Résumé

Depuis la nuit des temps, I’étre humain a eu recours aux plantes pour se nourrir, mais aussi pour
se soigner contre les maladies. Grace a sa richesse en ressources écologiques, la biodiversité végétale et
ses utilisations thérapeutiques issues de la tradition ancienne Marocaine constituent une source
importante de principes actifs a valoriser. A travers cette recherche, nous avons travaillé sur le
recensement de diverses plantes utilisées dans le traitement de certaines maladies dans la province de
Zagora. Une vérification expérimentale a été menée pour évaluer la toxicité, la composition
phytochimique, I'activité antioxydante, I’activité antinociceptive, I’activité antidépressive et anxiolytique
de I'extrait méthanolique de Hyoscyamus muticus (MEHM) ainsi que la détermination de certains
mécanismes impliqués dans I’effet analgésique observé .

L’inventaire du savoir empirique local de la population a été réalisé a I'aide d’une enquéte
menée pendant deux ans dans la province de Zagora. L’analyse des résultats, obtenus a partir des fiches
questionnaires, a permis de relever 83 espéces végétales qui se répartissent en 40 familles botaniques.

Les résultats des essais toxicologiques ont montré que I'administration de MEHM par voie orale
n’a provoqué aucune mortalité ou de signes toxiques graves chez les souris, contrairement a
I’'administration par la voie intrapéritonéale qui induite une mortalité dose dépendante. Les résultats du
criblage phytochimique ont montré la présence des composés phénoliques majoritaires notamment
I'acide quinique, quercétine et I'acide gallique. Dans les tests de I’analgésie, I'extrait de la plante a
atténué significativement la sensation douloureuse exprimée en pourcentage d’inhibition dans les
différents modeles de nociception chimique et thermique notamment la plaque chauffante (64,69 %),
test de l'acide acétique (59,09 %) et test au formaldéhyde (42,76 %). L’analyse des résultats de
prétraitement des animaux par la naloxone ou l'atropine a montré une atténuation significative de
I'effet nociceptif obtenu. Mettant en évidence l'implication des récepteurs opioidergiques et
muscariniques dans les effets analgésiques observés. En outre, MEHM a la dose de 200 mg/kg a été
capable de réduire le temps passé dans la partie éclairée de la boite claire-sombre et dans les bras
ouverts de croix surélevés. De la méme maniére les deux doses de I’extrait (100 et 200 mg/kg) ont été
capables de réduire significativement le temps d'immobilité dans le test de la suspension caudale et dans
le test de la nage forcée. Ces observations ont indiqué la présence d’une activité antidépressive et
anxiolytique importantes de MEHM. L’ensemble de ces travaux neuropharmacologiques et
comportementaux réalisés mériteraient d’étre approfondis pour déterminer etpour isoler les
métabolites secondaires responsables des effets observés ainsi que I'optimisation et I'incorporation des
formes galéniques a base de cet extrait qui pourraient étre efficace dans le traitement de la douleur,
I’anxiété et la dépression chez ’Homme.
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Résumé

Depuis la nuit des temps, 1’étre humain a eu recours aux plantes pour Se nourrir, mais
aussi pour se soigner contre les maladies. Grace a sa richesse en ressources écologiques, la
biodiversité veégétale et ses utilisations thérapeutiques issues de la tradition ancienne
Marocaine constituent une source importante de principes actifs a valoriser. A travers cette
recherche, nous avons travaillé sur le recensement de diverses plantes utilisées dans le
traitement de certaines maladies dans la province de Zagora. Une Vérification expérimentale a
été menée pour évaluer la toxicité, la composition phytochimique, I’activité antioxydante,
I’activité antinociceptive, 1’activité antidépressive et anxiolytique de I’extrait méthanolique de
Hyoscyamus muticus (MEHM) ainsi que la détermination de certains mécanismes impliqués
dans I’effet analgésique observé.

L’inventaire du savoir empirique local de la population a été réalisé a ’aide d’une
enquéte menée pendant deux ans dans la province de Zagora. L’analyse des résultats, obtenus
a partir des fiches questionnaires, a permis de relever 83 especes végétales qui se répartissent

en 40 familles botaniques.

Les résultats des essais toxicologiques ont montré que 1’administration de MEHM par
voie orale n’a provoqué aucune mortalité ou de signes toxiques graves chez les souris,
contrairement a 1’administration par la voie intrapéritonéale qui induite une mortalité dose
dépendante. Les résultats du criblage phytochimique ont montré la présence des composés
phénoliques majoritaires notamment ’acide quinique, quercétine et 1’acide gallique. Dans les
tests de I’analgésie, I’extrait de la plante atténue significativement la sensation douloureuse
exprimée en pourcentage d’inhibition dans les différents modeles de nociception chimique et
thermique notamment la plaque chauffante (64,69 %), test de I’acide acétique (59,09 %) et
test au formaldéhyde (42,76 %). L’analyse des résultats de prétraitement des animaux par la
naloxone ou I’atropine a montré une atténuation significative de 1’effet nociceptif obtenu.
Mettant en évidence 1’implication des récepteurs opioidergiques et muscariniques dans les
effets analgésiques observés. En outre, MEHM a la dose de 200 mg/kg a été capable de
réduire le temps passé dans la partie éclairée de la boite claire-sombre et dans les bras ouverts
de croix surélevés. De la méme maniere les deux doses de 1’extrait (100 et 200 mg/kg) ont été
capables de réduire significativement le temps d’immobilité dans le test de la suspension
caudale et dans le test de la nage forcée. Ces observations ont indiqué la présence d’une

activité antidepressive et anxiolytique importantes de MEHM. L’ensemble de ces travaux



neuropharmacologiques et comportementaux réalisés mériteraient d’étre approfondis pour
déterminer et pour isoler les métabolites secondaires responsables des effets observés ainsi
que I’optimisation et I’incorporation des formes galéniques a base de cet extrait qui pourraient

étre efficace dans le traitement de la douleur, I’anxiété et la dépression chez I’Homme.



Abstract

Ever since ancient times, humans have used plants as food likewise to treat various
diseases. Herbal extracts are still a paramount source of active metabolites that can be used in
the exploration of new medicine. The main goals of this study were to survey the principal
médecinals plants used by population of Zagora and to evaluate the toxicity and
neuropharmacological effects of the methanolic extract of Hyoscyamus muticus (MEHM), a
plant used in the treatment of pain and anxiety disorders.

The inventory of local empirical knowledge of the population was carried out using an
ethnopharmacological survey conducted during two years in the province. A total of 83 plants
distributed into 40 families had found to be used by the population of Zagora for the tretement
of pain, inflammatory, diabetes and urolithiasis.

Acute toxicity study indicated that MEHM is not toxic when administered by the oral
route at the dose of 2000 mg.kg™?, in contrast to the intraperitoneal route. Phytochemical
screening study showed the presence of various phenolic compounds including quinic acid,
quercetin and gallic acid. In analgesia tests, the plant extract was significantly able to inhibit
pain sensation in different models of nociception, particularly in the hot plate, acetic acid, and
formaldehyde tests. The maximum inhibition rate recorded in the hot plate test is estimated at
64, 69%. This percentage was higher than previous values that obtained in the writhing test
(59,09%) and formalin test (42,76%).

The pretreatment with naloxone or atropine attenuates remarkably the analgesic effect
obtained in different anagesic tests which confirms the hypothesis of the involvement of
opioidergic and muscarinic receptors. Moreover, the plant extract at the dose of 200 mg/kg
was able to reduce the parameters related to the time spent in the illuminated part of the dark
light box and in the open arms of the elevated cross. Equally, the extract at the doses of 100
and 200 mg/kg, exhibit an antidepressant activity in the caudal suspension and forced
swimming test. Therfore, our extract possesses an importante anxiolytic and antidepressant
activity. The resultats of the present study further confirm same of traditional uses of this
Hyoscyamsu muticus for the treatment of the pain and behavioural disorders. These findings
merit to be subjected to other further bioactivity and phytochemical studies. To isolate the
secondary metabolites responsible for the analgesic, antidepressant, and anxiolytic effects.
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Introduction générale

L’histoire humaine a toujours été liée a I’utilisation des plantes médicinales dans la
prévention et traitement de différentes maladies (Benkhnigue et al., 2011). Des données
archéologiques montrent la présence des traces de produits de plantes dans les tombes
néanderthaliennes datant de plus de 600000 ans. La pratique médicale traditionnelle a
commencé avec I’ingestion des plantes crues ou séches, mais apres la découverte du feu,
d’autres méthodes de préparation des remédes naturels a base des plantes médicinales sont
apparues principalement les infusions, les décoctions et les fumigations. L’accumulation des
pratiques et les connaissances acquises liées a la médecine traditionnelle sont influencées par
des facteurs liés a la communauté, la géographie de la zone, le climat et des connotations
religieuses. Malheureusement, certains de ces savoir-faire se sont perdus au fil du temps en
raison de I’incorporation de la médecine conventionnelle et la propagation de 1’utilisation des
médicaments synthétiques. Récemment, [’utilisation de remédes a base des plantes
médicinales a fait un retour en force ; plusieurs facteurs sont a 1’origine de ce regain d’intéréts
: les couts moins chers que les médicaments issus de la médecine conventionnelle, la
méfiance vis-a-vis de I’utilisation des médicaments synthétiques qui est liée a de nombreux
effets secondaires et I’influence des facteurs socioculturels et environnementaux des patients
(Shaw, 2012). Partout dans le monde, des chercheurs en pharmacologie et des spécialistes en
médecine traditionnelle unissent leurs forces pour insérer la médecine traditionnelle dans le
XXle siécle. Plusieurs programmes sont initiés dans les pays en voie de développement pour
initier des projets d’identification, de validation et de conservation des reconnaissances liées a
’utilisation thérapeutique des plantes (Burton, 2015). En octobre 2013, ’OMS a initié une
stratégie (2014-2023) visant a guider les pays dans 1’élaboration d’une réglementation
développée, d’une gouvernance efficace et de l’intégration des pratiques de médecine
traditionnelle dans la médecine moderne (Burton, 2015). A [1’échelle nationale, la
phytothérapie a connu un engouement considérable dans le systétme de santé marocain.
Plusieurs projets et programmes de recherches ont été initiés pour valoriser les connaissances
théoriques et pratiques anciennes et les adapter a des criteres pharmaceutiques et
toxicologiques qui permettraient d’intégrer cette discipline dans la médecine conventionnelle.
La valorisation scientifique de la médecine traditionnelle doit certainement conduire a
I’¢laboration de médicaments a base de plantes sous des formes galéniques adéquates, sans

risques, efficaces et avec des couts raisonnables.
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Le Maroc se caractérise par un patrimoine naturel riche abritant différents
écosystemes. Le secteur des PMs et aromatique au Maroc est I’'un des plus riches dans le
monde. Il constitue un domaine d’importance socioéconomique avec une production annuelle
de 33000 tonnes. La richesse en PMs au Maroc est due a sa situation geographique
privilégiée et a un climat soumis aux différentes influences atlantiques, méditerranéennes et

sahariennes.

Actuellement, la stratégie de recherche de nouvelles molécules bioactives est basée sur
des approches ethnobotaniques privilégiant 1’utilisation de certaines plantes médicinales
locales. A cet égard, plusieurs études ethnobotaniques ont été menées, dans les différentes
régions du Maroc, pour identifier, valoriser et préserver les savoirs relatifs a 1’usage
traditionnel des plantes médicinales. Ces études ont permis de recenser des dizaines de plantes
qui ont été soumises par la suite a des vérifications scientifiques par des méthodes chimiques
et pharmacologiques. Un grand nombre des produits a base de plantes utilisés en

thérapeutique traditionnelle marocaine n’a pas encore été ¢tudié scientifiquement.

La présente thése sera organisée autour d’un plan comportant quatre grandes parties.
Chaque partie sera structurée en introduction, matériels et méthodes, résultats, discussion et
finalement une conclusion. Nous consacrerons la premiére partie de ce manuscrit pour
présenter les données théoriques de 1’étude ethnopharmacologique et la zone d’étude, la
description de I’enquéte, les résultats de 1’enquéte ethnopharmacologique, la discussion des

résultats obtenus et nous terminerons cette partie par une conclusion.

La deuxiéme partie de ce travail sera consacré a 1’é¢tude de la phytochimie et
I’évaluation de 1’activité antioxydante de I’extrait de la plante de Hyoscyamus muticus. Dans
cette partie nous présenterons les données théoriques sur 1’espéce de plante choisie, les
généralités sur la phytochimie et ’activité antioxydante, la présentation des résultats obtenus,

la discussion et finalement une conclusion.

La troisieme et la quatriéme partie de ce manuscrit seront consacrées successivement a
I’étude de I’effet de 1’extrait méthanolique de Hyoscyamus muticus sur la douleur, dépression
et I’anxiété. La troisieme partie sera consacrée a I’évaluation de ’effet de I’extrait de
Hyoscyamus muticus sur la douleur : aprés avoir défini la douleur et ses composantes nous

nous attacherons a décrire les différents types et les voies des messages douloureux au niveau
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du systeme nerveux. Dans un deuxiéme temps nous présenterons les démarches suivies pour
évaluer I’effet antinociceptif de la plante, la présentation des résultats obtenue, la discussion

de ces résultats et nous finirons cette partie par une conclusion.

Dans la quatriéme partie nous intéressons a 1’évaluation expérimentale de 1’effet de
I’extrait de Hyoscyamus muticus sur le comportement chez les souris. Au début de cette partie
nous présenterons les différentes bases théoriques liées a la dépression, I’anxiété et I’activité
locomotrice. Puis, nous illustrerons les tests de comportements utilisés, les résultats obtenus,
la discussion et une conclusion. Pour cléturer nous nous terminerons par une conclusion

générale et les perspectives de ce travail.
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Les objectifs et hyothéses spéecifiques de la présente étude

Dans ce travail de thése nous nous sommes fixés sur les objectifs suivants :

1-

La réalisation d’une étude ethnopharmacolgique au sein de la population de la
province de Zagora. Cette étude sera pour objectif de recenser, documenter et
d’élaborer un catalogue des plantes médicinales utilisées dans le traitement de la
douleur, I’inflammation, le diabéte et la lithiase urinaire. Cette étude pourrait aussi
nous renseigne sur 1’importance de la thérapie traditionnelle locale, les modalités de
transmission des pratiques d’usages, les sources d’obtentions, les parties utilisées, la
toxicité et la posologie recommendée. Sur la base de cette enquéte nous allons
procéder a 1’étude toxicologique et neuropharmacologique de 1’extrait méthanolique
de Hyoscyamus muticus (MEHM).

Elaboration d’une étude phytochimique pour identifier et estimer la teneur des
phytoconstituants les plus abondants dans l’extrait méthanolique de Hyoscyamus
muticus (MEHM).

Evaluation in vitro du potentiel antioxydant de MEHM par des méthodes adaptées a
I’évaluation du potentiel antioxydant des extraits de plantes.

Estimation de la toxicté aigue par la voie orale et intrapéritonéale de I’extrait de
Hyoscyamus muticus.

Evaluation de possible effet de MEHM sur la sensation de la douleur chez les souris
en utilisant différents tests pharmacologiques.

Détermination de quelques mécanismes impliqués dans 1’effet analgésique observé
chez les groupes traités par I’extrait.

Evaluation in vivo de I’effet antidépresseur et anxiolytique de MEHM en utilisant des

tests comportementaux.

Dans ce contexte, on pose 1’hypothése que I'utilisation des remedes a base de plantes

médicinales est tres répondue dans cette province et ce savoir local pourrait nos renseigne sur

des plantes médicinales endémiques qui pourraient étre efficace dans le traitement de la

douleur et certains troubles mentaux comme la dépression et 1’anxiété. Hyoscyamus muticus
p

est une espéce de plante couramment utilisee dans la médecine traditionnelle locale pour

traiter certains troubles mentaux suggérant ainsi un effet central de la plante et donc leur

utilisation dans le soulagement de la douleur, la dépression et de I'anxiété.
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Premiére partie : Etude ethnopharmacologique

1. Introduction

L’ethnopharmacologie est une discipline qui s’intéresse a 1’utilisation thérapeutique
des plantes médicinales et les savoir-faire traditionnels. Les enquétes ethnopharmacologiques
deviennent des outils fiables et tres utilisées dans la découverte de nouveaux médicaments. En
effet, Ces études ont apporté a I’humanité plus de 60% de médicaments utilisés dans la
médicine moderne (Fleurentin, 2012). La réalisation des enquétes ethnopharmacologiques
aide a préciser la composition du remede a base des plantes médicinales, son mode de
préparation, sa posologie et sa toxicité. Ces informations sont toujours accompagnées par des
échantillons pour faciliter I’identification et la préparation des herbiers botaniques. Au fil des
années 1’ethnopharmacologie trouve son originalité et sa place par le développement
méthodologique et 1’élaboration des collaborations avec des spécialistes des sciences
humaines et des sciences de la nature. Dans notre globe il y a environ 300000 especes de
plantes a fleur et seulement moins de 10% auraient été étudiée scientifiquement. Cette
richesse écologique mondiale représente donc un énorme réservoir de composés naturels qui
attendent d’étre découverts, de déterminer leurs qualités et leurs efficacités. Ce patrimoine

naturel devrait étre préserveé et intégré dans la médecine moderne.

Dans la finalit¢ de connaitre, valoriser et préserver les savoirs relatifs a 1’usage
traditionnel des plantes au Maroc, des dizaines d’études ethnobotaniques ont été menées dans
les différentes régions du royaume (Benkhnigue et al., 2010 ; Eddouks et al., 2017 ; Benali
etal., 2017 ; Hind et al., 2017 ; Barkaoui et al., 2017). Ces études ont permis d’identifier les
utilisations traditionnelles de plusieurs especes de plantes contre différents types de maladies.
Parmi les plantes étudiées, certaines ont été sujet par la suite a des vérifications scientifiques
par des méthodes chimiques et pharmacologiques (Chebaibi et al., 2011 ; El Cadi et al.,
2012 ; El Youbi et al., 2012). Ce travail s’inscrit dans le méme objectif de recherche de
valorisation et de validation de 1’usage traditionnel de certaines plantes endémiques du

Maroc.

Depuis ’antiquité, la vallée du Draa en général et la province de Zagora en particulier
constituent une zone de métissage de civilisations et d’influences culturelles diverses grace
aux différentes vagues d’immigration. Ce croisement entre les différentes ethnies et cultures
entraine un brassage des connaissances et des savoir-faire phytothérapiques dans la région. Le

développement durable dans cette province, qui manque d’infrastructures suffisamment de
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base et qui montre un niveau de vie relativement bas de la population, nécessite 1’amélioration
des ressources culturelles et de les préserver contre la négligence et la surexploitation.
Cependant, aucun travail ethnopharmacologique n’a été réalis¢ dans la région de Zagora.
Cette étude se propose de participer, dans le grand chantier de 1’exploration et préservation
des plantes médicinales locales, en collectant des informations sur I’utilisation des plantes
médicinales dans le traitement de plusieurs maladies par la communauté locale de cette
région. A travers cette partie, nous présenterons les différents aspects théoriques liées a
I’ethnopharmacologie, la méthodologie suivie dans la réalisation de 1’enquéte, ainsi que les

résultats obtenus et finalement nous terminerons par une discussion.
2. Données génerales et regionales

2.1 Données générales sur I’ethnopharmacologie

2.1.1 Définition

L’ethnopharmacologie : ethno (du grec ethnos, culture ou peuple), pharmacologie (le
médicament) est une discipline qui s’intéresse aux connaissances pharmacologiques des
différentes ethnies et des médicaments (Dos Santos et Fleurentin, 1991). C’est un domaine
de recherche mis en ceuvre pour isoler des molécules supposées intéressantes dans le domaine
pharmaceutique et médical. Le terme ethnopharmacologie a été publié pour la premiere fois
en 1967 comme titre d’un livre (Efron et al., 1970). Au cours du 1°" congrés européen
d’ethnopharmacologie de Metz en 1990, une nouvelle définition a été¢ ¢laboré comme étant
« I’étude scientifique interdisciplinaire de I’ensemble des matiéres d’origine végétale, animale
ou minérale et des savoirs ou des pratiques s’y rattachant, que les cultures vernaculaires
mettent en ceuvre pour modifier les états des organismes vivants a des fins thérapeutiques,
curatives, préventives ou diagnostiques (Fleurentin, 1990). Il convient de noter qu’il existe
une différence entre ethnopharmacologie et éthnobotanie, cette derniere ne se concentrait pas
seulement sur les plantes, mais aussi sur d’autres produits naturels dérivés de la nature (les

aliments, plantes a fibre, colorants, plantes ornementales et oléagineuses).

2.1.2 Les objectifs de I’ethnopharmacologie

L’ethnopharmacologie est un domaine de recherche multidisciplinaire portant sur

I’observation, la description et les études expérimentales des remédes naturels (Etkin et
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Elisabetsky, 2005). Le domaine ethnopharmacologique établit un pont entre le terrain et le
laboratoire, entre les sciences humaines et les sciences exactes, entre les minorités et les
multinationales. Depuis toujours, les laboratoires pharmaceutiques s’intéressent a
I’ethnopharmacologie afin d’¢laborer des banques de données pour une future utilisation dans

la découverte des nouvelles molécules efficaces (Elisabeth Motte Florac, 2002).

L’ethnopharmacologie est devenue actuellement une science importante dans les pays
en développement. En effet, les recherches en éthnobotanie et ethnopharmacologie nécessitent
moins de moyens financiers, car les populations de ces pays ayant un acces limite au service
de santé publique détiennent de riches connaissances traditionnelles sur les plantes
médicinales (Houehanou, 2015). Parmi les principaux objectifs, de [1’étude

d’ethnopharmacologie, nous citerons :
v" Documenter et recenser les connaissances traditionnelles.

v' Elaborer une base de données sur les utilisations pharmaceutiques et faciliter le

partage des connaissances a travers la création des journaux spécialisés et des livres.
v" Développer I’ethnobotanique.

v Evaluer la toxicité et I’activité thérapeutique des remédes en utilisant des outils de la

pharmacologie moderne.
v" Assurer le développement de médicaments, en particulier pour usages locaux.

v' Préconiser le développement des ressources autochtones en particulier les plantes
locales.

Ainsi, I’ethnopharmacologie est essentielle pour conserver une trace écrite au sein des
pharmacopées des médecines traditionnelles dont la transmission est basée généralement sur

la transmission traditionnelle des savoirs par la voie orale.

2.1.3 Meéthodologie de recherche en ethnopharmacologie

La recherche en ethnopharmacologie se déroule en trois principales étapes :

v Une enquéte de terrain consistant a comprendre les connaissances, le systeme de santé
traditionnel et recenser les substances de différentes origines (vegétale, animale et

minérale) a des fins thérapeutiques.
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v' Un travail de laboratoire ou 1’on vérifie la toxicité, D’efficacité de ces remeédes
traditionnels a I’aide d’outils scientifiques modernes. L’expérimentation scientifique

doit étre réalisée in vivo et in vitro.

v" Un retour de I’information vers le terrain pour 1’exploitation des données collectées
dans le cadre d’un programme de développement et de valorisation de la recherche

dans le domaine pharmaceutique.

La figure 1 résume 1’ensemble des démarches méthodologiques en ethnopharmacologie.
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Compréhension des systéemes de santé
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Recensement des usages thérapeutiques
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Identification botanique
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Intérprétation de I'usage
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Recherche des convergences d'utilisation

NS

Traditions orales Médecines savantes

NS

Etude bibliographique

NS

Préparation des extraits selon la tradition
Caractérisation chimique
Protocole toxicopharmacologique
In vitro In vivo

N/

Identification chimique

NS

Evaluation clinique

NS

Retour de lI'information

NS

Diffusion de I'information

NS

Elaboration des programmes de développement

Figure 1 : Methodologie en ethnopharmacologie selon (Fleurentin, 1990).
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2.1.4 L’importance des plantes médicinales au Maroc

2.1.4.1 Définition d’une plante médicinale

Une plante est dite médicinale lorsqu’elle est inscrite a la pharmacopée et que son
usage est exclusivement médicinal. C’est-a-dire qu’elle renferme au moins une partie qui
posséde un ou plusieurs principes actifs capables de prévenir, soulager ou guérir des maladies.
Ces substances d’origine végétale peuvent étre utilisées a des fins thérapeutiques ou comme
des précurseurs pour la synthese de nouveaux médicaments efficaces (Sofowora et al., 2013).
Environ 35000 espéces de plantes sont employées par la population mondiale a des fins
médicinales, ce qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres
humains. Les plantes médicinales continuent de répondre a un besoin important malgré

I’influence croissante du systéme sanitaire moderne (Fleurentin, 2013).

2.1.4.2 Diversité et utilisation des plantes
médicinales (PMs)

Le Maroc a 715000 km? de surface et plus de 5200 espéces de plantes réparties en
981 genres et 155 familles (Elhilaly, 2003). Elles comprennent environ 800 especes de
plantes aromatiques et médicinales (Abouri et al., 2012). Cette richesse des plantes
médicinales est le résultat de la diversité des écosystémes terrestres et de I’hétérogénéité du
climat que I’on peut observer d’une région a I’autre. Selon des statistiques de 1’Organisation
mondiale de la santé, 80 % de la population africaine recourt aux remedes a bases de plantes
médicinales (OMS, 2016). La population marocaine utilise les PMs depuis des centaines
d’années, I’accumulation de ces savoirs traditionnels était influencée par les différentes
cultures et ethnies venues du Moyen-Orient, d’Europe et d’Afrique subsaharienne. Ces
savoirs traditionnels englobent les connaissances, le savoir-faire, les méthodes, les techniques
et les pratiques qui sont élaborés, appliqués et transmis d’une génération a une autre au sein
de la communauté qui considere ces connaissances comme une identité culturelle
(Bellakhder, 1997). Cette richesse culturelle Iui permet d’occuper une place privilégiée parmi
les pays de la région méditerranée dans le savoir-faire traditionnel (Scherrer et al., 2005).
Depuis le début du millénaire jusqu’a aujourd’hui, plusieurs études ethnobotaniques ont été
réalisées dans différentes régions du royaume. Ces études indiquent, sans aucun doute, la
place primordiale d’automédication par les remédes a bases des plantes médicinales dans les

soins de santé primaires de la population marocaine. En moyenne, le pourcentage d’utilisation
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de la phytothérapie varie entre 55 & 90 % selon les régions, les patients utilisent ces plantes
pour traiter les douleurs, le diabéte, I’hypertension et les maladies rénales (Eddouks et al.,
2009 ; EI Amrani et al., 2010 ; Benlamdini et al., 2014; Ouhaddou et al., 2014 ;
Benkhnigue et al., 2014 ; Khouchlaa et al., 2016).

2.2 Données géographiques, climatiques, économiques, et
démographiques sur le lieu de ’enquete

2.2.1 Données géographiques

Zagora est une province située dans la partie orientale de 1’ Anti-Atlas dans I’Est du
Maroc ; elle est limitée au nord par les montagnes de Jbel Saghro. Elle est dominée
géologiquement par 1’ancienne chaine de I’ Anti-Atlas, et traverse les chaines de montagnes de
Jbel Bani. Administrativement, la province de Zagora appartient a la région de Draa Tafilalet,
délimitée au Nord et a I’ouest par la province d’Ouarzazate, a 1’ouest par la province de Tata,
a I’Est par la province d’Er-Rachidia et au Sud par les frontiéres avec 1’Algérie (Figure 2).
Elle est subdivisée en 25 communes dont deux urbaines, le taux d’urbanisation est d’environ
16,5 %. Elle couvre 3,55 % de la superficie totale du pays avec une surface de 23 000 km?,
d’une population d’environ 307 306 habitants (densité d’environ 13,36 habitants par km?)
dont 256 558 habitants dans le milieu rural (HCP, 2017).
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Figure 2 : Situation géographique de la province de Zagora (Direction genérale des
collectivités locales, 2015)

2.2.2 Données climatiques de la zone d’étude

Le climat de cette zone s’inscrit globalement dans 1’étage bioclimatique saharien a
hiver tempéré caractérisé par une hyperaridité marquée. Le Haut Atlas forme une barriére
quasi infranchissable pour les vents froids et humides qui se développent sur la partie nord du

pays.
Les précipitations enregistrées au niveau des stations dans la province de Zagora accusent des
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Irrégularités annuelles importantes qui décroissent du nord vers le sud et d’ouest vers 1’est. La
pluviométrie moyenne annuelle tres faible est généralement inférieure a 100 mm/ans. Par
exemple, la précipitation moyenne annuelle est de 108 mm a Agdz, de 74 mm a Zagora ville,

de 54 mm a Tagounite et de 68 mm a Tazarine (Figure 3).

"
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Figure 3 : Carte des précipitations annuelles de la région de Draa-Tafilalet (Direction
génerale des collectivités locales, 2015).

La province de Zagora est caractérisée par le vent dominant dit « Chergui » sec, chaud
et desséchant de provenance du Nord-Est, plus fréquent en été. Un autre type dit « Saheli »
plus frais qui souffle en hiver de I’ouest en provenance du Sud-Ouest (El-Araby et Faleh,
2017). La vitesse annuelle moyenne du vent dans la ville de Zagora est de 1’ordre de 2,25 m/s.
Les températures dans cette province se caractérisent par de grandes amplitudes thermiques
tant saisonnieres que journaliéres. La température moyenne annuelle enregistrée dans la ville
de Zagora est de 22,5 °C. Elle varie, selon les mois de I’année, de 12,6 °C en janvier a
33,7 °C en juillet. Les températures minimales varient entre -2 °C et -4 °C en hiver et 15,8 °C
et 17,8 °C en été. Les températures maximales varient entre 27 °C et 41 °C en hiver et entre
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41 °C et 48 °C en été. Le mois de juillet est le plus chaud tandis que janvier est le mois le plus
froid avec des températures minimales descendant parfois en dessous de -5 °C (Figure 5). Le
mois de juin enregistre la période la plus élevée d’ensoleillement quotidien avec une moyenne
de 12h49min. Le mois de janvier est le mois avec le moins d’heures d’ensoleillement ; il
enregistre une moyenne de 9h34 heures d’ensoleillement par jours. Au total, environ

3964,85 heures d’ensoleillement sont enregistrées a Zagora tout au long de 1’année.

“F “C Altitude: 735m Climate: BWh °C: 22.9 mm: 61 mm
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Figure 4 : Diagramme ombrothermique de la ville de Zagora (Srairi et al., 2017).

En ce qui concerne la texture du sol, on en trouve différents types a savoir : sol argilo
limoneux, argilo Limono - sablonneux, argilo-Sablo-Limoneux, rmel, hrache et sablo-limono-

argileux. Toutefois, le type argilo limoneux reste dominant (Figure 5).
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Figure 5 : Carte de distribution des différents types de sols de la région de Draa Tafilalt
(Direction générale des collectivités locales, 2015).

Les ressources hydriques de la vallée du Draa sont basées principalement sur les
apports superficiels de I’oued Draa. Cette province appartient au niveau hydrographique aux
bassins du Draa et du Maadider (El-Araby et Faleh, 2017). Six nappes phréatiques
différentes sur lesquelles reposent les six oasis constituent la vallée du Draa moyen (El-
Araby et Faleh, 2017). L’exploitation intensive, la diminution importante des quantités de
précipitation, 1’accroissement des taux d’évapotranspiration, I’augmentation de la salinité des
eaux souterraines et 1’influence des changements climatiques sont les principaux parametres
qui influencent le bilan hydrique de la province (Ouysse et al., 2010 ; El-Araby et Faleh,
2017). Certes, la situation hydrique actuelle de ces oasis devient plus critique & cause du stress
hydrique et de la rareté des ressources hydriques qui affectent le développement agricole et la
durabilité a long terme (Agoussine, 2004).
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2.2.3 Données sur la population locale

La population de la province de Zagora est tres jeune, 62,9 % des habitants ont moins
de 30 ans (Tableau I). Selon les données du recensement de 2014, cette province connait un
taux d’analphabétisme de plus de 36,8 % dans 1’ensemble de la population, caractérisée par
un taux élevé chez les femmes 49.6 % dont 52,2 % chez les femmes des milieux ruraux (haut-
commissariat au plan, direction de la statistique « R.G.P.H 2014 »). Cette population est
caractérisee par une diversité ethnique et linguistique importante due aux différentes
migrations et aux brassages culturels au sein de la vallée du Dréa. La phoeniciculture, la
culture de palmier dattier, reste la source principale de revenus pour la population de Zagora
et le principal pilier de 1’agriculture familiale dans la vallée du Draa. Les activités
commerciales de la population locale de cette province reposent généralement sur les petites
transactions et revétent un aspect traditionnel. En 2017, le taux de chémage dans la province
était d’environ 16,5 % (CERED, 2017).
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Tableau | : Répartition de la population de la province de Zagora selon les groupes age et le
sexe d’aprés le recensement de 2014 (HCP, 2017).

Groupes

d’age

00 - 04 ans
05-09 ans
10 - 14 ans
15-19 ans
20 - 24 ans
25-29 ans
30 -34 ans
35-39ans
40 - 44 ans
45 - 49 ans
50 - 54 ans
55 -59 ans
60 - 64 ans
65 - 69 ans
70 - 74 ans
75ans et +

Non déclaré

00 -14 ans
15-59 ans
60 ans et +
Non deéclaré

Total

Effectifs Fréquences (%)
Masculin Féminin Total Masculin Féminin
Groupes quinquennaux d’age
20154 19235 39389 6,6 6,3
16 331 15 845 32176 53 52
16923 16 033 32956 55 5,2
17 194 17277 34471 5,6 57
16 090 16617 32707 53 54
11889 12956 24 845 3,9 4,2
9954 11592 21546 3,3 3,8
7610 9065 16 675 2,5 3,0
6 197 7380 13577 2,0 2,4
5016 5972 10 988 1,6 2,0
4559 5961 10520 1,5 2,0
4462 5058 9520 15 1,7
4077 4715 8792 1.3 1,5
2820 2809 5629 0,9 0,9
2319 2378 4 697 0,8 0,8
3499 3523 7022 1,1 1,2
0 0 0 0,0 0,0
Grands groupes d’age
53408 51113 104 521 17,4 16,7
82971 91878 174 849 27,2 30,2
12715 13425 26 140 4,1 4.4
0 0 0 0 0
149 094 156 416 305510 48,7 51,3
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12,9
10,5
10,8
11,3
10,7
8,1
71
5,5
4.4
3,6
34
3,1
2,9
1,8
1,5
2,3
0,0

34,2
57,3
8,5
0
100



2.2.4 Données sur la santé dans la province de Zagora

Les données sur la santé dans la province de Zagora sont présentées dans le tableau 1.

Tableau Il : Les données sur le secteur de la santé dans la province de Zagora (D’aprés
I’annuaire du Maroc de 1’année 2017 et 2018).

Nombre Nombre Centres  Centres Nombre des Nombre
des De lits desanté desanté Dispensaires  médecins d’Infirmiers
Hopitaux dans les urbains  Ruraux Ruraux (privé et public
généraux  hdpitaux public)
Publics
1 69 28 91 89 79 122
3. Meéthodes

3.1 Description de I’enquéte ethnopharmacologique

La premiére partie de cette thése est basée sur la réalisation d’une enquéte qui repose
sur un questionnaire qui a concerné 1400 personnes, dont 640 personnes souffrant de diabete
et de calculs rénaux, et habitant dans différents endroits dans la majeure partie des communes
de la province de Zagora. Ce travail a duré plus de deux ans. Commencé en janvier 2014, il
s’est achevé en septembre 2016, pendant lesquels nous avons réalisé des entretiens avec des
personnes des différentes communes de cette province. Au début de ce travail, nous avons
procédé a une enquéte exploratrice aupres des herboristes et les tradithérapeutes. Durant la
deuxiéme phase de I’enquéte, les données ont été recueillies a I’aide d’un questionnaire semi-
structuré. Le formulaire du questionnaire de I’enquéte se divise en trois parties permettant de

récolter des informations portant sur :

= L’informant : Age, sexe, niveau d’étude
» Les données concernant la santé de I’informant : maladie, type des médicaments
utilisés, la durée de traitement. ..
= L’information sur les plantes médicinales utilisées contre la douleur, I’inflammation,
le diabete et les calculs rénaux parmi ces informations :
- le nom de la plante utilisée : Nom vernaculaire en arabe ou en

Amazigh.
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- la source d’obtention de la plante : acheté, cultivée, récolté dans le
milieu...
- la partie utilisée : les feuilles, les racines, les parties aériennes, les

graines

la raison pour I’utilisation de la plante

la source de I’information concernant le type de plantes, I’utilisation...

mode de préparation : décoction, maceération, cataplasme, cru

mode d’utilisation : voie orale, inhalation, cataplasme

la quantité utilisée : déterminer en gramme, estimé par d’autres outils
de mesure...

