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INTRODUCTION

Introduction

Pour se soigner, ’homme a recours a son environnement immédiat (Fleurentin et al.,
2007), depuis fort longtemps, les ressources naturelles constituent la source principale de
remedes pour soigner différentes maladies et infections, et demeure jusqu’au présent, la
source principale pour 1’obtention des nouvelles molécules actives dans le domaine
pharmaceutique. Les recherches modernes ne font que redécouvrir ce savoir acquis au cours

des siccles (Kemassi et al., 2014).

La flore africaine réputée pour sa richesse comprend des milliers d'espéces végétales
parmi lesquelles certaines ont été scientifiquement étudiées et ont abouti a des médicaments
utilisables dans les soins de santé primaire selon les recommandations de I'Organisation
Mondiale de la Santé¢ (Kéita et al., 1993). De part sa situation géographique particulicre,
I’Algérie bénéficie d’une gamme treés variée de climats favorisant le développement d’une
flore riche et diversifiée.

Vue cette richesse du monde végétal, notre travail s’intéresse a Matricaria Pubescens
(astéracée) qui est une plante médicinale peu connu, utilisée dans le sud a I’ouest de 1’ Algérie
contre les maux rhumatismaux et les douleurs articulaires, les toux, les allergies, les affection
oculaires, les piqures de scorpion, déshydratation, et maux de dents (Maiza et al., 1995).

Parmi les plantes médicinales traditionnelles il y en a celles qui peuvent étre toxiques a
de fortes doses ou apres administration prolongée, en méme temps qu'elles sont une source de
molécules naturelles actives douées de propriétés pharmaceutiques. C’est dans ce contexte,
que notre travail va s’inscrire dans cet axe de recherche consacré principalement sur 1’étude in
vivo des activités anti-inflammatoire, analgésique centrale et analgésique périphérique de M.
pubescens. En égard a la large utilisation de cette plante, la détermination des paramétres

toxicologiques s’impose, pour optimiser son utilisation.

Pour cela nous nous sommes fixés les objectifs suivants :
v’ Extraction et dosage des polyphénols et des flavonoides de Matricaria pubescens ;
v Etude de la toxicité aigiie et subaigiie des composés phénoliques de cette plante ;
v" Et objectiver 'utilisation traditionnelle de Matricaria pubescens dans le traitement de

I’inflammation et de la douleur.
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CHAPITRE I REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

I.1 Présentation de la plante étudiée

I.1.1. Description botanique

Matricaria pubescens est une plante spontanée trés utilisée en médecine et
préparations traditionnelles, elle pousse en abondance dans les régions sahariennes (Ozenda,

2004) (Figure 01).

La plante possede des tiges nombreuses couchées puis redressées sous forme de
touffes, les feuilles découpées et velues sont d’un vert sombre, involucres a bractées et ayant
une marge membraneuse large, les fleurs toutes en tubes de coloration jaune sont groupées en

capitules dont le diametre est de 6 a 7 mm (Greger et al., 1984).

Figure 01: Photographie de Matricaria pubescens (Makhloufi et al., 2012)
I.1.2. Taxonomie

La classification botanique de Matricaria pubescens est décrite dans le tableau ci-
dessous :

Tableau I: Classification taxonomique de Matricaria pubescens (Judd et al., 2002)

Embranchement Spermaphytes
S/Embranchement Angiospermes
Classe Monocotyledones
Sous-classe Compositea
Ordre Asterales
Famille Astéraceae
Genre Matricaria
Espéce Pubescens
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1.1.3. Noms vernaculaires

Le nom scientifique de la matricaire, Matricaria pubescens, dérive du latin Matricaria

désignant matrice, pubescence signifiant velu.

v En arabe: Ouazouaza, Guertoufa;
v En tamasheq: Ainesnis ;
v En frangais : Camomille ;

v En anglais: Hairy camomile (Hammiche et Maiza., 2006).

I.1.4. Utilisation traditionnelle de la plante

Matricaria pubescens est une plante employée traditionnellement comme préparation
médicinale et pharmaceutique, en raison de ses propriétés anti-inflammatoires et
antispasmodiques (Harbourne et al, 2009), elle est utilisée dans les affections
oculaires, démangeaison, dysménorrhée, inflammation des plaies (Hammiche et
Maiza, 2006), rhumatismes, toux, calculs bbiliaires et affection gastro-intestinales, maux

d’estomac et pour les piqlres des scorpions (Kolodziejczyk-Czepas et al., 2015).

Elle est également utilisée dans la saveur des soupes. Le beurre fondu des chévres
lorsqu’il est filtré a travers les tiges et les feuilles de la plante devient trés parfumé et se
conserve mieux, elle peut étre également ajoutée au thé (Bellakhdar, 1997; Makhloufi et

al., 2012).
I.1.5. Composition chimique de Matricaria pubescens

Les recherches phytochimiques ont permis de mettre en évidence, dans le genre
Matricaria, tous les composés caractéristiques des Compositae et ont trouvés une grande
variété de métabolites secondaires (coumarines, flavonoides, amides, terpénes, hétérosides,

sesquiterpenes, lactones) (Makhloufi et al., 2012).

En effet les propriétés de cette plante sont partiellement due a son contenu phénolique
se composant en flavonoides, y compris des glycosides de flavone (par exemple glucoside
d’apigénine) et des flavonols (par exemple des glycosides de quercétine) (Harbourne et al.,

2009).
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I.2. Les composés phénoliques

1.2.1. Définition

Les polyphénols sont des molécules synthétisées par les végétaux lors du métabolisme
secondaire, ils sont localisés dans différentes parties des plantes selon 1’espece végétale et le

groupe polyphénolique considéré (Motamed et Texier, 2000).

Les composés phénoliques regroupent un vaste ensemble de substances chimiques
comprenant au moins un noyau aromatique, et un ou plusieurs groupes hydroxyles, en plus
d’autres constituants (Bahorun, 1997; Bamforth, 2000). Ils peuvent aller de molécules
simples, comme les acides phénoliques, a des composés hautement polymérisés comme les

tannins (Hagerman et al., 1998; Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).
1.2.2. Les principales classes des composés phénoliques

Les composés phénoliques peuvent €tre regroupés en de nombreuses classes qui se
différencient d’abord par la complexit¢ du squelette de base ensuite par le degré de
modification de ce squelette, enfin par les liaisons possibles de ces molécules de base avec

d’autres molécules (Herbert, 1989; Beta et al., 2005).
1.2.2.1. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques, ont une fonction acide et plusieurs fonctions phénols. Ils se

divisent en deux catégories :

* Les acides hydroxy-benzoiques : dérivés de ’acide benzoique ayant une structure
générale de base de type (C6-C1). Exemple : I’acide gallique qui est un ¢lément principal de

la structure des tannins hydrolysables (Balasundram et al., 2006).

* Les acides hydroxy-cinnamique : dérivés de 1’acide cinnamique ayant une structure
générale de base de type (C6-C3) ; les plus courants sont I’acide cinnamique, 1’acide caféique,

I’acide férulique, I’acide p-coumarique et I’acide sinaptique (Balasundram et al., 2006).
O

HO 0
Q_\\_( HO ﬂ—(

Figure 02: Structures chimiques de principaux acides phénoliques (Tsao et Deng, 2004).
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1.2.2.2. Les flavonoides

Ils constituent un groupe de plus de 6 000 composés naturels ayant une structure
chimique commune ; c'est une grande famille de métabolites secondaires polyphénoliques de
faible poids moléculaire. Ce sont des pigments végétaux jaune orangés formés par un
squelette a 15 carbones (structure en C6-C3-C6). (Tsao et Deng, 2004 ; Kovacik et al.,
2008).

Figure 03 : Structure de base des flavonoides (Tsao et Deng, 2004).

Selon les modifications du C3, les flavonoides peuvent étre divisés en différentes classes
structurelles tel que les flavonols, les flavones, les isoflavones, les flavanones, les flavanols,

les catéchines et les anthocyanidines (Bovy et al., 2007).
1.2.2.3. Les tannins

Groupes de substances phénoliques polymériques a poids moléculaire relativement
¢levé 500 a 30000 Dalton. Ils ont la capacité de se combiner et de précipiter les protéines, ces
combinaisons varient d’une protéine a une autre selon les degrés d’affinités on distingue deux
groupes de tanins différents a la fois par leur réactivité chimique et par leur composition: les

tannins hydrolysables et les tannins condensés (Frutos et al., 2004).
1.2.3. Activités biologiques des composés phénoliques

L'importance des composés phénoliques est bien connue; ce sont des substances
naturellement présentes dans les fruits, les 1égumes, les graines, les fleurs et aussi les herbes
ou ils contribuent a la couleur et aux propriétés sensorielles telles que l'amertume et

l'astringence (Ojeil et al., 2010).

Plusieurs ¢tudes ont souligné que beaucoup de polyphénols montrent des activités
biologiques liées a leurs propriétés antioxydantes et antiradicalaires. Grace a la mobilité de
I’hydrogene phénolique, les composés phénoliques sont capables de piéger les radicaux libres

oxygénés en particulier les radicaux peroxydes (ROO-), alkoxyles (RO-), superoxydes (O;")
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et les hydroxyles (-OH), générés en permanence par notre organisme ou formés en réponse a

des agressions de notre environnement (Xuan et al., 2014 ; Ojeil et al.,2010).

En effet, leur role d’antioxydants naturels permet a l'organisme de lutter contre les
agressions de l'oxygeéne qui sont a l'origine d'un grand nombre de maladies. Cependant, les
plantes riches en composés phénoliques possedent plusieurs effets biologiques comprenant les
actions d’antibactérien, antivirales, anti-inflammatoires, analgésiques et vasodilatatoires

(Martin et Andriantsitohain, 2002).
1.3. Généralités sur la toxicité

Pour qu’une drogue possédant des effets pharmacologiques puisse éventuellement étre
utilisée comme médicament, il est d’abord nécessaire que 1’activité apparaisse a des doses

pour lesquelles la toxicité est négligeable (Bensimon et al., 2006).
1.3.1. Définition

Dans son sens général, la toxicité d’une substance peut étre définie comme sa capacité
de produire des effets nocifs a un organisme vivant. C’est ainsi qu’une substance hautement
toxique entrainera des effets nocifs a de faibles doses tandis qu’une substance faiblement

toxique n’entrainera de tels effets que si elle est administré a de fortes doses (Derache, 1986).
1.3.2. Classification

En fonction de ’intensité et de la rapidité des effets, on distingue une toxicité aigué,

une toxicité subaigué et une toxicité a long terme (Bensimon et al., 2006).
1.3.2.1. Toxicité aigiie

La toxicité aiglie d’une substance a été définie comme les effets adverses survenant
dans un court laps de temps aprés administration d’une dose unique ou de multiples doses

réparties sur 24 heures (Derache, 1986; Claverie et Hedde, 2008).

L’¢étude de la toxicité aigué permet d’exprimer la dose létale 50 (DL 50) ainsi que la
dose maximale sans effet toxique (DME) c’est a dire la dose la plus élevée pour laquelle

aucun effet toxique n’est relevé par rapport au lot témoin (Bensimon et al., 2006).

La DL 50 désigne la dose d’une substance qui peut causer la mort de 50% d’une
population animale dans des conditions d’expérimentation précises. De ce fait, sa mesure peut
¢tablir un classement pour ces substances plus qu’elle est faible, plus que la substance est

toxiques, et I’'inverse est juste (Reichi, 2004).
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Tableau II : Echelle de la classification des substances toxiques chez les rongeurs selon

Hodge et Sterner (Hodge et Sterner, 1949).

