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Introduction

Les plantes médicinales sont une alternative intéressante de la médecine moderne, contenant
une immense variété de molécules bioactives trés intéressantes présentant de multiples vertus
thérapeutiques (Bouzid, 2008 ; Ogundare et al., 2014). Elles sont considérées comme une
source de matiére premiere essentielle pour la découverte de nouvelles molécules candidates

nécessaires a la mise au point de futurs médicaments (Bidie et al., 2011 ; Maurice, 1997).

Les vertus des plantes doivent leurs activités biologiques aux métabolites secondaires. Au fil
des décennies de recherches, nous avons assisté a un grand regain des phytothérapeutes pour
les produits riches en poly-phénols notamment (Fourasté, 2000). lls sont des agents anti-
inflammatoires, anti-cancéreux, antioxydants, neuro-protecteurs et autres (HADDOUCHI et
al., 2014 ; Bahorun, 1997).

L'inflammation fait partie de la réponse immune habituellement bénéfique dans la mesure ou
elle permet de maintenir 1’intégrité de I’organisme (OkombeEmbeya et Nzuzi Mavungu
,2019). Parfois, l'inflammation est néfaste en étant dans un état de désequilibre (Weill et al.,
2003 ; Medzhitov, 2010).

A T’heure actuelle, une grande majorité des consultations médicales nécessitent la prise
en charge d’un phénoméne inflammatoire (Schwartz, 2011). Cependant, lorsqu’une
inflammation n’est pas contr6lée, elle peut causer une destruction des tissus ainsi qu’une série
de réactions parmi lesquelles la sensation douloureuse. Deux stades de I’inflammation existent
: ’inflammation aigue et I’inflammation chronique (Weill et al., 2003). Le traitement le plus
employé est les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) et les glucocorticoides (AIS)
(Rahmani et al., 2016).

L’ Algérie posséde une richesse floristique considérable: Méditerranéenne, Saharienne et Paléo-
tropicale (Hallimi, 2004), estimée a plus de 3000 espéces appartenant a plusieurs familles
botaniques (Ozenda, 1991). Beaucoup de recherches se sont intéressées a 1’étude des plantes
utilisées en médecine traditionnelle. C’est dans ce but que s’inscrit notre travail qui consiste a
évaluer I’activité anti-inflammatoire et analgésique ainsi que le palier toxicologique de Fumaria
agraria, une espéce qui appartient a la famille des Fumariaceae. Cette derniére est répondue
pour ses multiples activités biologiques : antioxydantes, antimicrobiennes, diurétiques, anti-

inflammatoires, anticancéreuses, pour sa richesse en métabolites secondaires (Suau et al.,

2002 ; Schnebelen et al., 2008 ; Bougoffa-Sadaoui et al., 2015 ; Bougoffa-Sadaoui et al.,
2021).



Introduction

Une premicére partie de cette étude s’est déroulée au sein du laboratoire de Biologie Physico-
Chimique « BPC » de la FSNV —Université de Bejaia. L’autre partie s’est tenue au Laboratoire
Pharmaco-Toxicologique du Centre de Recherche et Développement « CRD » de I’unité
pharmaceutique SAIDAL-Alger.

Le travail pratique a été divisé en deux parties : i) premiérement, il a été procédé a la collecte
de I’échantillon végétal et a la préparation des extraits de plantes et leurs dosages. ii)
Deuxiémement, on a visé a évaluer l'effet anti-inflammatoire et antalgique in vivo ainsi que la

toxicité de la plante.

Pour cela notre document a été organisé en deux parties : commencgant par une introduction

suivie par

i) une partie théorique qui englobe deux chapitres, le premier chapitre s’est porté sur 1’étude
bibliographique des fumariacées. Tandis que le deuxiéme chapitre s’est consacré a

I’inflammation, la douleur et les antalgiques et enfin la toxicité.

ii) La deuxiéme partie qui est une étude expérimentale comprend le chapitre des matériel et
méthodes ainsi que le chapitre des résultats et discussion.

Notre travail se cloture par une conclusion sous forme d’un récapitulatif des différents résultats
obtenus ou on a répondu a notre problématique : I’extrait brut des composés phénolique de
Fumaria agraria a- il un effet sur les phénomeénes inflammatoires?

Qu’elle est le degré de toxicité de la plante?



Chapitre |

Fumeterre et polypheéenols



Chapitre | Fumeterre et polyphénols

I. Généralités sur la plante

Le nom « Fumaria » ou « fumeterre » a diverse explications et a été beaucoup
discuté : il viendrait du mot latin « fumus terrae », car certains pensaient que fumeterre
naissait « des vapeurs de la terre » tant son feuillage grisatre semblait vaporeux
(rakotondramasy —rabesiaka et al., 2007) et donnent I'impression d'une sorte de fumée
sortant de terre. Ce nom a été attribué au début du XIlleme siécle (Coste, 1937 ; Stahl,
1975 ; Debelmas et al., 1978). Cependant, d’apres «Olivier de Serre», ce nom serait dd au
fait que le suc de la plante fait pleurer les yeux comme la fumée a cause de ses propriétés
lacrymogeénes (Cost, 1937 ; Dellile,2007).

I.1. Présentation de la plante
1.1.1. Distribution et habitat

La fumeterre est une plante dicotylédone de la famille des Fumariacées, qui fleurit
depuis le mois d'avril jusqu'au milieu de I'été (Stahl et al., 1975 ; Debelmas et al., 1978).
Plante commune dans toutes les régions tempérées d'Europe (Bernard, 1997), d'Afrique
du Nord et d’Asie occidentale (Sturm et al., 2006). En Algérie, elle est commune dans
tout le pays; elle pousse surtout dans les foréts et les broussailles (Suau et al., 2002 ; Ait
youcef, 2006). On la trouve dans les terrains vagues, sur les bords des chemins et des terres
incultes, le long des vieux murs, jusqu’a 1500 m d’altitude (Deysson, 1979). Plusieurs
espéces du genre Fumaria sont spécifiques a la région lbero-Mauritanienne qui inclut
1’ Algérie, le Maroc et I’Espagne (Liden,1986 ; Blanco et al, 1993).

1.1.2. Description et classification botanique

La fumeterre est une plante herbacée annuelle, dressée ou diffuse, a tige rameuse
rarement grimpante (Goetz et al., 2009). De gout amer a 1’état frais, salé a 1’état sec
(Jauzein, 1995). Les multiples especes de ce genre forment leurs feuilles qui sont de
couleur gris-vert alternées en rosette profondément divisées en général, leurs fleurs qui
sont de petite rose blanche zygomorphe ainsi que leurs fruits qui se présentent
habituellement avec une capsule déhiscence en printemps. Elles disparaissent ensuite, ne
laissant aucune trace a la surface du sol en été. Seules les parties souterraines subsistent

d'une année a I’autre (Perrot et Paris, 1974 ; Gaussen et al., 1982 ; Liden et al., 1997).

Fumaria agraria est une espéce qui appartient a la famille des fumariacées qui regroupe
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16 genres et 450 especes, les différentes parties de la plante sont décrites dans le tableau

suivant :

Tableau I : Description botanique de la fumeterre (Bougoffa-Sadaoui, 2016).

Parties de la
plante

Description

Tige

Couleur verte grisatre de 20 a 30cm, souvent
couché au feuillage cassante et quelque fois
rougeétre (Venkateswara Rao et al .,2007).

Photo ‘

Feuille

Couleur gris-vert, elles sont alternes,
pétiolées a folioles écartées et découpeées en
lobes étroits (Bruneton, 1999).

Fleur

Couleur blanche allant au rose violacé, tache
brune ou pourpre foncé a leurs extrémités et
d’une grappe a I’extrémité des tiges.

tubulaire zygomorphe (Goetz et al ., 2009).

Fruit

Sec globuleux et volumineux caractérisé par
une couleur distincte renfermant une seule

graine (Larousse, 2002 ; Raynaud, 2005).

1.2. Classification botanique

D’apres plusieurs études, il existe plus d’une classification pour 1’espéce Fumaria

agraria, dans notre cason détaillera la classification usuelle d’aprées Goetz et ces

collaborateurs en 2009, qui est comme suit :

Reégne : Plantae

Embranchement : Spermaphytes

Sous embranchement : Angiospermes

Classe : Magnoliopsida

Sous classe : Magnoliidae

Ordre : Papavérales
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Famille : Fumariaceae

Genre : Fumaria

Espece :EFumaria agraria L.

1.3. Utilisation thérapeutique

Les propriétés thérapeutiques de ce genre de plantes sont connues depuis I’antiquité,
on la voit apparaitre dans les écrits de Gioscoride et Galien (I¢" et 11¢™¢ siécle) ses effets
sur la sécrétion biliaire, les fonctions hépatiques et le tube digestif ont été notés (Coste,
1937).

Plusieurs autres études ont démontré que la plante du genre Fumaria a de multiples
effets pharmacologiques parmi eux anti thrombotique (Saeed et al., 1997), anti arythmique
(Song et al., 2000), elle peut aussi soulager les migraines provenant d’un

disfonctionnement digestif et hépatique (Valnet, 2001).

D’autres effets thérapeutiques ont été évalués a savoir : 1’effet anticancéreux
(Bougoffa-Sadaoui et al., 2015 ; Bougoffa-Sadaoui et al.,, 2021), antioxydant
(MaizaBenabdesselam et al., 2007b ; Khamtach Abderrahim et al., 2017), anti-
microbiens et anti-malarial (lwasa et al., 1999 ; Iwasa et al., 2001 ; Maiza-
Benabdesselam et al., 2007).

1.4. Composition chimique

Les fumeterres sont caractérisées par leur richesse en métabolites secondaires
notamment les alcaloides isoquinoléiques et les acides phénols, ce qui leur conférent leurs
propriétés pharmacologiques, quelques-uns de ces métabolites sont résumés dans ce
tableau :
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Tableau Il : Quelques composés secondaires (Sousek et al., 1999 ; Goetz et al., 2009).

Famille de constituants chimique Constituants chimique

Protopines, protoberberines,spirobenzylisoquinoleins
Alcaloides , benzophenandrines, indobenzazepines
Acide caféique, Acide chlorogénique, Acide
Acides phenols fumarique, esters maliques de I’acide cinnamique
et del’acide caféique.
Acide malique, Acide succinique et

Acides organiques
Acideprotocatéchique...etc

Flavonoides Rutine, isoquercitine

Principes amers, mucilage, résine, sels de

Autres potassium
1.4.1. Les composes phénoliques

Les composés phénoliques sont les principaux métabolites secondaires bioactifs des
plantes (Heimeur etal., 2004). Ces substances sont des monomeres, des polymeéres ou des
complexes avec des poids moléculaires allant jusqu'a 9000 Dalton (Harbone, 1993). On
distingue les acides phénoliques (phénols simples), les flavonoides, les lignanes, les
stilbénes, les coumarines et les tannins (Glombitza, 1985 ; Harborne, 1980 ; Porter, 1989;
Boros, 2010).

