 0
L6 0 0 1 0 0 0 1 0

Pour les différents lots extraits, on note la présence d’érythéme avec une diminution nette
apres 72 heures d’observation. Cependant, aucun cedéme pour 1’ensemble des lots n’a été
observé durant toute la période d’expérimentation.

Tableau 21 : L’indice d’irritation primaire de la pommade formulé a 10 % et pommade
véhicule.

N° de lapin Edeéme + Erythémes Edeéme + Erythémes (24h +
(24h + 72h) Flanc traité 72h) Flanc témoin

Lot

o

OB |WN|F-

6

POMMADE 10%

Valeurs cumulées

1

VEHICULE
GQIENTMIN

6

AR ORIk ok Wk ok o|lr|lo
Wk R olrlolow|lololkr|k|-

Valeurs cumulées
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L’indice d’irritation primaire a été calculé a partir de 1’équation suivante (Tableau 22)

IP = (Edéme + Erythémes) Flanc traité + (Edéme + Erythémes) Flanc témoin / 24

24 = nombre de lapin (6) x nombres de zones testées (traité et témoin = 2) x nombre de type
d’irritation (cedeme et érytheme = 2)

Tableau 22 : L’indice d’irritation primaire de la pommade formulé a 10 % et pommade
véhicule

Lots IP Observation
Pommade 10 % 4+3 /24 = 0,29 < 0.5 produit non irritant
VEHICULE 3+3/24=0,25 < 0.5 produit non irritant

L’indice d’irritation primaire IP est < 0.5 pour la pommade a 10 % et le véhicule. Donc selon

I’échelle numérique de Draize, les deux préparations sont non irritantes pour la peau.

V.2.4 Toxicité subchronique

Les essais de toxicité a long terme pourraient fournir des données sur les effets toxiques
persistants ou cumulatifs sur les systemes d'organes cibles, la relation dose-réponse et aussi
sur la dose sans effet nocif observé (OCDE, 2008).

L’évaluation de la toxicité subchronique a été menée afin de déterminer les éventuels effets
toxicité pouvant survenir aprés une administration réitérée de 1’extrait méthanolique de racine
de Centaurea africana par exposition orale et cutané.

Aucun trouble du comportement n’a été observé chez les lots d’animaux recevant une
concentration de 1 g/kg. En revanche, des hyperexcitations ont été notées chez certains
animaux des lots traités par voie orale, qui disparaissent 2 a 3 heures aprés 1’administration du
produit a tester, le taux de mortalité est nul pour I’ensemble des lots étudiés.

Les résultats des pesées hebdomadaires tout au long de la durée de I’expérimentation (28
jours) sont consignés dans le Tableau 23 et ont permis de suivre 1’évolution pondérale des
animaux traités et témoins.

Les valeurs pondérales moyennes des animaux des lots traités par les deux voies
d’administration sont comparables a celle des animaux du lot t¢émoin pendant les 4 semaines
de I’étude. Ainsi, il semble que I’administration de I’extrait methanolique a la concentration

de 1g/kg per os et cutanée n'affecte pas 1’évolution du poids corporel des rats.
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Le changement du poids est un indicateur des effets indésirables des composés chimiques (El
Hilaly et al, 2004). Ainsi, la perte du poids est corrélée a 1’état physiologique de 1’animal et
peut étre expliquée, non seulement par 1’anorexie (Betti et al, 2012), mais aussi par

I’altération du métabolisme des animaux (Mukinda et al, 2007).

Tableau 23 : Valeurs moyennes des pesées hebdomadaires (g) des rats témoins et des rats

traités par I’extrait methanolique de racine de Centaurea africana par voie orale et cutané

Temps /semaine Voie orale Voie cutanée

Lot témoin Lot essais Lot témoins Lot essais
Semaine 1 201,00+10,04 197,17+6,71 196,33+4,08 199,83+7,81
Semaine 2 219,33+5,47 221,17+4,40 222,50+6,32 208,00+9,53
Semaine 3 231,33+5,61 233,50+3,08 233,33+4,37 227,33+7,45
Semaine 4 242,00+8,44 245,00+3,74 241,33+3,61 235,67+5,39

V.2.4.1. Paramétres biochimiques et hematologique mesurées

Le bilan rénal sert a dépister un éventuel dysfonctionnement du rein. Il comprend en
premiére approche les examens des paramétres biochimiques (urée, créatinine). Ces valeurs
sont restées dans les intervalles de normalités et ne montre aucune différence significative
(P>0.05) entre les groupes témoins. En effet, ces parametres sont des biomarqueurs de
nephrotoxicité et ont des valeurs élevées en cas d’altération du mécanisme de la filtration
rénale (Mohsen et al, 2017 ; Manda et al, 2017).

Les transaminases et PAL sont des biomarqueurs de la fonction hépatique et toute
augmentation peut étre prise comme un premier signe de lésions cellulaires incluant les
nécroses cellulaires hépatiques, I’hépatite, les cirrhoses ainsi que I’hépatotoxicité de certaines
drogues (James et al, 2010). Dans notre étude, la concentration de ces deux enzymes (ALT et
AST) diminue significativement (P<0.05) chez les animaux traités par rapport aux rats
témoins, ce qui pourrait suggérer un éventuel effet hépato protecteur de 1’extrait méthanolique
de la racine de Centaurea africana.

Plusieurs études récentes sont en accord avec notre hypothese et rapportent que les plantes du
genre Centaurea sont douées de propriété hépatoprotectrice : Centaurea pallescens (Hossam,
2013) et Centaurea behen linn (Pushplata, 2014).
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De nombreuses substances toxiques sont susceptibles d’alterer le metabolisme lipidique et
glucidique. Nos resultats n’ont pas montré de différence significative (P>0.05) entre le lot
témoin et les lots traités (Tableau 24). De méme la fourchette de variation de la protidémie
n’a pas permis d’observer une variation significative de la protidémie de JO & J28 aux doses

et voies d’administrations étudiées.

Tableau 24 : Effet de I’extrait methanolique de racine Centaurea africana sur les parametres
biochimiques des rats apres 28 jours de traitement par voies orale et cutanée

. Voie orale Voie cutanée
Parametres
biochimiques L. ) .. .
Lot témoin Lot essai Lot témoin Lot essai
GOT 141.50+£19.48 129.66+14.50 172.33+24.97 149.50+20.46
GPT 73.33+13.95 64.50+8.83  85.33+11.98 78.95+ 4.57
PAL 159.03+£5.11  155.83+7.73 154.48+16.79 151.03+8.46
Glycemie 0.88+0.10 0.83+0.06 0.83+0.06 0.84+0.08
Cholestérol 0.74+0.02 0.75+0.01 0.73+0.03 0.7+20.07
Triglycéride 0.88+0.36 0.67+0.24 0.56+0.04 0.75+0.11
Créatinine 5.50+0.54 5.50+1.04 5.33+0.52 5.17+0.75
Urée 0.40+0.07 0.38+0.05 0.52+0.07 0.47+0.02
Protéine 74.23+2 .57 67.30+3.36 71.87+3.95 74.60+3.38

Le systéme hématopoiétique est I’un des cibles les plus sensibles aux substances toxiques. Il
représente un marqueur important de I'état physiologique et pathologique de I'homme et
I'animal, en particulier dans la moelle osseuse dont le réle est de fabriquer les cellules qui
donneront naissance aux éléments figurés du sang qui seront répartis en cellules de la lignée
rouge (hématies, réticulocytes), de la lignée blanche (lymphocytes, granulocytes, monocytes)
et plaguettes. La proportion de chaque type cellulaire est comprise dans un intervalle
déterminé pour chaque espece. La gquantité absolue ou relative des différents types cellulaires
peut varier suite a I’exposition a un toxique ou dans les conditions pathologiques.

