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Introduction

Introduction

L'utilisation des plantes médicinales pour le traitement des maladies vient
habituellement de la croyance qu'elles présentent une tres faible toxicité du fait de leur origine
naturelle. Selon l'organisation mondiale de la santé, autour de 80% de la population du monde
emploie la médecine traditionnelle pour le soin de santé (Gomes et al., 2012). Parmi ces

plantes on trouve Matricaria pubescens.

Matricaria pubescens appartient a la famille des Astéracées qui compte environ 25000
especes. Cette vaste famille est économiguement importante, vu que plusieurs de ses plantes
sont cultivées pour leur valeur alimentaire (le tournesol, le topinambour, la laitue, la chicorée,
la camomille, etc.) ou comme plantes décoratives (les dahlias, les asters, les rudbeckies, les

gaillardes, etc.).

Matricaria pubescens est tres utilisée en médicine traditionnelle en Algérie et
notamment par les populations du Sahara central et septentrional (Maiza et al., 2011) en vue
de son usage contre les troubles gastro-intestinaux, les rhumatismes, les douleurs des maladies
infectieuses, la dysménorrhée, la toux, les maladies oculaires, la dentition, les piqdres de

scorpion et les allergies (Maiza et al., 1993).

L’effet thérapeutiques de cette plante dépend de la présence d’agents bioactifs variés
et appartenant a différentes classes chimiques. Les alcaloides figurent parmi les principes
actifs les plus importants en pharmacologie et en médecine. Ce sont des substances

organiques azotées, a propriétés basiques ou amers et ayant des propriétés thérapeutiques

A cause de la popularité de I’utilisation traditionnelle de la matricaire, il est important
de I’étudier afin de mettre en évidence ses propriétés pharmacologiques et surtout
toxicologiques. Pour cette raison, le présent travail consiste a étudier la toxicité aigie et
subaigile et les activités anti-inflammatoire, analgésiques centrale et périphérique de I’extrait
alcaloidique de M. pubescens in vivo. Aucun travail similaire, sur 1’étude de la toxicite et la
détermination des activités anti-inflammatoire et analgesique des alcaloid-es de M. pubescens,

n’est rapporté dans la bibliographie.
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CHAPITRE I SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

I.1. Présentation de la plante Matricaria pubescens

La plante médicinale qui fait I’objet de notre étude est Matricaria pubescens (Figure
1), dérive du latin Matricaria désignant matrice; pubescens signifiant velu. La matricaire est
classeée selon Judd et al. (2002) (Figure 2) et sa dénomination se différe d’une région a une
autre : Guertoufa a El Goléa et Ouargla, Ainasnis a Tassili et Ouazouaza a Béchar (Maiza et
al., 1993 ; Hammiche et Maiza, 2006), et nommée Hairy camomille en anglais (IUCN

Centre for Mediterranean Cooperation, 2005).

Matricaria pubescens est une plante spontanée, elle pousse en abondance dans les
régions sahariennes. Elle est tres utilisée en médecine et dans les préparations traditionnelles,

ses parties utilisées sont les fleurs, les feuilles, la tige et les racines (Zarrour, 2012).

C’est une plante de 10 & 20cm de hauteur a tiges nombreuses couchées puis
redressées et sous forme de touffes ; Les feuilles découpées et velues sont d’un vert sombre ;
les fleurs toutes en tubes de coloration jaune groupées en capitules dont le diametre est de 6 a
7 mm (Ozenda, 2004 ; Makhloufi et al., 2012).

i )

Embranchement : Angiospermes ;
Classe : Dicotylédomnes ;

Sous-classe : Gamopétales ;

Ordre : Astérales ;

Famille : Asteraceae (Compositae) ;

Genre : Maitricaria ;

Espeéce : Maitricaria pubescens.

Figure 1: Photographie de M. pubescens. Figure 2: Classification de M. pubescens.

1.2. Utilisations de M. pubescens

v En médecine

Matricaria pubescens est une herbe qui n’est pas signalée comme toxique par les
nomades et elle est tres appréciée par les habitants des régions sahariennes (Bellakhdar,
1997; Ould el hadj, 2003). Elle est utilisée pour traiter les troubles gastro-intestinaux, du les
calculs biliaires, la dysménorrhée, la toux, les maladies oculaires, les maladies rénales, les
rhumatismes, les douleurs des maladies infectieuses, les malaises de I'abdomen, la secheresse,
les maux liés a la dentition chez les enfants, ainsi que les allergies et les morsures des
scorpions. La plante posséde des propriétés antiseptiques (Makhloufi et al., 2012).
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Selon Maiza et al. (1993), l'usage traditionnel de cette plante en Algérie varie d'une

région a l'autre :

El-Goléa: rhumatismes, courbatures, deéshydratation, dentition, dysménorrhée,
affections oculaires, toux et allergies;
Béchar : toux, allergies et affections oculaires ;

Ouargla : toux, dysménorrhée, pigdres de scorpion et allergies.

En usage externe, la matricaire est utilisee couramment dans le domaine

dermatologique (Duraffourd et al., 1990) :

Retenues de l'usage : vulnéraire (cicatrisant, antiseptique, antiphlogistique) ;
Mucodermotrope : anti-inflammatoire, épithéliogene, antiulcéreux, Iénitif ;

Anti-infectieux : antifongique, antibactérien.

v" En alimentation

La matricaire est utilisée afin d’aromatiser et d’améliorer le gott des aliments. Elle est

récoltée et commercialisée & grande échelle dans les marchés. Les tiges broyeées et les feuilles

sont utilisées comme un filtre pour le beurre des chévres, ce qui donne un aréme agréable au

beurre et aide a le conserver (Makhloufi et al., 2012). Cette plante est utilisée pour donner

une bonne saveur au thé et a la soupe traditionnelle et donne a la nourriture une odeur tres
agréable (Martinez et al., 2012).

1.3. Composition chimique de M. pubescens

Un grand nombre du genre de Matricaria ont fait a ce jour, I’objet d’études chimiques

et de tres nombreux métabolites secondaires ont été isolés. Les recherches phytochimiques de

la M. pubescens ont permis de mettre en évidence la présence des alcaloides, des flavonoides,

des tannins, des saponines, des terpénoides, des stéroides, et des cardenolides (Djellouli et
al., 2013).
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1.4. Les alcaloides

En 1803, DEROSNE a isolé le premier alcaloide semi-pur du latex sec de 1’opium
(Papaver somniferum), une drogue utilisée depuis des siécles pour des propriétés

analgeésiques.

Le terme alcaloide a été introduit par Meisner au début du XIX ™ siécle et la
définition admise de celui-ci est celle donnée par Winterstein et Trier en 1910, définissant un
alcaloide comme étant un composé organique naturel (le plus souvent d’origine végétale),
hétérocyclique avec I’azote comme hétéroatome, de structure moléculaire complexe plus ou
moins basique et doué de propriétés physiologiques prononcées méme a faible dose
(Hurabielle et Paris, 1980; Facchini, 2001; Muniz, 2006; Seghiri, 200 ; Boudjerda, 2011).

1.4.1. Classification des alcaloides

Depuis leur découverte et jusqu’a maintenant il y a plus de 10 000 alcaloides isolés ou
détectés a partir de sources végétales, animales ou de micro-organismes. La classification des
alcaloides est basée sur plusieurs criteres : I’origine biologique, la voie de biosynthése et la
structure (Badiaga, 2011). On distingue alors trois grandes classes selon qu'ils possédent ou
non un acide aminé comme précurseur direct, et qu'ils comportent ou non un atome d'azote

dans un hétérocycle: Les alcaloides vrais, les proto-alcaloides et les pseudo-alcaloides.
1.4.1.1. Les alcaloides vrais

Les alcaloides vrais sont des substances d’origine naturelle et de distribution restreinte,
de structure souvent complexe azotée et de caractere basique. lls existent dans la plante sous
forme de sels, ont pour origine biosynthétique un acide aminé et sont dotées d’une activité

pharmacologique significative (Tableau I).
1.4.1.2. Les proto-alcaloides

Les proto-alcaloides sont des amines simples dont 1’azote n’est pas inclus dans un

systeme hétérocyclique, ont une réaction basique et sont élaborés in vivo a partir d’acides

aminés (Bruneton, 1999 ; Maldonado, 2012) (Tableau II).


http://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_amin%C3%A9
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1.4.1.3. Les pseudo-alcaloides

Les pseudo-alcaloides sont des meétabolites présentant les caractéristiques des
alcaloides vrais, excepté leur origine biosynthétique. Dans la majorité des cas connus, ce sont

des dérivés d’isoprénoides (alcaloides terpéniques) et du métabolisme de I’acétate (Tableau

).

Tableau I : Principaux types d’alcaloides vrais et leurs précurseurs de synthése en acides

aminés (Muniz, 2006).