Des études antérieures ont montré que les composés phénoliques sont impliqués
dans de nombreux processus physiologiques : croissance cellulaire, différenciation des
organes, dormance des pousses, floraison et nodulation (Nitsch et Nitsch, 1961; Alibert et
al., 1977), cela est du a leur énorme diversitéstructurale, ce qui rend leur description
exhaustive méthodologique difficile (Bruneton, 1993).

Les polyphénols sont également connus pour leurs effets protecteurs contre les rayons
UV, attirant lesinsectes et les oiseaux pollinisateurs. lls sont répartis dans tout le régne
végétal (Zillich et al., 2015).

L’accumulation des substances phénoliques dans les tissus végétaux infectés ou
dans les régions proximales a egalement été observée en présence de dommages mécaniques
(Brzozowska et al., 1973) et encarence en certains éléments minéraux tels que 1’azote et
le soufre (Loche, 1966).
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1.4.2. Les propriétés des polyphénols

Les études récentes sur les composés phénoliques, en particulier les flavonoides,
sont trés poussées en raison de leurs diverses propriétés physiologiques, telles que 1’activité
anti-allergique, anti-athérosclérotique, anti-inflammatoire, hépatoprotectrice,
antibactérienne, antivirale, anticancéreuse, antithrombotique et vasodilatatrice (Middleton
et al., 2000 ; Ksouri et al., 2007). Ces effets sont attribués a son pouvoir anti-oxydant
élevé (Behidj-Benyounes et al., 2013) qui, en raison de leurs propriétés redox, jouent un
réle important dans les dommages oxydatifs en neutralisant les radicaux libres, en piégeant

I'oxygene ou en décomposant les peroxydes (Nijveldt et al., 2001).

Les effets bénéfiques des polyphénols intéressent particulierement deux domaines :
la phytothérapie et I'nygiéne alimentaire (Leong et Shui, 2002).

Les industriels commercialisent désormais des aliments ou des compléments
alimentaires riches en polyphénols sur la base de multiples études prouvant les effets
positifs de la consommation de polyphénols sur la santé et la prévention des maladies
(Koprivnjak et Peschel, 2011).

De plus, leur activité anti- oxydante assure une meilleure conservation des aliments en
empéchant la peroxydation des lipides (Edeas, 2007). Dans l'industrie cosmétique, les
composés phénoliques ont des applications pratiques dans la lutte contre la production de
radicaux libres nocifs, contribuant a la santé et a la beauté de la peau. En phytothérapie,
chaque classe chimique semble avoir des bénéfices spécifiqgues, méme si certaines

indicationssont communes a plusieurs classes (Hennebelle et al., 2004).

1.4.3. Classification des composés phénoliques

Dans la classification moderne, la grande catégorie des composés phénoliques est
divisée en plusieurs groupes, selon le nombre de sous unités de phénol présentes (Martins
et al., 2015). lls peuvent étre classésen fonction du nombre et de la disposition de leurs

atomes de carbone (Tableau I1) (Crosier et al.,2006).
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Parmi eux : les acides phénoliques, les flavonoides et les tanins (Tapiero et al., 2002).

Tableau 111 : Structure des squelettes des polyphénols (Crozier et al., 2006).
Nombre Squelette Classification Structure de base Exemple
d’atomes de

carbones
7 Ca-Cl Acides phénols C}{:{J(}H Acide gallique
8 C6-C2 Acétophénones ; y Gallacetophénone

My
8 C6-C2 Acide {y—cooH Acide p-
phénylacétiques Hydroxyphénylacétique
9 C6-C3 Acides o Yt Acide p- coumarique
hydroxvycinamiques

Esculitines
Tuglone

9 C6-C3 Coumarines
10 Ca-C4 Naphthogquinones

14 C6-C2-Co Stilbénes Besveratrol

15 C6-C3-Co Flavonoides Nanngénine

: i:l '1.]
13 C6-C1-Co Xanthones Ct I‘Jt - Mangiferine
L&)
oy

I.5. Formes galéniques des plantes medicinales

La pharmacie galénique est la science et I’art de préparer, conserver et présenter les
médicaments (Allo et al., 2005 ; Brossard et al., 2016).

Avant d'étre mis sur le marché, chague médicament doit étre étudié pour la
composition, la forme et la présentation les mieux adaptées a son administration, assurant
ainsi un dosage précis et une stabilité satisfaisante sur une période de temps définie pour
rendre 1’administration aussi simple que possible (Marie-Joséphe, 2011 ; Fougeére et
Wynn, 2007). Le médicament est constitué du principe actif, de I'excipient et del'ensemble

conditionné dans un récipient (Marc et Gerard, 2001 ; Le Hire H, 2001).

Les produits de phytothérapie sont fabriqués a partir de plantes fraiches, séchées ou
stabilisées par I'alcool pour assurer la préservation et la conservation des ingrédients dans
leurs structures (Charpentier etal., 2008). Dans les différentes formes disponibles, le principe
actif peut présenter différents aspects (poudre,extrait ou teinture, Tisanes, huiles essentielles,

. etc) (Catier et Roux, 2007 ; Bézanger et al., 1986), constituant des formes dites
galéniques pour faciliter I'administration de tous les médicaments (Fougére et Wynn, 2007
; Lacoste, 2003).
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I1. Activités biologiques des polyphénols

I1.1. Activité anti-inflammatoire

11.1.1. L’inflammation

L'inflammation est la réponse défensive de I'organisme a un agent pathogene, irritant
ou a une attaqued'origine infectieuse, traumatique, immunitaire ou chimique (Schwager et
Detmar, 2019 ; Aggarwal et al.,2009).

Les réponses inflammatoires sont déclenchées par la reconnaissance de l'infection
par des mécanismes immunitaires innés et adaptatifs (Hellal, 2007) déclenchant les
symptomes cliniques suivants : chaleur, rougeur, gonflement et douleur. De plus, la
fonction des organes affectés peut changer. Au niveau tissulaire, la réponse inflammatoire
est caractérisée par une permeéabilité vasculaire accrue, une dénaturation accrue des

protéines et des membranes cellulaires altérées (Scott et al., 2004 ; VStankov, 2012).

Les réponses inflammatoires font partie des maladies du tissu conjonctif. Elles
mettent en jeu des composantes humorales et cellulaires, reparties en 3 stades plus ou
moins individualisés. Deux types d'inflammations se distinguent (Abdulkhaleq et al.,
2018), l'inflammation de courte durée dite « Inflammation aigué » qui est un phénomene
bénéfique pour I'organisme, permettant a celui-ci de restaurerson intégrité physiologique.
Les effets négatifs de I'inflammation surviennent lorsque I'inflammation persisteet devient
chronique (Weill et al., 2003).

11.1.2 Cellules impliquées dans la réaction inflammatoire

Les cellules impliquées dans les mécanismes inflammatoires sont a la fois des
cellules circulantes qui migrent vers le tissu interstitiel et des cellules résidentes (Fig 01)
(Amoros et 1987).
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Cellules
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Figure 1 : Différentes cellules intervenant dans la réponse inflammatoire (Amoros et al.,
1987).

1.1.3. Médiateurs chimiques de I’inflammation

La réponse inflammatoire se traduit par la libération de divers médiateurs
inflammatoires, tels que les prostaglandines, les leucotrienes, les prostacyclines, les
lymphokines et les chimiokines comme l'interféron- a (IFN-a),gamma(y), IL-1, IL-8,
histamine, 5-hydroxytryptamine (5-HT), facteur de nécrose tissulaire-a (TNF- a), facteur
activateur des plaquettes (PAF) ,thrombine, plasmine et facteur de hagman (XI1) (Rankin,
2004; Male et al., 2007 ; Beg et al., 2011).

Ces médiateurs, existant en tant que précurseurs inactifs dans la circulation
sanguine, influencent le développement et la résolution de I’inflammation en agissant sur

diverses cellules impliquées dans la réponse inflammatoire (Rankin, 2004).
11.1.4. Les types de I’inflammation
v" L’inflammation aigué

L'inflammation aigué est une réponse physiologique qui se produit immédiatement apres

une blessure et est étroitement controlée jusqu'a ce que le déclencheur et ses dommages

10
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disparaissent. Elle peut étre diagnostiquée par le mouvement rapide du plasma et des
globules blancs du sang vers le site de la blessure (Parimisetty, 2015). L’inflammation

aigué passe par plusieurs phases citées ci-dessous :

e Laphase vasculaire

La réponse inflammatoire est déclenchée par des Iésions tissulaires ou une invasion
microbienne et commence dans la phase vasculaire, caractérisée par une perméabilité
vasculaire accrue, une vasodilatation et le recrutement de cellules immunitaires circulant
dans le sang vers les tissus (la diapédése). Cliniquement, I'inflammation aigué se traduit par
4 signes majeurs : rougeur, chaleur, douleur et gonflement (cedéme) (Kada, 2018 ; Febvre-
James, 2019 ; Joffre et al., 2020).

e Laphase cellulaire

Les polynucléaires neutrophiles (PNN) et les monocytes/macrophages peuvent
rapidement migrer vers les sites d'infection ou d'inflammation de maniere dirigée. Cette
migration est médiée par un gradient deconcentration de molécules chimio-attractantes
émises ou induites par le pathogene. Les premiéres cellules amigrer vers le site d'infection
sont les PNN, et les monocytes atteignent les tissus par un mécanisme trés similaire
quelques heures aprés les PNN. Une fois la menace éliminée, la restauration de
I'homéostasie se produit lors d'une phase de résolution déclenchée par des médiateurs pro-
inflammatoires. A ce stade, les macrophages jouent un réle important dans I'élimination
des cellules mortes et des débris cellulaires (Carcelain et al., 2018).

e Laphase de réparation :

Une fois que leurs effets bactéricides ont progressé, les PNN entrent dans un état
apoptotique, ou la phagocytose des neutrophiles apoptotiques par les macrophages est ainsi
appelée « exocytose », un phénomene qui permet aux macrophages de passer d'une

transition de phénotype pro-inflammatoire (M1) & un phénotype anti-inflammatoire (M2).

Les macrophages (M2) produisent de I'IL-10 et du TFG-B, qui ont denombreux
effets anti-inflammatoires, notamment sur les cellules immunitaires et sont impliqués dans
le déclenchement des mécanismes de réparation tissulaire (Mebirouk, 2017; Febvre-
James, 2019), coopérantavec les cellules endothéliales et les fibroblastes (Eming et al.,
2007). Le retour a un état physiologique est la premiére étape de la réparation. Les cellules

endothéliales elles-mémes, qui sont capables de produire et de remodeler des composants

11
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de leur stroma (collagene de type I et 111) ou de leur lame basale (collagéne detype 1V et

V, laminine) (Eming et al., 2007).

