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Introduction Générale

Au cours des derniéres années, I’intérét public pour 1’utilisation des plantes médicinales
dans I’industrie pharmaceutique a considérablement augmenté non seulement dans les pays en
développement, mais aussi dans les pays industrialisés. Parmi les diverses plantes médicinales,
certaines especes endémiques sont particuliérement intéressantes car elles peuvent le faire utilisé
pour la production de matieres premicres contenant des composés phytochimiques et aux
bienfaits divers pour la santé (Exarchou et al., 2002 ; Shukla et al., 2009).

Les ressources naturelles, notamment les plantes, sont utilisées dans un but thérapeutique
depuis la nuit des temps. Les plantes ou extraits de plantes contiennent un ensemble de
substances actives dont les mécanismes d'action ne sont pas toujours connus. La qualité des
produits préparés a partir de plantes médicinales peut varier en fonction de la qualité des plantes
récoltées (Bruno et al., 2019).

Les plantes étaient la source la plus importante de médicaments en raison de leur
abondance de métabolites secondaires (Bouhadjera, 2005). Pour ca les métabolites secondaires
font I'objet de nombreuses études menant a leur identification les principaux éléments actifs de la
plante (Curtin, 1983 ; White et al., 1996).

Tout est poison, rien n’est poison, c’est la dose qui fait le poison, 1’identification
imprécise des composants de la plante peut rendre toxique une préparation a base de plantes,
notamment lorsqu’un de ses constituants, susceptible d’avoir des effets toxiques graves, n’est
pas, ou mal identifi¢ (Zeggwagh et al., 2013).

La toxicité des plantes peut étre causée par différents facteurs intrinséques: elle peut étre
due a un de ses composants: les plantes médicinales sont des mélanges complexes de molécules
diverses potentiellement toxiques telles les hétérosides cardiotoniques, certains alcaloides, les
coumarines..., donc avant de dire qu'une plante a un futur médicinale, il faut étudier I'aspect
toxicologique des plantes médicinales utilisées en médecine traditionnelle (Krief, 2003).

La région méditerranéenne posséde une diversité biologique exceptionnelle : sa richesse
floristique est estimée a 25000 especes. La moitié de ces espéces sont réparties le long de la mer
Méditerranée et sont bien adaptées aux saisons seéches (Vela et Benhouhou, 2007). Grace a sa
situation géographique, 1'Algérie posséde de nombreux biotopes différents avec une richesse
florale importante. Les systémes forestiers algériens consistent en environ 4 millions d'hectares
de foréts "naturelles", le reste étant constitué de maquis et de boisement (Bneder, 2008). La

flore exceptionnellement riche et diversifiée comprend environ 3000 especes végétales, dont 15
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% sont endémiques et appartiennent a plusieurs familles botaniques (Quezel et Santa, 1963).
Elles sont caractérisées par une remarquable diversit¢ de résineux (Pinus halepensis, Pinus
pinaster, Tetraclinis articulata, Abies numidica...) (Dahmani-Megrerouche, 2015).

Le sapin est un genre monophylétique largement répandu de coniferes (Sanchez-Robles
et al., 2014), présenté par 50 especes qui se répartissent dans le pourtour méditerranéen tels que :
A. pinsapo en lItalie, A. marrocana au Maroc et Abies numidica de Lannoy en Algérie (Bonnier,
1998). Ces dernieres années, beaucoup d'attention a été accordée aux especes du genre Abies, en
raison de leurs activités biologiques (Yang et al.,, 2008), elle est introduite plus tard par
plantation dans d’autres régions comme Annaba et Constantine (Hachi-illoul, 2016).

Abies numidica de Lannoy ex Carri¢re est une plante endémique en Algérie, elle se
retrouve dans les monts de Babors et Tababort en petite Kabylie, au nord de Sétif (Quezel,
1964), elle est une espece d’arbre en forme des cones large, n’existe a 1’état naturel que dans les
montagnes des Kabylie (Cheers et Burnie, 2005).

Actuellement peu de recherches se focalisent sur I’étude de la toxicité d’Abies, c’est dans
cette perspective que nous avons essay¢ d'étudier la toxicité de 1’extrait d’une plante endémique
appartenant a ce genre et qui n’est pas fréquemment employée par la population en Algérie qui
s’appelle Abies numidica. Nous étudions dans le présent travail 1'évaluation de la toxicité des
extraits hydro-méthanoliques des aiguilles et des cones de Sapin d'Algérie (Abies numidica).

Ce travail se divise en deux parties, un apercu bibliographique et une partie
expérimentale. La partie bibliographique renferme deux chapitres, le premier présente un apergu
sur le genre Abies et 1’espéce étudiée, Abies numidica, leurs utilisations traditionnelles et
quelques travaux scientifiques réalisés sur ’espéce. Le deuxiéme chapitre expose les métabolites
secondaires en général avec les principaux métabolites présents dans I'espece. La partie
expérimentale présente les techniques d’extraction des métabolites secondaires. La toxicité des
extraits a ét¢ examinée également, in vivo. La partie correspondant aux résultats et leurs

discussions, représente la contribution majeure de I'étude. Enfin une conclusion générale.
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Chapitre 1 : Généralités sur I’espece étudiée (Abies numidica De Lannoy ex CARRIERE)

1. Historique

Le nom Abies dérive de "abed", le nom latin du sapin argenté de l'ancien monde. Le
nom Abies apparait pour la premiere fois en 77 apres JC dans 1’Historia Naturalis de Pline

'ancien (Bonner, 2008).

La famille actuelle des Pinaceaes comprend 11 genres et environ 200 espéces d'arbres
et plusieurs espéces d'arbustes qui dominent de nombreux types de végétation terrestre dans
I'hémisphere Nord, en particulier les foréts boréales, tempérées et montagnardes (Gernandt
et al., 2016).

L'histoire et la distribution contemporaine d'Abies sont discutées. L'espéce a trois
centres de distribution modernes : 1'Europe du Sud, I'Amérique du Nord et 1'Asie de I'Est. Ces
zones sont également riches en archives fossiles (Linares, 2011). En Chine, le genre est
présent dans 20 provinces, en particulier dans les monts Heng Duan. Des phénoménes
endémiques et relictuels sont désormais visibles dans ce genre.

Il existe sept types de reliques avec des individus limités et des régions dispersées
limitées. Sur la base des archives fossiles et des données phylogénétiques récentes,
I'hypothese suivante a été proposée: Abies est originaire des altitudes moyennes et €élevées de
I'hémisphere nord au milieu du crétacé et s'est propagé vers le sud a I'éocéne en raison du
refroidissement climatique global.

La distribution d'dbies a été fortement influencée par des événements géologiques tels
que le soulévement de I'Himalaya, des Alpes, des montagnes rocheuses, I'avénement des
moussons asiatiques et les glaciers du quaternaire. Finalement, le schéma de distribution
actuelle s'est formé au quaternaire. Le genre Abies a une histoire fossile et un modéle de
distribution moderne similaire a Cathaya et Pseudolarix (Xiang et al., 2007).

2. Etude botanique
2.1. Répartition géographique du genre Abies

Abies comprend plusieurs especes répandues dans 1'hémisphere nord avec centres de
distribution en Amérique du Nord et en Asie de 1'Est. Les Abies sont souvent dominants dans
la zone de la forét boréale du nord et a haute altitude dans les principaux systémes
montagneux des latitudes méridionales, et sont d'une importance écologique cruciale pour la

restauration de 1'eau et du sol 1a ou ils se trouvent (Xiang et al. 2018)(Figure 1).
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* En Asie : Les especes du genre Abies ont une distribution limitée en Asie. Ils occupent le
systéme montagneux de 1'Himalaya en Chine et des endroits isolés en Chine. On les trouve

¢galement a Taiwan, en Corée, a Sakhaline et au Japon.

* En Europe : Le genre Abies est présent dans les chaines de montagnes des Pyrénées a la
péninsule balkanique. Ces espéces se trouvent également en Turquie, au Liban et dans le

Caucase.

* En Amérique du Nord : Le genre Abies occupe deux régions discontinues a l'est et a I'ouest

avec un grand écart entre elles.

- Est jusqu'a Terre-Neuve et la péninsule du Labrador, a 1'ouest jusqu'a North Albert, Canada.
- A Tl'ouest, il s'étend de 1'Alaska au Guatemala et des hautes montagnes du Yukon au
Honduras. Mais il y a une gamme continue, a I'ouest du Honduras, a l'est du Labrador a la

Californie et au Tennessee.