Précurseurs (acides aminés) Groupe d’alcaloides Exemples
H«N/\/\I/COQH Pyrrolidines Hygrine
l NHH Pyrrolizidines Mételoidine
Ornithine Tropanes Atropine, Cocaine
HyN, CO.H Pipéridines, Conine, pipérine
\/\/\I/H Quinolizidines, Lupinine
e NH, Indolizidines Swansonine
ysine

Isoquinoléines

Codéine, morphine

_-CO:H Indoles Sérotonine, tryptamine
N H
NH,
N
H
Trvptophane
COOH Quinoléines Perforine
@I: Quinazolines Péganine
NEL, Acridines Acronycine
Acide anthraniligue
i i B-carboline Saxitoxine
Hol ™ 't’_“'“*-‘ ~ “rH
FH
Arpinine
N _~O0;H Imidazoles Histamine
ST L
NH;
Histidine
= | coot Pyridines Nicotine
N
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Tableau I1: Principaux types des proto-alcaloides et leurs précurseurs de synthése en acides

aminés (Muniz, 2006).

Précurseurs (acides aminés)

Groupe d’alcaloides

Exemples
7 Phényléthylamines Adrénaline, Dopamine
/Ii‘“x oH
Tyrosine vo” ~= "%
Tryptophane
(_:;1‘-. EF Indolterpene Yohimbine
1_{W L\GH
HN“'L MH;
(e}
Ornithine NH; Pyrrolizidine Stachydrine

Tableau 111 : Principaux types des pseudo-alcaloides vrais et leurs précurseurs de synthese

(Muniz, 2006).

Précurseurs (acides aminés)

Groupe d’alcaloides

Exemples
Acétate Pipéridine Coniine, Pinidine
O Sesquiterpene Worforine, Evonine
HsC o}
Acide pyrovique
O Ephédra Ephédrine,Cathine
%OH
O
Acide férulique
0 Hényle Capsaicine
HacowGH
HO
Géraniol
M\ Trepénoide Aconine, Gentianine
= ~"0oH
Saponines Stéroides Cholestane, Solanidine



http://fr.wikipedia.org/wiki/Tyrosine
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Tyrosin_-_Tyrosine.svg?uselang=fr
http://fr.wikipedia.org/wiki/Tryptophane
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:L-Tryptophan_-_L-Tryptophan.svg?uselang=fr
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ornithine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ornithine
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1.4.2. Propriétés physico-chimiques des alcaloides

Les alcaloides sont des substances azotées de masses moléculaires trés variables de
100 a 900g/mol. La plupart des alcaloides non oxygénées sont liquides a température
ambiante (nicotine, spartéine, coniine); ceux contenant 1’oxygeéne dans leur formule sont le

plus souvent des solides cristallisables, rarement colorés (berbérine) (Bruneton, 1999).

Les alcaloides bases sont insolubles ou trés peu solubles dans 1’eau, solubles dans les
solvants organiques apolaires ou peu polaires et solubles dans les alcools de titre élevé
(Hurabielle et Paris, 1980). La basicité des alcaloides est trés variable, étroitement fonction
de la disponibilité du doublet libre de I’azote. Des groupements électro-attracteurs adjacents a
I’atome d’azote diminuent la basicité tandis que des groupements électro-donneurs la
renforcent. La basicité est également influencée par des contraintes stériques, elle est un
facteur d’instabilité pour ces molécules qui, a I’état de base et en solution, sont sensibles a la

chaleur, a la lumiére ainsi qu’a I’oxygene (Bruneton, 1999).

Les alcaloides ont une basicité plus ou moins marquée, ils peuvent former des sels
avec des acides minéraux (chlorhydrates, sulfates, nitrates) ou organiques (tartrates,
sulfamates, maléates). Les sels d’alcaloides sont généralement solubles dans I’eau et les
alcools dilués, ils sont insolubles dans les solvants organiques apolaires, sauf rares exceptions.
Les sels cristallisés se conservent plutdt bien, ils constituent la forme commerciale habituelle

pour ces molécules (Bruneton, 1999).
1.4.3. Propriétés pharmacologiques des alcaloides

Les alcaloides sont des substances particulierement intéressantes pour leurs activités
pharmacologiques qui s’exercent dans les domaines les plus variés sur les mammiféres
comme I’Homme. Plusieurs médicaments utilisés sont des alcaloides naturels, ils affectent
chez I’é€tre humain le systéme nerveux, particulierement les transmetteurs chimiques tels
I’acétylcholine, épinephrine, norépinephrine, acide y-aminobutyrique (GABA), dopamine et
la sérotonine. Les alcaloides présentent plusieurs activités pharmacologiques: Analgésique
(cocaine), anti-cholinergique (atropine, scopolamine, galanthamine), anti-malaria (quinine),
anti-hypertensive (réserpine), antitussive (codéine), détressant cardiaque, stimulant centrale
(caféine), diurétique, anesthésiant local (cocaine), narcotique (morphine), anti-tumeur,

sympathomimétique (éphédrine), etc... (Badiaga, 2011).
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Plusieurs alcaloides jouent également un r6le de paralysants, d’anesthésiques
locaux, d’antifibrillants, d’antitumoraux, et d’antipaludiques et servent de model pour

la synthése d’analogues avec des propriétés meilleures (Bruneton, 1999).

1.5. Notion de toxicité

A T'origine, il n’existe pas de définition accepté de maniére générale pour la notion de
toxique, un composé qui peut occasionner des lésions, internes ou externes, a l'organisme
humain ou animal comme la néphrotoxicité et 1’hépatotoxicité, en cas de contact ou
d'ingestion d'une quantité relativement faible de graines, de racines, de feuilles, de fruits ou de
séve. Le degré de toxicité d'une plante dépend de la dose « Tout est poison, rien n’est poison

seule la dose fait le poison (paracelse 1493-1551) » (Richel, 2004).

On distingue classiqguement trois formes essentielles de toxicité: la toxicité aigle, la
toxicité a court terme (subaigiie ou sub-chronique) et la toxicité a long terme (ou chronique).
Si la toxicité est une propriété inhérente a la substance, d’autres facteurs peuvent intervenir

pour en moduler la nature et I’étendue (Viala et Botta, 2005).
1.5.1. Classification de le la toxicité
1.5.1.1. Toxicité aigle

La toxicité aigiie d’une substance correspond aux effets indésirables qui se manifestent
apreés administration par voie orale ou cutanée d’une dose unique, ou de plusieurs doses
réparties sur un intervalle de temps de 24 heures ou suite a une exposition par inhalation de 4
heures (Claverie et Hedde, 2008).

L’étude de la toxicité aigué aboutit classiquement a la détermination de la dose létale
50 (DL50), qui 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, la mesure de la
DL50 peut établir un classement pour ces substances plus qu’elle est faible, plus que la

substance est toxique, et I’inverse est juste (Reichl, 2004) (Tableau V).
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Tableau IV : Echelle de la classification des substances toxiques chez les rongeurs (Hodge et
Sterner, 1949).

DL50 Orale Indice de toxicité
Jusqu'a Img/kg extrémement toxique
1 a 50mg/kg Hautement toxique

50 a 500mg/kg Modérément toxique
500 a 5000mg/kg légerement toxique
5000 a 15000mg/kg Presque pas toxique
Plus de 15000mg/kg Relativement inoffensif

Cependant, la DL50 a une valeur trés limitée, car il ne concerne que la mortalité et ne
donne aucune information sur les mécanismes en jeu et la nature des 1ésions. Il s’agit d’une
appréciation grossiére et préliminaire (premiére analyse) qui peut étre influencée par plusieurs
facteurs tels que 1’espéce animale, le sexe, 1’dge, le moment de traitement, etc. (Lapointe,

2004).
1.5.1.2. Toxicité subaigle (sub-chronique)

Lors de la toxicité sub-chronique, le xénobiotique est administré plusieurs fois pendant
une période plus longue, de 28 aux 90 jours. On cherche a définir les organes et les fonctions
touchées par ce toxique. Pour une dose déterminée I’effet attendu peut manifester

immédiatement ou avec retard (Claverie et Hedde, 2008).
1.5.1.3.Toxicité chronique

La toxicité chronique est déefinie comme étant la mise en évidence d’effets toxiques
apres I’administration répétée d’une dose de la substance a tester, pendant une période de

temps longue, supérieure a 90 jours (Boukeloua, 2009).
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1.5.2. Devenir d’un toxique dans I’organisme

Une substance qui pénetre dans l'organisme peut avoir des effets bénéfiques
(médicaments) ou néfastes (toxiques). La réponse de lI'organisme a un toxique dépend de la
quantité de la substance présente dans un tissu ou un organe. Plusieurs facteurs interviennent
dans les processus daction toxique, notamment les phases toxicocinétiques et

toxicodynamiques (Baynes et Hodgson, 2010).
1.5.3. Organes ciblés par les toxiques

Un toxique n’affecte pas tous les organes avec la méme intensité. Il agit plus
specifiquement sur certain organes du fait d’une tres grande sensibilité de ces organes ou
d’une concentration plus ¢élevée de la molécule inchangée et/ou de ses métabolites a leur

niveau (Viala et Botta, 2005).

Le foie et les reins, qui ont des fonctions métaboliques et excrétoires plus importante
et bénéficient d’une tres large irrigation sanguine, sont particulieérement exposée aux toxiques.
Les substances capables de traverser la barriere hémato-encéphalique peuvent exercer leur
toxicité au niveau de systeme nerveux. Ainsi, le systéme respiratoire constitue un organe cible

pour les toxiques gazeux ou volatiles (Viala et Botta, 2005).
1.6. Activité anti-inflammatoire

Les substances a activité anti-inflammatoire sont destinées a contrdler 1’excées de la
réaction spécifique des tissus et a éviter la transformation de la phase aigiie de I’inflammation
en phase chronique (Muster, 2005).