DL 50

Indice de toxicité

Jusqu'a 1mg/kg
1 a 50mg/kg
50 a 500mg/kg
500 a 5000mg/kg
5000 a 15000mg/kg

Plus de 15000mg/kg

extrémement toxique
hautement toxique

modérément toxique
légérement toxique
presque pas toxique

relativement inoffensif

1.3.2.2. Toxicité sub-chronique

La toxicité subaigiie est la mise en évidence d’effets toxiques apres 1’administration

répétée quotidienne ou fréquente d’une ou de plusieurs doses a la substance a tester. La durée

est de 28 aux 90 jours (Derache, 1986). Elle apporte des informations sur les effets toxiques

principaux d’une substance et les organes cibles concernés (Dangoumau et al., 2006).

1.3.2.3.Toxicité chronique

La toxicité chronique est la mise en évidence d’effets toxiques aprés I’administration

ou I’application répétée quotidienne ou fréquente d’une ou plusieurs doses de la substance a

tester pendant une période de temps supérieure a 90 jours (Derache, 1986).

Les ¢études doivent permettre de révéler les effets toxiques qui demande un long temps

de latence ou qui sont cumulatifs (Dangoumau et al., 2006).

1.3.3. Principaux organes cibles des toxiques

Le foie et les reins servent a I'excrétion des déchets et des substances étrangeres, par

ailleurs ils sont en mesure de modifier les résidus propres du métabolisme ou des substances

étrangéres (xénobiotiques) pour les ¢éliminer trés rapidement, cela rend ces deux organes

vulnérables aux toxiques (Silbernagl et Despopoulos, 2001).
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1.3.3.1. Reins

Les reins sont des organes sécrétant 1’urine, ils sont au nombre de deux, un dans
chaque fosse lombale, ils maintiennent 1’homéostasie hydroélectrolytique et excretent des
métabolites toxiques (urée, créatinine), ils sécrétent la rénine, 1’érythropoiétine et de la

vitamine D (Delmas et al., 2008).

Les modifications importantes de débit des urines et de leur composition traduisent les
capacités du rein a s'adapter a une situation physiologique ou pathologique donnée

(Lullmann et al., 1998).

Figure 04: Anatomie du rein (Drake et al., 2006)

Les deux reins sont de couleur rouge-brun, mesurent environ 10 cm de long, 5 cm de
large et 2.5 cm d’épaisseur. Ils comprennent trois parties : le cortex, la médullaire et le
bassinet. Le cortex contient des pelotons de vaisseaux filtrant le sang, le médullaire contient
des millions de petits tubes produisant 1’urine et le bassinet est en forme de tunnel récupérant

et canalisant I’'urine (Drake et al., 2006)
» Principaux marqueurs biochimiques de la fonction rénale

A. La créatinine : Est une molécule physiologiquement inerte, cela signifie qu'elle n'est ni
métabolisée, ni utilisée d'une quelconque maniere par l'organisme, elle est strictement
¢liminée par les reins (Dangoumau et al., 2006), son dosage est employé dans I'évaluation de
la fonction rénale et plus particulierement dans 1'estimation du débit de filtration glomérulaire

(Loichot et Grima., 2005).
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B. L’urée : Elle représente la forme principale d’élimination de I’azote, synthétisée lors du
catabolisme des protéines par le foie, c’est un des premiers marqueurs qui a €té utilisé pour

mesurer le débit de filtration glomérulaire. (Friedman et Young, 2001).
1.3.3.2. Foie

Le foie est un organe central qui assure des fonctions essentielles a I’homéostasie de
I’organisme, il s’agit de fonctions de synthése (par exemple de protéines), de métabolisme
(par exemple du glucose), de dégradation (par exemple de médicaments) et d’excrétion (par

exemple de bilirubine) (Drake et al., 2006).

De plus, le foie constitue une station intermédiaire incontournable pour presque toutes
les substances absorbées a partir de l'intestin (veine porte), et il intervient dans la détoxication
de nombreuses substances étrangeres (biotransformation) et de sous-produits du métabolisme

pour ensuite les ¢liminer (Silbernagl et Despopoulos, 2001).

Figure 05: Face diaphragmatique du foie (Drake et al., 2006).
» Tests hépatiques

Les dosages des enzymes hépatiques sont nécessaires pour le diagnostic et le suivi du

traitement des maladies impliquant le foie (Brakch et Kessler, 2011).
A. Les transaminases

Sont représentées par 1’aspartate aminotransférase (ASAT, aussi appelée transaminase
glutamate-oxaloacétate TGO) et 1’alanine aminotransférase (ALAT, aussi appelée

transaminase glutamate-pyruvate TGP). Ces deux enzymes sont présentes dans le cytoplasme
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des hépatocytes et sont libérées en cas de lyse cellulaire hépatique. La cytolyse hépatique
correspond a 1’¢élévation d’une ou des deux enzymes dans le plasma (Drake et al, 2006 ;

Overbeck-Rezaeian et Helbling, 2014).
B. Les phosphatases alcalines (PA)

Ces enzymes transportant des métabolites a travers les membranes cellulaires ce
trouvant dans de nombreuses cellules en particulier dans les zones de croissance des os, la
mugqueuse intestinale, le rein, le foie, le cerveau, les leucocytes. Leur élimination se fait par la
bile. Cependant l'augmentation des PA est un signe de cholestase, ces derni¢res sont
augmentées dans les cancers primitifs du foie et lors des calculs des voies biliaires (France et

al., 2000).
C. La bilirubine

Est le produit de la dégradation de I’hémoglobine dans le systéme réticulo-
endothélial. La bilirubine non conjuguée, hydrosoluble, est transportée dans le foie, ou elle est
conjuguée par I’'UDP-glucuronyl transférase avant d’étre éliminée dans la bile (France et al.,
2000). Une hyperbilirubinémie est la plupart du temps le reflet d’une insuffisance hépatique
(ascension de la bilirubine dés que le foie a perdu plus de 50% de sa capacité excrétrice) ou

d’une obstruction biliaire (Overbeck-Rezaeian et Helbling, 2014).

1.4. Généralités sur I’'inflammation

1.4.1. Définition

L'inflammation est un mécanisme de défense contre certaines agressions, d'origine
infectieuse ou non infecticuse. L'inflammation est une réaction des tissus vascularisés,
permettant I'accumulation de plasma et de cellules spécialisées au site de I'agression. Dans ce
processus, interviennent principalement les polynucléaires neutrophiles, les monocytes,

macrophages et de nombreux médiateurs (Seignalet, 2004).

Ce processus de défense de 1’organisme peut €tre aigu€, subaigué ou chronique (Abul

et Andrew, 2008).

E
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1.4.2. Notions de I'inflammation aigué et de l'inflammation chronique
1.4.2.1. Inflammation aigué

I1 s'agit de la réponse immédiate a un agent agresseur, de courte durée (quelques jours
a quelques semaines) d'installation souvent brutale et caractérisée par des phénomenes
vasculo-exsudatifs intenses. Les inflammations aigu€s guérissent spontanément ou avec un
traitement, mais peuvent laisser des séquelles si la destruction tissulaire est importante

(Seignalet, 2004 ; Raynaud, 2008).
1.4.2.2. Inflammation chronique

Ce sont des inflammations n'ayant aucune tendance a la guérison spontanée et qui
évoluent en persistant ou en s'aggravant pendant plusieurs mois ou plusieurs années

(Seignalet, 2004 ; Raynaud, 2008).

Les inflammations aigués évoluent en inflammations chroniques lorsque l'agent
pathogéne initial persiste dans les tissus (détersion incompléte) ou lorsqu’une inflammation
aigué€ récidive de fagcon répétée dans le méme organe en entrainant a chaque épisode des

destructions tissulaires de moins en moins bien réparées (Raynaud, 2008).

Lorsque la phase aigué vasculo-exsudative est passée inapergue, c'est souvent le cas de
maladies auto-immunes, ou d'affections ou les mécanismes dysimmunitaires sont

prépondérants (Seignalet, 2004 ; Rousselet et al., 2005).
1.4.3. Les phases de ’inflammation aigué et les mécanismes impliqués

Quelle que soit son siege et la nature de l'agent pathogene, le déroulement d'une
réaction inflammatoire présente des caractéres morphologiques généraux et des mécanismes

communs qui peuvent étre résumé en trois phases (Rousselet et al., 2005) :
1.4.3.1. La phase vasculaire

Le processus inflammatoire débute le plus souvent par une phase vasculaire caractérisé
par l'augmentation de la perméabilit¢ vasculaire entrainant une vasodilatation prolongée

(rougeur et gonflement) (Seignalet, 2004 ; Rousselet et al., 2005).

Cette vasodilatation est a la fois initiée et entretenue par des médiateurs chimiques
comme l'histamine ou la sérotonine, libérés par des mastocytes et des polynucléaires, et est
maintenue par des substances a action plus lente ou plus prolongée comme les kinines et les

prostaglandines et certaines fractions du complément (Ravat et al, 2011).
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1.4.3.2. La phase cellulaire

Cette phase correspond a I’afflux extravasculaire des leucocytes. Elle débute avec les
polynucléaires neutrophiles, suivis dans un second temps par les cellules mononuclées,
principalement les macrophages qui permettent le nettoyage du foyer inflammatoire et
I’¢limination des débris cellulaires et tissulaires et la libération des médiateurs chimiques :
kinines, systéme de la coagulation et de la fibrinolyse, glycoprotéines d'origine hépatique,
histamine, sérotonine, composants lysosomiaux et granulaires, prostaglandines, leucotriénes

(Seignalet, 2004 ; Ravat et al, 2011).

Ces cellules vont en effet ingérer les éléments 1€sés, et cela par la dégranulation des
composants internes de la cellule. Ceci conduit a la sécrétion des enzymes et radicaux libres
qui sont bactéricides (dans le cas d'une attaque bactérienne) (Seignalet, 2004 ; Abul et

Andrew, 2008).
1.4.3.3. La phase de cicatrisation

La réparation tissulaire peut prendre deux formes : la régénération et la cicatrisation.
Lorsque la destruction du tissu est partielle, il peut retrouver ses fonctions : c’est la
régénération. La cicatrisation, elle, aboutit & un tissu conjonctif néoformé qui remplace le

tissu détruit (Henrotin et al, 2005).

L’inflammation peut parfois évoluer de fagon anormale et déclencher des maladies

auxquelles on oppose des médicaments dites anti-inflammatoires (Abul et Andrew, 2008).

Figure 06: Les principaux phénoménes de l'inflammation aigué¢ (Seignalet, 2004).

3
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1.4.4.Traitement de ’inflammation

Les anti-inflammatoires sont les médicaments destinés a prévenir ou a contenir les
manifestations inflammatoires, ils agissent sur la physiopathologie de I’inflammation, en
atténuant ou supprimant les symptomes, sans agir sur leur étiologie (Dangoumau et al.,

2006).

Selon le mode d’action des anti-inflammatoires et 1’origine de leurs biosynthéses en

distingue deux classes principales :
1.4.4.1. Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Sont des acides faibles lipophiles et regroupent des molécules ayant, malgré une

hétérogénéité structural, un méme mode d’action (Vaubourdolle, 2007).

Les AINS agissent tous en inhibant une enzyme membranaire, la cyclo-oxygénase
(COX), l’inhibition de cette enzyme est responsable d’une diminution de production des
prostaglandines E2 et 12, médiateurs importants des phénomenes inflammatoires

(Dangoumau et al., 2006).

L’enzyme COX 1 se charge de la production de prostaglandines avec des fonctions
physiologiques importantes. Sous I'influence d'un stimulus inflammatoire tel que des
endotoxines ou de I'[L-1, les monocytes, les macrophages, les cellules endothéliales et
synoviales produisent l'enzyme COX 2 qui est ainsi responsable d'une synthése accrue de

prostaglandines lors d'une réaction inflammatoire (Bensimon et al., 2006).

