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Introduction géenerale

Introduction :

Depuis des siecles, les plantes étaient utilisées par I'hnomme non seulement pour se nourrir et se
protéger, mais aussi pour sa santé et son bien-étre. Les extraits et les préparations a base de plantes ont été
utilisés depuis longtemps par les guérisseurs et les médecins, et ils sont encore aujourd'hui la source de la
plupart des soins de santé primaires de la population rurale mondiale sont basés sur les plantes, méme en
comparaison avec la médecine moderne, qui fournissent toujours les matiéres premiéres essentielles pour

environ 25 % des médicaments prescrits. (Fowler, 2006)

On considére qu'une plante est médicinale ou officinale lorsqu'un de ses organes présente des
propriétés pharmacologiques valables pour la thérapeutique. De maniére traditionnelle, on n'utilise qu'une
partie particuliere de la plante, comme telle. Que ce soit la racine, la feuille, la fleur ou la graine, entre
autres choses. Les plantes a usage médicinal sont utilisées depuis les temps anciens et accompagnent
I'évolution de I'hnumanité. Effectivement, la phytothérapie propose une alternative aux médicaments

synthétiques.(Amine Daoudi, 2016)

La phytothérapie ou la médecine traditionnelle est une méthode ancestrale qui repose sur une
connaissance traditionnelle transmise de génération en génération. Les plantes médicinales sont percues
comme un bien essentiel pour I'hnumanité, notamment pour les populations défavorisées des pays en
développement qui sont dépendantes de ces plantes pour leurs soins de santé essentiels et leur mode de
vie. (Souad Salhi, 2010)

Carlina gummifera est une espéce d'Asteraceae, commune dans les pays du bassin méditerranéen.
Elle est commune dans la nature a I'état sauvage, elle est aussi accessible chez les herboristes sous forme
de fragments desséchés du rhizome. C'est une plante herbacée, vivace, épineuse, avec une grosse racine
qui lui permet de survivre pendant de longues anneées. Les fleurs fleurissent pendant I'été, de juin a juillet.
Elles produisent une sorte de glu avec la racine (S. Skalli, 2012).Elle est une plante médicinale
communément utilisées en Algérie dans la gestion traditionnelle de différentes maladies comme 1’ulcére,
I’épilepsie, syphilitique. Elle été rapportées pour avoir une grande valeur médicinale. Malgré ses propriétés
médicinales potentielles, Carlina gummifera contient également des composés toxiques, principalement
concentrés dans les racines. Les plus importants sont l'atractyloside et la carboxyatractyloside, des
diterpénoides glucosides qui peuvent inhiber la phosphorylation oxydative mitochondriale (larabi A.,
2012)
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D’aprés 1’étude in vivo de Belmahi Mohamed Habib, 2020 pour 1’évaluation de la toxicité aigué
d’une substance actif de Carlina gummifera administré par voie orale chez la souris, afin de déterminer la
dose létale 50 (DL50), qui est la dose provoquant la mort de 50% des sujets testés. Les résultats montrent
que cette substance a une toxicité aigué dose-dependante chez les souris. La DL50 calculée varie entre
83,3 mg/kg et 115 mg/kg selon les méthodes utilisées. Les doses élevées entrainent une mortalité
significative et des signes cliniques séveres, indiquant un potentiel toxique important de cette substance.
Afin de pouvoir exploiter les propriétés phyto thérapeutiques de cette plante en toute sécurité, il est
essentiel de déterminer les doses sans effets toxiques. Cela ne peut se réaliser qu’a travers des études de
toxicité in vivo aigue, subaigue , subchronique ainsi que des études de cytotoxicité (in vitro) comme le

pouvoir anti-hémolytique ou encore la viabilité cellulaire.

Actuellement, les études sur les propriétés anti-inflammatoires, anti-hémolytiques et viabilité cellulaire
des extraits de rhizome de Carlina gummifera sont trés limitées d’ou la présente étude. Ainsi, a travers ce
modeste travail, on va essayer de répondre aux questions suivantes : Dans quelle mesure les extraits de
rhizome de Carlina gummifera présentent-ils des propriétés anti-inflammatoires, anti-hémolytiques et de
viabilité cellulaire ? Quels sont les composeés actifs responsables de ces effets ? En répondant a ces deux
principales questions, on pourra atteindre les objectifs du présent travail : Evaluation scientifique des
effets anti-inflammatoires, anti-hémolytiques et de viabilité cellulaire de deux extraits de rhizome Carlina

gummifera et cela dans le but de valider en toute sécurité leur potentiel thérapeutique et/ou phytochimique
Ce travail est organisé en trois parties :

-Synthése bibliographique: qui occupe des généralités sur les plantes médicinales, la phytothérapie et la

plante étudié

-Matériels et méthodes : les principales techniques utilisées pour évaluer les propriétés pharmacologique

des deux extraits de rhizome de Carlina gummifera

- Résultats et discussion: qui montrent 1’évaluation de [I’activité antihémolytique, activité anti-

inflammatoire et la viabilité cellulaire.
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1. Généralités sur les plantes médicinales :

1.1 Definition des plantes médicinales :

Les plantes médicinales ont joué un réle crucial dans les pratiques de guérison au sein des communautés
locales a travers le monde pendant des millénaires (Shakya, 2016). Actuellement, elles continuent d’étre

une méthode de soin de santé privilégiée par 85 % de la population mondiale (Yousefi, 2022)

Selon la Xéme édition de la Pharmacopée francaise, les plantes médicinales sont définies comme des
drogues végeétales, conformément a la Pharmacopée européenne, possédant au moins une partie dotée de
propriétés médicamenteuses (Ouedraogo, 2021) Certaines de ces plantes médicinales sont également

utilisees a des fins alimentaires, en tant que condiments ou pour la préparation de boissons hygiéniques.
1.2 Mode d’administration de la plante médicinale :

Tableau 1 : Mode d’administration de la plante médicinale (Nogaret-Ehrhart, 2006)

Infusion versez de I'eau bouillante sur la plante (environ une cuillerée a café de plante par
tasse), puis laissez infuser pendant dix a vingt minutes. Une fois préte, une
infusion peut étre conservée au réfrigérateur pendant un maximum de 48 heures.

Idéalement, il est recommandé de ne pas sucrer les tisanes

La décoction c'est le processus de faire bouillir une ou plusieurs plantes dans de 1’eau, utilisé
pour extraire les principes actifs des parties de la plante qui ont du mal a les
libérer

Macération consiste & mettre en contact le médicament correctement divisé avec de l'eau de
boisson, maintenue a température ambiante pendant au moins 30 minutes et au

maximum 4 heures

Poudre obtenue par le broyage de la plante séchée ou de ses parties actives a l'aide d'un
broyeur ou d'un mortier, elle peut étre utilisée pour préparer un extrait. Cette

poudre peut étre diluée avec de I'eau ou mélangée avec de la nourriture.

Teinture elle est obtenue par un contact prolongé (entre 3 et 5 semaines) entre des plantes

séchées et une quantité variable d'alcool

Cataplasme dans ce procédé, la plante est hachée grossiérement, puis humidifiée avec un peu
d'eau et chauffée pendant 2 & 3 minutes. Ensuite, elle est pressée et recouverte
d'un pansement de gaze appliqué sur la zone douloureuse pendant 3 ou 4 heures
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Les cremes tout comme les onguents, sont composées des mémes ingrédients, mais elles

integrent de I'eau chaude dans leur préparation

Compression pour réaliser une compression, immerger un chiffon propre dans I'infusion ou la

décoction afin de soulager la douleur

Les pommades consistent en des mélanges d'huiles vegétales telles que I'huile d'amande,
combinées a de la cire d'abeille fondue puis refroidie pour durcir. On y ajoute
également 20 a 30 gouttes d'huiles essentielles. Elles peuvent étre conservées

pendant plusieurs mois

1.3 Forme d’utilisaion des plantes médicinales :
Les plantes médicinales peuvent étre utilisées sous diverses formes : fraiches, seches ou stabilisées.

-Les plantes fraiches sont souvent utilisées pour préparer des teintures meres, qui servent de base a la
fabrication de medicaments homéopathiques. Il arrive fréquemment qu’elles soient confondues avec les

teintures officinales, qui sont employées comme médicaments allopathiques.

-Les plantes séchées sont utilisees pour produire des teintures officinales, des extraits, des nebulisats et
des poudres. Bien que commercialement, les poudres semblent avoir recu une attention particuliére, étant
considérées comme représentant le « totum » de la plante, elles ne constituent pas pour autant une

solution universelle pouvant guérir toutes les maladies, contrairement a ce que 1’on pourrait penser.

-Les plantes stabilisées sont utilisées pour la préparation d’intraits, ou 1’alcool ou la chaleur sont
employés pour inhiber les enzymes qui pourraient altérer la qualité des plantes. Cela garantit la

conservation des constituants dans leurs structures d’origine (Gurib et al, 2006).

2. Généralités sur la phytothérapie :

2.1 Déefinition de la phytothérapie :

La phytothérapie, selon Bruneton (1999), désigne un traitement allopathique qui utilise des plantes, leurs
parties ou des préparations & base de végétaux pour prévenir et traiter divers troubles fonctionnels ou

pathologiques, gue ce soit par consommation interne ou application externe (WICHTL et al, 2003).
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2.2 La phytothérapie en Algérie :

L'Algérie, avec une étendue de 2 381 741 km?, se distingue comme le plus vaste pays bordant la
méditerranée. Sa renommée découle de sa riche diversité en plantes médicinales et aromatiques,
largement utilisées a travers tout le territoire national. Ces connaissances traditionnelles sont transmises
de génération en génération au sein des populations, principalement rurales, constituant un précieux

patrimoine familial oral, souvent préservé par les femmes agées et analphabetes.

Dans le désert du Hoggar, ou les médecins se font rares dans certaines zones éloignées, les Touaregs
recourent aux secrets des plantes médicinales et aromatiques, hérités de génération en génération. Dans
les montagnes de Kabylie, lorsque les routes sont bloguées par la neige, les habitants utilisent également
ces ressources pour traiter divers maux, notamment en fumant les feuilles d'eucalyptus contre la grippe.
Pendant les migrations saisonnieres dans la steppe, les nomades font appel a l'armoise blanche pour

soulager les problémes d'indigestion (llbert et al, 2016).

3. Carlina Gummifera :
3.1 Définition :

Carlina gummifera, également connu sous le nom de chardon a glu, est une plante originaire d’Afrique du
Nord faisant partie de la famille des Astéracées. Cette plante est impliquée dans plusieurs cas
d’intoxications séveres, souvent accidentelles (en raison de la confusion avec I’artichaut sauvage), mais
¢galement dans des cas intentionnels lors de tentatives d’autolyse. Selon les données du Centre Anti-
Poisons d’Alger pour la période allant de 1991 a 2009, cette plante est la principale cause d’intoxications,
représentant 10 % des cas d’intoxication par les plantes. Les déces dus a I’intoxication par cette plante sur
la méme période représentent 15 % du nombre total de déces, toutes causes confondues (soit un total de
332 déces) (Larabi et al, 2012).
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Figure 1 : Carlina gummifera

3.2 Classification :

3.2.1 Systématique :

D’apres la classification APGIII (Dupont et al, 2015) :
Embranchement : Embryophytes
Sous-embranchement : Trachéophytes ;

Super classe : Spermaphytes ;

Classe : Angiospermes ;

Clade : Triporées (anciennement Eudicots) ;
Sous-lasse : Asterideae ;

Clade : Campanulideae (ou Euasterideae Il) ; Ordre : Astrales ;
Famille : Asteraceae ;

Genre : Atractylis ;

Espéce : Atractylis gummifera L.
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3.2.2 Nomenclature :

Nom scientifique : Atractylis gummifera L
Noms vernaculaires :

e Arabe Addad, Chouk el eulk, Laddad .

e Berbére Akhfioun, Taboune khart, Tifrioua, Tilisten, laddad.

e Francais Chardon a glu, Caméléon blanc, Carline a gomme.

e [talien Masticogna, Laticifera.

e Anglais Stemless, Atractylis, Bird-lime, Glue thistle (The Euro + Med Plantbase Project (en
ligne, 2021).