L’inflammation est la réponse des tissus vivants a une agression qui peut étre
d’origine physique, chimique, biologique ou infectieuse, elle constitue 1’'un des mécanismes

les plus importants des défenses de 1’organisme (Russo-Marie et al., 1998).
1.6.1. Phases de ’'inflammation

Trois séquences d'événements complexes composent la réponse inflammatoire :

» Phase d'initiation ou vasculaire qu’est caractérisée par I’intervention des différents
médiateurs inflammatoires tels que I’histamine, la sérotonine, les kinines, les
prostaglandines, 1’oxyde nitrique (NO) et les espéces réactives d’oxygéne (ERO)
(Mackenzie, 2011) qui entrainent 1’activation de 1’endothélium, ce qui provoque une

vasodilatation, une augmentation de la perméabilité capillaire et un ralentissement du
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courant sanguin ce qui traduit par les signes suivants : chaleur, rougeur, douleur et
cedéme (Aouissa, 2002) ;

» Phase damplification ou cellulaire qui se manifeste par I’activation, mobilisation,
différenciation et prolifération de nombreuses cellules telles que: les polynucléaires
neutrophiles, les plaquettes, les mastocytes et macrophages (Weill et batteux, 2003),
qui infiltrent les tissus lésés ce qui permettre I’élimination du pathogéne par la
libération d’enzymes protéolytiques qui entretiennent 1’inflammation (Borel et al.,
1997) ;

» Phase de cicatrisation ¢’est la réparation qui tend a restaurer l'intégrité du tissu agressé,
on assiste a une multiplication des fibroblastes et synthése des constituants de la

matrice cellulaire tel que : collagéne et proteoglycanes (Gazengel, 2000).
1.6.2. Les médicaments anti-inflammatoires (anti-inflammatoires synthétiques)

Les médicaments anti-inflammatoires permettent de suspendre ou de ralentir le
processus d’inflammation, d’en effacer ou d’en atténuer les manifestations cliniques, parfois
méme d’en guérir les lésions mais non d’en traiter la cause (Bastide et al., 1993). Ils se
classent en deux grandes classes : les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) et les anti-

inflammatoires stéroidiens.

e Les anti-inflammatoires stéroidiens (AlS) ou glucocorticoides (GC)

Les anti-inflammatoires stéroidiens sont des médicaments utilisés contre
I’inflammation, dérivés d’hormones naturelles sécrétées par le cortex surrénale ou hémi-

synthétisés a partir d’extraits animaux ou végétaux (Coyen, 1981).

Les AIS sont capables d’inhiber toutes les phases de la réaction inflammatoire. 1S
inhibent aussi I’activité de la phospholipase A2 en réduisant la production de I’acide
arachidonique et, en conséquence la synthése des prostaglandines, thromboxanes et des
leucotrienes (Figure 3). Cela explique la grande efficacité des glucocorticoides sur les
phénoménes inflammatoires, en réduisant les migrations cellulaires vers le site inflammatoire,
modulent les fonctions cellulaires des lymphocytes et macrophages et modifient la production
des cytokines (Devillier, 2005).

11
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e Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Les anti-inflammatoires non stéroidiens demeurent une des classes thérapeutiques les
plus utilisées dans le monde, que ce soit dans le cadre de la prescription médicale ou de celui
de I’automédication, en raison de leurs propriétés anti-inflammatoires, antipyrétiques ou

antalgiques (Jouzeau et al., 2004).

Les AINS inhibent la production des prodtaglandines et des thromboxanes en
bloquant 1’accés de 1’acide arachidonique au site actif de la cyclo-oxygénase (Blain et al.,
2000) (Figure 3).

Phospholipides membranaires
Prosphoipase A2)«— (60

Acide arachidonique

IYIYE) -+ Cyco-oxygnase LpO-0rygénase

Endopéroxydes cychque% EﬁdOpéroxydes linéaires

PG Synthétase TbX Synthétase

» ' ‘ '

Prostacycines ) Frostaglandines | Thromboxanes Leucotnenes

Figure 3. Mécanisme d’action des anti-inflammatoires AINS et GC (Nicolas, 2001).

1.7. Activité analgésique

Depuis 1967, I’association internationale pour 1’étude de la douleur (IASP) définit la
douleur comme «une expérience sensorielle ou émotionnelle désagréable associée a un

dommage tissulaire présent ou décrite en terme d’un tel dommage » (Mauray, 2000).

La douleur est définie; comme la sensation ressentie par un organisme dont le systéme
nerveux détecte un stimulus nociceptif (Langlade, 2001). La douleur correspond a un signal
d’alarme de 1’organisme pour traduire une agression extérieure qui met en cause son intégrité
physique. Selon le rapport de I’'IASP (association international pour 1’é¢tude de douleur), la
douleur est une expérience sensorielle et émotionnelle désagréable, liée a des lésions
tissulaires réelles ou décrites en termes de telles lésion (Maiga, 1989).Cette définition a éte
retenus par I’OMS (organisation mondiale de la santé) (OMS, 1990).

12
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1.7.1. Mécanisme de la douleur

La transmission douloureuse est un phénomene complexe impliquant des mécanismes

électro-physiologiques et neurochimiques, ou trois étapes vont se succéder (Figure 4) :

e L’¢laboration de I’influx au niveau du nocicepteur (récepteur nerveux assurant la
transmission des stimulations produisant de la douleur) et sa transmission dans la
fibre nerveuse périphérique (Chrrier et Wahl, 2007) ;

elLe relais et la modulation au niveau de la corne dorsale de la moelle épiniere
(transmission de I’influx, blocage ou amplification, convergence des différents
influx) ;

e [’intégration au niveau du cerveau qui le transforme en message conscient : sensation
douloureuse avec une composante sensori-discriminative (intensité, localisation,
durée du stimulus nociceptif), et une composante émotionnelle et affective
désagréable (Chrrier et Wahl, 2007).

cortex
thalamus
substance grise
périventriculaire
x
2
55 inhibition par
g0 les voles descendantes
=
>0
» T

moelle épiniére \ -
signaux
douloureux

nerf sensitif périphérique

Figure 4 : La Transmission douloureuse (Chrrier et Wahl, 2007).
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1.7.2. Différents types de douleur

En physiopathologie, on peut classer la douleur en trois catégories (Vanhaeewyn et
Cerexhe, 2004).

e Ladouleur physiologique

La nociception, est une fonction biologique du systéme nociceptif dont le réle est de
préserver l’intégrité corporelle. Sa réponse est immédiate, prévisible, reproductible et

modulée par des contréles descendants (Vanhaeewyn et Cerexhe, 2004).

L’organisme est équipé d’une grande variété de nocicepteurs, c’est a dire des
récepteurs sensoriels capables d’encoder certains stimulus nocifs et de [I’informer
(nociception) d’une menace réelle ou potentielle pour son intégrité corporelle ; ces
nocicepteurs primaires sont omniprésents et peuvent constituer entre 60 a 95% du contingent

des fibres afférentes dans un nerf périphérique (Vanhaeewyn et Cerexhe, 2004).

L’activation bréve et sélective des nocicepteurs A delta évoque typiquement une
sensation de piqgdre trés localisée (encore appelée «douleur rapide » ou «douleur picritique»)
tandis que 1’activation bréve et sélective des nocicepteurs C évoque une sensation de brilure
diffuse (encore appelée «douleur lente » ou « prototopathique ») s’étendant bien au-dela des
limites spatioteporelles du stimulus nociceptif. La plupart de ces nocicepteurs sont capables
d’encoder des stimuli nocifs mécaniques, thermique et chimiques (Vanhaeewyn et Cerexhe,
2004).

e La douleur inflammatoire

La persistance du stimulus nocif et la réaction inflammatoire qu’il déclenche vont
profondément modifier les caractéristiques opératoires de ce systéme nociceptif
«physiologique» en créant un état de sensibilisation. Cet état est caractérisé par les signes
clinique suivants : allodynie, hyperalgésie primaire, hyperalgésie secondaire, hyperalgésie par

sommation teporelle et douleur spontanee.

Cette transformation du systéme nociceptif se réalise a travers une série de
mécanismes périphérique et centraux de sensibilisation (potentialisation, des inhibitions,
plasticité de la connectivité neuronale...) plus au moins réversibles avec des constantes de
temps pouvant aller de quelques minutes a plusieurs mois (Vanhaeewyn et Cerexhe, 2004)
(Figure 5).
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cortex sensoriel = DOULEUR

cerveau

Prostaglandines
moelle

épiniére

messages

nerveux

Figure 5 : Transmission du message nerveux lors d’une inflammation (Kandel et Schwartz,
1985).

e Ladouleur neuropathique

Lorsque le systéme nociceptif, périphérique ou central, fait lui-méme 1’objet d’une
agression, d’autres phénomeénes pathologiques vont se manifester. Ils apparaissent souvent
avec une latence de plusieurs semaines (voire des mois) par rapport a la lésion initiale. 1ls sont
groupés sous l’entité «douleur neuropathique». Ces douleurs neuropathique sont souvent
décrites comme des sensations de brllure associées ou non, a des phénomeénes paroxystique,
ressenties comme des décharges électriques ou des éclairs douloureux (Vanhaeewyn et
Cerexhe, 2004).