L'inhibition des cyclo-oxygénases par les AINS a donc, d'une part, un effet anti-
inflammatoire mais inhibe, d'autre part, les effets physiologiques des prostaglandines

synthétisées par COX 1 (Burmester et Pezzutto, 2000).
1.4.4.2. Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS) ou Glucocorticoides

Les AIS sont des précurseur ou analogue de la cortisone, naturellement sécrétée par les

glandes surrénales, agissant selon plusieurs mécanismes (Muster, 2005).

Les glucocorticoides (GC) traversent librement les membranes cellulaires, dans le
cytoplasme, ils se fixent sur un récepteur spécifique qui appartient a la superfamille des

récepteurs nucléaires aux stéroides (Burmester et Pezzutto, 2000).

Apres fixation du glucocorticoide, le complexe GC-récepteur migre vers le noyau et va

agir directement sur I’ADN en se fixant sur des séquences spécifiques, dites ERG (elément de
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réponse aux glucocorticoides), intervenant ainsi dans la régulation de la transcription des
genes cibles. C’est par ce dernier mécanisme que les GC inhiberaient la production de la
phospholipase A2 et de nombreuses cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, IL-2, TNFa ou
interféron-y) (Dangoumau et al., 2006).

L.5. Généralités sur la douleur

1.5.1.Définition

Le terme de douleur désigne un spectre de sensations désagréable associée a des
Iésions tissulaires présentes ou potentielles ou décrites en ces termes, les caractéristiques de la
douleur peuvent étre trés différentes et dont l'intensité peut aller du désagréable a

l'insupportable (Lullmann et al., 1998).

La nociception est le phénoméne qui permet a I’individu de percevoir des stimuli
péjoratifs pour 1’organisme et d’y répondre. C’est donc un mécanisme de protection de

I’intégrité de 1’organisme (Tranquilli et al., 2007).

Les stimuli douloureux sont enregistrés par des récepteurs physiologiques, peu
différenciés sur le plan morphologique (récepteurs sensitifs) qui sont en fait des terminaisons

nerveuses libres (Lullmann et al., 1998).
1.5.2. Les médiateurs de la douleur
1.5.2.1. Les médiateurs chimiques de la douleur

Les substances impliquées dans la genése des messages nociceptifs sont trés
nombreuses. Certaines activent directement les nocicepteurs tels que la bradykinine, la

sérotonine, 1’histamine, les ions potassium ou hydrogene (Guirimand, 1998).

Par ailleurs, des neuropeptides tels la substance P, les prostaglandines, le CGRP (peptide
associ¢ au gene de la calcitonine), contenus dans certaines cellules des ganglions spinaux

peuvent étre libérés au niveau périphérique (Mann, 2006).

En dehors de ces substances qui pour la plupart sont libérées assez précocement lors
de Dl’installation d’une Iésion, d’autres facteurs tels les cytokines (interleukines, interféron,
facteur de nécrose tumorale (TNF), facteurs de croissance neuronale (NGF)) sont libérés par
les phagocytes ou les cellules du systéeme immunitaire, surtout lorsqu’il s’agit d’un processus

persistant (Guirimand, 1998).
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1.5.2.2. Les fibres nociceptives

Les messages nociceptifs sont générés au niveau des terminaisons libres de fibres
sensitives A delta et C, qui sont classées selon leur diametre et I’existence ou non d’une gaine

de my¢line (Tranquilli et al., 2007):

e Les fibres C sont des fibres dépourvues de myéline avec un fin diamétre, et une vitesse
de conduction lente.
e Les fibres A delta faiblement myélinisées, de conduction relativement rapide, au sein

desquelles plusieurs sous-classes ont été distinguées.

Les fibres A delta et C sont des nocicepteurs polymodaux particulierement excités par

les substances algogénes et les stimulations thermiques.
1.5.3. Mécanisme de genése de la douleur

Les dégats tissulaires provoquent I’activation du systéme nociceptif, transmet
rapidement les informations relatives au site et au degré de dommages au systéme nerveux

central (Boccard et Deymier, 2007).

Le message nociceptif part de la périphérie au niveau de nocicepteurs, chemine le long
des fibres nerveuses, puis pénétre a 1’étage médullaire. Ensuite il va monter le long de la
moelle épini¢re et informer le tronc cérébral, I’hypothalamus et le thalamus, le systéme
limbique et le cortex cérébral. Ceci va permettre une analyse de ce message pour en
reconnaitre ses composantes et pouvoir y répondre autant au niveau comportemental que

physiologique (Guirimand et Le Bars, 1996).
1.5.4. La transmission du message douloureux

Une stimulation nociceptive d’origine mécanique, chimique ou thermique recrute des
nocicepteurs qui conduisent I’information par le neurone primaire jusqu’aux cornes
postérieures de la moelle épiniére. Dans cette zone, le neurone primaire, est en contact avec

un neurone secondaire de projection supraspinale ou deutoneurone (Tranquilli et al., 2007).

Le neurone secondaire dégusse immédiatement dans la moelle en passant sous le canal
de I’épendyme pour former la voie spinothalamique et conduit I’information jusqu’a
différentes régions du thalamus somatosensoriel. A ce niveau, il établit un contact synaptique
avec un troisiéme neurone ou neurone tertiaire qui, lui conduit les informations nociceptives

vers le cortex (Tranquilli et al., 2007) (Figure 07).
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La voie spinothalamique se subdivise en deux principaux faisceaux : le faisceau
spinothalamique latéral et le faisceau spinoréticulaire en position médiane (Tranquilli et al.,

2007) :

e [e faisceau spinothalamique latéral se projette directement vers les noyaux
thalamiques, il est principalement impliqué dans la composante sensori-discriminative
de la douleur et la localisation précise du stimulus douloureux.

e Le faisceau spinoréticulaire se projette vers les noyaux médians du thalamus et
certaines structures du tronc cérébral dont la substance grise périaqueducale (SGPA).
Le faisceau spinoréticulaire et le systéme limbique sont impliqués dans la composante

émotionnelle de la douleur.

Figure 07: Voies de la douleur : de I’agression périphérique a I’intégration cérébrale et
modulation descendante. SGPA : Substances Grises Périaqueducale, Aa, d, C : afférences

nociceptives de type A alpha, A delta, C (Boccard et Deymier, 2007).

En effet, tout au long du trajet de la genése du message nociceptif, il existe des points de

modulation et des possibilités d’amorcer une lutte contre ce phénomeéne douloureux par le
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biais de voies descendantes au niveau du tronc cérébral et probablement au niveau du

thalamus (Mann, 2006).

La substance grise périaqueducale (SGPA), le noyau du raphé magnus (NRM), l'aire
parabrachiale, le locus coeruléus et I'hypothalamus y sont impliqués. La sérotonine et la
noradrénaline jouent un rdle prépondérant dans ces contrdles. Les endomorphines et d'autres

peptides sont impliqués dans ces mécanismes (Guirimand, 1998). .

* La stimulation du Raphé Magnus du bulbe entraine une diminution de la sensation
douloureuse, c’est une voie sérotoninergique. Elle entraine la sécrétion d’endomorphines par
les inter-neurones de la corne dorsale, mais il semble que la sérotonine ait aussi une action

directe a ce niveau (Mann, 2006).

» La stimulation de la SGPA et du locus coeruléus diminue la sensation douloureuse. Ce

sont des voies noradrénergiques (Mann, 2006).

Figure 08 : Structures cérébrales impliquées dans la perception de la douleur (Institut des

Neurosciences /[site internet]).
I.5.5. Traitement de la douleur

La douleur, qu’elle soit secondaire a une intervention ou symptome d’un état
pathologique, est aujourd’hui de plus en plus difficilement admise par le malade et le
soulagement rapide de sa souffrance apparait comme une priorité thérapeutique (Boccard et

Deymier, 2007).
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1.5.5.1. Les antalgiques

Ce sont des médicaments a action symptomatique qui atténuent ou abolissent les
sensations douloureuses sans provoquer une perte de conscience ou une dépression des autres

sensations (Benoist et Le Bars, 1995).

Ils constituent une famille hétérogéne du point de vue chimique et pharmacologique
mais posseédent en commun des effets régiosélectifs sur les influx nociceptifs avec dans

certains cas une action centrale dans les hyperthermies (Benoist et Le Bars, 1995).
1.5.5.2. Les différentes classes d’antalgiques

Bien qu'une large variét¢ de médicaments différents de divers groupes aient des
activités analgésiques, les opioides et les non opioides sont les deux groupes principaux qui

sont employées pour combattre la douleur (Bahmani et al., 2014).
e Les antalgiques périphériques ou non opioides

Les antalgiques non opioides regroupent des médicaments appartenant au palier I de
I’OMS (organisation mondiale de la santé) tels que le paracétamol, 1’acide acétylsalicylique et
les anti-inflammatoires non stéroidiens. Ils sont généralement destinés a traiter des douleurs

d’intensité 1égére a modérée (Vuillet-a-ciles et al., 2013).

En dehors de leur action anti-inflammatoire et antipyrétique, les AINS ont une réelle
efficacité analgésique non narcotique. Le mécanisme d’action passe encore par 1’inhibition de
la syntheése des prostaglandines, puisqu’elles ont la propriété de sensibiliser les récepteurs
nociceptifs périphériques a 1’action des substances algogeénes (bradykinine, histamine,
sérotonine, substance P) et des autres stimuli (thermiques, mécaniques) (Ponvert et

Scheinmann, 2006).

Certains AINS, comme I’acide acétylsalicylique, les propioniques et le parecoxib
(coxib) notamment, auraient une action antalgique centrale par inhibition de la synthése des
prostaglandines dans le cortex sensoriel et dans la corne dorsale de la moelle. En effet, les
prostaglandines spinales faciliteraient la transmission des messages nociceptifs en favorisant
la libération de la substance P et de glutamate, et en réduisant le taux de sérotonine participant

aux contrdles inhibiteurs descendants (Vergne-Salle et al., 2004).

@
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e Les antalgiques centraux ou opioides

Selon leur efficacit¢ antalgique les opiacés appartiennent soit au palier II (opiacés
faibles) de I’OMS, (codéine, dextropropoxyphéne, tramadol), soit au palier III (opiacés forts),

(morphine, buprénorphine, méthadone, hydromorphone, fentanyl...) (Laval et al., 2002).

Plusieurs récepteurs opioides ont été identifiés et différenciés dans le systéme nerveux
central, trois classes principales sont distinguées : p (mu), k (kappa), 6 (delta). Une substance
opioide donnée peut interagir avec les trois récepteurs différents et se comporter comme un

agoniste, comme un agoniste partiel et enfin comme un antagoniste (Bensimon et al., 2006).
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I1.1. Matérie

11.1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal qui est constitué de la plante Matricaria pubescens a été récolté

dans larégion de Hassi Messaoud (wilaya d’ Ouargla) durant le mois d’ avril 2014.

11.1.2. Matériel animal et conditions d’ hébergement

La présente étude a été réalisée sur des souris méales et femelles de masse comprise
entre 18 et 279, de variété Swiss albinos. Ces animaux ont éé fournis par I’institut pasteur de

Bab Ezzouar (Alger).

L'élevage des animaux a été fait au niveau de I'animalerie de la faculté de biologie de
I"université de Begjaia, ou la température moyenne varie entre 20 = 2°C. Les animaux ont été
logés a éatoirement dans des cages en plastique, chacune porte des souris de méme sexe qui
ont un acces libre a la nourriture (aliments pour bétails) et a I’eau (eau de robinet) (Figure
09). La litiére utilisée est la sciure, renouvelée deux a trois fois par semaine pour assurer le
bon état hygiénique des animaux, les souris ont bénéficié d une période d’ adaptation de 15

jours avant leur utilisation.