* En Afrique : Trés peu d'especes d'Abies sont présentes dans les pays d'Afrique du Nord, en

Algérie et au Maroc (Farjon et Filer, 2013).

Figure 1. Distribution globale du genre Abies dans le monde (Farjon et Filer, 2013).
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2.2. Répartition géographique de ’espéce Abies numidica

La forét du Mont Babor est la forét la plus extraordinaire d'Algérie, avec des parties
relativement intactes préservées, ou des sapins centenaires meurent sur leurs pattes. Abies
numidica de Lannoy présente uniquement dans la forét du Mont des Babors, lui donne une
toute nouvelle valeur. C'est une ressource naturelle rare qui doit étre préservée et protégée afin
qu'elle ne soit pas considérée comme une espece disparue.

Notre choix de Sapin d'Algérie s'explique par la rareté de cette espece et son aire de
répartition diminue chaque jour et son existence en Algérie est menacée de disparition classée
dans la liste rouge de ’'UICN (Naili, 2018) .

La répartition du sapin de numide est limitée aux monts Babors, en Kabylie orientale a
1300-2000 m sur la surface montagneuse humide et mélangée au chéne zeen. Il n'y a pas de
forét d'épicéas pure, Abies numidica est encore plus localis¢, avec une superficie de moins de
300 hectares, uniquement au sommet des monts de la Petite Kabylie et du massif du Tababor,
il est aussi strictement calcaire, formant de belles foréts. Les pentes culminantes de Babor. A
I'écart du versant sud, ou dominent les chénes vert, il est au contraire abondant dans la plaine
1800-2000 m du c6té nord. Sur Tababor, le sapin est moins commun et se situe sur les pentes

raides du versant nord (Tlili-Ait Kaki et al., 2013) ( Figure 2 ).
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Figure 2. La région de répartition de /'Abies numidicaen Algérie (Mouloud et al., 2016).
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2.3. Description de ’espece étudiée

Abies numidica de Lannoy ex CARRIERE est un arbre a feuilles persistantes,

atteignant 25 metres de haut, a écorce lisse et grise. Lorsqu'il est jeune, puis écailleux

brunitre. Rameaux vert olive ou brun, légérement ridés (Maire, 1952).

Tableau 1. Caractéristiques botaniques et géographiques du sapin de Numidie (Hachi-illoul,

2016).
Criteére Description
Droites mesurent 15 a 25 mm delonget 2 a 3 mm delargeet d'épaisseur. ces
aiguilles disposés enpinceaux , elles sont de deux types: Aiguilles des
rameaux stériles droites et Aiguilles des rameaux fertiles disposées en
brosse.
Elles ont la moitié les bois laissent des rainures en forme de V dans les
Feuilles
branches.
Dessus rond et pas épicé.
Les stomates sur la face supérieure sont sur le c6té Haut.
Sur les branches fertiles, ils se trouvent dans les buissons et la créte est
relevée, cornée et pointue et présente des stomates trés proéminents sur la
face inférieur (Figure 03).
Rameaux Vert olive ou brun, légérement ridés.
Bourgeons

Ovoides, assez gros, pointus d’un brun rouge résineux a la base, le

bourgeon terminal est entouré de 4-5 bourgeons secondaires (Figure 4).
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= Grandes, oblongues et cylindriques, gris-brun a mature.
Cones » Lalongueur varie entre 8,2 et 18,5 cm et le diamétre varie entre 4 et 6 cm.
= [ls mirissent en octobre-novembre et enfin se fend pour libérer les graines,
laissant sur l'arbre le fuseau du cone appeler "colonne vertébrale".
» La saison de fructification a lieu chaque année (Figure 5).
»  Fruit cones femelles de 12 4 18 cm, de 3 a4 5 cm de diamétre,
Cylindriques, gris-brun a maturité, résineuse, contenant des bractées,
Fruits dressées sur branches.
» Les cones males sont rougeatres et jaunes lorsqu'ils sont ouverts.
» Les bourgeons des fleurs méales sont rouges et jaunissent lorsqu'ils s'ouvrent.
= Les fleurs femelles sont vertes et portent des cones de 15 cm de diametre.
Long, 3 4 4 cm de diamétre, cylindrique, gris-brun a maturité .
Fleurs
» Ils contiennent des graines ailées de 2 a 3 cm de long (graine plus aile).
Floraison Aura lieu mois d'avril.
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Figure 3. Le feuillage distinctif d'Abies numidica, vu sur le vieil arbre dans le pinetum a

Wakehurst Place, Sussex, UK. Photographié¢ le 22 juillet 2020. Image Tom Christian.
(https://treesandshrubsonline.org/articles/abies/abies-numidica/

o x\x:xwﬂ o i 3- "

Figure 4. Différentes formes de distribution des bourgeons du genre Abies. (A) 3 bourgeons
sur lesquels les feuilles inférieures tournent vers le haut et sont encombrées sur la face
supérieure de I’axe secondaire de la pousse ; (B) la forme radiale ; (C) un bourgeon terminal
entouré par des bourgeons
D : feuilles disposées en deux séries latérales, qui s’étendant de I’axe de la pousse (Dorken et

Nimsch, 2018)
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Figure 5. Cones d'Abies numidica .le vieil arbre dans le pinetum a Wakehurst Place,
Royaume-Uni. Juillet 2020.

(https://treesandshrubsonline.org/articles/abies/abies-numidica/

2.4. Conditions climatiques de I’espéce A. numidica de Lannoy

Le sapin d’Algérie est un arbre qui se trouve dans les foréts humides de montagne. Le
climat est particuliecrement humide et froid, la quantité annuelle de précipitations est de 2500
mm, dont la plupart tombe sous forme de neige en hiver. Les étés sont secs et le climat est
typiquement méditerranéen, avec une température moyenne de 18 °C et des minimales

hivernales de -1 °C et un froid extréme de -8 a -10 °C (Tehari et Trad Khodja, 2019).

2.5. Noms vernaculaires

Il ya plusieurs nominations de la plante 4. numidica de Lannoy ex Carriere. Abies
numidica: du grec Abies est sapin et numidica est I'ancien nom d'Algérie.
* Noms latins : Abies numidica De Lannoy ex Carriere, A. baborensis, A. pinsapo Boiss. Une
variante. Baborensis Coss.
* Noms francais : sapin numide, sapin d'Algérie, de Kabylie, Babors.

*Noms anglais: The fir of Numidia, the fir of Algeria (Farjon, 2010)

2.6 Classification systématique

La taxonomie du sapin d’Algérie est présentée dans le tableau suivant.
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Tableau 2. Classification scientifique de I’Abies numidica de Lannoy (Quezel and Santa,

1963)
Sous-régne Tracheobionta
Embranchement Spermaphytes
Sous-embranchement Gymnospermesa
Division Coniferophyta
Classe Pinopsida
Ordre Pinales
Famille Pinaceae
Genre Abies
Espéce Abies numidica

3. Usage traditionnel du sapin de Numidie

Les plantes médicinales sont des ressources précieuses pour la plupart des populations
rurales et urbaines en Afrique et représentent le principal moyen par lequel les individus sont
pris en charge. Malgré les progrés de la pharmacologie, l'utilisation des plantes médicinales
est trés présentes dans certains pays du monde et surtout pays développés (Tabuti et al.,
2003).

Recherche sur la médecine traditionnelle et la guérison par donc les plantes sont
particulierement intéressantes a cause du peu de travail recherches liées a cet aspect, et plus
particuliérement I'utilisation des especes naturelles en médecine traditionnelle. En effet, une
grande partie du travail a été centré sur l'utilisateur ignorant le véritable aspect floral de la
terre (Hammiche et Gueyouche, 1988).