(Kifayatullah, 2015 ; Geraud, 2007).
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Le profil hématologique du lot des rats traités et témoins sont présentés dans le Tableau 25.
Les différents parameétres hématologiques étudiés ne montrent aucun changement significatif
(P> 0,05) entre les groupes traités et témoin avec I'extrait methanolique a la dose de 1000
mg/kg. De méme D’autopsie a révélé que l'architecture naturelle des différents organes

demeure inchangée.

Tableau 25 : Effet de 1’extrait méthanolique de racine Centaurea africana sur les parametres
hématologiques des rats apres 28 jours de traitement par voies orale et cutanée.

Parametres Voie orale Voie cutané
hematologiques Lot Lot Lot témoin Lot
témoin essai essai
Globule rouge (X106 pl-1) 8,12 7 6.3 6,53
Globule blanc (x103 pl-1) 13,20 13,07 12,97 13,07
Hématocrite (%0) 45,84 43,91 44,72 46,16
VGM (n3) 51,7 54,5 56
Eosinophile (%0) 2,63 3,01 2,65 2,5
Monocyte (%) 8,16 8,26 9,47 12,19
Lymphocyte (%) 77,80 82,60 68,4 81,7
Basophile (%0) 18,90 18,38 21,46 22,18

L'examen histopathologique a porté sur quelques organes cibles (rein, foie et pancréas) des
animaux traités par voie orale et les animaux témoins. Les résultats n‘ont montré aucune
Iésion des organes cibles liée a la dose de 1g/kg pour la voie per os et cutanée (Figure 19).

Le test de toxicité orale de I'extrait de 28 jours n'a donc eu aucun effet sur l'intégrité de ces
organes.

A lissu des résultats obtenus. L’evaluation des toxicités aigué et subchronique de I’extrait
methanolique lyophilisé de centaurea africana offre une marge de sécurité appréciable d’une
part .avec une DL50 superieur a 2g/kg et d’autre part, aucune toxicité remarquable n'a été

observée au cours des études de toxicité subchronique par voie orale et cutanée de I’extait.
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H : hépatocyte ; S : sinusoide ; VCL : veine centrolobulaire ; TH : travée hépatocytaire ; SH : sinusoide hépatique

Aspect histologique du tissu hepatique chez le rat témoin Foie de rat traité par I'extrait methanolique (1g/kg per 0s)

GR : glomérule rénal ; TCP : tube contourné proximal ; TCD : tube contourné distal ; C : cortex rénal

Aspect histologique du rein chez le rat témoin Rein de rat traité parl'extrait methanolique (1g/kg per 0s)

AE : acini exocrine ; CE : canal excréteur ; IE : ilots endocrines

Aspect histologique du pancréas chez le rat témoin Pancréas traité par I'extrait methanolique (1g/kg per os)

Figure 19 : Aspect histologique des prélevements hépatique, néphrotique et pancréatique chez
les rats témoins et traités par I'extrait methanolique de Centaurea africana a la dose de 1g/kg
par voie orale.
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V1 Evaluation pharmacologique

V1.1 Activite anti-inflammatoire in vivo
V1.1.1 (Edéme de I’oreille induit par I’huile de croton chez le rat
Les résultats de I’activité anti-inflammatoire de la pommade a base d’extraits méthanolique de

racine de Centaurea africana a la concentration de 5 et 10 % sont reportés dans le Tableau 27.

Tableau 26 : Effet de la pommade préparée a base d’extrait méthanolique de racines de
Centaurea africana sur I’cedéme induit chez le rat par 1’huile de croton.

) ) _ % réduction

Lots Oreille Gauche | Oreille Droite % d'Edéme
de I'(Edéme

Témoin 24.47+0.55 35.8+0.61 46.52+3.39 -
Véhicule 24.27+0.43 35.59+0.94 46.81+4.48 -
Pommade 5% 23.99+0.17 28.31+0.18 18.02+1.00 61.26*
Pommade 10% 24.72+028 27.86%0.26 12.71+0.85 72.68*
Référence 23.99+0.36 27.79+023 12.13+1.31 73.93*

*P<0.001 comparé au contr6le. Valeur (Moy+ SEM) (n=6). Centaurea africana, SEM : Erreur
standard de la moyenne

L’application topique de la pommade a la concentration de 5 et 10%, a permis une inhibition
significative de 1I’inflammation induite localement par I’agent irritant (1I’huile de croton) avec
une réduction de 1’cedéme de I’ordre de 61,26 % et 72,68 % respectivement. Ce dernier se
rapproche de celui obtenu par le produit de référence (73,93 %) (Figure 20).

L’étude de l'activité anti-inflammatoire de pommade a base d'extrait méthanolique de

Centaurea africana a montré une activité dose-dépendante.

% réduction de I'CEdeme

80,00

60,00

40,00

20,00

0,00 T 1
Véhicule Pommade 5% Pommade 10% Référence

Figure 20 : Pourcentage de réduction de I’cedéme induit chez le rat par I’huile de croton par
I’application de la pommade préparée a base d’extrait méthanolique des racines de Centaurea
africana.
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L'application de I'huile de croton induit une réponse inflammatoire significative, caractérisée
par l'apparition d'un ocedéme, une infiltration de neutrophiles, une production de
prostaglandines et une augmentation de la perméabilité vasculaire (Rao, 1993). Le traitement
local des rats par des préparations a base d'extraits de Centaurea africana a conduit a une
réduction significative du volume de I’cedéme induit par 1'huile de croton par rapport a celle
des rats traités par la préparation simple véhicule. L’effet anti-inflammatoire topique dans ce
modéle d’inflammation cutanée chez le rat observé peut étre attribué aux phytoconstituants
presents tels que les flavonoides et les polyphénols. Ces composés bioactifs sont connus pour
leurs propriétés antiinflammatoires (Auta et al, 2011 ; Sowemimo et al, 2013 ; da Costa,
2015) par inhibition de la synthése des prostaglandines (Linn, 2010). Ces résultats sont en
accord avec plusieurs recherches qui rapportent que le genre Centauréa est connu par son
pouvoir anti-inflammatoire. Il s’agit, notamment de Centaurea iberica Trev (Koca et al.,
2009), Centaurea genus (Sokovic, 2017), Centaurea aphrodisea, Centaurea athoa,
Centaurea hyalolepis, Centaurea iberica, Centaurea polyclada, Centaurea aphrodisea,
Centaurea athoa, Centaurea hyalolepis, Centaurea iberica, Centaurea polyclada (Erel ,
2014). Par ailleurs, cette activité anti-inflammatoire contribuerait aux propriétés cicatrisantes
de la plante (Fei, 2002 ; Chandran, 2008).