Synonymes botanique :
Carlina gummifera DC
Carlina gummifera Less

Acarna gummifera Brot
Acrna gummifera Willd

Acoma gummifera Brot (Lim, 2015) (Dupont et al, 2015)
3.3 Description botanique :

Carlina gummifera est une plante herbacée, épineuse et odorante, caractérisée par ses parties souterraines

robustes et persistantes. Elle se compose de deux parties distinctes :
-une partie aérienne comprenant tige, feuilles, fleurs et fruits.

-une partie souterraine dominée par un gros rhizome pivotant et charnu, pouvant mesurer de 30 a 40
centimétres de long et de 7 a 8 centimétres de diametre (figure 01). La croissance de la plante débute a la

fin de I’automne, et elle fleurit en été (Ait youssef, 2006).

1. Partie aérienne :
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- Tige :

La tige est acaule, ce qui signifie qu'elle est soit absente, soit trés court. (Figure 02)

Figure 2 : Latige de Carlina gummifera (Bezanger et al, 1980)

- Feuille :

Les feuilles émergentes des le début de I'hiver, prenant une forme basilique et s'organisant en une rosette
étalée sur le sol (figure 1) Elles sont caractérisées par leur longueur et leurs épines, mesurant de 50 a 60
centimétres de long pour 10 centimetres de large. Ces feuilles sont regroupées en bouquets étalés sur le

sol, conférant & la plante une silhouette semblable & un écusson aplati (figure2) (Anne-Marie et al, 1978)

Figure 3 : Feuille de Carlina gummifera disposés en rosette (Bezanger et al, 1980)

-Inflorescence :

L'inflorescence se compose d'un ou de plusieurs gros capitules de fleurs ou de fleurons. Habituellement
solitaire, le capitule peut parfois se regrouper en 2 a 4 unités au centre de la rosette, sur une tige trés

courte. Mesurant de 6 a 10 cm de diametre, il adopte une forme cylindrigque et est entouré de bractées
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formant un involucre, appelé "gummifere”, qui est de forme subglobuleuse. Cet involucre comporte de

nombreuses bractées disposées sur trois couches successives (Ait youssef, 2006).

Figure 4 : Inflorescence (capitule) de Carlina gummifera (Fiori et al, 2016)

- Fleurs :

Les fleurons émergent pendant I'été, généralement entre les mois de juin et de juillet. lls sont désignés

sous le terme de "fleurons" et se caractérisent par une corolle gamopétale, s'épanouissant tres pres du

sommet en cing lobes égaux.
A leur base, ils sont entourés de poils soyeux portés par l'ovaire. Ce dernier est uniloculaire, ne contenant

qu'un seul ovule (Lefranc et al, 1866).

Figure 5 : Poils soyeux du capitule floral du Carlina gummifera (Derraji, 2014)
- Bractées :

Les bractées, pour la plupart munies d’épines, libérent un latex de couleur créme a blanc jaunatre a leur

base, formant une sorte de glu qui solidifie, d’ou le nom vernaculaire « chardon a glu ». Ce latex est
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¢galement appelé « gomme » par certains auteurs (d’ou le nom latin de I’espéce : gummifera ou
gummifere, signifiant « qui porte de la gomme »). Il n’apparait qu’aprés la fructification de la fleur
(figure05)

On peut distinguer trois types de bractées :

. Les bractées internes : dépourvues d’épines et de couleur rouge purpurin en partie supérieure.
. Les bractées médianes : avec des épines Iégeres.
. Les bractées externes : de forme oblongue linéaire, se rétrécissant en une épine robuste et munie

de dents épineuses le long de leurs bords (figure6) (Ait youssef, 2006).

Figure 6 : Bractées épineuses entourant le Figure 7 : Bractée externe du capitule
capitule floral Carlina gummifera (Derraji, floral de Calina gummifera (Derraji, 2014)
2014)

- Fruit :

Le fruit est un alkéne surmonté d'une aigrette ou pappus de poils blancs (Maisa, 2008).

Figure 8 : Capitule floral desséché avec des pappus (Derraji, 2014)
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2. Partie sous terrain :

Les parties souterraines, charnues lorsqu’elles sont fraiches, se composent d’un rhizome principal de
grande taille en forme de navet, accompagné de racines fines et de rhizomes rampants. Ces structures ont
une section trés dure, fibreuse et jaunatre, avec des stries concentriques visibles.(Ait Youssef, 2006),
(Lefranc et al, 1866).

Figure 9 : Rhizome frais de Carlina gummifera (Derraji, 2014)
3.4 Distribution geographique :

La plante est largement répandue en Europe, en Afrique, en Amérique du Sud et en Asie, mais elle est
surtout présente dans la région méditerranéenne. Ses habitats incluent I'Algérie, le Maroc, la Tunisie, la
France (notamment dans la Haute-Marne et en Corse), I'Espagne (particuliérement dans les régions de
Valence et de Murcie), I'ltalie (principalement prés de Naples, en Sardaigne et en Sicile), la Grece, le

Portugal, et d'autres régions.

En Algérie, la plante se trouve dans toute la région cétiére et dans les montagnes du Tell, depuis le niveau
de la mer jusqu’au sommet des Babors et de I'Ouarsenis, a des altitudes allant de 1500 a 1900 metres. Des
gites sont signalés dans plusieurs villes algériennes, notamment a El Kala, Annaba, Guelma, Eulma,
Constantine, Batna, Tizi Ouzou, Bejaia, Bouira, Alger, Miliana, Tiaret, Mostaganem, Sig, Sidi bel Abbes
et Oran. (Khadhri, 2013) (Mejdoub et al, 2022).

4. L’étude chimique du carlina gummifera :

En avril 1865, dans les environs de Mostaganem, LEFRANC a effectué une analyse des Racines de
Carlina gummifera. Qui avaient été récoltées et séchées a 1’air. Les proportions des composants suivants

ont été obtenues selon cette analyse.
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-Inuline (46,5%)
-Cellulose (25%)

-Sucres (8%)

-Matiére minérales (4.5%)

-Eau (4%) (Bouabid et al, 2019)

On trouve aussi les composants suivants :

-Des hétérosides diterpéniques bisulfates (atractyloside et carboxyatractyloside)

-Des hétérosides flavonoidique (orientine, homo-orientine, corymboside, néocorymboside);
- L asparagine ;

-Divers acides organiques (acide acétique, iso valérianique, oxalique et malique).

-De nombreux acides aminés (acide aspartique et glutamique, proline, leucine, valine,

Ett- Trace d’huile essentielle ; ryptophane).

-Latex (Ait youssef, 2006)

Il est important de noter que les proportions des composants mentionnés ci-dessus présentent des
variations en fonction de la région et de la saison. Les taux d’atractyloside dans les racines varient de 0,12
% en juin a 0,33 % en decembre en Sardaigne, et de 0,97 % en mai a 1,34 % en décembre en Algérie.
Selon I’analyse effectuée par LEFRANC en 1866 sur le suc des racines récoltées a la fin de février, il a
été révélé que 1’ Asparagine n’est détectée qu’a partir du mois d’avril, spécifiquement sur le littoral de la

division d’Oran.

LEFRANC a également réalisé une étude sur les cendres de la racine de Carlina gummifera. Cette racine

émet, lors de sa combustion, une odeur tres prononcée de caramel.

Les constituants de ce résidu comprennent d’une part de la chaux, de la soude, de la magnésie, de la
potasse et du fer, et d’autre part de 1’acide chlorhydrique, de 1’acide sulfurique, de 1’acide carbonique et
de la silice (Bouabid et al, 2019).
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5. Propriété pharmacologie :

D'apres KHADHRI en 2013, Carlina gummifera démontre une capacité antioxydante attribuée a sa
concentration élevée en polyphénols. L’évaluation de cette activité antioxydante in vitro se fait en
mesurant son activité anti-radicalaire. 1l a été observé que la racine affiche une capacité de réduction du
fer plus élevée, ce qui confére a Carlina gummifera un pouvoir antioxydant significatif (Lefranc et al,
1866).

L’étude réalisée par Mejdoub et ses collaborateurs en 2019 sur les huiles essentielles obtenues a partir de
la racine de la plante, récoltée a différents stades de croissance (début de la saison de croissance en mars,
stade de la floraison en avril, et pleine floraison en mai/juin), a révélé que les huiles essentielles extraites
de Carlina gummifera en pleine floraison présentaient des propriétés antioxydantes et antifongiques
remarquables. En revanche, celles obtenues au début de la saison de croissance et au début de la floraison

ont montré une activité insecticide plus prononcée (Vanessa Steenkamp et al, 1999).

D’apres BOUABID en 2020, I’analyse phytochimique de la partie souterraine de la plante a révélé une
concentration élevée de flavonoides et de tannins dans les extraits aqueux et organiques. Les études
pharmacologiques, tant in vitro qu’in vivo, ont démontré que les extraits de la plante, notamment ceux
obtenus par maceération aqueuse et méthanolique, constituent une source importante d’antioxydants
naturels. Ces extraits ont été observés pour leur capacité a prévenir la peroxydation lipidique et a stimuler

la sécrétion du superoxyde dismutase (SOD), une enzyme antioxydante essentielle (Obatomi et al, 1998).

6. Propriétés physico- chimiques :
6.1 Latex:

6.1.1 Suc de racine :

Ce liquide légérement visqueux a une saveur acre lorsqu’il est frais. Cependant, une fois desséché, il

devient insipide et sans odeur. De plus, il est trés volatil méme a température ambiante

1. Action de I’eau : insoluble dans I’eau froide ou bouillante, il se ramollit et se gonfle dans celle- ci, y

fond et s’y divise, par le mouvement de 1’ébullition, en flocons soyeux, trés-délies

2. Action de ’alcool : avec I’alcool a 85° bouillant, méme phénomeéne avec 1’eau ; mais cet agent en

dissout des traces

3. Action de I’éther et de la benzine : la dissolution est compléte et prompte méme a froid; une addition

d’eau précipite ces liqueurs
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4. Action de la potasse et des acides forts : il n’est pas attaqué par une solution de potasse concentrée et

bouillante
5. Action de I’acide azotique du commerce : a la température de 1’ébullition, il se colore en jaune

6. Action de I’acide sulfurique : il prend la teinte groseille, passagere, qui était déja signalée comme se

produisant sur des tranches de racine fraiche soumise a la méme épreuve (Bouabid et al, 2019).

6.1.2 Suc de réceptacles :

La substance dite gommeuse le liquide qui s’écoule du réceptacle est insipide et sans odeur ; il devient
mou entre les doigts en dégageant une odeur caractéristique de caoutchouc. Son comportement face aux

agents mentionnés est similaire a celui du latex desséché.

En résumé, il semblerait qu’il s’agisse essentiellement d’une forme de caoutchouc des deux cotés. La
seule différence notable réside dans 1’état physique du liquide .Dans le cas du latex concret, le caoutchouc

est émulsionné, formant des globules et apparaissant sous forme de larmes blanchatres et opaques.

Tandis que dans le cas du liquide du réceptacle, le caoutchouc est compact et élastique, se présentant sous

forme de larmes translucides et jaunatres (Bouabid et al, 2019).

6.2 Racine:

Les alcalis libres ou carbonatés, les per sels de fer et I’acide sulfurique développent, au contact de tranche

de racine de Carlina Gummifera, des colorations qui peuvent aider a 1’identifier:

a. Les gaz ammoniac, I’ammoniac liquide, 1’eau de chaux, ainsi que la potasse ou la soude libres ou
carbonatées entrainent une coloration générale jaune-citron, plus prononcée dans les zones correspondant

aux dépots interstitiels de sucs propres.
b. Les persels de fer provoquent une coloration verdatre.

c. L’acide sulfurique induit une coloration rouge groseille vive, bien que temporaire (Bouabid et al,

2019).

6.3 Hétérosides diterpéniques :

L’atractyloside et le carboxyatractyloside (Bouabid et al, 2019)
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7. Principes actif :
7.1 Hétérosides diterpéniques :
7.1.1 Atractyloside :

C’est en Algérie, les premiéres recherches botaniques et chimiques sur Carlina gummifera ont été
entreprises en Algérie. En 1866, Lefranc, pharmacien militaire et botaniste, entreprend 1’étude chimique
et pharmacologique de la plante. Il parvient a isoler le principal principe actif, I’atractyloside (ATR), dont
Wunschendorf et Braudel établissent la formule, ainsi que celle de ses dérivés issus de I’hydrolyse (ET,
1964) (Lugasi et al, 2003).