Le sapin d’Algérie a été peu étudiée, elle est traditionnellement utilisée pour traiter
I’inflammation, la grippe, les problémes des voies respiratoires, les maladies vasculaires, et
aussi pour soigner les maux d’estomac. En outre, cette plante est utilisée comme agent

anti-scorbutique, un antiseptique dans les blessures et en cataplasmes sur les plaies et les
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brilures et comme agent antimicrobien (Tehari et TradKhodja, 2019) . Ainsi, les cones
d’Abies numidica de Lannoy sont utilisés pour traiter certaines maladies comme :

I’indigestion, 1’ulcére, et les maladies vénériennes (Fujita et al., 1995).
4. Les travaux scientifiques réalisés sur ’espéce Abies numidica

Les plantes médicinales constituent une source importante de métabolites secondaires,
dont les huiles essentielles aux nombreuses propriétés bioactives, couramment recherchées
dans le domaine de la phytopharmacie et des produits agricoles. Abies numidica est une
plante endémique algérienne qui a des vertus médicinales, a fait I'objet d'une étude
physico-chimique et microbiologique. Malgré les effets bénéfiques de cette plante dans la
médicine populaire et ainsi leur role écologique trés important, peu des études ont été faites et

publiées sur cette plante, elles sont classées dans le tableau suivant (Benouchenne et al.,
2022).
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Tableau 3. Les travaux scientifiques réalisés sur le sapin d’Algérie

Article Région Extrait Résultats Référence
Effet de la concentration de | Nitra slovaquie | I'élongation des radicules chez | L'ajout de charbon actif ou de (IBA) a eu un | (Vookova et
saccharose, du charbon de bois les embryons somatiques | effet positif sur la germination des embryons. Kormut’ik, 2001)

et de l'acide indole-3-butyrique
sur la germination des embryons

somatiques d'Abies numidica

d'dbies numidica vis-a-vis des

milieux de germination

Revalorisation d’une essence | Sraidi, région
endémique : le sapin de Numidie | d'Annaba

(Abies numidica). (Algérie)

Les propriétés chimiques et | Monts Babors,
antimicrobiennes de [’huile | Sétif, Algérie.

essentielle d’A. numidica, espéce

endémique en Algérie.

I'huile essentielle extraite des

aiguilles

L’analyse GC-MS de l'huile essentielle extraite
des aiguilles de sapin algérien et les résultats ont
montré que cette huile est riche en acétate de

bornyle, camphéne, alpha-pinéne et béta-pinene.

(Tlili-Ait Kaki et
al., 2013)

L'huile essentielle avait une activité

antibactérienne trés efficace contre les souches

examinées.

(Ramdani et al.,

2014)
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Les activités antioxydantes et

Ichebilia, M’sila,

les extraits méthanoliques

Les résultats ont indiqué que les extraits de

(Ghadbane et al.,

antimicrobiennes d’une plante | Algeria. bruts et l'huile essentielle des [ méthanol brut et les huiles essentielles ont [ 2016)

endémique Abies numidica dans feuilles. entrainé les activités antioxydantes les plus

les montagnes de puissantes.

Babors en Algérie

Diterpenes abiétanes a partir des | Constantine, L'extrait | Il a démontré une activité antibactérienne contre | (Belhadj Mostefa et
cones d’A.numidica de Lannoy | algeria hydrométhanol-ique (huit | B. subtilis, E. faecalis, S. aureus 8325-4, S. aureus | al., 2017)

ex Carricre et évaluation de leurs diterpénes d'abiétane (1-8) des

propriétés antimicrobiennes cones d'A. numidica).

in-vitro.

Analyse LC-MS/MS, activités | Constantine, fraction acétate d'éthyle extrait | Les résultats ont montré que dans tous les tests, | (Benouchenne et
antioxydantes et antibactériennes | Algeria. des aiguilles I'EAF a montré un effet antioxydant puissant et un | al., 2020)

de la fraction d'acétate d'éthyle
de sapin d'Algérie (Abies
numidica de Lannoy ex Carriere)

extraite des aiguilles.

fort effet inhibiteur contre toutes les souches

bactériennes utilisées.
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Investigation phytochimique et | Constantine, l'extrait de n-butanol d'A. | Les résultats de l'activité antioxydante ont révélé¢ | (Benouchenne et
évaluation des activités | Algeria. numidica que cette fraction a un pouvoir modéré. al., 2021)
antioxydantes et antibactériennes
_ Les résultats de l'analyse par (LC-MS/MS) ont
de 'extrait d'4bies (n-butanol). o
montré que les principaux compos€s présentés
dans cet extrait étaient 1'hyperoside, l'astragaline
et la rutine.
Profile chimique par GC-MS et | Constantine, I'huile essentielle obtenue a | Les résultats ont montré que l'huile avait une
évaluation des activités | Algeria. partir des feuilles de sapin | faible capacité antioxydante. (Benouchenne et
biologiques in vitro d’une huile d'Algérie
L'huile essentielle a montré une forte activité | 2l 2022)

essentielle extraites des aiguilles
d’A. numidica de Lannoy ex

Carrieére.

inhibitrice sur l'a-glucosidase mais une faible
activité inhibitrice sur l'a-amylase et l'enzyme

AChE.
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1. Métabolites secondaires des plantes

Un métabolite secondaire est une molécule qui ne fait pas partie des fonctions
primaires des cellules comme le métabolisme, mais il a un role trés important dans la
protection, la reproduction...(Epifano et al., 2007).

Les métabolites secondaires sont plus spécifiques aux plantes, aux bactéries et aux
champignons. On les retrouve dans certaines sections et a certaines périodes de la vie de la
plante. Contrairement aux métabolites primaires, ils ne participent pas directement au
métabolisme. Ces composés proviennent parfois des mémes voies de biosynthese et certains,
par ex. la chlorophylle et la lignine ont des fonctions importantes pour la croissance des
plantes et pourraient le faire donc faire partie des principaux métabolites (Labbani, 2001).

Les métabolites secondaires sont des groupes de molécules impliquées dans 1'adaptation
des plantes a l'environnement, la régulation de la symbiose et d'autres interactions
plante-animal, la défense contre les prédateurs et les pathogeénes, comme agents
allélopathiques ou pour attirer les agents chargés de la pollinisation ou de la dissémination

des fruits (Judd et al., 2002).

2. Classification des métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont synthétisés par différentes parties de plantes, selon
leurs rdles biologiques. Les principales familles de métabolites secondaires sont les

polyphenoles, les alcaloides, les terpénoides et les saponosides (Crozier et al., 2006).

2.1. Polyphénols

Les polyphénols ont plusieurs groupes phénoliques avec ou sans autres fonctions
(Alcool, acide carboxylique). Ils font partie de notre alimentation (légumes, fruits). Ces
composés ont une grande variété de structures et sont classés comme suit: non flavonoides et
flavonoides).

Toutes les classes de composés phénoliques présentent de nombreuses structures en
fonction du nombre et de la position des groupes hydroxyles. Ces structures peuvent
¢galement Etre substituées de diverses manieres (glycosylation, estérification, acylation, etc)

(Nsemi, 2010).
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Ces composés jouent un role primordial contre plusieurs maladies, dont les maladies
cardiovasculaires, 1'hyperglycémie, 1'hypercholestérolémie et I'hyperlipidémie. Plusieurs
études épidémiologiques ont également montré ces effets bénéfiques potentiels contre la

survenue de cancers et autres pathologies inflammatoires (Halevas et al., 2022).

2.1.1. Acides phénoliques

Il existe deux classes principales d'acides phénoliques; dérivés de I'acide benzoique et
les dérivés de l'acide cinnamique. Teneur en acide hydroxybenzoique est généralement tres
faible dans les plantes comestibles. Ces dérivés sont assez rares dans l'alimentation humaine,
par contre, les dérivés de 1’acide hydroxycinnamique sont trés abondants (Macheix et al.,

2005).
2.1.1.1. Classifiation des acides phénoliques
A) Acides hydroxy-benzoiques
Sont des composés aromatiques dérivés de I’acide benzoique et ont généralement une
structure de base C6-C1 (Tableau 4).

Tableau 4. Les principaux acides phénoliques dérivés de 1’acide benzoique

(Sarni-Manchado et Cheynier, 2006).

Structure R1 R2 R3 | R4 Acide phénolique
H H H Acide benzoique
H OH | H Acide p-hydroxy
R2 R1 benzoique
4
\,—{ H OH OH | H Acide protocatechique
i
Ra_;_ COOH H OCH3 | OH H Acide vanillique
)
Rc; H OH OH | OH Acide gallique
H OCH3 | OH | OCH3 | Acide syringique
OH |H H H Acide salicylique
H OH H OH Acide gentisique
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B) Acides hydroxycinnamiques

Les acides hydroxycinnamiques sont plus abondants que les acides
hydroxybenzoiques. Ils sont principalement des composés d’acide p-coumarique, caféique,
férulique et sinapique. L’acide caféique se combine avec 1’acide quinine pour former 1’acide
chlorogénique, que 1’on retrouve dans de trés nombreux fruits et a forte concentration dans le
café. Ils existent souvent liés a des molécules organiques (El Gharras, 2009). Ils ont une
structure de base de type C6-C3 (Tableau 5).