Figure 09: Photographie représentative de I’ élevage des souris (originale).
11.2. M éthodes

11.2.1. Etapes d’ extraction des composés phénoliques

L’extraction des polyphénols totaux a été réalisée selon la méthode décrite par
Metrouh-Amir et al. (2015) dansle but d’ extraire le maximum de composés phénoliques et

sans atérer leur structure chimique.
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11.2.2. Préparation du matériel végétal

La plante entiere a é&é sechée a une température ambiante dans un endroit aéré et a
labri de lalumiére. La matiere seche obtenue a été broyée puis tamisée. La poudre obtenue a
été conservée al’ abri delalumiere.
11.2.3. Délipidation

Avant |’ extraction; la poudre a été délipidée en gjoutant 100 mL d’hexane a 10g de
poudre. Apres 48h de macération le mélange est filtré, ensuite la poudre est récupérée et le

solvant est jeté (hexane +lipides).
11.2.4. Extraction des composés phénoliques

L’ extraction des composés phénoliques de M. pubescens a été réalisée en utilisant le

méthanol 50% comme solvant d’ extraction.

Une prise d'essai de |la poudre délipidée (4g) est mise en contact avec 500mL de
solvant d’ extraction, le mélange est soumis a une agitation magnétique. Aprés trois heures et
demie de macération le mélange est filtre. Le solvant est ensuite éiminé du filtrat par
@vaporation sous pression réduite dans un rotavapeur, |’ extrait obtenu est Iyophilisé pendant

72 heures pour éliminer |’ eau, permettant ainsi d’ obtenir un extrait sec (Figure 10).

Figure 10: Photographie de rotavapeur (adroit) et de lyophilisateur (a gauche) (originale).
11.2.4.1. Taux d’extraction

Le taux d extraction de la plante étudiée par |e méthanol 50% a été calculé en utilisant

laformule suivante :

Taux d’extraction(%) = (M1/My) * 100
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Mo : Masse de la poudre avant extraction.

M, : Masse del’ extrait sec aprés extraction.
11.3. Dosage des composés phénoliques

[1.3.1. Dosage des polyphénols totaux

Les polyphénols totaux de M. pubescens ont été dosés en utilisant la méthode
d’Asimovic et al. (2013).

500ul du réactif de Folin—Ciocalteu sont gjoutés a 100uL d extrait. Apres 3 minutes,
400pL de la solution de carbonate de sodium (7.5%) sont goutés. Apres une heure
d’incubation, |’ absorbance a éé mesurée a 740nm. La teneur en composés phénolique a été
exprimée en gramme équivalent acide gallique par 100g de matiére seche a partir de la courbe

d’ étalonnage (Annexe).
[1.3.2. Dosage des flavonoides

Le contenu en flavonoides de M. pubescens a éé déterminé par la méthode de
trichlorure d'aluminium (AICI 3) adaptée par Lamaison et Carnet, (1990); 1mL de I’ extrait
aété méangé a lmL delasolution d’ AICI3 (2% dans le méthanol). L’ absorbance du mélange
a été mesurée a 410nm apres 15 minutes d’incubation. Les résultats sont exprimeés en gramme

équivaent quercétine par 100g de matiere seche a partir de la courbe d’ étalonnage (Annexe).
I1.4. Etude delatoxicité aigie

Afin d estimer la toxicité aiglie de I’ extrait phénolique de M. pubescens une étude de
deux semaines a éte réalisee, laméthode utilisée est celle décrite par I'OCDE (2001).

Le but de cette méthodes est d’évaluer les effets toxiques d’une substance dans un
court laps de temps (de 1 a 14 jours) aprés |’ administration par voie oral d’une dose élevée et
unique a des souris en utilisant un essai préliminaire a 2500mg/kg et un essai limite a
5000mg/kg de poids corporel (Protocole 425 del’ OCDE, 2001).

» Traitement dessouris

Un effectif de 18 souris femelles sont répartis selon I’ homogénéité de leurs poids sur 3
lots de 6 souris chacun. Apres une nuit de jeline (environ 16h), I'administration de I’ extrait

S est effectuée par voie orae et en une seule dose (0.5 mL par souris):
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* Lot témoin: recois la solution du sérum physiologique (NaCl a0.9%).

* Lotstraités (I et I1): regoivent respectivement les doses 2500 et 5000mg/kg de
I’ extrait de M. pubescens dissous dans du NaCl (0.9%).

» Observation clinique et desurvie

Pendant les quatre premieres heures apres |I’administration de I’ extrait, les souris
privées de nourriture (pendant deux heures), avec un libre accés al’ eau ont été observées afin
de noter les phénomenes d’ intoxications immédiates. Les animaux ont été ensuite observés 30

minutes chague jour pendant 14 jours.

L es observations ont porté sur les comportements anormaux a savoir les tremblements,
les convulsions, la diarrhée, la |éhargie et le sommeil. Elles ont aussi porté sur les
modifications de la peau, des poils, des muqueuses, des yeux et surtout la mortalité.

» Examen macroscopique des organes

A lafin du traitement, les souris ont été sacrifiées par décapitation, ensuite les organes
(reins, foie, ceeur, poumons, estomac et rate) ont été prélevés, observés macroscopiquement in
situ, débarrasses de |'exceés de graisse, sechés et pesés.

[1.5. Etude delatoxicité subaigie

L’ éude de la toxicité subaigiie de I’ extrait phénolique de M. pubescens a été évaluée
durant une période de 28 jours, et a été déterminée a partir de la ligne directrice 407 de
I’OCDE (2008).

Le principe de I’ é&ude de la toxicité subaigiie est la détermination des effets toxiques
principaux d’'une substance administrée quotidiennement pendant une durée de 28 jours
(Claverie et Hedde, 2008).

» Traitement dessouris

Un effectif de 24 souris femelles ont éé réparties sur 4 groupes de 6 chacun selon
I"homogénéité de leur poids corporel. Apres avoir soumis les animaux a un jeune de 16h,
I’extrait a éé administré par gavage (0.5mL par souris) dans la méme période de la journée

(matin) et cela durant 28 jours:
* Lot témoin: recoislasolution du sérum physiologique (NaCl a0.9%).

 Lots traités (I, Il et I11): recoivent respectivement les doses 200, 400 et
800mg/kg de I’ extrait de M. pubescens dissous dans du NaCl (0.9%).
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> Poidscorpore et consommation de nourritureet d’ eau

Pendant toute la période de I’ é&tude de la toxicité aiglie et subaigle, un suivi du poids
corporel des animauix a été effectué chague semaine, la consommation de nourriture et d’ eau

est mesurée quotidiennement.
> Prélevement des organes

A lafin de la quatrieme semaine, toutes les souris ont été sacrifiées et les organes
vitaux (ceeur, foie, reins, cerveau, estomac, poumons et rate) ont été déplacés, lavées avec de
I’eau physiologique, pesés et observés macroscopiquement in situ, afin de noter tout

changement de couleur ou de forme des organes.
[1.6. Etude de I’ activité anti-inflammatoire

Afin de mettre en évidence I’ activité anti-inflammatoire de I’ extrait phénolique de M.
pubescens, une éude in vivo a été réalisee, la méthode utilisée est celle de I’ edeme de |a patte
de souris décrite par Winter et ses collaborateurs en 1962 (Dieng et al., 2013).

Un ccdéme aigl est provoqué au niveau de I'aponévrose plantaire de la patte

postérieure gauche de la souris par injection d’ une solution de carragénine.

Les souris ont été mises a jeun pendant 16 h avant I'expérimentation et répartie en 5
lots de 8 chacun (mée et femelle), ensuite on mesure pour chaque souris le volume initial
(Vo) delapatte arriere gauche, avec I’ aide d’' un pléthysmométre (Figure 12).

Les différents produits sont administrés par voie intra-gastrique (0.5mL par souris) a

I’ aide d’ une sonde gastrique selon les posol ogies suivantes:

» Lot témoin: regois du I’ eau physiologique (NaCl 40.9%).

» Lot contréle: regois la solution du Diclofénac ala dose de 50mg/kg dissous dans du
NaCl (0.9%).

o Lotstraités(l, Il et I11) : recoivent respectivement les doses 50, 100 et 200mg/K g de

I’ extrait de M. pubescens dissous dans du NaCl (0.9%).

Aprés une heure, toutes les souris regoivent une injection de 20uL de la solution de
carragenine a1% fraichement préparée (Figure 11). Le volume des pattes a été mesuré toutes

les heures jusqu’ a la sixieme heure aprés injection de la carragénine.

Les résultats obtenus sont comparés a ceux d' un médicament de référence et a ceux
d’ un contrdle physiologique (Dieng et al., 2013).
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Figure 11: Photographie de I’ administration intra- gastrique des échantillons (a droit) et de
I’injection de la carragénine au niveau de |’ aponévrose plantaire de la patte des souris (a

gauche) (originale).

Le pourcentage d'inhibition de I’cedeme est calculé pour chague groupe de souris

traité par rapport au lot témoin. Il est donné par laformule suivante (Ouédraogo et al., 2012):

% D’inhibition del’eedéme=[(Vn —Vy) témoin — (Vn- Vo) traité] / (Vn- V) témoin *100

V, : volume moyen de la patte mesuré avant I’ injection de la carragénine.

Vn : volume moyen de la patte mesuré aux heures de relevé n= 1 a 6 heures apres I'injection de la

carragénine.

Figure 12: Photographie de |’ cedeme inflammatoire (a droite) et de lamesure du volume de la

patte de souris par le pléthysmométre (a gauche) (originale).
I1.7. Etude del’ activité analgésique périphérique

Letest de contorsion par I’ acide acétique est réalisé en suivant la technique inspirée de
laméthode de K oster et al. (1959) et modifiée par Collier et al. (1968).

Le principe de ce test est le suivant : I’injection intra-péritonéale de I’ acide acétique a

0.6% chez la souris provoque un syndrome douloureux qui se traduit par des contorsions
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caractéristiques de type de mouvement d’ étirement des pattes postérieures et du muscle dorso-
ventral (Tianga et al., 2009) (Figure 13).

Les souris sont réparties en cing lots homogene de huit souris chacun (méle et

femelle), et mises ajeun pendant 16 heures avant |'expérimentation.

L’eau physiologique, I'aspirine et les doses de I'extrait de M. pubescens ont été

administrés par voie intra-gastrique, araison de 0.5mL par souris de lamaniere suivante :
» Lot témoin : recoislasolution du sérum physiologique (NaCl a0.9%).
» Lot controle: regois la solution de | aspirine a la dose de 200 mg/kg dissous dans du

NaCl (0.9%).

» Lotstraités(l, Il et 111): recoivent respectivement les doses 50, 100 et 200mg/kg de

I’ extrait de M. pubescens dissous dans du NaCl (0.9%).

Une heure aprés I’administration des différents traitements, |’ acide acétique a 0.6% a
été administré par voie intra-péritonéale ala dose de 10mL/Kg.

Apres I'injection de I'acide acétique, les animaux sont aussitét placés en cage
individuelle, pour comptabiliser le nombre de crampes durant 30 minutes. Généralement les

torsions commencent a5 minutes apres la provocation de la douleur.

Figure 13 : Photographie deI’injection intra-péritonéale de |’ acide acétique (adroite) et de
I” étirement des pattes postérieures et torsion de la muscul ature dorso-abdominale d’ une

souris (A gauche) (originale).