Figure 10 : Structure de I’atractyloside (Jean, 2009)

7.1.2 Carboxyatractyloside :

Ce n’est qu’en 1964 que le deuxiéme principe toxique a été isolé par Danieli et ses collaborateurs, connu
sous le nom de gummiférine ou 4-carboxyatractyloside (CTR). Cette substance se distingue de I’ATR par
la présence d’un second groupe carboxylique en position C-4 du cycle diterpénique. C’est un composé
voisin de I’atractyloside, mais de toxicité considérablement plus élevée et est également présente dans
d’autres plantes telles que Wedelia asperrima. Sa différence avec 1’atractyloside réside dans la présence

d’un second groupement carboxylique en position C.
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Figure 11 : Structure du carboxyatractyloside (Jean, 2009)
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Ces deux principes toxiques sont des hétérosides a génine diterpénique dérivée du Kaurén (Nathalie et al,

2006).

7.2 Polyphénols :

Les polyphénols sont des composés phénoliques sont des produits issus du métabolisme secondaire des
plantes, et se caractérisent par la présence d’au moins un noyau benzénique li€ a au moins un groupe
hydroxyle libre ou impliqué dans une autre fonction telle que les éthers, esters ou hétérosides (Khadhri,
2013) (Marica et al, 2004)

On les retrouve dans toutes les parties des plantes supérieures, y compris les racines, les tiges, les feuilles,

les fleurs et les fruits (Havsteen, 2002)

Les principaux polyphénols présents dans la plante Carlina gummifera sont les flavonoides et les tanins
(Mojca et al, 2005).

7.2.1 Flavonoide :

Les flavonoides représentent une varieté étendue de composés naturels est regroupée sous cette catégorie.
Ce sont des molécules aromatiques poly-substituées qui agissent comme pigments, conférant des teintes

jaunes, oranges et rouges a divers organes végétaux (DACOSTA, 2003) (Effendi et al, 2006).

Les flavonoides sont des dérivés benzo-gamma-pyrane leur structure de base est constituée de deux
noyaux aromatiques (A et B), reliés par un hétérocycle oxygéné qui désigne la lettre C. Ces composés
peuvent étre classés en plusieurs catégories, parmi lesquelles les flavones, les isoflavandiols, les
flavanols, les flavondiols, les chalcones et les anthocyanes sont les plus significatives (Cakova, 2013)
(Jean, 2009) .
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Figure 12 : Structure de base des flavonoides (Sandali, 1970)
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-Flavones et flavonols :

Chez ce type de flavonoides le cycle A est caractérisé par la présence de deux hydroxyles phénoliques,
qui peuvent étre soit libres soit éthérifiés. La distinction majeure entre ces deux sous-groupes réside dans
le fait que les flavones ne possedent pas d’hydroxyle en position C-3 (Sandali, 1970).

Lot & I e

Figure 13 : Structure des flavones (CHAUMONT et al, 2011)

Les principales flavones trouvées dans Carlina gummifera sont : I’isoschaftosid, 1’orientine, le
corymboside, I’homo- orientin, le néocorymboside (EL FENNOUNI, 2012).
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Figure 14 : Flavones présentes dans Carlina gummifera (Derraji, 2014)
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7.2.2 Anthocyanes:

Le terme «Anthocyane» fait référence a la substance qui est responsable de la coloration bleue des fleurs
(du grec; anthos, fleur et kuanos, bleu). 1l est généralement utilise comme un terme général englobant a la
fois les anthocyanidols et leurs dérivés glycosylés. Ces composés constituent un groupe de pigments
hydrosolubles qui sont responsables de la coloration rouge, rose, mauve, pourpre, bleue ou violette que

I’on observe dans la plupart des fleurs et des fruits.

La responsable de la coloration des racines de Carlina gummifera, c’est : les anthocyanes a leur structure
fondam entale est intégré un noyau "flavone™ qui est généralement glucosylé en position C3
(CHAUMONT et al, 2011).

7.2.3 Tanins:

Les tanins condenses, également appelés proanthocyanidols, sont des polymeres de flavanoides. Ils se
forment & partir d'unités de flavan-3-ols reliées entre elles par des liaisons carbone-carbone.
L'épicatéchine et la catéchine sont généralement les unités structurelles de base de ces polymeéres
(CHAUMONT et al, 2011).
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Figure 15 : Structure de base des tannins condensés (CHAUMONT et al, 2011)

8. Usage thérapeutique :
8.1 Partie sous terrain :

8.1.1 Usage traditionnels :

Les propriétés thérapeutiques et les dangers de Carlina gummifera sont connus depuis des siécles. Au
premier siécle avant J.C., le pharmacologue et médecin grec Pedanius Dioscorides d’ Anazarbos a fourni
une description détaillée de la plante et de ses effets. De méme, Theophrastus a également noté les effets

toxiques de la plante sur les animaux (Hmamouchi, 1999).
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I1 est recommandé d’utiliser localement des extraits de racine de Carlina gummifera pour traiter toutes
les lésions infectieuses et inflammatoires de la peau. Cependant, il est fortement déconseillé de considérer

un traitement par voie interne, en raison de la toxicité de la plante.

En Algérie, la plante était réputée pour sa forte toxicité lorsqu’elle était ingérée, en raison de ses effets
narcotiques. Cependant, elle était également reconnue pour ses propriétés purgatives a des doses tres
faibles. En Gréce antique, elle était utilisée comme plante médicinale pour traiter 1’hydropisie et comme
vermifuge. De plus, il était noté que cette espece était déja réputée pour étre toxique pour les chiens et les
porcs (Ait youssef, 2006).

Cette plante est couramment utilisée dans la medecine traditionnelle, principalement pour traiter
L’ulcéres syphilitique, 1’épilepsie, ses propriétés antipyrétiques, diurétiques, émétiques (Belarbil et al,
2013) (Khabbal et al, 2018) (Sandali, 1970).

8.1.2 Usage thérapeutique :

Dans certaines régions d’Espagne et du Portugal, le chardon a glu est également utilisé pour ses propriétés
cicatrisantes. Il est employé pour traiter les ecchymoses, les entorses, 1’arthrite, les thumatismes, ainsi que
comme agent purificateur du sang. En application topique, la plante est utilisée sous forme de lavage ou
de cataplasme, qu’il soit réalis¢ a partir de racines fraiches, séchées ou torréfiées. De plus, les morceaux

de racine frits dans de I’huile d’olive peuvent également étre appliqués (Bellakhdar, 1998).

Les fleurs étaient utilisées pour des besoins internes pour sous forme d’infusé pour le traitement des crises

de convulsion et de 1’épilepsie.

Elle est employée en inhalation aérosol, administrée par fumigation, dans le traitement des céphalées,
vertiges (Ait youssef, 2006) les paralysies : On prépare la racine du chardon a glu en la faisant cuire dans
une marmite neuve remplie d’eau. Ensuite, on expose le membre paralysé aux vapeurs dégagées par la

cuisson de la racine (Bellakhdar, 1998).

En usage interne, elle est utilisée pour arréter les hémorragies un fragment d’environ 3 cm de la racine
séchée est cuit dans de 1’;eau pendant une longue période et ensuite pressé, avec 1’idée présumée
d’;éliminer ses éventuelles propriétés négatives, selon les affirmations d’un fqih (bien qu’il n’y ait aucune
preuve que les principes actifs toxiques soient sensibles & la chaleur, a la cuisson prolongée, ou a

I’essorage) (Ait youssef, 2006).
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En usage interne la racine séchée est employée aprés avoir été bouillie longuement dans de 1’eau pour le
traitement des cedémes et utilisé contre la manie (Charnot, 1945) (Larrey et al, 1995) (Karimine,
1986).

On peut préparer un bouillon avec la racine d’« Addad », dans lequel on cuit des ceufs et des feves. Apres
cuisson, le bouillon est jeté et les ceufs et féves cuits sont consommeés utilisé contre la jaunisse et les

maladies de la poitrine (Yang Wang et al, 2011).

Une autre préparation permet de vaincre 1’asthénie : on peut préparer un bouillon avec la racine d’«
Addad », dans lequel on cuit des ceufs et des feves. Apres cuisson, le bouillon est jeté et les ceufs et féves

cuits sont consommés (Karimine, 1986).

Dans la pharmacopée chinoise ¢’est un médicament traditionnel a base d’atractyloside est employé¢ pour

traiter les infections nasales et atténuer les maux de téte (Yang Wang et al, 2011).

Une autre préparation permet de vaincre ’asthénie : on peut préparer un bouillon avec la racine d’«
Addad », dans lequel on cuit des ceufs et des féves. Apres cuisson, le bouillon est jeté et les ceufs et feves

cuits sont consommes (Bellakhdar, 1998).

Dans la pharmacopée chinoise ¢’est un médicament traditionnel a base d’atractyloside est employé pour

traiter les infections nasales et atténuer les maux de téte (Hammiche et al, 2013).

8.1.3 Usage criminel :

La poudre de racine ou, de préférence, le jus de racine fraiche sont habituellement administrés en
association avec d'autres toxiques, tels que I'arsenic et la jusquiame blanche. L'ajout de cette plante, dotée
de propriétes antiémétiques, vise généralement a empécher la victime d'expulser le poison par les
vomissements (Ahid el al, 2012).

Les empoisonnements criminels liés au chardon glu entrainent généralement des conséquences néfastes.
Leur méconnaissance par les cliniciens, leur évolution rapide et leur fréquence posent des problemes
médico-légaux qui ne peuvent étre résolus que par l'identification post-mortem de I'agent responsable,
I'actractyloside. (Belarbil et al, 2013).
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9. Activités biologique :

9.1 Activité antibactérienne :

L'activité antibactérienne correspond a I'action d'une molécule ou d'un composé présent dans un végétal
qui inhibe le développement d’une bactérie ou la tue. La sensibilité des bactéries aux antimicrobiens varie

en fonction du type d’antimicrobien (Daniel et al, 1998).

On évalue l'activité antibactérienne en utilisant la méthode fonctionne en inhibant la croissance des

micro-organismes apres un certain temps de contact entre le produit et le micro-organisme cible.

On peut évaluer I'impact des produits antimicrobiens sur les cibles en mesurant les zones d'inhibition. En
fonction du diameétre d'inhibition, la souche sera jugée résistante (-) pour les diamétres inférieurs a 8 mm
et sensible (+) pour les diametres supérieurs a 8 mm. 8 a 14 mm ; extrémement sensible (++) pour les
diamétres compris entre 15 et 19 mm et trés sensible (+++) pour les diamétres supérieurs a 20 mm
(Himed et al, 2016).

9.2 Activité antioxydant :

Les antioxydants sont des substances qui ont la capacité de prévenir ou de ralentir I'oxydation d'autres

molécules. (Swaran, 2009).

Ces antioxydants se répartissent en deux grandes catégories, endogeénes (molécules produites par
biosynthése) et exogénes (vitamines, oligo-éléments ou antioxydants synthétiques) (Pierre Sprumont et
al, 2005).

Le béta-caroténe (provitamine A), l'acide ascorbique (vitamine C), les tocophérols (vitamine E), la
quercétine, la rutine et le pycnoge sont les antioxydants les plus connus.La majorité des antioxydants,
qu'ils soient fabriqués ou issus de la nature, contiennent des groupes hydroxyphénols dans la structure de
ces composeés naturels et certaines de leurs propriétés antioxydantes sont attribuées a la présence de
radicaux libres tels que les radicaux hydroxyle (OH) et le superoxyde (O2), ce qui leur permet de capter

les radicaux (Antolovich et al, 2002).

Selon les études contemporaines, il est démontré que les extraits et les composeés provenant de diverses
plantes contenant de I'atractyloside et du carboxyatractyloside ont des effets pharmacologiques étendus et

exploités :

-Des effets anti-inflammatoires, anti-rhinite allergiques et analgésiques. (Surriya et al, 2016)
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-Des effets antidiabétiques.

-Des effets antilipidémiques (Bouabid et al, 2019)

-Des effets insecticides (Mejdoub et al, 2022)

-Des effets antiparasitaires (Talakal et al, 1995)

-Des effets antioxydants (Khadhri, 2013) (Bouabid, 2020)

Les recherches menées par Errai et al ont confirmé le pouvoir cicatrisant du chardon a glu en utilisant un
cataplasme sec pour traiter les furoncles, la gangrene, les brilures et le cancer de la peau (Khabbal et al,
2018).