Elles sont fréguemment associées a des perturbations du systéeme neurovégétatif, en
particulier sympathique, responsables de troubles vasomoteurs et trophiques cutanées. Les
dysfonctionnements qui résultant des transformations neuropathiques du systeme nociceptif

n’ont pas de finalité biologique évidente (Vanhaeewyn et Cerexhe, 2004).
1.7.3. Les analgésiques

Les antalgiques ou analgésiques sont des médicaments ayant pour but d’éliminer ou
d’atténuer la douleur par action périphérique et/ou centrale, sans provoquer une perte de

conscience. Les analgésiques sont généralement répartis en deux classes (Aouissa, 2002).
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 Les analgésiques morphiniques (opioides)

L’analgésique morphinique est sélectif. Elle supprime les sensations douloureuses,
sans altérer les autres sensations en préservant 1’état de conscience. Autrement dit, elle
augmente le seuil de perception de tous les stimuli douloureux. La durée et I’intensité de
I’analgésie sont en rapport direct avec la voie d’administration, la sensibilité individuelle et la
dose (au-dela d’un seuil les effets toxique sont majorés). La morphine soulage bien les
douleurs sourdes (contusion, fracture), les douleurs viscérales et les douleurs aigués (Aouissa,
2002).

 Les analgésiques non morphiniques (non opioides)
Les analgésique non sont soit seulement sédatifs de la douleur, on les appelle encore
antalgique purs; soit a la fois antalgiques ou antipyrétiques ou anti-inflammatoire. Ces
médicaments ont une action analgésique beaucoup moins forte que celle analgésique centraux

comme la morphine. Leurs effets se manifestent dans les douleurs peu intenses (céphalées,

névralgie, arthralgie, maux de dents...) (Aouissa, 2002).
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I1.1.Matériel

11.1.1. Préparation du matériel végetal

La plante « Matricaria pubescens >» a été récoltée dans la région de Hassi Massoud
willaya de Ouargla durant le mois de mars 2014.Apres la récolte, 1’échantillon a été séché a
température ambiante a 1’abri de la lumicre. La matiére séche obtenue est réduite en poudre
puis tamisée, les fractions dont le diamétre est inférieur a 250um sont utilisées pour la

préparation de I’extrait.
11.1.2. Choix des animaux et conditions d’hébergement

Pour évaluer la toxicité, les activités anti-inflammatoire et analgésique in vivo de
I’extrait alcaloidique de M. pubescens, des souris males et femelles de variété Wistar (Figure
6), d’un poids corporel variant entre 18 et 26g avec une moyenne d’age de 6 a 8 semaines
ont été utilisées. Ces animaux proviennent du centre d’¢élevage de I’ Institut Pasteur d’Alger.
L’expérimentation a été réalisée au niveau de laboratoire d’expérimentation animale de

I’université de Bejaia.

Les souris ont été logées aléatoirement dans des cages standards inoxydables, pour une
période d’acclimatation d’environ un mois avec une quantité précise et mesurée de 1’eau et de
la nourriture (Aliments pour bétails, ONAB Bejaia), a une température ambiante (20 +
2°C).Les autres conditions comme 1’éclairage et la ventilation n’ont pas été prises en
considération. La litiere utilisée est la sciure, qui est renouvelée chaque deux jour pour tous

les groupes de souris.

Figure 6: Elevage des souris Wistar (original)
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11.2. Méthodes

11.2.1.Extraction des alcaloides de M. pubescens

La méthode d’extraction des alcaloides totaux de la matricaire a été réalisée selon le
protocole de Makkar et al. (2007) dont lequel des modifications ont été apportées. Ce
protocole est précédé par une délipidation, en mélangeant 20g de poudre végétale avec
100mL d’hexane. Apres 48 heures de macération, le mélange est filtré, le marc obtenu est

séché a I’air libre, et le filtrat est jete.

Afin d’extraire les alcaloides de M. pubescens, 10g de poudre délipidée est mélangée
avec 100mL d’acide acétique a 15% (dans le méthanol). Aprés 72h de macération une
filtration est réalisée, le filtrat récupéré est alcalinisé avec de I’ammoniaque jusqu’a PH = 9.
Apreés la filtration, 1’extrait est concentré au rota-vapeur, puis alcalinisé par 1’addition de
quelques gouttes d’ammoniaque. La solution obtenue est extraite par le chloroforme jusqu’a
épuisement total, la phase organique est concentré. Le résidu sec obtenu représente les

alcaloides.
11.2.2. Détermination du taux d’extraction

Le rendement de I’extraction en alcaloides est déterminé par la différence entre le
poids du bécher plein et le poids du bécher vide. Le pourcentage d’extraction est calculé

comme suit :

Taux d’extraction (%) = [(P1- Po)/E]*100

Po: poids du bécher vide (g).
P1: poids du bécher apres évaporation du solvant (g).

E : poids de I’échantillon initial (g).

11.2.3.Etude de la toxicité des alcaloides de M. pubescens

11.2.3.1.Etude de la toxicite aigle

La toxicité aigué a été déterminée selon la méthode préconisée par I’article de ’OCDE
n°425 (2008). Elle permettre d’évaluer les effets toxiques qui apparaissent dans un temps

court de 1 a 14 jours, aprés I’administration en une seule dose d’une substance chimique.

Aprés une nuit de jelne, I’administration de 1’extrait s’est effectuée par voie orale et

en une seule dose. Notant que le volume de la solution administrée aux différents groupes de
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souris est constant (0.5mL). Lors de cette étude, les souris ont été laissées a jeun pendant

environ 16 h, puis réparties selon 1’homogénéité de leur poids sur 3 lots de 6 souris chacun:

e Lot I (lot témoin) : ces souris ont re¢u uniquement de 1’eau physiologique (NaCl

0.9%).
e Lot Il et Il (lots traites) : ces groupes de souris ont regu respectivement les doses
2500 et 5000mg/kg.

11.2.3.2.Etude de la toxicité subaigte

La toxicité subaigiic a été déterminée selon les méthodes de I’article de I’OCDE n°407
(2008). Cette étude est réalisée dans le but de rechercher les organes et les fonctions touchés

par un toxique administré quotidiennement, en une période de 28 jours.

Aprés une nuit de jelne, I’administration de I’extrait (Figure 7) aux souris femelles
qui ont été réparties sur 4 groupes de 6 souris chacun selon I’homogénéité de leur poids

corporel, a été réalisée avec un volume constant de 0.5mL/souris :

e Lot I (lot ttmoin) : ce groupe de souris a recu uniquement de 1’eau physiologique
(NaCl 0.9 %).

e Lot I, Il et IV: lots traités par I’extrait, respectivement avec les doses de 200,400 et
800mg/kg.

Figure 7: Administration de 1’échantillon par voie orale (original).
11.2.3.3.0bservation du comportement des animaux

Les animaux ont été observés individuellement, au moins pendant les 4 premieres
heures suivant l'administration de I’échantillon, puis quotidiennement durant une durée de 30
minutes pour une période d'observation totalisant 14 jours pour 1’étude aigue et 28 jours pour
1I’étude subaigué, afin de noter le comportement des souris, les symptémes manifestés ainsi

que la mortalité.
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11.2.3.4. Etude de I’évolution pondérale des souris

Le poids corporel des souris utilisées dans ces études a été mesuré, peu de temps avant
I’administration de 1’échantillon, et aprés chaque 7 jour du début du test de la toxicité aigiie
(7°™ et 14°™ jour). Lors de 1’étude de la toxicité subaigie, le poids des souris a été noté

chaque semaine (7™, 14°™ 21°™ et 28°™jour).

11.2.3.5. Mesure du volume d’eau et de la quantité de nourriture

CONSOMMES

Le volume d’eau et la quantit¢ de nourriture consommés ont ¢t€ mesurés
quotidiennement, soit lors de 1’étude de la toxicité aiglie ou subaigiie. La nourriture déposee
dans 1’auge (couvercle des cages), a été préalablement pesée, et cela rendait possible la
mesure de la quantité consommée en pesant la nourriture restante dans I’auge. Le volume
d’eau consommé a été mesuré par la méme méthode, en mesurant le volume d’eau restant

dans les biberons.
11.2.3.6. Prélévement d’organes

A la fin des expériences, les animaux ont été mis a jeun la vielle du préléevement
d’organes. Le lendemain, ils ont été sacrifiés, aprés I’examen macroscopique du cadavre, ils
ont été fixés en décubitus dorsal sur une plaque en bois, en fixant solidement les quatre pattes

a I’aide d’aiguilles de fixation (Figure 8).

Figure 8: Préparation du matériel et fixation de I’animal (original)

Trois incisions ont été réalisées sur les souris. Une petite incision au niveau du périnée
jusqu’au menton, puis deux autres incisions perpendiculaires a la premiere ont été également

pratiquees. Aprés dissection les organes : le foie, la rate, les reins, les poumons, le ceeur,
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I’estomac et le cerveau sont observés macroscopiquement in situ, puis préleves (Figure 9) et

déposés dans 1’eau physiologie, dégraissés, séchés par le papier filtre et pesés.