Le pourcentage d’ inhibition des crampes par rapport au témoin pour chaque dose a été

déterminé selon laformule suivante (K ouakou-Siransy, 2010) :

% d’inhibition=(M C tgmoin- M C tr4ite)/M C tamoin* 100

Mc : moyenne du nombre de contorsions abdominales.
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[1.8. Etude del’activité analgésique centrale

L’ étude de I’ activité anal gésique centrale de M. pubescens, a été réalisée on utilisant le
test de I'immersion de la queue, ce test vise a rechercher et a mesurer I’ efficacité des
analgésiques (Mohsin et al., 2012). Latechnigue utilisée est inspirée de la méthode décrit par
D'Amour et Smith, (1941) citée par Tianga et al. (2009).

Le principe de cette méthode est d explorer I'activité analgésique centrale des
substances a testées, en utilisant un stimulus thermique (I’eau chaude), I'immersion de la
gueue de I’animal dans I’eau chaude provoque une réaction douloureuse. Le temps (en
secondes) que met |I’animal pour retirer sa queue est mesuré et est considéré comme délai
d’ apparition de laréponse (Mohsin €t al., 2012).

Un effectif de 40 souris ont été réparties en 5 lots de 8 chacun (méle et femelle), et ont

été mises ajeun pendant 16 heures avant |'expérimentation.

Les différents produits (I’eau physiologique, aspirine et les doses de I’ extrait de M.
pubescens) sont administrés par voie intra-gastrique (0.5 mL par souris) selon les posologies

suivantes :
» Lot témoin : recoislasolution du sérum physiologique (NaCl a0.9%).

Lot contréle: recois la solution du I’ aspirine a la dose de 200 mg /kg dissous dans du
NaCl (0.9%).

» Lotstraitésl, Il et 11 : regoivent les doses 50, 100 et 200 mg/kg de I’ extrait de M.

pubescens dissous dans du NaCl (0.9%).

Ces différentes administrations ont été effectuées 30 minutes avant I’ utilisation du

dispositif expérimental.

Le bout de la queue de chaque souris est placé dans de I’ eau chaude maintenue a 54°C.
Le temps que met I’animal pour retirer sa queue est mesuré et est considéré comme temps de
réaction (latence) (Figure 14).

Le temps limite maximum dimmersion de la queue a été de 15 secondes aprés
I”administration des produits, afin d’ éviter les brilures de la queue qui rendraient la suite des

essals aléatoires.

Au total, Six essais sont successivement réalisés par intervalle de 30 minutes : un essai
contréle & 0 minute avant les différents traitements et cing essais & 30 min, 60 min, 90 min,

120 min et 180 min aprés les différents traitements.
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Figure 14 : Photographie de I'immersion de la queue de souris dans de |’ eau a 54°c

(original).

Le pourcentage d effet maximal possible (EMP) est calculé pour chaque groupe de

souris traité par rapport al’essai contrdle. Il est donné par laformule suivante (Le Bars et al.,
2001) :

% EMP= (Ln-Lo)/ (15s-L)* 100

Lo: latence contréle observée (Omin).
Ln : latence observée aux heures de relevé (n= 30min a 180min aprés les différents traitements).

11.9. Etude statistique

L'andyse statistigue des résultats est effectuée avec I'application ANOVA
(STATISTICA 5.5) et la comparai son des données est prise ala probabilité P<0.05.
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CHAPIIRE II1 RESULTATS ET DISCUSSION

[11.1. Extraction des composés phénoliques

Dans le présent travail, |’extraction des composés phénoliques de Matricaria
pubescens a été réaliseée en utilisant le méthanol 50% comme solvant d’ extraction. Cependant
un taux de rendement égal a 23 % a été obtenu. L’ extrait méthanolique (50%) obtenu présente
une teneur en composes phénoliques de 1.22g EAG/100g de matiere seche (MS) et une
teneur en flavonoides de 0.37g EQ/100g de MS.

Suite a une étude faite par Debnath et al. (2013) sur Nymphaea pubescens, une plante
appartenant ala méme espéce que M. pubescens, un rendement égale a 22.3% a été trouvé en
utilisant le méme solvant d’ extraction, ce résultat est similaire a celui de la présente étude.

Haghi et al. (2014) ont trouvé un rendement de 15.2% en utilisant le méthanol comme
solvant d extraction a partir de Matricaria chamomilla une plante du méme genre que M.
pubescens, ce taux est inférieur a celui obtenu dans la présente étude. Cette variation pourrait
étre due a différents facteurs comme la variété de la plante éudiée, la concentration du
solvant d’ extraction, la différence de la période et la région de la récolte (Asimovic et al.,
2013).

[11.2. Détermination de latoxicité del’ extrait phénolique de M. pubescens

[11.2.1. Toxicité aigue
[11.2.1.1. Evaluation dela mortalité et des signes detoxicité

L’ éude de la toxicité aigle de I’ extrait phénolique de M. pubescens a été réalisée par
I’ administration orale d’ une dose unique de 2500 et 5000mg/kg a des souris femelles.

Apres I'administration des différentes doses de |'extrait de M. pubescens, |es souris des
différents lots sont observées 4 heures durant le premier jour du traitement et 30 minutes tous
les jours pendant 14 jours. Durant cette période, le nombre de morts ainsi que les troubles
symptomatol ogiques observés sont représentés dans le tableau 111.

Pendant toute la durée du traitement, les souris des groupes traités avec 2500 et
5000mg/kg de I’ extrait de M. pubescens n’ ont présenté aucun comportement anormal. Il N’y
a eu aucun changement au niveau de la nature des selles, des urines, ni encore moins, des
modifications de |’ aspect général des souris (pilosité, peau, état des yeux, des oreilles et de la
bouche). Les souris n'ont pas fait de diarrhée, ni de constipation, ni de mouvements non

coordonneées, ni de détresses respiratoires durant la période de I’ éude.
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Tableau |11 : Evaluation de la mortalité et des signes de toxicité aprés I’ administration de
I’ extrait phénolique de M. pubescens.

Témoin 2500mg/Kg 5000mg/Kg

Comportement anor mal / / /
aspect général Normal Normal Normal
Nature des selles et desurines Normal Normal Normal
Diarrhée et constipation / / /
Rythme respiratoire Normal Normal Normal
Saignement / / /
Désorientation et tremblements / / /
Convulsions / / /
Mortalité 0/6 0/6 0/6

(/) : Rien asignaler.

Toutes les souris ont survécu a l’issue des 14 jours de I’ é&ude de la toxicité aigle, au
regard de ces résultats, nous pouvons dire que les souris testées ont une forte tolérance a
I’ égard de |’ extrait phénolique de la plante étudiée et que la dose |étale 50 de M. pubescens est
supérieure a 5000mg/kg.

Selon I'échelle de toxicité décrite par Hodge et Sterner (1949), un extrait dont
laquelle une DL50 orale est supérieure a 5000mg/kg du poids corporel, serait

considéré en tant qu'extrait pratiquement non-toxique (Ateba et al., 2014).
[11.2.1.2. Evolution pondérale

Durant le test de la toxicité aigle, le poids corporel des souris utilisées dans cette
étude a été mesuré, peu de temps avant |I’administration de I’ échantillon et chague 7 jour du

début du test (7 eme et 14 eme jour), les résultats sont représentés sur lafigure 15.

Aux cours des 14 jours de I’ étude de la toxicité aiglie, une augmentation progressive
dans le poids corporel a été observée chez tous les groupes testés. Avant le traitement, le
poids moyen des souris des différents lots est compris entre 20.17 et 20.92g, apres une
semaine le poids augmente pour atteindre des valeurs alant de 25.92 & 26.88g. A la 2°™
semaine, les souris atteintes un poids de 28.26, 28.33 et 29.73g pour le groupe témoin et les
groupes traités par les doses 2500 et 5000mg/kg du poids corporel, respectivement. Ces
résultats montrent que les souris des lots témoin et traités ont présentés une évolution normale

deleurs poids.
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L’ analyse statistique montre, que durant les 2 semaines de traitement, il n'y a pas eu
de différence significative entre les poids corporels des souris du lot témoin et celles des deux

lots traités avec I extrait phénolique de M. pubescens.
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Figure 15: Variation du poids corporel des souris durant le test de latoxicité aigle.

Lesrésultats qui portent des | ettres différentes sont significativement différents.

Chaque valeur représente la moyenne + SEM, n=6
[11.2.1.3. Evaluation du volume d’eau et de la quantité de nourriture consommés

Durant les 14 jours de |’ étude de la toxicité aigle de |’extrait phénolique de M.
pubescens, le volume d'eau et la quantité de la nourriture consommée sont notés

quotidiennement.

L’analyse des données montre que le volume d' eau consommé chez les différents
groupes est |égérement plus grand durant la 2°™ semaine par rapport &la 1%® semaine (Figure
16). Les souris traitées avec les doses 2500 et 5000mg/kg de |’ extrait de M. pubescens ont
consommé durant la 1%° semaine un volume d’ eau compris entre 31.29 et 36.43 mL /jour et
durant la 2°™ semaine un volume compris entre 34.43 et 37.57 mL /jour. Concernant le
groupe témoin, le volume consommé durant la 1%® semaine est de 28.71 mL/jour et durant la

2°™ semaineil est de 31 mL/jour.

Des différences significatives ont été constatées entre les volumes d’ eau consommés
selon |es groupes testés pendant la 1% et |a 2°™ semaine. Cependant le volume le plus élevé a
été consommeé par les souris traitées par la dose 5000mg/K g, il est de 36.43 mL/jour pendant
la 1%© semaine et de 37.57mL/jour pendant la 2°™ semaine. Tandis que les souris du lot

témoin ont consommeés le volume le plus petit avec des volumes de 28.61 et 31mL/jour, pour
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la 1% et la 2°™ semaine respectivement. Cette différence pourrait probablement étre lige ala
nature des composeés phénolique qui sont pour la plupart glycosylés (Li et al., 2007), ce qui

pourrait provoquer I’ augmentation des besoins des souris en eau.
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Figure 16: Evauation du volume d’ eau consomme durant le test de latoxicité aigie.

Lesrésultats qui portent des | ettres différentes sont significativement différents.
Chaque valeur représente la moyenne £ SEM, n=6.

Concernant la quantité de la nourriture consommeée, la consommation moyenne de
nourriture pour le groupe témoin était de 74.83g/jour durant la 1%© semaine, et elle est de
56.60g/jour durant la 2°™ semaine (Figure 17). Pour les groupes traités avec des doses de
2500 et 5000mg/kg de I'extrait de M. pubescens, des quantités comprises entre 78.78 et
79.77g/jour ont été consommées durant la 1¥¢ semaine et entre 59.47 et 58.63g/jour durant la
2°™ semaine. Ces résultats indiquent que les souris des différents lots ont consommé durant
ome

la 1%® semaine une quantité plus importante par rapport ala semaine. Lagrande prise de

nourriture durant |a 1% semaine pourrait probablement étre liée au facteur de stresse.

L’andlyse statistique de la quantité de la nourriture consommée n’a pas montré de
différence significative entre les groupes de souris traitées et le groupe témoin au cours des

deux semaines de |’ administration de I’ extrait phénolique (p < 0.05).
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Figurel7: Evauation de la quantité de la nourriture consommeée durant le test de latoxicité
aigue.
Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.

Chaque valeur représente la moyenne + SEM, n=6
[11.2.1.4. Evaluation de la masse relative des or ganes

A la fin de la deuxiéme semaine de |’ étude de la toxicité aigle, les souris ont été
sacrifiées, leurs organes ont été préleveés, peses et observés minutieusement in situ. Cependant
I”examen macroscopique des organes prélevés n'a montré aucune différence concernant la
taille, I’aspect morphologique et la couleur des organes des souris des groupes traités par les

doses 2500 et 5000mg/Kg d’ extrait de M. pubescens par rapport a ceux du groupe contréle.