Activité anti-tumorale, aprés 1’administration du complexe alpha-foetoprotéine (AFP-ATR). Dans cette
situation, I'AFP a été choisi en raison des deux expériences positives lors du traitement des tumeurs dont

les cellules sont porteuses de récepteurs AF.P a leur surface.

On a obtenu la préparation en établissant une liaison non covalente entre le Complexe AFP et
I'Atractyloside (ATR).Le mécanisme de l'action cytotoxique de I'ATR est associé a l'impact sur la

fonction mitochondriale cellulaire, ce qui entraine 1’apoptose (Treshchalinl et al, 2017).
Il est intéressant de constater que I'efficacité des remedes est confirmée par des études pharmacologiques.

Etant donné la toxicité élevée et le rapport bénéfice/risque proche de 1, il serait judicieux de se pencher
sur d'autres études sur les composés bioactifs liés a cette plante et d'évaluer les mécanismes de

détoxification afin de développer des applications thérapeutiques a faible risque (Wenxiang et al, 2019).
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1. Notion de toxiciteé :

Depuis longtemps, la toxicologie est considérée comme la science des poisons. Elle se penche sur les
conséquences néfastes des produits chimiques sur les étres vivants. Elle utilise une grande variété de
connaissances scientifiques et s'intéresse a divers domaines de I'activité humaine : I'agriculture,

I'alimentation, I'industrie pharmaceutique, I'environnement, les milieux de travail.

Un poison, ou substance toxique, est un substance qui peut altérer le fonctionnement normal d'un étre
vivant. Il peut provenir de la nature ou de I'industrie, ou étre de nature chimique ou biologique (Notion de
la toxicologie, CNESST).

Le risque de toxicité une substance possede la capacité intrinséque de générer des effets néfastes
(toxiques) dans des conditions spécifiques d'administration (espéce, voie d'administration, sexe...) (DL50,
CL50) (Polycopie, 2021).

2. Dose effet/dose réponse :

Il est possible d'utiliser I'évaluation de la toxicité, ainsi que la classification de la toxicité, dans un but

réglementaire.

C'est une catégorisation arbitraire des quantités ou des degrés d'exposition (« trés toxique », «
extrémement toxique », « modérément toxique », etc.) a l'origine d'effets toxiques qui permet de recenser

les produits ayant une toxicité aigué.

L'analyse de la toxicité permet de classer les substances chimiques en catégories générales en fonction de
leur effet toxique essentiel, comme les allergénes, les neurotoxiques, les cancérogenes (Stephanie et al,
2012).

3. Larelation entre dose effet et dose réponse :

3.1.1 La relation dose effet :

Il sagit de la corrélation entre la dose et limpact a 1'échelle de [I’individu.
La prise de plus grande quantité peut augmenter l'intensité ou la gravité d'un effet. On peut tracer une
courbe dose-effet pour tout I'organisme, la cellule ou la molécule ciblée. Certains effets néfastes, tels que
la mort ou I'apparition d'un cancer, ne sont pas progressifs, ils sont des effets "tout ou rien" (Stephanie et
al, 2012).
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3.1.2 Larelation dose réponse :

Elle fait référence a la corrélation entre la quantité administrée et le pourcentage d'individus ayant un effet
particulier. Avec l'augmentation de la dose, un plus grand nombre de personnes sont touchées dans la

population exposee (Stephanie et al, 2012).

4. Les types d’étude de la toxicité :

L'analyse de la toxicité englobe des domaines extrémement divers. Effectivement, cela englobe des
médicaments, des armes chimiques, des végétaux, des animaux, des produits industriels et bien d’autres.
Toute substance qui doit étre commercialisée, qu'il s'agisse d'un médicament ou d'un autre produit

chimique, doit étre soumise a trois types de toxicité afin de déterminer sa dangerosité (Viau, 2003)

Tableau 2 : Formes d’intoxication (Notion de la toxicologie, CNESST)

Forme d’intoxication

Fréquence d’administration

Durée de I’exposition

Aigue Unique < 24 heures
Subaigué Répétee <1 mois
Subchronique Répétée De 1 a 3 mois
Chronique Répétee < 3 mois

5. La toxicité aigUe :

Elle apparait rapidement, voire immédiatement, apres une seule prise ou a court terme apres plusieurs
prises rapprochées. Il s'agit de Il'analyse qualitative et quantitative des effets toxiques que l'on peut
rencontrer suite a I'administration unique de la ou des substances actives présentes dans le médicament
(Ruckebusch, 1981)

La toxicité aigué fait référence a tous les effets néfastes et les symptémes qui surviennent immédiatement
aprés l'exposition de I'organisme a une seule ou plusieurs prises trés proches d'un produit chimique. En
général, les effets toxiques aigués apparaissent immédiatement ou dans les premiers jours suivant

I'exposition (Hodgson, 2010)



Chapitre Il : La toxicité de la plante « carlina gummifera »

Le concept de toxicité orale aigué est généralement associé aux mesures de létalité et de DL50. La DL50
désigne la quantité statistiguement déterminée qui, lorsqu'elle est administrée dans un test de toxicité

aigué, est susceptible de faire décéder 50% des animaux traités sur une période spécifique (Oliver, 1986)

Le produit est généralement administré aux rats ou aux souris répartis en plusieurs groupes, a des doses
croissantes suffisantes pour obtenir un pourcentage de mortalité allant de 0 % a 100 %. Dans le cas d'un
toxique inhalé, on utilise le terme de concentration létale 50 (CL50) pour désigner la concentration du
toxique dans l'air absorbé qui provoque la mort de 50 % des animaux. (Notion de la toxicologie,
CNESST).
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Figure 16 : Détermination de la dose létale 50 (DL 50) (Notion de la toxicologie)

6. La toxicité subaigué :

La toxicité subaigué désigne la libération de substances toxiques qui ne causent pas de décés rapide
pendant des semaines, des mois, voire des années. C'est la situation la plus fréquente et nous parait la plus
risquée en raison de son caractere insidieux. Les répercussions sont subtiles au debut, mais inévitables a

long terme (Bulletin de I’académie de France ,1988)

On administre quotidiennement la substance a tester a différents niveaux de dose a différents groupes
d'animaux. En regle générale, il est nécessaire d'utiliser au moins trois groupes d'essai et un groupe
témoin (OECD/OCDE, 2008)

Il se distingue de la toxicité aigué par le fait qu'une grande partie de la population peut survivre a

I'intoxication, méme si tous les individus présentent des symptémes cliniques a court terme sur les
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organes cibles, parfois réversibles et résultant de I'absorption répétée du toxique, mais a des doses

inférieures a celles de la toxicité aigué (Ramade, 1979).
7. Toxicité chronique :

Une étude de toxicité chronique a pour objectif de mesurer les effets d'une substance d'essai chez une

espece de mammifere spécifique aprés une exposition prolongée et répétée (OCDE, 1979)

Plusieurs groupes d'animaux d'expérience recoivent quotidiennement la substance d'essai a des doses
progressives, en général pendant 12 mois. Ce laps de temps est suffisamment long pour permettre
I'apparition des effets de toxicité cumulée, tout en évitant les effets perturbateurs des modifications liées
au vieillissement (OECD/OCDE, 2008).

8. Les LOAEL :

Le LOAEL est la dose initiale testée, dans l'ordre croissant, qui entraine un effet - considéré comme
néfaste - d'une intensité ou d'une fréquence qui présente une différence statistiquement significative par
rapport au témoin. L'hypothése nulle (égalité de réponse entre la dose Di et le témoin) est donc rejetée
pour la premiére dose du protocole. Le LOAEL n'est pas une limite biologique, mais plutdt une limite

statistique qui varie en fonction du protocole expérimental.
9. Les NOAEL:

On définit le NOAEL comme la dose testée qui est immédiatement inférieure au LOAEL. Quand la dose
initiale testée (D1) entraine déja un effet significativement différent du témoin, il n'est pas envisageable
de définir un NOAEL. (Nathalie et al, 2009).

10. La toxicologie du Carlina gummifera :

10.1 La toxicité du carlina gummifera :

- Les cas d’intoxication en algérie :

Une analyse descriptive rétrospective a été realisée sur I'ensemble des cas d'intoxication recensés entre
1981 et 2004 au centre antipoison et de pharmacovigilance. Durant cette période, 240 individus ont été
admis a I'hopital en raison d'une intoxication au chardon a glu, dont 72 % sont des enfants de moins de 16

ans. La gravité de cette intoxication a été confirmée par une mort intra-hospice. De maniere significative,
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en effet, parmi les 182 patients dont I'évolution est connue, 98 sont décédés. ce qui représente 54 % des
déces (Hami et al, 2011) (Larabi et al, 2012)

D'apres les résultats du centre anti-poisons d'Alger (entre 1991 et 2009), cette plante se classe en
premiére position parmi les plantes responsables d'intoxications, représentant 10 % des intoxications par
les plantes. La mortalitt causée par l'intoxication par cette plante, identique
période, elles représentent 15 % du total des déceés (Hammiche, 2013) (Ahid et al, 2012)

Selon une étude menée au sein du service de pédiatrie du CHU de Tizi-Ouzou de janvier 2010 a 25 mai
2012, il a été constaté que le chardon a glu est l'une des quatre premiéres plantes responsables

d'intoxications, représentant 7% des cas d'intoxication par les plantes (Aumoraci et al, 2015)

Une étude menée dans les régions de Sétif (Est de I'Algérie) révéele que le Chardon a glu est le deuxiéme

consommateur avec 17,50 % d'intoxication par les plantes (Ahid et al, 2012)

Par conséquent, une autre étude menée a Tlemcen en 2014 montre que le Chardon a glu représente 13%
des empoisonnements causes par les plantes (2 cas sur 15 cas d'intoxication par les plantes) (Berrezoug

et al, 2014).
10.2 Les Principes actifs responsables de I’intoxication :

La toxicité de Carlina gummifera est d0 a la présence des composés toxiques, formés par I’atractyloside

(’atractylate de potassium) et le carboxyatractyloside (la gummiferine) (Hammiche, 2013)
10.2.1 Atractyloside :
A-Propriétés physico-chimiques :

La solubilité élevée de I'Atractyloside dans l'eau est observée dans la majorité des extraits aqueux

provenant des parties souterraines de Carlina gummifera (Bellakhdar, 1998)

I1 est soluble dans I’alcool 95° et, plus au moins soluble, dans les solvants organiques (Ahid et al, 2012).

B-toxicocénitique :
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Il existe peu d'informations sur les effets toxicocinétiques de I'ATR ; il n'y a aucune monographie

sur la distribution plasmatique et/ou tissulaire et il y a peu d'informations sur les voies d'excrétion
Les travaux effectués sur le métabolisme de I’ATR sont peu nombreux (Obatomi et al, 1998)

Il n'est pas encore parfaitement élucidé le réle du métabolisme, mais les données indiquent que
I'atractyloside interagit avec les systemes de biotransformation hépatiques. Le cytochrome P450 (CYP-
450) et le cytochrome b5 (CY b5) diminuent dans le contenu hépatique a cause de modifications

morphologiques et de modifications du réticulum endoplasmique (Hedhili et al, 1989)

Les dérivés de I'ATR, issus des grains de café, extraits des urines des consommateurs de café, ont une
structure légerement altérée par rapport a celle de la molécule. En isolant le glucuronide de l'acide
2-hydroxyl-15-oxoatractylane-4-carboxylique de I'urine chez les consommateurs de café, il est possible
que la fonction alcool du groupement allyl, présente dans I'analogue-ATR de l'arabica C, soit

biotransformée en un métabolite intermédiaire (Ahid et al, 2012)

Selon Bye et ses collegues, I'administration d'atractyloside intra-péritonéale pendant 4 jours a des doses
de 5, 10 et 25 mg/kg chez des rats entraine une excrétion urinaire quotidienne du toxique, en particulier
chez les animaux ayant recu les deux doses les plus élevées. Ces derniers ont excrété environ 200 mg

d'ATR/mL d'urine dans les 24 heures suivant I'administration (Sandra, 1991)

Il n'y a pas de recherches concernant la gravité de la toxicité aigué de I'ATR en relation avec les
concentrations plasmatiques ou urinaires de la molécule mére ou de ses métabolites (Ahid et al, 2012)

10.2.2 Carboxyactractyloside :

Le CATR se distingue de I'ATR en raison de la présence d'un deuxiéme groupe carboxylique en position
C-4 du cycle diterpénique. Il se trouve dans les végetaux frais, mais pas dans les veégétaux sécheés car il est

décomposé en ATR lors du vieillissement ou de la dessiccation.