V1.2 Activité cicatrisante

L’activité cicatrisante a été évaluée par deux modeéles de cicatrisation : par excision et par

incision.

V1.2.1 Modéle par incision

La mesure de l'effet cicatrisant sur modéle par incision a permis la mise en évidence d’une
résistance aux forces de traction statistiquement significative de 1’ensemble des lots traités par
rapport au témoin. Le traitement avec la pommade a base d’extrait méthanolique a 10 %
(620+44,27) a conféeré une plus grande résistance a la rupture comparé a 1I’ensemble des lots
suivie par le produit de référence Cicatryl® (595 + 41,83) (Tableau 27).
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Tableau 27 : Effet de I'application topique de I'extrait méthanolique de Centaurea africana sur
la résistance a la traction du modeéle de la rupture par incision :

Lots (Gr) Résistance a la traction (g)
Véhicule Gr-I 451.67+7.70
Référence Cycatril® Gr-lI 595.00+18.71"
Pommade a 5% Gr-IlI 532.00+16.87"
Pommade 10% Gr-1V 620.00+19.80

Les valeurs sont exprimées en M + SEM; N = 6 animaux dans chaque groupe; * P <0,001 par rapport au controle

L'augmentation de la résistance a la traction des plaies traitées peut étre attribuée a la
croissance des tissus de granulation et a la réépithélisation (Maurya, 2016) conduisant a une
augmentation de la concentration et de la production de collagene qui est considérée comme
le principal constituant de la matrice extracellulaire (Abood et al., 2015), conduisant a la
croissance cellulaire et a la stabilisation des fibres (Pattanayak, 2008). En effet, le collagéne
est une protéine extracellulaire clé dans le tissu de granulation et joue un rdle essentiel dans la
force et la solidité de la cicatrice (Hassan, 2011 ; Sunita, 2016). Par ailleurs, récemment,
dans des études antérieures, il a été démontré que des constituants comme les flavonoides
possedent un effet antioxydant puissant, améliorant ainsi le niveau d'enzymes antioxydantes

dans le granulome de tissu (Mughrabi et al, 2014 ; Caluya, 2017)

V1.2.2. Modéle par excision
Les résultats du modeéle de cicatrisation par excision chez le rat apres application journaliére
de la pommade a base d’extrait méthanolique de racine de Centaurea africana a la

concentration de 5% et 10% sont présentés dans la figure et le Tableau 29.
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Tableau 28 : Evolution de la réduction des surfaces des plaies (Moy + SEM) durant toute la
période d’expérimentation (4], 8j, 12j et 16j) et la période d’épithélialisation.

Pourcentage de contraction des plaies Période
Lots (Gr) J4 J8 J12 J16 d'épithélialisation
1)
Veéhicule
Gr-1 20.74+£8.05 30.56+7.02  43.69+6.12 60.53+8.71 24.00+0.37
Référence

C>gatri|® 34.04+3.20° 62.53+3.13" 81.66+14.98° 92.35+2.43" 18.00+0.49"
r-11

Extrait
pommade
5%
Gr-l111
Extrait
pommade
10%
Gr-1v

26.3243.98* 56.51+3.50° 73.37#3.02° 80.11+4.74 20.67+0.46

33.80+4.63° 62.22+357° 82.20+3.17° 97.99+5.43" 17.00+0.49"

L’application topique des pommades a 5% et 10% a conduit a une augmentation significative
du pourcentage de réduction des superficies des plaies chez les rats traités par la pommade a
la concentration de 5 et 10% (80.11 et 97.99 %) par rapport a ceux des témoins traités par le
véhicule(60,53 %). Par contre, le produit de référence Cycatril® a montré un effet cicatrisant
supérieur a celui de la pommade 5% avec un pourcentage de réduction des superficies des
plaies (92.71 %). Néanmoins, celui de la pommade a 10% demeure supérieur au produit de
référence.

La période de I'épithélialisation (Figure 21) a été marquée par une réduction totale de la
surface des plaies chez les rats traités par la pommade a 10 % a partir du 16° jour du
traitement suivie par la pommade de référence Cicatryl au 18 ® " de traitement et par la
pommade a 5% au 20° jour. Cependant, les plaies traitées par la pommade véhicule simple ont
montré une durée de guérison allongée a 24 jours. La contraction de la plaie est I'un des
parameétres essentiels de la réépithélialisation de la peau blessée, probablement en améliorant
la fermeture de la plaie et la restauration de la barriére fonctionnelle (Chattopadhyay et al,
2002 ; kundu, 2016). Une meilleure activité cicatrisante d'une plaie est attribuée
principalement & une période d'épithélialisation plus courte et une contraction accrue de la
plaie (Suntar, 2010).

125



Partie Expérimentale Résultats & Discussion

Les resultats de cette présente étude montrent clairement que les substances naturelles sont
des agents potentiels de cicatrisation des plaies (Abdulla, 2009 ; Akkol, 2011). Dans ce
modele par excision, l'augmentation progressive de la contraction de la plaie et la diminution
de la période d'épithélisation des rats traités par rapport aux rats témoins (véhicule) pourraient
étre attribués a la présence des substances bioactives contenues dans 1’extrait méthanolique
comme les stérols insaturés, les triterpénoides, les flavonoides, les saponines, les tanins et les
composés phénoliques (Manal et al, 2016). Elles peuvent agir de maniére indépendante ou
synergique (Ahmed et al, 2016) et par leur propriétés antimicrobienne et astringente (Shi et
al, 2008 ; Chitra ,2009 ; Omale, 2010 ; Chintamani, 2014). Le phénoméne de contraction
contribue a la réduction de la taille initiale de la plaie en tirant les bords de la plaie
environnante sur toute son épaisseur vers le centre, ce mouvement centripéte est due a
I'activité des myofibroblastes (Esimone, 2008 ; Chitra ,2009).

Le temps d'épithélialisation était également considérablement plus court chez les animaux
traités avec des onguents contenant I'extrait méthanolique. Il faut noter que I'épithélisation
implique la prolifération et la migration des cellules épithéliales a travers le lit de la plaie
(Sanwal, 2011). Par conséquent, ce raccourcissement du temps d'épithélisation pourrait étre
dd a une prolifération des cellules épithéliales ou/et a une augmentation de la viabilité des
cellules épithéliales (Shailajan, 2016).

Des résultats similaires ont été rapportés lors d’études précliniques conduites sur plusieurs

plantes de la famille des Astéracées (Suntar, 2014).
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Lot témoin Lot référence Lot pommade 5% Lot pommade 10%

JO

J12

J16

Figure 21 : Evolution macroscopique des surfaces des plaies des lots traités et contréle.
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V1.2.2.1 Teneur en hydroxyproline

Les teneurs tissulaires en hydroxyproline des plaies des quatre lots au 12° jour du traitement
sont présentés dans le Tableau 29. Les taux d’hydroxyproline des lots traités par les
pommades a base d’extrait méthanolique de Centaurea africana (5 et 10%) et du lot de

référence ont éeté significativement plus éleves (P<0.001) par rapport au lot véhicule seul.