L’ étude statistique des masses des différents organes (rein, estomac, foie, rate, ceeur et
poumon) des groupes traités avec I'extrait de M. pubescens (2500 et 500mg/kg) n’ont
montré aucune variation significative par rapport aux poids des différents organes du groupe
témoin (p < 0.05) (Figure 18). Lerein et le foie sont les deux organes intervenant dans la
détoxification des substances toxiques, ils sont généralement les plus susceptibles d' étre

touchés par les xénobiotiques (Silbernagl et Despopoulos, 2001).
Lerein et le foie des souris traitées n’ ont pas présentés d’ hypotrophie ni hypertrophie
comparant au groupe contréle, cela confirme davantage que les doses administrées de |’ extrait

ne sont pas toxiques.
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Figure 18 : Evauation du rapport poids d’ organe/100 g de poids corporel de toxicité aigle.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.

Chaque valeur représente la moyenne + SEM, n=6.

L'absence de la mortalité et de signes cliniques chez les groupes traités durant les 14
jours d'observation, indigue que I’extrait de M. pubescens aux doses 2500 et 5000mg/kg
administré par voie orale est dépourvu de toxicité aigué.

Cette absence de toxicité aigué observée avec |’extrait de M. pubescens est aussi
observée avec I’extrait éhanolique de Xanthium srtumarium Linn (Compositae) (Mithun
Vishwanath et al., 2012) et avec |’ extrait méthanolique de Matricaria recutita une plante
du méme genre (Chandrashekhar et al., 2011), dont les DL50 sont respectivement
supérieures a 2000 et 3200mg/kg de poids corporel.

[11.2.2. Toxicité subaigue

La toxicité subaigué a été évaluée en administrant quotidiennement pendant 28 jours
par voie orale a des souris femelles, des doses croissantes d’ extrait de M. pubescens de 200,
400, 800mg/kg de poids corporel, pendant que le lot témoin a été traité avec du NaCl a 0.9%.
Le long de la durée de I'étude plusieurs paramétres ont été éudiés, pour déceler les effets
retardés de I’ extrait.

[11.2.2.1. Evolution pondérale

Le changement du poids corporel est utilise comme un indicateur des effets

indésirables des composés chimiques (Hilaly et al., 2004).

Pendant toute la période de I’ expérience, un suivi du poids corporel des animaux a été

réalisé chague semaine, les résultats sont représentés ci-dessous :

E



CHAPIIRE II1 RESULTATS ET DISCUSSION

40 - =¢—Témoin

35 - —4———% —@-Dose 200mg/Kg
© 30 - / = — ] Dose 400mg/Kg
T 25 ﬁ —>é=Dose 800mg/Kg
o}
e 20
3 15 -
-8 10 .
£ 5|

O T T T 1

0 S1 S2 S3 A
Temps (semaine)

Figure 19: Evolution pondérale des souris des groupes témoin et traités durant le test de la
toxicité subaigue.
Chague valeur représente la moyenne £ SEM, n=6.

Au début du traitement, les souris utilisees dans ce test présentent une masse
corporelle moyenne alant de 21.10 a 27.50g, apres une semaine elles atteignent une masse
moyenne comprise entre 27.63 et 33.28g. A lafin du traitement (28émejour), les souris ont un
poids moyen alant de 30.03 a 34.84g. L’ analyse de ces résultats montre que le poids de tous
les groupes testés présente une évolution pondérale normale. Cependant le poids des souris
des lots témoin et traités par les différentes doses de I’ extrait phénolique de M. pubescens a
augmenté pendant la premiére semaine. A partir de la 1% semaine le poids des souris des

différents groupes testés se stabilise jusqu’ &1a 4™ semaine.

L’ analyse statistique des résultats a montré que les gains de poids corporel chez les
animaux traités avec les trois doses de I'extrait phénolique de M. pubescens et ceux du

témoin étaient sensiblement les mémes et n’ ont pas présenté des différences significatives.
111.2.2.2. Evaluation du volume d’eau et de la quantité de nourriture consommés

Le volume d’eau et la quantité de nourriture consommeés ont été mentionnés chagque
jour durant toute la période expérimentale.

L’ analyse des données montre que la quantité de la nourriture consommée chez les
différents groupes durant les 4 semaines de I'éude de la toxicité subaigle, diminue
progressivement en fonction du temps (Figure 20). Cependant, les souris des différents

groupes étudiés ont consommés des quantités comprises entre 77.22 et 95.15g/jour durant la
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1%¢ semaine, entre 35.85 et 67.15g/jour durant la 2°™, entre 35.46 et 42.47g/jour durant la
3% et entre 32.01et 40.59g/jour durant 1a4°™ semaine.

L’ étude statistique n'a révélé aucune différence significative pendant la 1%© et [a 3™
semaine, entre les quantités de nourriture consommees par les souris du lot témoin et les

souris des lots traités par les différentes doses de M. pubescens.
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Figure 20: Evaluation de la quantité de la nourriture consommee durant le test de latoxicité
subaigue.

Lesrésultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.
Chaque valeur représente la moyenne + SEM, n=6.

Des différences significatives ont été enregistrées entre les quantités de nourriture
consommées durant la 2°™ et la 4°™ semaine (p < 0.05). Cependant le groupe témoin a
consommé la quantité la plus importante suivi par les groupe traités par la dose 200 et
400mg/K g, alors que le groupe traité par la dose 800mg/Kg a consommeé la quantité la plus
faible. Selon Li et al. (2007), pas moins de 90% des flavonoides isolés des plantes sont
glycosylés, ains lafaible consommation des groupes traités par I’ extrait de M. pubescens par
rapport au groupe témoin pourrait étre due a larichesse de I’ extrait méthanolique de la plante
étudiée en composés phénoliques glycosylés, qui présentent une source d’ énergie importante

pour les souris.

Les résultats obtenue a partir de I’ évaluation de la quantité de la nourriture consommeée
et de I’ évolution pondérale des souris des groupes témoin et traités ont montré que I’ évolution
dans le poids corporel des souris est accompagné d’ une diminution dans la quantité de la
nourriture consommee pour toutes les souris testées, cela pourrait ére due au facteur du

stresse qui a diminué avec le temps.
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Les résultats de I’ évaluation du volume d' eau consommeé chez les différents groupes
de souris durant les 4 semaines de I'éude de la toxicité subaigiie, montre une légere

diminution de la consommation d eau qui se stabilise au-dela de la3*™ semaine (Figure 21).
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Figure 21: Evaluation du volume d eau consommeé durant |e test de la toxicité subaigiie.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.

Chaque valeur représente la moyenne + SEM, n=6.

Les souris testées ont consommé le volume d eau le plus élevé ala 1% semaine qui est
compris entre 34 et 38.86 mL/jour. La consommation la plus faible a été observée pendant la

3% et |a4*™ semaine avec des valeurs alant de 26.88 &30.63mL/jour.

L’ étude statistique n’a montré aucune différence significative entre les volumes d’ eau
consommés des groupe témoin et traités avec les différentes doses de I'extrait de M.
pubescens durant les trois premiéres semaines, alors gu’'une différence significative a été
notée ala quatrieme semaine (p < 0.05), cependant les groupes traités par la plante éudiée
ont consommeé moins d’ eau par rapport au groupe témoin, cette différence est probablement

due ad autre facteurs plutdt que |’ effet toxique de I’ extrait.
[11.2.2.3. Lamasserelative des organes

Apres avoir sacrifié les souris du groupe témoin et traités avec les différentes doses de
I’extrait de M. pubescens, leurs organes (rein droit, rein gauche, estomac, foie, rate, ceeur,
poumon et cerveau) ont é&é prélevés, observés macroscopiquement et enfin pesés. Les

résultats sont illustrés dans lafigure ci-dessous :
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Figure 22: Evauation du poids d’ organe/100 g de poids corporel de toxicité subaigule.

Lesrésultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.

Chaque valeur représente la moyenne + SEM, n=6.

L’ observation macroscopique des différents organes prélevés a partir des souris de
différents groupes n’a pas montré de variations morphologiques ni des changements dans

leurs couleurs et volumes.

L’ étude statistique n’a montré aucune différence significative concernant les poids des
différents organes du groupe témoin et des groupes traités avec les différentes doses de
I’ extrait de M. pubescens (p < 0.05). Cependant les poids relatifs des organes prélevés alafin

du traitement n’ ont pas varié par rapport a ceux des témoins.

En effet la toxicité d’'une substance se refléte généralement sur le foie ou le rein en
induisant des dégénérescences cdlulaires et des nécroses, qui se traduisent par | hypotrophie
ou I’hypertrophie de ces deux organes, ce qui n’est pas le cas de I’ extrait phénolique de la

plante M. pubescens.

Au regard des résultats obtenus, nous pouvons déduire que I’ extrait phénoligue de M.
pubescens s est avéré non toxique pour tous les parameétres testés apres son administration

répété par voie orale avec des différentes doses.

Cette absence de toxicité subaiglie est aussi observée avec Matricaria chamomilla, une
plante du méme genre, cependant |’ extrait agqueux de cette plante aux doses de 300 et
600mg/kg n’ont montré aucun signe de toxicité subaigué ou mortalité au cours de la période
entiere de I'expérience. Les animaux traités n’ont montré aucun gain significatif de poids
corporel, et aucun changement des poids des organes par rapport au groupe témoin (Hajjaj et

al., 2015). Ce qui concorde avec les résultats de la présente étude.
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[11.3. Détermination des activités anti-inflammatoire et analgésique de

I’ extrait phénolique de M. pubescens

Afin déudier les activités anti-inflammatoire et analgésique des composés
phénoliques de M. pubescens trois doses de 50, 100 et 200mg d’ extrait sec /kg de poids
corporel de souris, ont été testées. Les teneurs en composés phénoliques et en flavonoides
dans ces doses ont été déterminées. Cependant |’ étude statistique a révélé que la dose
200mg/kg présente les teneurs en composes phénoliques et en flavonoides les plus

importantes, suivie par ladose 100mg/Kg et en fin ladose 50mg/Kg (figure 23 : (a) et (b)).

Les teneurs en composés phénoliques trouvées dans les doses 50, 100 et 200mg/Kg
sont de 1.30, 2.80 et 4.47mg respectivement. Concernant les flavonoides, les doses 50, 100
et 200mg/K g présentent des teneurs de 0.43, 0.89 et 1.60mg, respectivement.
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Figure 23: Teneurs en composes phénoliques des doses utilisées dans |a détermination des
activités anti-inflammatoire et anal gésique de M. pubescens.

Lesrésultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.
[11.3.1. Activité anti-inflammatoire

Les expériences d'évaluation de ['activité anti-inflammatoire des composes
phénoliques de M. pubescens, ont été réalisées sur le modéle de I'cedeme aiglie de la patte de
souris induit par la carragénine. Les résultats obtenus ont été comparés a ceux de Diclofénac

et a ceux du contrdle physiologique (Tableau 1V).
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Tableau | V: Evolution de |’ cedéme (mL) induit par la carragénine en fonction du temps.

HO H1 H2 H3 H4 H5 H6

Témoin

Eau physiologique 0,172 022 025% 026 023 023 022°
Standard

Diclofénac 50mg/Kg 0,17° 022 023 024 021** 0199 018
Extrait M. pubescens

Dose 50mg/K g 0,172 021> 023 024*° 0,222* 021" 0,19

Dose 100mg/K g 0,17 021° 023 024* 0222 020° 019

Dose 200mg/K g 0,17° 021° 023 024 021° 020° 018

Lesrésultats qui portent des | ettres différentes sont significativement différents.