A-Proprietés physico-chimiques :

Formule: C31 H44 018 S2; PM = 770,81 g
Pouvoir rotatoire [a] 20°C = —45
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Maximum d’absorption en UV : a 200-220 nm Tres soluble dans 1’eau et soluble dans ’alcool a 95° ;

plus ou moins dans les solvants organiques.

Dans la racine fraiche, il y a du carboxyatractyloside, mais pas dans la racine séche. Cette transformation
du carboxyatractyloside en atractyloside se produit lors du séchage ou du vieillissement des racines de

Carlina gummifera (Obatomi et al, 1998).
B-Toxicicocénitique :

Le 4-carboxyatractyloside (CATR), qui est décarboxylé en ATR dans les plantes séchées, semble

présenter le méme systeme métabolique que celui des plantes séchées I'ATR.

Chaque élément de la plante renferme de I'Atractyloside. La plus grande quantité de toxiques est présente
dans la racine, suivie de la tige, des bractées, de la fleur, de la graine et enfin de la feuille. La toxicité
varie en fonction de la dose, de I'dge du sujet et de la quantité et de la composition de la nourriture
consommeéee (Ahid et al, 2012).

11. Mode action :

Les deux glycosides inhibent le transport des nucléotides phosphorylés ADP et ATP a traver la membrane

mitochondriale interne, ce qui empéche la phosphorylation oxydative.

L'atractyloside agit au niveau de I'adénine nucléotide translocase ou de I'ADP/ATP translocase. Cette
enzyme est responsable de I'incorporation de I'ADP dans la matrice mitochondriale. En raison de son
analogie structurale avec I'ADP, I'atractyloside entre en compeétition avec I'ADP et se fixe sur la
translocase, I'empéchant ainsi de pénétrer dans la matrice mitochondriale et d'étre transforéduit en ATP
(Hami et al, 2011).

Le carboxyatractyloside a une plus grande affinité pour le transporteur que I'atractyloside. Cela est di aux
interactions qu'il établit, le groupe carboxylique supplémentaire, avec les acides aminés proches du site de
fixation. En effet, I'inhibition de la seule translocase par I'un de ces toxiques entraine I'inhibition de toute
la chaine respiratoire mitochondriale (Obatomi et al, 1998) (Boutoub, 2015) (Chardon et al, 1964)
(David et al, 2002).

L'atractyloside favorise la perméabilisation des cellules. La capacité de I'atractyloside a ouvrir le port de

transition de perméabilité, qui perméabilise la membrane mitochondriale , explique ses effets
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cytotoxiques in vivo et in vitro. Les cellules du foie, du rein, du pancréas et du systéeme immunitaire sont

les plus vulnérables au cceur.

L'action des deux glycosides augmente la consommation de glucose, épuise le stock de glycogéene

musculaire et hépatique et inhibe la glycogénogenese (Belarbil et al, 2013).

11.1 Mécanisme de cytotoxicité :

Par conséquent, la liaison sélective de I'ATR a I'ANT a deux conséquences significatives. Tout d'abord,
I'ATR inhibe le transport d'’ADP et I'accés supplémentaire d'ADP mitochondrial au site de
phosphorylation du compartiment mitochondrial. Cela bloque la phosphorylation oxydative et les

réactions oxydatives du cycle Krebs (Quintanilla et al, 1979) (Kholodenko et al, 1988).

Dans un deuxiéme temps, I'ATR provoque I'ouverture des pores de transition de perméabilité (PTP) de la
mitochondrie, ce qui perméabilise la membrane et libere des protéines intra-membranaires, y compris la
cytozyte.chrome C. La translocation du cytochrome C des mitochondries au cytosol est un élément

essentiel de I'induction du cytochrome C la mort (Vancompernolle et al, 1998).

On pense que la quantité d'ATP disponible aprés I'ouverture du pore est un facteur déterminant dans

I'induction de la nécrose ou de I'apoptose (Kroemer, 1997)

La nécrose hépatique et I'insuffisance rénale, chez les animaux et les humeurs, sont des effets toxiques

dus a l'inhibition de la phosphorylation mitochondriale (Streicher et al, 1993)

Les effets de I'atractyloside (ATR) et du carboxyatractyloside (CATR) sur l'activité des canaux chlorure

des mitochondries ont été étudiés sur le muscle cardiaque dun rat (Haouzi et al, 2002)

Il est connu que I'ATR (50 mm) dans la cornée humaine inhibe I'ATPase mitochondriale et I'ATPase

rénale dans les fragments tubulaires proximaux (Lubica et al, 2007)

L'ATR est un inhibiteur puissant de la chaine respiratoire mitochondriale chez le rat (étape 3), mais pas
sur les fragments cellulaires des glomérules. Cela suggere que le transport de ce diterpénoide dans le tube
proximal, peut expliquer ou se trouve l'atteinte. Alors que les processus sont absents au niveau des
glomérules, le systeme de transport au niveau du tubule proximal est bien défini et pourrait jouer un réle

dans la sélection du transport d'ATR dans ces cellules. Une compréhension de cette sélectivité pourrait
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aider a développer une intervention thérapeutique raisonnable pour réduire I'impact néphrotoxique d'cette
végetation (Obatomi et al, 1996).

11.2 Lésions tissulaires :

Les effets les plus importants, aprés avoir ingeré la racine du chardon a glu, sont une hépatotoxicité et/ou
néphrotoxicité mortelle chez I'nomme ou chez les animaux domestiques, avec une grande similitude

principalement sur les parametres biologiques de l'intoxication.

Chez les individus, les symptomes débutent entre 6 et 36 heures aprés avoir consomme des extraits de

rhizome de Carlina gummifera (Bye et al, 1990) (Capdevielle et al, 1980).

11.2.1 Lésions rénales :

Dans leur étude sur le rat, Hopps et ses collegues ont exposé les conséquences de I'ATR et de certains de

ses deériveés sur la fonction rénale (Hopps et al, 1997).

Le taux d'excrétion urinaire des enzymes (béta-N acétyl-d-glucosaminidase, alanine aminopeptidase,
gamma glutamyltransférase) et les concentrations en ++— ¢lectrolytes (Na, K et Cl) ainsi que les
concentrations sanguines et urinaires de la créatinine ont été évalués chez les rats traités par ATR,
atractyligénine et deux dérivés d'atractyloside (I'un sans groupes sulfate et isovalérate, l'autre sans

groupes su) Fais-le seulement.

Les résultats ont montré que l'atractyloside a une toxicité importante pour le rein en modifiant les
parameétres biologiques et en particulier en réduisant la clairance de la créatinine, alors que

I'atractyligénine laisse presque intacte la fonction rénale.e inchangée (Hedhili et al, 1989).

Au sein des cellules du tubule proximal, I'ATR a entrainé une baisse importante de la concentration
d'ATP et une diminution du GSH cellulaire (Hopps et al, 1997).

Chez le rat, I'administration d'une seule injection intra péritonéale ATR a une dose de 1/3 de la dose qui a
entrainé la mort de 50% des animaux (DL50) a entrainé des dommages a la structure et a la fonction des

reins .Les dommages structurels sont donc tres précoces, méme a faible dose (Carpenedo et al, 1974).

Une nécrose tubulaire des cellules de la partie distale du tubule proximal a été observée dans les 180

minutes suivant l'administration, accompagnée d'une augmentation du volume d'urine avec une
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augmentation de I'excrétion d'albumine, de glucose, de corps cétonique et de pota.L'étude des parametres
biochimiques du sang a mis en évidence une augmentation de la concentration en urée (3 fois la valeur

physiologique) et une légere hausse des taux élevé de créatininémie (SANT]I, 1958).

Chez les humains, l'ingestion massive d'ATR commence généralement par une augmentation du taux de
créatine sérique, une polyurie qui se transforme en une atteinte rénale aigué avec une hyperkaliémie, en
moins de 24 heures (Daniel et al, 1998).

11.2.2 Lésions hépatique :

Toutes les manifestations cliniques observées chez I'homme empoisonnant d'ATR étaient difficiles a

reproduire.
91% des événements sont catastrophiques et de courte durée (Seedat et al, 1971).

Le déceés des patients est généralement causé par un coma hypoglycémiant et une insuffisance hépatique
aigué (Sandali, 1970) (Miclowiz et al, 1976).

La peroxydation lipidique, I'épuisement du GSH et I'élévation du GSSG sont les causes des
manifestations hépatiques. Ces modifications indiquent que I'ATR peut avoir des effets dangereux en
raison d'un processus oxydatif impliquant sa fraction méthyléne, créant ainsi un radical libre.
Bien que le métabolite réactif produit n'ait pas été identifié, il est possible que des espéces réactives de
I'oxygene tel que les anions superoxyde, le peroxyde d'hydrogéne ou les radicaux hydroxyles soient

impliquées.

L'injection intrapéritonéale d'/ATR et de CATR a entrainé une augmentation significative des activités de
I'alanine aminotransférase (ALT), de l'asparate aminotransférase (AST) et de la phosphatase alcaline

(ALP) par rapport aux témoins dans la détermination des taux d'enzymes dans le sérum.

Les dosages de l'activité enzymatique liés aux antioxydants ont également montré que lI'administration
d'ATR et de CATR augmentait considérablement la concentration de malondialdehyde hépatique (MDA)

et réduisait l'activité du superoxyde.

La dismutase SOD, la catalase (CAT) et les concentrations de glutathion (GSH) étaient toutes a la hauteur

des résultats de I'activité de I'aminotransférase sérique et des examens histopathologiques.
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Les résultats combinés montrent que les glycosides provoquent une hépatotoxicité chez les souris en

provoquant une peroxydation lipidique dans le foie (Yang et al, 2011).

Une biopsie du foie chez les personnes qui ont survécu a I'empoisonnement a révelé une nécrose centro-
lobulaire et une distorse graisseuse des hépatocytes situés a la périphérie des lobules hépatiques.
(Miclowiz et al, 1976).

Cependant, il a été observé que l'interaction et/ou la contamination des plantes peuvent entrainer une

hépatotoxicité aprés un traitement médical conventionnel (Rezig, 1967).

11.2.3 Lésions cardiaques :

L’ATR a un effet toxique sur la contraction cardiaque, qui est peut-étre lié & des dommages

mitochondriaux.

On n'a pu constater aucun dommage structurel et/ou métabolique, certains auteurs expliquent cela par le

fait que I'ATR ne dépasse pas le cardiomyocyte (Carpenedo et al, 1974).

Toutefois, certaines situations cliniques ont montré des signes cardiaques sur la contractilité du muscle

lisse et sur la paroi des artéres myocardiques (Anne-Marie et al, 1978) (Rui et al, 2012).

Durant la phase initiale, on observe une hypertension temporaire qui évolue vers une hypotension sévére
pouvant entrainer un collapsus chez les jeunes enfants. On a également constaté des problémes de
repolarisation et de conduction intra-ventriculaire a L'ECG (électrocardiogramme) (Ben Salah et al,
2001).

En effet, les recherches de Gilmour et al. En physiologie utilisent la perfusion intra coronarienne d'ATR

comme modele expérimental (Gilmour et al, 1981).
11.2.4 Lésions neurologiques :

L'atteinte neurologique se caractérise par l'apparition d'un coma profond, calme, qui s'installe rapidement

et brutalement, avec I'absence de reflexes de déglutition.

Parfois, une encéphalopathie se manifeste par un cedéme cérébral accompagné de troubles

neurovégétatifs, souvent accompagnés de contractures généralisées, on observe des contractions pseudo-
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tétaniques, accompagnées de spasmes et de crises convulsives. 1l est possible qu'ils apparaissent. La

période de troubles neurologiques est un indicateur de pronostic décevant (Capdevielle et al, 1980).

L'examen neurologique révele une disparition ou une exacerbation des réflexes ostéo-tendineux. Souvent,
un signe de Babinski bilatéral est observé, avec les pupilles en myosis puis en mydriase a la fin de la
phase. Dans les cas graves d'intoxication, il y a des anomalies.es de I'électroencéphalogramme a été
signalé. Les troubles thermiques accompagnés d'hypothermie ont été signalés aprés une intoxication

collective par le chardon a glu de six enfants d'une moyenne de méme famille (Bhoola et al, 1983).
11.2.5 Lésions sur le systeme reproducteur :

L'extrait de Carlina gummifera présente une toxicité significative sur le systeme reproducteur des rats
males, avec une modification significative de la morphologie du sperme, en particulier du flagel. L'aspect
des testicules et de I'épididyme a également été modifié, ces observations d'évoluaient étre confirmées

par des recherches plus approfondisses (Dahamna et al, 2007).