- la durée du traitement par la plante utilisée.

- L’fficacité de la plante aprés ’utilisation.

- la connaissance de la toxicité de la plante avant et apres 1’utilisation.

Une liste des noms vernaculaires des plantes locales a été créée a 1’aide des entretiens
avec des herboristes et des tradithérapeutes de la région. Les entretiens avec les participants
ont été réalisés dans les salles d’attente des centres hospitaliers, dans les souks, et méme a
domicile pour les personnes agées dans les communes rurales. La langue utilisée dans les
entretiens dépend de la personne, la majorité des participants parlent tamazight et arabe
simultanément. Pour la corrélation entre les différentes appellations des plantes médicinales,
nous avons invité les participants et les herboristes a rassembler ou montrer des échantillons

des plantes et a nous renseigner sur les mélanges et les modes de préparations.

3.2 Traitement des données collectées

Les données notées sur les fiches des questionnaires brutes ont été ensuite transférées
dans une base de données et traitées par le logiciel de traitement statistique Excel. Une étude

quantitative a été élaborée en utilisant les parametres cités dans les paragraphes suivants.
3.3 Les parametres quantitatifs

3.3.1 Valeur d’usage ou « Use value » (UV)

Les UVs ont été utilisés pour déterminer le niveau d’utilisation de chaque espéce dans la zone

d’étude. lls ont été calculés a I’aide de la formule suivante :
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Avec «Um» est le nombre total de rapports d’utilisation par espece et « n» représente le

nombre total d’informateurs interrogés pour une plante donnée.

Une valeur UV élevée pour une espéce donnée correspond a une utilisation importante de
cette espece, tandis qu’une valeur proche de zéro indique une utilisation négligeable de cette

espece (Suroowan, 2016).

3.3.2 Valeur d’usage familiale ou « Family use value »
(VuF)

Le VUF a été calculé pour identifier I’importance des familles de plantes médicinales.
C’est un indice d’importance culturelle qui peut étre appliqué en ethnobotanique pour calculer
une valeur du taxon biologique des plantes. Pour calculer le VuF, nous utilisons la formule

suivante :

UVs . . .
VufF = s Avec UVs correspondant a la valeur d’usage de I’espece et ns représentant le

nombre total d’espéces dans chaque famille (Sreekeesoon et al., 2014).

3.3.3 Niveau de fidelité (NF)

Le niveau de fidélité a été utilisé pour classer les espéces végétales resencées en
fonction de leur efficacité relative déclarée. Nous avons calculé NF en utilisant la formule

suivante (Sreekeesoon et al., 2014) :

NF = Tp * 100; Np: nombre de rapports d’utilisation pour une espéce donnée, utilisés

pour une catégorie d’affections particuliére.

N: nombre total de rapports d’utilisation pour une espece utilisée pour une maladie
quelconque.
3.4 Criteres de sélections des espéces médicinales

L’identification taxonomique des plantes collectées est définie par leurs noms botaniques

en arabe, en tamazight et en francais. Des spécimens ont été identifies et déposés dans
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I’herbier du laboratoire de pharmacologie, neurobiologie et comportement de I’université
Cadi Ayyad de Marrakech. Le critére utilisé pour sélectionner une plante médicinale comme
traitement spécifique était que cette plante soit mentionnée par plus de cing personnes
indépendantes interrogées. L’ensemble des espéces collectées et inventoriées ont été classées

sous forme d’un tableau par ordre alphabétique (voir le tableau dans la section résultats).

4. Résultats

L’analyse des fiches d’enquétes « questionnaires» menees dans les différentes
localités de la province de Zagora nous a permis de collecter des données sur les especes des
plantes médicinales les plus connues et les plus utilisées par la population locale dans le
traitement de certaines maladies notamment la douleur, I’inflammation, le diabéte et la
lithiase urinaire. En outre, nous avons inventorié les especes de plantes reconnues comme des

plantes hallucinogenes.
4.1 Données collectées sur les profils des participants

4.1.1 Latranche d’age et le sexe des participants

Les extrémes d’ages des participants variaient entre 20 et 90 ans. La majorité d’entre
eux (25,4 %) appartenait a la tranche d’age entre 50 et 60 ans. La tranche d’age le moins
représentée est le groupe des participants d’age inférieur a 30 ans (14,47 %) (Figure 6). Les
femmes représentaient 55,54 % de I’ensemble de la population étudiée, par rapport aux

hommes avec un pourcentage de 44, 57 %.

30
25
20
15

10
A
20-30 30-40 40-50 50-60 60-70 >70
AGE EN ANNEE

(%) de participants

Figure 6 : profil des participants en fonction de la tranche d’age.
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4.1.2 Niveau d’études des participants

Dans la zone d’étude, plus que la moitié des participants sont analphabétes, avec un
pourcentage de 56 % (Figure 7). Le reste des participants se répartissant entre une
scolarisation primaire (27 %), suivie par niveau de scolarisation secondaire (12 %). Dans
notre échantillon les personnes ayant un niveau scolaire universitaire représentent un

pourcentage faible (5 %).

Niveau
primaire
27%

Figure 7 : Utilisation des plantes médicinales selon le niveau scolaire des participants.

4.1.3 Source d’obtention des PMs utilisées.

Selon les données représentées dans la figure 8, nous constatons que plus de la moitié
des participants (51 %) obtiennent les plantes utilisées auprés des herboristes alors que 45 %
de la population étudiée a obtenu les PMs utilisées dans la préparation des remedes
directement de la nature et seulement 4 % ont utilisé¢ d’autres sources (les voisins, un membre

de leur famille... etc.).
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Figure 8 : Les sources d’obtention des plantes médicinales utilisées par les participants.

4.1.4 Raisons de I’utilisation et efficacité des PMs

Nous avons constaté que 85 % de la population étudiée utilisait des plantes pour soigner les
douleurs (abdominales et maux de téte), 74 % pour traiter les calculs rénaux, puis 69 % pour

soigner le diabéte de type 2.

La population participant a cette enquéte a mentionné qu’elle opte pour les plantes
médicinales parce que ces plantes sont plus efficaces que les médicaments (49 %), qu’elles
sont faciles a obtenir (33 %) et qu’elles sont moins chéres que les médicaments modernes
(18 %) (Figure 9).
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Figure 9 : Raisons de I’utilisation des PMs par les participants.

D’aprés 1’analyse des données collectées représentées dans la figure 10, 53% des personnes
interrogées indiquent que la plante médicinale utilisée soulage leurs maux. S’ensuivent
(36 %) des participants qui indiquent que la plante utilisée est efficace, et seulement (11 %)
des participants qui déclarent que leur état n’avait pas changé aprés avoir consommé le

remede a bases de plantes médicinales.

Sans effet Efficace

1% T~ 36%

Soulager |
maux
53%

Figure 10 : L’efficacité des remédes a base des PMs.
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4.1.5 Diversité des familles de PMs recenseées

Nous avons recensé 83 especes appartenant a 40 familles, la majorité de ces espéces
appartiennent a la famille des lamiacées (13 especes), suivies des Astéracées et des Apiécées
représentées par neuf especes pour chacune d’entre elles. La famille des Chénopodiacées et
les Fabacées sont représentées par trois espéces chacune. Les autres familles sont représentées

seulement par deux espéces ou moins.

4.1.6 Objectifs d’utilisation des PMs par les participants

Notre enquéte ethnopharmacologique a révélé que la majorité des especes
mentionnées sont utilisées pour soulager les douleurs avec un pourcentage de 40 %
(Figure 11), pour le traitement du diabéte avec 36 %, pour les calculs rénaux avec 15 % et
pour le traitement de I’inflammation avec 7% seulement. On a remarqué que 3 % des espéces

recensées sont reconnus pour leurs effets hallucinogenes.

Hallucinogene .
Anti-inflammatoire -
Antilithiasique |

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Pourcentage d'utilisation (%0)

Figure 11 : Pourcentage de plantes utilisées pour traiter des maladies ou ayant des effets

spécifiques.

55



4.1.7 Parties de PMs utilisées dans la préparation des
remedes

Notre étude a montré que les feuilles des PMs sont les parties les plus utilisées avec un
pourcentage de 33 % ; viennent ensuite les parties aériennes (14 %), puis les racines (8 %),
puis les fleurs, tiges, les bulbes et péricarpes (2 %) et enfin les stigmates, gommes, les clous

de girofle et les écorces (1 %).

4.1.8 Méthodes de préparation des remedes

Dans la zone d’étude, les remedes sont préparés essentiellement par décoction (39 %),
par infusion (26 %) et sous forme de poudre (22 %). Les autres méthodes (Tisane, brute,
boisson, maceration, fumigation et extraction d’huile) constituaient moins de 13 %
(Figure 12). La plupart des préparations se prendraient oralement, et parfois par des voies

spécifiques (inhalation, cataplasme).

Autres
méthodes
13%
Décoction
39% m Décoction
m infusion
infusion Poudre
26% m Autres méthodes

Figure 12 : Les différentes méthodes de préparation des remedes a base de PMs.

4.1.9 Durée de traitement par les remedes

Nous avons remarqué que la durée du traitement n’était pas précisément définie par les
participants et méme par certains tradithérapeutes locaux. La durée de traitement
recommandée varie selon le type de la maladie et 1’age du patient. Cette durée allant du

quelque jour jusqu’a des mois.
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4.1.10. Données sur la toxicité

Le résultat de I’enquéte a révelé que seulement 14,64 % de la population interrogée
ont indiqué qu’ils possédaient des informations sur la toxicité des PMs utilisées (Figure 13).
L’analyse du questionnaire a permis d’identifier douze especes déclarées par des participants
comme potentiellement toxiques. Parmi ces espéces, nous citons : Citrullus colocynthis L ;
Nerium oleander L; Hyoscyamus muticus L ; Calotropis procera L ; Chenopodium
ambrosioides L ; Trigonella foeniculum-graecum L ; Datura stramonium L ; Cotula cinerea L

; Zygophyllum gaetulum L ; Carum carvi L et Inula graveolens L.

Quelques
informations
sur la toxicité

14.64%

Aucune idée
sur la toxicité
85.36%

Figure 13 : Connaissance des informations sur la toxicité des PMs utilisées.

Les participants ont annoncé quelques effets secondaires liés a 1’'usage de certaines
PMs. Par exemple [I’utilisation de Citrullus colocynthis et Chenopodium ambrosioides
s’accompagne de signes secondaires telque vomissements, malaise, douleurs abdominales,
vertige, allergie et tremblement. L’usage de certaines préparations obtenues a partir de
Trigonella foeniculum-graecum L et de Nerium oleander L, n'est pas souhaitable chez les
femmes enceintes, car ces plantes sont jugées améres et susceptibles d’étre abortives. L’usage
de grande quantité de Hyoscyamus muticus L et Datura stramonium L provoque 1’apparition
d’hallucinations auditives et visuelles auxquelles 1’on pourrait remédier avec un bain tiéde ou

la prise de lait frais.
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4.2 Résultats des analyses quantitatives

Les données collectées a travers les questionnaires ont été analysées quantitativement
en utilisant la valeur d’usage ethnobotanique (Vu), le niveau de fidélité ethnobotanique (NF)

et la valeur d’usage familiale (VUF).

4.2.1 La valeur d’usage (Vu) ou use value (UV)

D’aprés les données collectées, 1’estimation de la valeur d’usage (UV) pour chaque espéce
nos permet de classer les différentes especes en trois classes :

*

s La 1" classe qui inclut 65 espéces de plantes ayant des valeurs d’usages qui se situent
entre 0, 01 et O,1.

% La 2° classe avec des gammes des valeurs d’usages ethnobotaniques entre 0,1 et 0, 29

comprend 13 especes.

X/

% La 3°classe avec les valeurs d’usage les plus élevées (les valeurs qui dépassent 0,3)
comprend les espéeces suivantes : Zygophyllum gaetulum L (0,44), Nigella sativa L
(0,36), Rosmarinus officinalis L (0,36), Trigonella foenum-graecum L (0,35), Thymus
satureioides L (0,35) et Lawsonia inermis L (0,30).

Notons que les valeurs d’usage les plus élevées ont été enregistrées pour les especes
utilisées dans le traitement de différents types de douleurs notamment les douleurs
abdominales et les maux de téte. Néanmoins, les valeurs d’usage les plus faibles ont été
enregistrées pour les espéces suivantes : Mallus communis L, Prunus dulcis Mill, Brassica
napus L, Myrtus communis L, Pennisetum typhoides L, Ceratonia siliqua L et Hordeum

vulgare L.

4.2.2 Niveau de fidélité (NF)

Les valeurs du niveau de fidélité ethnobotanique (NF) ont été calculées afin de
déterminer les especes les plus fréeqguemment utilisées pour chaque catégorie de maladie
(tableau I11). Selon nos résultats, les valeurs des niveaux de fidélités calculées variaient de
55,26 % a 100 %. Pour les plantes a effet analgesique on dénombre deux especes ayant un
niveau de fidélité le plus élevé : Chenopodium ambrosiodes L et Ammadaucus leucotrichus L.

Pour traiter I’inflammation, deux espéces ayant une valeur de NF élevée étaient Lawsonia
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inermis (83,46 %) et Olea europeae L (81,68 %). Pour traiter le diabete, nous avons noté une
valeur de NF maximale (100%) pour deux especes de plantes & savoir Herniaria cinerea DC
et Opuntia ficus. Par ailleurs ,cing especes de plantes utilisées pour traiter les calculs rénaux
possédaient une valeur de NF de 100 % : Phoenix dactylifera L, Zea mays L, Homolothecium

aureum L, Herniaria cinerea L et Acacia raddianna L.
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Tableau 111 : Niveau de fidélité (NF) des PMs utilisées par la population.

Catégories Nom scientifique des espéces de PMs Niveau de fidélité
(%)
Chenopodium ambrosiodes L. 100
Ammadaucus leucotrichus Coss.Durieu 100
Carum carvi L. 85,65
Douleur Inula graveolens L. 74,70
(Abdominale et maux  Thymus vulgaris L. 73,26
de téte) Cotula cinerea L. 73,12
Rosmarinus officinalis L. 68,06
Thymus satureioide L. 66,93
Crocus sativus L. 58,76
Zygophyllum gaetulum L. 51,36
Lawsonia Inermis L. 83,46
Anti-inflammatoire Olea europeae L. 81,68
Herniaria cinerea DC 100
Opuntia ficus L. 100
Citrillus colocynthis L. 88,77
Diabéte Foeniculeum vulgaris Mill 78,20
Allium sativum L. 61,85
Mentha pulegium L. 56,80
Allium cepa L. 55,26
Phoenix dactylifera L. 100
Zeamays L. 100
Homolothecium aureum L. 100
Calculs rénaux Herniaria cinerea L. 100
Acacia raddianna L. 100
Echinops spinosa L. 77,77

4.2.3 Valeur d’usage familiale (Family use value) « VuF »

La VUF se situait entre la valeur la plus basse (0,01) et la valeur la plus élevée (0,36).

Nous avons recensé trente-deux familles (32) avec une valeur de VuF qui se situai entre 0,01
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et 0,1. Par ailleurs, seulement deux familles avec une VuF entre 0,1 et 0,2 et cing familles
avec une VUF supérieure a 0,2 (Tableau 1V). La famille des Ranunculacée possédait la valeur
de VUF la plus élevée (0,36), suivie successivement par la famille des légumineuses (0,35),

des lythracées (0,30), des zygophyllacées (0,23) et des oléacées (0,20).

4.3 Liste des plantes médicinales utilisées par les participants

Nous avons recensé 50 especes de plantes médicinales utilisées dans le traitement des
différents types de douleur chez la population de Zagora. Parmi les cing espéces les plus
fréquemment citées, nous trouvons : Zygophyllum gaetum L, Thymus saturioides L,
Ammodaucus leucotrichus (Coss. Durieu), Rosmarinus officinalis L, Nigella sativa L.
L’analyse des fiches de questionnaires a permis d’inventorier 45 especes a effet
antidiabétique, parmi ces plantes nous citons : Nigella sativa L, Trigonella foericulum
graecum L, Artemisia huguetii L, Zygophyllum gaetulum L, Allium sativum L, et Hammada
scoparia L.

Pour le traitement des calculs rénaux, nous avons répertoriées 19 especes. Les plus
couramment citées sont: Acacia tortilis gum, Hemiaria cinerea ; Zea mays ; Phoenix
dactylifera L ; Nigella sativa L ; Homolothecium aureum L. Pour soulager les inflammations,
les participants ont recommandé les espéces suivantes : Lawsonia inermis; Zygophyllum
gaetulum L ; Carum carvi L ; Olea europaea L ; Hammada scoparia L. Les plantes qui ont été
identifiées comme ayant des effets hallucinogenes appartiennent a trois espéces, a savoir

Hyoscyamus muticus L, Datura stramonium L et Myristica fragrans L.

L’ensemble des espéces citées par les participants ainsi que les données d’usages
rapportées concernant les parties utilisées, les modes de préparation, les voies
d’administration, les maladies traitées et les indices ethnobotaniques calculés sont présentées

dans le tableau IV.
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Tableau IV : Liste des plantes médicinales utiliseées par la population de la province de Zagora ; AN : analgésique, Al : anti-inflammatoire, AD :

antidiabétique, Al : antilithiasique, HL : hallucinogéne, Nc : nombre de citations, UV : valeur d’usage ethnobotanique, VUF : valeur d’usage familiale

La partie Voie Utilisation
Les familles Les espéces Nom de la Méthode de | d’administrati thérapeutique Nc | Vu | VUF
botaniques Vernaculaire plante préparation | onderemedes | AN |AlI|A|A |HL
utilisée D|L
Artemisia absinthium Chiba t.al Pa Décoction Orale X 54 | 0,04
(L) Feuilles Infusion

Artemisia huguetii Izri Feuilles Décoction Orale X X 183 | 0,13

(Caball.) Chihh g
Cotula cinerea Gertouf 4é sl sl Pa Poudre Orale X X | X 294 | 0,21

(Delile) Wazwaza Feuilles Infusion
Matricaria Babunj Fleurs Infusion Orale X 33 | 0,02
Astéracée Chamomilla (L.) sl Poudre X 0,07

Warionia saharae Afezdad Feuilles Décoction Orale X X 42 | 0,03

Benth & Coss Afsess bl
Launaea arborescens Ferskl /Js. Racines Décoction Orale X 19 | 0,01

(Batt) Murb JSu 8

Oumlbina

Echinops spinosa (L.) Tskra | Sws Pa Décoction Orale X| X 54 | 0,04
Racines

Carlina gummifera (L.) Addad 2 Racines Décoction Orale X 17 | 0,01
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Inula graveolens (L.) Lmighezl Pa Poudre Orale 253 | 0,18
Desf Lmghzil Jsd Feuilles Décoction
Ammodaucus
leucotrichus (Coss. Kemoun soufi Graines Powder Orale 215 10,15
Durieu) sl O sasll
Petroselinum hortenae Maadnous Pa Decoction Orale 107 | 0.08
Hoff O il Graines
Apiécée
Carum carvi (L.) Lkerwit-Lkrwiya | Graines Décoction Orale 2511 0,18
48
Cuminum cyminum (L.) Lkmmoun Graines Poudre Orale 35 | 0,03
@l (5l
Pimpinella anisum (L.) Habbat hlawa Graines Décoction Orale 27 | 0,02
550 A Poudre
Foeniculum vulgare Nefaa, Besbass Graines Décoction Orale 78 | 0,06
(Mill.) bl cadlill 0,02
Firula communis (L.) Fassoukh, Fruit Fumigation Inhalation 16 | 0,01
Elfasoukh ¢ sl
Apium graveolens (L.) | Lkrafess il sl Feuilles Décoction Orale 20 | 0,01
Asclépiadacée Calotropis procera Tawrzat Feuilles Cuit Cataplasme 37 | 0,03 | 0,03
(Aiton) Toureja i )5l
Apocynacée Nerium oleander (L.) Alili- Defla Feuilles Décoction Utilisation 43 | 0,03 | 0,03
sl externe
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Brachythecia- | Homolothecium aureum Senbl Jiall Feuilles Infusion Orale 62 | 0,04 | 0,04
ceae (Spruce) H. Rob Senbel

Brassicacée Brassica napus (L.) Left call Racines Aliment Orale 8 [0,01] 0,02

Lepidium sativum (L.) Heb rchad Graines Infusion Orale 23 | 0,02
Cactacée Capparis spinosa (L.) Lkbbar, Fruit Macération Orale 11 | 0,01 | 0,03

Akkabar sl
Opuntia ficus-indica Drag, hindya Fruit Cru Orale 66 | 0,05
(L.) Mill Ihendi, aknari
Lxigl
Caryophyllacée | Herniaria cinerea DC. Herrasst Ihjer Pa/Feuille Décoction Orale 74 | 0,05 | 0,05
saall Gl s
Hammada scoparia Assay, Remt, Feuille/ Décoction Orale 208 | 0,15
(Pomel) Iljin Rmt <l Graines
Chénopodiacée Bassia muricata (L.) Tasnant «st.s | Pa/Feuille Infusion Orale 15 | 0,01 | 0,12
Asch
Chenopodium Twijant Feuilles Boisson Orale 311 0,22
ambrosioides (L.) Lmkhinza 3 ussll Poudre Cataplasme

Cistacée Cistus creticus (L.) Irgl Jde)) Graines Poudre Orale 41 | 0,03 | 0,03

Cucurbita maxima (L.) Akhssay Fruit Aliment Orale 27 | 0,02

Lgeraa i= Sl Graines Décoction
Cucurbitacee Citrullus colocynthis Hedja-hdej Fruit Décoction Orale 98 | 0,07 | 0,04
(L.) Aferziz sl Graines Macération
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Cupressacée Tetraclinis articulata Azoukka Pa/Feuille Poudre Orale 42 | 0,03 | 0,03
Benth. Alaaraa _te sl
Euphorbiacée Euphorbia officinarum Dghmouss, Pa Poudre Orale 44 | 0,03 | 0,03
(L. TiKiWt (e see )
Ephedraceae Ephedra alata Decne Tamatrt Feuilles Décoction Orale 26 | 0,02 | 0,02
Tamatart < il Poudre
Acacia ehrenbergiana Telh &kl Feuilles Décoction Orale 36 | 0,02
(Hayne)
Fabacée Acacia tortilis subsp. Laalka, Tifiza Gomme Infusion Orale 170 | 0,12
raddiana Brenan ellad)
Ceratonia siliqua (L.) Tikidda Fruit Poudre Orale 11 | 0,01 | 0,05
Khrroub « 4l Infusion
Fumariacée Fumaria officinalis (L.) Khoubiza, Pa Aliment Orale 22 | 0,02 | 0,02
Bakoula 35zl Feuilles
Graminée Pennisetum typhoides lllan &> Graines Décoction Orale 9 [0,01] 0,01
(stapf)
Iridacée Crocus sativus (L.) Zaafran hour Stigmate Infusion Orale 388 | 0,28 | 0,28
Al ke S
Ajugaiva (L.) Chendgura Pa Décoction Orale 59 | 0,04
Timnraozenkd Feuilles
3y Sand
Lavandula officinalis Lkhzama 4.l al Feuilles Décoction Orale 71 | 0,05

(Chaix)

65




Lamiacée

Marrubium vulgare (L.) Mriwt « 5.5 Pa Décoction Orale 55 | 0,04
Marrubium deserti Sis e Feuilles Infusion
(De Noe) Coss. Mriwa — Ifzi
Powder Orale 75 | 0,05
Punica granatum (L.) Kchour rman Péricarpe Décoction
Ohal) 5l Infusion
Mentha spicata (L.) Naanaa gl Stem Infusion Orale 37 | 0,03
Likamt Feuilles
Mentha suaveolens Timiija— Timja Feuilles Infusion Orale 192 | 0,14
(Ehrh.) et - Laadi Décoction
Powder
Mentha pulegium (L.) Flou -taf layut Feuilles Infusion Orale 125 | 0,09
O sldie 58
Thymus satureioide (L.) | Azokni — Zaatar Pa Décoction Orale 496 | 0,35
e Feuilles Poudre
Thymus vulgaris (L.) Zaaitra Pa Décoction Orale 202 | 0,14
8 e 5l Feuilles
Rosmarinus officinalis Azzir, Assil Feuilles Poudre Orale 501 | 0,36
(L.) Sl ¢ sl ¢ 530 Décoction
Infusion
Salvia officinalis (L.) Salmia awlldl Feuilles Infusion Orale 62 | 0,04
Essalmiya Powder
Origanum majorana Merdeddouch Feuilles Infusion Orale 54 | 0,04

0,10

66




(L.) E 933y
Ocinum basilium (L.) | Lhbek Ibeldi au=!| Feuilles Décoction Orale 21 | 0,02
Lauracee Cinamomum Cassia Lkerfa 8, Ecorce Infusion Orale 34 10,02 | 0,02
(L)
Fabacee Trigonella foeum- Lhelba- Tifidass | Graines Poudre Orale 489 0,35 | 0,35
graecum (L.) alal) Décoction
Liliacée Asphodelus tenuifolius Tazia Feuilles Décoction Orale 25 | 0,02 | 0,02
(Cav.) Tuzyit 4% Fruit
Allium sativum (L.) Touma Bulbe Décoction Orale 97 | 0,07
Tiskert 4. Brute
Liliacée Allium cepa (L.) Lbsel laill (Joall Bulbe Mélangé avec Orale 76 | 0,05 | 0,06
Tazalim Graines du cumin
Azalim Décoction
Linacée Linum usitatissimum | Zarriat Alkettane | Graines Infusion Orale 15 | 0,01 | 0,01
(L. GRS Cany 5
Lythracée Lawsona inermis (L.) Henna Feuilles Poudre Orale 423 0,30 | 0,30
Lhenna 4l Pa Décoction Cataplasme
Moracée Ficus carica (L.) Chrihha- Tazart Fruit Brute Orale 13 | 0,01 | 0,01
Lkermouss
Sl 5 A sa SI)
Myristicacée Myristica fragrans Gouza 55 Graines Poudre Orale 24 | 0,02 | 0,02
(Houtt) El-Gouza Infusion
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Eugenia caryophyllata Quorenfel Girofle Brute Utilisation 42 10,03
Myrtacée (Thunb.) ad ) Infusion Externe 0,02
Myrtus communis (L.) Rihane ¢ls2) Feuilles Décoction Oral 8 (0,01
Extraction Massage 273 1 0,20 | 0,20
Oléacée Olea europaea (L.) Zetoun sy Fruit d’huile Orale
Zit Feuilles Décoction
Tmer Fruit Brute Orale 105 | 0,08 | 0,08
Palmacée Phoenix dactylifera (L.) Agjouf Graines Infusion
NKhl Ja Fleur male Tisane
Hordeum vulgare (L.) Chaair _w3l Fruit Décoction Orale 10 | 0,01
Poacée Tomzin Graines
Zea mays (L.) Zgheb logbal Stigmate Décoction Orale 67 | 0,05 | 0,03
BN\ PRy Infusion
Renonculacée Nigella sativa (L). Chanouj Graines Powder Orale 505 | 0,36
Lhebba souda Décoction 0,36
£13 guall dpal
Hebbat Ibaraka
Azgar- Tazgart- Fruit Powder Orale 95 | 0,07
Rhamnacée Ziziphus lotus (L.) Sedra Racines Décoction 0,07
<lall Infusion
Prunus dulcis (Mill) Imirzig s 5 Graines Décoction Orale 6 | 0,00
Rosacée Louz har 4 | 0,004
Mallus communis Tfah Fruit Tisane Orale 5 (0,00
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(Poir.) gl 4
Rubiacée Rubia tinctorum (L.) Lfouwa 3l Racines Décoction Orale 29 | 0,02 | 0,02
Rutacée Citrus vulgaris (Risso) Limoun mer Péricarpe Infusion Orale 32 | 0,02
Fechfach L3 0,02
Ozl
Ruta chalepensis (L.) Lfiel s Pa Décoction Orale 41 | 0,03
Awermi
Solanacée Datura stramonium (L.) Chdeq jmel Feuilles Décoction Orale 42 | 0,03 | 0,06
Taborjint Graines Fumée
G ) 525
Hyoscyamus muticus Elbtima Feuilles Infusion Orale 121 | 0,09
(L) Lbtima- sekran Racines Fumée Inhalation
Saykran ded) Graines
Aloysia citriodora Elwiza Feuilles Infusion Orale 53 | 0,04
Verbénacée (Palau) Lwizza 3l 0,03
Vitex agnus-castus (L.) | Lkherwaa g, 20 | Feuilles Infusion Orale 34 | 0,02
Angaref Fruit
Alpinia officinarum Khodinjan Racines Powder Orale 51 | 0,04
Zingibéracée (Hance) BESAS Décoction 0,04
Zingiber officinale Skinjbir Racines Infusion Orale 67 | 0,05
(Roscoe) il
Peganum harmala (L.) | Lhermal Graines Poudre avec Orale 40 | 0,03
Jaall huile d’olive
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Zygophyllacée

Infusion

Fumigation Inhalation
Zygophyllum gaetulum Aggaya Feuilles Poudre Orale 621 | 0,44
(Emb. & Maire) 4lsall Stem Décoction Utilisation
externe

0,23
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5. Discussion

L’analyse des données de 1’enquéte réalisée au sein de la communauté de Zagora nous
ont permis de recenser 83 especes de plantes utilisées dans le traitement de la douleur, de
I’inflammation, du diabete et de la lithiase urinaire. Trois especes de plantes ont été recensées
pour ces effets hallucinogenes. La majorité des espéces recensées dans notre étude appartiennent
a la famille des lamiacées. Cette famille occupe une place importante parmi les plantes du
Maroc ; elle comprend plus de 226 espéces distribuées dans différentes régions a 1’échelle
nationale (Fennane, 1987). Les espéces appartenant a cette famille sont largement reconnues et
utilisées par les populations d’autres régions du Maroc (Abouri et al., 2014 ; Doukkali et al.,
2015 ; Abouri et al., 2016). D’aprés nos résultats, 1’utilisation des remédes a base des PMs
concerne toutes les catégories d’age, mais avec des fréquences différentes. Nous avons constaté
que I’utilisation de ces traitements débute a un &ge précoce, la tranche d’age entre 30 et 40 ans
est la plus représentée parmi les participants. Ces résultats pourraient étre expliqués par la
relation étroite qui existe entre la progression de 1’age et ’apparition des pathologies tels que le
diabete, la lithiase urinaire et les douleurs inflammatoires (Ossama et al., 2000 ; Errajraji et
al.,, 2010; Prasad et al., 2012). Les données de la littérature confirment 1’utilisation
traditionnelle de la majorité de ces espéces recensées. Nos résultats sont similaires a ceux
obtenus & d’autres études ethnobotaniques menées dans les différentes régions du Maroc. La
majorité de ces études déclarent I’importance de I’utilisation des plantes médicinales dans le
traitement des maladies (Salhi et al., 2010 ; Doukkali et al., 2015). Par ailleurs, les personnes de
plus de 50ans ont plus de connaissance traditionnelle que les jeunes habitants; ces
connaissances sont généralement acquises a la suite d’une longue expérience transmise d’une
génération a une autre (Saadi et al., 2013). Les femmes ont un peu plus de connaissance et de
savoir-faire sur 1’utilisation des plantes médicinales que les hommes. Ces résultats confirment les
résultats d’autres travaux ethnobotaniques réalisés a 1’échelle nationale, qui ont révélé que les
femmes possedent un savoir phytothérapique traditionnel plus important que les hommes
(Jaoued et al., 1992 ; Ziyyat et al., 1997). La dominance féminine peut étre expliquée par le fait
que les femmes sont trés attachées aux connaissances traditionnelles, le niveau de
I’analphabétisme chez les femmes par rapport aux hommes, le fait de connaitre I’art de guérir en
utilisant les PMs renforce le statut des femmes dans leur société font que les femmes sont
toujours les premieres concernées dans I’intervention si 1’un des membres de la famille tombe
malade (Jaoued, 1992). De méme, les femmes sont responsables de la transmission du
patrimoine traditionnel principalement par la voie meére-fille (Nabih, 1992 ; Trivellatograssi et
al., 2013).
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Les feuilles constituent les parties les plus utilisées dans la préparation des remedes a
base des plantes. Le pourcentage ¢élevé d’usage de feuilles peut étre expliqué par la facilité de
récolte et la rapidité de broyage des feuilles par rapport aux racines et les tiges par exemple. Les
feuilles sont aussi le siege des réactions photosynthétiques aboutissant a la production et de
stockage des métabolites secondaires qui peuvent étre responsable des propriétés biologiques
(Salhi et al., 2010).

La décoction ainsi que I’infusion sont souvent les méthodes les plus utilisées dans la
préparation des remédes utilisées par la population de Zagora. La simplicité de ces méthodes
peut expliquer leur domination par rapport aux autres méthodes de préparation. De plus, la
population croit que la décoction permet de recueillir davantage de principes actifs, participe a la
régulation de la température corporelle, désinfecte la plante et atténue dans certains cas 1’effet
toxique de la plante (Lahsisséne et al., 2010). Nous avons constaté la prédominance de la voie
orale dans 1’administration des remédes. Cette abondance peut étre expliquée par la facilité
d’utilisation ; la majorité des patients acceptent le plus souvent un traitement par voie orale plutét

que par une autre voie (Benarba et al., 2016).

Cette enquéte a révélé, pour la premiére fois, que le traitement de la douleur constitue
I’objectif principal d’utiliser les PMs par la population locale. Nos résultats montrent que la
plupart des especes inventoriées reconnues comme des plantes a effet analgésique. Des études
expérimentales antérieures ont confirmé le pouvoir analgésique de certaines de ces especes. A
cet égard, I’extrait éthanolique de Chenopodium ambrosioides permet de réduire la nociception
dans les deux phases du test au formol chez les animaux (Calado et al., 2015). Cet effet
analgésique peut contribuer a la présence des composants de 1’ascaridole (Trivellato Grassi et
al., 2013). Nous avons constaté que Zygophyllum gaetulum est parmi les espéces les plus
indiquées contre les douleurs abdominales. Ces données ont été supportées par une étude
expérimentale qui a montré que I’extrait de Zygophyllum gaetulum était capable d’atténuer la

douleur chez les animaux dans les différents tests de nociception (Capasso et al., 1998).

Le traitement des calculs rénaux constituait la deuxiéme raison pour utiliser des remedes
a base des PMs. Le développement des calculs rénaux est un phénoméne multifactoriels lié a la
physiologie et I’environnement de la personne. Cependant, 1’analyse de la composition chimique

de I’eau dans la province de Zagora montre 1’existence de concentrations élevées de minéraux
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qui peuvent contribuer a un volume d’urine élevé et par conséquent a 1’augmentation de risque
de cristallisation de I’oxalate de calcium (Grases et al., 2006). De méme, Park et al. (2015)
démontre que la consommation de quantités faibles d’eau et I’augmentation importante de la
température pendant 1’ét¢ peuvent étre également parmi les facteurs qui induisaient
I’augmentation de la concentration des minéraux dans les urines et par conséquence

1I’accroissement de risque de formation des calculs rénaux.