Si les dommages sont plus graves et entrainent la destruction du tissu affecté,
d'autres cellules interviendront pour réparer le nouveau tissu. Les macrophages seront
impliqués dans I'angiogenése, mais d'abord les cellules endothéliales puis les fibroblastes,
qui produisent les protéines matricielles du tissu intercellulaire, telles que le collagéne, la
fibronectine et la laminine, pour permettre le remodelage tissulaire (Fig 02) (Jamilloux et
al., 2013).

A B
I Inflammation aigiie résolutive I I Inflammation chronique persistante J

division cellulaire
xq,,
\T;.'~
recrutement ,'.‘, migration TGF-p ,

QW == o9 ™) So W™ @ > //
- 1

”,l SDF-

... 7

Figure 02 : Homéostasie tissulaire dans le cas de I’inflammation aigue (A) et

I’inflammation chronique (B) (Angela et al., 2004).

v" L’inflammation chronique
Une réaction inflammatoire chronique est une réaction ou les médiateurs anti-
inflammatoires du systémeimmunitaire ne sont pas en mesure d’inhiber la réponse pro-

inflammatoire (Kohler et al., 2016).

Contrairement a lI'inflammation aigué normale, les lymphocytes peuvent participer,
formant une réponse adaptative exacerbée. En conséquence, les cellules deviennent
hyperactives, des cytokines/chimiokines sont régulierement sécrétées et les phases de
dégradation/réparation des tissus se poursuivent. De plus, une inflammation chronique peut
survenir dans des maladies chroniques telles que les maladies neuro- dégénératives, I'auto-

immunité et I'auto-inflammation (Drieu, 2018).

12
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11.1.5. Pathologies de I’inflammation

Tableau IV : Quelques maladies liées a I’inflammation (Nathan, 2002).

Désordres dans lesquelles le role Pathogénique principal revient a ’inflammation

Asthme Polyarthrite rhumatoide
Artériosclérose Arthrose
Goutte Thyroidite d'Hashimoto
Maladie d’Alzheimer Lupus érythémateux disséminé
Eczéma Maladie de Crohn

Maladies d’origine infectieuse dans lesquelles I’inflammation contribue dans la

pathologie

Hépatite C Tuberculose

Tuberculose Dysenterie bactérienne

Maladies d’origines divers dans lesquelles la fibrose poste inflammatoire est la cause

principale de la pathologie

Fibrose pulmonaire idiopathique Bilharziose

Cirrhose hépatique poste virale ou alcoolique

11.1.6. Les anti- inflammatoires

Les termes anti-inflammatoires stéroidiens (glucocorticoides) et non stéroidiens
sont attribués aux molécules utilisées comme traitement de I’inflammation. Ces
molécules bien qu’étant efficaces présentent le plus souvent des effets indésirables qui
peuvent géner leur utilisation au long terme (Rahmani et al., 2016).

A. Les anti-inflammatoires stéroidiens (AIS)

C’est une large classe de médicaments dérivés du cortisol, ils jouent un role
important dans la régulation du tonus vasculaire et le maintien des systemes homéo-
statiques (Henzen, 2003 ; Dejean et Richard, 2013).

Les glucocorticoides inhibent I'action de la phospholipase A2, responsable de la
synthése des prostaglandines a partir du métabolisme de 1’acide arachidonique via la cyclo-
oxygeénase (Guilpain et Le Jeunne, 2012 ; Orliaguet et al., 2013), comme ils ont une
action a la fois cytoplasmique et géenomique, conduisant a la transcription et de I’expression

des médiateurs (Orliaguet et al., 2013).

13
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Les AIS possedent des propriétés anti-inflammatoires, anti-allergiques et
immunosuppressives, qui contribuent a leur efficacité thérapeutique (Fig 03) (Guilpain,
2012).
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Figure 03 : Mécanisme d’action des glucocorticoides (Barnes, 1998).
B. Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)

Les AINS sont des médicaments hétérogenes dans lesquels l'aspirine est le
composant principal (Pillon, 2014) et est utilisée en médecine ambulatoire pour ses effets
antalgiques, antipyrétiques et antiagrégants plaquettaires (Pillon, 2014 ; Dirou et Voiriot,
2015). Leurs efficacités et leurs principaux effets secondaires sont liés a leur mécanisme
d'action dont I'effet principal est l'inhibition de la cyclooxygénase, I'enzyme responsable de
la synthése des prostaglandines (notamment la PGE2 et la PGI2) et des thromboxanes a partir
de I'acide arachidonique (Fig 04) (Orliaguet et al., 2013).

La production accrue des prostaglandines en situation pathologique participe a
I’inflammation et a la douleur, alors que sa production basale permet le maintien de
I’homéostasie tissulaire. L’inhibition de la synthese des prostaglandines par les AINS

semblait donc s’accompagner d’effets favorables et/ou défavorables (Blain et al., 2000).
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Figure 04 : Mécanisme d’action des AINS (Nicolas, 2001).

C. Les anti-inflammatoires d’origine végétale

Les plantes constituent une source potentielle de molécules naturelles bioactives.
Elles sont utilisées particulierement pour la protection contre la peroxydation lipidique et
le traitement des maladies anti-inflammatoires (Bourkhiss et al., 2010).

Ces composés phytochimiques sont utilisés a la place dsanti-inflammatoires non
stéroidiens (AINS) parce que l'utilisation des AINS est associée a de multiples effets, avec
des effets indésirables sur les systemes gastro-intestinal et rénal (Nunes et al., 2020). Ainsi,
il faut recourir aux anti-inflammatoires naturels dans les traitements médicamenteux pour
obtenir une augmentation de 1’effet thérapeutique avec le moins d'effets secondaires
indésirables (Nunes et al., 2020).

11.2. Activité antalgique

11.2.1. Douleur

La douleur est un probléme clinique subjectif complexe et I'un des symptdmes d'une

réponse inflammatoire. Il s'agit d'une expérience sensorielle et émotionnelle qui correspond
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a une lésion tissulaire réelle ou potentielle, ou a une sensation subjective constamment

désagréable, d'intensité variable d'un objet & 1’autre (Backonja, 2003).

11.2.2. Traitement de la douleur : Les analgésiques :

Les analgésiques sont des médicaments symptomatiques qui réduisent ou éliminent
la sensation de douleur sans agir sur la cause de la douleur (Penn, 1995). Les analgésiques

sont généralement répartis en deux classes :

A. Analgésiques périphériques

Dans le systeme périphérique, la douleur est un signal d'alarme pour protéger le
corps. Cela est d0 a la libération de sérotonine, d'histamine, de bradykinine et de
prostaglandines. Ces médiateurs chimiques stimulent les neurones nociceptifs
périphériques et induisent une augmentation de la perméabilité vasculaire Frederico et al.,
2009).

Les analgésiques périphériques constituent le groupe des analgésiques non
morphiniques. Le mécanisme d’action de ces produits est lié a 1’inhibition des cyclo-
oXygénases, ce qui aboutit a la diminution de la synthése des médiateurs chimiques (Kresec
et al., 2007).

B. Analgésiques centraux

Les analgésiques centraux sont communément appelés analgésiques morphiniques.
Ces produits agissent sur la premiere synapse douloureuse située au niveau de la corne
postérieure de la moelle épiniére. A ce niveau, ils inhibent la transmission de l'influx

nerveux en se liant a la substance synaptique P (Stein et al., 1995).
11.2.3. Activité analgésique des poly phénols :

Les poly phénols agissent a la fois comme analgésiques périphériques et
analgésiques centraux en inhibant la COX et donc diminue la production des
prostaglandines (Ahmed et al., 2010 ; Shakeri et al., 2012).
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I. Matériel et méthodes

Le travail expérimental a pour objectif 1’étude de [D’activité anti-inflammatoire,
antalgique et la toxicité¢ de I’extrait éthanoique brut des composés phénoliques de la partie
aerienne de «Fumaria agraria». L’expérimentation a été réalisée au niveau du labo BPC1 de
la FSNV de I'université de Bejaia pour la partie extraction, et au niveau de 1’animalerie de

I’'unité de Recherche et Développement a la filiale SAIDAL-Alger.

1.1. Matériel

1.1.1. Matériel végétal

La présente étude realisée a été portée sur I’espéce Fumaria agraria, notamment sa
partie aérienne (tige, fleures, feuilles et fruits) (Fig05). La plante a été récoltée dans la région
de « Tamokra » régions « d’Akbou » wilaya de Bejaia la matinée a la levée du soleil pendant

le mois de mars 2022, qui est la période de fructification et de floraison.

Un échantillon d’herbier a été déposé a I’Herbier des Conservatoires et Jardins
Botaniques de Nancy, France sous la référence “NCY013571” par le collecteur Bougoffa-
Sadaoui K. (Bougoffa-Sadaoui et al., 2015).

Figure 05 : Photographie de la plante Fumaria agraria.
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1.1.2. Matériel biologique

Les activités de notre extrait ont été évaluées sur des souris (méles et femelles) de type BALB/c
issues de I’animalerie du laboratoire de I’Institut Pasteur d’Alger (IPA). Leurs poids varient

entre 269 a 30g et agées de 3 semaines (Fig06).

Ces animaux ont été nourris et logés au niveau de 1’animalerie de SAIDAL ayant un libre acceés

a la nourriture et a ’eau, selon le besoin, dans les conditions favorables résumées ci-dessous :

» Température (20C° a 24C°).
» Humidité : 50%
> Eclairage : 10H

Figure 06 : Des souris de type BALB/c.

1.1.3. Matériel et réactifs chimiques

Le matériel et les réactifs utilisés dans notre travail sont reportés en annexe.

1.2. Méthodes
1.2.1. Preparation de la poudre végetale

1.2.1.1. Séchage et broyage

La plante utilisée dans la présente étude a été récoltée et lavé soigneusement puis séchée
a I’étuve a 40°C jusqu’a stabilisation du poids (pendant 8 jours). Ce séchage est réalisé afin de

faciliter le broyage et donc avoir un meilleur rendement d’extraction (Debuigne, 1991).

18



Chapitre | Matériel et méthodes

L’échantillon obtenu aprés séchage est réduit en poudre grace a un broyeur de laboratoire

électrique.

1.2.1.2. Préparation de I’extrait végétal

Deux types d’extraction solide-liquide ont été employés afin de doser les polyphénols
puis d’évaluer les activités en question, 1’extraction par « Soxhlet » et par « macération » en

utilisant I’éthanol comme solvant d’extraction.

A. Extraction par macération
L’extraction des polyphénols est réalisée par macération selon le protocole de Sousek

et ses collaborateurs (1999) défini sur la figure 07.