Figure 9: Prélevement de différents organes (original)
11.2.4. Etude de I’activité anti-inflammatoire des alcaloides de M. pubescens

Afin d’évaluer I’effet anti-inflammatoire de 1’extrait alcaloidique de M. pubescens, la
méthode de I’cedéme a la carragénine de Winter et al. (1958) a été utilisée. Les souris ont recu
I’extrait de la plante ¢étudiée aux différentes doses et le diclofénac, a raison de

0.5mL/souris, par voie orale une heure avant I’injection de la carragénine (Figure 10).

Les souris Wistar (méale et femelle de 18 a 25 g) ont été mises a jeun pendant 16 h

avant I'expérimentation et réparties selon leur poids corporel en 5 lots de 8:

e Lot (lot témoin) : a recu de lI'eau physiologique (NaCl 0.9%) ;

e Lot Il (lot controle) : a recu un anti-inflammatoire de référence le diclofénac a la
dose de 50mg/kg dissous dans 0.9 % NaCl.

e Lots I, IV etV (lots traités) : ont recus les doses 50, 100 et 200mg d’alcaloides /kg
dissous dans 0.9 % NaCl.

Figure 10: Injection de la carragénine (original)
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L’cedéme est évalué par la mesure du volume de la patte (ml) par immersion dans le
liquide contenu dans la cellule du pléthysmomeétre avant et a des intervalles d’une heure,
pendant 6 heures apres injection de la carragénine. L'immersion de la patte provoque le
déplacement du volume qui correspond au volume de la patte de la souris (Figure 11). Ce
volume est traduit et enregistré gréace a la partie électronique du pléthysmometre.

Figure 11: La mesure de 1’cedéme par le pléthysmometre (original)

L’activité anti-inflammatoire de ’extrait a été évaluée grace au calcul du pourcentage

d’inhibition de I’cedéme, suivant la formule (Daudet al., 2006) :

% d’inhibition:[ [(Vn'VO)témoin'(Vn'VO)traité)]/(Vn'VO)témoin]*100

V) : volume moyen mesuré avant I’injection de la carragénine.
V, : volume moyen mesuré aux heures de relevé n=1 a 6 heures aprés I’injection de la

carragénine.

11.2.5. Etude de ’activité analgésique des alcaloides de M. pubescens

11.2.5.1. Test de contorsion (acide acétique)

Pour mettre en évidence I’activité analgésique périphérique des alcaloides de M.
pubescens, une douleur abdominale a été induite aux souris par I’injection intra-péeritonéale
d’une solution d’acide acétique (0.6%) (Figurel2), suivant la méthode décrite par Mohsin et

al. (2012), une heure aprés 1’administration des différents traitements.

Des souris méle et femelles de 18 a 25g ont été mises a jeun une nuit avant le test,
puis réparties selon leur poids corporel en 5 lots de 6 souris chacun. L’administration des

différents traitements a été réalisée comme suit (en raison de 0.5mL/souris):

22



CHAPIIRE I1 MATERIEL ET METHODES

e Lot (lot tmoin) : arecu de I’eau physiologique (NaCl 0.9%).

e Lot Il (lot contréle) : recoit un analgésique de référence (aspirine) a 200mg/kg
dissous dans du NaCl a 0.9%.

e Lot I, IV et V (lots traités) : ont recu les doses d’extrait 50, 100 et 200mg/kg
dissous dans NaCl (0.9%).

Figure 12: Injection intra-péritonéale de I’acide acétique (original)

Apres cing minutes de I’injection de 1’acide acétique, le nombre de contorsion a été
compté chez chaque souris durant 30 minutes. Cette douleur se traduit par des étirements des

pattes postérieures et des torsions de la musculature dorso-abdominale.

L’effet analgésique périphérique a été évalué selon la formule suivante (Sanogo et al.,

2006) :

% d’inhibition= [(Wtémoin —Wtraité)/ Vvtémoins]*]-00

Wiemoin : Moyenne du nombre de contorsions groupe témoin ;
Whnite : Moyenne du nombre de contorsion groupe traiteé.

11.2.5.2. Test de ’immersion de la queue

L’effet analgésique central des alcaloides du M. pubescens a été évalué en produisant
des stimulus thermiques par la méthode d’immersion de la queue de la souris dans un bain
d’eau chauffé a 54+1° (Mohsin et al., 2012) (Figure 13).

Des souris males de 18 a 25g ont été mises a jeun une nuit avant le test, puis réparties
selon leur poids corporel en 5 lots de 8 souris chacun. Les souris ont été traitées par voie

intra-gastriqgue comme suit (en raison de 0.5mL/souris) :
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e Lot I (lot ttmoin) : regois I’eau physiologique (NaCl 0.9%).

e Lot Il (lot control) : les souris ont été traitées avec 1’aspirine a 200mg/kg.

e LotlIll, IV etV (lots traités) : les souris recoivent I’extrait a 50, 100 et 200mg/kg
dissous dans NaCl 0,9%.

Figure 13: Immersion et retrait de la queue de la souris (original)

Le temps de retrait de la queue de I’eau chaude (en secondes) sera noté comme le
temps de la réaction et il sera mesuré a 30, 60, 90, 120 et 180mn apres le traitement. Le temps
limite maximal pour le retrait de la queue de I’eau chaude était de 15 secondes pour éviter la

blessure cutanée de la queue.

L’effet analgésique central a été évalué par la détermination du pourcentage d’effet

maximal, selon la formule suivante (Ramabadran, 1989):

% d’effet maximal = [(T,- To)/T,]*100

To : Le temps de latence a 0 min (avant les différents traitements).

T, : Le temps de latence aux heures de relevé n=30 min a 3 heures apres les différents

traitements.
11.2.6. Etude statistique

L’analyse statistique des résultats est effectuée avec 1’application ANOVA
(STATISTICA 5.5) et la comparaison des données est prise a la probabilité P < 0.05. Les
résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne =+ erreur standard (ES).
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CHAPIIRE 11T RESULTATS ET DISCUSSION

I11.1. Le rendement d’extraction des alcaloides

L’extraction des alcaloides totaux a partir de Matricaria pubescens est obtenue par
macération en utilisant comme solvant d’extraction le méthanol acidifié. Cette extraction est
basée sur leur différence de solubilité et sur leur basicité en milieu acide, ce qui a permis de

donner un taux d’extraction de 1.13%.

111.2. Evaluation de la toxicité des alcaloidique de M. pubescens

111.2.1. Toxicite aigue

111.2.1.1. Evaluation de comportement des animaux, signes de toxicité et mortalité

Dans le tableau N° V sont présentés les résultats des comportements, signes de

toxicité et de mortalité des souris exposées a une dose unique de la substance d’essai.

L’observation a été minutieusement effectuée durant 14 jours successifs apres
I’administration orale des différentes doses 2500 et 5000mg/kg de I’extrait de M. pubescens.
Cependant pendant cette période d’observation, les souris n'ont pas montré aucun changement

dans I'apparence physique générale et aucun comportement anormal.

Les résultats obtenus montrent que les doses de 1’extrait administrées aux souris (2500
et 5000mg/kg) ont été¢ bien tolérées, d’ailleurs aucun cas de mortalité liée a la substance

d’essai n’a été signalé.

Tableau V: Evaluation des comportements, symptdmes et de mortalité des souris lors de

I’¢étude de la toxicité aigiie.

Témoin 2500mg/Kg 5000mg/Kg

Désorientation / / /
Tremblements / / /
Convulsions / / /
Salivation / / /
Peau et fourrure Normal Normal Normal
Léthargie / / /
Diarrhée / / /
Rythme Respiratoire Normal Normal Normal
Saignement / / /
Mortalité Lo e e

(/) : Rien asignaler.
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Selon la classification de toxicité selon 1’échelle de Hodge et Sterner chez les rats de
laboratoire (Hodge et Sterner, 1949), une DL50 orale > 5000mg/kg signifie une substance
presque non toxique, ce qui confirme que I’extrait testé lors de cette étude est presque non

toxique.

En raison de I’absence de mortalité, nous pouvons dire que la DL50 de I’extrait
administré est largement supérieure a 5000mg/kg qui présente la dose d’essai. Notant
¢galement que ce test sert d’un essai limite, qui détermine la dose de 1’essai principal, lorsque

plus de 50% des animaux meurent.
111.2.1.2. Evolution pondérale

Pour évaluer I’effet toxique d’une substance, on doit vérifier 1’évolution du poids
corporel, la prise de nourriture et les comportements généraux parce qu’ils sont les premiers

signes de toxicité (Mbaka et al., 2010; Almanca et al., 2011; Panunto et al., 2011).

L’un des parametres étudié durant ce travail, est 1’évolution pondérale des souris
étudiées. Ce paramétre est en relation directe avec la toxicité. En fait I’apparition d’une
toxicité s’accompagne souvent d’un amaigrissement et perte considérable du poids.

Les résultats de I'évolution du poids corporel des souris pendant la période

expérimentale sont représentés sur la figure suivante.
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Figure 14 : Variation du poids corporel des souris durant le test de la toxicité aigue.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.

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

La quantit¢ de nourriture et le volume d’eau consommés sont représentés sur les

figures 15 et 16.