Tableau 5. Principaux acides hydroxycinnamiques (Sarni-Manchado et Cheynier,

2006).
Structure R1 R2 R3 Acides phénoliques
H H H Acide cinnamique
&1 OOH H OH H Acide p-coumarique
OH OH H Acide caféique
R2
R3 OCH3 |OH |H Acide férulique
OCH3 OH OCH3 Acide sinapique

2.1.1.2. Les effets biologiques des acides phénoliques

Les acides phénoliques jouent un rdle trés important dans la protection contre le
stress oxydatif, qui provoque des pathologies dégénératives comme le cancer, les maladies
cardiovasculaires, la maladie d'Alzheimer... (El-seedi et al.,2017). Ils ont également des
effets biologiques bénéfiques, notamment : antioxydant, anticancéreux, anti-inflammatoire,

cardioprotecteur... (Sova et Saso, 2020).

17



Chapitre 2: Metabolites secondaires des plantes

2.1.2. Stilbénes

Les stilbénes ont une structure en C6-C2-C6 : deux cycles benzéniques reliés par un pont
¢thyléne. Il existe deux formes isomériques : (E)-1,2-diphényléthyléne ((E)-stilbéne) et
(Z)-1,2-diphényléthyléne ((Z)-stilbéne) (Figure 6) (Hart, 1981).

Ils sont présents dans de nombreuses familles de plantes supérieures. L’unité de base des
stilbeénes est le (E)-3,5,4’-hydroxystilbéne ou (E)-resvératrol (Figure 6). Les dérivés du
resvératrol varient en fonction du nombre de groupements hydroxyle, des substitutions par
les sucres, les groupements méthoxy, par la conformation (Z) ou (E) et par le degré

d’oligomérisation, etc (Arraki, 2014).

OH OH

Figure 6. Structures chimiques des (E)- et (Z)-resvératrols (Arraki, 2014).
2.1.2.1. Les effets biologiques des stilbénes

Les stilbénes ont plusieurs effets biologiques qui peuvent étre bénéfiques pour la
santé et ont ¢ét¢ d'un grand intérét scientifique. Le resvératrol et ses dérivés sont des
substances chimiopréventives, ils ont un éventuel effet antioxydant. Ces molécules ont des
effets anticancéreux en agissant a différents niveaux et stades en inhibant l'activité de
I'enzyme inflammatoire cyclooxygénase COX 2 (Robb et Stuart, 2014 ; Sirerol et al.,
2016). Ils ont ¢également des effets neuroprotecteurs contre diverses pathologies
neurodégénératives selon différents mécanismes. Ils réduisent la sécrétion de BA chez les
patients atteints de la maladie d'Alzheimer en activant les protéasomes (Richard et al.,

2014).
2.1.3. Coumarines

Les coumarines sont des hétérocycles oxygénés avec la structure de base de la

benzo-2-pyrone. Ils ont été isolés pour la premiere fois par Vogel en 1820 a Coumarouna
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odorata. Aujourd'hui, pres de 1000 composés coumariniques ont été isolés de plus de 800
especes végétales et micro-organismes. Chez les plantes, on les trouve dans les Apiacaceae,
les Astéracées, les Fabaceae, les Rosaceae, les Rubiaceae, les Rutaceae et les Solanaceae.
Structurellement, elles sont classées en coumarines simples avec des substituants sur le cycle
benzénique, furanocoumarines, pyranocoumarines, coumarines 3- et/ou 4-substituées. Le

dernier groupe serait les dimeres (Sakagami et al., 2005).

R6 = 2
—~
R7 o X
RS

Figure 7. Structure des coumarines (Frihaoui et al., 2022).
2.1.3.1. Les effets biologiques des coumarines

Certains composés coumariniques ont une activité antimicrobienne, telle que l'activité
inhibitrice de Candida albicans, 1l peut donc étre utilisé pour traiter la candidose vaginale.
De plus, les coumarines peuvent induire des macrophages, qui ont un effet négatif sur les

infections bactériennes (Bor et al., 2016).
2.1.4. Flavonoides

Les flavonoides sont des groupes de composés polyphénoliques, qui sont largement
distribués dans les plantes. Ils sont présents sous forme de pigments végétaux dans de

nombreux fruits et légumes et dans des boissons telles que le thé (Panche et al., 2016).

Les flavonoides sont des métabolites secondaires en C15, constitués de deux cycles
aromatiques liés par un pont a trois carbones et une fonction éther a l'extrémité du pont
(Figure 8). Ils peuvent étre divisés en plusieurs classes de flavonoides tels que les
dihydrochalcones, les chalcones, les flavanones, les isoflavanones et les aurones

(Palma-Tenango, 2017).

A ce jour, plus de 9000 flavonoides ont été répertoriés et des milliers d'autres sont

encore en cours de découverte car le squelette des flavonoides peut étre remplacé par divers
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groupes tels que les groupes hydroxy, méthoxy, méthyle, benzyle et isoprényle

(Kueny-Stotz, 2008).

Figure 8. Structure chimique générale des flavonoides (Stalikas, 2007).

2.1.4.1. Classification des flavonoides

Les flavonoides ont donc, en commun, une méme structure, dont la nature du pont a 3

atomes de carbone et les multiples substitutions permettent de les diviser en plusieurs

classes, ce qui est représenté par le tableau 6 et la figure (9) (Nijveldt et al., 2001).

Tableau 6. Classe des flavonoides (Massimo et al., 2007).

Flavones Flavonols Flavonone Isoflavones Chalcones Aurones
Apigénine Kaempférol | Eriodictyol Génistéine Butéine Sulfurétine
Lutéoline quercétine Phlorétine
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Figure 9. Représentation des principales classes et sous-groupes des flavonoides au niveau

de I'hétérocycle C (MaleSev et kunti, 2007).
2.1.4.2. Les effets biologiques des flavonoides

Les flavonoides ont un large éventail d'effets biologiques qui protége la santé humaine
et aide a réduire le risque de maladie, ces fonctions incluent : activité antioxydante, effet
hépato-protecteur, effet anti-inflammatoire, effets anticancéreux (Kumar et Pandey, 2013).
Ils ont longtemps été utilisés pour lutter contre diverses maladies telles que le diabete. Cette
activit¢ pharmacologique est due a la présence de groupements hydroxyles dans leur
structure polyphénolique (D'Ameliaet al., 2018). Ainsi, les flavonoides ont des propriétés
anti-radicalaires, chélatrices d'ions meétalliques, des interactions avec des enzymes, des

propriétés antibactériennes, antivirales et anti-allergiques (Russo, 2018).

2.1.5. Anthocyanes

Les anthocyanes (du grec anthos, fleur et kuanos, violet bleu) sont un terme général
qui regroupe les anthocyanidines appartenant a la famille des flavonoides et tous leurs
dérivés glycosylés. Les anthocyanes peuvent absorber la lumiére visible a I'ceil, montrant des

plantes avec des pigments bleus, rouges, violets, roses ou orange.

Ces pigments hydrosolubles sont situés dans des vacuoles et des poches remplies d'eau

dans les cellules épidermiques des plantes, et les anthocyanes sont responsables des couleurs
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des fleurs et des fruits, ainsi que des tiges, des feuilles et des graines (Arab et Demmouche,

2020).

Leur structure de base est caractérisée par un noyau « flavone », généralement
glycosylé en position C3. Les anthocyanes se distinguent par le degré d'hydroxylation et de
méthylation, la nature, le nombre et la localisation des monosaccharides attachés a la
molécule. L'aglycone ou I'anthocyanidine forme le groupe chromophore du pigment (Hareb,

2020).

Figure 10. Structure des anthocyanes (Arab et Demmouche, 2020).
2.1.6. Tanins

Les tanins sont définis comme des composés phénoliques de haut poids moléculaire
allant de500 Da a plus de 3000 Da qu'ils ont trouvés dans les feuilles, I'écorce, les fruits, le
bois et les racines des plantes situés essentiellement dans les vacuoles (Hassanpour et al.,

2011).
2.1.6.1. Classification des tanins
A) Tanins hydrolysables

- Les tanins galliques: sont les tanins les plus simples contenant un résidu

polyphénolique et un résidu de polyol, la plupart des tanins galliques isolés a partir
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de plantes contiennent des résidus de polyol dérivé de D-glucose (Santos-Buelga et

Scalbert, 2000).