Il est important de noter qu’un échantillon d’extrait a été utilisé pour un dosage des
polyphénols totaux, cela aprés détermination du rendement d’extraction apres avoir concentré

I’extrait par évaporation.
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Poudre végétale

Extraction éthanolique
a chaud (40°C) sous
agitation (30min)

Filtration sous
papier Wattman

Evaporation sous vide

« Rotavapor »

Reconstitution dans de
H.O distillée

Délipidation par I’éther
de pétrole

Extrait éthanolique brut des
composés phénoliques

Figure 7 : Schéma montrant les étapes de la macération (Sousek et al., 1999).
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B. Extraction par Soxhlet
Le protocole d’extraction des composés phénoliques est celui préconis¢ par Farzana et

al. (1997). La figure 08 illustre les différentes étapes du protocole d’extraction.

De méme que pour 1’extrait de macération, celui-ci a été utilisé pour un dosage des

polyphénols totaux, puis concentré par évaporation afin de déterminer le rendement.

<Poud re VégétaD

( Extraction éthanolique par
Soxhlet pendant 8h

A

|

\ 4

« Rotavapor »

Evaporation sous vide ]

A

{ Dissolution dans I’H,0
L distillée

Délipidation par I’éther de
pétrole

\ 4

Extrait éthanolique brut des composés
phénoliques.

Figure 08 : Schéma résumant les étapes suivies lors de I’extraction par Soxhlet (Farzana et
al.,1997).

1.2.2. Rendement en polyphénol totaux

A. Le rendement massique

Le rendement pondéral, apres évaporation, est calculé selon la relation suivante :

R= (Pes/Pwms) 100

Pes : poids de ’extrait sec

Pwms : poids de la poudre séche
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B. Rendement en polyphénol totaux « Dosage colorimétrique »
Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode de Folin-Ciocalteu
(Mahmoudi et al., 2013).

Le réactif, constitué par un mélange d'acide phosphotungstique (H3PW12040) et d'acide
phosphomolybdique (H3PMo012040), est réduit, lors de I'oxydation des phénols, en mélange
d'oxydes de tungsténe (WsOz23) et de molybdéne (MogOz23) en présence d’un catalyseur « le
carbonate de sodium ». La coloration bleue produite est proportionnelle a la teneur en phénols

totaux, et est mesurée a une longueur d’onde de 765 nm (Singleton et al., 1999).

» Mode opératoire
Le dosage consiste a prendre un volume de 100ul de I’extrait avec 0.5ml de Folin-
Ciocalteu, aprés 4min, 0.4ml de carbonate de sodium (7,5%) sont ajoutés a la solution, les
tubes sont placés a I’obscurité pendant 1 heure a une température de 37°C. L’absorbance est

mesurée a une longueur d’onde de 740nm (Souseck et Valesova, 1999).

v Le blanc est préparé de la méme fagon en remplagant I’extrait par ’'H20(d).
v Les concentrations des polyphénols de 1’échantillon sont déterminées a partir d’une
gamme d’étalonnage établie avec 1’acide gallique « AG ». Les résultats sont exprimeés

en milligramme d’équivalent d’acide gallique (Clémentine et al., 2012).

Notant que parmi les deux extractions, Soxhlet et macération, I’extrait avec le meilleur dosage

en composés phénoliques sera retenu pour la suite des activités biologiques.

1.2.3. Evaluation des activités biologiques

Pour les tests des activités biologiques in-vivo, nous avons d’abord étudié la toxicité

aigué de notre extrait afin de déterminer les doses toxiques des doses non toxiques.

L’activité anti-inflammatoire de 1’extrait éthanolique brut des polyphénols totaux
« PT » de Fumaria agraria, a été évaluée par le test de formation d’cedéme par la substance
phlogogéne « la carraghénane ». Enfin, I’activité antalgique a été évaluée grace a la méthode

de I’acide acétique.

22



Chapitre | Matériel et méthodes

1.2.3.1. Evaluation de la toxicité aigue

Ce test est realisé afin de connaitre le champ de concentrations pharmacologiques de
notre extrait, pour cela différentes solutions meres a différentes concertations ont été
employees.

Pour controler la toxicité de notre extrait, on dispose de 3 lots a raison de 6 souris par lot (3

males et 3 femelles).
Chacun des lots recois une dose précise de notre extrait selon les répartitions suivantes :

Lot témoin : Regoit de 1’eau physiologique
Lot 1 : Recoit une dose de 250mg/kg

Lot 2 : Regoit une dose de 500mg/kg

Lot 3 : Recoit une dose de 1000mg/kg

DN N NN

L’observation a été effectuée durant les 4h qui suivent le gavage de I’extrait afin de
déterminer la dose ayant provoquée 50% de morts des souris (DL50), on notera ainsi le
comportement des animaux au cours de I’expérience. Pour les effets tardifs, on prolonge
I’observation d’une heure apres les 4h préconisés puis 24h aprés afin de procéder au sacrifice
(Belmouhoub et al., 2016).

1.2.3.2. L activité anti-inflammatoire
e Principe

La méthode consiste a vérifier I’action inhibitrice de la réaction inflammatoire par
I’extrait a tester sur un cedéme provoqué par I’application locale d’une dose de 1’agent

phlogogéne « la carraghénane » sous 1’aponévrose plantaire de la souris.

Le protocole suivi pour réaliser ce test a été fourni par le laboratoire pharmaco-toxicologique
du CRD Saidal d’Alger.

e Mode opératoire

On induit I’cedéme par application de la carraghénane sous I’aponévrose plantaire de
chaque souris, selon la méthode. Les souris sont mises a jeun la veille de la réalisation du test
Pour cela, et 30 min apres gavage de 1’animal par la concentration de 1’extrait a tester « EEPT »
(50, 100 et 200 mg / kg) (Fig 10), I’inflammation est induite par application, pour chaque lot

d’un volume de 0.025ml de suspension de carraghénane a 1% sous 1’aponévrose plantaire de
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la patte arriere gauche de chaque souris (Fig 11). Le poids des pattes de chaque souris sera pesé
4h aprés, pour déterminer le pourcentage anti-inflammatoire (Fig 12).
Les souris réparties en 05 lots, & raison de 05 femelles et 05 méles par lot, regoivent

respectivement les traitements suivants par gavage :

Lot témoin : Regoit de 1’eau physiologique seulement

Lot référence : Recoit du 50mg/kg du Diclofénac par gavage
Lot 1 : Regoit 50mg/kg d’extrait par gavage

Lot 2 : Recoit 100mg/kg d’extrait par gavage

AN NN N

Lot 3 : Recoit 200mg/kg d’extrait par gavage

Les différentes etapes du protocole anti-inflammatoire sont visualisées ci-dessous en fonction
de temps :

» Au temps TO: Administrer aux cing lots constitués les suspensions comme cité
précédemment (Extrait, Dichlofénac, eau physiologique) par voie orale a 1’aide d’une

sonde gastrique (Fig09):

Figure 09 : Photographie du gavage des souris

> Au temps T0+30mn : Induction de I’inflammation par I’injection de carraghénane
(Figl0).
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Figure 6 : Photographie montrant I’injection de la carraghénane a 1% dans la
patte postérieure des souris

v' Au temps TO+4h :

Toutes les souris sont sacrifiées par rupture de la nugue apres une légere seédation.
Les pattes postérieures des souris sont ensuite coupées a hauteur de I’articulation et sont pesées

sur une balance analytique (Figl11).

Figure 11 : Photographie montrant le sacrifice des souris par rupture de
la nuque apreés une légére sédation.
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v Expression des résultats
Les résultats sont exprimés aprés le calcul des moyennes arithmétiques des poids de la patte

gauche et de la patte droite de chaque lot.

La formule suivante exprime le pourcentage d’augmentation des poids de la patte (ou le %

d’cedéme) :

MPG—-MPD

% d'oedeme = —rp X 100

e MDG : Moyenne des poids de la patte gauche.
e MDP : Moyenne des poids de la patte droite.

Le calcul du pourcentage de réduction de 1’cedéme chez les souris traitées par rapport
aux témoins se fait selon la formule suivante :
% d'oedemetemoin — % d'oedemeessai

% dereductiondel oedeme = % d ocdemetemoin x 100
0

Les deux formules utilisées pour calculer le pourcentage de 1’cedéme et le pourcentage
de réduction de I’cedéme ont été appliqués selon le protocole fournit par le laboratoire

pharmaco-toxicologique du CRD Saidal d’Alger.

1.2.3.3. L’activité antalgique

e Principe

Le principe de ce test consiste a injecter un volume précis d’acide acétique (1%) par voie
intra péritonéale chez les souris de chaque lot ce qui provoquera une réaction douloureuse qui
se manifeste par des mouvements de torsion de 1’abdomen, avec étirement des pattes

postérieures (crampes) qui peuvent étre réduites par un produit antalgique.

Le protocole suivit afin de réaliser ’activité antalgique a été fourni par le laboratoire pharmaco-
toxicologique du CRD Saidal d’Alger.

e Mode opératoire

On induit la douleur par application de I’acide acétique pour chaque souris, selon la
méthode de Vogel & Vogel 1997 fournie par le laboratoire pharmaco-toxicologique du CRD
Saidal d’Alger.
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Pour cela, et 30 min aprés gavage de 1’animal par la concentration de 1’extrait a tester
« EEPT » (50, 100 et 200 mg / kg), les crampes sont induites par I’administration de 0.2ml de
I’acide acétique a 1% par voie intra-péritonéale pour chaque souris (Fig 12). Aprés 5 min
d’injection de I’acide acétique, on compte le nombre de crampes que les souris ont émis par

observation directe et ceci pendant 10 min (Fig 13).

Les souris réparties en 05 lots, a raison de 05 femelles et 05 males par lot, recoivent

respectivement les traitements suivants par gavage

Lot témoin : Regoit de 1’eau physiologique seulement
Lot référence : Recoit du 50mg/kg du Diclofénac par gavage

Lot 1 : Recoit 50mg/kg d’extrait par gavage

D N N NN

Lot 2 : Regoit 100mg/kg d’extrait par gavage
v Lot 3 : Recoit 200mg/kg d’extrait par gavage

Les différentes étapes du protocole antalgique sont visualisées ci-dessous en fonction de temps :

> Au temps TO : administration par gavage des différentes préparations d’extrait, du

paracétamol et de 1’eau physiologique
» Au temps T0+30mn : création des crampes d’acide acétique (Figl2).

Figure 12 : Photographie de I’injection de I’acide acétique a 1%.
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» Au temps TO+35mn : comptage des crampes pendant 10 minute (Figl3).

Figure 13 : Photographie montrant les souris en plein contorsion abdominale apres
injection de 1’acide acétique a 1%

> Calcul des résultats

Cette étude permet de comparer la réduction du nombre des crampes apres
I’administration de différentes doses de notre extrait s’il présente un effet antalgique et du
produit de référence correspondant. Les moyennes arithmétiques des crampes pour chaque lot

ont été calculées.