L’étude statistique des résultats n’a montré aucune différence significative dans la
prise de la nourriture entre les groupes de souris traitées et le groupe témoin durant la 1% et

la 2°™ semaine de I’expérience.
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Figure 15: Evaluation de la quantité de la nourriture consommé durant le test de la toxicité
aigue.
Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.

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

L’analyse des données révele que la quantité de la nourriture consommée pour toutes
les souris testées a diminué de la 1 & la 2°™ semaine. Cette diminution peut étre due & la
période d’adaptation des souris, cependant lors de la 1%® semaine les souris ont été stressées

donc elles ont consommeé plus de nourriture.

La quantité de la nourriture consommee diminuée est corrélée a 1’état physiologique

de I’animal (Betti et al., 2012). Ce qui est en accord avec les résultats de la présente étude.

Concernant le volume d’eau consommé, durant la 1% semaine le groupe traité par la
dose 2500mg/kg a consommé le volume d’eau le plus important d’une fagon significative
(p<0.05) par rapport aux groupe témoin et celui trait¢ par la dose 5000mg/kg. Durant la
deuxiéme semaine aucune différence significative n’a été constatée entre les volumes d’eau
consommés par les différents groupes de souris traitées.
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L’analyse des résultats a montré que la consommation d’eau par toutes les souris

testées durant la 2°™ semaine de I’expérience n’a pas présenté de différence significative.
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Figure 16: Evaluation de volume d’eau consommé durant le test de toxicité aigiie.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.

Chaque valeur représente la moyenne + ES, n=6.
111.2.1.4. Evaluation de la masse relative des organes

L’¢tude statistique des masses des différents organes des groupes traités avec I’extrait
de M. pubescens (2500 et 500mg/kg) n’a pas montré aucune variation significative par rapport
aux poids des différents organes du groupe témoin concernant les organes suivant : rein, rate,

ceeur et poumon (Figure 17).

Une différence significative (p<0.05) a été révélée entre les masses des organes,
estomac et foie, selon le groupe testés. La masse de 1’estomac la plus élevée a été constatée
chez le groupe traité avec la dose 2500mg/Kg, alors que la masse la plus faible a été trouvée
chez le groupe témoin. Concernant le foie, la masse la plus importante a été observée chez le
groupe traité avec la dose 5000mg/Kg.

La différence dans le poids de I’estomac et le foie observée chez les différents groupes
de souris est due probablement a d’autres facteurs, a part celui des substances toxiques qui
induisent généralement des nécroses et des dégénérescences cellulaires, habituellement
traduites par des hypotrophies des organes donc diminution de leur poids. Parfois la substance
toxique agit en augmentant la masse de 1’organe touché, ce qui concorde avec les résultats de

cette étude. Généralement, le changement du poids des organes internes est un indice de
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toxicité apres l'exposition a une substance toxique (Raza et al., 2002; Teo et al., 2002).
L'augmentation du poids du foie peut étre liée a une congestion par réservation du sang dans
le foie (Rasekh et al., 2008).

Généralement, les altérations de la masse relative des organes refletent la toxicité aprés
I’exposition a une substance toxique. Le cceur, le foie, les reins, la rate et les poumons sont les
premiers organes affectés par la réaction métabolique provoquée par le toxique (Jothy et al.,
2011).
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Figure 17: Evaluation de poids corporel des organes de toxicité aigie.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.
Chaque valeur représente la moyenne +ES, n=6.

111.2.2. Toxicité subaigte

Cette étude s’est étalée sur une période de 28 jours successifs, durant laquelle
plusieurs parametres ont été étudiés, des parameétres plus au moins complémentaires a fin

d’aboutir a un résultat final confirmatif.
111.2.2.1. Evolution pondéral

Il est intéressant de suivre I’évolution du poids des animaux lors d’une étude

toxicologique, car elle peut fournir des renseignements préliminaires sur la substance étudiée.

La variation dans le poids corporel des souris exposées a des doses répétées de

I’extrait alcaloidique de M. pubescens a été illustrée sur la figure 18.

Apreés une semaine de traitement par des différentes doses de I’extrait alcaloidique de

M. pubescens (200, 400 et 800mg/Kg), une augmentation dans le poids corporel des souris a
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été enregistrée chez tous les groupes testés. Entre la premiére et la troisieme semaine, une
stabilité relative dans le poids corporel a été marquée pour tous les groupes de souris étudiees.
Apres la troisieme semaine une augmentation dans le poids corporel a été notée chez toutes

les souris traitées par 1’extrait alcaloidique de M. pubescens et non traitées.
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Figure 18: Variation du poids corporel des différentes doses durant le test de la toxicité

subaigue

Le changement du poids est un indice utilis¢ comme un indicateur général des effets
indésirables des composés chimiques (El-Hilaly et al., 2004). Cependant, Ce résultat nous
renseigne en partie sur la toxicité de ’extrait étudié. Le poids corporel des souris ayant regu
des doses différentes de 1’échantillon (200, 400 et 800mg/kg), n’a pas connu de variation de
poids corporal des souris par rapport eux groupe témoin, ce qui nous laisse suggérer la non

toxicité de 1’extrait alcaloidique de M. pubescens.
111.2.2.2. Evaluation de volume d’eau et de la quantité de nourriture consommés

La quantité de la nourriture et du volume d’eau consommés sont représentés sur les

figures 19 et 20.

L’analyse statistique des résultats montre une différence significative dans la prise de
la nourriture durant la 1%, la 2°™ et la 3*™ semaine entre les groupes traités par des
différentes doses de 1’extrait alcaloidique de M. pubescens (p<0.05) et le groupe témoin. Les
souris du lot témoin ont consommé plus de nourriture par rapport a celles des lots traités avec
les alcaloides de la plante etudiée. Aucune différence significative n’a été révélée entre les
4éme

lots étudiés pendant la semaine.
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Une diminution dans la consommation de la nourriture a été constatée pendant les
quatre semaines du traitement pour toutes les souris des différents groupes. Cela pourrait étre

expliqué par le facteur stress.
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Figure 19: Evaluation de la quantité de la nourriture consommée durant le test de toxicité
Sub-aige.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.
Chaque valeur représente la moyenne +ES, n=6.

L’¢tude statistique des résultants n’a pas révélée des différences significatives entre la
consommation d’eau par les souris traitées par les différentes doses de 1’extrait alcaloidique
de M. pubescens (200, 400 et 800mg/kg) et les souris du groupe témoin pendant la 1 et la
2°™ semaine de I’expérience.

Durant la 3*™ et la 4°™ semaine de I’administration de I’extrait alcaloidique de M.
pubescens, le volume d’eau consommé par le lot traité par la dose 800mg/kg est plus élevé par

rapport a celui consommeé par les autres lots.

La consommation d’eau pour tous les groupes étudiés durant les quatre semaines de

cette expérience n’a pas présenté une différence.
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Figure 20: Evaluation du volume d’eau consommé durant la toxicité subaigue.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.
Chaque valeur représente la moyenne +ES, n=6.

111.2.2.3. Evaluation de La masse relative des organes

La figure ci-dessus, représente I'effet de I'extrait alcaloidique sur le poids relatif des

organes a savoir : le cceur, les poumons, la rate, 1’estomac, les reins, le foie et le cerveau.
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Figure 21: Evaluation de poids corporel des organes de toxicité subaigue.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.
Chaque valeur représente la moyenne +ES, n=6.
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Les résultats de la toxicité aigiie n’ont pas montré de différence significative entre le
poids des organes rate, coeur et cerveau des souris ayant recu les différentes doses de I’extrait
de M. pubescens et ceux des souris du groupe témoin. Cependant une différence significative
a été constatée dans la masse relative des organes rein, estomac, foie et poumon des souris

traitées comparées a celles du groupe témoin.

En effet la substance toxique agit généralement sur le foie ou le rein en induisant des
dégénérescences cellulaires et des nécroses, qui se traduisent par I’hypotrophie de ces deux

organes.
111.3. Activité anti-inflammatoire

Afin d'évaluer l'activité anti-inflammatoire des alcaloides contenant dans M.
pubescens, trois doses 50, 100 et 200mg/Kg ont été testées. Les résultats obtenus ont été
compareés a ceux du standard (diclofénac 50mg/Kg) et a ceux du témoin (eau physiologique)
(Tableau VI).

Toutes les souris injectées par la carragénine présentent une augmentation du volume
de la patte ce qui témoigne 1’apparition d’cedéme inflammatoire. Cependant 1’cedéme
augmente pour atteindre une valeur maximale a la 3™ heure puis diminue, d’une fagon

significative (p<0.05).

Tableau VI: Evolution de I’cedéme induit par la carragénine en fonction du temps.

HO H1 H2 H3 H4 H5 H6
Témoin
Eau physiologique 0,17 021* 025 027" 023" 023 022°
Standard

Diclofénac 50mg/Kg 0,18° 0,21* 023 0,24*® 021*® 0,19° 018

Extrait M. pubescens

Dose 50mg/Kg 0,17 0,22 0,24*® 0,25*° 0,22*" 020° 0,19
Dose 100mg/Kg 0,17 0,21° 0,23*® 0,24** 021* 020 0,18
Dose 200mg/Kg 0,17 0,21° 0,23 023 021* 020 0,18

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.
Chaque valeur représente la moyenne +ES, n=6.
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L’cedéme le plus important a été observé chez le groupe témoin tout au long de
I’expérience, cependant le volume de la patte a augmenté de 0.17mL pour atteindre un

maximum de 0.27mL & la 3*™ heure, puis diminue jusqu’a 0.22mL & la 6°™ heure.