12. La dose toxique de la plante :
-animal :

e Extrait de racine :
Chez la souris, la DL50 par voie IP varie en fonction de I'origine géographique de la plante : 49 mg/kg
(Khemis Miliana) contre 101,5 mg/kg (Teneé).L'ingestion de l'extrait aqueux de la racine dans le rat
entraine une DL50 de 250 mg/kg.

e Glycoside :

Chez le rat, les doses toxiques par voie orale sont élevées, avec une DL50 dépassant 1000 mg/kg pour
I'atractyloside et environ 350 mg/kg pour le carboxyatractylos. Cela suggére que I'nomme est plus

vulnerable aux hétérosides du chardon a glu que le rongeur.
-Homme :

Les doses mortelles de I'atractyloside ne sont pas connues et la transposition des donnéees animales a
I'hnomme ne peut étre mise en ceuvre en raison de I'absence de données sur son volume de distribution

dans I'organisme (Hammiche, 2013).
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13. Circonstances d’intoxication :

Accidentelle-criminel :

Il s'agit d'intoxications accidentelles, rarement criminelles, souvent collectives, touchant plusieurs enfants
d'une méme famille, vivant a la campagne, qui confondent la racine du chardon a glu avec d'autres plantes
comestibles (artichauts sauvages, Scolymus hispanocus (« guernina ») ; ils utilisent aussi la glu sécrétée

par la plante comme chewing-gum. L'évolution est généralement mortelle (Ahid et al, 2012) (Hami,

2011).

Tableau 3 : Répartition des cas d’intoxications déclaré suivant le lieu et les circonstances de

I’intoxication/Distribution of poisoning cases acording to plance and circumstance

%

Lieu de ’intoxication

Domicile 45 (37.2)

Hors domicile

Lieu de travail 2(1.7)

Lieu public 57 (47.1)

Autre 17 (14.0)
Circonstances

Intoxication accidentelles 162 (73.6)

Intoxication volontaires 49 (22.3)

Intoxication indéterminées 9(4.1)

Volontaire :

Il est possible que l'intoxication soit causee par une utilisation abusive du chardon a glu dans un but
thérapeutique, en raison de ses propriétés antipyrétiques, diurétiques, abortives, purgatives et émetiques

(Hami, 2011) (Axel et al, 2001).
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14. Symptomatologie :

Le tableau clinique varie selon la dose consommee ; si elle est faible, I'issue peut étre positive, ce qui est
le cas dans les formes dites bénignes ou digestives, car la symptomatologie est principalement
caractérisée par des problémes digestifs .La dose est excessive, ce qui signifie que le traitement

symptomatique ne pourra pas rétablir les grandes fonctions organiques atteinte (Hammiche, 2013).

-Dans les formes bénignes digestives :

Elles se manifestent par des diarrhées, des vomissements, des douleurs et un ballonnement abdominal.
Son pronostic est favorable et la guérison est obtenue sans séquelles (Mouaffak et al, 2013).

-Dans les formes graves :

14.1 Phase Latence :

Les symptdmes ne commencent qu'entre 8 et 12 heures et durent jusqu'a 36 heures, aprées avoir ingéré.Dés
I'apparition des symptomes, toute tentative de supprimer le toxique demeure inefficace performant (Vivek
et al, 2012) (Dupont et al, 2015).

14.2 Phase bénigne-digestive :

Troubles gastro-hépatiques : Ces symptomes se manifestent par des nausées et des vomissements
(bilieux, hémorragiques).La sensation d'acreté persiste dans la bouche et l'arriére-bouche. Les selles
présentent une diarrhée et sont noiratres. Les examens histopathologiques ont révélé une hépatite

fulminante accompagnée d'une nécrose hépatocellulaire majeur.

Troubles neurologiques : lls présentent déja un pronostic préoccupant, pouvant aller jusqu'au
coma accompagné de contractures, de rigidité de la décision, de trismus, de collapsus, d'encombrement,

d'hypersalivation avec apnée au stade final.

Troubles hématologiques: Ils comportent purpura et hémorragies (digestives, bronchiques,

pulmonaires et urinaire).

Troubles neuro-végétatifs: On les observe fréquemment, ils sont représentés par I'hypotherm.

Les situations les plus séveres sont accompagnées de problémes respiratoires, cardiovasculaires et
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hépatorénaux. En général, un coma profond se manifeste et la mort survient le plus souvent lors d'une

crise de tétaniforme (Ahid et al, 2012).
14.3 Phase mortelle :

Identifier par :

e Une lésion neurologique qui se manifeste par une augmentation du réflexe ostéo-tendineux, une
somnolence, une mydriase bilatérale, des convulsions et une hypertoniemusculaire (Capdevielle
et al, 1980) (Bhoola, 1983) (Catanzano et al, 1969).

e Des troubles thermiques avec une hypothermie initiale suivie d’un état fébrile (Lemaigre et al,
1975).

e Des troubles respiratoires accompagnés d'une dyspnée variable qui se manifeste progressivement
suite a I'encombrement des bronchique (Karimine, 1986).

e Les troubles cardiovasculaires se manifestent par une une accélération du pouls, une irrégularité
tensionelle qui se traduit, en phase terminale, par une hypotension et un collapsus (Catanzano et
al, 1969) (Lemaigre et al, 1975).

e Des troubles hématologiques avec hémorragie digestive et rénale (Caravaca-Magarinos, 1985).

e Une insuffisance rénale Iégére qui se transforme en lésions entrainant une altération des
parameétres biologiques, entrainant ainsi une oligurie ou une anurie (Capdevielle et al, 1980)
(Nogue et al, 1992).

e |l est possible d'observer une insuffisance hépatocellulaire qui peut survenir en moins de 24
heures, un ictére cutanéo-muqueux avec une augmentation des enzymes hépatiques, de la
bilirubine sérique et de I'ammoniaque, ainsi qu'une cholestase intra hépatique (Bhoola, 1983)
(Antonia et al, 2017) (Jian et al, 2008).

e La mort peut survenir a la suite d’une grave atteinte hépatique ou le malade sombre dans un coma
profond (Bouzidi et al, 2002) (Felix et al, 2005).

14.4 Aspect biologique:
Le bilan biologigue montre une variation :

-De la glycémie : (hyperglycémie suivie d’une hypoglycémie) (Hammiche, 2013)

- Hématologique : avec un taux de prothrombine bas entre 70 a80%
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- Hépatique : avec des taux de transaminases et phosphatase alcaline tres élevées.
- Rénale (urée et créatinine élevées)

- Acidose métabolique (Stephanie et al, 2012) et hyponatrémie sévére (Vanessa et al, 1999)

Ces perturbations biologiques mettent en évidence un syndrome hépatocellulaire et rénal aigue
accompagneé d'anurie et d'insuffisance rénale terminale (Bhoola, 1983) (Nogue et al, 1992)

Ces variations sont suivies par une altération de 1’état général et, enfin, un coma et la mort, 4 a 5 jours,

apres 1’ingestion (SANTI, 1958) (Miki, et al, 1982).
15. Traitement :

Actuellement, il n'y a pas de traitement spécifique pour l'intoxication par Carlina gummifera, il est

essentiellement symptomatique et évacuateur.
15.1 Traitement évacuateur :

Il est essentiel de procéder a I'évacuation digestive dés que possible, en utilisant le lavage gastrique, les

vomissements provoqués, I'administration de charbon activé et/ou I'accélération du transit.

15.2 Traitement symptomatique :

Le traitement symptomatique a instaurer toujours en priorité, comporte :

-La perfusion de solution de glucose a 5 ou 10%.

-L’ apport de facteurs de coagulation et une administration des drogues vaso-actives en cas de besoin
-Le controle des troubles respiratoires;

-Le maintien d’une diurése supérieure a la normale (Ahid et al, 2012).

15.3 Traitement antidotal :

Les études s'orientent vers l'immunothérapie afin de genérer des fragments d'anticorps antitoxines

capables d'agir sur les substances toxiques (Hammiche, 2013).
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En absence de données probantes, I’administration de la N-acétyle-cystéine pourrait étre envisagée.

La transplantation hépatique, reste le traitement ultime en cas de facteur de pronostic Défavorable

(Mouaffak et al, 2013).



Deuxieme partie :
Partie expérimentale
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1. Matériels et méthodes :

1.1 Matériel végétal :

Notre étude expérimentale a été réalisé au sein de laboratoire de recherche au niveau de
’Université de Tlemcen Abou Bakr Belkaid. Pour étudier la toxicité de La plante Carlina

gummifera

La plante étudiée (Carlina gummifera a été récoltée en mois de février 2024 dans la région
des montagnes de BENI MESTER.

Figure 17 : Région de la récolte Beni Mester -TLEMCEN

Les deux parties ( la croutes et la pulpe du rhizome )de Carlina gummifera ont été bien nettoyés, lavées
avec de I’eau du robinet puis séchés a lumiere du soleil pendant une semaine, puis séchées dans une étuve
a 30°C pendant 24h apres été broyées manuellement jusqu’a 1’obtention d’une poudre végétale ainsi

récupérées sont par la suite soumises a des extractions par des solvants de polarités différentes.
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1.2 Préparation de ’extrait de la plantes :

Figure 18: Préparation de 1’extrait

L’extraction a été effectuée par macération en utilisant successivement trois solvants de polarité
croissante hexane, dichlorométhane et en fin dans un mélange de trois solvants ( méthanol- acétone —
eau)(70/20/10) VIVIV selon la méthode décris par (Chaouche et al ,2016) L’extraction dure 24 heures
pour chaque solvant, et la quantité de solvant doit étre appropriée a la quantité de matiere végétale dont
on dispose. Apres le passage de chaque solvant on a obtenue deux extrait sont filtrés puis évaporées a
I’aide d’un évaporateur rotatif a la température appliquée a leur évaporation, et maintenus a sec pour les

analyse ultérieures.

Figure 19 : Extrait de la croute Figure 20 : Extrait de la pulpe

1.3 Rendement de I’extrait brut :

On a déterminé le rendement des plantes en extrait sec en calculant le rapport suivant :

(Chouache et al,2016)
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Rendement (%) = [P1 — P2/ P3] x 100
P1 : poids du ballon apres évaporation.
P2 : poids du ballon vide avant évaporation.

P3 : poids de la matiére végé- tale séche de départ.
2. Evaluation de I’activité anti hémolytique in vitro :

Principe : Le principe de cette méthode est basé sur la capacité des extraits de la plante a

empécher 1’hémolyse des GRh, induite par I’hypotonie et la chaleur et donc prévenir la libération de
I’hémoglobine. Ce test a été réalisé selon la méthode décrite par d’autres auteurs (Sadique J, 1986),

(Oyedapo et al, 2010).
Mode opératoire :

La suspension érythrocytaire a été préparée suivant les étapes décrites par (sarandha, 2013)
e Du sang fraichement prélevé a I’aide d’une seringue graduée a été mis dans des tubes (EDTA)
ensuite centrifugé a 3000 trs /min pendant 10 min pour séparer les globules rouges des autres

¢léments constitutifs du sang.

Figure 21 : Prélévement sanguin dans Figure 22 : Le sang dans le tube d’EDTA

laboratoire de recherche

e Apres élimination du surnageant, le culot a été récupéré et lavé 3 fois avec une solution d’eau

physiologique (NaCL) a 0,9% a température ambiante.
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Figure 23 : Lavage de sang par I’eau physiologie

e Chaque lavage consiste en une centrifugation a 3000 trs /min pendant 10 min et une suspension du

culot dans I’eau physiologique a 0,9%.