Tableau 29 : Teneurs tissulaires en hydroxyproline des plaies des quatre lots au 12e jour de
traitement

Lots Teneur moyenne d’hydroxyproline
(mg/g)
Véhicule 108.91+1.77
Référence Cycatril® 169.68+3.34*
Pommade a base d’extrait méthanolique 155.59+3.08*

de Centaurea africana 5%

Pommade a base d’extrait méthanolique 221.75+2.47*
de Centaurea africana 10%o

*P<0.001 comparé au contrble. Valeur : moyenne = SEM (n=6).

L'hydroxyproline est un marqueur biochimique de la synthése du collagene qui est la protéine
majeure de la matrice extracellulaire. Ainsi, toute augmentation de la teneur en
hydroxyproline reféte une teneur plus élevée en collagéne des tissus (Hassan, 2011 ;
Metowogo, 2014 ; Sunita, 2016). Cette synthese contrdlée et le dép6t de nouvelle fibres de
collagene et leur maturation contribuerait a 1’accélération et la qualité de cicatrisation

observées lors du traitement par les pommade a base de Centaurea africana (Nagar, 2016).

V1.2.2. 2 Evaluation histologique

L’étude histologique des biopsies tissulaire rapporte une régénération du collagéne, une
augmentation de la vascularisation et une prolifération des fibroblastes dans la zone de la
plaie des lots traités par rapport au lot témoin (Figure 21) (Kumar, 2016). Chez les rats
témoins (Figure 22 a) nous avons noté la présence d'un tissu conjonctif inflammatoire,
fibroblastique et trés pauvre en vaisseaux sanguins. Les fibres de collagéne n'ont pas pu étre
distinguées, ce qui indique une cicatrisation incompléte de la plaie. L’étude des tissus de
granulation des animaux traités avec la pommade a base d’extrait méthanolique de Centaurea

africana a 5% (Figure 22 b) a rapporté des cellules épithéliales incomplétes, une fibrose et un
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cedéme léger avec des cellules lymphoides. Par ailleurs, celle des tissus de granulation des
animaux traités par traités avec la pommade a base d’extrait méthanolique de Centaurea
africana 10% (Figure 22 c) a indiqué la présence d’une quantité modérée de collagene, de
fibroblaste et un nombre accru de vaisseaux sanguins. La pommade de référence (Cycatril®)
(d) a montré une grande quantité de tissu de granulation, une ré-épithélisation et un petit

nombre de cellules inflammatoires.
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(a) Lot Témoin GX10 HE
Le tissu de granulation est formé par un tissu collagénique abondant, cedémateux
renfermant des néovaisseaux, des fibroblastes hyperplasiques et hypertrophiques, ainsi
qu’'une composante inflammatoire mixte.
Lésion d’aspect aigu

(d) Lot produit de référence Cycatril GX10 HE
Le tissu de granulation est plus dense comparativement au témoin, la néo-
vascularisation est moins prononcée. Le tissu collagénique est richement cellulaire,
dense et compacte caractérisé par une hyperplasie des fibroblastes ainsi qu 'une
réaction inflammatoire mononuclée.
Lésion d’aspect subaigu.

(b) Lot traité par la pommade a base d’extrait méthanolique de Centaurea africana a 5%
GX 10 HE
Le tissu cicatriciel (de granulation) est formé d’un tissu collagénique compacte, dense
renfermant des fibroblastes hyperplasiques et hypertrophiques, ainsi que des néovaisseaux
et des cellules inflammatoires mixtes.
Lésion d’aspect subaigu.

(c) Lot traité par la pommade a base d’extrait méthanolique de Centaurea
africana 10% GX 10 HE
Tissu de granulation peu lache, et peu edémateux, renfermant de nombreux
néovaisseaux fortement congestionnés, des fibroblastes hyperplasiques et
hypertrophiques ainsi qu ‘une infiltration inflammatoire mixte.
Lésion d’aspect aigu.

Figure 22 : Coupes histologiques des biopsies cutanées colorées par I’hématoxyline/éosine des lots traités les pommades a base d’extrait

méthanolique de Centaurea africana (5 et 10 %) et les lots controle
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Le présent travail s’inscrit dans le cadre des travaux de recherche de 1’équipe
«Evaluation de Defficacité des molécules pharmacologiques et développement de
stratégies thérapeutiques alternatives » du Laboratoire de Recherche « Santé et
Productions animales » qui a pour objectif de dresser un inventaire des plantes médicinales
de notre pays, susceptibles d’étre utilisées en médecine vétérinaire notamment et d’en évaluer
les diverses activités biologiques.

L’étude a été menée sur une plante meédicinale endémique de I'Afrique du Nord
(Algérie, Tunisie) de la famille des Astéracée (Centaurea africana), qui a fait I’objet de peu
d’investigations  tant sur le plan  phytochimique, pharmacognosique  que
pharmacotoxicologique.

Ainsi un screening phytochimique des extraits (méthanolique, acétonique et aqueux)
des racines de Centaurea.africana a permis la mise en evidence d'un certain nombre de
groupes chimiques susceptibles d'activités: les polyphénols, les flavonoides, les tanins, les
coumarines, les triterpénes ainsi que les anthocyanes. En outre, nous avons également procédé
a la quantification des polyphenols, des flavonoides et des tannins totaux par une méthode
colorimétrique. Nos résultats montrent que les composés phénoliques sont présents au niveau
de tous les extraits de racine plus particulierement dans I’extrait méthanolique.

Concernant I’activité antioxydante, 1’etude du pouvoir antioxydant de tous les extraits
des racines de centaurea africana par la capacité de piégeage de radical DPPH a révélé une
bonne activité antioxydante et une capacité de piégeage de radicaux libres intéressante en
particulier pour I'extrait méthanolique suivie par I’extrait aqueux et acétonique, dues a la
présence des composés phénoliques et des flavonoides, dans ces extraits.

L’activité antibactériennes a été étudiée par la méthode qualitative de diffusion sur
disque et quantitative par la méthode de micro dilution des différents extraits sur des souches
de référence. Les Staphylococcus aureus ont présenté la plus grande sensibilité a 1’extrait
méthanolique, les Pseudomonas aeruginosa, ont montré une plus grande sensibilité a I'extrait
aqueux et acétonique et Bacillus subtiilis s'est montré trés sensible a I'extrait aqueux.

Les résultats de I"étude de protection de la muqueuse gastrique sur modéle murin ont
indiqué une activité ulcereuse des extraits. Les extraits de la poudre de racine de Centaurea
.africana a la dose de 300 mg/kg ont présenté des activités cytoprotectrices nettement

supérieures a celle du produit de référence (Ranitidine®) a la dose de 150 mg/kg (46.7 %).
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En effet, les extraits de racines de Centaurea .africana a 300 mg/kg ont induit une
cytoprotection de 68.4% (extrait methanolique) ; alors qu’a la méme dose les extrait
acétonique et aqueux ont présenté respectivement une cytoprotection de 56.7% et 60.4%. Ces
propriétés biologiques démontrées in vivo, seraient essentiellement dues aux metabolites
secondaires de la plante.