L’administration des différentes doses de I’extrait de M. pubescens et du diclofénac a
diminué I’cedéme d’une fagon significative a partir de la 3™ heure (p<0.05). Cependant, les
volumes des pattes des souris traitées par 50, 100 et 200mg d’alcaloides /Kg ont diminué a
partir de la 3*™ heure de 0.25, 0.24 et 0.23mL & 0.19, 0.18 et 0.18mL, respectivement.
Concernant le groupe traité par le diclofénac, le volume de la patte de souris a diminué de
0.24 a0.18mL.

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

le reste de groupe.

L'évaluation du pourcentage d'inhibition de 1’cedéme montre que I'extrait alcaloidique

de M. pubescens possede une importante activité anti-inflammatoire (Figure 22).
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Figure 22 : Pourcentage d’inhibition de 1’cedéme par I’extrait alcaloidique 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 +ES, n=6.
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L’¢étude statistique a révélé que le diclofénac et les doses 50, 100 et 200mg
d’alcaloides/Kg ont inhibé d’une fagon significative I’cedéme induit par la carragénine
(p<0.05). Le pourcentage d’inhibition le plus important a été obtenu avec le diclofénac
(94.44%) suivi par la dose 200mg/Kg (88.89%) puis la dose 100mg/Kg (79.01%), alors que la
dose 50mg/Kg a permis d’exercer le pouvoir inhibant le plus faible (61.11%). Ces résultats
montrent que 1’activité anti-inflammatoire de 1’extrait alcaloidique de M .pubescens est dose

dépendante.

L’cedéme a la carragénine introduit par Winter en 1962, est un excellent modeéle
inflammatoire aiglie pour la détermination des composés a activité anti-inflammatoire
(Winter et al., 1962 ; Arunachalam et al., 2002 ; Ptra et al., 2009 ; subhashini et al.,
2010 ;Valli et al., 2012). La réponse inflammatoire a I’cedéme provoquée par injection de la
carragénine dans la patte de la souris comporte trois phases distinctes ; une premiere phase (1-
2h) caractérisee par la libération d'histamine et de serotonine qui interviennent dans la
vasodilatation, la transsudation plasmatique et 1'cedéme; une seconde phase (2-3h) qui fait
appel aux kinines plus exactement les bradikinines comme médiateurs qui augmentent la
perméabilité vasculaire et une troisieme phase(3-6h) dont le médiateur est supposé étre les
prostaglandines associées a la migration leucocytaire dans la zone enflammée (Lindsey et al.,
1999 ; Attal et Bouhassira, 2000 et Sanogo et al., 2006).

Le Diclofénac utilisé dans cette étude comme contréle positif, est un médicament anti-
inflammatoire non stéroidien trés efficace contre 1’cedéme a la carragénine, il agit
principalement en inhibant la synthese des prostaglandines (PG) par inhibition de ’enzyme
cyclo-oxygénase(COX) (Alam et al., 2011).

L’activité anti-inflammatoire de M .pubescens est due a sa composition en métabolites
secondaires tel que les alcaloides qui possedent des propriétés anti-inflammatoires
s’exercerent davantage sur les cyclo-oxygénases qui sont responsables de la synthése des

prostaglandines (ouédraogo, 2012).
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111.4. Activité analgésique
111.4.1. Activité analgésique périphérique

Afin d’évaluer I’activité analgésique des composes alcaloidiques de M. pubescens,
trois doses de 50, 100 et 200mg/Kg ont été testeées. Les expériences ont été réalisées sur le
modele du test de contorsions abdominales induit par I’injection intra-péritonéale d’un
volume d’acide acétique préparé dans une solution saline isotonique (NaCl 0.9%). Les
résultats obtenus ont ét¢ comparés a ceux d’aspirine et a ceux du contrdle physiologique
(Tableau VII). L’analyse des résultats montre que toutes les souris injectées par I’acide

acétique developpent des crampes abdominales.

Tableau VII : Nombre de contorsions abdominales induit par 1’acide acétique chez la souris.

Nombre de contorsions

Témoin
Eau physiologique 78,63+2.64°

Standard

Aspirine 200 mg/Kg 55+1.26°
Extrait M. pubescens

Dose 50mg/Kg 57,25+3.12°

Dose 100mg/Kg 54+3.10%°

Dose 200mg/Kg 52,63+3.10°

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.
Chaque valeur représente la moyenne +ES, n=6.

L’étude statistique a montré une différence significative entre les lots étudiés selon le
nombre de contorsions, alors qu’aucune différence significative n’a été constatée entre le
groupe traité par I’aspirine a 200mg/Kg et le groupe traité par I’extrait de M. pubescens a la
dose 100mg/Kg (p<0.05). Le nombre de contorsions le plus important a été observé chez le
groupe temoin avec une valeur de 78.63contorsions, tandis que le nombre de contorsion le
plus bas a été enregistré chez les groupes traités avec 1’extrait de M. pubescens a la dose de

200mg/kg, dont le nombre de contorsions est de 52.63 contorsions.
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L’analyse des donnés indique que D’activité analgésique périphérique de I’extrait
alcaloidique de M. pubescens est dose dépendante. Les souris traitées par les alcaloides de la
plante étudiée et 1’aspirine ont montré une réduction significative (p<0.05) des crampes
abdominales en les comparant au groupe témoin non traité. Ceci indique que les alcaloides de

la plante étudiés sont dotés d’une activité analgésique périphérique.

L’analyse statistique des pourcentages d’inhibition des contorsions révele une
difference significative (p<0.05) entre les groupes testés (Figure 23). Le pouvoir inhibant des
contorsions abdominal le plus élevé a été constaté chez les souris traitées par 200mg
d’alcaloides/kg avec un pourcentage de 33.07%, tandis que la dose 50mg d’alcaloides/Kg a
exercé le pouvoir inhibant le plus faible avec un pourcentage de 27.19%. Les alcaloides de M.
pubescens a la dose de 100 et 200mg/Kg ont permis d’inhiber les contorsions abdominales

d’une fagon plus importante que I’aspirine a la dose de 200mg/Kg.

Inhibition des cotorsions
abdominales (%)
— N N w w
(62 o ol (e} ol
(@]

=
o
1

o1
1

Aspérine 200mg/Kg Dose 50 mg/Kg Dose 100mg/Kg  Dose 200 mg/Kg

Figure 23: Pourcentage d’inhibition des contorsions abdominales induit par 1’acide acétique.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.
Chaque valeur représente la moyenne +ES, n=6.

Les contorsions abdominales induites par 1’injection intra-péritonéale de 1’acide
acétique est une méthode utilisée pour évaluer I’effet analgésique périphérique d’une
substance (Mohsin, 2012), les douleurs provoquées se manifestent par des contorsions de
I’abdomen avec étirement des pattes postérieures (crampes), qui peuvent étre réduites par un
produit analgésique. Ces douleurs sont dues a la libération de la sérotonine, de 1’histamine, de

la bradykinine, de la substance P et des prostaglandines (PGE2a, PGF2a). Ces mediateurs
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stimulent les neurones nociceptifs périphériques et induisent 1’augmentation de la

perméabilité vasculaire (Ouédraogo et al., 2012).

L’aspirine est un analgésique capable de réduire la douleur induite par 1’acide
acétique, par inhibition de la cyclo-oxygénase (COX) dans les tissus périphériques
(Trongsakul et al., 2002). De ce fait, on pourrait assimiler 1’effet analgésique de 1’extrait
alcaloidique de M .pubescens a I’aspirine, il se peut donc que I’effet de 1’extrait alcaloidique
soit li¢ a I’inhibition de la cyclo-oxygénase, cette inhibition entraine une diminution de la
douleur périphérique (Mylari et al., 1990; Griswaold et al., 1999; Rioja et al., 2002 ;
Ojewole, 2007 ; Soro, 2009).

111.4.2. Activité analgésique centrale

L’activité antalgique centrale a été évaluée en provoquant des réactions douleur par
des stimuli thermique, en plongent le bout de la queue de I’animal dans un bain d’eau
chauffée a 54+1° C. Les temps moyens de réflexe de retirement de la queue enregistrés a

différent moment chez les souris de différents groupes sont illustrés dans le tableau suivant :

Tableau VII11: Temps de latence de retrait de la queue chez la souris (secondes).

Omn 30mn 60mn 90mn 120mn 180mn

Témoin
Eau physiologique  2,27+0,08* 2,25+0,07*  2,3740,04° 2,45+0,04° 2,49+0,04* 2,73+0,03%

Standard
Aspirine 200mg/Kg  2,29+0,08° 3,15+0,10° 3,83+0,10¢ 4,600,09° 5,10+0,10° 6,12+0,15°

Extrait M.
Dogg%%sr%er}f( 2.00+0,08* 2.64+0,12*° 3,40+014° 360+0,13" 4,01+0,18° 4 63+022°
Doce 100n$ /Kg 2 44+0,08° 3,14+0,12° 4.06+0,14° 4,82+0,14° 551+0,19° 6404024
90 51240070 3,8040,12° 468+0,14% 561+0,13% 6,58+019% 8,23+0,23°
Dose 200mg/Kg

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.
Chaque valeur représente la moyenne +ES, n=6.