Figure 24 : Centrifugeuse de laboratoire de recherches

e Apres la dernicre centrifugation, le culot est resuspendu a nouveau dans une solution constituée de

tampon phosphate salé¢ (PBS) a 0,2M, pH= 7,4 pour obtenir une suspension a 4%.
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Figure 25 : Préparation de suspension 4%

Différentes concentrations de 1’extrait (150-500-1000-3500 pg/mL) ont été solubilisées dans le PBS.

e Le réalisé selon la méthode de (Nabavi et al, 2012).

e Mettre dans des tubes 1mL de I’extrait a différentes concentrations (150-500-1000-3500 pg/mL)
de solution saline tamponnée avec 2mL de suspension érythrocytaire (4%) puisajouter 2mL de
tampon phosphate.

e Incuber les tubes pendant Smin a la température ambiante.

e Ajouter 0,5 mL de H,0:..

e Test permettant de rechercher un effet anti hémolytique des extraits étudiés a été dans un autre
ensemble, la quercétine (150-500-1000-3500pg/mL) a été prise comme composé de référenceet

traitée de la méme maniére.
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Figure 26 : L’ajoute de H,0,

e Centrifuger les tubes a 3000 trs /min pendant 10 min.

e Récupérer le surnageant.

e Lire I’absorbance du surnageant de chaque tube a 540 nm a I’aide d’un spectrophotométre. Pour
obtenir une hémolyse a 100% on a ajouté 2 mL d’H,O distillé a 2 mL de suspension de RBC.

e L’hémolyse relative a été calculée en comparaison avec 1’hémolyse du témoin qui a été pris

comme 100%.

Figure 27 : L’évaluation de I’activité anti hémolytique
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L’¢évaluation de I’activité anti hémolytique a été réalisée par mesure du pourcentage d’hémolyse et par

observation sous microscope (Okoko et al, 2012).
-Expression des résultats :

Le pourcentage d'inhibition de I’hémolyse a été calculé selon la formule suivante (Rajeshwari et al,
2012).

Pourcentage d’inhibition de I’hémolyse (%) = (Abs contrdle — Abs extrait / Abs contrdle) x100

Ou : Abs contrdle : Absorbance du contrdle négatif. Abs extrait : Absorbance d’extrait.

3. Evaluation de Pactivité anti inflammatoire in vitro :

3.1 Méthode d’inhibition de la dénaturation des protéines :

L’activité anti inflammatoire in vitro des extraits brut de propolis a été effectuée selon la méthode

d’inhibition de la dénaturation des protéines (Kar, 2012) .La méthode consiste a préparé quatre solution :

1-La solution d’essai : (0,5 mL) composé de 0,45 mL de la solution aqueuse de serum bovine

albumine (BSA) 0,5% w/v et 0,05 mL des différents extraits de la plante avec des concentrations varié
(150-500-1000-3500pg/mL).

Figure 28 : Flacon de la solution aqueuse de sérum bovine albumine (BSA) 0,5%

2 - La solution control test :(0,5 mL) composé de 0,45 mL de la solution agueuse de BSA

0,5% w/v et 0,05 mL d’eau distillé.
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3- La solution contr6le produit : (0,5 mL) composé de 0,45 mL d’eau distillé et 0,05 mL

Des differents extraits de la plante avec des concentrations variées (150-500-1000-3500ug/mL).

4-1La solution standard test : (0,5 mL) composé de 0,45 mL de la solution aqueuse de BSA

0,5% wi/v et 0,05 mL de la solution standard Diclofénac avec des concentrations varié (150-500-
1000-3500pg/mL).

Figure 29 : Le standard test (Diclofénac)

Figure 30 : Préparation de la solution standard test
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5-Les échantillons ont été incubées a 37 °C pendant 20 min, ensuit la température était augmenté

jusqu’a 57°C pendant 3 min. aprés refroidissement des tubes, 2,5 mL de la solution phosphate buffer

saline (pH 6,3) a éteé ajouté aux solutions (Kar, 2012).

Figure 31 : Flacon de solution phosphate buffer saline pH : 6.3

6-L’absorbance a été lue par spectrophotométre UV-visible a 255 nm et le pourcentage D’inhibition de

la dénaturation des protéines été calculée comme suit:

Figure 32 : Lecteur de plaque ELIZA

Pourcentage d’inhibition = [100-(DO de la solution d’essai - DO de contréles des produits /DO de test
contrdle)] x 100.

Le contrdle représente 100% des protéines dénaturée.
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4. Test MTT (viabilité cellulaire) :

Principe : La technique du MTT [3-(4,5dimethylthiazol-2-yl) 2,5-diphenyl tetrazolium

bromide] est une méthode colorimétrique appliquée pour la quantification de la viabilité cellulaire
(Carmichael et al, 1987) (Mosmann, 1983) elle consiste a mesurer I’activité de la succinate
déshydrogénase mitochondriale des cellules vivantes actives, qui réduit les sels de tetrazolium présents

dans le MTT en cristaux de formazon.

Mode opératoire : On prépare ce test dans un milieu sous haute bien stérilisé pour éviter la

contamination.

- Prélevé du sang dans un tube EDTA.

-Mettre 1 volume (500pL) du ficoll et ajouter 2 volumes de sang (100uL) avec le contact du ficoll

I

Figure 33 : Le contact du sang avec le ficoll

-Mettre le tube dans la centrifugeuse a 1200/g pendant 50min.
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Figure 34 : Le tube dans la centrifugeuse

-Aprés 50min, obtenir le tube qui contient les phases :

Plasma
Auneau

Ficoll

Culot

Figure 35 : Les phases de sang

- I’Auneau a été récupéré et lavé 2 fois avec une solution d’eau physiologique, Chaque lavage consiste en

une centrifugation a 6000 trs /min pendant 5 min.

- Apreés la derniére centrifugation, éliminer le surnagent et ajouter le RPMI (+antibiotique) a I’ Auneau.
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Figure 36 : Préparation du RPMI

-Puis ajouter le bleu de trypan sur la plaque de Malassez.

Figure 37 : Solution de bleu de trypan
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-Observer sur microscope :

Figure 39 : L’observation sur microscope

Numeération cellulaire : nombre (4rectagex100x10s cellule/uL)

-Dans une plaque d’ELIZA : ajouter 100mL de la solution RPMI +’Auneau dans chaque puits de la
plaque.

-Diluer I’extrait dans RPMI +antibiotique.
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-Obtenir des concentrations, mettre 100pL de RPMI+ I’ Auneau dans toute la plaque et ajouter 100uL de

I’extrait.

-L’incubation a 48h

Figure 40 : L’incubateur du laboratoire de recherches

-Apres I’incubation, prendre 100uL de mélangr (I’extrait +RPMI+1’auneau) dans une nouvelle plague.
-Ajouter 100mL de MTT puis I’incubation dans les tuves T 37°C pendant 2h.
-Ajouter 50mL de MTT trypan ensuite, I’incubation pendant 30min.

-La lecture dans I’appareil de lecture ELIZA a 570nm.



Resultats et
discussion:

-
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Résultats et interprétation

1. Les rendements des extraits :

Suite a une extraction a polarité croissante (hexane, dichlorométhane et méthanol/ acétone/ eau) sous
reflux, réalisée sur deux parties du rhizome de Carlina gummifera : la pulpe et la crolte. On a obtenu les

résultats représentés dans le tableau 4.

Tableau 4 : rondement des extraits

Les extraits La croute La pulpe

Rondement 11% 9%

Les résultats montrent que la croute a un rondement plus élevée (11%) que celui de la pulpe (9%).
2. Test anti hémolytique :

L’effet anti hémolytique d’extraits de Carlina gummifera est évalué in vitro par 1’utilisation du modéle
érythrocytaire qui est facile a isoler a partir du sang et que sa membrane présente une similitude avec

d’autres membranes cellulaires. Les résultats obtenus sont présenté selon les graphes suivant :
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Figure 41 : Effet des différentes concentrations des deux extraits de la plante sur le taux d’hémolyse

La figure 41 montre le pourcentage d’inhibition d’hémolyse par rapport a différentes concentrations des
deux extraits de la plante. On observe que le pourcentage de 1’hémolyse augmente proportionnellement
avec I’augmentation des concentrations des deux extraits. Mais de maniére plus sévere avec I’extrait de la

croute.
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Figure 42: Le pourcentage d’inhibition de 1’hémolyse de Qeurcitine et les deux extraits

La figure 42 montre la molécule de référence Qeurcitine comparé aux échantillons qui sont la croute et la
pulpe. D’aprés le graphe on observe que les deux extraits présentent également une activité anti
hémolytique intéréssante, mais leur activité est inférieure a celle de la Qeurcitine pure. L’analyse
statistique test ANOVA (AV1) pour le test antithémolytique montre qu’il y a différance trés hautement
significative en fonction des deux extraits pour tous les concentrations (p<0.001).

3. Test anti-inflammatoire :
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Figure 43: Pourcentage d’inhibition de la dénaturation protéique pour les deux extraits la croute

et la pulpe du rhizome
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Figure 44: Pourcentage d’inhibition de la dénaturation protéique de diclofénac et les deux extraits la

croute et la pulpe du rhizome

La figure 44 comporte les différentes concentrations du deux extraits la croute et la pulpe en
comparaison avec le dichlofénac vis-a-vis de I’inhibition de la dénaturation protéique.on observe que
I’effet inhibiteur de I’extrait de la croute est comparable a celui du contréle de Diclofenac donc il a une
activité anti-inflammatoire plus importante que 1’extrait de la pulpe . L’analyse statistique test ANOVA
(AV1) pour le test anti-inflammatoire montre qu’il y a différance trés hautement significative en fonction

des deux extraits pour tous les concentrations (p<0.001).
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4. Test MTT (viabilité cellulaire) :
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Figure 45: Pourcentage de viabilité cellulaire entre les deux extraits

On observe que le pourcentage diminue avec I’augmentation des concentrations des deux extraits. Les
extraits montrent qu’ils ont des effets différents sur les cellules. L’extrait de la croute induit une
augmentation de la viabilité cellulaire, tandis que I’extrait de la pulpe n’a pas d’effet significatif sur ce

parametre.
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Figure 46: Poucentage de viabilité cellulaire de contrdle et les deux extraits la croute et la pulpe du
rhizome
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La figure 46 montre que le contrble présente un pourcentage de viabilité cellulaire plus élevé que les
deux extraits a toutes les concentrations. L’extrait de la croute présente un pourcentage plus élevé que

I’extrait de la pulpe

Les résultats suggérent que le contrdle présente un environnement plus favorable a la suivie des cellules

que les extraits .I’extrait de la croute semble avoir un effet moins nocif sur les cellules que 1’extrait de la

pulpe.

L’analyse statistique test ANOVA (AV1) pour le test MTT montre qu’il y a différance trés hautement
significative en fonction de 1’extrait de la pulpe pour tous les concentrations (p<0.001) et il y a une
différence significative en fonction de I’extrait de la croute pour les concentrations 1125 et 2250 (p>0.05)

et une différence trés hautement significative pour les concentrations 281, 563,4500 (p<0.001).



Discussion



Les plantes médicinales jouent un rdle crucial dans la recherche pharmacologique et la création de
médicaments, non seulement lorsqu’elles sont utilisées directement comme agents thérapeutiques, mais
aussi lorsqu’elles sont utilisées comme matieres premicres pour la fabrication de médicaments ou comme

modeles pour les composés pharmaco-logiquement actifs (Ameenah, 2006).

Dans la société algérienne, la phytothérapie est largement répandue et de nombreuses plantes et leurs
extraits sont utilisés dans la thérapeutique traditionnelle, tant pour les maladies bénignes que pour les
maladies incurables (Hamel, 2018).

Notre travail de master porte sur les activités biologiques et la cytotoxicité de deux extraits méthanolique

de la plante Carlina gummifera.

L’extraction est une étape qui joue un rdle crucial dans I’isolement et la récupération des composés
d’intérét, elle est influencée par plusieurs facteurs notamment la méthode utilisée et la présence de

substances interférentes (Pacome Serge et al,2018)

Parmi les techniques d’extraction on a choisi I’extraction par macération en utilisant successivement trois
solvants de polarité croissante : hexane, dichlorométhane et enfin dans un mélange de trois solvants
(méthanol- acétone — eau) (70/20/10) V/V/V. Ce type d’extraction a été utilisé pour obtenir les
polyphénols par le solvant polaire : le méthanol. L’¢élimination des composés les moins polaires a eu lieu
a travers I’hexane et le dichlorométhane (chaouch et al,2016). Ces résultats démontrent que ce type

d’extraction est une téchnique plus efficace pour extraire les composés d’intérét du Carlina gummifera.