Le pourcentage de réduction des crampes chez les souris par rapport aux témoins a été calculé

selon la formule suivante :

% d tecti moyenne des crampes du lot T — moyenne des crampes du lot E 100
eprotection = X
0 aep moyenne des crampes du lot T

> Lot E: Lot essali
» Lot T: Lot témoin

1.2.4. Analyse statistique

L’analyse statistique des résultats est effectuée avec I’application ANOVA et la
comparaison des données et prise a la probabilité p<0.05.

Les résultats des tests effectués sont exprimés en moyenne + moyenne erreur standard (MES).
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I1. Résultats et Discussion

Dans notre étude, la poudre végétale de la partie aérienne de Fumaria agraria L nous a
servi pour préparer ’extrait éthanolique brut des composés phénoliques, par macération et
Soxhlet. Ces extraits ont été utilisés pour déterminer leur intervalle toxique puis évaluer leurs

effets anti-inflammatoires et antalgiques in-vivo.

I1.1. Collecte, séchage et extraction

La collecte et le séchage du matériel végeétal ont éte réalisés de fagon a pouvoir récupérer
le maximum de substances actives. Le temps choisi pour la collecte du matériel vegétal
influence les actions biologiques des extraits des plantes, car la teneur en métabolites

secondaires chez les végétaux n’est pas stable dans le temps (Suau et al., 2002).

Nous avons collecté la partie de la plante a étudier (partie aérienne) la matinée avant la
levée du soleil, au printemps, période durant laquelle le pic en substances actives est maximum
(Suau et al., 2002).

La partie aérienne de notre plante de Fumaria agraria a été réduite en poudre végétale
apres séchage a 40°C. Cette température permet de préeserver les substances thermolabiles tels

que les poly-phénols et les vitamines de la dégradation (Wichtl et al,. 2003).

Le broyage étant un facteur trés important dans 1’extraction, il augmente la surface
d'échange entre la mati¢re végétale et le solvant ce qui permet d’avoir un meilleur rendement

(Kablan et al., 2008).

L’utilisation de 1’éthanol comme solvant présente plusieurs avantages ; d’une part, il
permet une extraction maximale des composées végétales. D’une autre part, il est facilement

volatile et présente une faible toxicité comparant au méthanol (Ribéreau-Gayon, 1968).

Deux types d’extraction ont été employés dans notre présente étude : « Soxhlet et
Macération ». Le dosage colorimétrique des polyphénols totaux permettra de choisir le

meilleur extrait en termes de rendement.
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11.2. Extraction et dosage des composés phénoliques

La teneur en métabolites secondaires dépend de plusieurs facteurs tels que I’espece,
I’origine, le stade de croissance, les influences environnementales et le patrimoine génétique
(Bruneton, 2009).

L’extraction des composés phénoliques est une étape cruciale pour la valorisation de ces
principes actifs, elle dépend de la méthode et du solvant approprié qui préservent leurs
structures chimiques et donc leurs propriétés biologiques.

11.2.1. Extraction

La macération est une opération qui consiste a laisser la poudre du matériel végétal en
contact prolongé avec un solvant pour en extraire les principes actifs. Elle se fait a température
adaptée (Djabou, 2006 ; Lagnika, 2005). Bien que, généralement cette méthode est longue et
exige des solvants organiques qui sont chers et dangereux pour la santé (Garcia-Salas, 2010).
Elle reste une méthode trés appréciée dans le cas de I’extraction d’un ensemble de molécules

fragiles (Ben Amor, 2008).

Le rendement pondéral d’extraction est calculé par rapport a la masse de la poudre

initiale.

L’extraction par macération en utilisant 1’éthanol comme solvant d’extraction nous a
permis de récupérer une gomme végétale a un taux de 7.96%. Ce résultat reste faible par rapport
a ceux trouvés par Orhan et ces collaborateurs (2010) qui sont de 30.86 %, 33.12 %, 35.97

%, 30.08% respectivement chez F. cilicica, F. densiflora, F. kralikiiet et F. parviflora.

Ce rendement peut varier d'une part, d'une région a une autre, selon les facteurs
pédoclimatiques, et d'autre part selon I'équipement et les conditions d'extraction. Comme il peut
étre aussi influencé par plusieurs facteurs tels que la composition du sol, la saison végétative

ainsi que la période de récolte (Grycova et al., 2007).

Cette différence quantitative peut étre aussi due au volume et au type du solvant
d’extraction utilisé ; le poids initial de la poudre et son état (frais ou sec) peuvent aussi
influencer I’extraction, le taux et la nature des composés extraits (Mbodj, 2003 ; Naczk et
Shahidi, 2006).
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Cette méthode d’extraction menée a température ambiante (la macération) permet
d’extraire le maximum de composés et de prévenir leur dénaturation ou modification probable

dues aux températures élevées utilisées dans d’autres méthodes d’extraction (Penchev, 2010).

L’extraction par Soxhlet est une technique tres efficace nous permettant de répéter
infiniment le cycle d’extraction avec du solvant frais jusqu'a épuisement complet du soluté dans

la matiere premiére, d'ou vient son efficacité élevée (Penchev, 2010).

Quantitativement parlant, I’extraction par Soxhlet reste meilleure que celle par

macération en employant le méme solvant d’extraction (Fig 14).

14

12,6

12

10

Rendement d'extraction (%)

Soxhlet Macération

Figure 14 : Rendement d’extraction éthanolique par Soxhlet & macération.
11.2.2. Dosage des polyphénols

Dans les composés, chaque fonction absorbe la lumicre a une longueur d’onde bien
déterminée, appartenant au domaine UV-visible (Lagnika, 2005). Dans notre étude, ce principe
a été utilisé pour déterminer la présence de groupements fonctionnels actifs des concretes et

confirmer ainsi la réussite de I'extraction.

L’étude quantitative des extraits bruts, préparés a partir de la partie aérienne de Fumaria
agraria au moyen du dosage spectrophotométrique avait pour objectif la détermination de la
teneur des polyphénols totaux. La raison principale pour le choix de ces substances réside dans
le fait que la majorité des effets pharmacologiques des plantes leur sont attribués. Une droite
d’étalonnage a été tracée pour cet objectif qui est réalisée avec une solution d’étalon a

différentes concentrations. Les quantités des polyphénols dans les deux extraits (Macération et
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Soxhlet) ont été rapportées en « mg » équivalent d’acide gallique par « 100 g » de la poudre

séche (mg EAG/100g PS) et déterminés par 1’équation de type : y = a x +b.

Le dosage des polyphénols totaux a été effectué selon la méthode au réactif de Folin
Ciocalteu (Singleton et al., 1999). L’acide gallique a été utilisé comme étalon (Figl5,

Annexe 2).

Les résultats des dosages des polyphénols sont représentés dans la figure ci-dessous (Fig
15). Nous constatons, que la teneur en polyphénols dans le cas de la macération est largement
supérieure a celle obtenue par « Soxhlet ». Les valeurs enregistrées sont respectivement de 2885
+110.34 (mg EAG/100g PS) et 468 + 31.86 (mg EAG /100 g PS). Ces résultats exprimant des
différences statistiquement significatives (p < 0,05).

Cette variation peut étre attribuée au phénomene de degradation thermique, les
composés phénoliques étant thermosensibles, les températures élevées et les temps d'exposition
plus long dans le cas d’extraction par « Soxhlet » comparant a la macération expliquent cette

différence (Vergara-Salinas et al., 2012).
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Figure 15: Histogramme représentant la teneur en poly-phénols totaux de la partie aérienne
de Fumaria agraria (exprimée en mg EAG/100g PS)

Nos résultats restent meilleurs a ceux trouvés chez d’autres espéces du méme genre de
Fumaria, récoltées a la méme période (mois de Mars) mais dans une région espagnole (Malaga)

(Souseck et Valesova, 1999), les taux sont pour, F.agraria de « 2095 mg / 100g »,
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F.capreolata de « 2533 mg / 100g », F.officinalis de « 2938 mg / 100g », F.parviflora de
«2037 mg / 100g » et F.densiflora de « 2425 mg / 1009 ».

Plusieurs facteurs parmi eux environnementaux jouent un réle sur la teneur en
polyphénols totaux dans la méme espece. Les études de Shahid et Bhanger (2006) ont prouvé
que la méme espéce récoltée a des périodes différentes peut présenter des taux en polyphénols
différents. C’est ce qui a été prouvé aussi par les études de Souseck et al en 1999, en confirmant
que la saison de récolte influence la teneur des polyphénols en réalisant des études sur des
échantillons du genre Fumaria, récoltés pendant les mois de Mars, Avril, Mai et Juin.

Les résultats obtenus par notre étude sont compris dans I’intervalle des taux obtenus par
Souseck et ses collaborateurs (1999). Les légeres différences peuvent étre expliquées par la

différence en composition du sol, la région, climats, ...etc.

Chez le genre Fumaria, des études sur des échantillons récoltés pendant le printemps
ont permis de confirmer I’influence de la saison sur la teneur en polyphénols (Souseck et
Valesova, 1999).

De ce résultat de dosage, 1’extrait éthanolique des polyphénols totaux « EEPT » issu de
I’extraction par macération, représentant le meilleur dosage en polyphénols, sera maintenu pour
évaluer son potentiel biologique en tant qu’anti-inflammatoire et antalgique aprés avoir établi

son spectre de dose toxique, et cela in vivo (Fig 15).

11.3. Evaluation de la toxicité aigué

Afin d’éviter tout éventuel risque de toxicité lors des tests biologiques, il est nécessaire
de réaliser des essais de toxicité pour évaluer les effets toxiques de I’extrait a tester et surtout

estimer la marge des doses non-toxiques.

Plusieurs parametres sont pris en considération a savoir le suivi de la mortalité afin de
déterminer notamment les doses en question, aussi bien que le suivi du changement de

comportement des animaux employés.

11.3.1. Suivi de la mortalité

La toxicite aigué a pour objectif la détermination de la DL50 (Dose Létale a 50 %), un
indicateur mesurant la dose de substance causant la mort de 50% d’une population animale

donnée, dans des conditions d’expérimentation précise (Oliver, 1986).
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Nous avons procédé a I’évaluation de la toxicité aigue de 1’extrait ethanolique de la
partie aérienne de Fumaria agrariapar un test in vivo sur des souris albinos de souche BALB/C,
réparties en 4 lots (voir détails dans la partie matériel et méthodes). Ces lots ont recus 3 doses
differentes de I’extrait en solution dans de I’ecau physiologique (250, 500 et 1000mg/kg) en plus

du lot témoin qui n’a regu que le méme volume en solvant de dissolution.

Dans les 4h qui suivent I’administration des différentes doses de I’extrait a tester, aucune
mortalité n’a été observéé. Il est necessaire aussi de noter que 1’observation a été étalée a 24h.
Dans ce cas, la DL50 serait beaucoup plus importante que la dose maximale ici employée a

savoir 1000mg/kg. Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau V :

Tableau V : Taux de létalité chez des souris albinos de souche BALB/C traitées par les doses

de ’EEPT de Fumaria agraria.