L’analyse statistique des résultats montre que le temps de latence de retrait de la queue
des souris témoins est inferieur a ceux des groupes traités par 1’aspirine et les alcaloides de M.
pubescens. Cependant le temps de latence de retrait de la queue des souris témoins est
compris entre & 2.27 et 2.73 secondes tout au long de I’expérience. En augmentant la durée
d’observation des souris des lots traités par 1’extrait alcaloidique et ’aspirine jusqu’a 180mn,

le temps de latence de retrait de la queue augmente de 2.00 a 4.63 secondes pour la dose
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50mg d’extrait alcaloidique/Kg, de 2.44 & 6.44 secondes pour la dose 100mg d’extrait
alcaloidique/Kg, de 2.12 a 8.23secondes pour la dose 200mg d’extrait alcaloidique /Kg et de
2.29 a 6.12 secondes pour la dose 200mg d’aspirine/Kg.

Le temps de latence du lot qui a regu I’extrait alcaloidique de M. pubescens a 200
mg/kg est significativement supérieur (p<0.05) a celui du lot qui a regu I’extrait & 100mg/kg
suivi par celui qui a regu 1’aspirine a 200mg/kg et en derniére position se trouve le lot qui a
recu la dose 50mg d’extrait alcaloidique/Kg. Ceci montre que 1’activité analgésique centrale
de I’extrait alcaloidique de M. pubescens est dose dépendante. L’extrait alcaloidique de M.
pubescens et 1’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) (Figure 24).

Les pourcentages d’effet maximal les plus €élevés ont été observés a la 180°™ mn avec
des valeurs de 15.50, 29.92 et 44.83%, respectivement pour les doses 50, 100 et 200mg
d’extrait alcaloidique/kg et de 27.59% pour 1’aspirine. Ces résultats montrent que les extraits
alcaloidiques de M. pubescens a la dose 200 et 100mg/Kg ont un effet analgésique central

plus important que celui de ’aspirine a la dose 200mg/Kg.

50 - 8 ®30mn
45 1 H60mn
40 - 90mn
35 9 & 120mn
30 -
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Dose 50mg/Kg Dose 100mg/Kg Dose 200mg/Kg Aspirine 200mg/Kg

Figure 24: Pourcentage de I’effet possible maximal chez les souris.

Les résultats qui portent des lettres différentes sont significativement différents.
Chaque valeur représente la moyenne +ES, n=6.
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Le test d’immersion de la queue a été utilisé pour évaluer I’effet analgésique central de
I’extrait alcaloidique de M. pubescens. Ce test est considéré comme sélectif pour examiner les

composés qui agissent sur les récepteurs d’opioide au niveau de systeme nerveux central
(SNC) (Mohsin et al., 2012).

La réponse par le retrait de la queue de 1I’eau chaude semble étre un reflex spinal, qui
est modulé par un mécanisme inhibiteur supra spinal (Trongsakul et al., 2002 ; Kang et al.,
2007). L’aspirine utilisé dans ce travail comme substance analgésique de référence, a présenté
un léger effet analgésique centrale, cela concorde avec les résultats obtenus par (Owoyele et
al., 2009 ; Zhu et al., 2011) qui ont montré que 1’aspirine est un analgésique central peu

puissant.
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Conclusion

Le travail que nous avons mené sur 1’étude de la toxicité et les activités anti-
inflammatoire et analgésique de I’extrait alcaloidique de Matricaria pubescens provenant de

la localité saharienne, nous a permis de dégager les points essentiels suivants :

L’extraction des alcaloides totaux a partir de M. pubescens par maceération en utilisant

comme solvant d’extraction le méthanol acidifié a permis de donner un taux d’extraction de

1.13%.

L’étude de la toxicité aigiie de I’extrait alcaloidique de M. pubescens, apres
administration orale d’une dose unique de 2500 et 5000mg/kg, n’a montré aucun signe de
toxicité ni sur le comportement, ni sur 1’évolution du poids total, ni sur la quantit¢ de la
nourriture et de volume d’eau consommé, ou sur le poids des organes des souris traitées

(cceur, reins, poumon et rate).

L’étude de la toxicité subaigiie de 1’extrait alcaloidique de M. pubescens, apres
administration orale des doses de 200, 400 et 800 mg/kg/jours pendant 28 jours, n’a enregistré
aucun effet toxique, soit sur 1’évolution du poids corporel, la quantité de nourriture et volume

d’eau consommé ou le poids des organes (Cceur, reins, cerveau et rate) des souris traitées.

La détermination de I’activité anti-inflammatoire a montré que les alcaloides de M.
pubescens ont un effet inhibiteur significatif de 1’inflammation induite par la carragénine, le
pourcentage d’inhibition le plus important a été obtenu avec le diclofénac (94.44%) suivi par
celui de la dose 200mg/Kg (88.89%), alors que la dose 50mg/Kg a permis d’exercer le
pouvoir inhibant le plus faible (61.11%). Ces résultats montrent que I’activité anti-

inflammatoire de 1’extrait alcaloidique de M. pubescens est dose dépendante.

Le pouvoir analgésique périphérique des différentes doses de I’extrait alcaloidique de
M. pubescens (50, 100, 200mg/kg) a montré que le pouvoir inhibant des contorsions
abdominal le plus élevé a été constaté chez les souris traitées par 200mg d’alcaloides/kg avec
un pourcentage de 33.07%, tandis que la dose 50mg d’alcaloides/Kg a exercé le pouvoir
inhibant le plus faible avec un pourcentage de 27.19%. Les alcaloides de M. pubescens a la
dose 100 et 200mg/Kg ont permis d’inhiber les contorsions abdominales d’une fagon plus

importante que 1’aspirine.
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Les doses 200 et 100 mg/Kg de ’extrait alcaloidique de M. pubescens ont montré les
effets analgésiques centraux les plus importants avec des valeurs de 29.92 et 44.83%

respectivement, par rapport a ’aspirine qui a exercé un effet antalgique de 27.59%.

Dans ce travail la plante étudiée s’est révelée non toxique et présente des activités anti-

inflammatoire et analgésique importantes, ce qui justifie son utilisation traditionnelle.

Ces résultants restant préliminaires, il serait donc intéressant de poursuivre des études
sur la toxicité chronique afin de déterminer les effets a long terme. De méme, des études a
I’échelle moléculaire sont nécessaires pour identifier et purifier les alcaloides de M. pubescens
responsables de ces effets anti-inflammatoire et analgésique et d’autre part d’envisager le

mécanisme d’action par lequel ces composés réalisent leurs effets biologiques.
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Résumé

La présente étude a été consacrée a 1’évaluation in vivo de la toxicité aiglie et subaigle, des activités
anti-inflammatoire et analgésique des alcaloides de Matricaria pubescens. L’extraction des alcaloides
a permis d’obtenir un rendement de 1.13%. L’étude de la toxicité des alcaloides totaux n’a montré
aucun signe de toxicité soit a court terme ou a long terme. Le test anti-inflammatoire a révélé que les
alcaloides de la plante étudiée présentent un important effet anti-inflammatoire, cependant le
pourcentage d’inhibition le plus important a été obtenu avec le diclofénac (94.44%) suivi par la dose
200mg d’alcaloides/Kg (88.89%). L’activité analgésique périphérique de I’extrait alcaloidique a des
concentrations de 50, 100 et 200mg/kg a montré que le pouvoir inhibiteur des contorsions abdominal
le plus élevé a été constaté chez les souris traitées par 200mg/kg avec un pourcentage de 33.07%.
L’effet antalgique central de 1’extrait alcaloidique de M .pubescens a la dose 200 et 100mg/Kg, avec
des pourcentages de 29.92 et 44.83% respectivement, est plus important que celui de 1’aspirine dont le
pourcentage est de 27.59%.

Mots clés : Matricaria pubescens, alcaloide, toxicité, activité anti-inflammatoire, activité analgésique.

Abstract

In this study we evaluated the acute and sub-acute toxicity of the total alkaloids of M .pubescens. Also,
we investigated the ant-inflammatory and analgesic activities of the alkaloids. This plant contains a
yield of 1.13% of total alkaloids. The results of the study of the acute and sub-acute toxicity showed
that the alkaloids of M. pubescens don’t produce any toxicity effects in both models. The anti-
inflammatory test revealed that the alkaloids of the plant have a significant effect in the evaluation of
the anti-inflammatory activity (88.89%) with the dose of 200 mg, however the effect was very
important with diclofenac (94.44%) used as drug (control). In fact, in the study of the peripheral
analgesic effects of the total alkaloids extract (50, 100 and 200mg / kg) showed that the dose of 200
mg/kg posses an important power in the reduction of the pain (33.07%). In the second test of the
evaluation of central analgesic effect, the alkaloid extract of M .pubescens with the doses 200 and 100
mg/kg, produce a significant inhibition, 29.92 and 44.83%, respectively, more important than that of
aspirin (27.59%).

Keywords: Matricaria pubescens, alkaloid, toxicity, anti-inflammatory, analgesic activity.
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