D’aprés les données de cette étude, plusieurs espéces ont été recensées pour leur activité
antiurolithiasique. L’efficacité de ces plantes contre les calculs rénaux peut étre expliquée par la
présence des flavonoides, des saponosides et des tanins. Ces phytocomposants peuvent associés
a des calculs rénaux pour donner naissance a des complexes plus solubles que les calculs seuls
facilitant ainsi leur dissolution ou leur expulsion a I’extérieur par la voie urinaire (Meiou et al.,
2011). D’autres études montrent que les métabolites secondaires des végétaux peuvent inhiber le
phénomene d’agrégation des microcristaux de I’oxalate de calcium monohydrate et de cristaux

de CaOx dans les reins (Beghalia et al., 2008 ; Bensekrane et al., 2014).

Le diabete sucré (DT2) représente la troisieme raison d’utiliser les PMs par la population
de cette province ; nos résultats confirment les études précédentes qui montrent que le traitement
du diabéte par les PMs est tres fréquent dans I’Est et le Sud-Est du Maroc notamment dans la
province d’Er-Rachidia et Tafilalet avec une prévalence d’usage varie entre 78 % et 80 %
respectivement (Eddouks et al., 2002 ; Tahraoui et al., 2007). Des etudes pharmacologiques
ont confirmé I’efficacité antidiabétique de certaines espéces. En effet, I’activité hypoglycémiante
de I’extrait de Zygophyllum gaetulum a été confirmée cliniqguement chez des patients atteints de
diabete sucré non insulinodépendant (Jaouhari et al., 1999). D’aprés une étude récente, 1’extrait
de graines de phenix dactylifera a été capable de réguler I’activité enzymatique de 1’a-
glucosidase et de I’a-amylase ces deux enzymes métaboliques interviennent dans la régulation de
la glycémie (Khan et al.,, 2016). D’autres études expérimentales ont confirmé 1 effet
antidiabétique de plantes notamment Nigella sativa (Alimohammadi et al., 2013), Allium
sativum (Eidi et al., 2006), Carum carvi et Zizyphus lotus (Eidi et al., 2010 ; Benammar et al.,
2014).

Nos résultats ont révélé que certaines plantes médicinales ayant des effets antidiabétiques

ont été citées pour la premiere fois dans 1I’Est du Maroc, a savoir : Cotula cinerea L, Matricaria
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chamomilla L, Warionia saharae L, Echinops spinosa L, Hammada scoparia L, Bassia muricata
L, Euphorbia officinarum L, Ephedra alata L, Crocus sativus L, Salvia offinalis L, Asphodelus
tenuifolius, Vitex agnus-castus L et Inula graveolens L. La réalisation des études expérimentales
est fortement recommandée pour confirmer 1’usage traditionnel de ces plantes ainsi qu’extraire

les composés actifs afin d’étudier les mécanismes impliqués dans leur effet pharmacologique.

Pour traiter I’inflammation sept plantes ont été recensées, parmi eux deux espéces les
plus citées : Zygophyllum gaetulum L et Lawsonia inermis L. Une étude expérimentale réalisée
par Ait El cadi et al. (2012) a confirmé I’utilisation traditionnelle de Zygophyllum gaetulum L.
En effet, les extraits éthanoliques et aqueux de cette plante ont été capable de réduire la réaction
inflammatoire dans le test des cedémes induits par I’injection de la carragenine chez la souris
(Ait El cadi et al., 2012). De plus, I’effet de certains composés de Lawsonia inermis
specifiquement lawsochyline 1 et lawsonaphthoate A ont été le sujet d’une validation
expérimentale. Ces deux composés ont le pouvoir de réduire I’inflammation en inhibant la

génération d’anions superoxyde impliqués dans le processus d’inflammation (Liou et al., 2013).

Les plantes médicinales identifiées comme ayant des effets hallucinogénes appartiennent
a trois espéces, a savoir Hyoscyamus muticus L, Datura stramonium L et Myristica fragrans L.
Des études toxicologiques antérieures confirment I’apparition des symptémes d’hallucination
aprés I’ingestion accidentelle de doses élevée de Hyoscyamus muticus et de Datura stramonium
L (Gaire et al., 2013 ; Adamse et al., 2014).

Tres peu des participants ont fait preuve d’une bonne connaissance de la toxicité des
plantes utilisées. Le laurier rose ou Nerium oleander L est I’une des plantes connues dans la
province pour ses effets toxiques, en cas de consommation des fortes doses, en particulier chez
les femmes enceintes. Cette toxicité élevée du laurier rose est due a la présence de 1’oléandrine
qui possede un pouvoir inhibiteur sur les pompes membranaires (Na*/K* ATPasique) provoquant
ainsi 1’augmentation de la concentration intracellulaires des ions Ca?* et Na* ce qui provoque des
signes d’intoxication au niveau gastro-intestinal, neurologique et cardiaque (Kumar et al.,
2013).

Hyoscyamus muticus et Datura stramonium sont deux espéces susceptibles d’étre
toxiques pour I’homme et les animaux. Cependant, une ingestion de grande quantité cause la

mortalité chez les enfants.
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Notre étude a montré que certaines plantes ont été citées pour la premiére fois comme
toxiques nous citons : Hyoscyamus muticus L ; Calotropis procera,; Carum carvi; Trigonella

foeniculum-graecum L et Inula graveolens.

Les résultats obtenus dans notre enquéte concordent avec les résultats d’une autre étude
menée dans la région de Fés (Zeggwagh et al., 2013). Les données de cette enquéte montrent
que seulement 12 % des participants annoncent qu’ils ont une connaissance sur la toxicité des
plantes utilisées (Zeggwagh et al., 2013). Au niveau national I’intoxication par les plantes
médicinales représente 5,1 % de la totalité des intoxications enregistrées en dehors des pigqures
des serpents et scorpions (Rhalem et al., 2010). Le chardon a glu ou Atractulis gummifera est
une espece de plantes responsable de plus que 10,1 % des intoxications (Zeggwagh et al., 2013).
La majorité des intoxications induites par la consommation des produits d’origines végétales
sont liees soit a une erreur d’identification, a une contamination par d’autres plantes ou
microorganismes, ou par des métaux lourds, le non-respect de la dose prescrit par 1’herboriste, le
mélange entre les médicaments et les recettes a bases des plantes (Kool et al., 2012 ; Ouarghidi
et al., 2013). Des études expérimentales ont montré que certaines de ces plantes sont toxiques,
parmi elles nous citons: Chenopodium ambrosioides L (Derraji et al., 2014); Citrillus
colocynthis L (Shaikh et al., 2016) ; Datura stramonium L (Schmitt et al., 2012) et Nerium
oleander L (Alyahya et al., 2000).

L analyse quantitative des données collectées a montré que les deux especes Zygophyllum
gaetulum et Nigella sativa étaient les plus couramment utilisées avec des valeurs d’usage
élevées. La valeur d’usage familiale VUF la plus élevée a été enregistrée pour la famille des
Ranunculacées. Sous I’influence de la tradition et la religion, 1’'usage des graines de nigelles a
une place importante dans le monde islamique. La majorité des participants dans cette enquéte

pensent que les graines de nigelles peuvent étre utilisées pour gueérir toutes sortes de maladies.

Le niveau de fidélité (NF) est un indicateur utile pour identifier I’espéce la plus utilisée
par I’informateur pour le traitement de differents troubles. Les valeurs de NFs les plus élevées
sont attribuées aux espéces suivantes : Chenopodium ambrosiodes L, Ammadaucus leucotrichus,
Herniaria cinerea DC, Opuntia ficus, Phoenix dactylifera, Zea mays, Homolothecium aureum,

Herniaria cinerea et Acacia raddianna.
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6. Conclusion

Cette étude avait pour objectif de recenser les différentes espéces de PMs utilisées dans le
traitement de la douleur, I’inflammation, le diabéte et la lithiase urinaire ainsi que les especes
connues pour ces effets hallucinogenes. D’aprés nos résultats, la prévalence de 1’utilisation des
PMs par la population de Zagora était de 85% pour le traitement des douleurs, 74% pour le
traitement des calculs rénaux et 69% pour traiter le diabéte. Au terme de cette enquéte, nous
avons recense 83 especes de plantes et 40 familles botaniques, la majorité de ces espéces
appartiennent a la famille des lamiacées. L’enquéte a révélé que le feuillage est la partie la plus
utilisée dans la préparation des remedes (33%) et la décoction constitue la méthode la plus
utilisée dans la préparation des recettes a bases de plantes (39%).

Cette étude a permis de relever 50 espéeces utilisées dans le traitement de la douleur et
nous avons noté que Zygophyllum gaetulum est I’espéce la plus citée pour soulager les douleurs
abdominales (UV=0,44). Le traitement du diabéte constitue la deuxiéme cause d’utilisation des
PMs, 45 especes ont été inventoriées et Nigella sativa L est 1’espéce antidiabétique la plus citée
(UV=0,36). Nous avons recense aussi 19 espéces possédant une activité Antiurolithiasique, la
gomme d’Acacia tortilis L est la plante la plus utilisée contre les calculs rénaux (UV=0,12). Sept
especes ont été répertoriées comme ayant une activité antiinflammatoire et Lawsonia inermis est
I’espece la plus utilisée (UV=0,30). Pour les plantes ayant une activité hallucinogéne nous avons
recensé trois espece, Hyoscyamus muticus est la plus citée (UV= 0,09). Parmi les participants qui
ont utilisés des PMs seulement 14,64% avaient des informations sur la toxicité et 12 plantes ont

été déclarées comme des plantes potentiellement toxiques.

Notre étude indique d’une part 1’attachement de la population locale au patrimoine
traditionnel, principalement dans les zones rurales, et d’autre part la richesse écologique en
certaines especes de plantes majoritairement spontanées. Toutes ces informations constituaient
une ébauche importante pour initier des recherches expérimentales dans le but de valoriser et de
conserver cette richesse traditionnelle. Afin achever ces objectifs, des liens doivent étre créés
entre les résultats ethnopharmacologiques et les résultats expérimentaux dans le but de mettre en
place de projets de recherche pour la valorisation et développement de la phytothérapie locale.
De ce point de vue, des études phytochimiques, toxicologiques et neuropharmacologiques

deviennent nécessaire afin d’explorer la composition chimique, d’évaluer la toxicité et de vérifier
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I’efficacité des produits de la phytothérapie utilisés par la communauté de Zagora. Cela
fournirait aux scientifiques de nouvelles molécules possédant une valeur inestimable qui pouvant
servir de points de départ pour développer de nouveaux médicaments. Malgré ces effets
encourageants des plantes, I’utilisation anarchique des PMs présente un risque d’intoxication,
pour cette raison la pratique de la phytothérapie doit étre obéir a des régles d’utilisation strictes
auxquelles seuls les spécialistes en phytothérapie peuvent intervenir.

Dans le cadre de tester et de valider I'utilisation traditionnelle de certaines especes
recensées dans cette région. Nous avons constaté que la valeur d’usage la plus élevée a été
enregistré pour 1’espéce Zygophyllum gaetulum. Les études expérimentales préliminaires ont
montré que I’espéce Hyoscyamus muticus était plus efficace que les autres espéces sélectionnées
c’est pour cela nous avons focalisé dans 1’étude expérimentale sur les activités biologiques et
neuropharmacologiques de 1’extrait méthanolique de Hyoscyamus muticus. Nous avons fixé
I’objectif d’¢largir 1’étude expérimentale a Zygophyllum gaetulum et d’autres especes selon le

classement d’ordre de citation obtenu dans I’étude ethnopharmacologique.
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Deuxiéme partie : Etude phytochimique et activité antioxydante

Chapitre 1 : Généralités
1. Données générales sur Hyoscyamus muticus

1.1 Description botanique de I’espéce Hyoscyamus muticus

Hyoscyamus muticus est une plante herbacée d’environ 60 cm de hauteur, vivace,
robuste, de tige épaisse, richement ramifiée a partir du cou. Les feuilles sont succulentes,
alternes, pétiolées longuement en bas, sessiles en haut avec un apex aigu et un angle
d’inclinaison ou de la marge a lobes dentés (Figure 14 A) (Evans, 2002). Les feuilles sont de
couleur vert pale; elles sont cassantes, charnues et d’environ 15 cm de long. L’inflorescence
dans I’épi unilatéral ou 1’épi racémique avec des fleurs denses. Les fleurs bisexuelles,
homogénes, 1égerement zygomorphes, sont serrées aux extrémités des tiges, d’environ 3 a 4 cm
de long, d’un calice cylindrique campanulé, avec des coOtés longitudinaux et cinq dents
triangulaires. La corolle en forme d’entonnoir, de coloration violette avec des stries jaunatres et
cing lobes inégaux (Figure 14 B). Les étamines de cette espece sont de type épipétales
composées de filaments violets poilus avec des antheres jaunes oblongues. Cette espéce est
caractérisée par des fruits relativement petits, entourés par un calice persistant, de formes
cylindrique et biloculaire, et d’environ 1,5 cm de long et 6 mm de large (Figure 14 C). La graine
posséde un diameétre d’environ 1 mm, avec un embryon enroulé et noyé dans un endosperme
huileux (Nassar et al., 2016). Le tableau VI représente la classification systématique de cette
plante.

Tableau VI : Taxonomie de 1’espéce Hyoscyamus muticus L.

Régne Plantae
Sous-regne Viridiplantae
Infra-regne Streptophyta
Super division Embryophyte
Division Tracheophyte
Sous-division Spermatophyte
Classe Magnoliopsida
Superordre Asteranae
Ordre Solanales
Famille Solanacée
Genre Hyoscyamus
Espéce Hyoscyamus muticus
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Figure 14 : Photos de Hyoscyamus muticus L, A : la partie aérienne de la plante ; B : photo de la

fleur ; C : calices fructiféres ; D : graines.

1.2 Répartition géographique de Hyoscyamus muticus

La famille des solanacées inclut environ 85 genres et 2800 espéces ; le genre Hyoscyamus
est I'un des 21 genres; il contient de puissants tropanes alcaloides. Le genre Hyoscyamus
comprend environ 20 espéces réparties en Afrique du Nord, en Europe occidentale, 1’Asie
centrale et sud-est de I’Asie (Feinbrun-Dothan, 1978 ; Boulos, 2002). Hyoscyamus muticus est
une espece largement répartie dans les zones arides et sahariennes du Maroc, d’Algérie et des
déserts du moyen orient. Localement reconnue sous le nom vernaculaire « Elbtima » dans les
régions sud-est du Maroc et sous le nom « Sekran » dans le sud-ouest d’Algérie. Dans la langue
frangaise, cette plante est nommée « jusquiame d’Egypte » ou égyptien henbane » en anglais (El-

Shazly et al., 1997).
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1.3 Histoire de I’utilisation traditionnelle de Hyoscyamus muticus

Historiqguement, le nom Hyoscyamus est premierement annoncé par le pharmacologue
grec « Pedanius Dioscoride », longtemps avant 1’ére chrétienne, cette plante était connue
comme toxique pour I’homme et de nombreux animaux, mais elle ne cause aucun préjudice pour
les porcs apres son ingestion. Le nom Hyoscyamus est composé de deux mots grecs : le mot
«hyos» qui signifie « porc» et le mot « kyamus» signifiant un «haricot». L’encyclopédiste
« Pline » I’ancien est le premier qui a décrit les effets de Hyoscyamus sur la dilatation des
pupilles. Les Grecs et les Romains connaissaient cette plante comme un remede contre la douleur
(Grégoire, 2009). Au 10°siécle, cette plante a été enregistrée sous le nom de jusquiame et a
partir de 1809 I’extrait de cette plante était recommandé pour le traitement de 1’épilepsie et
d’autres maladies nerveuses convulsives. Des descriptions des effets de 1’ingestion volontaire ou
accidentelle des feuilles de cette plante indiquaient la présence des effets hallucinogenes et
divagateurs. Cette espéce faisait partie des plantes composant une éponge soporifique qui

permette la réduction de la sensation douloureuse au cours des interventions chirurgicales.

Actuellement, Hyoscyamus muticus est largement utilisée dans la médecine traditionnelle
pour soulager les spasmes douloureux des voies digestives et urinaires (Hammiche, 2006). Elle
est aussi utilisée contre les inflammations oculaires et gastro-intestinales, les ulcéres gastrigques,
la constipation, les blessures cutanées, 1’asthme, 1’anxiété et aussi pour ses propriétés sédatives
(Hammiche, 2006 ; Abouri et al., 2012 ; Hammiche, 2013). La fumée des graines brulée est
inhalée pour traiter les maux de dents et soulager 1’asthme (Al-said et al., 1993).

1.4 Meétabolites secondaires identifiées dans de la plante

Les études phytochimiques précédemment réalisées indiquent que les alcaloides et les
composés phénoliques constituent les principaux métabolites présents dans 1’extrait
méthanolique de H. muticus (Elsharkawy et al., 2018). Des études phytochimiques antérieures,
élaborées par la technique d’HPLC et GLC-spectrométrie de masse, révelent une richesse en
alcaloides tropaniques, principalement la hyoscyamine, la scopolamine, homatropine et d’autres
composants comme la norhygine, [I’hygine, 6S-hydroxy hyoscyamine, apoatropine,
norhyoscyamine, 3-alpha-Phenylacetyltropane et la cuscohygrine (Figure 15) (EL-Shazly et al.,
1997 ; Dawidar et al., 2009).
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Figure 15 : Les structures d’alcaloides tropaniques présentes dans la plante Hyoscyamus muticus
(Al-Shazly et al., 1997).

L’analyse des parties aériennes de cette plante par la techniqgue GC-MS, indique la
présence des concentrations élevées de composés phénoliques notamment I’acide férulique,
I’acide cinnamique, ’acide quinique, le phénol-o-méthoxyle, le phénol-2-2-methylenebis, I’ester
d’acide 4-hydroxy-cinamique, le méthyl-silate, pcresol-2-2-méthyllenebis et le méthylferulate
(Figure 16) (Al-Shazly et al., 1997).
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Figure 16 : Les différents types des phénols présents dans I’extrait méthanolique de Hyoscyamus

muticus (Elsharkawy et al., 2018).

2. Genéralités sur P’activité antioxydante

2.1 Les especes réactives de I’oxygéne (EROS) ou ROS

Les especes réactives de I"oxygene sont des dérivés de I’oxygeéne qui possédant des

électrons qui se trouvent dans un état énergétique excité. Certains de ces dérivés hautement

réactifs portent un électron non apparié sur la couche électronique supérieure nommeées les

radicaux libres. A I’état physiologique, la production des EROs est essentiellement d’origine

mitochondriale, environ de 95% des EROs produites au niveau cellulaire. La majorité des EROs

d’origine mitochondriale est issues de l’action des enzymes de la chaine respiratoire et la

NADPH oxydase (Beaudeux et al., 2006). Parmi les EROs formées chez les étres vivants on
distingue : OH-, O2,"NO, ROOH, H202, !0, O3, OCL- et ONOO (Figure 17).
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Figure 17 : Origine des différents types des espéces réactives d’oxygene et d’azote
(Favier,2003)

Le radical hydroxyle est parmi les espéces radicalaires trés réactives ; il peut attaquer et
dénaturer les macromolécules de 1’organisme notamment I’ADN, les protéines et les lipides
(Dizdaroglu et al., 2002). Dans le cas de I’ADN, il s’agit de modification des sucres, des bases
azotées, de ruptures de brins et de liaisons ADN- protéines (Dizdaroglu et al., 2002). Les EROs
attaquent la molécule d’ADN au niveau des bases azotées qui sont sensibles a 1’oxydation. Par
exemple le radical OH attaque les doubles liaisons de ces bases en C5 ou C8 et les oxyde.
L’oxydation des bases azotées de I’ADN interfere avec les processus de la réplication et peut
mener & 1’apparition des mutations qui altérent la machinerie cellulaire. De méme, les radicaux
libres peuvent agresser les composants cellulaires et matriciels du corps ce qui provogue des

pathologies graves (Afonso et al., 2007).

Par ailleurs, les EROs sont utilisées par 1’organisme comme médiateurs régulant des
fonctions cellulaires comme la prolifération cellulaire et la régulation de I’apoptose. Elles sont

également impliquées dans les voies de signalisations intracellulaires et dans la modulation des
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facteurs de transcription et de 1’expression génique (Afonso et al., 2007). Le taux des ERO dans
la cellule est déterminé par 1’équilibre entre le taux de synthése et leur taux d’élimination par
divers stratégies moléculaires et enzymatiques. Généralement, a faible concentration les ERO
jouent de réle des seconds messagers, Cependant, a la concentration élevée, leurs effets
deviennent néfastes pour les cellules, les tissus et diverses fonctions physiologiques. En effet,
notre organisme posséde divers mécanismes de défenses contre les EROs en particulier des
enzymes dites antioxydantes notamment 1’enzyme superoxyde dismutase (SOD) qui catalyse la
dismutation de I’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogéne, la catalase (CAT) et la

glutathionne peroxydase qui permet la conversion du H>O> en eau (Afonso et al., 2007).
2.2 Les antioxydants naturels

2.2.1 Définition

Un antioxydant est un agent responsable de la neutralisation des radicaux libres par
ralentissement ou atténuation de 1’oxydation. Les antioxydants (AOX) neutralisent les especes
réactives en leur transférant un électron, chélatant des ions métalliques qui initieraient la réaction
d’oxydation (Masuoka et al., 2012). Les AOX interviennent dans les réactions redox et
maintiennent ainsi un statut redox stable favorable pour de nombreuses enzymes et cellules. Ces

molécules participent dans la modulation de diverses enzymes (Masuoka et al., 2012).

2.2.2 Classification des antioxydants naturels

Plusieurs molécules d’origine naturelle, endogénes et exogenes, possedent un effet
antioxydant. On y compte les protéines, les peptides, les vitamines (Vitamine E, C et D), les
acides aminés (par exemple L-histidine), les polyphénols, les caroténoides et des composes
inorganiques. Les AOX naturels sont classés en deux types : les antioxydants primaires et les

antioxydants secondaires.

2.2.2.1 Les AOX primaires

Constitués d’un ensemble d’enzymes naturellement présentes dans 1’organisme et dans le

sang. Ces enzymes participent dans la neutralisation des radicaux libres. Il s’agit principalement
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de I’enzyme superoxyde dismutase (SOD), de la glutathion peroxydase, des catalases et des

protéines de transport notamment la ferritine et la céruloplasmine.

2.2.2.2 Les AOX secondaires

Appelés aussi les antioxydants préventifs, ils sont apportés par 1’alimentation. Agissent
principalement sur les facteurs favorisant 1’oxydation. On distingue par eux :

2.2.2.2.1Les Tocophérols

IIs regroupent quatre substances dont 1’alpha-tocophérol (vitamine E). Ces composés sont
de nature liposoluble différenciés par les substituants du noyau chromanol (Figure 18). La
vitamine E est I’antioxydant majeur de cette famille et elle est tres active biologiquement. Elle
agit par l'interruption de la phase de propagation radicalaire des acides gras insaturés des
membranes des cellules et sur le métabolisme de 1’acide arachidonique par I’inhibition de la
production de PGE2. De la méme maniere, les tocophérols sont capables d’inhiber les
oxydations induites par I’oxygéne singulet, les radicaux peroxyles, alkyle et alcoxyle (Azzi,

2007).

R;=R>=Ri;= CHj; - Tocophérol
Ri=R;=CH,;, R,=H pB- Tocophérol
R-=R;=CH;, R, =H v- Tocophérol
Ri=R>=H, R;=CHa: o- Tocophérol

Figure 18 : Structures des tocophérols.
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2.2.2.2.2 L’acide ascorbique ou la vitamine C

La vitamine C est le plus fort antioxydant hydrosoluble. Il intervient dans les réactions
d’oxydoréduction entre la forme réduite ‘lI’acide ascorbique’ et la forme oxydée
‘déhydroascorbate’ (Figure 19). L’ascorbate capte les anions superoxydes, hydroxyle, les
radicaux peroxyles et I’oxygene singulet pour protéger les membranes vis-a-vis de I’attaque

peroxydative (Pehlivan, 2017 ; Vissers et Das, 2018).

HO HO
0 0
0 cHoh | © CH,OH
0 o] HO OH
Forme oxydée Forme réduite
acide déshydroascorbique acide ascorbique

Figure 19 : Les deux formes de 1’acide ascorbique (la vitamine C)

2.2.2.2.3Les polyphénols

Constituent une famille de métabolites secondaires hydrosolubles largement présentés
dans le regne végétal. Ils sont caractérisés par la présence de plusieurs groupements phénoliques,
c’est-a-dire un noyau aromatique sur lequel sont présents un ou plusieurs groupements OH
(Leopoldini, 2011). La figure 20 illustre les différentes formes des polyphénols identifiées chez

les plantes.
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Figure 20 : Classification simplifiée des polyphénols

Les polyphénols possedent une importante activité antioxydante, ils désactivent les

radicaux libres via différents mécanismes (Leopoldini, 2011) :

» Le transfert d’atome d’hydrogene sur le radical libre par la rupture de la liaison OH

selon la réaction suivante :

(o
e

RH
Ar

Forme réduite

=

"Kﬁ.r'

Forme oxydée

» Le transfert d’un électron sur le radical libre selon la réaction :
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2.2.2.2.4Les flavonoides

Les flavonoides constituent le plus grand groupe de composés phénolique avec environ
6000 composés naturels. Le terme flavonoides est dérivé du mot « Flavus » qui signifie jaune, ils
sont responsables de la coloration de différents organes des végétaux (Prochazkova et al.,
2011). Les flavonoides sont composés de 15 carbones constitués par un squelette commun de
phényl-benzo-y-pyrane composé de deux cycles phényles (A et B) et d’un cycle hétérocyclique
C (voir la figure 21).

. .

OH

O

HO
5 OH

OH

OH

Figure 21 : Structure de base des flavonoides (Coste, 2015).
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La famille des flavonoides contient les flavonols, les flavones, les flavonoides, les
flavanones, les anthocyanidines et les isoflavones. Ces composés peuvent agir de différentes
facons dans la régulation du stress oxydant : par une action directe sur les espéces réactives de
I’oxygene, par la chélation des métaux, et par I’inhibition des enzymes responsables de la

libération des EROs comme la xanthine oxydase (Lahouel et al., 2006).
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Chapitre 2 : Etude phytochimique et activité antioxydante de I’extrait
de Hyoscyamus muticus

1. Introduction

La chimie végétale ou la phytochimie ne cesse de se developper dans ces dernieres
années. Cette discipline distincte constitue une interface de la chimie organique analytique et de
la biochimie appliquée. Elle s’intéresse a I’étude de la structure des substances issues des plantes
ainsi qu’a leur méthode d’extraction et purification. La caractérisation et 1’identification des
substances naturelles d’origine végétale nécessite le recours a des techniques
chromatographiques et biochimiques dont le choix dépend de la nature des composés a séparer
(Stalikas, 2007).

Les plantes médicinales contiennent plusieurs métabolites parmi eux des métabolites dits
secondaires qui jouaient des réles primordiaux dans la protection de la plante contre les
agressions des agents pathogénes et dans I’élaboration des relations entre les plantes et leur

environnement (Kessler, 2018).

Les métabolites secondaires des végétaux sont classés généralement en plusieurs groupes,
dont les plus importants sont les polyphénols, les alcaloides ainsi que les terpénoides
(Raghuveer et al., 2015). Les produits d’origine végétale constituaient une source de grandes
quantités des métabolites tels que les polyphénols et les anthocyanes qui peuvent jouer un réle
important dans 1’adsorption et la neutralisation des radicaux libres responsables de plusieurs
maladies (Pandey et al., 2009). Les polyphénols constituent une famille des composés
organiques ayant des propriétés antioxydantes et biologiques bénéfiques pour la santé humaine
(Cory et al., 2018). Dans ce travail nous nous concentrerons sur la plante Hyoscyamus muticus,
une espece endémique du Sahara, caractérisée par une adaptation optimale aux conditions
extrémes de sécheresse, cette adaptation au climat sec est due a la présence de plusieurs
métabolites et développement des stratégies (Abdel-Motaal., 2010). Ces composés synthétisés
peuvent étre indispensable contre le stress oxydant mais également efficace contre des
pathologies affectant la santé humaine (Schreiner et al., 2014). Des études antérieures indiquent
que D’extrait méthanolique de Hyoscyamus muticus est trés riche en composés phénoliques
notamment 1’acide caféique et I’acide férulique qui peuvent jouer des réles primordiaux dans la

protection contre le stress oxydant.
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Dans cette partie nous allons étudier la phytochimie de I’extrait méthanolique de
Hyoscyamus muticus (MEHM) en utilisant la technique d’HPLC et des méthodes
colorimétriques pour quantifier les polyphénols totaux, les flavonoides et les tannins. Dans un
deuxiéme temps nous évaluerons 1’activité antioxydante de 1’extrait en utilisant la technique de

DPPH et le pouvoir réducteur afin d’évaluer le pouvoir antiradicalaire de I’extrait.
2. Materiel et methodes

2.1 Préparation du matériel végétal

Les feuilles de Hyoscyamus muticus ont été récoltées pendant le mois d’avril 2015 dans
le sud de la province de Zagora, 29°58'24.132"N/5°3226.627"W. Apres la récupération de la
plante, les feuilles ont été bien nettoyées des impuretés, puis séchées naturellement a I’abri de la
lumiére dans des conditions de température ambiante (25°C). Le matériel végétal seché a été
broyé dans un moulin électrique en une poudre fine puis conservé a ’abri de lumicre. Une
quantité de 50 g de la poudre a été utilisée pour 1’extraction par le méthanol (1 : 5; p/v) a I’aide
de Soxhlet. L’extrait obtenu a ¢été évaporé a sec sous pression réduite a 52 °C grace un
évaporateur rotatif afin d’enlever le solvant et d’obtenir la masse solide (figure 28). Le

rendement d’extraction est exprimé en pourcentage selon la formule suivante :

R= Xx100
Mi

R : rendement exprimé en %.
M : Masse en gramme de I’extrait sec obtenu

Mi : Masse en gramme du mateériel végétal utilisée

Les doses utilisées dans cette étude ont été préparées en mettant en suspension des
quantités appropriées d’extrait dans le volume approprié contenant 10 % de DMSO, les volumes

administrés aux animaux se situant entre 0,20 ml et 0,30 ml.
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100 g de la poudre de Hyoscyamus muticus

Extraction par Soxhlet

Filtrat - Reésidu végétal
sec

Evaporation

Extrait
méthanoique
Sec

Figure 22 : Schéma simplifié des étapes de préparation de 1’extrait méthanolique de Hyoscyamus

muticus.
2.2 Dosage des composés phénoliques totaux par la colorimétrie

2.2.1 Principe de la méthode

La qualification des composés phénoliques totaux présentés dans I’extrait a été réalisée
en utilisant la méthode colorimétrique Folin-Ciocalteu (FC) telle que décrite par Singleton et
coll. (1999). Cette méthode simple était basée sur la réduction chimique du réactif Folin-
Ciocalteu. Cet acide de couleur jaune est formé par un mélange de deux acides: I’acide
phosphotungstuque (H3PW12040) et 1’acide phosphomolybdique (H3PMO12040). Lorsque les
polyphénols sont oxydés, ces derniers réduisent le réactif de (FC) en un complexe ayant une

couleur bleue (composé d’oxyde de tungsténe WgO23 et de molybdene MOgOs). La coloration
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produite a été qualifiée par la mesure de I’absorbance avec un maximum a 760, I’intensité de

cette coloration est proportionnelle a la quantité des polyphénols présents dans 1’extrait.

2.2.2 Mode opératoire

Le dosage des polyphénols totaux a été déterminé selon le protocole expérimental suivant
: 20 pl de Dextrait végétal ont été mélangés avec 100 pl de réactif Folin-Ciocalteu (FC) et
1,16 ml d’eau distillée, puis 300 ul (75 g/l) de carbonate de sodium (Na2COs) ont été ajoutés
(Figure 23). Le mélange a été incubé a I’obscurité sous une température de 40 °C pendant
30 minutes. L’intensité de la coloration de la solution obtenue a été mesurée a 760 nm gréace a un

spectrophotometre UV-VIS.

20 pl de PPextrait végétal

A V4

Ajout de 100pl de réactif Folin-Ciocalteu (1/10)

A V.4

| Ajout de 300ul de Na2CO3 (75g/1) |

A V.4

Incubation pendant 30minutes a 40° et a I'abri de la lumiére

A V4

Mesurer I'absorbance a 760nm

Figure 23 : Différentes étapes du dosage des polyphénols totaux par la méthode Folin-Ciocalteu
(Singleton et al., 1999).
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2.2.3 Préparation de la gamme d’étalonnage de I’acide
gallique

L’acide gallique, un polyphénol, est utilisé pour la réalisation de la courbe d’étalonnage.
Différentes concentrations (0,25-200 pg/ml) de I’acide gallique ont été préparées en suivant les
mémes étapes du dosage réalisé pour I’extrait de la plante. Les résultats obtenus sont exprimes
en pourcentage en poids d'équivalents d'acide gallique (EAG) par gramme d'extrait (EAG/g
DM).

2.3 Dosage des flavonoides par la méthode de trichlorure
d’aluminium

2.3.1 Principe de la méthode

L’estimation de la teneur des flavonoides dans I’extrait de H. muticus a été effectuée par
utilisation du trichlorure d’aluminium (AIClz) suivant le Protocole décrit par Singleton et coll.
(1999). Les flavonoides réagissent avec 1’AlCIz pour former un chromophore mesurable a 420
nm. Le principe de cette méthode, a savoir I'addition d'AlClz qui formera un complexe acide
stable avec les groupes cétoniques C-4, ainsi que dans les groupes hydroxyles C-3 ou C-5 des
flavones et des flavonoides (Figure 24). L’ AlCls forme également des complexes acides stables
avec le groupe orthodihydroxyle dans le cycle A ou B; les composés flavonoides ont une

absorption maximale avec une longueur d'onde de 432 nm.

’ i

/',/" N N\ /

CL T L

COMPLEXE
FLAVONOIDE-

FLAVONOIDE ‘ CHLORURE
, D'ALUMINIUM

Figure 24 : Réaction de formation du complexe flavonoide-chlorure d'aluminium (AIClz)
(Chang et al., 2002).
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2.3.2 Mode opératoire

Brievement, un volume de 0,5 ml de solution d'AlCls a 2 % dans I'éthanol a été mélangé
avec le méme volume de I’extrait méthanolique (Figure 25). La réaction a été maintenue a une
température ambiante (24 +2°C) et dans 1'obscurité. L’absorbance a été mesurée a 420 nm par

rapport & un échantillon témoin (0,5 ml de la solution d'extrait ajouté a 0,5 ml).

‘ 0.5ml d'extrait végetal ‘
‘ Ajout de 1ml d'AICI; a 2% ‘

\Z

‘ Incubation, puis la lecture de I'absorbance a 420nm ‘

Figure 25 : Différentes étapes du dosage des flavonoides par I’utilisation d’ AICls.

2.3.3 La gamme d’étalonnage de la catéchine

Une solution de catéchine entre 0 et 100 ml a été utilisée dans la préparation de la courbe
d’étalonnage. Les résultats obtenus ont été exprimés en équivalent de catéchine par gramme de
poids sec d'extrait (CAT/g DM).

2.4 Dosages des tanins par la vanilline

2.4.1 Principe

La détermination de la teneur en tanins condensés dans I’extrait a été estimée par la
méthode colorimétrique. Le principe de ce dosage est fondé¢ sur 1’utilisation de la vanilline qui se
fixe par le groupement aldéhydique sur le groupement flavonoide terminal (le C6 cycle A de la
catéchine) et la formation d’un complexe de coloration rouge qui absorbe a une longueur d’onde

de 550nm (Figure 26) (Schofield et al., 2001).
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Figure 26 : Réaction de la vanilline avec les tanins condensés (Schofield et al., 2001).

2.4.2 Mode opératoire

Un volume de 100 pl d'extrait méthanolique de H. muticus a été mélangé a 1 ml d’une
solution de vanilline (4 % dans le méthanol), et 0,5 ml de solution de HCL. La solution obtenue a
été placée pendant 10 minutes a température ambiante (24 £2°C), puis l'absorbance a été

mesurée & 550 nm par un spectrophotometre (Figure 27).