Dose (mg/kg) Mortalité Latence de mortalité
250 0/6 0
500 0/6 0
1000 0/6 0

11.3.2. Suivi du changement de comportement
De multiples symptdmes sont considérés comme signes de toxicité humaine et animale

telles que: la somnolence, hypoactivité, agressivité et excitation.

Dans le tableau VI sont présentés les résultats des comportements, signes de toxicité des souris

exposées aux 3 doses de notre extrait testé :

Tableau VI : Résultats des comportements et signes de toxicité des souris exposes aux 3
doses d’EEPT .

Sexe Male Femelle Témoin

Doses Eau distillée
(mg/kg) 250 500 1000 250 500 1000

Somnolence — — — — — — _

Agressivité — — — — — — —

Excitation —_ — — — — — _

Diarrhee — — — — — — —

(—) : Absence du symptéme signalé ; (+) : Présence du symptéme.
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Durant les 4heures qui suivent I’administration orale des differentes doses de 1’extrait
EEPT de Fumaria agraria, On n’observe aucun comportement anormal remarquable et

envisageable telles que: excitabilité, agréssivité et diarrhée chez les souris.

Ce test nous révéle que les doses ici utilisées n’ont pas d’impact toxique, aussi, c’est des doses

inférieures aux doses qui peuvent provoquer un changement du comportement chez les souris.

11.4. Evaluation de ’activité anti-inflammatoire

L’étude a été congue pour évaluer 1’activité anti-inflammatoire de 1’extrait éthanolique
des composes phénoliques de la partie aérienne de Fumaria agraria sur le meme modéle animal
que précédement, en provoquant une inflammation aigue au niveau de 1‘aponévrose postérieure
gauche par la carraghénane a 1% (CGN 1%) selon le protocole de Winter et al. (1962). L’agent
inflammatoire induit I’apparition d’un cedéme visible a I’ceil nu, qui est un excellent outil simple

pour la quantification d’inflammation cutanée (Ochieng et al., 2013 ; Lee et al., 2018).

Le test CGN est souvent utilisé en raison de sa simplicité d'exécution, de sa rapidité
d’induction des symptomes caractéristiques de I’inflammation en quelques secondes
(développement de 1’cedéme) et également en raison de sa reproductibilité. Il Permet d’étudier
le processus inflammatoire, ainsi qu’identifier les agents anti-inflammatoires qui pourraient étre

utiles dans le traitement des troubles de la peau (Cabrini et al., 2011).

La Figure 16 représente le volume de la patte cedémateuse par rapport a la patte normale
chez tous les lots testés, en effet, I’application locale de 1’agent inflammatoire (CGN 1%) a

provoqué une augmentation du volume de la patte enflammée en comparant a la normale.

Patte enflammée [~
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Figure 16 : Photographie de 1‘aponévrose postérieure gauche (cedémateuse) des

souris dans le mode¢le d’inflammation induite par la carraghénane a 1%.
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Le développement cedémateux induit par la CGN sur les différents lots utilisés a été
observé et mesuré pour le lot contrdle et les lots traités par différentes concentrations de 1’extrait
EEPT ainsi que le lot traité par une concentration de 50 mg/kg de Diclofenac (standard anti-
inflammatoire). Les différents résultats obtenus sont représentés dans le tableau VII, en
fonction du sexe, mettant en valeur les moyennes du volume des pattes et les pourcentages

d’inhibition.

L’augmentation du poids des pattes 1ésées pendant les 4heures chez les témoins
cedémateux, indique que toute réduction d’cedéme durant les 4heures serait due aux effets des

produits administrés (Tableau VIII).

Pour une meilleure visibilité des résultats, les volumes enregistrés ont été transformés

en pourcentage selon la loi déja citée dans la section « matériel et méthodes ».

L’étude statistique a révélé que les doses 50, 100 et 200 mg /kg d’EEPT ont inhibé d’une
fagon significative 1’cedéme induit par la carraghénane (p<0.01).
Tableau V11 : Evolution de I’cedéme induit par la carraghénane, chez le sexe femelle, en

présence de I’extrait EEPT, du standard « Diclofenac » et en absence d’effecteur
thérapeutique (contrdle).

Lots Moyenne des Moyenne des | % d’cedéme % d’inhibition

poids des pattes | poids des pattes

gauches () droite (g)
Controle 0.109 0.0758 43.79 0
Standard 0.169 0.139 21.58 50.71
Lot 1: 0.145 +0.018 0.1312 + 1457 + 0.64 66.71 +1.47
50 mg/kg 0.014
Lot 2: 0.1568 + 0.138 +0.006 | 3.30+3.64 92.45 +8.32
100 mg/kg 0.018
Lot 3: 0.1486 + 0.1252 + 21.36 +254 | 51.20+5.82
200 mg/kg 0.011 0.012
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Tableau V111 : Evolution de I’cedéme induit par la carraghénane, chez le sexe male, en

présence de I’extrait EEPT, du standard « Diclofenac » et en absence d’effecteur
thérapeutique (controle).

Lots Moyenne des Moyenne des % d’eedéme % d’inhibition
poids des pattes | poids des pattes
gauches () droite (9)
Controle 0.109 0.0758 43.79 0
Standard 0.169 0.139 21.58 50.71
Lot 1: 0.1288 + 0.1042 + 17.67+1.74 | 61.78 +3.98
SIS 0.009 0.008
Lot 2: 0.1196 + 0.1092 + 3.32+1.39 92.40 +£3.17
100 mg/kg 0.008 0.013
Lot3: 0.1344 + 0.1074 + 25.52+2.85 | 45.30+281
AW ITEG 0.011 0.005

Le traitement de I’inflammation carraghénanienne par I’cau distillée (contrdle)

n’indique aucune inhibition (0%) avec un pourcentage d’cedéme de 43.79 % comparant au
controle.

Des tableaux précédents, aucune différence significative de 1’effet anti-inflammatoire
de notre extrait en fonction du sexe n’a été noté (Figl7).
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Figure 17 : Histogramme comparative du pourcentage de réduction de I’cedéme induit par la
carraghénane, en fonction du sexe en présence de I’extrait EECP.

L’activité anti-inflammatoire de la fraction aqueuse d’extrait éthanolique de Fumaria
agraria a été évaluée par le test de I’cedéme induit par la carraghénane et 1’effet inhibiteur a été
exprimé par le poids de la patte avec une valeur de 43.79 % qui est significativement (p<0,01)
supérieur a celui exprimé dans le lot male traité d’ordre 17.67% + 1.74, 3.32% + 1.39 et
25.52% =+ 2.85, et chez le lot femelle : 14.57% + 0.64, 3.30% + 3.64 et 21.36% + 2.54 des
concentrations respectives de 50, 100 et 200 mg/kg.

Pour mieux valoriser I’intervalle d’action de notre extrait comme anti-inflammatoire, on
I’a comparé a une molécule déja commercialisée et trés utilisée pour son effet anti-
inflammatoire, ils s’agit du « Diclofenac ». A la dose de 50mg/kg, les pourcentages
d’inhibition de 1’cedéme chez les deux sexes ont été enregistrés (50.71%) et restent inferieurs
a ceux enregistrés avec notre extrait & la méme dose chez le lot femelle (66.71 % + 1.47) et le
lot mAle (61.78 % + 3.98)(tableau 1X) (Fig 18). Les résultats obtenus sont statistiquement
significatifs (p<0.01).
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Tableau IX : Pourcentage d’inhibition d’cedéme par 1’extrait EEPT et le Diclofenac chez les
males.

Produit Dose (mg/kg) % d’inhibition % d’inhibition
Chez les mAles (%) Chez les femelle
(%)
Eau distillée 0.00 00 00
Extrait EEPT 50 61.78 £ 3.98 66.71 = 1.47
Diclorofenac 50 50.71 50.71

L’histogramme ci-dessous montre clairement I’efficacité de notre extrait a la dose de 50 mg/kg

comparant a la méme dose en Diclofenac (Fig 18) :
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Figure 18 : Comparaison des pourcentages d’inhibitions d’cedéme de I’extrait EEPT et du
Diclofenac a 50mg/kg.
On constate aussi un effet inverse chez le lot traité avec une dose de 200mg/kg qui peut

exercer plutét un effet pro-inflammatoire a cette dose (Suzuki et al., 2001 ; Sanchez et al.,
2008).

L’inflammation est I’ensemble des mécanismes réactionnels de défense par lesquels
I’organisme reconnait, détruit et élimine toutes les substances qui lui sont étrangeres. La
réaction inflammatoire dépasse parfois ses objectifs et cause des effets déléteres (Iwalewa et
al., 2007 ; Medzhitov, 2010). La thérapeutique anti-inflammatoire est généralement menée par
des molécules de syntheése de type anti-inflammatoire non stéroidien ou stéroidien (corticoides).
Ce sont des médicaments largement utilisés, mais dont les effets secondaires sont parfois
graves, en particulier la toxicité sur le systeme rénal et digestif (irritations digestives pouvant

aller jusqu’a 'ulcération gastrique) (Das et al., 2010). Dans le but de minimiser ces effets
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secondaires, les laboratoires développent de plus en plus des procédés mettant en ceuvre des

extraits et des principes actifs d’origine végétale ou animale.

L’inflammation aigué de la patte gauche induite par la carraghénane chez la souris est
le modele expérimental utilisé dans notre étude, pour évaluer I’effet anti-inflammatoire de

I’extrait éthanolique des polyphénoles de la partie aérienne de Fumaria agraria.

Le modele d’inflammation induite par une injection sous-cutanée de la carraghénane est
un modeéle tres largement utilisé dans la recherche sur les AINS. Cette injection permet
d’induire un cedéme, une inflammation et une hyperalgésie a son point d’injection propice a

tester les effets analgésiques d’AINS.

L’augmentation du volume de 1’cedéme aprés application sous-cutanée de la
carraghénane est due a la migration des leucocytes et infiltration des neutrophiles au niveau des
tissus de la patte (Ravelo-calzado et al., 2011).

Au cours du suivi des différents lots utilisés dans cette expérience, et aprées 1’application
de la carraghénane, on a noté une augmentation du volume de la patte chez tous les lots.
Cependant, cette augmentation du volume chez les lots témoins (contrdles) a été plus importante
que les lots traités. Ce qui prouve bien gque la carraghénane comme agent irritant a induit une
accumulation de liquide conduisant a la formation d’un cedéme qui est caractéristique de
I’inflammation aigué. Le traitement soit avec 1’extrait EEPT ou par 1’anti-inflammatoire

standard (Diclofenac) a diminué cet cedéme.