L’etude des propriétés hémostatiques des trois extraits sur deux modeles : in vitro
(sang humain) et in vivo (rats Wistar) a révelé que I'extrait méthanolique a exerce une forte
activité hémostatique dans les deux modeéles suivi par I'extrait aqueux, ce qui suggere que les
extraits les plus riches en composés phénoliques présenteraient les activités hémostatiques les
plus élevées.

A TDissue de cette premiére investigation, les résultats de I’ensemble des tests
biologiques montrent que I’extrait méthanolique semble étre le meilleur solvant d’extraction
de la majorit¢ des constituants chimiques responsables des différentes activités
pharmacologiques aussi bien in vitro que in vivo,ce qui a motivé la  formulation d’une
pommade a base d’extrait methanolique qui a éte soumises a des tests physico-chimique,

toxicologiques et pharmacologiques.

L’etude de I’activité cicatrisante sur le modele par excision, a révélé que la pommade

a 5et 10% de Centaurea africana induit une nette amélioration de la cicatrisation au 16°™

jour du traitement et une guérison effective a la 2°™

semaine avec des pourcentages de
contraction des plaies de 80.11+4.74% & 97.99+5%. La pommade a base d’extrait a 10% a été
plus efficace que la pommade du produit de référence cycatril®.

La mesure de I'effet cicatrisant sur modéle par incision a permis la mise en évidence
d’une résistance aux forces de traction de 1’ensemble des lots traités par rapport au témoin.
La pommade & 10 % a montré une plus grande résistance a la rupture que 1’ensemble des
autres lots.

L’activité anti-inflammatoire locale sur des rats par I’eedéme de 1’oreille induit par
I’huile de croton a permis de conclure que les deux préparations appliqué localement
possédaient un effet anti-inflammatoire proche de celui du produit de référence diclofenac®.

La multitude des effets pharmacologiques, 1’evaluation de la toxicité et 1’identification
phytochimique établie au cours de ce travail, sont prometteurs et peuvent dans une certaine
mesure justifier 'usage traditionnel de Centaurea africana. Il serait par consequent

juducieux :
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e De mener d’autres études toxicologiques telles que celle de la toxicité chronique;

e D’analyser de lots récoltés a différents moments de 1’année ou dans différentes
régions ;

e De rechercher I’activité antivirale et/ou antifongique ;

e De mener d'autres études devraient étre menées pour isoler, purifier et identifier les
principes actifs pharmacologiquement responsables des activités cicatrisante, anti-
inflammatoires et antibactériennes constatées dans la présente étude ;

e D’étudier l'activité de la plante sur des plaies chroniques comme les plaies
diabétiques ;

e De proposer la forme galénique la plus appropriée pour un usage thérapeutique en

médecine vétérinaire.
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ABSTRACT

Objective: The present study was to evaluate the anti-inflammatory and wound healing activities of methanolic extract of Centaurea africana roots
in albino Wistar rats.

Methods: Following extraction of the C. africana roots with 80% methanol, the extract was formulated as an ointment (5% and 10% w/w). The ointment
was then evaluated for wound healing activity using excision and incision wound models. Parameters, including wound contraction, epithelization
time, histopathologically, and hydroxyproline content, were determined using the excision model, whereas tensile strength was measured from the
incision model. In parallel, edema of the ear, locally induced by croton oil, was studied for the assessment of anti-inflammatory activity.

Results: Wound treated with 5% and 10% methanolic extract ointment exhibited a significant wound healing activity in both models as evidenced
by increased wound contraction, shorter epithelization time, higher tissue breaking strength, and increased hydroxyproline content. The methanolic

extract also produced dose-related significant reduction (p<0.001) of inflammation.

Conclusion: Results of the present study revealed that C. africana displays remarkable wound healing and anti-inflammatory activities.

Keywords: Anti-inflammatory activity, Centaurea africana roots, Methanolic extract, Incision and excision wound model.
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INTRODUCTION

The plant world is an inexhaustible source of biologically active
molecules to discover, and the pharmaceutical chemistry builds on
these models in its designs requiring scientific validation. Several
drugs obtained from plant sources are known to increase the healing
of different types of wounds [1]. Moreover, herbal medicine is less toxic
and less costly when compared to synthetic drugs [2]. Among these
plants, we cite a plant which is traditionally used for the treatment of
wounds, cuts, and burns in Algeria, Centaurea africana of the family
Asteraceae, endemic of North Africa, hence the name africana [3]. This
plant was the subject of many botanical and chemical investigations
while its biological activities are still little studied. The species of
Centaurea revealed their richness in secondary metabolites such
as the lactones, the sesquiterpenes [4,5], sterols [6,7], the phenolic
compounds of flavonic type and at a lesser degree, and the alkaloids [8].
Similarly, they have demonstrated their activities: Antirheumatic, anti-
inflammatory, digestive, antibacterial, and antipyretic [9]. We are
unable to find any information on the wound healing properties of this
plant. The aim of our work is, therefore, an attempt to assess the healing
and anti-inflammatory properties by topical of a methanolic extract-
based ointment, of the roots of C. africana, at two concentrations: 5%
and 10%.

METHODS

Plant material

The plant material is composed of the roots of C. africana var. africana
(Bonnet) M, harvested in June 2014, in the region of Kabylie (Draa
El Mizan), located at 42 km Southwest of TiziOuzou and at 110 km
Southeast of Algiers, Algeria. The plant has been identified by Doctor

Belmokhtar, Botanist Researcher at the Laboratory of Botany located
at the Faculty of Pharmacy in University of Algiers. A specimen of this
plant has been authenticated by comparison with that recorded in the
herbarium of the National Superior School of Agronomy of Algiers.

The roots have been dried, sheltered from the sun and at room
temperature, then finely grounded, and stored in sterile vials and
sealed.

Preparation of extract and ointment

A volume of 50 g of powder has been put in maceration in a mixture of
500 ml of methanol-water solution (80:20 v/v) then with stirred for
72 hrs at room temperature and protected from light. After filtration,
the obtained extract has been subjected to evaporation under reduced
pressure using a Rotavapor of type (Heidolph Laborota 4000) at 40°C
then lyophilized by using the lyophilizer (VirTis benchtop K) for 12
hrs. The extraction yield has been calculated from the powder of the
lyophilized C. africana roots.

Two ointments, of 5% and of 10% concentration, were prepared. The
formula and proportions used for the preparation of the ointment are
reported in Table 1.

The simple ointment of the 80% methanolic extract has been prepared
following the formula indicated in Table 1. It should be noted that this
formula is described in the British Pharmacopoeia [10]. It must be
signaled that the three ointment preparations weigh 200 g each, with
5% and 10% w/w and the simple vehicle ointment, with 0% w/w,
serves as a witness. The extract was prepared using the reduced
formula the master formula (MF) (Table 1).
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The four key steps of the adapted operative mode in this study are the
weighing of the different raw materials, according to the quantities
mentioned in the formula indicated in Table 1 followed by melting
and mixing. The first mixture consists of melting, with stirring, the
liquid paraffin, and the cetyl alcohol at 80°C. Thereafter, we proceeded
with the preparation of the second mixture and this on the eve of the
formulation by fluidizing the lanolin and the petrolatum by using a
hot plate. The two resulting mixtures have been homogenized by a
propeller stirrer IKA (Labortechnik Staufen, Germany). The ointment
has been obtained by adding the principle active, 10 g and 20 g, of an
80% methanolic extract in 190 g and 180 g, respectively, in the base
ointment. The mixture has been cooled prior to 50°C and maintained
stirred at 80 rev/m to obtain a homogeneous product. In preparing the
vehicle ointment, 200 g of the base ointment was collected and treated
in the same way with which the ointment, without active ingredient
(MF), has been formulating [11].