‘ Un volume de 100 pl d’extrait végétal

A V4

Ajout de 1ml d*une solution de vanilline 4% + 0.5 ml de
I HCL

k

Incubation pendant 10 minutes a la témperature ambiante (24+2°C)

N7

Mesurer I'absorbance a 550 nm

Figure 27 : Différentes étapes de dosage des tanins condensés par la vanilline (Schofield et al.,
2001 ; Xue et Chang, 2007).
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2.4.3 La gamme d’étalonnage de catéchine

Une courbe d’étalonnage a été élaborée avec différentes concentrations de la catéchine.

Les donnees obtenues ont été calculées et exprimées en équivalents de catéchine (CAT/g DM).

2.5 Chromatographie en phase liquide a haute performance
(CLHP) ou HPLC

2.5.1 Principe de la technique

La chromatographie en phase liquide a haute performance (CLHP) ou HPLC en anglais
(High Performance Liquid Chromatography) est une technique d’analyse quantitative et
qualitative qui permet la séparation, l'identification et le dosage de composés chimiques.
L’échantillon a analyser est stimulé par un éluant liquide (la phase mobile) sous une pression
d'environ 70 Bars dans une colonne remplie d'une phase stationnaire composée de grains solides
trés fins. Le débit d’éluant est assuré par une pompe a haute pression. Au niveau de la colonne,
les diverses molécules de 1’extrait sont séparées I’'une de I’autre en raison de leurs diverses
affinités a I’égard des deux phases. A la sortie de la colonne, les composés sont détectés & 1’aide
d’un détecteur UV (Figure 28).
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Figure 28 : Schéma général du fonctionnement de la chromatographie en phase liquide a haute

performance.

1- Réservoirs des solvants.

2- Dégazeur.

3- Valve de gradient d'élution.

4- Doseur de phase mobile (Eluant).
5- Pompe a haute pression.

6- Vanne d'injection en position « inject et 6’- Vanne d'injection en position “load”.
7- Boucle d’injection de 1'échantillon.
8- Pré-colonne.

9- Colonne analytique.

10- Détecteur.

11- Acquisition du signal.

12- Décharge déchets.

2.5.2 Mode opératoire

On effectue une analyse par HPLC pour étudier les principaux composés de metabolites
secondaires dans I'extrait méthanolique de H. muticus. L'appareil utilisé dans la caractérisation
des composés phénoliques de I’extrait est de marque “Knauer”; il est équipé d'une pompe

(K 1001) et dun detecteur a réseau de photodiodes (200-700 nm). Les séparations
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chromatographiques ont été effectuées par une colonne en phase inverse (RP-18), “Agilent
Technologies” (250 mm x 4,6 mm, 5,0 um) protégée par une pré-colonne “Agilent technologies”
RP-18 (10 mm x 4,6 mm). La température des deux colonnes a été maintenue stable a 25°C. Le
systeme HPLC était composé d'un systeme de pompage de type “Shimadzu SCL-10A”, d'un
injecteur automatique “SIL-10AD” et du détecteur UV/Vis (200-700nm) de type “Shimadzu
SPD 10A”. L’analyse des données a été réalisée par le logiciel “SHIAMDZU Lab Solutions”.

Deux solutions A et B ont été utilisées :

» Lasolution (A) était composée de 95% d'eau ultra-purifiée et de 5% d'acétonitrile.

» Lasolution (B) était un tampon de phosphate dissous dans de I'eau avec un PH = 2,6.

Les deux solutions ont été fixées a un débit de 1 ml/min. Pour tous les échantillons et étalons, le
volume injecté a éte fixé a 10 ul. La détermination des composés dans les extraits a été effectuée
par comparaison du temps de rétention et des spectres entre les chromatogrammes obtenus par
I’analyse HPLC de I’extrait et les chromatogrammes obtenus avec des composés commerciaux

purifiés.
2.6 Evaluation de I’activité antioxydante

2.6.1 Test de piégeage du radical DPPH

2.6.1.1 Principe

Le radical DPPH- ou «1,1-Diphényl-2-picrylhydrazyle » est une molécule stable
caractérisée par sa couleur violette qui absorbe a 517 nm. Les antioxydants sont capables de
réagir avec le DPPH en lui fournissant un électron ou un atome d’hydrogene, le radical DPPH-
est réduit en diphényle picryl hydrazine de couleur virant au jaune selon la réaction représentée
dans la figure 29. Les absorbances mesurées a 517 nm servent a calculer le pourcentage

d’inhibition du DPPH qui est proportionnel au pouvoir antioxydant de la molécule testée.
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Figure 29 : Mécanisme de réaction du DPPH avec I’antioxydant. AH : piégeur de radical
antioxydant ; A : radical antioxydant (Teixeira et al., 2013).

2.6.1.2 Protocole expérimental

L’évaluation de I’activité antioxydant de I’extrait de H. muticus a été réalisée selon la
méthode décrite par Burits et Bucar (2000). Dans un premier temps nous avons melangé 50pl
de I’extrait avec 2ml d’une solution méthanolique de DPPH a une concentration de 60mM. Le
mélange obtenu est ensuite incubé a I’abri de la lumiere a la température ambiante pendant 20
minutes (25°C). Puis I’absorbance est mesurée a 517 nm a 1’aide d’un spectrophotométre. La
solution a blanc a été préparée aprés addition du DPPH avec le solvant d'extraction uniquement,
puis l'absorbance a été mesurée par spectrophotometre (A blanc). Les solutions standard de
quercétine, d'hydroxytoluene butylé (BHT) et d'acide ascorbique ont été utilisées comme des
antioxydants de reférences. L’effet inhibiteur du DPPH (1%) est estimé suivant la formule

suivante :

[ = (A blanc — A échantillon) o

1
A blanc 00

L’évaluation du potentiel anti radicalaire a été réalisée par le calcul de I'ICso (la
concentration de I’échantillon provoquant une inhibition de 50 %). La valeur de 1’ICso a été
déterminée graphiquement en tracant les pourcentages d'inhibition en fonction des
concentrations de I'échantillon. La valeur de I’ICsp la plus faible correspond a 1’efficacité la plus

élevée.
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2.6.2 Test de pouvoir réducteur

2.6.2.1 Principe

La méthode FRAP (ferric reducing antioxidant power) est basée sur la réduction de 1’ion
Fe 3* en ion Fe?*selon la réaction représentée dans la figure 30. L’estimation du pouvoir
antioxydant est déterminée par la mesure de 1’absorbance. Une augmentation de 1’absorbance

correspond a une augmentation du pouvoir réducteur des échantillons testés.

e ol

%5 oyt m
og *@

Fe*-TPTZ Fe'-TPTZ

Figure 30 : Réaction FRAP entre Fe** et I’antioxydant réducteur (Pérez-Cruz et al., 2020).

2.6.2.2 Protocole expérimental

Le test du pouvoir réducteur de l'extrait a été effectué comme décrit précédemment par
Oyaizu (1986). La solution testée a été préparée en mélangeant 1 ml de I'extrait végétal avec 2,5
ml de tampon phosphate (200 mM, Ph 6,6), et 2,5 ml de ferricyanure de potassium (KsFe (CN) a
1%. Le melange obtenu a été incubé a 50°C pendant 20 minutes. La solution a ensuite été
mélangée avec 2,5 ml d'acide trichloroacétique (TCA) a 10%, puis centrifugée a 3000 rpm
pendant 10 minutes. Un volume (2,5 ml) de la solution de la couche supérieure obtenue a été
mélange avec 2,5 ml d'eau distillée et 0,5 ml de chlorure ferrique (FeCls) a 0,1%. L'intensité de
la couleur obtenue par la réduction des ions Fe®* a été mesurée & 700 nm en utilisant un

spectrophotométre UV. Les données obtenues ont été utilisées pour calculer la valeur 1Cso.
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3. Résultats

3.1 Rendement de I’extraction par Soxhlet

Le rendement de I’extraction au Soxhlet par le méthanol des feuilles de Hyoscyamus muticus est
de 38,8 %.

3.2 Etude phytochimique de I’extrait méthanolique de H. muticus

3.2.1 Analyses quantitatives

3.2.1.1 Evaluation de la teneur en polyphénols totaux

La teneur en composés phénoliques, obtenue par la méthode de Folin-Ciocalteu, a été
évaluée a 23,810 + 1.037 mg EAG /g, exprimée en milligrammes équivalents d’acide gallique
par gramme. L’estimation de la teneur des polyphénols totaux a été réalisée a I’aide d’une courbe
d’étalonnage. Cette courbe est établie avec un coefficient de corrélation R?=0,9982 (voir figure 1

annexe 2).

3.2.1.2 Evaluation de la teneur en Flavonoides

La teneur des flavonoides dans 1’extrait de H. muticus a été réalisée suivant la méthode
colorimétrique. La catéchine, flavonoide de la sous classe des flavonols, a été utilisée dans ce
test pour élaborer une courbe d’étalonnage. La courbe est établie avec un coefficient de
corrélation R?=0,9995 (voir figure 2 annexe 2). En se basant sur cette courbe, la teneur des
flavonoides a été estimée a 13,663 + 1,037 (mg Equivalent de catéchine ECt/g de la matiére

seche).

3.2.1.3 Evaluation de la teneur des tannins

La teneur des tannins dans 1’extrait a été estimée a 2,525 mg + 0,407 mg ECt/g de la
matiere séche (meanzSEM, n=3). Le composé de référence utilisé pour 1’établissement de la
courbe d’étalonnage est la catéchine. Cette courbe est établie avec un coefficient de corrélation
R?=0,9998 (voir figure 3 annexe 2). Les résultats obtenus sont exprimés en mg équivalent

catéchine par gramme de matiere seche (mgECt/g MS).
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3.2.2 Analyse de la composition moléculaire de MEHM

Le chromatogramme obtenu pour ’extrait MeOH est représenté¢ dans la figure 31 tandis
que les résultats des analyses qualitatives sont donnés dans le tableau IV. L’analyse du
chromatogramme montrait la présence de plusieurs pics qui correspond aux différents
métabolites secondaires présentaient dans I’extrait de H. muticus. Identification des pics a été
réalisée en comparant le temps de rétention (Tr) obtenu pour chaque pic avec le temps de
rétention mesuré pour les composés de références purifiés. L’analyse quantitative de 1’extrait
indiquait que 1’acide quinique (0.192 mg EAG/100 gMS), la quercétine (0.164 mg EAG/100
gMS) et I’acide gallique (0.146 mg EAG/100 gMS) sont les composés majoritaires de 1’extrait
des feuilles de Hyoscyamus muticus. Les autres composés identifiés dans notre extrait sont

I’acide ascorbique, I’acide syringique, la naringénine et I’acide férulique.
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Figure 31 : Chromatogramme montrant les pics obtenus pour I’analyse de MEHM. Les pics

représentent les métabolites suivants : 1 : Acide gallique, 2 : Acide ascorbique, 3 : composé non
identifié, 4 : composé non identifie, 5 et 6 : Acide syringique, 7 : Acide férulique, 8 :

Naringénine, 9 : Acide quinique, 10 : Quercétine.
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Tableau VI : Composés phénoliques présents dans I’extrait de H. muticus.

Temps de
rétention

Pics  pour les

standards
(Min)
1 2,81
2 3,88
5 16,43
6 17
7 23,13

Temps de
rétention
obtenus

(min)

2,8

3,9

16,4

17,0

23,1

DM)

0,146

0,135

0,135

0,131

0,125

Concentration
(mg EAG/100 g
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Formule Structure chimique
chimique

HO
C7HeOs O

HO
OH
HO
Acide gallique

HO OH
H —
'
CsHsOs
0" ~0
OH

Acide ascorbique

HO O

C9H100s5
-

O

-0

OH
Acide syringique

HO
C10H1004 O&W OH
/
H,C 0

Acide férulique



OH
0~ 0 A
8 26,93 26,9 0,131 C15H1205 O

OH O

Naringénine

9 27,35 27,4 0,192 C7H1206

Acide quinique

10 4423 44.2 0,164 CasH1007 Q
HO Q

OH
Quercétine

Le composé 3 et 4 pourrait étre correspond successivement a la scopolamine et a la

hyoscyamine. Les arguments en faveur de cette identification sont :

- la famille des solanacées est souvent connue pour contenir les alcaloides tropaniques

notamment la scopolamine et la hyoscyamine (figure 35).

- le temps de rétention obtenu correspond au temps de rétention obtenu dans d’autres

études antérieures en utilisant la méme espece de plante.
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Figure 35 : Structure chimique des principaux alcaloides identifiés dans I’extrait méthanolique

des feuilles de Hyoscyamus muticus (Palazon et al., 2008).

3.3 Résultats de I’activité antioxydante

Dans le test du DPPH, nos résultats indiquent que 1I’ICsg calculé pour I’extrait est égal a
36,29 + 0,53 mg/ml, cette concentration est plus élevée que celle calculée pour la quercétine,
I’acide ascorbique et le BHT (Tableau VII). Dans le test du pouvoir réducteur, la valeur de ICso
de I’extrait est égale a 19,35 * 0,96 mg/ml. Cette valeur est supérieure a celle obtenue pour les
antioxydants de références utilisés dans cette étude.

Tableau VII : Activité antioxydante de I’extrait de H. muticus et des antioxydants de références.

DPPH Le pouvoir réducteur
Quercétine | 1.01 £0.02 1.18+0.01
Acide ascorbique | 1.81+0.01 4.05 + 0.001
BHT | 3.47 £ 0.02 0.75+0.01
Extrait MEHM | 36.29 +0.53 19.35 +0.96

4. Discussion

L’exploration et I’identification des métabolites secondaires d’origine végétale est un
domaine qui retient 1’attention de nombreux chercheurs. L’utilité¢ de ces métabolites dans la lutte
contre les radicaux libres semble aujourd’hui tres reconnue. lls sont aussi impliqués dans
plusieurs mécanismes qui interviennent dans la physiopathologie de plusieurs maladies. Le
renforcement des défenses antioxydantes par les polyphénols pourrait étre un traitement

synergique semblent donc un enjeu majeur pour preserver la santé générale des populations.

A ce jour, I’espece Hyoscyamus muticus a été trés peu étudiée. La recherche

bibliographique nous a permis de constater que seules la phytochimie et 1’activité phytochimique
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de I’huile essentielle et de I’extrait méthanolique de cette espece ont été évaluéees. Ces travaux de
recherche ont mis en évidence la présence de plusieurs métabolites dans I’extrait méthanolique
de Hyoscyamus muticus. Notre étude phytochimique réalisée sur cette plante a montré la
présence des quantités importantes des composés phénoliques. C’est la premiére étude
phytochimique qui a révélé la présence de ces composés phénoliques dans les feuilles de
Hyoscyamus muticus originaire du sud-est du Maroc. La méthode d’identification par ’'HPLC
vient de confirmer les premiers résultats obtenus par le dosage effectué par la
spectrophotométrie. La présence de plusieurs pics dans le chromatogramme suggere la présence
de différentes familles polyphénoliques dans 1’extrait. Cette analyse a permis de mettre en
évidence la présence de I’acide quinique, la quercétine, I’acide gallique, I’acide ascorbique,
I’acide syringique, la naringénine et I’acide férulique. L’acide quinique était le plus abondant, cet

acide organique est largement présent dans les extraits de plusieurs especes de plantes.

En comparant nos résultats d’autres résultats obtenus pour la méme espece récoltée dans
d’autres régions du monde, nous avons constaté beaucoup de ressemblances et quelques
différences qui peuvent étre attribuées aux facteurs aussi bien intrinséques qu’aux extrinséques.
L’equipe de Elsharkawy et Ayeri-guentri ont confirmé la présence de plusieurs composés
phénoliques (Ayeri-guentri et al., 2017 ; Elsharkawy et al., 2018). Quatre composés ont été
identifés par la technique d’HPLC-DAD dans 1’extrait méthanolique de Hyoscyamus muticus de
la région d’adrar (Algérie), ces composeés identifiés sont les suivants : ’acide transcinnamique, la
quercétine, 1’acide férulique et I’acide cafféique (Ayeri-guentri et al.,, 2017). En outre,
Elscharkawy et ses collégues a identifier huit composés, par la technique GC-SM, dans I’extrait
de Hyoscyamus muticus récoltée dans le nord de 1’Arabie saoudite. Les trois composes
majoritaires identifiés sont 1’acide cinnamique, I’acide férulique et le phénol-o-methoxy
(Elsharkawy et al., 2018). Ces deux études antérieures confirment nos résultats et montrent que
I’extrait méthanolique de Hyoscyamus muticus est tres riche en composés phénoliques. Il est bien
a noter que la concentration des composés phénoliques totaux obtenue dans notre extrait était
plus elevée que les concentrations obtenues pour Hyoscyamus muticus d’Algérie et de 1’Arabie
saoudite (Elsharkawy et al., 2018 ; Ayeri-guentri et al., 2017). La concentration des composés
phénoliques totaux présente dans H. muticus était plus importante que la concentration des
composés phénoliques identifiés dans autres especes de méme genre tel que Hyoscyamus niger et

Hyoscyamus reticulatus (Jassbi et al., 2014). L absence de certains composes dans notre extrait
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pourrait étre liée a la géographie de la région de la récolte de I’espece, les conditions climatiques,
la saison, le type de sols, la période de récolte, le patrimoine génétique, la partie de la plante
utilisée et les méthodes d’extraction. Pour s’adapter aux conditions extrémes des zones arides et
sahariennes la plante synthétise des métabolites secondaires qui pourraient étre impliqués dans
plusieurs effets biologiques. Des études antérieures indiquent la présence des alcaloides
tropaniques notamment la scopolamine et la hyoscyamine. Les alcaloides, principaux composés
de la famille des solanacées, possédant des propriétés biologiques et pharmacologiques
intéressantes via leur capacité d’agir sur les récepteurs muscariniques dans différents niveaux du

systeme nerveux central et périphérique (Grynkiewicz et Gadzikowska, 2008).

Dans un deuxieme lieu, I’extrait a été sujet & une estimation de I’activité antioxydante par
le test de DPPH et le pouvoir réducteur. La valeur d’ICso calculée était supérieure a celles des
valeurs enregistrées pour les antioxydants utilisés comme des références. La valeur d’ICsg la plus
faible correspond a I’activité antioxydante la plus élevée. Les résultats obtenus ont montré que
I’extrait de H. muticus possede une activité antioxydant faible. Ces résultats sont en contradiction
avec les résultats obtenus par 1’équipe d’Ayari-guentri et al. (2017) en utilisant la méme espéce
de plante. Selon cette étude les extraits des feuilles, des tiges et des graines de Hyoscyamus
muticus possédaient une activité antioxydante la plus élevée par rapport aux extraits des racines
et des fleurs (Ayeri-guentri et al., 2017). Les valeurs d’ICso obtenues pour la quercétine, 1’acide
ascorbique et BHT indiquaient que la quercétine possédait un pouvoir antiradicalaire le plus
important par rapport aux d’autres standards. Les résultats de cette étude révélent une faible
activité antioxydante des feuilles de Hyoscyamus muticus malgré sa teneur modérée en
polyphénols et flavonoides. Cela pourrait étre expliqué par le fait que ’activité antiradicalaire
des polyphénols dépend non seulement de la concentration en composés phénoliques mais aussi
de leurs structures chimiques (Felleh et al., 2008).
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5. Conclusion

Dans cette premicre partiec nous nous sommes intéressés a 1’étude de la phytochimie
qualitative et quantitative de 1’extrait méthanolique de Hyoscyamus muticus. L’étude des
constituants chimiques de cette plante a révéle la présence de divers composés, principalement
des acides phénoliques, des flavonoides et les alcaloides. L’estimation de la concentration de
quelques métabolites indique que les polyphénols sont les composés majoritaires de 1’extrait
suivi par les flavonoides et les tanins. L’acide quinique et la quercétine sont les deux composés
majoritaires de 1’extrait. Elle indique aussi la présence des alcaloides notamment la hyoscyamine

et la scopolamine qui pourraient avoir une action neuropharmacologique.

Dans une deuxieme partie, I’activité antioxydante a été testée par la méthode de DPPH et
le pouvoir réducteur, les résultats de cette étude indiquent que notre extrait possédait une faible

activité antiradicalaire.

Toutefois, les résultats obtenus au fils de ce travail constituaient les bases d’un travail a
poursuivre et a améliorer pour une étude phytochimique et antioxydante beaucoup plus

approfondie. Pour cet objectif, nous proposons a I’avenir :

v D’effectuer des analyses phytochimiques en utilisant d’autres techniques analytiques
notamment la spectroscopie de masse et CPG...etc.

v’ L’évaluation de I’activité antioxydante sur d’autre extrait de la méme espéce.

v’ Effectuer des dosages sanguins sur des animaux traités par 1’extrait pour déterminer le
taux des marqueurs de stress oxydatif tels que ’activité de la catalase et de la glutathion

peroxydase.
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Troisieme partie : Etude de la toxicité aigie et de Pactivité
antinociceptive

Chapitre 1 : Généralités
1. Ladouleur
1.1 Définition

La douleur est la raison la plus fréquente pour consulter un médecin, elle nous
accompagne des le plus jeune age. C’est un mécanisme de protection auquel le corps réagit a des
stimuli nocifs. Selon I’association internationale pour 1’étude de la douleur (IASP), la douleur
peut étre définie comme une expérience sensorielle et émotionnelle désagréable, associée a une
Iésion tissulaire réelle ou potentielle, ou décrite par le patient (Cohen et al., 2018). La sensation
douloureuse affecte négativement des fonctions cognitives comme la concentration et la prise de
décision (Grégoire et al., 2010). Plusieurs facteurs peuvent moduler la sensation de la douleur
notamment les facteurs génétiques, physiologiques, psychologiques, socioculturels et aussi les
facteurs liés a I’histoire de I’individu (Gougeon et al., 2016) (Figure 32). L’étude de la sensation
de la douleur est tres difficile a qualifier et a quantifier, car elle repose avant tout sur le ressenti

du patient.
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Des facteurs biologiques :
Des maladies séveres

Les facteurs sociaux :

Laculture Nociception
L’environnement sociale Inflammation
L’environnement _
économique Fonctionnement de
cerveau

Le support social

La
douleur

Les facteurs
psychologiques :

Stress
Anxiété
Dépression
Catastrophisme

Figure 32 : Facteurs influencant la sensation douloureuse (Rousseau, 2017).

1.2 Les composantes de la douleur

La douleur implique plusieurs mécanismes anatomophysiologiques et psychologiques.

Melzack et Casey. (1968) ont proposé trois dimensions distinctes de la douleur :

% La  composante sensori-discriminative : c’est-a-dire les mécanismes
neurophysiologiques impliqués dans le décodage des messages nociceptifs (type de la
douleur, intensité, localisation et durée) (Bourea, 1988). L’élaboration de cette
composante est due a par I’intervention du cortex sensoriel primaire (Almeida et al.,
2004).

* La composante affective ou émotionnelle: C’est la diffusion de I’information
nociceptive dans les régions corticales (préfrontales et limbique) qui est responsable de

ces sentiments désagréables accompagnés avec la douleur (Dallel et al., 2003).
113



« La composante cognitive: liée a I’ensemble des processus mentaux susceptibles
d’influencer la sensation douloureuse (capacité a la gestion de la douleur, culture,
religion, histoire de I’individu). Elle se caractérise par I’implication de systéme limbique

(Boureau, 1988 ; Dallel et al., 2003).
1.3 Types de douleur
1.3.1 La classification basée sur le plan clinique

En nous basant sur le plan clinique, nous distinguons trois types de douleurs :

% Les douleurs nociceptives: dues a 1’excitation des nocicepteurs par des facteurs

exogenes potentiellement dangereux pour 1’organisme.

«» La douleur neuropathigue : c’est une douleur associée a une lésion ou une maladie

affectant le systéme nerveux somatosensoriel, elle possede deux composantes distinctes
(Delorme, 2016) :
v Une composante spontanée continue (brulure, compression, décharges électriques,
coups de couteau).
v Une composante transitoire associée a une composante provoquée par la pression,
le froid ou le chaud associée a 1’allodynie (douleur associée a une stimulation
normalement non douloureuse) ou associée a I’hyperalgésie.

% La douleur_psychogéne : d’origine somatique sans aucune cause identifiable pouvant

inclure des facteurs neuropsychologiques.
1.3.2 La classification basée sur le plan neurophysiologique

1.3.2.1 La douleur aigué

La douleur aigue est un phénomene complexe conditionnée par deux principaux facteurs :
la perception et la sensation. La douleur peut étre ressenti différemment selon 1’individu et son
environnement. Elle joue un réle d’alarme pour notre organisme. Géneralement, la sensation
douloureuse est censée s’atténuer et disparaitre apres la guérison ou la cicatrisation des blessures
mais dans certaines cas pathologiques la douleur persiste pour une longue durée : c’est le cas des

maladies inflammatoires, les Iésions neurologiques et dans certains types de cancers.
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1.3.2.2 La douleur chronique

La douleur chronique a été reconnue comme une douleur qui dure plus que la période
normale de guérison d’une maladie, généralement chronique comme 1’arthrite ou le cancer, ou
d’une blessure. Elle dure ou réapparait pendant plus de trois mois a six mois (Guirmand et Le
Bars, 1996). Elle perd sa fonction d’alarme pour se transformer en une maladie en soi (Rentsch,
2009). Parmi les douleurs chroniques, on distingue classiquement les douleurs neuropathiques
par exces de nociception et les douleurs psychogénes. La douleur chronique differe de la douleur

aigué par plusieurs caractéristiques (voir le tableau VIII).

Tableau V111 : Comparaison entre la douleur aigué et la douleur chronique (Modifié d’aprés

Boureau et al., 2004)

Douleur aigué Douleur chronique

= |ssue de stimuli nocifs qui activent les = Issue ’activation des nocicepteurs,
neurones nocicepteurs. viscéraux ou somatiques.

= Elle accompagne la chirurgie, les = Elle accompagne les maladies
blessures traumatiques, des Iésions chroniques, non traitées.
tissulaires, I’infarctus du myocarde et les = Elle commence graduellement et
processus inflammatoires. persiste a infléchir plus de

souffrance sur temps.

= La durée s’étale sur quelques jours ou = Dure généralement plus de 3mois.
semaines, mais peut persister jusqu’a
3mois.

* L’intensité douloureuse peut varier de * L’intensité douloureuse peut varier
Iéger a grave. de léger a grave.

= Peut étre accompagnée par de 1’anxiété. = Peut étre accompagnée par la

dépression, la fatigue et la
dépendance accrue a I’égard de la
famille et des amis.

= Signal d’alarme = Pas de fonction d’alarme
destructrice.

* | ’implication d’un seul facteur. = Implication de plusieurs facteurs.

115



1.3.2.3 La douleur nociplastique

Depuis 2016, I’IASP propose une nouvelle classe de douleur sous le nom de douleur
nociplastiques ; elle est définie comme n’étant pas liée a une stimulation des nocicepteurs ni a
une lésion du systéme neurosensoriel ; elle est due a un dysfonctionnement global du systeme
neurosensoriel, souvent qualifié de sensibilisation centrale, de mécanismes complexes non
encore élucidés, faisant intervenir des interactions avec le systéme immunitaire (Bertin et
Pascale, 2019).

2. La nociception
2.1 Définition

C’est le processus sensoriel a 1’origine du message qui provoque la douleur, elle

correspond aux quatre processus :

v Transduction : elle corresponde a la conversion de stimuli en activité électrique dans les
terminaisons périphériques des nocicepteurs.

v Conduction : c’est le passage des potentiels d’action, qui prennent naissance au niveau
des récepteurs, a travers les axones vers les terminaisons centrales impliquées.

v" Transmission : représente le transfert synaptique et la modulation de I’influx nerveux
douloureux d’un neurone a une autre.

v" Perception : elle corresponde a la reconnaissance et a I’interprétation de stimuli par le
cortex sensitif associatif (Guirimand et Le Bars, 1996 ; Kidd et Urban, 2001).

2.2 Les différents types des nocicepteurs

Les nocicepteurs sont des neurones sensoriels primaires qui détectent les stimulations
douloureuses spécifiquement par leurs terminaisons nerveuses libres (TNL) (Messlinger, 1996).
Une fois les stimulations nociceptives de nature physique ou chimique recues par les TNL,
celles-ci sont transformées en potentiel d’actions. Ce dernier est transmis dans les fibres
nerveuses et établit des connexions synaptiques dans la lamelle | et 1l au niveau de la moelle
épiniére. L’activation des nocicepteurs résulte soit d’une stimulation directe exercée a leur
niveau, soit par I’intermédiaire d’autres produits chimiques libérés par les tissus endommaggés :
bradykinine, prostaglandines, histamine, sérotonine (Bernard et Rose Marie, 2006). Les corps
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cellulaires de ces récepteurs se trouvent principalement dans la racine dorsale et les ganglions
trigéminés. Ces nocicepteurs se trouvent dans la peau, les muscles, les articulations les os et les
visceres. Au niveau cutané, on distingue deux grands types de nocicepteurs les mécanorécepteurs

et les nocicepteurs polymodaux (Bars et Willer, 2004).

2.2.1 Les mécanonocicepteurs

Ces récepteurs sensoriels, bien différenciés sur le plan histologique, répondent a des stimuli
mécaniques intenses (pression, étirement). lls se prolongent par des fibres de type A8, qui ont
responsables de sensations tactiles. Parmi ces mécanonocicepteurs, on distingue (voir la figure
33):

v Les corpuscules de Meissner qui répondent aux faibles pressions appliquées sur la peau.

v Les corpuscules de Ruffini qui répondent aux vibrations de basse fréquence (50 Hz).

v Les disques de Merkel qui répondent aux indentations de la peau.

v’ Les récepteurs des follicules pileux qui répondent aux vibrations de haute fréquence
(300 Hz).

Terminaisons nerveuses libres Couche

douteur T sy R ‘_;.ei > cutanée
1! 1

Epiderme
toucher o

Papille

de Merkel

toucher léger

Cellule
sanguine

Derme
température

Couche
sous-cutanée
pression

Lobules
graisseux

Fibres

nerveuses
Corpuscule Corpuscule Corpuscule Corpuscule Corpuscule
de Krause de Ruffini de Pacini de Golgi de Meissner

froid chaleur pression forte pression légere toucher

Figure 33 : Les différents mécanorécepteurs sensoriels de la perception cutanee (Bluteau,
2010).
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2.2.2 Les nocicepteurs polymodaux

Ce type des récepteurs répond a toutes les modalités des stimulations nociceptives
mécaniques, thermiques et chimiques de type algogénes libérés par les cellules Iésees. Ils se

prolongent par des fibres de type C (Delmas et Coste, 2016).

2.3 Mécanisme d’activation des nocicepteurs

Aprés une blessure la réaction inflammatoire se déclenche pour induire la sensibilisation
périphérique (Li et al., 2014). Les médiateurs de I’inflammation entrainent plusieurs
modifications post-traditionnelles en raison de I’implication des protéines PKA et PKC, au
niveau des protéines formant les canaux ioniques (Figure 34). L’action des cytokines et du NGF
produisent des modifications transcriptionnelles dans les noyaux des cellules nociceptives
permettant la synthése d’autres canaux transducteurs et voltages dépendants. D’autres molécules
activent les nocicepteurs silencieux renforcant I’intensité de la réponse nociceptive (Osinski et
al., 2017).

STIMULUS NOCICEPTIF

N Canal lonlque transducteur

modifications
post-traduclionnelles

HEEEN IEO\ 8

Lificati Canal ionique
Tmodifications
. lranscriptionnelles

2005555 N 7P

L

Activation des
nocicepteurs silencieux

aépendant
cellulaire du

GoR ( )
O Transport
< 2 e

Figure 34 : Différents types de mécanismes moléculaires interviennent dans la sensibilisation
périphérique (Osinski, 2017).
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2.4 Transduction des messages douloureux

2.4.1 Les fibres mécanosensibles Ad et AP

Ces fibres représentent 20 % des fibres sensorielles cutanées (Millan, 1999). Ce sont des
neurones de bas seuil d’activation, de larges diamétres (corps cellulaires >30 pm), myélinises.
Par conséquent, ils conduisent 1’influx nerveux par une vitesse rapide de 1’ordre de 30-100 m/s.
En absence de Iésion, elles jouent un réle dans la proprioception et répondent uniquement lors
d’événements mécaniques non nociceptifs de faible intensité (le toucher, la vibration, et la

pression légére) (Julius et Basbaum, 2001).

2.4.2 Les fibres nociceptives Ad et C

2.4.2.1 Les fibres Ao

Elles représentent 10 % des fibres sensorielles, spécialisées dans la nociception de type
mécanique, thermique et chimique. Elles sont caractérisées par un petit diameétre (corps cellulaire
<30 um, projection de 2-6 um) et par un axone finement myélinisé qui conduit I’influx nerveux a
une vitesse moyenne entre 12 et 30 m/s. Elles se localisent au niveau cutané, articulaire et

musculaire (Julius et Basbaum, 2001).

2.4.2.2 Les fibres C

Ces fibres majoritaires représentent 70 % des neurones sensoriels amyeélinisées. Elles
possedent un faible diametre (corps cellulaire <30 um, projection de 0,4-1,2 um) et se
caractérisent par une vitesse de conduction lente (0,5-2 m/s). Elles sont localisées au niveau
cutané (60-90 %), articulaire, musculaire, viscéral (>90 %) (Millan, 1999 ; Julius et Basbaum,
2001). On peut distinguer les fibres Ad et C par deux critéres : leur seuil d’activation qui est
supérieur a celui des fibres non nociceptives et leur capacité a coder 1’intensité d’un stimulus

nociceptif (Besson et Chaouch, 1987).

119



2.4.3 Les sites de projection des fibres nociceptives au
niveau spinal

La corne dorsale de la moelle épiniere est divisée en couche appelée lamina. Chaque type
d’afférent possédait un domaine caractéristique de la projection dans une ou plusieurs couches.
Les fibres nociceptives Ad se projettent sur les laminae I, II externe, III, IV, V de la corne
dorsale de la moelle épiniéere (Figure 35). Les fibres C se projettent sur les laminae I, I, VI et X
(Bernard et Rose Marie, 2006).

Messages
nociceptifs =

Ny »

Fibres A &S -
Fibres C Fibres C

Figure 35 : Transmission des messages nociceptifs par les fibres Ad et C aux neurones de la

moelle épiniére (Paulmier et al., 2015).

2.5 Les voies de la douleur

La transmission de la douleur dépend principalement de 1’équilibre des influences
excitatrices et inhibitrices qui agissent sur les circuits neuronaux somatosensoriel. Plusieurs
niveaux du SNC sont impliqués dans la transmission de douleur (Mccarberg, 2019). 1l s’agit de
la moelle épiniére (les ganglions de la racine dorsale et la corne dorsale spinale), du noyau du

raphé¢ Magnus, de I’hippocampe, du noyau postérolatéral ventral du thalamus, du cortex
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insulaire, du cortex cingulaire antérieur, du cortex somatosensoriel primaire et du cortex
préfrontal (Mccarberg, 2019). La majorité des informations nociceptives cheminent via le
quadrant antérolatéral de la moelle épiniére (Osinski, 2017). Deux faisceaux principaux sont

impliqués dans la transmission du message nociceptif a 1’étage supra-spinal (voie ascendante) :

+ Le faisceau spinothalamique chemine au niveau du cordon antérolatéral de la moelle.
Les fibres impliquées sont des fibres Ad, qui se projettent directement vers les noyaux
thalamiques latéraux du complexe ventrobasal ventro-postero-latéral (VPL) et ventro-

postéro-médian (VPM).

+ Le faisceau spino-réticulo-thalamique chemine au niveau du cordon antérolatéral de la
moelle, et se projette vers les noyaux médians du thalamus et certaines structures du tronc
cérébral dont la substance grise périaqueducale et les noyaux du raphé (Calvino, 2011 ;
Calvino et Grilo, 2006).

Des voies descendantes se projetant depuis la substance grise périaqueducale (PAG) dans le
mésencéphale et la région bulbaire rostoventrale (RVM) jusqu’a la corne dorsale modulent la
transmission de la douleur (Yam et al., 2018) (Figure 36). La transmission des messages
nerveux nociceptifs est facilitée par plusieurs neurotransmetteurs qui assurent la transmission du
message nociceptif entre les différents neurones impliqués dans la perception et la transmission
de la douleur. Ces neurotransmetteurs sont: les opioides endogénes, la sérotonine, la

norépinephrine, le glutamate, la substance P, le GABA et la 5-HT (Yam et al., 2018).
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Figure 36 : Les voies de la douleur (Guilmand et Le Bars, 1996).