OH

PH OH

HO 0 o
HO
OH OH
0

Figure 11. Structure de base des tanins galliques (Khanbabaee, 2001).

- Les tanins ellagiques : Ils sont formés a partir des tanins galliques par l'oxydation
couplage d'au moins deux unités galloyl liés via le 4, 6 ou les positions 2, 3 de leur

unité¢ D-glucosyle (O'Connell et al., 2001).

HO

O

Figure 12. Structure de base d’acide ellagique (Khanbabaee, 2001).
B) Tanins condensés

Ils sont des proanthocyanidines oligomeéres et polymeéres constituées de flavan-3-ol
couplés (catéchine) (proanthocyanidines oligomeres ou polymeéres = proanthocyanidines

condensées = tanins condensés (Wollgast et Anklam, 2000).
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Figure 13. Structure de base des tanins condensés (Khanbabaee, 2001).
2.1.6.2. Activités biologiques des tanins

Les tanins possedent plusieurs activités biologiques et pharmacologiques qui sont :
I’activit¢  antioxydante, anticancéreuse, antimicrobienne, cardio-protectrice et
antidiabétique (Smeriglioet al., 2017). Ils ont aussi un effet anti diarrhée et antiseptique

(Hassan et al., 2020).

2.2. Alcaloides

Le terme alcaloide a été introduit par W. Meisner au début du 19°™ siécle fait référence
a des substances naturelles qui réagissent comme des bases, telles que les, il suggére toujours
que les alcaloides sont composés organiques d'origine naturelle, principalement végétale,
contenant de l'azote, plus ou moins alcalin et avec des propriétés pharmacologiques
importantes a petites doses. A forte dose ce sont des composés toxiques et il est parfois
difficile de trouver des limites qui pour distinguer les alcaloides des autres métabolites

azotés naturels (Bruneton, 2009).

Les alcaloides sont des substances organiques naturelles rappelant les alcalis par
leurs propriétés. Alcalis tire son origine de 1’arabe al kaly, du eidos signifiant

respectivement soude et aspect (Chenni, 2010).
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Figure 14. Exemple de structures alcaloidiques (Stockigt et al., 2002).
2.2.1. Les effets biologiques des alcaloides

Les plantes contenant des alcaloides comme la protoberbérine sont utilisées comme
analgésiques, sédatifs (Bribi,2018). Ces molécules ont également un potentiel antioxydant.
Ils ont un réle anti-inflammatoire. Plusieurs études ont rapporté que ces substances végétales

ont des activités antimicrobiennes et antiparasitaires (Othmanetal., 2019).
2.3. Terpénes

Les terpénes sont une classe d'hydrocarbures produits par de nombreuses plantes,
surtout les coniféres. Ce sont les principaux composants de la résine et son essence
térébenthine a base de résine. Les terpénes sont des dérivés de l'isopréne CsHg et leur
formule de base est multiple dont (CsHg)n. L'isopréne peut étre considéré comme l'un des

¢léments constitutifs le préféré de la nature (Benabdelkader, 2012).
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Figure 15. Structure des terpénes (Bohlmann et Keeling, 2008).

2.3.1. Les effets biologiques des terpénes

les terpénes ont plusieurs effets sur 1’étre-humain. Connus comme des huiles
essentielles, ils s’utilisent actuellement pour I’aromathérapie. L’aromathérapie permet de
ressentir des effets relaxants, stimulants ou aphrodisiaques sur les patients (Janoussi et al.,
2005). En plus, parmi les effets biologiques des terpénes (antiseptique, antifonguique,
anti-inflammatoire, antibactérien, anxiolytique, antidépresseur, Bronchodilatateur) (Klaas et

al., 2002).

2.4. Saponosides

Les saponines sont généralement connues comme des composés non-volatils,

tensio-actifs qui sont principalement distribués dans le regne végétal (Vincken et al., 2007).
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Le nom saponine vient du mot latin "sapo" qui signifie savon, car ils composés de mousse

lorsqu'ils sont mélangés avec de 1'eau.

Ils sont constitués d'aglycones non polaires attaché¢ a un ou plusieurs sucres. Cette
combinaison de blocs de construction polaires et non polaires explique leur mousse en
solution aqueuse. Par définition, nous dirait que la saponine est un stéroide ou un glycoside
triterpénique. En gros nous faire la distinction entre les saponines stéroidiennes et les
saponines triterpéniques, toutes deux dérivées biosynthétique a partir d'oxyde de squaléne

(Manach et al., 2004).

COOH
0
OH
0
0 On Saponine de soja
HOH,C OH
OH

Figure 16. Saponine de soja est un exemple des saponines (Muanda, 2010).
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2.4.1. Les effets biologiques des saponines

Les saponines possédent un large éventail de propriétés biologiques et
pharmacologiques, notamment des propriétés immunomodulatrices, elles influencent le
systéme immunitaire par leur activité¢ auxiliaire (Bano et al., 2018). Les saponines ont la
capacité de faciliter 1'absorption de nombreuses molécules différentes. Ils peuvent réduire le
cholestérol dans le corps en empéchant son absorption dans l'intestin gréle. Ces molécules

bioactives ont également des effets anticancéreux (Abed El Aziz et al., 2019).

3. Les métabolites secondaires identifiés dans les especes d’Abies

Actuellement, des recherches scientifiques ont été dirigées vers les arbres forestiers,
notamment le genre Abies, a 1’égard de leur utilisation dans la médecine populaire. Le
tableau 7 représente quelques molécules bioactives extraites des différentes parties d'espece

Abies numidica.

Tableau 7. Les molécules bioactives extraites des différentes parties d'espéce Abies

numidica.
Métabolites | Groupe Molécules Références
secondaires
Terpénes Di-terpénes Abiétane (Belhadj Mostefa et al.,
2017)
Sesquiterpenes Caryophyllene,2,2,6,1 (Benouchenne et

0- Tetramethylbicyclo [5.4.0] | al.,2022)

undeca-9,11diene, B-silinéne

Monoterpenes a-pinéne, Sabinene

a-pinéne 2013)

Bornyl acétate, camphéne, | (Tlili-Ait Kaki et al.,

28




Chapitre 2: Metabolites secondaires des plantes

a-pinene, limonene, B-pinene,

camphene, Bphellandrene

(Ramdani et al., 2014)

Polyphénols

Flavonoles glycosides | Astragaline, hypéroside, | (Benouchenne et al.,
quercitrine 2020)

Flavones Rutine, apigétrine, | (Benouchenne et al.,
luteoline-7-glycoside- apigénine | 2021)

Flavanone Hespéridine

Composés phénoliques | Acide  chlorogénique,  acide
protocatéchique
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Chapitre 1 : Matériel et méthodes

Ce travail a ¢été réalis¢ au niveau du laboratoire de Génétique Biochimie et

Biotechnologie Végétales (GBBV), Université¢ Fréres Mentouri Constantine 1 et a 1’animalerie
(Biologie animale).

1. Matériel végétal

Les aiguilles et les cones du sapin de Numidie ont été récoltés le mois de Février 2023, au

niveau de I’université des fréres Mentouri Constantine 1 (Figure 17).

Lisbonneg Espagne Iyrnene
®

Alger Tunis
plialldin ' L
@
\

/ Tunisie

Algérie |

aritanie | e /
1

Figure 17. L'arbre d'4bies numidica dans la région de Constantine (photo originale).

2. Préparation du matériel végétale

Les feuilles et les cones ont ét¢ séchés (Figure 18) dans un endroit sec et a ’abri de la

lumiére. Le matériel végétal une fois séché est broyées par un broyeur mécanique (Moulinex)
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poudre obtenue (Annexe 2) a été soumise a une extraction afin de récupérer les différentes
classes de composés chimiques contenus dans les feuilles et les cones de la plante pour des tests

phytochimiques et biologiques.

Figure 18. Aiguilles et cones seches de 1'4bies numidica.

3. Extraction des métabolites secondaires
3.1. Extraction par macération
Les métabolites secondaires ont été extraits des feuilles et des cones par macération a
froid selon la méthode décrite par (Boudjada et al ., 2018), avec quelques modifications. Une
quantit¢ de 50 g de la plantes (aiguilles ou cones) broyées a ét¢ macéré dans une solution
hydro-méthanolique (80 % ; v/v) (Annexe 3) a une température ambiante sous agitation continue
(Annexe 4) pendant 24 heures (Figure 19).
Apres filtration (Figure 20), le méthanol est évaporé a sec dans un évaporateur sous
pression type rotatif Buchi R-215 a 40 °C (Annexe 5). La macération a été répétée plusieurs

fois pour extraire autant de métabolites secondaires que possible.
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Figure 19. Agitation du macérat.