Apres avoir comparé les rendements de nos deux extraits méthanolique : I’extrait de la croute et I’extrait
de la pulpe avec celui des extraits méthanolique de tout le rhizome (la croute et la pulpe) (Bouabid et al,
2020) nous avons constaté que :

e Notre approche d’extraction méthanolique a permis d’obtenir un rendement de 11% pour la croute
et de 9% pour la pulpe, par rapport a 15% pour les extraits méthanolique de tout le rhizome
.Néanmoins, 1’extraction aqueuse a donné de meilleurs résultats : 24,5% par macération.

L’étude de I’activité anti-hémolytique in vitro, a été réalisée, en utilisant une méthode basé sur la capacité
des extraits de la plante a empécher I’hémolyse des GRh, induite par ’hypotonie et la chaleur et donc
prévenir la libération de I’hémoglobine. La mesure de la libération d’hémoglobine est ensuite réalisée a
560 nm pour les différentes concentrations des deux extraits la croute et la pulpe de rhizome du Carlina
gummifera en les comparant a une molécule de référence qui est le Queurcitine. Comme I’hypotonie, les
températures élevées, changent la morphologie des érythrocytes les rendant ainsi vulnérables a

I’hémolyse en perturbant leurs membranes plasmiques (Shinde et al, 1999).



Trés peu de travaux ont été réalisés sur 1’étude des activités antihémolytique et anti- inflammatoire de la

plante choisie.

Nos résultats ont montré que 1’extrait de la croute de rhizome de Carlina gummifera a présenté un
pourcentage d’inhibition d’hémolyse de 60% et donc était supérieur a celui de la pulpe (54%).Ces

pourcentages étaient tout de méme inferieurs a la Queurcitine qui était de 80%.

Aprés avoir comparé les pourcentages d’inhibition d’hémolyse de nos deux extraits méthanolique de
rhizome de Carlina gummifera avec ceux des extraits mehanolique de quatres plantes sahariennes
(Cymbopogon schoenanthu,Panicum turgidum,Pituranthos scoparius et Asteriscus graveolens)

(chaouche et al, 2016), on a remarqué que :

e Les deux extrais de deux plantes Cymbopogon schoenanthus et Panicum Turgidum peuvent
étaient légérement hémolytiques a des concentrations élevées 50mg/mL aprés une heure de
contact avec les érythrocytes humains.

e Contrairement les autres extraits Pituranthos scoparius et Asteriscus graveolens présentaient un
effet hémolytique trés faible face aux érythrocytes isolés, avec un taux d’hémolyse qui ne dépasse
pas les 8 %.

Aussi d’autre comparaison de pourcentages d’inhibition d’hémolyse de nos deux extraits méthanolique de
rhizome de Carlina gummifera avec extraits méthanolique de feuilles et de graines de coriandre

(Rajeshwari et al,2012), on a remarqué que:

e les extraits méthanoliques des feuilles et des graines de coriandre possédaient une activité
antihémolytique significative, en particulier les fractions aqueuses.
e La fraction aqueuse des feuilles de coriandre a présenté la plus forte activité antihémolytique,
suivie de la fraction aqueuse des graines de coriandre.
Apreés avoir comparé nos résultats avec ceux de (chaouche et al, 2016) et de (Rajeshwari et al,2012),

nous avons observé presque une similitude.

L’étude de I’activité anti-inflammatoire in vitro effectuée selon la méthode d’inhibition de la dénaturation
des proteines présentent des pourcentages d’inhibition de deux extraits méthanolique du Carlina
gummifera. L’inflammation est un moyen de défense naturelle des organismes supérieurs contre toute
agression extérieure (infection, blessure (agression mécanique...) Elle a pour role essentiel I’élimination
de I’agent pathogéne et la réparation du tissu 1ésé. Les inflammations aigués peuvent se guérir de maniére
spontanée ou avec un traitement en faisant appel aux anti-inflammatoires stéroidiens (glucocorticoides) et
non stéroidiens. Ces molécules bien qu’étant efficaces sont associées a des effets iatrogenes tels des
dommages digestifs (ulceres gastroduodénaux, sténose, perforation) et des toxicités renales (insuffisance

rénale aigué, rétention hydrosodée) (Sawadogo, 2015).



Parmi les AINS bien connus, le déclofénac présente des effets anti-inflammatoires, analgésiques, anti-
thrombotiques et antipyrétiques. Les principaux constituants de la membrane sont les phospholipides, et
les interactions entre les AINS et les phospholipides peuvent modifier les propriétés physiquo-chimiques
des membranes. La présence des AINS dans la région polaire altere les caractéristiques électrostatiques

des phospholipides, ce qui affecte la composition de la bicouche lipidique (Moreno et al, 2009).

Nos résultats montrent que le Diclofenac se distingue par son efficacité remarquable en tant qu’inhibiteur

de la dénaturation protéique, avec un taux d’inhibition approchent les 100%.

De son co6té, les deux extraits la croute et la pulpe du rhizome de Carlina gummifera présentaient un effet
anti-dénaturant significatif, montrant une inhibition minimale de 41% pour I’extrait de la pulpe et 49%
pour I’extrait de la croute et une inhibition maximale de 89% pour I’extrait de la pulpe et 90% pour

I’extrait de la croute.

Aprées avoir comparé les pourcentages d’inhibition de la dénaturation des protéines de nos deux extraits
méthanolique de rhizome de Carlina gummifera avec ceux des extraits aqueux et organiques de Ficus

exasperata (MASENGO et al, 2023),0n a remarqué que :

e L’extrait de percolat des feuilles de Ficus exasperata avaient un effet protecteur contre la
dénaturation des protéines sans signification se rapprochant de 1’extrait de la pulpe de rhizome de
Carlina gummifera. L’effet anti-dénaturant de tous ces extraits augmentaient avec la
concentartion. Cet effet restait toujours légerement plus faible par rapport au Diclofenac.

e [L’extrait de décocté des feuilles de Ficus exasperata avaient un effet plus protecteur puisque plus
significatif contre la dénaturation des protéines se rapprochant de 1’extrait de la croute de rhizome
de Carlina gummifera.

Pour évaluer I’activité métabolique des cellules on a utilisé le test MTT (3-(4,5- dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide) est une méthode colorimétrique pour quantifier la viabilité cellulaire en
mesurant 1’activité de la succinate déshydrogénase mitochondriale dans les cellules vivantes actives. Cette

enzyme réduit le MTT en cristaux de formazan.

Nos résultats pour les deux extraits methanolique de rhizome de Carlina gummifera présentaient des
propriétés cytotoxiques a des concentrations élevées (4500ug/mL) mais pouvait également stimuler la

croissance cellulaire a faible concentration (281pg/mL).

Nos résultats ont montré que I’extrait de la croute de Carlinagummifera améliorait la viabilité cellulaire,
ce qui pourrait indiquer une présence de composes bioactifs favorisant la protection cellulaire comme les

composés phénoliques qui sont bien connus par leur propriétés biologiques. Ainsi, la présence de ces



composés en plus grande quantité au niveau de la croute pourrait donner des résultats plus significatifs de

viabilité cellulaire par rapport a I’extrait de la pulpe.

Dans I’étude (Werner Cordier, 2015) qui a porté sur la cytotoxicité des fruits de Solanuma culeastrum ,
il a été démontre que les extraits aqueux étaient moins cytotoxiques que les extraits méthanolique pour les
lignées cellulaires HeLa, MCF-7 et HT29.Les deux types d’extraits méthanolique (la croute de rhizome
de Carlina gummifera et les fruits de Solanuma culeastrum) présentaient une activité cytotoxique dose-
dépendante. L’importance de cette observation réside dans le fait que les deux extraits peuvent
potentiellement étre employés dans des applications qui requierent une régulation de la protection

cellulaire.



Conclusion
Et
Perspectives



L'étude des propriétés biologiques des extraits de rhizome de Carlina gummifera a révélé des
résultats prometteurs concernant les effets anti-inflammatoires et anti-hémolytiques de cette plante. Les
résultats obtenus montrent que les extraits de la crolte du rhizome présentent un rendement d'extraction

plus élevé que la pulpe et une activité biologique plus prononcee.

L'extrait de la crolte a démontré une meilleure capacité anti-hémolytique par rapport a l'extrait de la
pulpe, bien que tous deux soient moins efficaces que la quercétine, un agent de référence. En termes
d'activité anti-inflammatoire, l'extrait de la crolte inhibe la dénaturation des protéines de maniére
comparable au diclofénac, surpassant l'extrait de la pulpe. De plus, les tests de viabilité cellulaire
indiquent que I'extrait de la crolte améliore la viabilité cellulaire de maniere dose-dépendante, tandis que

I'extrait de la pulpe n'a pas d'effet significatif.

Ces résultats suggeérent que les extraits de la crolte du rhizome de Carlina gummifera pourraient étre
développés en tant qu'agents thérapeutiques potentiels pour leurs propriétés anti-hémolytiques et anti-
inflammatoires. Cependant, des études complémentaires sont nécessaires pour mieux comprendre les

mécanismes d'action et évaluer les applications cliniques possibles de ces extraits.
Perspectives :

- Extraction et Analyse Chimique : Utiliser des techniques telles que la chromatographie liquide a haute
performance (HPLC) et la spectrométrie de masse (MS) pour identifier les composes bioactifs

responsables des propriétés médicinales de Carlina gummifera.

- Etudes de Signalisation Cellulaire : Investiguer les voies de signalisation cellulaires et moléculaires

impliquées dans I’activité anti-inflammatoire et anti-hémolytique de la plante

- Liaison Protéine-Compose : Identifier les cibles moléculaires spécifiques (protéines ou enzymes) des

composés actifs a 1’aide de techniques comme le criblage a haut débit ou la modélisation moléculaire.

- Etudes de Pharmacocinétique et de Pharmacodynamie : Evaluer comment les composés actifs sont
absorbés, distribués, métabolisés et excrétés dans 1I’organisme, ainsi que leur interaction avec les cibles

biologiques.

- Essais sur Mod¢les Animaux : Effectuer des essais sur des modeles animaux pour évaluer I’efficacité

thérapeutique et la toxicité a court et long terme



- Cibles Thérapeutiques : Explorer l'utilisation de Carlina gummifera dans le traitement de conditions
spécifiques telles que ’arthrite, les maladies inflammatoires chroniques, les troubles auto-immuns, et les

anémies hémolytiques.

Synergie avec d’autres Traitements : Etudier les interactions potentielles et la synergie avec d'autres

médicaments anti-inflammatoires et antioxydants.

- Etudes de Toxicité et de Sécurité a Long Terme : Evaluation de la Toxicité : Réaliser des études

approfondies sur la toxicité aigué et chronique de la plante et de ses composes isolés.

Etudes de Viabilité Cellulaire & Long Terme : Examiner les effets & long terme sur la viabilité cellulaire

pour garantir la sécurité de l'utilisation prolongée.
-Production a Grande Echelle et Développement Durable.

- Méthodes de Culture : Développer des méthodes de culture durables pour la plante afin de garantir une

production suffisante pour les besoins médicinaux sans épuiser les ressources naturelles

- Développement de Produits : Créer une gamme de produits a base de Carlina gummifera pour le marché

de la phytothérapie et des compléments alimentaires.
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ANNEXE



Préparation des solutions:
-Saline hypotonique : 0,36 g chlorure de sodium dissous dans 100 mLd’cau distillée.
-Saline isotonique : 0,85 g chlorure de sodium dissous dans 100 mL d’eau distillée.

-Tampon phosphate (pH 7,4 ; 0,15 M) : 2,38 g d’hydrogenephosphatedisodium, 0,19 g de dihydrogéne
phosphate de potassium et 8 g chlorure de sodium ont été dissous dans

100 mL d’eau distillée.
-Préparation du milieu RPMI :
-500 mL de Hepes (poudre préparé a10%)
-13 mL de glutamine (poudre préparé a10%)
-5 mL d’antibiotique (la streptomycine et la pénicilline+sérum de veau 10%)
-Bleu de trypan 0.4 : 40mg dissout dans 10mL H,O (eau destillé)
-Solution MTT : 5mg/mL de PBS (25mg/5mL) ou 5mL H,O physiologique
-Tampon de lyse MTT : soit : 99.4mL DMSO : on a préparé 9.94MI DMSO, 60ul HCL, 1g SDS
0.6 mL HCL
10g SDS
Ou bien 9mL isopropanol
150mg SDS

IMI HCL