2.6 Les structures impliquées dans la douleur

De nombreuses structures cérébrales participent au décodage des messages douloureux.
Certaines régions semblent impliquées dans ’aspect sensori-discriminatif du message nociceptif,
alors que d’autres sont impliquées dans les composantes motrices, cognitives et émotionnelles.
On peut déterminer trois cibles des messages nociceptifs au niveau central : la formation
réticulaire bulbaire, le cortex cérébral, le thalamus, 1’aire parabranchiale et la substance grise

périqueducale (Calvino et Grilo, 2006 ; Calvino, 2011).

2.6.1 La formation réticulée bulbaire

C’est le site d’origine des faisceaux descendants bulbo-spinaux qui modulent la

transmission spinale des messages nociceptifs (Guilmand et le Bars, 1996).
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2.6.2 Le Cortex cérébral

Il forme généralement deux groupes : le premier recoit les afférences de la voie sensori-
discriminative ; le second recoit celles de la voie motivo-affective. Les centres cérébraux
impliqués dans la douleur selon Rainville et al., (2002) sont le cortex primaire (aire S1 de
Broca), le cortex somatosensoriel secondaire (S2), le cortex cingulaire antérieur (CCA) et le

cortex insulaire.

2.6.3 Le thalamus

Le thalamus est constitué de multiples noyaux gris. Ces noyaux thalamiques recoivent les

afférences des voies nociceptives forment deux groupes (Le Bars et al., 2001) :

v Les noyaux du complexe ventro-basal : ils recoivent principalement leurs afférences en
provenance de la voie spinothalamique et se projettent a leur tour vers le cortex
somatosensoriel primaire et secondaire.

v" Les noyaux centromédians : ils recoivent principalement leurs afférences de la voie
spinoréticulaire et projettent a leur tour vers différentes structures du systeme limbique,
dont I’amygdale (Le Bars et al., 2001).

2.6.4 L’aire parabrachiale et la substance grise
périaqueducale

IIs recoivent des informations nociceptives qui sont ensuite transmises vers 1’amygdale et
I’hypothalamus ; ce qui engendre les émotions, la peur et le stress liés a la douleur (Guilmand et
Le Bars, 1996).

2.7 Traitement médicamenteux de la douleur

L’Organisation mondiale de la santé a classer les analgésiques en trois paliers (voir le
tableau IX).
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Tableau IX : La classification des analgésiques selon I’OMS (Delorme, 2007).

Palier Propriété Famille ou molécule Mode d’action
Antalgiques purs Néfopam Central
Antalgiques Paracétamol Central
Non antipyrétiques
Palier I opiace Antalgiques Aspirine Périphérique
antipyrétiques, AINS

antipyrétiques et

anti-inflammatoires

Opiacés Agonistes Codéine Central
Palier 11 faibles Dihydrocodéine
Dextropropoxyphene
Tramadol
Agonistes Morphine Central
Fentanyl
Hydromorphone
Opiacés Oxycodone
Palier 111 forts Péthidine
Agoniste partiel- Buprénorphine Central
agoniste
Agoniste-antagoniste Nalbuphine Central

3. L’inflammation

3.1 Généralités sur ’inflammation

Le mot inflammation provient du mot latin « Inflammare » qui signifie mettre en
feu (Scott et al.,, 2004). La réaction inflammatoire est généralement déclenchée par des
dommages aux tissus vivants. Elle est considérée comme 1’unée des barrieres de I’immunité innée
(Chrobok et al., 2017). L’inflammation est déclenchée par une infection bactérienne, virale,
fongique, par des agents physiques et par un systeme immunitaire défectueux (Medzhitov,

2008). Dans un premier abord, la réponse inflammatoire a pour objectif de localiser et d’éliminer
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les agents nocifs. Dans un second temps, cette réaction enlévera les composants tissulaires
endommages pour permettre la cicatrisation des tissus, des organes ou des systemes affectés
(Barnes et al., 2009). Classiquement, la réaction inflammatoire se caractérise par quatre
symptdmes : gonflement, rougeur, chaleur et douleur (Bélanger, 2006). Cett réaction implique
I’intervention de plusieurs facteurs cellulaires et moléculaires. Les macrophages neutrophiles,
connus pour sécréter différents médiateurs, sont responsables de I’initiation, la progression, la
persistance, la régulation et la résolution éventuelle de I’infection par état d’inflammation aigué.
L’intensité de la réponse inflammatoire dépend de 1’agent infectieux, de son intensité et du tissu
endommagé (Raymondjean, 2007). Dans certains cas pathologiques, la dérégulation de la
réponse inflammatoire aigué, si la résolution ne se produit pas dans cette phase, induit une
réponse irréversible nommée « inflammation chronique ». Celle-ci se caractérise par une longue
durée de quelques semaines ou des années, et I’infiltration des mononucléaires (macrophages, et
lymphocytes), la destruction tissulaire et la stimulation de 1’angiogenése (Kumar et al., 2013).
De plus, I’inflammation chronique est connue par son role dans le développement du diabete

insulinorésistant associé a I’obésité secondaire (Hotamisligil et al., 2005 ; Ahmed et al., 2011).
3.2 Les médiateurs de ’inflammation

3.2.1 Les médiateurs moléculaires de ’inflammation

3.2.1.1 L’histamine

L’histamine de formule brute CsHgN3, est une monoamine synthétisée a partir de I’acide
aminé histidine, largement distribuée dans les tissus de mammiféres. Cette substance est libérée
principalement par les mastocytes, les basophiles, les cellules pariétales de 1’estomac et les
neurones histaminergique dans les ganglions basaux de I’encéphale. L’histamine peut étre
libérée par d’autres cellules de I'immunité telles que les cellules dendritiques, les macrophages,
les neutrophiles et les cellules épithéliales (Huang et al., 2018). L’ histamine agit sur les cellules
des muscles lisses vasculaires, ainsi que sur les cellules endothéliales induisant la vasodilatation
et I"augmentation de la perméabilité capillaire et 1’activation d’autres cellules du systéme

inflammatoire (Jamet et al., 2006).
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3.2.1.2 Les cytokines

Les cytokines sont des glycoprotéines solubles de poids moléculaires variant entre 8 et
80 kDa (kilodaltons) synthétisées par les leucocytes et d’autres cellules qui ont un réle dans les
phénomenes pro-inflammatoires et anti-inflammatoires. Ces molécules assurent la
communication intercellulaire entre les cellules immunitaires et leurs cibles. La majorité des
cytokines dites pro-inflammatoires produites lors d’une réponse inflammatoire, jouent un réle
crucial dans le recrutement des neutrophiles et facilitent leur adhésion a la paroi des cellules
endothéliales et leur pénétration par le phénomene de la diapédese. Les cytokines stimulent aussi
les macrophages via la stimulation de la phagocytose, production de I’interleukine 1 et de lipides
pro-inflammatoires (Descamps et Sarsat, 1996). Les cytokines telles que I’'IL-1pB, I’'IL-6 et le
TNF-a sont impliquées dans les processus de la douleur pathologique (Zhang et An, 2007).

3.2.1.3 La substance P

La substance P est un peptide d’origine neuronale produit par des cellules inflammatoires
telles que les macrophages, les éosinophiles, les lymphocytes et les cellules dendritiques. Elle
augmente la prolifération des lymphocytes et la synthese des immunoglobulines, dont la
production de cytokines par les lymphocytes, les macrophages et les mastocytes (O’Connor et
al., 2004). La substance P joue un rdle primordial dans le recrutement des leucocytes vers la

zone de I’inflammation, amplifiant ainsi ’intensité de la réponse inflammatoire (O’Connor et

al., 2004).

3.2.1.4 Les eicosanoides

Les eicosanoides constituent un groupe de molécules dérivées principalement
de I’oxydation de I’acide arachidonique et sont synthétisées par les cellules phagocytaires au

cours des processus inflammatoires. Parmi ces eicosanoides on distingue :

v" Les prostanoides : incluant les prostaglandines, les prostacyclines et le thromboxane A2
(TXA2).

v" Les lipoxines et les leucotriénes : produits par ’action des différentes lipoxygénases.

<\

Les acides esicosatétranoiques : issus de I’action des époxygénases du cytochrome P450.

v" Les isoprostanes : résultant de 1’action des radicaux libres sur I’acide arachidonique.
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3.2.1.5 Les prostaglandines

Les prostaglandines sont des molécules de nature lipidique (acide gras) obtenues a partir
de plusieurs transformations enzymatiques d’un précurseur endogéne : acide arachidonique
(Figure 37). La biosynthése des prostaglandines est augmentée d’une maniére significative dans

les tissus inflammés (Ricciotti et Fitzgerald, 2011).

Arachidonic Acid (ARA)
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Figure 37 : Les dérivés du métabolisme de 1’acide arachidonique (Martinez et al., 2018).

3.3 Les plantes médicinales et I’inflammation

Divers mécanismes d’action ont été proposés pour expliquer I’activité anti-inflammatoire
des plantes médicinales. Les métabolites secondaires des plantes peuvent agir a plusieurs

niveaux dans le processus inflammatoire (Figure 38).
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Figure 38 : Quelques mécanismes d’inhibition de I’inflammation par des métabolites

secondaires des PMs [Figure adaptée de (Yatoo et al., 2017)]

3.3.1 Inhibition des 15 - Lipoxygéenases (LOX)

Les lipoxygénases (LOXs) constituent une famille des protéines monomeéres qui

catalysent 1’oxydation des acides gras polyinsaturés comme I’acide arachidonique, 1’acide
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linoléique et linolénique (Chedea et Jisaka, 2013 ; Kobe et al., 2014). La 15-LOX est une
enzyme clé impliquée dans la synthése des médiateurs inflammatoires notamment les
leucotriénes a partir de 1’acide arachidonique. Les leucotrienes sont impliqués dans nombreuses
voies pro-inflammatoires et les réactions allergiques. L’inhibition de la synthése du leucotriene
par ’enzyme 15-LOX est considérée comme 1’'un des mécanismes thérapeutiques les plus
efficaces dans la gestion des maladies inflammatoires (Dobrian et al., 2011). La voie de 15-
LOX est aussi a 1’origine de la production des proinflammatoires dans les éosinophiles et les
mastocytes des patients allergiques. L’inhibition de 15-LOX pourrait étre une cible intéressante
pour le traitement des troubles tels que 1’asthme, la rhinite et les allérgies (Sadeghian et
Jabbari, 2015). Des études antérieures ont confirmées le pouvoir inhibiteur des plantes
médicinales contre I’activité de 15-LOX (Hung et al., 2018 ; Ogunwa, 2018 ; Lon¢ari¢ et al.,
2021).

3.3.2 Inhibition de la cyclooxygénase (COX)

La cyclooxygénase est une oxydoréductase permettant la synthése des prostanoides
(prostaglandines, prostacyclines et thromboxanes) a partir de 1’acide arachidonique. Les
prostaglandines sont impliquées dans nombreuses fonctions dont la genese de la douleur et
I’inflammation. Il existe deux formes isoméres de COX: la COX 1 et COX 2 (Mitchell et
Kirkby, 2018). L’inhibition de ces enzymes a été signalée comme étant la cible d’action de
plusieurs composeés dérivés des plantes a effet anti-inflammatoire (Nworu et al., 2015). De plus,
certains polyphénols inhibent significativement la synthese de prostaglandine de type E2 et
atténuation de I’expression de la COX-2 (Madden et al., 2009).

3.3.3 L’inhibition de I’oxyde nitrique (NO)

L’inhibition d’oxyde nitrique est une caractéristique des flavonoides. Les flavonoides
végétaux inhibent I’inflammation par le biais de I’inhibition de la production d’oxyde nitrique
(NO). De méme, les flavones et les flavones aminosubstituées inhibent la production de NO et

par conséquent provoquent 1’inhibition de I’inflammation (Garcia-Mediavilla et al., 2003).
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3.3.4 Inhibition de la phospholipase A2 (PLA2)

Les phospholipase A2 ou PLA2 constituent une famille des enzymes qui hydrolysent les
phospholipides membranaires produisant ainsi des lysophospholipides et des acides gras. Le
clivage de ces lipides membranaires par la PLA2 est a 1’origine de la synthése des médiateurs
inflammatoires notamment les eicosanoides et du PAF (le facteur d’activation plaquettaire).
Plusieurs études indiquent le réle de certaines molécules phytochimiques dans la régulation de
I’activité des complexes enzymatiques intervient dans les métabolismes de I’acide arachidonique
notamment la phospholipase A2. Les polyphénols comme la quercétine, ochnaflavone, ginkgetin
curcumin et bilobetin exercent des effets antiinflammatoires par la réduction de 1’activité de
I’enzyme de la phospholipase A2 ainsi que la modulation de la production d’autres molécules
proinflammatoire et 1’expression des génes proinflammatoires (Lee et al., 1982 ; Kim et al.,
2014).

3.3.5 Inhibition de cytokines pro-inflammatoires

Différents types de cytokines pro-inflammatoires sont connus pour réguler les réactions
inflammatoires d’une maniére directe grace a leur capacité a induire la synthése de molécules
d’adhésion cellulaire ou d’autres cytokines dans certains types de cellules. Plusieurs études ont
rapporté I’inhibition des cytokines pro-inflammatoires de rats avec des extraits de plantes riches
en flavonoides (Abdel Motaal et al., 2016 ; Omodanisi et al., 2017). Les polyphénols peuvent
aussi inhiber I’expression des génes des interleukines IL-6 et IL-8 (Mathy-Hartert et al., 2007).

3.3.6 Inhibition de la libération d’histamine

Les flavonoides sont capables d’atténuer la sécrétion de 1’histamine pendant la phase
tardive de la réaction allergique. La libération de I’histamine est régulée par les leucotrienes
générés par D’action des lipoxygénases. Certaines flavones hydroxyleées et les aglycones
provenant des plantes médicinales peuvent inhiber la libération de I’histamine a travers
I’inhibition des lipoxygénases (Petkov et al., 1981). Le tableau ci-dessous (tableau X) montre

certains mécanismes d’action des flavonoides sur I’inflammation.
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Tableau X : Les mécanismes d’action de certains flavonoides des plantes médicinales

Flavonoides

Quercétine

Lutéoléine

Apigenin

Resvératrol

Anthocyanines et les
acides

hydroxycinnamiques
Curcumine
Hespéridine, Diosmine
Amentoflavone, Bilobetin
Procyanidins

EGCG

ECG

(Rathee et al., 2009).
Mécanisme d’action

-Inhibition de la production de NO et I’expression des protéines
INOS
-Inhibition de I’activité des cyclooxygénase et lipoxygénases.
-Inhibition de la régulation a la hausse de I’adhésion de la THP-1
et de I’expression de la VCAM-1
-Inhibition de I’activité du NF-xB
-Blocage de I’expression de la molécule d’adhésion
intercellulaire 1 (ICAM-1), VCAM-1, et E-selectine.
-Inhibition de la synthese des prostaglandines et de la production
d’IL-6, 8.
-Suppression de I’expression de I’ARNm et de la protéine iNOS

- Régulation de la MAP kinase phosphatase-5.

- Localisation dans les cellules endothéliales

- Réduction de la régulation a la hausse de I’IL-8, du MCP-1 et
de ’ICAM-1

-Diminution de I’activité de la MPO (Myeloperoxidase) et du
TNF (facteur de nécrose témorale) sur la colite chronique
-Réduction de I’expression des COX-2 et des iNOS.

Inhibition de la formation prostaglandine

Inhibition de phospholipase C1 et A2

L’inhibition de la transcription et la sécrétion de 1’IL-1Beta.
-Inhibition de I’expression d’iINOS

-Réduction de I’activité de la « NF-kB et AP-1.

Atténuation de I’adhésion et la migration des cellules CD8+T du

sang périphérique.
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Chapitre 2 : Etude expérimentale de I’effet neuropharmacologique de
Hyoscyamus muticus

1. Introduction

La douleur, un véritable probleme de santé publique dans le monde, représente la
premiére raison de faire des consultations médicales. Qu’elles soient d’origine accidentelle,
métabolique, infectieuse, cancéreuse et auto-immune, la douleur provoque diverses réactions
psychologiques, notamment des troubles d’anxiété, ’insomnie, la dépression, 1’incapacité... etc.
Ces changements influencent la qualité de vie et le rendement de la personne. Dans le monde, les
douleurs chroniques affectent entre 30 et 50 % de la population (Souza et al., 2017). Selon une
enquéte nationale, qui a été menée au sein de la population générale, 21 % de la population
participant a cette étude souffrirait de douleurs chroniques (Harifi et al., 2013). Les antalgiques
et les anti-inflammatoires sont parmi les médicaments les plus prescrits pour le traitement des
douleurs, mais la majorité de ces médicaments possédent des effets indésirables (Carter et al.,
2014 ; Sloot et al., 2015). La présence de ces complications secondaires a conduit a faire appel
aux connaissances anciennes associées aux médecines alternatives et a la recherche de moyens
pour les développer afin d’en extraire des molécules efficaces avec moins d’effets secondaires.
Plusieurs études expérimentales in vivo et in vitro se sont intéressees a 1’activité antinociceptive
de centaines d’especes de plantes meédicinales. Les substances phytochimiques issues de ces
plantes peuvent étre capables de réduire la douleur de différentes maniéres, notamment en
excitant les récepteurs opioides, en améliorant les niveaux de peptide opioide, en réduisant la
libération de NO et en bloquant les canaux calciques et potassiques (Xiao et al., 2016 ; Zakaria
et al., 2018).

2. Matériel et méthode

2.1 Les animaux et substances chimiques utilisees

2.1.1 Les animaux

Des souris Swiss Albino, méles et femelles (22-34q) élevées dans 1’animalerie de la
faculté des sciences Semlalia, université Cadi Ayyad (Marrakech-Maroc) ont été utilisées dans

toutes les expériences pharmacologiques et comportementales. Les animaux ont été maintenus
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dans un environnement contrdlé dans des conditions standard du laboratoire : la température est
de 21 £ 2 °C, un cycle lumiére/obscurité de 12 h (lumiéres allumées de 6 h a 18 h), et une
alimentation habituelle. Les animaux étaient a jeun pendant deux heures avant I’administration
de toute substance. Ils ont été divisés en plusieurs groupes de six animaux chacun. Des groupes
ont été traités par des doses de I’extrait de notre plante ; les lots témoins positifs ont recu des
doses de medicaments de référence ; le groupe témoin négatif ne recevant aucun traitement (eau
physiologique). Les traitements et les expériences sur les animaux ont été réalisés conformément
aux principes ethiques locaux de la recherche sur les animaux et aux principes déclarés par le
conseil des communautés européennes de la protection des animaux du laboratoire
(86/609/CEE).

2.1.2 Les solutions et les médicaments utilisés

Le tableau XI ci-dessous indique I’origine, la formule chimique et I’effet de ’ensemble des

solutions et les médicaments utilisés dans cette étude.
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Tableau XI : Données sur les solutions et les médicaments utilisés dans les expérimentations.

Substance

DMSO
« Dimethyl

Sulfoxide »

Acide acétique

Formaldéhyde
(Formol)

Morphine

Acétylsalicylate

Atropine

Naloxone

Origine

SIGMA-ALDRICH
>99,9 %
— ALLEMANGNE -

SIGMA-ALDRICH
>99,8 %
— ALLEMANGNE -

SIGMA-ALDRICH
36 %
— ALLEMANGNE -
SOTHERMA
- MAROC -
ASPEGIC ©
500 mg

— Maroc -

PROMOPHARMA
-MAROC-
MYLAN -MAROC-

Formule
chimique

C2HeOS

CHsCOOH

CH:2:0

C3a HaoN20O10 S

CoHsOs4

C34H4sN2010S

C19H21NO4

2.2 Etude de la toxicité aigué

2.2.1 Toxicité aigué par voie orale

Effet

pharmacologique/utilisation

Un solvant polaire pour
solubiliser les composés

organiques de I’extrait

Utilisé dans le test de
contorsions pour induire la

douleur

Utilisé dans le test de formol

Analgésique (activation des
récepteurs opiacés)
Analgésique, antipyrétique et

anti-inflammatoire

Anticholinergique
(Antagoniste des récepteurs
muscariniques)

Antagoniste des morphiniques

La toxicité aigué par voie orale a été étudiée chez des souris en suivant les lignes

directrices 423 de I’OCDE adoptée en 17 décembre 2001 (OECD, 2001). Les souris utilisées
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proviennent de 1’¢élevage de I’animalerie de la faculté des science Semlalia, leur poids moyen

varie entre 29 et 38g. Elles sont groupées en six lots :

% Lot 1, groupe témoin, recevant des doses normales de DMSO10 %.
% Lot 2, groupe témoin, a recu une dose orale (10 ml/kg) de I’cau distillée.
% Lot 3, 4,5 et 6 ont recu, respectivement une dose orale unique de 300, 500,1000 et

2000 mg/kg de poids corporel.

Le volume administré pour chaque animal est entre 0,20 et 0,30 ml. Tous les animaux ont été

suivis pendant les quinze jours suivant I’administration des doses de 1’extrait.

2.2.2 La toxicité aigué par voie intrapéritonéale

L’extrait MEHM a été injecté par voie intrapéritonéale en une seule dose de MEHM. Au
total, 42 souris ont été réparties en six groupes de six animaux chacun et chaque groupe a recu le

traitement suivant :

v" Groupe 1 : injecté par une dose de la solution de DMSO10 %.
v' Groupe 2, 3, 4,5 et 6 : injectés par une dose de 100, 500, 700, 900, 1000 et 1500 mg/kg
(10 ml/kg) respectivement.

Des essais initiaux ont été effectués pour déterminer la dose minimale susceptible d’étre
Iétale pour les animaux du groupe, ainsi que la dose maximale inoffensive. Les animaux traités
ont été observés en continu pendant deux heures, puis une fois par heure, puis apres 24 heures, et
ainsi tous les jours pendant deux semaines dans des conditions normales. Une attention
particuliére a été accordée a la survenue des catégories comportementales suivantes : I’agitation,
les changements respiratoires, les constrictions abdominales, les convulsions, la diarrhée, le
toilettage, la rotation et la réactivité a une stimulation douloureuse, la réaction aux sons et aux
stimuli visuels et les réflexes. La survenue possible de décés a été enregistré quotidiennement

pendant quinze jours apres I’injection.

135



2.2.3 Détermination de la dose létale (DLso) de I’extrait

Le nombre de déces qui pourrait survenir a été enregistré quotidiennement pendant
quinze jours apres I’injection et la dose Iétale médiane (DLso, dose tuant 50 % du groupe), a été
calculée en utilisant la méthode des probits de Finney (Randhawa, 2009). Le pourcentage de
mortalité pour chaque dose a été transformé en probits et tracé en fonction de différentes valeurs
de doses logarithmiques. Nous avons sélectionné six doses différentes pour la détermination de
la DLso, en partant de I’absence de déces jusqu’a une mortalité de 100 %. Nous avons transformé
les pourcentages d’animaux morts a chaque niveau de dose en probits et ensuite tracé ces valeurs
de probits avec différentes doses logarithmiques. Les pourcentages de la mortalité pour 0 et 100

ont été corrigés avant la détermination des probits comme indiqué ci-dessous :

- Pour la mortalite de 0 %, la formule utilisée est 100 (0,25/n).
- Pour la mortalite de 100 %, la formule employee est 100 (n-0.25/n).

La détermination de D’erreur type de la DLsp a ¢été¢ calculée a 1’aide de la formule

suivante (Randhawa, 2009) :

(logLD 84 —logLD16)
V2N

L'erreur type de la DL50 =

Les valeurs des probits de 84 et 16 sont de 5,99 et 4,01 (environ 6 et 4) voir le tableau XII.

Tableau X1 : Transformation du pourcentage de mortalité en probits.

% 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0 2,76 2,95 3,12 3,25 3,36 3,45 3,52 3,99 3,66

10 3,72 3,77 3,82 3,87 3,92 3,96 4,01 4,05 4,08 4,12

20 4,16 4,19 4,23 4,26 4,29 4,33 4,36 4,39 4,42 4,45

30 4,48 4,50 4,53 4,56 4,59 4,61 4,64 4,67 4,69 4,72

40 4,75 4,77 4,80 4,82 4,85 4,87 4,90 4,92 4,95 4,97

50 5,00 5,03 5,05 5,08 5,10 5,13 5,15 5,18 5,20 5,23

60 5,25 5,28 5,31 5,33 5,36 5,39 5,41 544 | 547 5,50

70 5,52 5,95 5,58 5,61 5,64 5,67 5,71 5,74 5,77 5,81

80 5,84 5,88 5,92 5,95 5,99 6,04 6,08 6,13 6,18 6,23

90 6,28 6,34 6,41 6,48 6,55 6,64 6,75 6,88 7,05 7,33
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2.3 Etude de I’activité analgésique de I’extrait

2.3.1 Test de la plaque chauffante

2.3.1.1 Principe

Le test de la plaque chauffante est un test trés utilisé dans I’estimation de 1’efficacité des
analgésiques naturels et synthétiques en suivant la réaction des animaux a la suite d’une
stimulation thermique douloureuse. L’évaluation de I’extrait MEHM contre la nociception
thermique a été évaluée selon la méthode de Eddy et Leimbach (1953). Ce test consiste a
introduire un rat ou une souris dans un espace cylindrique ouvert dont la base est formée par une
plague métallique qui est chauffée a une température constante. Les comportements tels que le
saut et le léchage de pattes sont considérés comme une réaction nociceptive. Ce test est
également un moyen rapide et relativement peu couteux pour évaluer la douleur thermique aigué
sans qu’elle soit induite par le stress associé (Turner et al., 2019). Toutefois, les comportements
des animaux pendant le test de la plaque chauffante peuvent étre dépendants du profil génétique
de I’animal (Belknap et al., 1990). La sensibilité de ce test aux mesures répétées, probablement

par apprentissage, constitue un inconveénient pour son utilisation (Espejo et Mir, 1994).

2.3.1.2 Protocole expérimental

Les souris ont été divisées en plusieurs groupes de six animaux chacun, et traitées avec
un véhicule (DSMO 10%) ou différentes doses d'extraits (50, 100 et 200 mg/kg. p.o) (voir la
figure 39). Les animaux du groupe témoin positif ont regu une injection intrapéritonéale de

sulfate de morphine (10 mg/kg) 15 minutes avant I'expérience.
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Enregistrement du
temps de latence
apres 30, 60, 90,

120 et 150mnutes.

Observer le temps de _ _Tfa_itE-meﬂt par
{Fanimal réaction basal a température inyjection ou gavage.
constante (35°C).

Pese et marque

Figure 39 : Protocole expérimental suivi dans le test de la plague chauffante.

Les animaux traités ont été placés dans la surface chauffée (55,0+0,2°C) et nous avons
mesuré le temps de latence jusqu’au début du léchage des pattes ou/et la rétraction de la queue
(Figure 40). Le temps de latence a été enregistré apres 30, 60, 90, 120 et 150 minutes qui suivent
I’administration de différentes doses de I’extrait. Les données antinociceptives sont également

présentées sous forme de % d'EMP (effet maximal possible), calculées a I'aide de I'équation
(T2-TO0)

HEMP = (T2-TO)

* 100 avec T et T 1 étaient les temps de latence de postérieur (Xue et

al., 2019). La réactivité de I’animal avant et aprés le traitement, respectivement, et T2 était le
temps limite, qui a €té fixé a 18 s pour éviter toute brulure ou blessure de la patte de I'animal
(Shaheen et al., 2000).
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Figure 40 : Photo d’une souris placée sur une plaque chauffante.

2.3.2 Test de contorsions abdominals (writhing test)

2.3.2.1 Principe

Ce test analyse les comportements de la douleur spontanée par 1’injection d’un acide
irritant (acide acétique). Ce test peut étre qualifié de type tonique, car la douleur associée aux
stimuli chimiques est de plus longue durée, ce qui le différencie du modele de la plaque
chauffante. Le test de contorsion est un modeéle expérimental de douleur viscérale sensible aux
analgésiques de tres faible effet (Koster et al., 1959). Aprés I’injection intrapéritonéale de
I’acide acétique, généralement de concentration entre 0.1% et 0.9%, puis nous suivons la
présence ou I’absence d’un comportement stéréotypé appelé « Contorsions or Writhing en
Anglais » caracterisé par des mouvements d’étirement des pattes postéricures et de la
musculature dorso-ventrale (Figure 41). Le nombre d’étirements est comptabilisé pendant une
période de 30 minutes. L utilisation de 1’enregistrement vidéo permet d’accroitre la productivité

et la fiabilité du test.
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2.3.2.2 Protocole expérimental

Le protocole expérimental a été réalisé selon la méthode élaborée par Koster et al.
(1959), avec quelques 1égéres modifications. L’administration de différentes doses a été réalisée
une heure avant l'injection intrapéritonéale (i.p) d'acide acétique (0,6% ; v/v). Pour estimer la
réaction de I’animal contre I’injection de I’acide acétique nous avons enregistré les contractions
abdominales pendant 30 minutes (Figure 41). Six lots des souris Albino Swiss (n=6) ont été

utilisés dans ce test selon la répartition suivante :

Groupe 1 : Souris traitées avec une solution de DMSO 10%.

Groupe 2 : Souris traitées avec une dose 50 mg/kg de I’extrait total de MEHM.
Groupe 3 : Souris traitées avec une dose 100 mg/kg de I’extrait total de MEHM.
Groupe 4 : Souris traitées avec une dose 200 mg/kg de I’extrait total d¢ MEHM.

YV V. V V V

Groupe 5 : Souris traitées avec 1’acide acétylsalicylique (ASA, 200 mg/kg) utilisé

comme médicament analgésique de référence.

Le pourcentage d’inhibition (PI) de la réponse nociceptive pour chaque groupe a été calculé

selon la formule suivante :

Latence dans le groupe traité

%Pl =1 * 100

~ Latence dans le groupe témoin

Figure 41 : Réaction de contorsion apres I’injection de 1’acide acétique.
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2.3.3 Test au Formol « Formalin test »

2.3.3.1 Principe

Le test au formol, décrit la premiére fois par Dubuisson et Dennis (1977), est un modéle
de douleur inflammatoire associ¢ a des 1ésions tissulaires. L’injection de formol est effectuée par
voie sous-cutanée dans la surface plantaire de la patte droite arriére. La quantification est basée
sur le temps total passé par 1’animal dans le 1échage, la morsure de la patte injectée. Dans ce test
on distingue deux phases de comportement nociceptif ; la phase précoce (0-5 min) et la phase
tardive (15-30 min). La premiére phase est liée a une stimulation chimique directe des
nocicepteurs alors que la deuxiéme phase dépend de I’inflammation périphérique (Tjolsen et al.,
1992). Cette réponse diphasique a I’injection de formol est importante chez les souris et les rats

et moins évidente chez d’autres espéces animales (Hunskaar et al., 1985 ; Tjolsen et al., 1992).

2.3.3.2 Protocole experimental

Les expériences liées au test de formol ont été réalisées selon le protocole décrit par
Farouk et al. (2008). L’expérience est basée sur l'injection sous-cutanée de 20 pl (0,02 ml)
d’une solution de formalin a 2% dans la patte droite postérieure de souris. Les souris traitées par
MEHM sont injectées par la solution de formol sont placées individuellement dans une enceinte
en verre transparente (50x35%30cm). L’administration de différents traitements a toujours lieu
une heure avant le début du test. Les souris sont réparties selon leur traitement en plusieurs

groupes de six souris par groupe (n=6) :

Groupe 1 : traité par DMSO10%, utilisé comme un témoin positif.
Groupe 2 : traité par la dose 50 mg/kg de MEHM.

Groupe 3 : traité par la dose 100 mg/kg de MEHM.

Groupe 4 : traité par la dose 200 mg/kg de MEHM.

Y V. V VYV V

Groupe 5 : traité par une dose de 200 mg/kg de 1’acide acétylsalicylique (ASA),

utilisée dans cette expérience comme un médicament analgésique de référence.

Le temps passé a lécher la patte droite injectée (Figure 42) a été enregistré pendant la
premiere phase qui dure (0-5 min) ; cette phase est suivie d’une période de repos (10 min), puis

d’une phase tardive (15-30min).
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Figure 42 : La réaction de 1échage de la patte postérieure a la suite d’une injection intraplantaire
du formol (10pl ; 2%).

2.4 Etude de certains mécanismes impliqueés

2.4.1 Etude de ’implication des récepteurs opioidergiques

Pour évaluer la participation des récepteurs opioides dans I'effet de la MEHM, des souris
ont recu une injection intrapéritoneale de naloxone (NLX, 2 mg/kg, i.p), antagoniste non selectif
du systeme opioide, trente minutes avant I'administration de morphine ou de doses efficaces de
MEHM. Les animaux ont été soumis aux tests de la plaque chauffante, du formol et de

contorsions abdominales dans les mémes conditions expérimentales précédemment décrites.

2.4.2 Etude de I'implication des récepteurs muscarinigques

Nous étudions I'implication possible des récepteurs muscariniques en utilisant I'Atropine,
un antagoniste de ces récepteurs. Des souris ont été prétraitées par voie intrapéritonéale avec de

I'atropine (ATP ; 1 mg/kg) trente minutes avant I'administration de la dose efficace de 1’extrait.
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3. Résultats

3.1 Résultats de I’évaluation de la toxicité aigué

3.1.1 Toxicité aigué par voie orale

L’administration par voie orale de différentes doses de MEHM ne produisait aucune
mortalité ; la DLso est supérieure a 2000 mg/kg. Le poids des animaux n’a pas subi de
modification significative pendant les deux semaines qui ont suivi le traitement. Les souris
traitées par les différentes doses de MEHM retrouvent leur activité normale apres quelques

heures.

3.1.2 Toxicité aigle par voie intrapéritonéale

L’injection intrapéritonéale de I’extrait a une dose inférieure a 900 mg/kg n’a pas entrainé
aucune mortalité, mais elle provoque des signes de toxicité notamment 1’agitation, accélération
de la respiration, la faiblesse, les contorsions abdominales et toilettages excessifs. A partir de la
dose de 900 mg/kg, les animaux commencent a mourir dans le méme jour de traitement et les
survivants retrouvent leur état normal apres quelques heures. Aprés I’injection d'une dose de
1000 mg/kg, la majorité des animaux présentent des signes de toxicités plus importants qu'avec
la dose inférieure et le déces des souris surviennent dans le méme jour ou apres 48 heures.
L’administration de la dose de 1500 mg/kg provoque des signes trés toxiques notamment la
paralysie des membres postérieurs de 1’animal, une faiblesse apres les premiéres secondes qui
suivent 1’injection, accélération de la respiration, 1’accélération du rythme cardiaque, un réflexe
anormal, I’animal fait des sauts inhabituels si on touche son corps et puis arréte tout mouvement.
Toutes les souris meurent dans les cing a vingt minutes qui suivent I’administration de I’extrait
(Tableau XIII). La DLso de ’'MEHM injectée par voie intrapéritonéale chez les souris a été
calculée a 1 g/kg, et I’erreur type a été déterminée a 42,894 mg (Figure 43).
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Tableau X111 : Toxicité aiglie par voie intrapéritonéale de 1’extrait méthanolique de

Hyoscyamus muticus chez la souris.