Le Diclofénac, anti-inflammatoire non stéroidien, a été aussi testé dans 1’étude et a
démontré son potentiel anti-inflammatoire a 50mg/Kg. Ce médicament possede des propriétés
analgésiques, antipyrétique et anti-inflammatoire. Cette derniére est liée a I’inhibition de la
syntheése de prostaglandines et de thromboxane, en inhibant I’action des deux isoformes de
I’enzyme membranaire « Cyclo-oxygénase » (COX-1 et COX-2), provoquant ainsi 1’altération
de la fonction des plaquettes, en inhibant leur agrégation (Alam et al., 2011 ; Ahmad et al.,
2013).

Dans la présente étude, nous avons constaté que 1’extrait éthanolique brut des
polyphénols de F.agraria a pu jouer un réle crucial dans la baisse du volume de I’cedéme, soit
par I’¢élévation du pourcentage d’inhibition ou par I’atténuation des symptomes et signes

inflammatoires. Il est important de rappeler qu’a la méme dose que 1’anti-inflammatoire de
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référence (50mg/kg de Diclofénac), notre extrait reste meilleur en termes de pourcentage de

réduction qui est de 66.71% comparant a 50.71% dans le cas du Diclofénac.

Nos résultats nous font penser que notre extrait inhiberait les médiateurs de 1’inflammation

surtout la production des prostaglandines tel que 1’anti-inflammatoire de référence.
11.5. L activité analgésique

Cette étude a été réalisée selon la méthode décrite par Bhowmick et sescollaborateurs
(2014), elle consiste a induire une action algogéne par I’administration a des cobayes de 1’acide
acétique 1%, par voie intrapéritonéale (IP). Dans notre étude, la méthode est utilisée afin

d’évaluer le pouvoir analgésique de 1’extrait EEPT (Extrait éthanolique de polyphénols totaux).

L’injection intra-péritonéale de 1’acide acétique a 1% chez la souris provoque un syndrome
douloureux qui se traduit par des contorsions caractéristiques a type de mouvements d’étirement
des pattes postérieures du muscle dorso-ventral (crampes) et de creusement des flancs (Kang
et al., 2008).

La figure 19 ci-dessous représente les crampes résultant de I’injection de la solution de

I’acide acétique aux cobayes employés dans notre étude.

L’effet analgésique est apprécié par le dénombrement de ces crampes pendant 15 min apres

I’injection de I’agent algogeéne (Ouedraogo et al., 2012 ; Ochieng et al., 2013).

Figure 19: Photographie représentant les contorsions abdominales résultantes de l'injection de
I'acide acétique a 1% aux souris.
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11.5.1. Résultats du sexe male

Le tableau X représente le nombre de contorsions provoquées par I’injection de I’acide
acétique 1% chez les différents lots du sexe méle.

Tableau X : moyenne des crampes et le pourcentage de réduction de la douleur chez le sexe
male en présence d’EEPT a différente dose du contréle et en présence du produit
thérapeutique.

Lots Moyenne des crampes Pourcentage de réduction de la
douleur (%)

Controle 34 0

Standard 1 96.17

Lot 1 : 50mg/kg 12 64.70

Lot 2 : 100mg/kg 4.5 86.76

Lot 3 : 200mg/kg 24 55.88

Trente minutes apres administration de la substance avec toutes les doses (50, 100, 200
mg/kg), on observe chez le lot male une protection contre les contorsions provoquées avec
I’acide acétique hautement significative (p<0.001) par rapport au lot contréle, cette protection

reste inférieure au lot standard.

Aprés observation et d’apreés 1”histogramme représenté en figure 20, les doses 50 et 100
mg/kg ont montré respectivement une moyenne des contorsions de 12 et 4.5 crampes
correspondantes aux pourcentages de protection contre la douleur de 64.70% et 86.76%

respectivement et qui restent inférieurs au résultat du lot standard.

Le pourcentage de protection contre les douleurs provoqueées par 1’acide acétique pour
la dose de 200mg/kg est de 55.88%, ce résultat est inférieur aux autres pourcentages et reste

aussi inferieur au lot standard.
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Figure 20 : Histogramme représentant le pourcentage de réduction de la douleur a différentes
doses de I'extrait EEPT chez le sexe male.

Apres 30 minutes d’administration, une différence significative a été notée entre les
contorsions observées chez le lot traité avec le 100mg/kg paracétamol (standard) et le lot traité
avec la méme dose précédente en EEPT correspondant aux pourcentages d’inhibition respectifs

de 96.17% et de 86.76% (Fig21).
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Figure 21 : Histogramme représentant la différence de pourcentage de réduction de la douleur
entre le paracétamol et I'extrait EEPT a la dose de 100 mg/kg chez le sexe male.
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11.5.2. Résultats du sexe femelle

Chez le lot femelle, on constate aussi un effet hautement significatif (p<0.001) par
rapport au lot contréle qui reste inférieur a I’effet remarqué chez le lot standard (p<0.001)
(Tableau XI).

Tableau XI : moyenne des crampes et le pourcentage de réduction de la douleur chez le sexe
femelle en présence de I’EEPT a différentes doses et du standard.

Lots Moyennes des crampes Pourcentage de réduction de la
douleur (%)

Controle 34 0

Standard 1 96.17

Lot 1 : 50mg/kg 20 41.17

Lot 2 : 100mg/kg 8.5 75

Lot 3 : 200mg/kg 23.5 30

Aprés 30min d’administration de la substance, les doses de 50mg/kg et 100mg/kg ont
montré une moyenne des contorsions significativement inférieure a celle du lot standard et avec
un pourcentage de protection contre la douleur qui était respectivement de 41.17% et 75%.
De méme que chez le sexe méle, la dose de 200 mg/kg a montré un pourcentage de réduction
de la douleur plus inférieure que les autres doses (50mg/kg et 100mg/kg), avec un pourcentage
de protection de 30% qui reste aussi inférieur au lot standard (96.17%) (Fig 22).
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Figure 22: Histogramme représentant le pourcentage de réduction de la douleur a différentes
dose de I'extrait EEPT chez le sexe femelle.

A la dose de 100mg/kg, le pourcentage de protection de la douleur chez le lot femelle a
¢té enregistré d’une valeur de 75% et reste inferieur a celui enregistré avec le lot standard
(Paracétamol) (96.17 %) (Tableau XII) (Fig 23).
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Figure 23: Histogramme représentant la différence de pourcentage de réduction de la douleur
entre le paracétamol et I'extrait EEPT a la dose de 100 mg/kg chez le sexe femelle.

D’apreés nos résultats, 1’effet analgésique de notre extrait EEPT est sexe dépendant (Fig
24).

45



Chapitre |1 Résultats et Discussion

100

* %k
90 T

80

70
60
50 A

H Male
40 -

B Femelle
30 -

Pourcentage d'inhibition (%)

20 -
10 -

0 -

100
Dose (mg/kg)

* 1 p<0.05, ** : p<0.01, *** : p<0.001

Figure 24: Histogramme représentant le pourcentage de réduction de la douleur de I’extrait
EEPT chez le sexe méle et femelle.

Statistiquement, nos résultats montrent une significativité assez importante entre p<0.05
et p<0.001.

e Discussion

Cette étude a permis d’évaluer I’activité analgésique de I’extrait éthanolique des
polyphénols totaux (EEPT) de la partie aérienne de Fumaria agraria en provoquant des
contorsions abdominales induites par 1’injection intrapéritonéale de 1’acide acétique 1% en

utilisant le test des crampes.

Le test du Writhing ou le test de contorsion abdominale est un test de screening. Il n’est
pas spécifique a la douleur, car les substances anti-convulsivantes répondent également a ce
test, mais il se caractérise par sa trés bonne sensibilité (Brian et al., 2008). Il est trés
recommandé dans 1’évaluation biologique des activités analgésiques (Muhammad et al.,
2012). Les résultats du test ont montré que la fraction aqueuse de I’extrait éthanolique de
Fumaria agraria exerce un effet inhibiteur de la douleur qui est induite par 1’acide acétique
1% avec un pourcentage d’inhibition qui varie entre 30 et 86.75% chez les deux lots méle et
femelle. Ce résultat nous montre que I’extrait EEPT possede un effet antalgique mais qui reste

inferieur & celui donné par le traitement (Paracétamol).
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La douleur provoquée par I’administration de 1’acide acétique est due a la libération des
médiateurs chimiques via la cyclooxygénase (COX) telles la sérotonine, 1’histamine, la
bradykinine, la substance P et des prostaglandines (PGE2a et PGF2a) (Tijjani et al., 2012 ;
Bhowmick et al., 2014; Diatta et al.,, 2014). Ces mediateurs chimiques stimulent et
sensibilisent les nocicepteurs cholinergiques et histaminiques péritonéaux et induisent
I’augmentation de la perméabilité vasculaire (Frederico AV et al., 2009 ; Wantana R et al.,
2009). Les récepteurs péritoneaux locaux pourraient étre la cause des contractions abdominales
(Krishnaraju et al., 2009).

Le test a I’acide acétique permet la mise en évidence des effets analgésiques, mais ces effets
sont non spécifiques (Palomares C et al., 2015) car il n’est pas possible d’indiquer si ce

potentiel analgésique est le résultat d’une action périphérique ou centrale (Eba J. O et al.)

Il a été observé dans cette étude que 1’extrait administré EEPT a inhibé les contractions
abdominales de manicre significative et dose dépendante. L ’extrait de la partie aérienne de notre
plante a un pouvoir analgésique qui pourrait étre 1ié¢ a I’inhibition de la libération des médiateurs
chimiques. Ce pouvoir analgésique reste inférieur a celui du lot standard qui a été traité avec
du paracétamol. L’effet analgésique périphérique est généralement corrigé par des médicaments
AINS agissant par inhibition de la cyclooxygénase et/ou de la lypo-oxygénase ou encore par
inhibition de la réponse douloureuse produite par les nocicepteurs périphériques (Matsui et al.,
2012 ; Maione et al., 2017). Pour cette raison, il est donc possible que notre extrait agisse par
ce mécanisme, si bien que des études ultérieures pourront aider a comprendre le mécanisme

d’action exacte de la plante d’étude.

Il est important de noter que 1’effet inverse observé avec la dose de 200 mg/kg peut étre
expliqué par un effet de dose. Il est connu que la notion de dose est trés critique et importante

entre un effet thérapeutique et un effet toxique.

On peut prendre comme exemple la vitamine E qui est connue pour cet effet : la vitamine
E (o-tocophérol) lorsqu’elle réagit avec les radicaux d’origine lipidique devient des entités
radicalaires qui empéche le processus de peroxydation lipidique de se développer. Si le flux de
radicaux libre formé est trop important, le radicale tocophéryl peut toutefois devenir pro-
oxydent et contribuer ainsi a augmenter la peroxydation lipidique et jouer un role dans le

développement I’athérosclérose (Thomas et Stocker, 2000).
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Conclusion et perspectives

Ce travail, de type expérimental, s’inscrit dans le cadre de la recherche de substances
bioactives dans le but de mettre en évidence de nouvelles approches thérapeutiques pour le
traitement des maladies inflammatoires et notamment prévenir les effets secondaires issus des
traitements par les AINS. En effet, nous nous sommes intéresses a la recherche de substances

naturelles issues de la partie aérienne de Fumaria agraria employée traditionnellement.