Preliminary phytochemical screening

Secondary metabolites existing in the extract of the powder of the
studied roots have been identified by characterization tests based on
the coloration reactions and/or precipitation according to the standard
procedure previously described [12,13]. The tannins and polyphenols
have been highlighted by the ferric chloride test. The Liebermann-
Burchard test allowed the characterization of the triterpenes and
steroids. The appearance of foam after shaking the extract allowed us
to identify the saponins. It must be signaled that the flavonoids have
also been characterized [14].

Evaluation of acute toxicity
In this evaluation, two processing modes have been studied; one by
contact and the other by ingestion of the C. africana powder roots.

Experimental animals

The study has been performed on albinos Wistar rats which were
purchased from Pasteur Institute of Algiers, aged about 3 months, and
weighing (200+20 g). After an adaptation period of 10-day, the witness
animals and treated animals have been isolated in cages with water
and food. The food used is a standard diet, supplied by the National
Office for Animal’s Feed, situated at Bejaia in Algeria. The study animals
were used to identify different activities such as the acute toxicity,
anti-inflammatory activity, and the healing wound activity, which have
been subjected to identical experimental conditions of temperature
(21°C+2°C), hygrometry (55-60%), and the photoperiod with a 12 hrs
daylight/dark cycle. The experiments have to be carried out as per
instructions, party from the Institutional Animal Ethical Committee
(I.A.E.C), and another part from the National Instructions on the Care
and Use of Laboratory Animals.

Acute toxicity study

The acute toxicity test has been performed according to the toxic
class method 423 as per the Organization for Economic Cooperation
and Development (OECD) guidelines. The methanolic roots extract
of C. africana was given orally in a single dose of (2000 mg/kg) body
weight to a treated group of 10 rats. The witness group (with n=10)
received only water. The rats have been placed under observation
continuously for 24 hrs after treatment and for 14 days for changes in
signs and symptoms and mortality.

Acute dermal toxicity

The evaluation of dermal acute toxicity has been carried out according
to the toxic class method 402 as per the OECD guidelines. A total of
10 (5 females and 5 males) rats were used. Animals showing normal
skin texture were housed individually in a cage and acclimatized to the
laboratory condition for 5 days prior to the test. Around 10% of the body
surface area fur was shaved 24 hrs before the study from the dorsal area
of the trunk of the test animals. A limit test dose (2000 mg/kg) of the 10%
formulation was applied uniformly over the shaved area for 24 hrs. The
rats were maintained under observation during a period of 14 days to
detect any possible skin reaction and to report any registered mortality.
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Anti-inflammatory activity

Topical anti-inflammatory activity was evaluated as inhibition of
the croton oil-induced ear edema in rats [15]. Male Wistar rats were
used for the study and divided into four groups of six rats each.
Group-I: Control group, applied with sample ointment base+croton
oil solution, Group-II: Standard Voltaren® Emulgel 1% (diclofenac
sodium topical gel) novartis+croton oil solution. Group-III: Ointment
extract 5%-+croton oil solution and Group-IV: Ointment extract
10%-+croton oil solution. For tests in rats, the following croton oil
solution was prepared (v/v): 4 parts croton oil, 10 parts ethanol,
20 parts pyridine, and 66 parts ethyl ether. The standard drug and
the test extract were dissolved in this solution. Formulation of each
extract was applied after application of croton oil irritant solution.
The test compounds and standard drug diclofenac were dissolved in
a concentration of 10 mg/ml in the irritant solution. Irritant solution
(0.02 ml) was then applied on both sides of the right ear (RE). The
left ear remained untreated. The irritant solution was applied under
ether anesthesia. 6 hrs later, the animals were killed by cervical
dislocation; the right and left ears of each animal were removed.
The left ear (LE) was considered as a control. Circular sections were
taken with a cork borer (diameter of 7 mm) and weighed. The anti-
inflammatory effect has been determined by expressing the change
in weight of the treated ear as compared to the untreated ear and
also the control group. The data are expressed as mean+standard
error of the mean.

The edematous response was measured as the weight difference
between the two plugs.

RE—LE><100

%ofedema=

The percentage of reduction of edema in the treated rats (T) compared
with controls (C) has been calculated by using the following relation:

% edema C—% edema T y
% edema C

% reduction of edema = 100

Excision wound model

The healing wound activity from the excision model in rats has been
studied by the daily application of the prepared ointment with based
methanolic extract at (5%, 10%), the Cycatril® reference product and of
the vehicle ointment without extract on the circular wounds of 2.5 cm
in diameter (500 mm? surface) and of 2 mm of the depth at the dorsal-
cervical region on previously shaved and anesthetized rats by injection
of Ketamine® by intraperitoneally at a dose of (150 m/kg) [16].

The animals were divided into four groups in individual cages; each
group contains six animals. Group-I (control) received an application
of sample ointment base. Group-II (standard) received the application
of standard drug (Cycatril®). Group-III received the application of
formulation at 5% ointment and Group-IV received formulation at
10% ointment. The various parameters such as wound contraction
percentage, epithelialization period, hydroxyproline content, and
histopathology of granular tissues were evaluated.

The percentage of wound closure has been calculated using the
following formula [17].

Area on day 0-Open area on day N y

Wound closure on day N = 100

Area on day 0

Incision wound model

The distribution of the different groups has been made the same way
than in the case of the skin excision model. After waxing and anesthesia
by Ketamine® (150 mg/kg), a longitudinal incision of 5 cm length was
made through the skin and cutaneous muscle at a distance of about
1.5 cm from the midline of each side on the back depilated immediately
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after, the wound was connected with staples at 0.5 cm of intervals to
ensure its proper closure. The ointment with methanolic extract at (5%
and 10%), the Cycatril® reference product and the vehicle ointment
have been applied once daily for 9 days [18]. When wounds were
cured thoroughly, the sutures were removed on the 9 day, and tensile
strength was measured with a tensiometer using Lee method [19].

Hydroxyproline content

The hydroxyproline is a basic constituent of collagen [20]. The collagen
content of granulation tissue has been determined by estimating
the content of hydroxyproline [21]. On the 12™ day of observation,
the animals from each group were sacrificed through an overdose
of anesthesia of ketamine hydrochloride (150 mg/kg) and xylazine
hydrochloride (25 mg/kg). Once the samples of the scar were removed,
the hydroxyproline content of the granulation tissue has been
measured after hydrolysis of the samples in the HCI-6 N at 105°C for
18 hrs. The hydroxyproline was oxidized by chloramine-T (1.4% w/v
in acetate citrate buffer, pH 6.0) and incubated for 20 minutes in the
reactant, Ehrlich type, a 60°C. After acid extraction with toluene, the
hydroxyproline in each tissue sample was deduced from a standard
calibration curve. The hydroxyproline rate has been expressed in
milligrams per gram of dry tissue weight.