Dose

mag/kg

100
500
700
900
1000
1500

Probit

Log
dose

2,69
2,84
2,95

3,17

[5=]

Ln

(85

=]

(o=
[w.n]

Mortalité Nombre

Nombre 24 48 72 total
total des  Heyres Heures Heures —d’animaux
animaux morts

6 0 0 0 0

6 0 0 0 0

6 0 0 0 0

6 0 0 0 0

6 2 0 0 2

6 2 1 0 3

6 6 0 0 6

y=10,138x - 25,447
B =0 0954

o]
[w.x]
L
=]
L
=]
L
Ln

a3

Log dose

Mortalité
%

Correction
%

4,16
4,16
4,16
33,33
50
95,83

(85
==
Ln

Probits

3,26
3,26
3,26
4,56
5,00
6,64

Lig
o]

Figure 43 : Détermination de la DL 5o de ’extrait méthanolique de Hyoscyamus muticus
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3.2 Reésultats de I’activité analgésique de I’extrait

3.2.1 Résultats du test de la plaque chauffante

Les résultats du test de la plaque chauffante sont regroupés dans la figure 44. Ces résultats
montrent que le MEHM a augmenté de maniére significative (P< 0.001) le temps de latence des
souris sur la plaque chauffante. A 30, 60, 90 et 120 minutes, le traitement par les deux doses de
I’extrait (100 et 200 mg/kg, par voie orale) a augmenté le temps de latence des souris sur la
plaque chauffante. La dose 200 mg/kg a pu augmenter de maniére significative (P<0.001) le
temps de latence aprés 60 minutes de 1’administration de 1’extrait. De méme, le pourcentage
d’effet maximum possible (% EMP) calculé pour la dose de 200 mg/kg était de 64,69 %, avec
une valeur de temps de latence de (13,65 s 0,31 s) a 120 min. Pour la dose de 100 mg/kg, le
pourcentage de ’EMP calculé était de 36,41 %, avec un temps de latence de (10,05 s £1,02 s) a
90 min alors que ce pourcentage était de 27,86% pour la dose 50 mg/kg. Pour le groupe témoin,
traité par la morphine 10 mg/kg, on observe une augmentation de la durée de latence et la valeur
de ’EMP enregistrée était de 81,08%. Notons que ’effet de la dose 200 mg/kg de 1’extrait était

plus efficace et plus long que celui de la morphine apres 120 minutes qui succéde I’injection.
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Figure 44 : Effet d’administration orale de I’extrait méthanolique a différentes doses (50, 100 et
200 mg/kg) et de la morphine (MOR, 10 mg/kg, i. p.) dans le test de la plaque chauffante (n=6).
Les valeurs ont été exprimées en moyenne + ESM, symboles de signification utilisés (***) :
P<0.001; (**): P<0.01; (*): P<0.05) signifie que les données obtenues étaient
significativement différentes du groupe traité par DMSO 10 %.
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3.2.2 Reésultats du test de contorsions abdominales

Dans nos conditions expérimentales, 1’administration orale des différentes doses de
MEHM exerce un effet protecteur vis-a-vis de la douleur chimique. Comme indiqué dans la
figure 45, I’extrait de Hyoscyamus muticus a la dose de 200 mg/kg, induit une diminution
significative (P<0.001) du nombre de contorsions abdominales. Le pourcentage d’inhibition
maximale était de 57,82 % pour la dose de 200 mg/kg, tandis que les pourcentages calculés pour
les autres doses de MEHM étaient de 11,23 % pour la dose 50 mg/kg et 19,04 % pour la dose de
100 mg/kg. Les effets analgésiques obtenus avec les différentes doses de 1’extrait sont
comparables aux effets analgésiques périphériques de 1’acide acétylsalicylique testé a la dose de
200 mg/kg (témoin positif). L’acide acétylsalicylique permet de réduire significativement le
nombre des contorsions abdominales apres 1’injection de 1’acide acétique avec un pourcentage

d’inhibition de 59, 09 %.
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Figure 45 : Effet de I’extrait de Hyoscyamus muticus (50, 100 et 200 mg/kg) et de 1’acide
salicylique ASA (200 mg/kg) sur le nombre des contorsions chez les souris traitées. Les valeurs
ont été exprimées en moyennex ESM et les symboles de signification utilisés (***) sont:
P<0,001 signifie que les données obtenues étaient significativement différentes par rapport au
groupe témoin négatif.
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3.2.3 Résultats du test au formalin

Les résultats de ’effet de 1’extrait méthanolique de Hyoscyamus muticus (MEHM) et de
I’acide acétylsalicyliqgue (ASA) sont représentés dans la figure 46. Le prétraitement par les
différentes doses de MEHM a entrainé une réduction significative de la douleur dans les deux
phases du test au formol. Dans la phase neurogene (0-5 min), la réactivité des souris répondant a
I’injection de formol a été significativement réduite, d’une maniére dose dépendante, apres
I’administration des différentes doses de 1’extrait. Le pourcentage d’inhibition maximale calculé
était de 42,76 % pour la dose 200 mg/kg, et de 31,55 % pour la dose de 100 mg/kg et seulement
16, 12 % pour la dose 50 mg/kg.
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Figure 46 : Effet des différentes doses de I’extrait et de I’ASA (Acétylsalicylique) dans la phase
neurogénique du test au formol. (***) : P<0.001 ; (*) : P<0,05) signifie que les données obtenues
étaient significativement différentes, selon I’ANOV A suivie par la méthode de Dunnett’s.

Dans la phase inflammatoire (15-30 min), I’analyse statistique des résultats indiquaient que
I’extrait de Hyoscyamus muticus, a la dose de 100 et 200 mg/kg, était capable de réduire
significativement la réactivité des animaux dans la deuxiéeme phase de la formalin. Les
pourcentages d’inhibitions pour les deux doses sont respectivement 26, 57 % et 44, 68 %.

L’ acide acétylsalicylique a la dose de 200 mg/kg, utilisé dans cette étude comme un analgésique
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de référence, a significativement atténué (P<0.001) la réponse des animaux dans la phase
neurogénique (41, 41 %) et inflammatoire (75, 52 %). Cette inhibition était plus importante dans

la deuxiéme phase du test au formol (Figure 47).
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Figure 47 : Effet des différentes doses de 1’extrait et de I’ASA (Acétylsalicylique) dans la phase
inflammatoire du test au formol. (***) : P<0.001; (*): P<0,05) signifie que les données
obtenues étaient significativement différentes par rapport au groupe témoin négatif, selon
I’ANOVA suivie par la méthode de Dunnett’s.

3.1 Etude de certains mécanismes impliqués

Cette partie de notre travail vise a examiner les mécanismes antinociceptifs de I’extrait
méthanolique de Hyoscyamus muticus dans trois modéles de douleur : un modéle thermique (la

plaque chauffante) et deux mode¢les chimiques (le test de I’acide acétique et le test au formol).

3.1.1 Implications des récepteurs opioides dans I’effet
antinociceptif de I’extrait.

Dans le test de la plaque chauffante, la naloxone a la dose de 2 mg/kg a inversé de maniére
significative I’effet antinociceptif des doses 200 et 100 mg/kg. Cette inhibition était plus

importante (P< 0.001) pour la dose de 200 mg/kg par apport a la dose de 100 mg/kg (P< 0.05).
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De plus, la naloxone était capable également d’antagoniser significativement (P<0.001) I’effet

antinociceptif de la morphine dans le test de la plaque chauffante (Figure 48).

Dans le test a I’acide acétique, le traitement préalable & la naloxone a augmenté de maniére
significative (P< 0.001) le nombre de contorsions abdominales aprés I’injection d’acide acétique,

par rapport a la seule dose efficace d’extrait (200 mg/kg) (Figure 49).

Dans le test au formol, la naloxone (2 mg/kg) était capable d’atténuer ’activité antinociceptive
des deux doses efficaces de 1’extrait (100 et 200 mg/kg) dans la phase neurogénique et la phase

inflammatoire (Figure 50). Cette inhibition était plus importante pour la dose de 100 mg/Kkg.

3.1.2 Implications des récepteurs muscariniques dans 1’effet
antinociceptif de ’extrait.

Dans le test de la plaque chauffante, le prétraitement par 1’atropine a la dose de 1 mg/kg
induit une réduction du temps de latence enregistré pour les doses 100 mg/kg et 200 mg/kg, mais
d’une maniére non significative (Figure 48). Dans le test de contorsions abdominales, le
prétraitement par 1’atropine n’a aucun effet sur 1’activité antinociceptive enregistrée pour la dose
200 mg/kg (Figure 49). Dans les deux phases du test au formol, I’effet de la dose 200 mg/kg de
I’extrait méthanolique de Hyoscyamus muticus a été inversé par le traitement préalable par
I’atropine (1 mg/kg) (Figure 50). Nos résultats ont indiqué que I’atropine seule n’a pas d’effet

significatif sur la réponse des animaux a I’injection du formol.
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Figure 48 : Résultats de I’étude de I’action du prétraitement par la naloxone et par I’atropine sur
I’activité antinociceptive de 1’extrait de Hyoscyamus muticus dans le test de la plaque chauffante.
Les résultats sont exprimés en Moyenne tESM (n=6). Les Symboles significatifs utilisés sont
(***) : P<0.001 comparés au groupe traité par DMSO 10 % (témoin négatif) ; (+++) : P<0.001 :
comparé au groupe prétraité par la dose 100 mg/kg de I’extrait ;(###) : P<0.001 comparé au
groupe prétraité par la dose de 200 mg/kg ; (&&&): P<0.001 comparé au groupe traité a la
morphine (MOR, 10 mg/kg). (ATP) : groupe traité par I’atropine. (NLX, 2 mg/kg) : groupe traité
par la naloxone. L’analyse statistique des données a été réalisée selon I’ANOVA suivant la

méthode de Dunnett pour la comparaison entre les différents groupes.
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Figure 49 : Résultats de 1’évaluation de I’activité antinociceptive de I’extrait de Hyoscyamus
muticus (50, 100 et 200 mg/kg) dans le test de contorsions abdominales induites par injection de

Nombre de contorsions
/30 minutes

I’acide acétique. (***): P<0.001 comparé au groupe témoin; (###) : P<0.001 comparé au
groupe traité par la dose de 200 mg/kg. ATP : groupe traité par 1’atropine (1 mg/kg). NLX :
groupe traité par la naloxone (2 mg/kg). ASA : groupe traité par 1’acétysalicylique (200 mg/kg).
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Figure 50 : Action de 1’administration des différentes doses de 1’extrait de H. muticus apres
traitement par I’atropine ou naloxone dans le test au formalin. Les symboles de significations
utilisés : (***) P<0.001; (**) P<0.01; (*) P<0.05 comparé au groupe témoin négatif. (++)
P<0,01 ;(+) P<0,05 comparé au groupe traité par la dose de 100 mg/kg de MEHM. (###)
P<0.001 ; (##) P<0,01 comparé au groupe traité par la dose de 200 mg/kg. ATP : groupe traité
par I’atropine (1 mg/kg). NLX : groupe traité par la naloxone (2 mg/kg). ASA (200 mg/kg) :
groupe traité par 1’acétysalicylique (200 mg/kg).
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4. Discussion

4.1 Discussion des résultats de la toxicité aigué de MEHM

Le premier objectif de cette étude expérimentale est d’évaluer la toxicité aigiie par voie
orale et par voie intrapéritonéale de I’extrait méthanolique des feuilles de Hyoscyamus muticus
(MEHM). Les données de 1’essai de toxicité aigiie par voie orale n’ont montré aucune mortalité,
le suivi indiquait que I’extrait n’a produisait aucun signe de toxicité grave chez les souris. La
dose 1étale de I’extrait était supérieure a 2000 mg/kg, d’apres le tableau de Hodge et Sterner,
notre extrait pourrait étre classé dans le cadre d’une substance faiblement toxique, car sa DLsg
orale aigie était supérieure a 0,5 g/kg (Hodge et Sterner., 1949). L’effet observé pour notre
extrait est comparable aux extraits des feuilles des espéces qui appartiennent au genre
Hyoscyamus. En, effet 1’évaluation de toxicité aigiic des extraits de Hyoscyamus niger et
Hyoscyamus albus n’entrainait pas de mortalité méme a une dose supérieure a 2000 mg/kg et la
DLsgo serait donc bien supérieure a la dose 2000 mg/kg (Benhouda, 2014 ; Bourebaba et al.,
2016).

Au contraire, 1’évaluation de la toxicité aigiie de 1’extrait par voie intrapéritonéale, a
différentes doses, cause des signes cliniques toxiques et de mortalité dans les lots traités. La
mortalité chez les animaux traités augmente au fur et a mesure que la dose administrée
augmente, ce qui indique qu’il y a donc un effet toxique dose dépendant. La plus forte dose tuant
tous les animaux ou dose létale (DL10o) est de 1’ordre de 1500 mg/kg ; la dose maximale qui ne
tue aucun animal est 900 mg/kg. Selon 1’échelle de Hodge et Sterner (1943), la classification de
la toxicité de MEHM est considérée légerement toxique, car la valeur de DLsg est comprise entre
101 et 1000 mg/kg (Berezovskaya, 2003). Les signes toxiques observés étaient identiques a
ceux trouvés dans certains rapports cliniques de cas de surdosage par I’atropine et la
scopolamine (Kukula -Koch et al., 2017). On savait que les alcaloides tropaniques comme la
scopolamine, peuvent étre rapidement absorbés par le tube digestif et affecter le systéeme nerveux
central grace a la compeétitivité des récepteurs muscariniques de I’acétylcholine (Renner et al.,
2005). La presence d’alcaloides tropaniques dans I’extrait de Hyoscyamus muticus pourrait étre
reponsable des effets périphériques tels que la dilatation des pupilles, la diminution de la motilité
gastro-intestinale et la tachycardie (Gilani et al., 2008). En outre, ces molécules pourraient aussi

affecter le systétme nerveux central et provoquer [I’apparition d’une agitation, d’une
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désorientation et d’hallucinations (Beyer et al., 2009). La scopolamine, un alcaloide tropanique
majoritaire dans les feuilles de cette plante, accompagné d’effets anticholinergiques posséde une
activité parasympatholytique et une biodisponibilité limitée en cas de 1’administration par voie
orale (Renner et al., 2005). Pour expliquer la différence des signes toxiques observés entre les
deux voies d’administrations, on suggére, dans le cas d’ingestion orale, I’implication de la flore
intestinale dans le tube digestif qui induit probablement des modifications structurales des
composés de I’extrait, et donc la détoxication possible de ces métabolites. En revanche,
I’administration intrapéritonéale de 1’extrait provoque le passage direct des composes de I’extrait
vers la circulation sanguine générale et produit des signes toxiques notables en cas de fortes
doses (Kohnen-Johannsen et Kyser, 2019).

4.2 Discussion de ’activité analgésique de I’extrait de
Hyoscyamus muticus et les mécanismes impliqués

Un analgésique est une molécule qui permet le soulagement ou la suppression de la
sensation douloureuse. Dans ce travail, plusieurs tests ont été réalisés afin d’évaluer 1’effet
analgésique de 1’extrait méthanolique de Hyoscyamus muticus (MEHM). Dans le test de la
plaque chauffante, I’extrait de la plante était capable d’augmenter significativement et d’une
maniére dose dépendante le temps de latence des animaux déposés sur la plaque. L’effet
analgesique maximal calculé était obtenu aprés les 90 minutes suivant I’administration de la dose
200 mg/kg per os. Les analgésiques agissant par la voie centrale affectaient généralement la
réactivité des animaux dans le test de la plaque chauffante, on peut dire alors que I’extrait
contient au moins une molécule antinociceptive agissante par voie centrale (Gholami et al.,
2015 ; Bektas et Arslan, 2016).

Pour les souris témoins positives, la morphine a augmenté le temps de latence dans le test
de la plaque chauffante et a produit un pourcentage d’effet maximal possible plus important que
les pourcentages obtenus chez les groupes traités par les autres doses. L’effet antinociceptif de la
dose maximale de 1’extrait (200mg/kg) était moins puissant mais possede un effet plus long que
la morphine. Cette puissante molécule analgésique est couramment utilisée dans le traitement des
douleurs aigués et chroniques, qui pourrait agir via leur grande affinité aux récepteurs des
opiacés de type kappa, delta et mu-opioides dans le systeme nerveux central et périphérique

(Murphy et al., 2020). La morphine produisait une activité analgésique en raison de ses actions
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a différents niveaux du systeme nerveux, notamment par I’inhibition de la libération de
neurotransmetteurs au niveau de la moelle épiniere (Chahl, 1996). Handal et ses
collaborateurs (2012) montrent que I’injection de la morphine dans la cavité péritonéale des
souris induisait une augmentation de la concentration de métabolite morphine-3-glucuronide
(M3G) dans le sérum. Ce dernier atteint sa concentration maximale au bout d’une demi-heure
aprés l’injection et disparait complétement dans les quatre heures qui suivent I’injection
intrapéritonéale (Handal et al., 2012). Ces résultats concordent avec notre constatation

concernant le test de la plaque chauffante.

Le test au formol constituait le deuxiéeme test pharmacologique utilisé pour mettre en
évidence I’activité nociceptive de I’extrait méthanolique de Hyoscyamus muticus. Ce test est
couramment utilisé¢ dans 1’évaluation de la douleur périphérique et centrale chez les rongeurs.
Nos résultats ont montré que MEHM était capable de réduire, d’une maniére dose dépendante, la
durée du léchage de la patte injectée dans les deux phases du test au formol. Cette inhibition était
plus importante dans la premiere phase du test que dans la phase inflammatoire. Toutes les doses
utilisées ont été capable de diminuer la sensibilité de I’animal a la douleur chimique provoquée
par le formol dans les deux phases, a I’exception de la dose de 50 mg/kg qui ne produisait aucun
effet significatif dans la phase inflammatoire. Pendant la premiére phase, I’efficacité de 1’extrait
a la 200 mg/kg était plus puissante que celle de I’acide acétylsalicylique (médicament
analgésique de reférence). Généralement, le test au formol est considéré parmi les tests
largement utilisés et les plus fiables dans le dépistage de nouveaux médicaments susceptibles
d’avoir une activité analgésique. La particularité de ce test réside dans leur capacité de distinguer
entre la nociception périphérique et centrale chez les animaux (Hunskaar and Hole, 1987). La
réaction de 1’animal pendant la phase neurogéne du test au formol pourrait étre expliqué par une
stimulation chimique directe des neurones nociceptifs primaires par I’implication de canaux
cationiques spécifiques appelés TRAL qui jouent un réle important dans le processus de la
douleur inflammatoire (McNamara et al., 2007). Alors que la deuxiéme phase ou la phase
inflammatoire reflete la participation des mediateurs de I’inflammation tels que I’histamine, la
sérotonine, la prostaglandine et la bradykinine (Hong et al., 1994 ; Sawynok et Liu, 2003). Il a
été prouvé que les médicaments ayant des effets anti-inflammatoires étaient capables d’inhiber
fortement la sensation de la douleur pendant la deuxieme phase du test au formol, tandis que les

médicaments ayant une action centrale produisaient un effet antinociceptif significatif dans les
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deux phases du test au formol (Hunskaar et Hole, 1987). D’aprés les résultats obtenus, 1’extrait
de Hyoscyamus muticus pourrait inhiber la douleur dans la phase neurogénique du test au
formol renforcant ainsi I’hypothése de la présence des composés actifs dans I’extrait qui
pourraient agir comme des analgésiques centraux. De méme, I’atténuation de la douleur dans la
phase inflammatoire supporte la présence d’un effet sur les médiateurs périphériques. Par
ailleurs, le groupe traité par I’ASA révéle une réduction importante de la durée de léchage de la
patte injectée pendant les deux phases du test au formol. Cette réduction était plus remarquable
dans la premiére phase que dans la deuxiéme phase. L’activité analgésique de 1’acétylsalicylique
pourrait expliquer par I’inhibition de la synthése de la prostaglandine par la voie de I’acétylation
irréversible du résidu sérine dans la chaine enzymatique de la cyclo-oxygénase (Vane et
Botting, 2003 ; Abramson et Howard, 2012 ; Cadavid, 2017).

L’évaluation de D’activité analgésique périphérique de D’extrait a été réalisée par la
méthode de I’acide acétique ou test de contorsions abdominales. Ce test est le plus répandu dans
I’exploration des molécules analgésiques et anti-inflammatoires susceptibles d’étre efficaces
dans le traitement des douleurs périphériques (Ikeda, 2001). L’injection abdominale de 1’acide
acétique provoquait une augmentation de la libération des médiateurs inflammatoires endogenes,
notamment la prostaglandine E2 (PGE2), la prostaglandine PGF2a et les lipoxygénases dans le
liquide péritonéal stimulant ainsi les neurones nociceptifs (Gupta, 2015). Seule la dose
200 mg/kg a été capable de réduire significativement le nombre des contorsions abdominales.
Cet effet pourrait étre expliqué par I’inhibition des médiateurs inflammatoires ou par blocage des
récepteurs impliqués dans I’effet anti-nociceptif périphérique (Sdayria et al., 2018). Les
animaux traités par I’ASA montraient une reduction significative de nombre de contorsions

réalisées, cette diminution confirme I’effet antinociceptif périphérique de I’ASA.

En raison de 1’absence des recherches menées sur I’activité biologique de Hyoscyamus muticus
dans la littérature, nous comparons nos résultats avec ceux obtenus avec des espéces végeétales du
méme genre. A cet égard, I’activité antinociceptive des extraits méthanoliques et bruts de
Hyoscyamus niger a été prouvée dans le test de I’injection de I’acide acétique. Tandis que
I’extrait méthanolique de Hyoscyamus albus pourrait diminuer, de maniere significative, la
sensation douloureuse chez les animaux pendant la phase inflammatoire du test au formol
(Benhouda et Yahia, 2014 ; Massinissa et al., 2014). De méme, I’extrait méthanolique de

Hyoscyamus reticulatus a également permis de réduire le temps de latence dans le test de la
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plaque chauffante et diminuer le nombre des contorsions induites par I’acide acétique dans le test
de contorsions abdominales aprés 30 minutes de 1’administration de 1’extrait (Gawade, 2012).
En outre, I’extrait de Hyoscyamus niger a montré une activité anti-inflammatoire significative
dans le test de I’cedéme induit par la carragénine et le test de granulome des boulettes de coton
(Begum, 2010). Ces résultats obtenus pour d’autres espéces de Hyoscyamus soutiennent
fortement le possible effet antinociceptif de MEHM dans le soulagement de la douleur thermique

et chimique chez la souris.

Pour confirmer I’hypothese précédente sur I’effet central de MEHM, les animaux ont été
prétraités par la naloxone, un antagoniste des opioides. Nos résultats indiquaient que les effets
antinociceptifs de ’extrait et de la morphine pourraient tous deux étre bloqués partiellement par
I’antagoniste des récepteurs opioides, la naloxone. Ces observations nous permettions de dire
qu’au moins une partic de I’effet antinociceptif observé implique la participation de systéeme
opioidergique soit aux niveaux centraux et/ou périphériques. 1l a été noté que la naloxone est un
antidote d’opioides, largement utilisée dans le traitement clinique de surdoses des opioides.
L’atténuation de I’effet de la plante par le prétraitement de la naloxone suggere probablement
que les feuilles de H. muticus pourrait renfermer des phytoconstituants ayant une forte activité
modulatrice sur les voies de la douleur spinale et supraspinale par I’intermédiaire des récepteurs
opioides. Des études antérieures indiquaient que les récepteurs des opioides étaient impliqués
dans la voie de la douleur en diminuant la transduction du signal nociceptif vers les différents
niveaux du systéme nerveux (Waldhoer, 2004 ; Stein, 2016). Ces récepteurs étaient largement
exprimés dans les neurones centraux et périphériques (Wang et al., 2018). L’effet de MEHM
semble étre médié par une stimulation des récepteurs opioidergiques de maniére similaire a celle
observé pour I’extrait alcoolique de Hyoscyamus niger (Wang et al., 2018). Il est bien noté que
les alcaloides d’origines végétales ont montré une activité analgésique significative antagonisée
par la naloxone dans différents modeles de nociceptions, en particulier le test d’immersion de la

queue, le test au formol et le test de contorsions abdominales (Shoaib et al., 2016).

D’autre part, le traitement préalable des animaux par 1’atropine, un antagoniste non
sélectif des récepteurs muscariniques, atténue de maniere significative I’activité antinociceptive
de I’extrait de H. muticus dans le test de la plaque chauffante et les deux phases du test au
formol. Sur la base de ces observations, on peut supposer gu'il existe une relation étroite entre

I'effet analgésique observé et la participation de certains récepteurs d’acétylcholine
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appelés « récepteurs muscariniques de 1’acétylcholine ». Le systéme cholinergique joue un réle
important dans la thérapie clinique de la douleur (Jones et Dunlop, 2007). En effet, les
récepteurs muscariniques sont largement exprimés dans différents niveaux du systéme nerveux et
participent largement dans de nombreuses voies physiologiques du corps humain, dont la
transmission nociceptive (Dussor et al., 2004 ; Chen, 2014 ; Naser et al., 2017 ; Radu et al.,
2017). L’activation directe des récepteurs muscariniques dans le cortex cingulaire antérieur du
rat induisait un effet analgésique chez les animaux naifs et que leur inhibition dans la moelle
épiniére pouvait étre a I’origine d’une hypersensibilité nociceptive (Zhuo et Gebhart, 1991 ;
Koga et al., 2017).

La propriété analgésique de I’extrait pourrait attribuer a la présence des dérivés des
alcaloides présents dans la plante en particulier de type tropane. En effet, les feuilles de
Hyoscyamus muticus contiennent une grande concentration d’alcaloides tropaniques qui agissent
en se liant aux récepteurs muscariniques de I’acétylcholine, affectant ainsi la transmission du
signal nociceptif dans les neurones périphériques et centraux. Une étude montre que les
alcaloides, de type tropane, de I’espeéce Atropa belladone possédaient une activité analgésique
périphérique puissante (AL-Aschaal et al., 2013).

Les résultats de criblage phytochimique précédents ont indiqué que MEHM contient une
forte teneur en phénols et flavonoides. La rutine, un diglycoside de la quercétine, est I’un des
composés les plus importants dans I’extrait, connue pour son réle important dans la modulation
de la douleur. Des études antérieures montraient que I’injection intrapéritonéale de rutine chez
les souris produisait une activité analgésique significative dans le test de la douleur induite par
I’injection du glutamate. Cette activité analgésique observée est la conséquence de 1’action de la
rutine sur les récepteurs opioides au niveau central et périphérique (Lapa et al., 2009 ; Selvaraj
et al., 2014). L’action périphérique de la rutine pourrait expliquer par son pouvoir a réduire la
production des médiateurs pro-inflammatoires et d’inhiber la neuroinflammation (Kwon et al.,
2005; Tian et al., 2016). Par ailleurs, la quercétine est parmi les principaux métabolites de
I’extrait de H. muticus qui pourrait avoir un effet antinociceptif. Ce composé peut avoir un effet
étonnant sur la sensation de la douleur par I’intermédiaire des systémes sérotonine et
GABAergique (Filho et al., 2008).
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L’évaluation de I’activité analgésique, montre que MEHM induit une inhibition de la
sensation douloureuse. Une administration préalable d’Atropine et naloxone révele I’implication

des récepteurs opioidergiques et muscariniques dans ’effet antinociceptif de I’extrait.
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5. Conclusion

Cette présente étude avait pour but d’étudier la toxicité et I’effet de I’extrait méthanolique
de Hyoscyamus muticus sur la sensation douloureuse en utilisant plusieurs tests de références.
Les études toxicologiques des extraits a bases des plantes restent toujours un outil essentiel dans
la prévention de la santé publique. L’administration par voie orale de MEHM n’a provoqué
aucune toxicité chez les animaux tandis que I’administration de 1’extrait par voie intrapéritonéale
a entrainé une mortalité et des signes toxiques a des fortes doses. D’aprés ces données
toxicologiques I’utilisation de Hyoscyamus muticus devrait étre utilise avec précaution et a faible
doses pour éviter toute intoxication. Au Maroc, les intoxications par les plantes sont tres
fréquentes, les données épidémiologiques récoltées durant la période entre 1980 et 2008
montrent que ces intoxications constituaient environ 5.1 % des intoxications générales (Rebgui
etal., 2013).

D’autre part ’extrait de cette plante était capable d’atténuer significativement la douleur
chimique et thermique, de maniére dose dépendante, dans différents tests pharmacologiques
utilisés dans cette étude. L’effet analgésique observé est probablement di a I’implication du
systeme opioidergique et muscarinique. Le traitement préalable par 1’atropine et la naloxone
indique la participation des récepteurs muscariniques et opioidergiques. Les propriétés
analgésiques de I’extrait sont probablement dues a la présence de flavonoides et des alcaloides.
D’autres études sont envisagées pour découvrir les molécules responsables des propriétés
analgesiques observés dans les différents tests nociceptifs. Cette découverte nous montre que
I’extrait de Hyoscyamus muticus est une source importante en substances qui agissent par
différentes voies pour réduire la douleur. Ce travail mériterait d’étre valorisé pour approfondir
les différents points soulevés pour la premiére fois pour cette espéce. Il serait intéressant de
tester notre extrait cliniquement voire d’utiliser d’autres modéles nociceptifs pour Vérifier cette

activité relevée dans cette présente étude.
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Quatrieme partie : étude de I’activité de H. muticus sur le
comportement

Chapitre 1 : Généralités sur les comportements étudies
1. Généralités sur la dépression
1.1 Définition

La dépression est un trouble psychiatrique chronique répandu qui nuit a la vie sociale et
au rendement au travail. Elle affecte 1’individu et son entourage, et elle représente également un
fardeau social et éeconomique. A I’échelle mondiale, la dépression touche environ 300 millions
de personne, elle deviendra la deuxiéme maladie la plus importante dans le monde (OMS, 2020).
Cette maladie peut entrainer une grande souffrance et altére la vie sociale, professionnelle et
familiale de la personne touchée. Dans certains cas grave, la dépression peut conduire au suicide,
selon ’OMS 800000 personnes meurent par suicide chaque année et que le suicide constitue la
quatrieme cause de déces chez les tranches d’age entre 15 et 29 ans (OMS, 2020). Les troubles
dépressifs constituent le premier facteur de morbidité et d’incapacité dans le monde. Chaque
année 1’économie mondiale perte d’environ 1000 milliard de dollars grace aux troubles mentaux
comme la dépression et I’anxiété (OMS, 2016). Ces troubles se caractérisent par la présence de
plusieurs symptomes suivants : humeur dépressive, perte d’intérét ou de plaisir, perte ou gain de
poids, perte ou augmentation de I’appétit, insomnie ou hypersomnie et apparition de sentiment
de désespoir. Les idées suicidaires et les tentatives de suicide sont parmi les plus dangereux
symptdmes liés a la dépression (Zuckerman et al., 1989 ; Ohayon, 2004). Par ailleurs, la
dépression peut causer des maladies physiologiques en particulier le diabéte, 1’obésité, les
maladies cardiovasculaires, augmentation des risques d’accidents vasculaires cérébraux, les
maladies pulmonaires et le cancer (Bisschop et al., 2004 ; Goodwin, 2006 ; Del Rocio Sevilla-
Gonzélez et al., 2017 ; Barry et al., 2020). Il est bien connu que certains types de cancers
comme le cancer du pancréas et cancer du sein sont associés a la dépression (Szabo et
Nemeroff, 2015). De plus, la dépression conduit frequemment la personne a négliger sa santé et
a adopter une mauvaise hygiéne de vie notamment les mauvaises habitudes alimentaires et la
consommation de trop d’alcool et les psychotropes (Gorfinkel et al., 2020 ; Bertrand et al.,
2020).
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1.2 Les facteurs en cause

La dépression est une maladie mentale associée & I’interaction de plusieurs facteurs
psychologiques, sociaux et biologiques qui comprennent les influences géneétiques (Kashani et
al.,, 1981 ; Pitchot et al.,, 2008). D’autres facteurs peuvent déclencher le trouble dépressif
notamment la suractivité de 1’axe hypothalamo-pituitaire-adrénal. Au regard des études actuelles,
il semble que les principales voies de neurotransmission altérées dans les troubles mentaux sont
les voies sérotoninergiques, dopaminergiques, glutamatergiques et GABAergiques (Tan et al.,
2020).

Des études récentes ont démontré I'implication des défauts de neurotransmission
dopaminergiques, cholinergiques, GABAergiques et glutaminergiques dans le déclenchement de
la dépression (Niederhoffer et al., 2016). En outre, des changements structuraux et fonctionnels
ont été observés chez les sujets souffrant de dépression, notamment la baisse du volume du
cortex frontal (Kandilarova et al., 2019). Par ailleurs, la dépression peut étre causee par
I’impact de stresseurs dans 1’environnement tels que négligence, jugement, fragilit¢ de la
personnalité, manque de confiance en soi, surprotection, I’abus et la consommation fréquente de

cannabis chez les jeunes adultes (Kessler et Magee, 1993 ; Hayatbakhsh et al., 2007).

1.3 Diagnostic de la dépression

Pour diagnostiquer les symptdmes de la dépression, plusieurs biomarqueurs
physiologiques ont été utilisés; on peut citer ici la mesure des niveaux des monoamines
(sérotonine, noradrénaline et la dopamine), le facteur de libération de la corticotrophine, le

cortisol et I’hormone adrénocorticotrophine (Rabiei Z et Rabiei S, 2017).

1.4 Les structures céréebrales impliquées dans la dépression

Les nouvelles données de neuroimagerie révelent I’implication des différentes régions et
de réseaux dans la dépression ce qui reflete la complexité et la diversité des troubles dépressifs.
Les analyses de ces données ont permis la mise en evidence de plusieurs structures cérébrales
impliquées dans la dépression par exemple le cortex frontal et préfrontal, le cortex cingulaire

antérieur, I’amygdale et I’hippocampe (Yrondi, 2018).
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1.4.1 Le cortex frontal et préfrontal

Le cortex préfrontal est la partie antérieure du lobe frontal, située en avant des régions
prémotrices. Cette région est le siege de différentes fonctions cognitives dites supérieures
(notamment la mémoire de travail, le raisonnement, et plus généralement les fonctions
exécutives) (Hare et Duman, 2020 ; Pizzagalli et Roberts, 2022). Une diminution du volume

du cortex préfrontal dans la dépression majeure a été de nombreuses fois retrouvées.

1.4.2 Le cortex cingulaire antérieur

Le cortex cingulaire antérieur (CCA) est la partie frontale du cortex cingulaire. Cette
région est située au centre d’un réseau permettant 1’échange d’informations cognitives, motrices,
limbiques et viscérales (Fillinger, 2017). Le CCA joue des réles importants dans la détection des
erreurs et la gestion des conflits lors de la planification d’une action nerveuse donnée. Les
chercheurs montrent qu’une hyperactivité de cette région corticale est essentielle a 1’apparition
des symptdmes de la dépression principalement les émotions négatives et le manque de plaisir
(Fillinger, 2017). C’est I’hyperactivité des neurones plus précisément situés dans les aires 24a et
24b du cortex cingulaire antérieur qui conduit a des symptémes apparentés a la dépression chez

la souris (Sellmeijer et al., 2018).

1.4.3 L’amygdale

Le complexe amygdalien ou amygdale est une structure du lobe temporal impliquée dans
I’attribution d’une valeur émotionnelle aux stimulations environnementales. Cette structure
cérébrale bilatérale située en profondeur, dans la région antéroinférieure du lobe temporal. Elle
recoit de nombreuses projections, principalement des régions sensorielles du thalamus et du
cortex, mais aussi de plusieurs autres structures comme [’hippocampe et le cortex préfrontal.
L’amygdale intervient dans la formation de la mémoire émotionnelle et la récupération du
souvenir émotionnel (Yrondi, 2018). Elle joue un réle dans la gestion des émotions, de 1’anxiété
et des réactions de peur. Des études antérieures rapportent une augmentation du volume de
I’amygdale droite, d’autres montrent une augmentation bilatérale lors du premier épisode

dépressif ou encore une perte de I’asymétrie physiologique. D’autres études de neuroimageries
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ont montré un réseau neuronal qui se projette sur I’amygdale chez les sujets dépressifs (Bediou
et al., 2009).

1.4.4 L’hippocampe

L’hippocampe est une structure bilatérale qui fait partie du systéme limbique. Il s’agit
d’une structure corticale ancienne repliée sur elle-méme et située dans la face médiane du lobe
temporal. Elle joue un role dans le contrdle de I’humeur, la mémorisation (un réle primordial
dans la mémoire épisodique ou mémoire des événements personnels), la concentration et
I’acquisition des connaissances (Bohler, 2021). Un grand nombre de travaux d’imagerie
montrent une diminution du volume de I’hippocampe (pouvant aller jusqu’a 19 %) chez les
patients déprimés. Cette atrophie est corrélée, indépendamment de 1’age, a la durée totale des
phases dépressives et semble s’aggraver avec la répétition des épisodes (Dayer, 2003 ; Nkodo et
Desmidt, 2018).