Figure 20. Le filtrat obtenu aprés macération des aiguilles de I’ Abies numidica.

3.2. Rendement d’extraction

Le rendement d’extraction est calculé par la formule suivante :
R (%) = (M cxrait!M cchanition) <100
* R : est le rendement en %.
* M it - 1a masse de I’extrait apres évaporation du solvant en mg.
* M haniilion - 1@ masse séche de 1’échantillon végétal en mg.
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4. Evaluation de la toxicité des métabolites secondaires du sapin de Numidie (in vivo)

4.1. Toxicité des plantes médicinales
Les plantes contiennent des terpeénes, des alcaloides, saponines et autres produits
chimiques. Cela augmente le risque d'effets secondaires par les effets additifs ou synergiques des

interactions chimiques (Trevoux et al., 2000 ; Saad et al., 2006).

4.2. Evaluation in vivo de la toxicité aigué des extraits

La toxicité aigué est la toxicité induite par une dose unique et massive d'un produit
administré. Cette étude implique la détermination de la toxicité aigué€ des cones et des aiguilles
d'dbies numidica administrées par gavage selon les lignes directrices de 1'organisation de

coopération financiere et de développement pour I'essai de produits chimiques (OCDE, 2001).

4.2.1. Les animaux

Les Animaux utilisés dans cette partie de I'évaluation de la toxicité aigué des extraits sont
des souris SWISS albinos, méales et femelles, dgées de 8 a 10 semaines, pesant 20 a 40 g
(Annexe 6).

Dans les laboratoires, les chercheurs utilisent des souris pour tester sur elles des
traitements, car ces rongeurs ont 90% de leurs génes en commun avec 1'espéce humaine. Ces
animaux peuvent par exemple souffrir d'obésite, de stress ou plus généralement d'autres maladies
qui observées chez 'homme.

Tous les animaux sont manipulés et traités selon les normes décrites dans le document de
la ligne directrice 423 de I'OCDE. La nourriture et l'eau du robinet sont offertes a 1'animal ad
libitum.

Dans cette expérience, des souris regoivent de la nourriture sous forme de croquettes
(Annexe 7), qui la composition est la suivante : 14 % d'humidité, 49,5 % de glucides, 14 % de
protéines brutes, 3,5 % de matiéres grasses, 5 % de cendres et 1 % de complexe

minéralo-vitaminique (Figure21).
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Figure 21. Photographie des animaux.

4.2.2. Etude de la toxicité aigué des extraits des feuilles d’A. numidica chez les souris

La toxicité aigué des extraits de feuilles et de cones d'4. numidica a été testée chez des
souris réparties en trois groupes (n = 3) ( Annexe 8), chaque groupe recevant une dose orale
unique de l'extrait a une concentration de 2 000 mg/kg de poids corporel (Annexe 9) a l'aide

d'une sonde intragastrique (Figure22) (tableau 8).

Les souris ont été mises a jeun pendant 16 h avant le test avec acces a eau.

L'administration a été faite par gavage, apres 3-4 heures de jeline (pas d'accés a eau).

a) Enregistrement des performances

Aprés administration des extraits, les animaux ont ét¢ d’abord mis en observation pendant
quelques heures (pour noter les cas de morts immédiates).

L’observation a continué¢ jusqu’a deux semaines pour déceler les effets tardifs du
traitement (les modifications comportementales des animaux ou les signes de toxicité
comprennent les tremblements, la somnolence, la douleur, les changements de la peau,
convulsions, sédation, masse, toilettage, respiration, apparence fécale, la mobilité ainsi que les
déces ont été enregistres).

b) Changement du poids: les pesées des souris ont été effectuées individuellement sur les

animaux sans mise a jeun et les poids moyens ont été calculés (Annexe 10).

34



Chapitre 1 : Matériel et Méthodes

¢) Le taux de mortalité: les mortalités ont été relevées tous les jours au niveau de chaque

lot durant toute la durée de ’¢levage.

Figure 22. Administration des extraits par gavage.

Un groupe (n=3) a été utilis€ comme témoin, qui a recu 10 ml/kg (p.c) d'eau physiologique

(0,9%) (Annexe 11).

Tableau 8. Etude de la toxicité aigué des extraits d’A4. numidica chez les souris

Extraits

MEF et MEC

Doses (mg/kg p.c)

2000mg/kg

Voie d’administration

Orale

Paramétres déterminés chez les souris

- Signes de toxicité
- Mort

Analyses

- Biochimiques
- Histologiques

MEF: extrait hydrométhanlique des feuilles; MEC: extrait hydrométhanlique des cones
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Aprés 14°™ jour, les comportements des souris ont été enregistrés. La dissection est effectuée

(Figure 23). Des analyses biochimiques et histologiques ont été également réalisées.

Figure 23. Les souris apres dissection.

d) Analyses biochimiques

Aprés un prélévement par ponction cardiaque (Annexe 12), et afin d’évaluer I’effet de
I’administration de nos extraits sur le métabolisme hépatique et rénale du souris, il nous a paru
utile d’évaluer les parameétres sériques suivants : (ASAT, ALAT, Triglycérides, Cholestérol total,

Créatinine sanguine, Urée, Glycémie, HDL).

e) Ktude histologique

Les différentes étapes de la préparation des blocs de paraffine sont résumées ci-dessous.

e Fixation
Les organes prélevés ont été immédiatement fixés dans le formol (10 %) (Annexe 13)
(Figure 24). Aprées fixation, les organes ont été sciés en petits morceaux puis placés dans des

cassettes avant d'étre déterminée.
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ol

Figure 24. Fixation des organes dans le formol.

e Déshydratation
Le trempage dans la paraffine (milieu hydrophobe) nécessite au préalable déshydratation
des échantillons histologiques. L'éthanol est I'agent déshydratant le plus couramment utilisé. 11
assure une bonne conservation des structures cellulaires. Cette étape se fait dans des bains
d'alcool a degré croissant (60°, 70°, 90°, 95°, absolue (deux fois)) pendant une heure pour

chaque bain.

e Eclaircissement
Cette étape permet d'éliminer complétement les traces d'alcool et de le remplacer par un
produit miscible a la paraffine, en particulier le solvant organique le plus utilisé, le xyléne qui est

un excellent agent. Deux bains en 1 heure chacun effectués.

e Imprégnation
Le but de l'imprégnation est de bien remplir toutes les cavités tissulaires, de créer un
consistance uniforme et de fournir un support interne solide pour le motif. Cela évitera les
déchirures des coupes seront faites par un microtome.
La paraffine a été utilisée comme milieu d'imprégnation, deux plateaux ont été préparés, la

paraffine est fondue dans un four (étuve) a 56°C. Les cassettes préparées sont placées dans
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premier réservoir (bac) pendant 1 heure, deuxiéme réservoir pendant 12 heures. Cette étape

permet d'éliminer complétement les traces de xyléne.

e Confection des blocs (enrobage a la paraffine)

Le bloc de paraffine est constitué d'une petite tasse (cupule) en acier inoxydable (moule)
dans lequel le tissu est inséré au centre du moule, aprés avoir placé une fine couche paraffine
fondue dans ce dernier.

- La cassette de montage est posée sur l'échantillon dans le moule puis entierement
recouverte par paraffine fondue a 1'aide d'un distributeur automatique de paraffine sur cassette.

- Apres refroidissement complet, le bloc de paraffine est démoulé. Les médias intégrés sont
similaire a celui utilisé pour 1'imprégnation des tissus (Annexe 14).

e Les coupes histologiques, la coloration, et ’observation

Des coupes histologiques ont été réalisées dans un laboratoire d'analyses médicales
NIHA a Annaba, utilisant un microtome. Le diamétre de la coupe est de 0,4 m.