Fumaria agraria, une espéce végétale de la famille des Fumariacées a fait I’objet de notre

étude afin d’évaluer sa cytotoxicité, son effet anti-inflammatoire et antalgique.

L’extraction éthanolique par maceération et Soxhlet des substances actives de la partie
aérienne de notre plante, a révélé une richesse en ces métabolites. Le taux brut de I’extrait
éthanolique enregistré par macération est de 7.96% correspondant a un taux en polyphénols
(aprés dosage colorimétrique) de 2885 = 110.34 mg EAG/100g PS, comparable au taux de
I’extraction par Soxhlet, ou le rendement massique était de 12.6%o, pour un taux en polyphénols
de 468 + 31.86 mg EAG /100 g PS. De ces résultats on note que 1’extraction des composés
phénoliques est altérée par la méthode du Soxhlet.

L’extrait éthanolique des poly-phénols totaux « EEPT » issu de I’extraction par macération,
représentant la meilleure teneur en composés phénoliques, a subi une évaluation biologique in
vivo via la détermination des doses toxiques, I’étude d’un éventuel effet anti-inflammatoire et

antalgique sur des souris albinos de souche BALB/C.

Les études de toxicité aigué révelent que I’extrait EEPT n’est ni mortelle, ni toxique, ni
nocive a la dose 1000mg/kg selon le systeme général harmonisé de classification et

d’étiquetage des produits chimiques.

En effet, ’extrait EEPT supprime I’inflammation, induite par la carraghénane, chez les
souris en réduisant le volume de I’cedéme significativement (p<0,001, = 66.71%0) et d’une
maniére comparable & la molécule de référence, a savoir le Diclofénac (50.71%b). L’effet
inhibiteur a été exprimé par le poids de la patte avec une valeur de 43.97 qui est
significativement (p<0,01) supérieur a celui exprimé dans le lot traité d’ordre 17.67 *+ 1.74,
3.32 £ 1.39, 25.52 + 2.85 a des concentrations respectives de 50, 100 et 200 mg/kg.

L’ensemble de ces résultats obtenus, in-vivo, ne constituent qu’une premicre étape dans
I’évaluation de I’activité anti-inflammatoire de la plante étudiée, des essais complémentaires

seraient nécessaires pour confirmer les performances mises en évidences.
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L’évaluation de I’activité analgésique par le test de contorsion a montré une efficacité
analgésique de notre extrait EEPT, avec un pourcentage d’inhibition de la douleur induite par

I’acide acétique compris entre 30 et 86.76%.

Comparativement au paracetamol, molécule de référence utilisée en thérapeutique, 1’extrait

EEPT s’est révélé significativement moins analgésique.

Le test de contorsion utilisé pour I’évaluation de I’activité analgésique est un test non
spécifique. C’est pourquoi, on pourrait déterminer ultérieurement le mode d’action analgésique
(centrale ou périphérique) de la plante par des tests plus spécifiques comme le test au

formaldéhyde.

D’un point de vue chimique, il serait intéressant d’entreprendre d’autres pharmaco-

modulations telle que : la caractérisation des métabolites actives de la plante.

Les résultats obtenus dans ce travail constituent des fondements solides, sous réserve des

études toxicologiques (toxicité subaigué et chronique) et pharmacocinétiques.
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Annexe 1 : Le Matériel et les produits utilisés pendant la partie pratique

1. Matériels

= Agitateur magnétique

= Ampoule a décanter

= Balance analytigue RADWAG
= Balance de précision RADWAG
= Ballons

= Barreaux magnétiques

= Béchers

= Boites de pétries

= Broyeur électrique

= Cages

= Ciseaux et pinces

= Cristallisoir

= Erlenmeyer en verre

= Entonnoirs

= Ependorfs

= Eprouvettes

= Etuve ventilée WTC binder
= Hotte

= Gants chirurgicaux

= Micropipette 100-1000 pl

= Papier absorbant

= Papier aluminium

= Papier filtre Wattman

= Paraffine

=  PH métre

= Plaque agitatrice

= Pissette

= Réfrigérateur

= Seringue d'insuline et seringue de 5ml et 2,5ml
= Sonde de gavage

= Soxhlet Gerhardt
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Spatules métalliques

Spectrophotométre UV-VIS (SHIMACLZU 1240 MINI)

Tubes & essai en verre

Trousse a dissection contenant, des aiguilles, des pinces hémostatiques, la paire de
ciseaux fins, de gros ciseaux, aiguilles de fixation ect...

Vortex

Réactifs

Acide acétique a 100%

Acide chlorhydrique (HCI) a 37%
Acide gallique (C7H605)
Alcool

Ammoniaque

Carbonate de sodium (Na2CO3)
Carragenine

Chloroforme

Eau distillée (H20)

Eau physiologique

Ethanol a 96% (C2H60)

Ether de pétrole

Folin Ciocalteu

Paraffine

Xylene
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Annexe 02 : Courbe d’étalonnage représentant la teneur en

polyphénols totaux (exprimée en mg EAG/100g PS) :

0,9 1 y =7,8x

2 _
0,8 - R*=0,9903

0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -

0,1 -

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
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Glossaire

Phytothérapie : Traitement médicale par I’emploi des plantes médicinales comme remedes.

Un métabolite secondaire : est une molécule qui, par exclusion, n'appartient pas au
métabolisme primaire. Ce dernier est indispensable a la nutrition, il assure la croissance, le
développement d'un organisme. Les métabolites primaires rassemblent les acides aminés, les

lipides, les sucres ou les acides nucléiques, par exemple.

Les alcaloides : sont des molécules organiques hétérocycliques azotées basiques pouvant avoir
une activité pharmacologique. Se sont des substances alcalines azotées d'origine végétale.

Les polyphénols : constituent une famille de molécules organiques largement présente dans le

regne végétal. Ces composes sont les produits du métabolisme secondaire des plantes.

La macération : est un procédé qui consiste a laisser séjourner un solide dans un liquide pour
en extraire les composes solubles, ou bien pour qu'il absorbe de ce liquide afin d'en obtenir le

parfum ou la saveur, pour le conserver ou pour qu'il s'y décompose.
Antifongique : médicament actif contre les champignons.

Anticancéreuse : médicament utilisé pour traiter le cancer

Antipyrétique : médicament utilisé pour traiter la fiévre

Antimicrobiens : médicament utilisé pour traiter des maladies microbiennes.

Anti-inflammatoire : il s’agit d’un groupe de médicaments destinés a traiter une réaction

inflammatoire et les maladies qui en résultent telles que les manifestations rhumatismales

Antioxydant : une substance qui lutte contre le stresse oxydatif, protégent la cellule d’une

oxydation par les radicaux libres et empéchent I’altération des composés organiques.

Antispasmodiques : médicament destiné a faire baisser la tension et soulagent les spasmes

musculaires.
Antalgique : sont des substances qui calme les douleurs.

Antimicrobien : est une famille de substances qui tuent (bactéricide) ou ralentissent

(bactériostatique) la croissance des microbes tels les bactéries (activité antibactérienne), les
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mycetes (activité antimycosique), les virus (activité antivirale), ou les parasites (activité

antiparasitaire).

DL-50 : La dose létale médiane (DL50), ou concentration létale médiane (CL50), est un

indicateur quantitatif de la toxicité d'une substance.

Adhésion cellulaire: L'ensemble des mécanismes cellulaires et moléculaires mis en ceuvre pour

faire adhérer les cellules entre elles ou avec le milieu qui les entoure.

Lipoprotéines: Protéines présentes dans le plasma, constituées de 1’apolipoprotéine, de

cholestérol, de triglycérides et de phospholipides.

Vasodilatation: Augmentation du diametre des vaisseaux sanguins par dilatation.
Diurétique : Un diurétique est une substance qui augmente la sécrétion urinaire.
Exsudats : Liquides organiques qui suintent au niveau d'une surface enflammée

(Edéme pulmonaire : une accumulation de liquide dans les alvéoles pulmonaire



Résumé

Fumaria agraria, appartenant a la famille des Fumariacées et qui pousse dans les régions
méditerranéennes, est caractérisée par son usage thérapeutique contre diverses maladies dont celles liées
a ’inflammation. Notre étude s’est intéressée a 1’évaluation de 1’activité anti-inflammatoire, antalgique
et ’effet toxique d’extrait aqueux de la partie aérienne de Fumaria agraria, in vivo. L’examen
phytochimique qualitatif réalisé sur cet extrait montre la richesse de la plante en composés phénoliques.
D’une autre part, I’extrait aqueux de F. agraria ne présente aucun signe de toxicité remarquable, a la
concentration de 1000 mg/kg, dans le test de toxicité aigiie. L’évaluation in vivo de I’activité anti-
inflammatoire de I’extrait aqueux de la partie aérienne de Fumaria agraria a montré une réduction du
volume d’cedeme significative avec une inhibition maximale de 66.17%. Le test pharmacologique
réalisé in vivo chez les souris BALB/C, a montré que I’extrait aqueux de F. agraria posséde une activité
antalgique significatif en réduisant le nombre de contorsions abdominales a toutes les doses, avec un
pourcentage d’inhibition maximale de 86.76%, 75% chez le sexe méle et femelle respectivement,
dépendant a la concentration de100 mg/Kkg.

Mots clés : Fumaria agraria, composés phénoliques, extrait aqueux, activité anti-
inflammatoire, toxicité, activité antalgique

Abstract

Fumaria agraria, belonging to the Fumariaceae family and which grows in the Mediterranean regions,
is characterized by its therapeutic use against various diseases including those related to inflammation.
Our study was interested in the evaluation of the anti-inflammatory, analgesic activity and the toxic
effect of agueous extract of the aerial part of Fumaria agraria, in vivo. The qualitative phytochemical
examination carried out on this extract shows the richness of the plant in phenolic compounds. On the
other hand, the agueous extract of F. agraria does not show any sign of remarkable toxicity, at the
concentration of 1000 mg/kg, in the acute toxicity test. The in vivo evaluation of the anti-inflammatory
activity of the aqueous extract of the aerial part of Fumaria agraria showed a significant reduction in
the volume of edema with a maximum inhibition of 66.17%. The pharmacological test carried out in
vivo in BALB/C mice showed that the aqueous extract of F. agraria has significant analgesic activity by
reducing the number of abdominal contortions at all doses, with a maximum inhibition percentage of
86.76 %, 75% in male and female sex respectively, depending on the concentration of 100 mg/kg.

Key words: Fumaria agraria, phenolic compounds, aqueous extract, anti-inflammatory activity,
toxicity, analgesic activity.
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