1.5 Traitement de la dépression

1.5.1 Traitement pharmacologique

Le traitement pharmacologique de la dépression par des molécules dites
« antidépresseurs » remonte aux années 1950 avec la découverte des antidépresseurs tricycliques
(ATC) et les inhibiteurs des monoamines-oxydases (IMAO). D’autres molécules ont été utilisées
dans le traitement de la dépression. Par exemple, les inhibiteurs de recapture de la sérotonine et
de la noradrénaline (IRSN), agissent en augmentant les taux de la sérotonine (5-HT) et
d’épinéphrine dans les fentes synaptiques au niveau central. Toutefois, 1’utilisation des
antidépresseurs est limitée a cause de leurs effets secondaires défavorables ainsi qu’ils possedent
une toxicité élevée en cas de surdose (Santarsieri et Schwartz, 2015). Par ailleurs, ’utilisation
des ISRS est devenue tres répandue dans la thérapie contre la dépression (Sauvaget et al., 2021).
Ces molécules sont capables d’augmenter les niveaux disponibles de 5-HT par le blocage de la
recapture des 5-HT dans les synapses (Figure 51). Le mécanisme d’action central des
antidépresseurs est lié aux modifications que ceux-ci provoquent au sein des systémes
noradrénergique et sérotoninergique (Lhorca et al., 1993). En outre, les inhibiteurs de la

recapture de la norépinephrine sont utilisés dans le traitement de la dépression, dans ce cas
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I’inhibition de la dépression est attribuée aux récepteurs adrénergiques o2 (Millan et al., 2001).
Récemment, plusieurs médicaments sont disponibles pour le traitement du trouble dépressif
majeur (MDD) : le bupropion, la trazodone, la mirtazapine et la vilazodone. Ces antidépresseurs
n’appartiennent pas a 1’'une des classes précedamment présentées. Le bupropion a été
initialement utilisés comme inhibiteur selectif de la recapture neuronale de la noradrénaline et de
la dopamine. C’est le seul antidépresseur qui n’a pas d’activité appréciable sur les concentrations
de sérotonine au niveau central (Schwasinger-Schmidt et Macaluso, 2019). La mirtazapine est
un antidépresseur antagoniste o2 présynaptique d'action centrale, qui augmente la
neurotransmission noradrénergique et sérotoninergique. Elle intervient par bocage des récepteurs
5-HT1, 5-HT2 et 5-HT3 (Furukawa et al., 2019). La vilazodone utilisée récemment dans le
traitement de MDD semble intervenir comme un inhibiteur sélectif de la recapture de la
sérotonine et se lie, en tant qu’agoniste partiel, avec une grande affinité aux récepteurs 5-HT1A
(Stuivenga et al., 2019 ; Schwasinger-Schmidt et Macaluso, 2019). Ce médicament n’a aucun
effet significatif sur le recaptage de la norépinéphrine ou de la dopamine dans le cerveau. Le
trazodone est un antidépresseur qui possede une activité antagoniste des récepteurs 5-HT-A et 5-
HT,C. Cependant, il posséde un effet inhibiteur sur le recaptage de la sérotonine (Ghnabari et
al., 2010 ; Schwasinger-Schmidt et Macaluso, 2019).

Neurone noradrénergique
Neurone sérotoninergique prée-synaptique
pré-synaptique

IMAO

RN,

(=

réponse cellulaire

Neurone post-synaptique

IMAO - inhibiteurs de la monocamine oxydase ; ISRS - inhibiteurs sélectifs de Ia recapture de la sérotonine :
IRSNA : inhibiteurs de la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline : NET : ransporteur de 1a norépinéphrine ;
SERT : ransporteur de la sérotonine : TCA - antidépresseurs tricydigues.

Figure 51 : Mode d’action des antidépresseurs : Exemple de réle inhibiteur des antidépresseurs

dans la transmission synaptique de la noradrénaline et la sérotonine (Niederhoffer et al., 2016).
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1.5.2 ROole de la phytotherapie dans le traitement de la
dépression

Au cours de la derniére décennie, I’utilisation de la phytothérapie dans le traitement des
troubles psychologiques est devenue courante (Sarris, 2017). De nombreuses études cliniques
montrent que certains extraits de plantes présentent un intérét thérapeutique dans le traitement de
la dépression mineur ou épisode dépressif 1égére avec moins d’effets secondaires. Dans de sens
I’activité antidépressive de ces plantes peuvent étre liée a I’augmentation du niveau de 5-HT
dans le cerveau via I’inhibition du recaptage des monoamines (Gu et al., 2012 ; Teixeira et al.,
2013 ; Zheng et al., 2013), la modulation du systeme noradrénergique (Singh et al., 2009),
I’augmentation de la neurotransmission catécholaminergique et sérotoninergique (Amoanteg et
al., 2018), I’augmentation de I’expression des protéines dans I’hippocampe (Ghasemie et al.,
2015) et la modulation du neurotransmetteur monoamine (Liang et al., 2016). La relation entre
la dépression et les antioxydants est bien confirmée. En effet, la dépression peut induire une
régulation ascendante de I’inflammation systémique indiquée par une production accrue de
cytokines proinflammatoires et de biomarqueurs de stress oxydants (Tayefi et al., 2017).
Compte tenu de la relation étroite entre I’inflammation et le stress oxydatif, et du fait que la
dépression est liée a I’inflammation (Duivis et al., 2013). Par ailleurs, 1’activité antioxydante de
phytoconstituants semble étre la voie d’action d’un certain nombre des molécules antidépressives
d’origines végétales. Les métabolites secondaires comme les caroténoides, les polyphénols et les

flavonoides sont capable de neutraliser les radicaux libres dans les cellules.

2. Généralité sur Panxiété
2.1 Définition

Le mot «anxiété» provient du latin «anxietas» qui veut dire «disposition a
I’inquiétude ». C’est une émotion souvent ressentie comme désagréable qui correspond a
I’attente plus ou moins conscience d’un danger ou d’un probléme a venir. L’anxiété est un
phénoméne normal présent chez tous les individus. L anxiété est un état émotionnel, réactionnel
et genéralisé qui se traduit par des réactions physiologiques (accroissement de la pression
artérielle et tachycardie) et comportementales (augmentation de la vigilance et des réponses
d’évitement). L anxiété peut s’avérer utile quand elle attire ’attention sur des dangers réels ou

des situations a risque. Dans certains cas, lI’anxiété peut prendre un caractére pathogéne et
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chronique : on parlera alors de troubles anxieux qui touchent 28% de la population mondiale.
Ces troubles sont trés hétérogenes, certains étant caractérisés principalement par 1’anxiété,
d’autres sont caractérisés par des pensées obsessionnelles et d’autres par la sensation de la peur
(phobie, troubles de panique et stress post traumatique) (Craske et Stein, 2016). A cause de sa
complexité clinique, psychologique et neurophysiologique, les troubles de I’anxiété sont souvent
non reconnues et mal diagnostiqués au premier point de contact avec les prestataires de soins de
sante (Starcevic et Castle, 2016).

2.2 Les différents types de troubles anxieux

Les troubles d’anxiété peuvent étre classés en plusieurs grandes catégories : le trouble
anxieux genéralisé (TAG), les troubles anxieux phobiques (agoraphobie), le trouble panique, la
phobie sociale et les phobies spécifiques. Cette classification est basée sur les symptémes, la
durée de I’atteinte et la sensibilité aux traitements (Galanter et Kleber, 1994 ; Brown et
Barlow, 2005).

2.2.1 Le trouble anxieux genéralise (TAG)

Dans le cas du trouble anxieux généralisé ou TAG, les symptdmes sont presents la plupart
du temps sur une période d’au moins deux semaines et plus. La prévalence du TAG est d’environ
2% de la population mondiale avec une abondance fréquente chez les femmes. Le TAG se
caractérise principalement par une inquiétude marquée et des soucis excessifs qui concernent
différents domaines, tels que le travail, la famille et les résultats scolaires que I’individu trouve
difficile & contrdler depuis au moins six mois (Craske et Stein, 2016). Ce type d’anxiété est
caractérisé par les symptdmes suivants: [irritabilité, des difficultés de concentration,

perturbation du sommeil et fatigabilité (Craske et Stein, 2016).

2.2.2 Les troubles de panique

IIs se caractérisent par des attaques de panique récurrentes survenant de fagon inattendue.
Ces troubles prennent la forme d’un profond sentiment de peur ou de malaise intense,
accompagne de symptomes physiques, tels que palpitations, douleur dans la poitrine, troubles

respiratoires, vertiges et transpiration. Généralement, les attaques de panique n’entrainent pas
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nécessairement un trouble panique et peuvent apparaitre dans le contexte de divers autres
troubles anxieux (Starcevic et Castle, 2016). Les troubles paniques touchent environ 0,8% de la
population mondiale. Le diagnostic de ces troubles anxieux est basé sur le nombre d’attaques de

panique qui se déclenchent sur une période d’un mois (Caldirola et al., 2018).

2.2.3 Les troubles obsessionnels compulsifs (TOC)

Le TOC est un trouble anxieux caractérisé par la présence des pensées, des désirs et des
images récurrentes qui apparaissent de maniére répétitive et qui sont vécues comme
inappropriées et désagréables. De maniére générale, les personnes atteintes de TOC souffrent de
plusieurs types d’obsessions ou compulsions. L’état le plus couramment associé au TOC semble

étre les troubles de ’humeur.

2.2.4 Les phobies spécifiques

Une phobie spécifique est une peur persistante et intense déclenchée par la présence ou
I’anticipation de la confrontation a un objet (animaux, sang par exemple) ou une situation
particuliere (la phobie de la hauteur). L’exposition a 1’objet ou la situation déclenche une
réaction anxieuse pouvant atteindre les critéres d’une attaque de panique. Le patient est
parfaitement conscient du caractére excessif ou irrationnel de sa peur. Les situations induisant la
phobie entrainent soit des évitements soit une anxiété importante lors de la confrontation. La
prévalence de cette phobie est plus fréquente chez les femmes (23,2%) et (10,5%) chez ’homme
(Chapelle, 2018).

2.2.5 Le trouble d’anxiété sociale (TAS) ou la phobie
sociale

Selon I’association américaine de psychiatrie (APA), la phobie sociale est définie comme
une peur marquée et persistante d’une ou plusieurs situations sociales ou de performance dans
lesquelles I’individu est expose a des personnes non familieres ou a un éventuel regard des autres
(Pelissolo, 2016). Elle est caractérisée par des crises d’anxiété qui surviennent spécifiquement
dans les lieux publics. La phobie sociale est un des troubles anxieux les plus frequents

puisqu’elle touche 3% a 13 % de la population genérale, en incluant les personnes timides sans
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toutefois remplir les critéres cette pathologie, la prévalence serait de 20%. Cette anxiété peut se
manifester par les symptémes suivants : transpiration, gorge séche, palpitations, rougissement,
douleur de la poitrine, sensation de chaud ou de froid et tremblements des mains ou des jambes.
Dans certains cas extrémes le troube d’anxiété sociale peut se déboucher sur une attaque de

panique.

2.3 L’anxiété chez les animaux

L’anxiété est un état mental qui est difficile a évaluer ou a quantifier. Plusieurs
paramétres physiologiques capables de renseigner sur 1’état mental de 1’animal ont été mis en
évidence. Parmi ces parametres (la pression artérielle, le rythme cardiaque et les sécrétions
endocrines), mais aussi des parametres comportementaux tels que 1’évitement, la fuite ou
I’immobilité (Sartori et al., 2011).

Les tests utilisés pour évaluer I’état anxieux chez les rongeurs (cas des rats) sont classés en

deux catégories :

» Les tests non conditionnés qui sont basés sur des aversions naturelles de 1’animal : test de
I’Open Field ; le test de la boite claire/obscure... (Sartori et al., 2011).
» Les tests conditionnés qui sont basés sur des aversions apprises (tests basés sur le conflit

comme le test de Geller-Seifter, le test de Vogel.... (Sartori et al., 2011).

2.4 Le support neuroanatomique de I’anxiété

La compréhension neuroanatomique et neurophysiologique de I’anxiété est trés
complexe. La connaissance des circuits cérébraux et les neurotransmetteurs impliqués dans les
manifestations de ’anxiété a fait de grand progrés depuis quelques années. L’utilisation des
modé¢les animaux permettent d’explorer certains mécanismes neuronaux sous tendant
I’expression des émotions négatives associées aux troubles de 1’anxiété. Ces sentiments
impliquent le cortex préfrontal, le systeme limbique et leurs interactions. Des études montrent
que la coordination pathologique des activités préfronto-amygdaliennes, sous forme
d’oscillations de réseaux neuronaux, favorise 1’expression de la peur chez les animaux

(Bienvenu et al., 2018).
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Chez I’'Homme les études d’imagerie anatomique par IRM (technique de résonance
magnétique nucléaire) et d’imagerie fonctionnelle (tomographie) nous renseignent sur la genése
des troubles anxieux. Ces études montrent la participation de 1’amygdale qui joue un role
essentiel dans la gestion de nos émotions notamment nos réactions de peur et d’anxiété. Cette
structure posséde de nombreuses connexions avec les structures suivantes: le cortex, le
thalamus, d’autres structures limbiques et le locus coeruleus (Bourin, 2013). L’amygdale a
également intervient dans la reconnaissance des émotions. L’organisation de 1’état anxieux se
fait en trois phases (Etkin et al., 2010) :

1° - phase |: Elle se caractérise par I’identification des stimuli et la production de 1’état
émotionnel. Cette étape est sous contr6le des régions limbiques (amygdale, I’insula,
hypothalamus et la substance grise périaqueducale). Ces régions détectent et initient des réponses

physiologiques et comportementales associées a 1’état anxieux.

2° - phase 11 : Elle correspond a une phase d’évaluation des stimuli avec attribution consciente
ou inconsciente d’une valeur émotionnelle positive ou négative. Elle est contrdleé de la partie

dorsale du cortex préfrontal.

3° - phase 111 : c’est une phase de régulation de 1’état affectif, du comportement émotionnel et
des réponses générées par les régions limbiques. Elle est sous le contrdle de la partie ventrale du

cortex préfrontal médian ainsi que des parties rostrales et subgénuales du cortex cingulaire.
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Figure 52 : Les principales structures cérébrales impliquées dans 1’anxiété (Etkin, 2010).
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2.5 Traitement de troubles anxieux généralisé

La prise en charge du trouble d’anxiété repose sur deux approches: une approche
psychothérapeutique et une autre pharmacologique. Dans le traitement de troubles anxieux il faut
distinguer entre les traitements de fond et ceux de crise. Le traitement de premiére intention fait
appel a l'utilisation d’un inhibiteur sélectif de la recapture de la sérotonine (ISRS) ou un
inhibiteur de la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline (IRSNA), ce traitement doit étre
poursuivi au moins pendant douze mois (Guerriaud, 2019). Les ISRS et IRSNA sont les mieux
tolérés que les antidépresseurs d’anciennes générations, comme la clomipramine prescrite
principalement pour la prévention des attaques de panique avec ou sans agoraphobie.
L’utilisation de la clomipramine est associée aux différents effets indésirables notamment
anticholinergiques (bouche séche, constipation, rétention utinaire, etc.). Les antidépresseurs
comme la duloxétine, paroxétine, setraline, venlafaxine et escitalopram ont été prescrits dans le
traitement de fond de troubles anxieux notamment le TAG, la prévention des attaques paniques
et le traitement de 1’état de stress post traumatique (Guerriaud, 2019). En outre, les
benzodiazépines comme diazépam, alprazolam, bromazépam, clonazépam, lorazépam,
midazolam, oxazépam, nordiazépam et nitrazépam sont couramment utilisées dans le traitement
de la crise. Elles provoquent une lyse de en agissant sur les récepteurs GABA responsable de

I’inhibition pré et postsynaptique.
3. Généralité sur P’activité locomotrice

3.1 Définition et classification

Les animaux ont une capacité de déplacement grace a un systéme locomoteur. Tous les
actes moteurs nécessitent une commande d’un centre nerveux et ’activation de plusieurs
muscles (effecteurs des signaux moteurs viennent des centres nerveux). Les mouvements sont
provoqués par la contraction d’un muscle ou de groupes musculaires. Ils sont toujours intégrés

dans une action orientée vers un but. On peut classer les mouvements en deux types :
+ Les mouvements involontaires (contrdle spinal) : réflexe, posture-équilibre.

+ Les mouvements volontaires (contrdle central) : la marche par exemple (Bioulac et coll,
2004).
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3.2 Les structures impliquées dans la motricite

3.2.1 Le cortex moteur

Il se compose du cortex moteur primaire, du cortex prémoteur, de l’aire motrice
supplémentaire. Le role majeur du cortex réside dans la planification, la commande et le

séquencement temporel des mouvements volontaires.

3.2.2 Le tronc cérébral

Son role fondamental est la régulation du tonus musculaire, et 1’orientation des yeux, de
la téte et du corps par apport aux infiniment sensorielles vestibulaires, somatiques, auditives et

visuelles.

3.2.3 Le cervelet

Il intervient dans la détection des « erreurs motrices » et réduit 1’écart a court et a long

terme « phénomene d’apprentissage moteur ».

3.2.4 Les ganglions de la base (GBs)

IIs sont appelés aussi noyaux gris centraux. Ils forment un ensemble de structures sous-
corticales au sein de diencéphale. lls interviennent dans la suppression des mouvements non
désirés et la préparation des neurones moteurs centraux en vue du démarrage des mouvements.
IIs s’inscrivent dans le systéme extrapyramidal [télékinésie] lié a la motricité semi volontaire ou

automatique. Les GBs sont impliqués dans la régulation du mouvement volontaire.

3.2.5 La moelle épiniére

La moelle epiniére fait partie du systéme nerveux central. Elle est a la fois un centre de
relais pour les commandes en provenance des centres supérieurs et également un centre
d’intégration des informations sensorielles. Les neurones de la moelle comprennent d’une part

les motoneurones alpha, dont les axones quittent le tronc cérébral et la moelle épiniére pour aller
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innerver respectivement les muscles squelettiques de la téte et du corps. D’autre part, les
neurones des circuits locaux, qui constituent la source principale des contacts synaptique que
recoivent les motoneurones o. Toutes les commandes motrices, qu’elles soient réflexes ou
volontaires, sont en dernier ressort relayées vers les muscles par 1’activité des motoneurones o

(Grillner., 1973 ; Bioulac et al., 2004)

3.2.6 Le thalamus

Le thalamus joue un réle important dans la distribution des informations sensorimotrices
entre la moelle, le cervelet, les ganglions de la base et les aires corticales a fonctions motrices
(Bioulac et al., 2004).

3.2.7 Le muscle

Ce sont les organes chargés d’effectuer le transfert entre une activité nerveuse (électrique
et chimique) et une énergie mécanique capable d’assurer le déplacement des différents segments
corporels. Cela est dii a I’existence de structure spécialisée et les fibres musculaires. Les
protéines contractiles (actines et myosines) vont glisser les unes par rapport aux autres grace a
1’¢établissement périodique de liaisons en présence de calcium et de I’ATP. L’association en série

de milliers de sarcomeres permet un déplacement de plusieurs centimétres (Bioulac et al., 2004).

3.3 Le controle de ’activité des motoneurones

Ily a trois types d’influx nerveux qui controlent I’activité des motoneurones :

+ Les interneurones de la moelle épiniere, qui recoivent les informations sensorielles en
provenance du corps et qui régulent I’activité des neurones moteurs (réflexes
spinaux).

+ Les influx venant du cortex moteur primaire sont issus des neurones pyramidaux dans
le cortex moteur primaire (faisceau corticospinal ou faisceau pyramidal).

+ Les influx venant du tronc cérébral (systeme extrapyramidal) : ¢’est un systeme multi
neuronal comportant un grand nombre de synapses dans plusieurs regions de
I’encéphale (cervelet et GB). Ces voies convergent finalement dans le tronc cérébral

au niveau de la formation réticulaire (Figure 53).
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Figure 53 : Schéma de 1’organisation centrale du mouvement : deux ensembles structuraux
interconnectés assurent la planification et la programmation d’une part et I’exécution d’autre
part. CPF : Cortex préfrontal élargi; CPP : cortex pariéto-frontal ; CxPM : Aires prémotrices et
motrice supplémentaire; My : cortex moteur; GB : ganglions de la base; A8, A9, A10: les
systemes dopaminergiques mesencéphaliques; NR : noyau rouge; NV : noyau vestibulaire.
D’aprés Bioulac et al., (2004).
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Chapitre 2 : Etude de I’effet de I’extrait de Hyoscyamus muticus sur le
comportement des souris

1. Introduction

Les troubles mentaux comme la dépression et I’anxiété constituent des enjeux majeurs
de santé globale. La dépression est devenue 1’une des principales maladies mondiales ; plus de
300 millions de personnes dans le monde souffrant de dépression (OMS, 2017). Selon une autre
étude réalisée en 2018, incluant plus d’un million de participants de différents pays du monde, la
prévalence ponctuelle de la dépression était évaluée a 12,9% (Fond et al., 2019). Au Maroc, la
prévalence des troubles dépressifs et anxieux au sein de la population générale marocaine est
similaire aux pourcentages obtenus dans les populations occidentales; sa fourchette montre
qu’environ 25,5 % de la population souffre au moins d’un des troubles anxieux actuels
notamment le trouble panique, la phobie, la phobie sociale, le trouble obsessionnel compulsif, le
trouble de stress post-traumatique et les troubles anxieux généralisés (Kadri et al., 2007). La
prévalence du trouble dépressif dans la population générale marocaine est estimée a 13,7 %.
Parmi ces patients dépressifs, 6,3 % ont déja fait une tentative de suicide (Oneib et al., 2015).
Environ la moitié des patients dépressifs sont diagnostiqués avec un trouble anxieux (Fava et al.,
2000 ; Zimmerman et al.,, 2019). Au cours des derniers mois, depuis que le nouveau
coronavirus s’est répandu dans le monde entier, le nombre de patients souffrant de troubles
anxieux et dépressifs a augmenté de facon spectaculaire (Salari et al., 2020). Dans sa forme
typique, la dépression peut étre définie comme un trouble psychologique caractérisé par une
tristesse persistante, un sentiment de culpabilité et une perte d’intérét (OMS, 2017). L’anxiété
est un état émotionnel, réactionnel et généralis€é qui se traduit par des
réactions physiologiques (accroissement de la  pression artérielle, tachycardie) et
comportementales caractérisées par une augmentation de la vigilance et des réponses
d’évitement (Craske et Stein, 2016). Ces sentiments accablants peuvent provoquer des émotions
fortes et rendent la personne incapable de vivre normalement (Kroenke et al., 2007). Les
troubles de la dépression et d’anxiété s’accompagnent d’autres charges que celles qui présent sur
les systemes de santé, telles que la perte de productivité par 1’augmentation du risque accru de

chémage.
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Ces troubles psychiatriques complexes ont des causes multifactorielles incluant les
profils génétiques, 1’age, le sexe, les événements de la vie individuelle, la dépendance aux
substances psychoactives et les pathologies liées aux fonctions cérébrales (Pandya et al., 2012 ;
Belujon et Grace, 2017 ; Kohler et al., 2018). Le traitement des troubles de la dépression et
I’anxiété repose principalement sur 1’utilisation des anxiolytiques et des antidépresseurs seuls ou
en association avec des thérapies psychologiques (Campos et al., 2021). Les benzodiazépines
sont les médicaments les plus prescrits dans le traitement de 1’anxiété, leurs effets bénéfiques
peuvent s’accompagnent de plusieurs effets secondaires indésirables, parfois trés génants comme
les troubles de la mémoire, vertiges, des réactions paradoxales et la baisse de la vigilance
(Buxeraud et Faure, 2019). Par ailleurs, le traitement de la dépression repose sur 1’association
du traitement médicamenteux et de psychologie. Le traitement pharmacologique est basé sur
I’utilisation des antidépresseurs qui régulent les déficiences en monoamines cérébrales qui serait
a ’origine de la dépression. Les TCA sont classiquement utilisés pour inhiber le recaptage des
neurotransmetteurs notamment la sérotonine et la noradrénaline. Tandis que les ISRS sont des
antidépresseurs qui inhibent d’une maniére sélective la recapture de la sérotonine. Egalement,
I’IRSNa sont largement utilisés comme inhibiteur de la recapture présynaptique de la sérotonine
et de la noradrénaline (Agbokou et Fossati, 2008). Dans ces derniéres années, plusieurs études
montrent que des classes plus récentes d’antidépresseurs présentaient un risque ¢élevé d’effets
indésirables comme augmentation du risque d’attaque cardiovasculaire et les probleme liée la
tolérance (Wang et al., 2018). En outre, Le traitement des troubles dépressifs et anxieux repose
sur la psychothérapie notamment la thérapie cognitivo-comportementale basée sur des
techniques et des exercices de relaxation, de respiration, d’exposition graduelle aux situations

redoutées et de modification des fausses croyances (Agbokou et Fossati, 2008).

Les remédes a bases de plantes médicinales sont utilisés depuis longtemps dans le
traitement des troubles psychiatriques notamment la dépression et I’anxiété. Une étude
ethnobotanique a permis d’inventorier une vingtaine de plantes utilisées majoritairement au
Maroc dans le traitement des troubles de 1’anxiété (Doukkali et al., 2015). L’incorporation de
substances d’origines végétales dans les traitements des troubles psychologiques est bien établie
depuis longtemps (Sarris, 2017). Des études expérimentales récentes montrent 1’efficacité de
quelques extraits de plantes contre les troubles psychiatriques notamment la dépression et
I’anxiété (Benammi et al., 2014 ; Berkiks et al., 2018). Bien que les mécanismes exacts de cet
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effet n’aient pas été entierement découverts, des études préliminaires montrent I’implication de
divers mécanismes notamment 1’augmentation du niveau de 5-HT dans le cerveau par
I’inhibition du recaptage, la modulation du systéme noradrénergique, I’amélioration du systéme
catécholaminergique, la modulation de la neurotransmission sérotoninergique, 1’augmentation de
I’expression de la protéine spécifique dans 1’hippocampe et la modulation du neurotransmetteur
monoamine (Singh et al., 2009 ; Gu et al., 2012 ; Teixeira et al., 2013 ; Zheng et al., 2013 ;
Ghasemie et al., 2015 ; Liang et al., 2016 ; Amoanteg et al., 2018).

Hyoscyamus muticus est utilisé depuis longtemps, dans la médecine traditionnelle
saharienne, pour traiter les maux de téte, les crampes musculaires, les palpitations, I’anxiété et
aussi utilisée pour ces effets toniques et hallucinogenes (Hammiche et Maiza, 2006, Hammiche
et al., 2013). Cette espéce est tres riche en alcaloides tropaniques tels que hyoscyamine, atropine
et scopolamine. Dans cette partie de notre travail nous s’intéresse a 1’étude de I’effet de 1’extrait
méthanolique de Hyoscyamus muticus (MEHM) sur la dépression et 1’anxiété chez les animaux
en utilisant des tests de comportements. Dans un premier temps nous évaluons le potentiel
anxiolytiqgue de MEHM en utilisant le test de la chambre claire/ obscure et le test de labyrinthe
en croix surélevé. Dans un deuxiéme lieu nous vérifions le pouvoir antidépresseur de MEHM en

utilisant le test de la nage forcee, test de la suspension caudale et le test du champ ouvert.
2. Matériels et méthodes

2.1 Etude du comportement chez les animaux

L’étude de comportement constitue un défi pour les scientifiques ; ce dernier réside dans
la complexité de comportement et 1’intégrité des différentes fonctions (motrice, sensorielle,
cognitive et émotionnelle) impliquées dans la coordination et le contréle des comportements
(Lezak et al., 2017). Un scientifique doit tenir en compte de deux facteurs principaux dans le
choix d’un modéle animal dans 1I’étude de comportement : les capacités éthologiques naturelles
de I’animal et la possibilité d’utiliser ce modéle animal pour d’autres expériences (Carter et
Shieh, 2015). L’¢éthologie animale peut étre définie par la capacité naturelle d’un animal a
adopter des comportements spécifiques. Par exemple, les rats et les souris sont capables de
réaliser des taches cognitives plus complexes a base d’émotion, de cognition et de comportement
social (Carter et Shieh, 2015). Plus récemment, les souris sont parmi les organismes modeéles de

mammiferes les plus utilisés dans de nombreux tests neuropharmacologiques et de neurosciences
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comportementales, car elles peuvent étre utilisées simultanément pour des expériences
électrophysiologiques, moléculaires et génétiques (Carter et Shieh, 2015 ; Ellenbroek et Youn,
2016). C’est un modele animal trés adapté a 1’étude d’une variété de comportements en rapport
avec certaines maladies psychologiques humaines comme la dépression et I’anxiété (Lezak et
al., 2017). Divers types des tests comportementaux ont été élaborés depuis plusieurs années, des
plus simples aux plus complexes liés a la cognition et la motivation (Carola et al., 2002).

2.2 Evaluation de effet de MEHM sur I’anxiété chez les souris

2.2.1 Test de la boite claire/sombre

2.2.1.1 Principe

C’est un test couramment utilisé dans I’exploration de comportement anxieux chez les
rongeurs. Il s’agit d’une chambre en bois divisée en un compartiment clair et un autre sombre.
Les rongeurs naturellement préferent les parties sombres aux parties claires. Lorsque les souris
sont placées dans un nouvel environnement, elles ont tendance a explorer le nouvel milieu
(Bourin et Hascoet, 2003). Chaque fois qu'un rongeur est placé dans un nouvel environnement
spatial, un comportement exploratoire est déclenché pour recueillir des informations sur 1’endroit
inconnu. Parmi ces comportements, on distingue : la disponibilité des compagnons, la recherche
des sources de la nourriture ou de nidification ainsi que la présence de prédateurs et des voies de

sortie potentielles (Leussis et Bolivar, 2006).

2.2.1.2 Protocole expérimental

Le dispositif est constitué de deux compartiments de taille égale (50 x28x28 cm) (Figure
54). L’un des compartiments est peint en blanc et éclairé par une lampe a 60W (710 Lumens),
tandis que 1’autre est peint en noir et non éclairé. Les deux compartiments sont connectés par une
porte (5x5x5cm) permettant & I’animal de se déplacer librement entre les compartiments
(Crawley et Goodwin, 1980 ; Serchov et al., 2016). Dans ce travail, les souris utilisées ont été

divisées en cing groupes, dont six animaux pour chaque groupe :

» Groupe 1 : Souris traitées par DMS010%.

» Groupe 2 : Souris traitées avec une dose de 50 mg/kg de MEHM.
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» Groupe 3 : Souris traitées avec une dose de 100 mg/kg de MEHM.
» Groupe 4 : Souris traitées avec une dose de 200 mg/kg de MEHM.

» Groupe 5 : Souris traitées avec un anxiolytique, le diazépam (1mg/kg).

Une heure apreés le traitement, chaque animal a été placé au centre de la chambre sombre
pendant 30 secondes aprés que la porte été ouverte ; I'activité exploratrice a été observée pendant
cing minutes (Goeldner, 2008). Plusieurs paramétres ont été enregistres : le temps passe par les
animaux dans le compartiment illuminé (Tcc), la transition entre les deux compartiments (Tr) et

le nombre des levées « rearing ».

Figure 54 : Dispositif du test chambre claire et obscure.

2.2.2 Test du labyrinthe en croix surélevé ou Elevated Plus
Maze « EPM »

2.2.2.1 Principe

Ce test est généralement utilisé pour évaluer 1’état anxieux chez les rongeurs ; il est basé
sur la réaction innée et spontanée de 1’animal face a une situation anxiogene, donc ¢’est un test
non conditionné. Le test de labyrinthe en croix surélevé peut étre utilisé pour évaluer 1’effet des

agents pharmacologiques (médicaments, drogues, hormones) sur 1’anxiété. Il est aussi trés utile
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pour étudier les structures et les mécanismes impliqués dans le comportement anxieux chez les
rongeurs (Walf et Frye, 2007).

2.2.2.2 Protocole expérimental

La procédure du test a été réalisee conformément a la méthode de Walf et Frye (2007).
L'appareil de ce test se compose d'un bras surélevé (55 cm du sol), de deux bras fermés
(30x10x17 cm) et de deux bras ouverts (30x10 cm) placés en opposition, avec une zone centrale
(zone d'intersection) de (10x10 cm) (Figure 55). Les souris ont accés a tous les bras et peuvent se
déplacer librement entre eux (Komada et al., 2008). Au total, cing groupes (n=6) ont été utilises

selon la répartition suivante :

Groupe 1 : Souris traitées par DMS010% « le témoin négatif ».
Groupe 2 : Souris traitées avec une dose de 50 mg/kg de MEHM.
Groupe 3 : Souris traitées avec une dose de 100 mg/kg de MEHM.
Groupe 4 : Souris traitées avec une dose de 200 mg/kg de MEHM.

YV V. V V V

Groupe 5 : Souris traitées par un anxiolytique de référence ; le diazépam (1 mg/kg).

L’administration des différentes doses de I’extrait a été réalisée une heure avant le début
du test, les animaux ont été transférés dans la salle d’expérimentation la veille de I’expérience.
Les souris ont été placées individuellement dans la zone centrale et ont volontairement exploré le
labyrinthe pendant 5 minutes (Figure 55). Le temps passé dans les bras ouverts (TOA), le temps
passé dans les bras ouverts (TCA), le nombre d'entrées dans les bras ouverts (OAE), le nombre
d'entrées dans les bras fermés (CAE), et I'élevage (rearing) dans chaque bras (ROA/RCA) sont
considérés comme de l'anxiété induite par I'espace ouvert chez les souris. Les données obtenues

ont été transformées en pourcentages a l'aide des formules suivantes :

%TOA = ——— % 100
% TOA + TCA
%0AE = —22E 100
= *
0 OAE + CAE
%ROA = — % 100
% ROA + RCA
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Figure 55 : Dispositif du test du labyrinthe en croix surélevé.

2.3 Evaluation de MEHM sur les tests de dépression chez les
souris

2.3.1 Test de la nage forcée

2.3.1.1 Principe

Le test de la nage forcée, dit modéle de Porsolt est un test de comportement chez les
rongeurs utilisé pour I'évaluation des médicaments antidépresseurs, I'efficacité antidépressive de
nouveaux composes, et des manipulations expérimentales qui visent a rendre ou a prévenir la
dépression. 1l consiste a contraindre les souris a nager dans une enceinte fermée (aucune
possibilité de s’échapper). Le temps d’immobilité est un indicateur de 1’état dépressif de I’animal
(Figure 56). Ce comportement d’immobilité est réduit par des antidépresseurs classiques

efficaces (Homes et al., 2002).
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Figure 56 : Schémas de comportement de la souris pendant le test de la nage forcée ; A :

Immobilité ; B : nage ; C : comportement d’escalade (Valvassori et al., 2017).

2.3.1.2 Protocole expérimental

La manipulation a été realisée selon la méthode décrite par Porsolt et coll. (1977). Le test
a été effectué en deux sessions, le pré-test et le test, séparées par un intervalle de 24 heures au
cours duquel le traitement est administré. Lors du pré-test, des souris ont été placées
individuellement dans un cylindre de Plexiglas transparent de dimension (21cmx 15cm). La
profondeur de I'eau a été fixée a 15cm et la température de I'eau a été maintenue a 25+ 2°C, cette
profondeur ne permet pas a I’animal de poser ses pattes arriére sur le fond du cylindre (Figure
57). Tous les animaux ont été forcés a nager pendant 15 minutes, puis retirés du cylindre, séchés
et réchauffés par un chauffage avant d'étre renvoyeés dans leur cage. Dans cette étude nous avons

utilisé cing groupes de souris selon la fagon suivante :

Groupe 1 : Souris traitées par DMS010% « le témoin négatif ».
Groupe 2 : Souris traitées avec une dose de 50 mg/kg de MEHM.
Groupe 3 : Souris traitées avec une dose de 100 mg/kg de MEHM.
Groupe 4 : Souris traitées avec une dose de 200 mg/kg de MEHM.