Chague valeur représente la moyenne £ SEM, n=8.

L’analyse des résultats montre, que toutes les souris injectées par la carragénine
développent un cedéme. Cependant I’ cedeme de |a patte des souris augmente pour atteindre
3éme

desvaeurs maximaesala heure puis diminue, d' une fagon significative (p < 0.05).

Avant et aprés 1 heure et 2 heures de I'injection de la carragénine, |’ étude statistique
n’a montré aucune différence entre le groupe témoin, le groupe traité par le Diclofénac et les
trois autres groupes traités avec des différentes concentrations en composés phénoliques. Une
différence significative a été révélée entre tous les groupes testés a 3, 4 et 5 heures aprés
I'injection de la carragénine (p < 0.05). Tandis qu’ ala 6™ heure la différence existe qu’ entre

le groupe témoin et | e reste des groupes.

L’ cedeme le plus important a éé observé chez le groupe témoin tout au long de
I’ expérience, cependant le volume de la patte a augmenté de 0.17 pour atteindre un maximum
de 0.26mL ala 3*™ heure, puis diminue jusgu’a 0.22mL ala 6™ heure. L’ administration du
Diclofénac et les différentes doses de |’ extrait de M. pubescens a diminué I’ cdéme d’ une
facon significative & partir de la 3*™ heure. Cependant le volume de la patte de souris a
augmenté de 0.17 4 0.24mL ala 3™ heure pour tous |es groupes traités, puis diminue & 0.19,
0.19, 0.18 et a0.18mL pour les groupes traités par des doses de 50, 100, 200mg de I’ extrait
de M. pubescens/Kg de poids corporel et de 50mg de Diclofénac /Kg de poids corporel,

respectivement.

L’ éude statistique a révélé que le Diclofénac et les doses 50, 100 et 200mg/Kg de
I’ extrait phénolique de M. pubescens ont inhibé d’une fagon significative I’ cedéme induit par
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la carragénine. Cependant le pourcentage d’inhibition le plus important a éé obtenu avec le
Diclofénac suivi par la dose 200mg/K g puis la dose 100mg/Kg. Alors que la dose 50mg/Kg a
permis d’ exercer le pouvoir inhibant le plus faible (Figur e 24).

Les activités anti-inflammatoires les plus importantes ont été constatées aprés la 6™
heure. Cependant, le Diclofénac ala dose de 50mg/K g a présenté |’ activité anti-inflammatoire
la plus élevée avec une valeur de 80.56%. En comparant les pourcentages d’inhibition des
différentes doses de I’ extrait de M. pubescens (50, 100 et 200mg/kg), ¢ est la dose 200mg/kg
qui arévéé |’ activité anti-inflammatoire la plus importante avec un pourcentage d’inhibition
de 72.22%, suivie par la dose 100mg/kg avec une valeur de 62.96% et en derniére position se

trouve la dose 50mg/kg avec un pourcentage d’ inhibition de 52.78%.
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Figure 24: Pourcentage d’inhibition de |’ cedeme par I’ extrait phénolique de M. pubescens et

le Diclofénac en fonction du temps.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.

Chaque valeur représente la moyenne + SEM, n=8.

Les faibles activités anti-inflammatoires des différentes doses de M. pubescens par
rapport a celle de Diclofénac, pourrait s expliquer par le fait que le Diclofénac est une
molécule pure contrairement al’ extrait phénolique de M. pubescens, cependant la plus grande
dose 200mg/kg de I'extrait sec de M. pubescens présente que 4.47 mg de cOmposes

phénoliques.

La méthode de I’ cedéme induit par I'injection de la carragénine est largement utilisée
pour évaluer I'activité anti-inflammatoire des substances (Ouédraogo et al., 2012).

L’injection de la carragénine provogque une inflammation locale causée par une lésion
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tissulaire, qui résulterait de I’ action de plusieurs médiateurs chimiques qui sont responsables
du processus inflammatoire (Joachim et al., 2011).

La réponse inflammatoire est un phénomene qui se déoule en trois
phase distinctes (Wantana et al., 2009): une premieredite initiatrice, qui dure environ une
heure, et qui fait intervenir | histamine et la sérotonine, qui favorisent la vasodilatation et la
transsudation plasmatique, une seconde phase (1,5 a 3 heures) qui fait appel aux kinines
comme mediateurs augmentant |a permeéabilité vasculaire et laformation de I’ edeme (Sanogo
et al., 2006), et une troisieme phase dont e médiateur est 1a prostaglandine qui intervient au-
dela de la troisieme heure, associée a la migration leucocytaire dans la zone enflammée.
(Ouédraogo et al., 2012 ; Sanogo €t al., 2006).

Le Diclofénac, utilisé comme médicament de référence est un anti-inflammatoire non
stéroidien, il réduit I'inflammation, en empéchant la synthése des prostaglandines par
inhibition des cyclo-oxygénases (COX; et COX,) (Bolanle Ibrahima, 2012). Ains,
I’ extrait phénolique de M. pubescens pourrait avoir une action antagoniste a |’ histamine, ala

bradykinine, ala sérotonine et ala biosynthese des prostaglandines.

Mahmoudi et al. (2008) ont étudié I'activité anti-inflammatoire de Thymus
pubescens, une plante de la méme espece que celle de ce présent travail, |’ extrait
méthanolique de cette plante aux doses de 200 et 400mg/kg a montré respectivement des
pourcentages d’inhibition de |’ cedéme de 64.3 et 66.9%, ces résultats sont relativement faible,

par-apport a celui de notre éude qui est de 72.22%, obtenue avec le dose de 200mg/kg.
[11.3.2. Activités analgésiques
111.3.2.1. Activité analgésique périphérique

L’ activité antalgique périphérique a été évaluée en provoquant une douleur a des
souris par administration intra-péritonéale d’une solution d acide acétique. Cette douleur se
traduit par des étirements des pattes postérieures et des torsions de la musculature dorso-
abdominale (Timbo, 2003).

L’ étude statistique de I’ activité antalgique périphérique de I’ extrait phénolique de M.
pubescens a montré une différence significative entre les lots étudiés selon le nombre de
contorsions, alors qu’aucune différence significative n’a éé constatée entre le groupe traité
par |’aspirine a 200mg/Kg et le groupe traité par I’extrait de M. pubescens a la dose de

200mg/Kg (Tableau V). Le nombre de contorsions le plus important a été observé chez le
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groupe témoin avec une valeur de 108.5 contorsions, tandis que le nombre de contorsion le
plus bas a été enregistré chez les groupes traités avec I’ aspirine et I’ extrait de M. pubescens a

la dose de 200mg/kg, dont les nombres sont de 55 et 55.75 contorsions, respectivement.

Tableau V : Nombre de contorsions abdominales induit par I’ acide acétique chez la souris.

Nombre de contorsions
Témoin _ _ d
Eau physiologique 108,5+2,31
Standard
Aspirine 200 mg/K g 55+1,26%
Extrait M. pubescens
Dose 50 mg/Kg 64,285+4,44°
Dose 100 mg/Kg 58,875+6,70"
Dose 200 mg/Kg 55,75%3,34°

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.

Chaque valeur représente la moyenne + SEM, n=8.

L’ analyse statistique des résultats, montre que les différentes doses de I'extrait de M.
pubescens (50, 100 et 200mg/kQ) et I’ aspirine (200mg/kg) administrées par voie oral, 30min
avant l'injection de |’ acide acétique, réduisent le nombre de contorsion abdomina d’une fagon

significative (Figure 25).
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Figure 25: Pourcentage d’inhibition des contorsions abdominales chez les souris.

Lesrésultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.

Chaque valeur représente la moyenne + SEM, n=8.
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CHAPIIRE II1 RESULTATS ET DISCUSSION

Le pouvoir inhibant les contorsions abdominales le plus important a été obtenu en
utilisant I’ aspirine puis I’ extrait de M. pubescens a la dose 200mg/kg dont les pourcentages
sont de 49.30 et 48.62 % respectivement. Alors que le plus faible effet inhibant des

contorsions abdominales a été constaté a la dose 50mg/kg avec un pourcentage de 40.75%.

Récemment, Yusufoglu (2014) a éudié I'activité analgésique périphérique de
Pulicaria arabica (Compositae) ; I’ extrait éhanolique de la plante a la dose de 500mg/kg a
donné un pourcentage d'inhibition de 30.14 %. Ce résultat est relativement faible par rapport
au résultat de I’extrait méthanolique de ce présent travail, dont |’ effet analgésique est de
48.62 %.

L’ acide acétique administré met en jeu les mécanismes périphériques de la douleur et
induit la libération de nombreux meédiateurs chimiques impliqués dans la genése des messages
nociceptifs en périphérie, tels que les prostaglandines (PGE,, & PGF,,), la sérotonine,
I”histamine, la bradykinine et la substance P (Shahzad, 2014), ces derniers congtituent la
cause majeure des douleurs en sensibilisant les récepteurs périphériques de la douleur, ains,
le blocage de leur synthese par les analgésiques entraine la suppression des effets de
sensibilisation et diminue ainsi ladouleur (Amresh, 2006 ; Kouakou- Siransy, 2010).

La présente étude montre que I’ extrait phénolique de M. pubescens exerce un effet
protecteur vis a vis de la douleur provoquée par |'acide acétique, il a inhibé les contorsions
abdominales de maniére significative et cet effet augmente avec |’augmentation de la dose
(dose dépendante) (p < 0.05). Les effets analgésiques de la plante a la dose 200mg/kg a
démontré une activité analgésique similaire a celle du médicament de référence. L'aspirine et
les autres anti-inflammatoires non stéroidiens inhibent la synthése des prostaglandines par

inhibition des cyclo-oxygénases dans les tissus périphériques (Trongsakul, 2003).

Deraedt et al. (1980), ont rapporté la confirmation que l'administration intra-
péritonéale d'acide acétique induit la libération d’un niveau élevé de prostaglandines (PGE2
et PGF2) et de médiateurs du systeme nerveux sympathique pendant les premiéres 30 minutes
qui suit I'injection d'acide acétique (Neto et al., 2005 ; Tianga et al., 2009). Cela suggere
gue le mécanisme d'action analgésique d I’ extraits phénoliques de M. pubescence pourrait
avoir un réle inhibiteur dans la synthése des prostaglandines par inhibition de la cyclo

oxygénase de maniere similaire al'aspirine et les AINS (Neto et al., 2005).
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CHAPIIRE II1 RESULTATS ET DISCUSSION

111.3.2.2. Activitéanalgésique central

Dans le cadre d' évauer I’ activité anal gésique centrale de M. Pubescence les doses 50,
100 et 200mg /K g ont été étudiée en utilisant le test de I’immersion de la queue de souris dans
I’eau a 54°c. Les résultats obtenus ont été comparés a ceux du médicament de référence

(aspirine) et a ceux du contrdle physiologique (Tableau V1).

Tableau VI : Effets de I’ extrait phénolique de M. pubescence et de I’ aspirine sur |a latence de

retrait de la queue de souris.

Omn 30mn 60mn 90mn 120mn 180mn

Témoin

Eau physiologique 2,27+0,23% 2,25+0,21° 2,37+0,11° 2,45+0,11° 2,49+0,13° 2,73+0,10°

Standard

Aspirine 200mg/Kg 2,29+022° 3,15+0,27° 3,83+0,29°° 4,60+0,25° 510+0,29° 6,12+0,44°

Extrait M. pubescens

Dose 50mg/Kg 2,07+0,23% 2,37+0,34° 2,52+041° 3,33+0,38° 4,11+052° 4,67+0,63
Dose 100mg/Kg ~ 2,29+0,23° 2,69+0,34%° 332+0,41° 4,09+0,40° 5,04+0,53° 6,16+0,68°
Dose200mg/Kg  2,07+0,21° 2,98+0,34° 4,20+0,40° 5,69+0,38° 6,46+0,53" 7,42+0,66°

Lesrésultats qui portent des | ettres différentes sont significativement différents.
Chague valeur représente la moyenne + SEM, n=8.