Statistical analysis

The statistical analysis was performed by using one-way analysis of
variance followed by Dunnett’s test for individual comparison of groups
with control. p<0.001 was considered as significant.

Histopathological studies

On the 12 day, the granulation tissues of all groups of animals, in the
excision model, were quickly removed, washed in 0.9% NaCl solution,
fixed in 10% formalin, dehydrated, and embedded in paraffin. Sections
of 5 um have been colored with hematoxylin and eosin.

The histopathological examination was applied to determine the
regeneration of collagen, the infiltration of the fibroblasts, the
neovascularization, and the epithelialization in the zone of the wounds
compared to the control group and treated group with Cycatril®
reference product.

RESULTS

Qualitative phytochemical screening

The results of the preliminary phytochemical screening confirm the
presence of several chemical groups that might be responsible for
the pharmacological activities. The results revealed the presence of
the flavonoids, tannins, anthocyanins, leucoanthocyanin, coumarin,
glycosides, terpenoids, quinones, and saponins. The extraction yield
was evaluated 9.7%.

Acute dermal toxicity study

No mortality signs or even clinical signs of toxicity such as the irritation,
sensitivity, redness, and the inflammation were registered during the
14 days of observation. This allowed us to estimate that the acute
toxicity found is >2000 mg/kg.

Acute oral toxicity study

No mortality was recorded in these animals up to 14 days. Thus, the
methanol extract was found to be non-toxic up to a dose of 2000 mg/kg
body weight.

Anti-inflammatory activity

The results of the anti-inflammatory activity of the methanolic extract
of the roots of C. africana at a concentration of 5% and 10% are
illustrated in Table 2. The reference drug was found to be comparatively
more potent as compared to the formulated ointment of 5% and 10%.
In addition, the percentage reduction of edema is higher in the case of
the ointment at 10% than that of 5%. The anti-inflammatory activity is
concentration dependent.
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Incision wound model

Table 3 shows the effects of 5% and 10% C. africana topical ointment
on wound healing activity in rats inflicted with incision wound. In
our study, the tensile strength of skin was found to be significantly
increased (p<0.001), in standard Cycatril®, 5% extract ointment and
10% extract ointment groups when compared with the control group
of animals. The tensile strength of animals treated with the standard
drug was higher than the 5% extract-treated animals although no
apparent difference was detected with 10% formulation of the extract.
These observations of incision wound model confirm the prohealing
effect of the application of the ointment with based methanolic extract
as observed in excision wound model.

Excision wound model

The methanolic extract 80% of the roots of C. africana formulated by
ointment was presented in Table 4 and Fig. 1. It was observed that the
wound contracting ability of the extract ointment in both concentrations
were significantly greater (p<0.001) on days 4, 8, 12, and 16 compared
to the control group (sample ointment base). This was shown by the
percentage of wound closure and epithelialization period that indicates
the rate at which wound healing was progressed. The animals treated
with ointment 10% of methanolic extract shown the healing of wound
completed within 17 days compared to standard reference Cycatril®
Group-II took 18 days for the complete wound. The epithelization
period was found to be less ointment extract 5% methanolic extract
(20 days). All the recorded observations confirmed that the extract
ointment at 10% is found to be the most potent.

Effect on hydroxyproline content in rats

The hydroxyproline content of the granulation tissue followed the
same pattern as that of wound contraction (Table 5). The highest
concentration of hydroxyproline is seen in the case of animals,
which received with ointment extract 10%, was comparatively more
significant. Followed by animals treated with Standard Cycatril® and
animals treated with ointment extract 5%. The animals which receiving
no treatment have the lowest content of hydroxyproline.

Histopathology

The histopathology study of excision wound skin at day 12 stained with
hematoxylin and eosin (x25) granulation tissue sections is presented in
Fig. 2. Control rats (Fig. 2a) showed the presence of acute inflammatory,
fibroblastic connective tissue, and very less number of blood vessels.
The collagen fibers could not be distinguished to indicate incomplete
healing of the wound in the control animals. Granuloma tissue of the
animals treated with ointment extract 5% (Fig. 2b) showed incomplete
epithelial cells, fibrosis, and mild edema with lymphoid cells. Ointment
extract 10% (Fig. 2c)-treated animals showed a moderate amount
of collagen and fibroblasts and increased number of blood vessels.
The reference ointment (Cycatril®) (Fig. 2d) showed a large amount
of granulation tissue, re-epithelization, and a small number of
inflammatory cells.

DISCUSSION

The pharmacological potentialities of methanolic extract of the roots
of C. africana determined in this study are due principally to the
presence of this extract of secondary metabolites such as flavonoids,
coumarin, terpenoids, and tannins. These have been identified from the
preliminary phytochemical screening of the methanolic extract of the
study as indicated above. Indeed, tannins and flavonoids are reported to
inhibit prostaglandin synthesis [22] and also known for their role in the
strengthening of the healing process of the wound, mainly due to their
antimicrobial property [23] and also the flavonoids and triterpenoids
are also known as active compounds promoting the healing process
because of their astringent and antimicrobial properties [24,25].

In the present study, the topical application of the ointments of the

methanolic extract of the roots of C. africana promoted the healing of the
wound as evidenced by the increase of wound contraction during the
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Day Group-I

Group-II

Group-III

Group-IV

Fig. 1: Photographical representation of wound healing in rats subjected to skin excision wounds on different days: Group-I: Control
sample ointment base; Group-II; Standard reference Cycatril®; Group-III: Ointment extract 5%; Group-IV: Ointment extract 10%

fig. 2: Histopathological evaluation of wound healing process
in different treatment groups: (a) Control (ointment base),
(b) standard (Cycatril®), (c) ointment (extract 5%), (d) ointment
(extract 10%)

Table 1: The formula used for preparing the ointment

Composants MF (g) RF (g)
Wool fat 45 9
Hard paraffin 150 30
White soft paraffin 800 160
Cetostearyl alcohol 5 1
Total 1000 200

MF: Master formula, RF: Reduced formula

Table 2: Effect of topical application of the ointment formulated
from 80% methanol extract of the roots of C. africana on edema
induced in the rat by croton oil

Groups Edema (mg) Percentage
inhibition of
edema

Control Group-I 46.81+4.48 -

Standard diclofenac Group-II 12.13+1.31* 73.93

Ointment extract 5% Group-III 18.02+1.00* 61.26

Ointment extract 10% Group-1V 12.71+0.85* 72.68

*p<0.001 compared to control. Values are mean+SEM (n=6). C. africana:
Centaurea africana, SEM: Standard error of mean

Table 3: Effect of topical application of the ointment formulated
from 80% methanol extract of the roots of C. africana on tensile
strength of incision wound