YV V V VYV V

Groupe 5 : Souris traitées par une injection intramusculaire d’un antidépresseur

de référence la Clomipramine (Anafranil ; 25 mg/kg).
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Au cours de la séance de test, les souris des groupes 1,2,3, et 4 ont regu différentes doses
de I’extrait une heure avant le début du test. Pour le groupe témoin positif, les souris ont recu une
injection intramusculaire 15minutes avant le test. Les animaux ont été forcés a nager pendant six
minutes et la durée totale d'immobilité a été mesurée. Les souris ont été considérées comme
immobiles lorsqu'elles font un seul mouvement pour garder leur téte hors de I'eau (Figure 57).
Toutes les expériences ont été réalisées pendant la période entre 9 et 14 heures.

Figure 57 : Dispositif expérimental du test de la nage forcée.

2.3.2 Test de la suspension caudale « Tail suspension test »

2.3.2.1 Principe

Le test de la suspension par la queue est un procédé simple, fiable et rapide utilisé
largement dans 1’évaluation de 1’état dépressif chez les rongeurs. Il repose sur 1’analyse du
comportement d’un rongeur essayant de se soustraire a une situation inconfortable (Figure 58).
Le test de la suspension par la queue résout plusieurs problemes rencontrés dans le test de la
nage forcée: I’immobilité est mesurée objectivement et aucune hypothermie n’est induite

(Thierry et al., 1986). Pour éviter les faux positifs, il est préférable d’évaluer I’activité
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locomotrice de la molécule testée en paralléle du test de la suspension caudale (Porsolt et al.,
1978).

Figure 58 : Représentation schématique de comportement d’immobilité et de mobilité chez les

souris pendant le test de la suspension caudale (Abelaira et al., 2013).

2.3.2.2 Protocole experimental

Le test a été réalisé selon la méthode proposée par Stéru et al., (1985). Dans ce test les

souris sont réparties en plusieurs groupes :

Groupe 1 : Souris traitées par DMSO10 % « le témoin négatif ».
Groupe 2 : Souris traitées par la dose 50 mg/kg de MEHM.
Groupe 3 : Souris traitées par la dose 100 mg/kg de MEHM.
Groupe 4 : Souris traitées par la dose 200 mg/kg de MEHM.

YV V. V V V

Groupe 5: Souris traitées par une injection intramusculaire d’un antidépresseur

standard : Clomipramine (Anafranil ; 25 mg/kg).

Une heure apres le gavage, les animaux ont été suspendus individuellement a 50 cm au-
dessus du sol a I’aide d’un ruban adhésif placé a environ 1 cm de I’extrémité de la queue (Figure
59). Pour le groupe témoin positif, I’injection de la Clomipramine (25 mg/kg) a été réalisée par
voie intramusculaire 15 minutes avant le début de test. La durée totale d’immobilité a été
enregistrée pendant 6 min et les animaux étaient considérés comme immobiles, lorsqu’ils étaient
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suspendus passivement et completement immobiles (Stéro et al., 1987 ; Pinto-Brod et al.,
2016).

Figure 59 : Dispositif utilisé pour le test la suspension caudale.

2.3.3 Test de champs ouvert (Open field) « OF »

2.3.3.1 Principe

Le test d’OF est utilis¢é pour mesurer quantitativement 1’activité exploratrice et
locomotrice chez les rongeurs. 11 s’agit d’un modéle largement utilisé pour 1’évaluation de la
déficience locomotrice dans des modeéles animaux de maladies neuromusculaires et 1’évaluation
de D’efficacité des médicaments qui peuvent améliorer 1’activité locomotrice (Tatem et al.,
2014). L’appareil de test du champ ouvert est principalement composé d’une enceinte en bois de
forme carrée avec des murs qui empéchent 1’animal de s’échapper (Gould et al., 2009). Parmi
les parametres observes pendant le test: la distance parcourue, temps passé dans le centre,
I’activité verticale, le toilettage, le nombre de carreaux traversés, la défécation et 1’urination
(Figure 60).
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Figure 60 : Représentation des parametres observeés dans le test du champ ouvert: (A)
croisement (crossing), (B) comportement a risque (C) élevage (rearing), (D) toilettage
(gromming) et (E) de reniflage (Sniffing) (Valvassori et al., 2017).

2.3.3.2 Protocole expérimental

L appareil utilisé consistait en une enceinte carrée en bois de dimension (40x30x20 cm)

divisée en 12 carrés de surface égale. Les souris sont divisées en cing groupes :

Groupe 1 : Souris traitées par DMSO10 % « le témoin négatif ».
Groupe 2 : Souris traitées par la dose 50 mg/kg de MEHM.
Groupe 3 : Souris traitées par la dose 100 mg/kg de MEHM.
Groupe 4 : Souris traitées par la dose 200 mg/kg de MEHM.

YV V V V V

Groupe 5: Souris traitées par une injection intramusculaire d’un antidépresseur

Clomipramine (Anafranil ; 25 mg/kg).

Les souris traitées ont été placées individuellement au centre du champ et ont pu explorer
la zone librement pendant 5 minutes. Les parametres comportementaux suivants ont été
examinés quantitativement : nombre de carrés de sol croisés (intérieur, périphérique et total),
reniflement, toilettage, levée et escalade (Khalki et al.,, 2014). La mesure de 1’activité
locomotrice a été enregistrée par le calcul de nombres des carrés traversés et 1I’évaluation de
I’activité exploratoire a été estimée par la détermination du nombre de levées (rearings). En

chaque essai, I’appareil a été nettoyé a fond par I’alcool éthylique (70 % v/v).
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3. Résultats

3.1 Evaluation d’une éventuelle propriété anxiolytique de la
MEHM

3.1.1 Résultats de la chambre claire et obscure « light and
dark test»

Comme nous I’avons expliqué dans la partic « matériels et méthodes », le test de la
chambre claire et obscure est utilisé pour évaluer I’effet de ’extrait sur I’anxiété. L’analyse
statistique des résultats montre que les doses de 100 et 200 mg/kg ont induit une augmentation
significative (p<0,05) du temps passé dans le compartiment illuminé [H=18,176, Df =4,
P=0,001; Tableau XV]. Les différentes doses de I’extrait n’ont pas d’effet significatif sur le
nombre des transitions (p=0,695) et le nombre de levées (p=0,083). Nous avons remarqué une
Iégere augmentation du nombre des redressements dans le cété lumineux chez les animaux
traités par la dose 200 mg/kg. De méme, le diazépam a la dose de 1 mg/kg a considérablement
augmenté le temps passé dans le coté éclairé par rapport au groupe traité seulement par DMSO
10 % [H=18.176, Df =4, p<0.05; Tableau XV]. De plus, nos résultats ont montré que le
diazépam augmente le nombre de levées réalise par les souris dans le compartiment illuminé,
mais statistiquement non significatif [H=8.230, Df =4, P=0.083].
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Tableau XV : Résultats obtenus dans le test de la boite claire/obscure chez la souris. Toutes les

valeurs sont représentées par la moyennex ESM (n=6) ; *p<0,05 par rapport au groupe controle

négatif.
Les paramétres comportementaux étudiés
Dose ;
Les traitements | (mg/kg) Temps passe dans_le Nomb'r(_a des Nombre de
compartiment clair transitions redressement
Controle - 44.42 +7,35 9.16 £2,19 5.66 1,05
(DMSO10 %)

MEHM 50 66.18 +10,13 10.16 £1,68 7.00 £2,35
MEHM 100 98.71 £3,83* 10.16 +1,13 6.33 1,54
MEHM 200 108.93 £5,00* 9.33+1,33 9.50 +1,23
Diazépam 1 120.88 +19,95* 7.16 +1,66 14.83 +4,30

3.1.2 Effet de la MEHM dans le test de labyrinthe en croix
surélevé chez la souris (EPMT)

Ce test est trés utile dans 1’exploration du comportement anxieux chez les rongeurs. Les
résultats montrent que 1’administration de la dose de 200 mg/kg de I’extrait augmente
significativement le pourcentage du temps passé dans le bras ouvert (% TOA) [P<0.05; Figure
61 A], le pourcentage d’entrées dans les bras ouverts et le nombre de redressements (% EOA)
[H=23.797, Df=4 ; p<0.05; Figure 66 B]. Le diazépam a montré une augmentation significative
du pourcentage de TOA [H=23.402 Df =4 ; P=<0,001 ; Figure 61 A]. Le pourcentage d’entrées
dans les bras ouverts (% EOA) a augmenté de maniére significative (p=0,02 ; p<0,05 ; Figure 61
B) par rapport au groupe témoin négatif. En outre, la MEHM a la dose de 200 mg/kg a montré
une augmentation significative du pourcentage de nombre de redressements (%ROA) dans les
bras ouverts du labyrinthe en croix surélevée (Figure 61 C). Le traitement avec les doses de 50 et
100 mg/kg d’extrait n’a aucun effet significatif sur les paramétres étudiés. Le diazépam
augmente significativement les paramétres TOA, TCA, OAE, ROA et les pourcentages de TOA
[H=23.402 Df =4 ; P=<0,001; Figure 61 A ; Tableau XVI], % EOA (p<0,001 ; Figure 61 B) et
ROA [H=23.797, Df=4; p=<0,001; Figure 61 C; Tableau XVI]. Les deux doses de 50 et
100 mg/kg de MEHM n’ont pas montré de changements significatifs dans les différents
parametres calculés. Aussi, le calcul du pourcentage de nombre de redressement dans les bras
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ouverts du labyrinthe ne révele aucune différence entre le groupe traité par diazépam et le témoin

négatif.

Tableau XVI : L’effet de I’extrait méthanolique de Hyoscyamus muticus sur les parametres

comportementaux observes dans le modéle d’anxiété du labyrinthe en croix suréleve. TOA :

temps passé a bras ouverts ; TCA : temps passé dans les bras fermés ; OAE : nombre d’entrées

dans les bras ouverts; CAE : nombre d’entrées dans les bras fermés; ROA : nombre de

redressement dans les bras ouverts; RCA : nombre de redressement dans les bras fermés.

***n<0,001 ; **p<0,01 ; * p<0,05 par rapport au groupe de contrdle.

Doses TOA TCA OAE CAE ROA RCA
(ma/k)
- 7,75%4,24 | 274,09+9,8 | 7,83+1,2 | 9,830, | 0,50+0,34 18,66
Control 8 4 83 +3,47
7,34 £2,43 210,50 8.83 20,50 | 2,66 +0,80 26,00
50 Ns +9,10 +1,16 +3,63 Ns +2,08
MEHM (P=1.00) (**) (Ns) *) Ns
P=0.001 P=0.99 | P<0.05 (P=0.464)
17,58 192,13 12,16 15,66 | 5,50 +0,67 39,83
100 +1,74 +4,79 +2,67 +2,75 *) +5,09
MEHM Ns (***) (Ns) Ns P<0.05 (**)
(P=0.0096 P<0.001 P=0.50 (P=0.002)
)
23,91 175,29 20,16 11,16 10,33 29,50
200 +2,04 +9,58 +3,41 +2,08 +0,80 +4,37
M E H M (**) (***) (**) N S (**) N S
P=0.003 P<0.001 P=0.004 P<0.01 (P=0.161)
36,68 147,37 27,00 7,16 16,50 12,00
1 +3,78 +17,26 +2,40 +1,27 +1,52 +3,13
D | azépam (***) (***) (***) NS (***) N S
P<0.001 P<0.001 P<0.001 P=<0,001 | (P=0.545)
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Figure 61 : L’effet anxiolytique de MEHM et le diazépam dans le test de labyrinthe en croix
surélevé. Les parametres étudiés sont exprimés en pourcentage de temps passé a bras ouverts
«%TOA» (A); le pourcentage d’entrées a bras ouverts «% OAE» (B) et le pourcentage
d’élevage a bras ouverts « % ROA » (C). Les symboles statistiques utilisées (***) p<0,001 ; (*)
p<0,05.
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3.2 KEvaluation d’une éventuelle propriété antidépressive du
MEHM sur le modéle de comportement animal

3.2.1 Effet de la MEHM sur le temps d’immobilisation dans
le test de la suspension caudale (TST)

Les résultats de test de la suspension caudale indiquent que les deux doses de MEHM
(100 et 200 mg/kg) ont produit une réduction du temps d’immobilité mesuré (Figure 62). L’effet
significatif obtenu par la dose de 200 mg/kg [H= 23,308, Df= 4, p=<0,001] été plus éleve que la
dose de 100 mg/kg. Nous avons constaté que la dose 50 mg/kg de MEHM n’a pas d’effet
significatif sur le temps d’immobilité. La Clomipramine, antidépresseur synthétique de
référence, a induit une réduction significative du temps d’immobilité (p=<0,001) supérieure a

celle de I’effet de I’extrait de la plante méme avec la dose maximale utilisée de 200 mg/kg.
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Figure 62 : Résultats obtenus aprés traitement des animaux par différentes doses de ’extrait de
Hyoscyamus muticus (MEHM 50, 100 et 200 mg/kg) et 1’ Anafranil (antidépresseur de référence)
dans le test de suspension caudale. Les histogrammes représentent la moyenne+ S.E.M du temps
d’immobilité. La comparaison des groupes traités a été réalisée avec un groupe témoin négatif
traité par DMSO 10 %. Les symboles de significations utilisés : (***) p<0,001 ; (*) p<0,05.
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3.2.2 Effet de la MEHM dans le test de la nage forcée (FST)

Les résultats obtenus dans le test de la nage forcée sont illustrés dans la figure 63.
L’analyse statistique par I’ANOVA a sens unique et la comparaison entre les différents groupes
traités montrent que les doses 200 et 100 mg/kg ont un effet significatif (p< 0,001 et p<0,01
respectivement) sur le temps d’immobilit¢é des animaux pendant la nage. De méme, la
Clomipramine (20 mg/kg) induit une réduction significative de la durée d’immobilisation

(p<0,001) par rapport au groupe témoin.
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Figure 63 : Effet de la MEHM (50, 100 et 200 mg/kg) et de la Clomipramine (antidépresseur de
référence) sur la durée d’immobilité dans le test de nage forcée chez la souris. Les valeurs sont
considérées comme statistiquement significatives lorsque (***) p<0,001; (**) p<0,01; (**)
p<0,05.

3.2.3 Evaluation de I’effet de ’extrait sur P’activité
locomotrice dans le test d’Open filed (OFT)

D’aprés nos résultats, les animaux traités par les deux doses 100 et 200 mg/kg ont montré
une augmentation remarquable du nombre total de carrés traversés (P<0,01; p<0,05

respectivement). Seule la dose de 200 mg/kg de I’extrait était capable d’augmenter de maniere
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significative le nombre d’entrées dans la partie centrale du champ (p<0,01) et dans les carrés
périphériques du champ (p<0,05). D’autre part, une augmentation significative du comportement
de redressement a été induite par les deux doses d’extrait (100 et 200 mg/kg ; p<0,05 et p<0,01 ;
successivement) (Tableau 17). Dans ce test, le traitement par le diazépam a 1 mg/kg n’a aucun
effet sur le nombre d’entrées dans les carreaux centraux et périphériques du champ libre. Au
contraire, le diazépam a augmenté¢ d’une maniére significative (p<0,01) le nombre de
redressements des animaux en comparaison avec le groupe témoin traité seulement par une
solution de DMSO 10 %.

Tableau XVII : L’effet de la MEHM et du diazépam sur les paramétres comportementaux dans
le test en champ ouvert plein air chez la souris. ANOVA a sens unique suivie de la méthode de
Dunnett pour la comparaison entre les groupes. La valeur obtenue est représentée par Meant
S.E.M., n=6 pour chaque groupe. La différence significative par rapport au groupe de contréle
est déterminée par (***) p<0,001 ; (*) p<0,05.

Les parametres comportementaux enregistrés
Les Dose
. Nombre Nombre
traitements | (mg/kg) Nombre total d’entrées d’entrées dans | Redressement
des entrees dans la la partie
partie périphérique
centrale
Controle - 81,16 +5,19 | 7,83 £1,53 73,33 +4,25 33,00 +3,50
MEHM 50 135,66 £17,96 | 7,16 1,72 128,50 +17,51 35,33 3,42
(Ns) (Ns) (Ns) (ns)

MEHM 100 158,83 +£18,67 | 13,66 +2,89 145,16 £16,01 21,00 +2,30
P<0,05 (*) (Ns) (Ns) P=0,033 (*)
MEHM 200 192,33 6,52 | 18,16 +1,64 174,16 £5,28 18,16 +2,25
P<0,01 (**) | P=0.002 (**) P<0,05 (*) P=0,006 (**)
Diazépam 1 55,16 +10,18 | 5,33 +1,14 49,83 £9,29 17,16 +2,21
(Ns) (Ns) (Ns) P=0,003(**)
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4. Discussion

Au cours des derniéres décennies, I’intérét pour les métabolites secondaires des plantes
s’est accru, et I'utilisation de ces métabolites bioactifs contre I’anxiété et la depression est
devenue fortement recommandée chez I’homme (Fajemiroye et al., 2016). Les plantes
médicinales contiennent des milliers de molécules qui peuvent avoir un effet positif sur la santé
psychiatrique. Dans la présente étude, nous essayons d’étudier I’effet de I’extrait méthanolique

des feuilles de Hyoscyamus muticus (MEHM) sur la modulation de 1’anxiété et de dépression.

L’étude de I’anxiété et de la dépression constitue un défi majeur pour la communauté
scientifique. L’hétérogenéité des symptdémes chez les patients, I’implication de multiples
mécanismes neurochimiques et psychologiques rendent difficile I’étude de ces comportements
chez I’homme et les rongeurs (Cryan et al., 2005 ; Planchez et al., 2019). Pour évaluer 1’effet
de la plante sur le comportement, il faut utiliser un modéle animal afin de reproduire des
symptdmes ressemblants le plus possible aux symptdmes psychologiques humains (Vaugeois et
al., 2004). Les rongeurs exposés a de nouveaux «environnements ou facteurs de stress ont
montré plusieurs modifications comportementales critiques, notamment un comportement
d’échappement et de diminution de I’exploration chez les animaux » (Palanza, 2001). Le suivi et
I’interprétation de ces changements comportementaux critiques pourraient nous fournir des
informations avantageuses et fiables sur le dépistage de la dépression et de I’anxiété. Plusieurs
tests comportementaux ont été élaborés en utilisant des facteurs de stress typiques tels que la
nage forcée, la suspension par la queue, 1’exploration libre dans un champ ouvert, la sensibilité a

la lumiére et I’obscurité (Lezak et al., 2017).

Dans un premier temps, nous avons évalué les éventuels effets anxiolytiques aigus de la
MEHM et du diazépam a I’aide du test de la boite claire sombre ou light and dark box test (DLT)
et du test de labyrinthe surélevé ou elevated plus maze test (EPM). Ces deux tests sont largement
utilisés dans le dépistage des médicaments a effet anxiolytique chez les animaux (Garcia-Rios et
al., 2019). D’apres nos résultats, le MEHM a démontré un effet significatif et dose dépendante
dans le test de la chambre claire sombre et le labyrinthe surélevé. En effet, le MEHM et le
diazépam étaient capables d’augmenter le temps passé par 1’animal dans le compartiment éclairé
de la boite éclairée et d’augmenter les paramétres correspondant aux bras ouverts dans le test de

labyrinthe surélevé. Ces comportements observés dans les deux tests soutiennent fortement
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I’hypothése de I’effet anxiolytique de I’extrait de Hyoscyamus muticus. Le diazépam, un
médicament utilisé dans cette étude comme anxiolytique de référence, a induit une augmentation
significative du pourcentage de temps passe, du nombre d’entrées et du nombre de redressement
dans les bras ouverts. L’effet observé pour le diazépam était plus important que 1’effet obtenu
par I’utilisation de MEHM. Le diazépam a un effet important sur la réduction de comportements
anxiogéniques sans affecter 1’activité locomotrice générale des souris dans le test de labyrinthe
surélevé (Wilson et al., 2004 ; Razack et al., 2018).

Pour confirmer les résultats obtenus dans le DLT et EPM, le test en champ libre a été
effectué. Dans ce test les souris traitées par la dose 200 mg/kg de I’extrait montrent une
augmentation du nombre d’entrées de carrés centraux et périphériques et du comportement de
redressement. L’augmentation de ’activité de I’animal dans la zone centrale du champ ouvert
pourrait étre interprétée comme un comportement anxiolytique (Prut et al., 2003). Le diazépam
n’a produit aucun changement significatif, mais on observe une légére augmentation du nombre
de redressements «rearing». D’autre part, dans ce test, les souris traitées avec la dose
200 mg/kg de I’extrait montrent une augmentation du nombre d’entrées de carrés centraux et
périphériques et du comportement d’élevage. L augmentation de I’activité dans la zone centrale
des appareils de champ ouvert pourrait étre interprétée comme un comportement de type
anxiolytique (Prut et al., 2003). Dans ce test, nous n’avons pas pu confirmer que le diazépam a

un effet anxiolytique.

L’administration orale de I’extrait a pu réduire de maniére significative la durée du temps
d’immobilisation dans le test de nage forcée et dans le test de la suspension caudale. Les doses
100 et 200 mg/kg de I’extrait de H. muticus ont réduit de maniére significative le temps
d’immobilisation dans le test de nage forcée (p<0,001) et dans le test de suspension de la queue a
été réduite dans le groupe traité par MEHM, notamment si 1’on utilise la dose spécifiquement par
la dose la plus élevée de MEHM. Le test de la nage forcée (FST) et le test de suspension de la
queue (TST) sont largement utilisés pour détecter et caractériser 1’efficacité des nouveaux
médicaments antidépresseurs ainsi que leurs mécanismes neurobiologiques impliqués (Bourin et
al., 2005). Ces deux modeéles étaient basés sur le comportement de désespoir face a une telle
position dont 1’animal ne peut pas s’échapper ou s’accrocher a des surfaces a proximité. La
mesure du temps d’immobilité est le comportement typique observé aprés avoir exposé les

animaux a différents facteurs de stress. Dans le test de la nage forcée, la mesure de la durée
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d’immobilité est le principal comportement actif suivi ; I’augmentation de I’immobilité tout au
long de la période d’essai (6 minutes) peut étre interprétée comme une diminution de
comportement dépressif (Can et al., 2012). Pareillement, 1’administration de 1’extrait chez la
souris a un effet marqué sur le temps d’immobilité dans le test de la suspension caudale. L’effet
anti-immobilité produit par ’extrait de la plante a confirmé les résultats antérieurement obtenus
dans le test de la nage forcée ce qui suggere un réle important de MEHM dans la modulation du
comportement dépressif chez les souris. L’effet de MEHM est similaire a celui de la
Clomipramine (I’antidépresseur de référence). La Clomipramine a induit un effet positif sur la
réduction du temps d’immobilité dans les deux tests utilisés dans 1’évaluation de la dépression.
La Clomipramine appartient a la famille des antidépresseurs tricycliques couramment utilisés
dans le traitement des troubles obsessionnels compulsifs et qui agissent probablement en
augmentant la transmission sérotoninergique et noradrénergique (Hollander et al., 2000 ;
Kellner, 2010).

Le mécanisme neurochimique de la dépression est basé principalement sur la diminution
de niveau de sérotonine, de la noradrénaline et de la dopamine dans le cerveau. Depuis des
années, le traitement de la dépression repose pratiquement sur la méme idée, celle d’augmenter
la disponibilité de certaines monoamines, en particulier la sérotonine et la dopamine dans les
fentes synaptiques entre les cellules nerveuses (Zheng et al., 2013 ; Lanfumey et Hamon,
2005). Récemment, plusieurs programmes de recherche ont été entamés pour trouver de
nouvelles molécules antidépressives et d’améliorer les effets des molécules préexistantes

(Lanfumey et Hamon, 2005).

Les mécanismes neurochimiques par lesquels MEHM pourrait induire [’effet
antidépresseur ne sont pas encore élucidés. Cependant on peut émettre des hypothéses en se
basant sur les données bibliographiques concernant les extraits de la plante la plus proche ; H.
niger. L’extrait éthanolique de Hyoscyamus niger, une autre espéce du genre Hyoscyamus, a
montré une réduction significative de la durée d’immobilité des animaux dans le test de la nage
forcée et dans le test de suspension caudale (Patil et al., 2013). De méme, ’effet antidépresseur
observé pour I’extrait de Hyoscyamus niger semble impliquer la participation de plusieurs
systéemes neurologiques (Patil et al., 2013). L’extrait aqueux de Hyoscyamus niger atténuait la
diminution du niveau de dopamine dans le striatum, en inhibant I’activité de I’enzyme MAO-B,

Monoamine oxydase B, dans les mitochondries (Sengupta et al., 2011). On pourrait alors
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supposer que MEHM pourrait agir aussi en inhibant la MAO-B par la quercetine qu’il contient.
En nous basant sur le criblage phytochimique de 1’extrait méthanolique de Hyoscyamus muticus,
nous trouvons une concentration importante de métabolites secondaires dont les phénols et
flavonoides. Un des mécanismes possibles a I’origine de 1’effet antidépresseur de 1’extrait serait
la présence de quercétine, comme composé majeur de la plante. En effet, la quercétine exerce
une activité anxiolytique significative par I’intermédiaire des récepteurs GABA, dans le test du
labyrinthe surélevé chez les souris (Jung et Lee, 2014). Il a été aussi confirmé que
I’administration orale de quercétine augmentait le nombre d’entrées dans les bras ouverts et le
pourcentage de temps passé dans les bras ouverts du test de labyrinthe surélevé (Vissiennon et
al., 2012). La quercétine inhibe I’activité¢ de I’enzyme MAO-A, la monoamine oxydase A, dans
les mitochondries des cellules du cerveau chez la souris (Bandaruk et al., 2012) et produit son
effet anxiolytiqgue et antidépresseur en agissant sur les fonctions cholinergiques et

sérotoninergiques (Samad et al., 2018).
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5. Conclusion
Dans cette partie, nous avons démontré de trés intéressants effets antidépresseurs et
anxiolytiques, aprés 1’administration par la voie orale de 1’extrait méthanolique de Hyoscyamus

muticus chez la souris.

Les effets anxiolytiques de MEHM ont été évalués en utilisant le test de la chambre
claire-sombre (DLT) et le test du labyrinthe en croix surélevé (EPM). L’extrait a la dose de 200
mg/kg, a révélé une reduction significative du comportement anxiogéne et une augmentation des
parametres liés au temps passé dans la boite lumiere-obscurité, le temps passé dans le bras ouvert
du test du labyrinthe surélevé, et le nombre de lignes centrales traversées dans le test du champ
ouvert. L'activité antidépressive a été évaluée par le test de la nage forcée (FST) et le test de la
suspension caudale (TST). Deux doses de I'extrait étaient efficaces pour réduire le temps
d'immobilité dans le test FST et le TST. Dans les différentes test utilisé 1’effet de diazépam,
anxiolytique de référence, était plus important que celui des doses de MEHM. De méme, I’effet
de la clomipramine, antidépresseur de référence, était plus important que les doses de MEHM
utilisées. Ces résultats significatifs obtenus ont montré que MEHM posséde des propriétés

neuropharmacologiques intéressantes.

Ces résultats obtenus constituent une base scientifique solide qui justifie I'utilisation
traditionnelle de cette espéce dans la prise en charge des troubles d’anxiété au Maroc. Malgré la
méconnaissance des mécanismes d’action impliqués dans les effets observés, les recherches
faites jusqu’a maintenant permet de considérer MEHM comme une alternative aux traitements
antidépresseurs et anxiolytiques utilisés jusqu’a présent. La normalisation de ces utilisations
neuropharmacologiques nécessite davantage d’autres études approfondies pour explorer les
mécanismes impliqués dans les effets antidépresseurs et anxiolytiques. Ces propriétés ne sont pas
dues a I’ensemble des composés chimiques contenus dans I’extrait mais probablement a des
principes actifs susceptibles d’étre responsable de ces effets, c’est pour cela qu’il faudrait
approfondir des recherches pour la mise en evidence de ces phytoconstituants par un
fractionnement bio-guidé plus poussé. Cela permettra d’isoler et d’identifier les principes actifs
de H. muticus. Ces étapes ont €té primordiales pour la mise en ceuvre des initiatives innovantes
pouvant déboucher dans I’avenir sur le développement de nouveaux meédicaments efficaces

contre I'anxiété et la dépression.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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Conclusion générale et perspectives

Malgré le nombre considérable des recherches publiées sur les effets
neuropharmacologiques et comportementaux des extraits de plantes originaires de la médecine
traditionnelle marocaines, la littérature ne rapporte aucune étude sur les effets biologiques de
I’espéce Hyoscyamus muticus du Sahara du Maroc. Dans ce travail nous avons eétudié
I’importance et les différentes pratiques de la phytothérapie utilisées dans le traitement de
certaines maladies dans la province de Zagora, puis nous avons procédé a une évaluation
expérimentale de I’effet de I’une des espéces recensées sur la douleur, I’anxiété et la dépression

toute en déterminant la toxicité et la phytochimie de cette plante sélectionnée.

Pour notre premier objectif, nous avons eu recours a un questionnaire et des
méthodologies adaptées pour inventorier et extraire les savoirs et les pratiques anciennes
couramment utilisées par la communauté locale de la province. A I’issue de cette étude
ethnopharmacologique, et malgré le développement socioéconomique dans la province, il en
ressort que la phytothérapie demeure une pratique encore largement utilisée dans le traitement de
nombreuses maladies dont la douleur, ’inflammation, le diabéte et la lithiase rénale. Par
ailleurs, nous avons conclu que de nombreux utilisateurs et méme des tradithérapeutes ignorent
les quantités recommandées et aussi la majorité des participants ne connaissent pas la toxicité de
certaines espéces utilisées dans la préparation des remédes traditionnels. Cette enquéte a révélé

83 especes recensées et présumées posseder des effets thérapeutiques.

Pour vérifier certains des effets déclarés dans 1’étude ethnobotanique nous avons choisi
I’espéce  Hyoscyamus muticus pour explorer [D’activité neuropharmacologique et
comportementale en utilisant des modéles animaux. Les études scientifiques menées sur les
effets biologiques de cette plante sont trés rares dans la littérature, cela nous a encouragé a
évaluer D’activité antinociceptive, antioxydante, antidépressive et anxiolytique de [’extrait

méthanolique de H. muticus.

Notre etude révele que I’extrait méthanolique de H. muticus administré oralement aux
souris agit favorablement sur la réduction de la sensation de la douleur chimique et thermique.
L’extrait méthanolique de cette plante entraine une réduction significative du temps de latence
dans le test de la plaque chauffante, la réduction de nombre de contorsions dans le test de I’acide

acetique et le temps de léchage de la patte injectée par le formalin dans le test au formalin. Dans
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le méme objectif nous avons vérifié I’implication des récepteurs opioidergiques et muscariniques
dans I’effet antinociceptif observé. Pour cela nous avons traité les animaux préalablement par la
naloxone ou I’atropine qui bloquent les successivement les récepteurs opioidergiques et
muscariniques. Les résultats obtenus indiquent que ’extrait agit sur les deux types des récepteurs

pour atténuer la douleur.

Sur un autre volet de cette étude nous avons vérifié le potentiel effet sur I’anxiété et la
dépression. A cet égard, il apparait que 1’extrait méthanolique de Hyoscyamus muticus améliore
I’activité des animaux dans les tests de comportement notamment le test de la chambre claire/
sombre, le test de croix surélevés, test de la suspension caudale, le test de la nage forcée et le test
du champ ouvert. Ces observations indiquent que MEHM posséde un effet anxiolytique et
antidépresseur remarquable chez les souris. L’étude phytochimique et la quantification des
polyphénols totaux de ’extrait indiquent que I’extrait est trés riche en métabolites secondaires,
ce qui peut influencer les différents systémes de I’organisme. Les effets centraux observés serait

du probablement a la présence des alcaloides de types tropaniques.

L’originalité de ce travail réside dans 1’¢laboration des informations liées a la toxicité et
I’activité neuropharmacologique de Hyoscyamus muticus du Maroc. Ainsi, cette étude a pu
apporter de nouvelles données toxicologiques liée a cette espéce et a permis pour la premiere fois
de déterminer la dose létale de 1’extrait de H. muticus administré par les deux voies:
intrapéritonéale et orale. Notre travail a apporté de nouvelles données concernant 1’utilisation de
la plante Hyoscyamus muticus et élucidé une partie de leur mécanisme d’action pharmacologique
sur la douleur. Les résultats obtenus pourraient servir pour 1’élaboration d’autres travaux de
recherches visant I’exploration des mécanismes approfondies pour une meilleure compréhension
de I’action neuropharmacologique et comportementale de I’extrait. Les principales perspectives

de recherche qui apparaissent a 1’issue de ce travail se résument dans les points suivants :

- Elaborer des épuisements de ’extrait, vérifier ’effet de chaque fraction ainsi que
d’identifier la structure chimique de chaque composé et déterminer la relation entre
les métabolites et les effets observés.

- Etudier I’effet anti-inflammatoire de 1’extrait en utilisant des tests in vivo et in vitro.

- Initier des recherches sur d’autres mécanismes moléculaires qui pourraient é&tre

impliqués dans 1’effet analgésique observé.
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Chercher les mécanismes centraux responsables de D’effet antidépresseur et
anxiolytique de I’extrait de la plante de Hyoscyamus pourrait avoir un intérét clinique
important.

Réaliser des dosages des neurotransmetteurs impliqués dans la dépression et I’anxiété
aprés I’administration de 1’extrait.

Evaluer I’effet chronique de I’extrait aux différentes doses sur des modeles animaux

de la dépression et de I’anxiété.
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Annexe 1

Questionnaire

Dans le cadre d’une étude ethnopharmacologiqueu au sein de la population de Zagora, nous
souhaiterons récuillir des informations sur les PMs utilisées dans le traitement de la douleur,
I’inflammation, le diabéte et les plantes possédant des effets hallucinogénes.

INFORMATIONS GENERALES SUR LE PARTICIPANT
Commune: ................... Age i, Sexe: F / M

Niveau académique :

| Néant

| Primaire

| Secondaire

|| Universitaire |

Données sur la santé du participant: ......................

INFORMATIONS SUR LES PLANTES UTILISEES

Nomvernaculaire : ...,

Nom scientifigQue : ..o,

Effet thérapeutiqgue de la plante :

Anti-
inflammatoire

Analgésique

Anti-

diabétique

Anti-
urolithiasique

Hallucinogéne

Source d’obtention de la plante utilisée :

Plante Feuilles Fruits | Tige

entiére

Ecorce

Graine Rhizome Bulbe

Forme d’emploi :

| Fraiche | | Poudre | | Huillesessentielles | |  Huilles grasses |
Mode de préparation
| Infusion | Décoction | | Cataplasme | ] Cuit |
Mode d’administration
\ Oral | | Inhalation | | Massage | JAutres:....................
Dose utilisee
Pincée Poignée Cuillerée Quantité g/verre Quantitéeng/l | | ................

Nombre de prise par jour: .....................

Durée de traitement :

| Un jour

|

| Une semaine | | Un mois

| ‘ Jusqu’a la guérison

Efficacité de la plante :

| Trés efficaces

| Amélioration de la situation

\ \ Pas d’effet |

Pourquoi vous avez choisi ’utilisation des PMs a la place des médicaments

| Trés efficaces

|

| Amélioration de la situation

‘ ‘ Pas d’effet |

Information sur la toxicté de la plante utilisée :

| OUI

| NON

[ ]

S OUL o o

243




Annexe 2
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Figure 1: Courbe d’étalonnage de 1’acide gallique utilisée dans le dosage des polyphénols.
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Figure 2: Courbe d’étalonnage de la catéchine utilisée dans le dosage des flavonoides totaux.

244



L
\‘

0,6
0,5 y = 0,5716x + 0,0064 /
3 R2=0,9998
g 04
o]
S
2 0,3
< /
0,2 o
0,1 /
0
0 0.2 0,4 0,6 0,8 1

Concentration de la catechine (mg/ml)

1,2

Figure 3: Courbe d’étalonnage de la catéchine utilisée pour le dosage des tannins.
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