Les résultats montrent que le temps de latence de la queue augmente pour |’ aspirine et
les différentes doses de I’ extrait de M. pubescence pour atteindre une valeur maximale a la

180%™ mn.

Au début du test, I’étude statistique n’a montré aucune différence entre le groupe
témoin, le groupe traité par |I’aspirine et les trois autres groupes traités avec des différentes
concentrations en composés phénoliques. Une différence significative a é&é constatée entre
tous les groupes testés apres I’administration des différentes solutions a 30, 60, 90, 120 et
180mn (p < 0.05).

Le sgour de la queue de souris le moins élevé a été observé chez |e groupe témoin tout
au long de I’expérience, il est compris entre 2.27 a 2.73 secondes. Les animaux traités par
I’extrait de la plante étudiée et par |’ aspirine présentent un temps de latence plus important.
Durant cette expérience, le temps de latence de la queue a augmenté de 2.07 a 4.67 secondes
pour la dose 50mg/Kg, de 2.29 a 6.16 pour la dose 100mg/Kg et de 2.07 a 7.42 secondes pour
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CHAPIIRE 111 RESULTATS ET DISCUSSION

la dose 200mg/Kg. Concernant le groupe traité par |'aspirine, le temps de latence a été

augmenté de 2.29 4 6.12 secondes.

Aprées 180 mn, les doses 200 et 100mg/kg de I’ extrait de M. pubescence ont permis de

donner un s§our de la queue plus long que celui provoqué par la dose 200mg/kg de |’ aspirine.

L’ extrait de M. pubescens et |’aspirine ont montré une diminution significative du
seuil de la douleur, correspondant a une augmentation significative du pourcentage de

protection, par rapport au groupe témoin (P < 0.05) (Figure26).
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Figure 26 : Pourcentage de |’ effet maximal possible d’ extrait phénolique de Matricaria
pubescens et del’ aspirine chez les souris.

Lesrésultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.

Chaque valeur représente la moyenne + SEM, n=8.

Les pourcentages d effets maximal les plus élevés ont été observés a la 180°™ mn
avec des valeurs de 15.83,27.92 et 38.23%, respectivement pour les dose 50, 100 et
200mg/kg de I’ extraits de M. pubescens et 27.59% pour e médicament de référence.

L’analyse statistigue montre que I’ activité analgésique central la plus élevée a é&é
obtenue avec la dose 200mg/kg de I’ extrait de M. pubescens toute au long de |’ expérience,
tandis que lafaible activité analgésique a été obtenue avec la dose 50mg/kg de I’ extrait de la
plante. Ces résultats montrent que |’ extrait phénolique de M. pubescens a un effet analgésique

central.

Verobnica et al. (2011) ont étudié I’ activité analgésique central de Emilia sonchifolia
(Asteraceae) par la méthode de I'immersion de la queue dans I’eau chaud a 50°c, |’ extrait

éthanoligue de la plante aux doses 30, 100 et 300mg/kg a donné des temps de latence allant
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de 5 & 8 seconds, tandis que |’ extrait méthanolique de M. pubescens de ce présent travail a
donné des valeur alant de 4.62 a 7.42 secondes.

La méthode de retrait de la queue utilisant des stimuli thermiques, met en jeu un
réflexe spinal, qui est modulé par un mécanisme inhibiteur supra-spinal (Kouakou- Siransy,
2010). Letest de I'immersion de la queue permet d'identifier les analgésiques centraux (Le
Bars et al., 2001). Les stimuli thermiques sont sélectivement inhibés par les analgésiques

centraux et non par les analgésiques périphériques (Sayyah et al., 2004).

En ce qui concerne la composante centrale de |’ activité analgésique, les différentes
doses de I'extrait phénolique de M. pubescens administrées par gavage, ont diminué la
douleur induite par la chaleur du bain chaud, de maniéere significative et dose-dépendante (p <
0.05). L’aspirine utilise comme médicament de référence a exercé une faible activité

analgésique centrale par rapport al’ extrait phénolique ala dose 200mg/kg.

Par ailleurs, les drogues analgésiques telles I'aspirine et la morphine peuvent
diminuées la synthese des prostaglandines par l'intermédiaire de I'inhibition des cyclo-
oxygénases, en agissant sur les récepteurs opioides specifique dans e systéme nerveux central
(Dolezal et Krsiak, 2002). Par consequent, |'effet analgésique central des extraits de M.

pubescens pourrait étre due al’ inhibition des récepteurs opioides du systéme nerveux central.

L’extrait de M. pubescens a exercé des activités analgésique et anti-inflammatoire
remarguable, lors du test de I’ cedeme a la carragénine et la douleur induit par I’ acide acétique

et I'immersion de la queue dans |’ eau a 54°C.

Selon de nombreux auteurs ; Dieng, (2007), Bolanle et al. (2012) et Sabrin et al.
(2014), les activités analgésique et anti-inflammatoire des plantes médicinales seraient dues

alaprésence des composes phénoliques.

Beaucoup de composeés phénoliques d'origine végétale, en particulier les flavonoides
(quercitrine, kaempférol et |utéoline), et les acides phénoliques (acide protocatéchique et
acide gallique) possedent des propriétés analgésiques, antioxydantes et anti-inflammatoires
importantes (Queiroz et al., 2014). Abad et al. (1995) ont démontré que les flavonoides
réduisent significativement la synthese des prostaglandines par I’intermédiaire de I’ inhibition
des cyclo-oxygenases et des lipo-oxygénases. Jung et al.(2012) ont également rapporté que
les flavones et les flavonols suppriment |I'oxyde nitrique synthase inductible (iNOS) et

I'expression de la protéine COX-2.
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La richesse de |'extrait de M. pubescens en composés chimiques tel que les
polyphénols, les flavonoides pourrait ére responsable des propriétés pharmacologiques

observées.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Conclusion

La présente étude a été consacrée a I’ extraction des composes phénoliques de Matricaria

pubescens, al’ é&ude de leur toxicité, leurs activités anti-inflammatoire et anal gésique.

L’ extraction par le méthanol 50% a permis de donner un rendement de 23% et des teneurs
en composes phénoliques de 1.22g EAG/100g et en flavonoides de 0.37g EQ/100g. Pour éudier
les activités anti-inflammatoire et analgésique de M. pubescens, trois doses 50, 100 et 200mg
d’extrait sec/kg ont été utilisées, cependant ces doses présentent des teneurs en composés
phénoliques de 1.30, 2.80 et 4.47mg et des teneurs en flavonoides de 0.43, 0.89 et 1.60mg,

respectivement.

L’ administration par voie oral del’ extrait de la plante M. pubescens aux doses de 2500 et
5000mg/kg lors de I'étude de la toxicité aiglie, n"a montré aucun comportement anormal et
aucune différence significative des poids corporel des souris, ni des masse relative de leurs
organes vitaux (p < 0.05). Aucun signe de toxicité n’a é&é observé concernant la quantité de la
nourriture et le volume d’ eau consommeé et aucune mortalité n’a éé obtenue lors des 14 jours de
I”étude. L analyse de ces résultats a montré que la DL50 de M. pubescens est estimée supérieure
a5000mg/kg selon I’ échelle de Hodge et Sterner.

Toutefois, I’ évaluation de la toxicité subaigie a été effectuée par I’ administration orale de
I’extrait de M. pubescens aux doses de 200, 400 et 800mg/Kg par jour pendant 28 jours. Les
résultats de cette étude n’ont montré aucun signe de toxicité. Cependant touts les parametres
evalués al’exception de la quantité de nourriture et du volume d’ eau consommé, n’ont présenté

aucune variation significative par rapport aux groupes témoins (p < 0.05).

L’ évaluation de I’ activité anti-inflammatoire a révélé que les extraits de M. pubescens
inhibent laformation de I’ edéme inflammatoire induit par la carragénine de maniere significative
(p < 0.05). L’extrait de la plante a la dose de 200mg/K g a exercé le pouvoir inhibant de |’ cedéme

inflammatoire le plus élevé avec un pourcentage de 72.22 %.

L’ extrait phénolique de M. pubescens a aussi exerce des effet anal gésiques périphériques

et centra remarquables. L’extrait de la plante a diminué le nombre de contorsion abdominale
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induite par |’ acide acétique et a augmenté le temps de latence de la queue dans I’ eau a 54°C de

maniére significative (p < 0.05).

Les effets, analgésique périphérique et centra, de M. pubescens les plus éevés ont éé
également obtenus avec la dose 200mg/kg, avec des pourcentages d'inhibitions de 38.23 et
48.62% respectivement. Ces résultats révelent que la plante éudiée présente une activité

anal gésique périphérique plus importante que son activité analgésique centrale.

Les résultats de la présente éude indique que la plante éudiée n'est pas toxique et
présente des activités anti-inflammatoire et analgésique importantes, ce qui justifie I’ utilisation

traditionnelle de M. pubescens.

En perspectives, nos travaux sont une étape préliminaire pour des études plus larges, plus

approfondies et plus accomplies incluant:

- Destests complémentaires de toxicité sur M. pubescens par d'autre voie que celle orale et
des études de toxicité chronique afin de déterminer les effets along terme ;

- Des expériences ultérieures a I’ échelle moléculaire utilisant des extraits purifiés, pour
identifier précisement, d’'une part les composeés responsables de I'activité analgésique et
anti-inflammatoire de Matricaria pubescens et d autre part, le mécanisme absolu par

lequel ces composes accomplissent ces activites.
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Figure 1: Courbe d’ éalonnage de |’ acide gallique pour |le dosage des polyphénols totaux.
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Figure 2 : Courbe d’ éalonnage de la quercétine pour le dosage des flavonoides.



Résume
Le but de notre travail est d étudier in vivo la toxicité aigue et sub aigue, les activités anti-
inflammatoire, analgésique centrale et périphérique de |’ extrait méthanolique de M. pubescens.

L’ éude de latoxicité aigue et sub aigue arévélé que I’ extrait de M. pubescens est pratiquement non
toxique, et I’ évaluation des différents paramétres toxicol ogique n’ ont indiqués aucun signe de toxicité.

Le test anti-inflammatoire a été réalise par la méthode de I’ cdéme a la carragénine, I’ analgésie
centrale a été réalisée par le test de I'immersion de la queue, et |’ analgésie périphérique est réalisee par
le test de contorsions a I’ acide acétique. L’ extrait de M. pubescens a démontré des propriétés anti-
inflammatoire, analgésique centrale et périphérique remarquabl es.

Motsclés: Matricaria pubescens, Polyphénols, Toxicité, Anti-inflammatoire, Analgésie.

Abstract

The aim of our work isto study in vivo the toxicity acute and sub-acute, the anti-inflammatory,
analgesic central and peripheral activities of the methanolic extracts of M. pubescens

Acute and sub-acute toxicity study has revealed that the extract of M. pubescensis practically no
toxic, and the evaluation of different toxicological parameters didn’t indicate any signs of toxicity.

Anti-inflammatory testing was performed by the method of edema to carrageenan, central
analgesia activities was carried out by the tail immersion test, and peripheral analgesia activities is
performed by twisting to the acetic acid test. M. pubescens extract has demonstrated remarkable anti-
inflammatory, central and peripheral analgesic properties.

Keywords: Matricaria pubescens, Polyphenols, Toxicity, Anti-inflammatory, Analgesia.
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