L'éosine et I'hématoxyline ont été utilisées pour la coloration. La coloration Permet
d'identifier différents tissus et structures (coloration topographique) ainsi que leur nature
(coloration chimique). Comme les colorants sont en solution aqueuse, les coupes doivent d'abord
étre réhydratées. Ceci se fait aprés déparaffinage des coupes (par chauffage et bain de solvants
organiques) en plongeant les lames dans un bain d'alcool a température décroissante (100° - 90° -

70°) et enfin trempées dans de 1'eau distillée (Annexe 15, 16).
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Résultats et Discussion

1. Résultats
1.1. Extraction des métabolites secondaires

Le rendement en extrait hydro-méthanoliques brut était de 6,56 % et 5,5% pour les extraits

MEF et MEC ; respectivement en utilisant la formule précédente.
1.2. Etude in vivo de la toxicité des extraits MEF et MEC d’A. numidica chez les souris
1.2.1. Comportement et signes de toxicité

Le tableau 9 présente les différents comportements observés aprés administration orale

de 2000 mg/kg des extraits de MEF et MEC d'4.numidica.

Le comportement des souris traitées a ét¢ enregistré pendant 14 jours de traitement par les
extraits MEF et MEC. Les résultats ont montré que certains signes de toxicité, comportement
anormal (déséquilibre dans le poid des souris a partir des 48 heures, diminution de la
consommation d'eau et l'aliment, changement de la peau étaient observés a cette concentration

(2000 mg/kg).
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Tableau 9. Comportements des souris controles et traitées par 2000 mg/kg des extraits MEF et

MEC.

30min 4h 1j 2j 7 14jrs

Observation Sc St Sc St Sc St Sc St Sc St Sc St

Poids = = - - - - = + = + - IL

Consommation - - - - s - - - - + - +

aliment

Respiration - - - - - - - - - - - -

Tremblements = = - - - - - - - - - _

Douleurs - = = - - - - - - - - -

Convulsions = = - - - - - - - - - -

Changement de - - - - - - - - - + - +

la peau

Somnolence = = - - - - - - _ + _ _

Sédation = = - - - - _ _ R + _ )

Coma - = - - - - - - - - - _

Mortalité - = - - - - - - - - - _

Sc : Souris controle ; St : Souris traitées ; (-) : pas de changement : (+) : il ya un changement
1. 2.2. Changement du poids

Le tableau 10 montre les poids corporels des souris témoins ayant recu une solution
saline physiologique et des souris traitées avec des extraits de MEF et de MEC. D'apres les

résultats, nous avons remarqué un changement significatif dans le poids des souris.
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Premiérement, chez les souris traitées par l'extrait des feuilles MEF, on note un
déséquilibre dans le poids, diminution des poids entre le premier et le septieme jour (de 26,67 +
1,25 g a 25,67 £ 1,25g). Et apres, il ya une augmentation des poids entre le septieme et le
quatorziéme jour (de 25,67 = 1,25 g 2 29,00 £+ 1,63g).

Deuxiémement, chez les souris traitées par 1'extrait des cones MEC, nous avons remarqué
la méme remarque pour les autres souris traitées. Une diminution des poids dans la premiere
semaine (de 21,67 + 1,69 g a 20,67 + 1,69 g). Par contre dans la deuxiéme semaine nous avons

observé une augmentation (de 20,67 = 1,69 g 4 23,00 = 1,41g).

Tableau 10. Effet des extraits MEF et MEC sur le poids des souris dans le test de la toxicité

aigiie.
Poids corporels (g)
Groupes Premiere jour Septieme jour Quatorzieme jour
Controle 39+0,81 39,33+1,29 39,66+2,00
MEF (2000 mg/Kg) 26,67+1,25 25,67+1,25 29,00+1,63
MEc (2000 mg/ kg) 21,67+1,69 20,67+1,69 23,00+1,41

1.2.3. Analyses biochimiques

Le profil sanguin est un indice important de 1'état physiologique des animaux (Khan et
Zafar, 2005). Ainsi, le sang fournit beaucoup de renseignements sur leur état nutritionnel a long
terme (Aderemi, 2004). Cependant, les composantes biochimiques et hématologiques du sang
varient en fonction de certaines conditions telles que le stress, les infections et la toxicité (Khan

et Zafar, 2005).

41



Résultats et Discussion

a) Effet de les extraits MEF et MEC sur les fonctions rénales

Les analyses biochimiques sont des indicateurs important pour 1’évaluation de la
fonction rénale car la moindre perturbation des fonctions rénales se révelent par une

augmentation de la créatinine et I’urée.

Le tableau 11 affiche le taux de la créatinine et de I’urée des souris apres un traitement par

2000 mg/kg des extraits MEF et MEC d’A4. numidica de Lannoy.

D’apres les résultats, on note une augmentation significative de la créatinine dans le sérum
des souris traitées par MEF a 4,5 mg/L, et a 3,7 mg/L chez des souris traitées par le MEC, par

contre le taux de la créatinine chez les souris controles est de 1,40 mg/kg.

Ainsi, on note aussi une diminution significative de l'urée dans le sérum des souris
traitées par MEF a 0,69 g/L, et a 0,51 g/L chez des souris traitées par le MEC, par contre le taux

d'urée chez les souris contrdles est de 0,77 mg/kg.

Tableau 11. Effet des extraits MEF et MEC sur la fonction rénale des souris traitées

(2000mg/kg).
Parameétre Unité Controle MEF (2000 MEC (2000
mg/kg) mg/kg)
Créatinine mg/L 1,40 4.5 3,7
Urée g/L 0,77 0,69 0,51

b) Effet des extraits MEF et MEC sur les fonctions hépatiques

Les tests de la fonction hépatique comprennent les tests utilisés pour détecter, diagnostiquer
ou surveiller certaines conditions, telles que 1'hépatite et les dommages causés par des infections

ou des toxines.
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Une grande partie de composés toxiques y compris les métabolites secondaires des
plantes médicinales, s’accumulent dans le foie ou ils sont détoxifiés (Reichl, 2004). Les enzymes

transaminases (TGO, TGP) sont considérées comme indicateurs de la fonction hépatique.

Les résultats obtenus a partir de I'analyse biochimique des parametres hépatiques résumés
dans le tableau 12 ont montré une augmentation significative d'ASAT des souris traitées par
MEF a 93,8 UI/L, et a 193,2 UI/L chez des souris traitées par le MEC, par contre le taux d'ASAT

chez les souris contrdles est de 58,3 UI/L.

Ainsi, on note aussi une augmentation importante d'ALAT dans le sérum des souris
traitées par MEF a 121,5 UI/L, et a 67,7 UI/L chez des souris traitées par le MEC, par contre le
taux d'ALAT chez les souris controles est de 39 UI/L.

Tableau 12. Effet des extraits MEF et MEC sur les parametres hépatiques des souris dans le test

de la toxicité aigué.

Parameétre Unité Controle MEF (2000 MEC (2000
mg/Kg) mg/kg)
ASAT UI/L 58,3 93,8 193,2
ALAT UI/L 39 121,5%* 67,7

ALAT/TGP: Alanine aminotransférase ; ASAT/TGO : aspartate aminotransférase

¢) Effet des extraits MEF et MEC sur le bilan lipidique

Le bilan lipidique est un bilan sanguin permettant de mesurer les lipides dans le sang : le
cholestérol (cholestérol total, LDL considéré comme le "mauvais cholestérol" et HDL /pour
hight density lipoproteins ou lipoprotéines de haute densité¢). Ces derni€res interviennent
notamment pour décharger les vaisseaux sanguins des amas de cholestérol susceptibles de s'y
accumuler, et les triglycérides qui représentent les graisses sucrées.

Le tableau 13 présente les résultats du profil lipidique, trois parameétres ont été estimés : les
triglycérides, le cholestérol total et les HDL. Nos résultats ont montré une modification

significative des parameétres lipidiques apreés traitement avec les deux extraits, une augmentation
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des triglycérides chez lez souris traitées (1,64 g/L chez les souris d'extrait MEF et 1,51 g/L chez
les souris d'extrait MEC). Par apport au taux des triglycérides des souris témoins est 1,23 g/L.
Ainsi, nous avons remarqué une diminution de taux de cholestérol chez les souris traitées (0,40
g/L chez les souris d'extrait MEF et 0,61 g/L chez les souris d'extrait MEC). Par contre les souris

contrdles son taux de cholestérol est 1,15 g/L.

De plus, d'aprés nos résultats, il semble qu'il s'agit une diminution significative dans le
taux d'HDL des souris traitées (0,58 mmol/L chez les souris traitées par le MEF et 0,82 mmol/L
chez les souris traitées par le MEC). Par apport au taux des HDL des souris témoins est 1,37

mmol/L.

Tableau 13. Effet des extraits MEF et MEC sur les parameétres lipidiques des souris dans le test

de la toxicité aigué.