Groups Incision tensile strength (g)
Control Group-I 451.67+7.70

Standard Cycatril® Group-II 595.00+18.71*

Ointment extract 5% Group-III 532.00+16.87*

Ointment extract 10% Group-1V 620.00+19.80*

*p<0.001 compared to control. Values are mean+SEM (n=6). C. africana:
Centaurea africana, SEM: Standard error of mean

proliferative phase. The wound contraction enhances closure by pulling
the edges of the wound toward the center; this centripetal movement of
wound margin is believed to be due to the activity of myofibroblast [26].
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Table 4: Effect of topical application of the ointment formulated from 80% methanol extract of the roots of C. africana on wound
contraction and epithelization period of excision wound model

Groups Percentage of wound contraction Day of epithelization
4 day 8t day 12" day 16" day

Control Group-I 20.74+8.05 30.56+7.02 43.69+6.12 60.53+8.71 24.00+0.37

Standard Cycatril® Group-II 34.04+3.20* 62.53+3.13* 81.66+£14.98* 92.35+2.43* 18.00+0.49*

Ointment extract 5% Group-III 26.32+3.98* 56.51+3.50* 73.37+3.02% 80.11+4.74* 20.67+0.46*

Ointment extract 10% Group-1V 33.89+4.63* 62.22+3.57* 82.20+3.17* 97.99+5.43* 17.00+0.49*

*p<0.001 compared to control. Values are mean+SEM (n=6). C. Africana: Centaurea Africana, SEM: Standard error of mean

Table 5: Hydroxyproline content of excision wounds following 2. Chowdhury MA, Abdellatif KR, Don Y, Das D, Suresh MR, Knaus EE.
the topical application of the ointment formulated from 80% Synthesis of celecoxib analogs possessing a N-difluoromethyl-1,2-
dihydropyrid-2-one  s-lipoxygenase pharmacophore:  Biological
evaluations dual inhibitors of cyclooxygenases and 5-lipoxygenase
with anti-inflammatory activity. J Med Chem 2009;52(6):1525-9.

methanol extract of roots of the C. africana

Groups Hydroxyproline (mg/g tissue) 3. Quézel P, Santa S. The new flora of Algeria and southern desert regions.
Control Group-I 108.91+1.77 The French National Center for Scientific Research; 1962. p1170.
Standard Cycatril® Group-II 169.68+3.34* 4. Gonzalez AG, Barrera JB, Garcia TZ, Rosas FE. Sesquiterpene lactones
Ointment extract 5% Group-III 155.59+3.08* from Centaurea species. Phytochemistry 1984;23(9):2071-2.
Ointment extract 10% Group-IV 221.75+2 47* 5. Medjroubi K, Benayache F, Benayache S, Akkal S, Khalafallah N,
. = Aclinou P. Sesquiterpene lactones from Centaurea musimomum.
p<0.001 compared to control. Values are mean+SEM (n=6). Phytochemistry 1997;45(7):1449-51.
C. Africana: Centaurea africana, SEM: Standard error of mean 6. Flamini G, Ertugrul K, Cioni PL, Morelli I, Dural H, Bagci Y. Volatile
constituents of two endemic Centaurea species from Turkey: C. Pseudo
The time of the epithelization was also found to be significantly shorter Scabiosa subsp, Pseudoscabiosa and C. Hadimensis. Biochem Syst

Ecol 2002;30:953-9.
7. Picher MT, Seoane E, Tortajada A. Flavones, sesquiterpene lactones
and glycosides isolated from Centaurea aspera var. Stenophylla.

in animals treated with ointments containing the methanolic extract.
It must be noted that the epithelization involves the proliferation and

migration of epithelial cells across the wound bed [27]. Hence, the Phytochemistry 1984;23(9):1995-8.

shorter epithelization time can be due to a facilitated proliferation 8. Ahmed ZF, Rimpler H, Rizk AM, Hammouda FM, Ismail SI. The
of epithelial cells and/or to an increase of the viability of epithelial flavonoid constituents of certain Centaurea species grown in Egypt.
cells [28].The hydroxyproline was used as a biochemical marker of Phytochemistry 1970;9(7):1595-601.

collagen tissue. The rate of the increase of the hydroxyproline content 9. Arif R, Kiipeli E, Ergun F. The biological activity of Centaurea L.
of the treated groups has been significantly high compared to the Species (review). Gazi Univ J Sci 2004;17(4):149-64.

10. Department of Health and Social Security Scottish Home and Health
Department. British Pharmacopoeia. 2™ ed. UK: Office of the British
Pharmacopoeia Commission; 1988. p. 713.

control group, which indicates an increase in collagen synthesis [29].
Histopathological examination of wounds showed a more elaborate
granulation tissue with a regeneration of collagen, an increase in

. ) . 11. Ansel HC. Introduction to Pharmaceutical Dosage Forms. 4" ed.
vascularization, and an abundance of the fibroblasts in the wound area Philadelphia, PA: Lea and Febiger; 1985. p. 299-301.
of the treated animals compared to the control ones [30]. In the study of 12. Bruneton J. Pharmacognosy, Phytochemistry, Medicinal Plants. 2" ed.
the incision wound, the increase in tensile strength of treated wounds Hampshire: Intercept Ltd.; 1999. p. 385-6.
may be attributed to an increase in collagen concentration which is a 13. Picher MT, Seoane E, Tortajada A. Flavones, sesquiterpene lactones
constituent of growing cell and of the stabilization of the fibers [31]. and glycosides isolated from Centaurea aspera var. Stenophylla.
Collagen is a major protein of the extracellular matrix and is the Phytochemistry 1984;23(9):1995-8.

14. Karumi Y, Onyeyili PA, Ogugbuaja VO. Identification of active
principales of M. balsamina (balsam apple) leaf extract. J] Med Sci
2004;4(3):179-82.

15. Tubaro A, Dri P, Delbello G, Zilli C, Della Loggia R. The croton oil ear

component that ultimately contributes to wound strength. This ability
of plants to accelerate wound healing has also been observed on other
plants [32,33]. The use of the ointment against acute inflammation

(ear edema induced by croton oil) was also studied. This investigation test revisited. Agents Actions 1986;17(3-4):347-9.

showed good anti-inflammatory activity similar to that obtained 16. Pradhan D, Panda PK, Tripathy G. Wound healing activity of aqueous
with the reference product diclofenac gel. The application of croton and methanolic bark extracts of Vernonia arborea Buch. Ham. In wistar
oil can induce a significant inflammatory response, characterized rats. Natl Prod Radiance 2009;8(1):6-11.

by the apparition of edema, neutrophil infiltration, a prostaglandin 17. Li H, Fu X, Zhang L, Huang Q, Wu Z, Sun T. Research of PDGF-BB
production, and an increase in vascular permeability [34]. The anti- gel on the wound healing of diabetic rats and its pharmacodynamics.

inflammatory compounds can act as effective agents for wound J Surg Res 2008;145(1):41-8. ) o
18. Morton JJ, Malone MH. Evaluation of vulneray activity by

healing [35,36]. This i tigati fi th ful heali d .
caing [. . . This investiga lo.n contirms the powz.er U’ heafis a1 an open wound procedure in rats. Arch Int Pharmacodyn Ther
local anti-inflammatory properties of the methanolic extract of the 1972:196(1):117-26

roots of C. africana comparison to the respective reference product. 19. Lee KH. Studies on mechanism of action of salycilates 1I, effect of

vitamin A on wound healing. J Pharm Sci 1968;57(7):1238-40.
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