Parameétre Unité Controles MEF (2000 MEC (2000
mg/kg) mg/kg)
Triglycérides g/L 1,23 1,64 1,51
Cholestérol g/L 1,15 0,40 0,61
HDL mmol/L 1,37 0,58 0,82

d) Effet des extraits MEF et MEC sur la glycémie

La glycémie, c'est la teneur en sucre ou taux de glucose dans le sang. Ce sucre a une
importance pour le bon fonctionnement de 1'organisme, puisque les cellules du corps humain en

ont besoin pour produire de I'énergie par I'effet de transformation du glucose en glycogene.

Le tableau 14 affiche le taux de la glycémie (appelée aussi "taux de sucre" ou "taux de
glucose" dans le sang) des souris apres le traitement par les extraits des cones et des aiguilles

d'dbies numidica. D'aprés les résultats on note une augmentation significative de la glycémie
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(5,24 mg/dL chez les souris traitées par le MEF et 1,38 mg/dL chez les souris traitées par le
MEC). Par apport au taux de glycémie des souris témoins est a 0,39 mg/dL.

Tableau 14. Effet des extraits MEF et MEC sur la glycémie des souris traitées (2000mg/kg).

Paramétre Unité Controles MEF (2000 MEC (2000
mg/kg) mg/kg)
Glycémie mg/dL 0,39 5,24 1,38

1.2.4. Effet des extraits MEF et MEC sur les organes

a) Observation macroscopique

L'ceil nu est une expression qui désigne la perception visuelle humaine sans aide technique. A
partir de ¢a, nous avons observé un gonflement des poumons et aussi des troubles digestifs (un
gonflement et une rougeur d'intestins gréle) chez les souris traitées (figure 25, 26). Par contre

n'existe pas des symptomes dans les organes témoins.

Figure 25. Gonflement des poumons (photo originale).
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Figure 26. Gonflement et rougeur d'intestins gréles (photo originale).

b) Etude histologique des organes

Les résultats obtenus a partir des coupes histologiques d'organes apres traitement avec les

extraits MEF et MEC et de souris témoins sont présentés dans les tableaux 15 et 16 suivants:
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Tableau 15. Coupes histologiques des organes aprés un traitement par MEC et le témoin (GX400).

Organes

Souris temoins

Souris Traitées

Observations

Foie

a) Congestion vasculaire

b) Nécrose Centro-lobulaire
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Poumons
Congestion
Vasculaire
Reins a) Infiltration des cellules

inflammatoires

b) Dégénérescence cellulaire
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Tableau 16. Coupes histologiques des organes des souris apres un traitement par MEF et le témoin (GX400).

Organes Souris témoins Souris traitées (MEF) Observations

Foie b a) Infiltration des cellules

inflammatoires

b) Foyer polynucléaire
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Poumons

a) Amas polynucléaire

Reins

a) Infiltration des cellules

inflammatoires
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2. Discussion

Les vertus thérapeutiques des plantes médicinales sont connues depuis 1’Antiquité,
cependant, I'intérét pour I'é¢tude scientifique de leur puissance n'a été développé que ces derniéres
années. Les plantes médicinales sont un réservoir varié et diversifié des molécules bioactives qui

ont un intérét biologique et thérapeutique tres intéressant.

Afin d’évaluer les activités biologiques des plantes, une méthode d’extraction doit étre
impliquée d'ou le rendement d’extraction des métabolites secondaires a partir des différentes
parties des plantes est affecté par plusieurs facteurs. Nous proposons que la variation du
rendement d'extraction peut étre le résultat de différents facteurs impliqués tels que les facteurs
génétiques, l'environnement, partie de plante utilisée, les méthodes et le temps d'extraction

(Figueredo et al., 2008 ; Tlili Ait-Kaki et al., 2013).

La toxicologie étudie les effets nocifs des substances chimiques sur les organismes
vivants. Elle fait appel a une multitude de connaissances scientifiques et s’intéresse a plusieurs
secteurs de ID’activit¢é humaine : D’agriculture, 1’alimentation, 1’industrie pharmaceutique,

I’environnement, etc. (Gilles, 2004).

La toxicité orale aigué se manifeste rapidement, voire immédiatement, aprés une prise
unique ou a court terme apres plusieurs prises rapprochées. C’est 1’étude qualitative et
quantitative des phénomeénes toxiques qu’il est possible de rencontrer aprés administration

unique de la ou des substances actives contenues dans le médicament (Ruckebusch, 1981).

Le terme toxicité orale aigué est plus souvent utilisé en liaison avec les déterminations de
la 1étalité¢ et de la DL50. La DL50 est définie comme la dose déterminée statistiquement qui,
lorsqu'elle est administrée dans un test de toxicité aigué, est susceptible de causer la mort de 50%

des animaux traités sur une période donnée (Oliver, 1986).

L'étude de la toxicité aigué permet de représenter une dose susceptible de tuer des souris
en tant que de besoin, la moiti¢ des animaux testés dans la méme espeéce animale (DL50) et
pendant une durée générale est courte, fixée a au moins sept jours et au plus, quatorze jours ainsi

que la dose maximale non toxique (DME), c'est-a-dire la dose la plus élevée pour laquelle aucun
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effet toxique n'a été observé par rapport au groupe t€émoin. La toxicité aigiie est la premiere étape
qui doit étre testée sur un produit, si on connait peu d’information sur sa toxicité. La
détermination de la DL50 en plus de I’enregistrement du comportement général des animaux
constituent I’un des paramétres critiques pour 1’évaluation des premiers signes de toxicité (Lima

et al., 2016).

La présente étude illustre que la gestion orale de 2000 mg/kg des extraits de A.
numidica a montré un effet significatif sur le poids corporel et sur la consommation alimentaire

et la DL50 est supérieur a 2000 mg/kg.

Pour compléter cette étude, les paramétres hépatiques (ALAT et ASAT), les
parametres lipidiques (triglycérides, HDL et cholestérol ), et les paramétres rénaux (créatinine
et urée) ont ¢été évalués. Les résultats montrent une augmentation significative des
concentrations des enzymes hépatiques, notamment ASAT et ALAT. Les extraits ont
¢galement affect¢ la concentration de la créatinine. L’endommagent des cellules hépatiques
accroit la perméabilité des membranes cellulaires, cela se traduit par une libération élevée
des aminotransférases dans le sérum (Saleem et al., 2016). Le taux des transaminases est
augment¢ lors d’une cholestase ou d’une atteinte osseuse. La cholestase peut étre intra-hépatique
(stéatose, cirrhose) ou bien extra-hépatique (lithiase ou bien obstruction biliaire), cela
signifie une destruction au niveau des reins (Ogbonnia et al., 2010). Nos résultats sont en
accord avec ceux qui ont été rapporté par Benouchenne et al., 2022. Cette étude a été faite pour
tester ’effet toxique des extraits d’acétate d'éthyle et m-butanol extraits des aiguilles d’4.
numidica de Lannoy. Ces anomalies dans les organes pourraient étre due a la présence des

molécules toxiques dans les extraits d’A. numidica qui ont été administrés aux souris.
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Conclusion générale

Au terme de cette recherche, il convient de rappeler de fagcon synthétique les principales
conclusions auxquelles nous avons abouti. Il existe a ce jour de nombreux ouvrages décrivant la
toxicité des plantes (especes cibles, doses toxiques, traitements). En revanche, aucun outil ne

permet actuellement de déterminer ces végétaux de maniére simple et efficace.

Les plantes synthétisent, parmi d’autres stratégies de défense, une large gamme de
toxines issues du métabolisme secondaire. Ces composés chimiques pouvant conférer a la plante
des propriétés toxiques a fortes doses. L'évaluation de la toxicité générale aigué€ de l'extrait est
nécessaire pour situer les limites de tolérance de la plante et éviter les effets indésirables, au
méme temps pour rechercher de nouvelles molécules bénéfiques pour le traitement, Ce travail
vise a contribuer a évaluer la toxicité de l'espéce Abies numidica de Lannoy ex Carricre de la

famille des Pinaceaes.

L’objectif de notre travail était d’évaluer la toxicité des extraits hydro-méthanoliques des
aiguilles (MEF) et des cones (MEC) de A. numidica in vivo. Le test de toxicité aigué a été
réalisé sur des souris a une dose de 2000 mg/kg d'extrait de MEF et le MEC n'a causé aucune
mortalité. En revanche, une modification de la prise de poids des souris a été observée. Les
extraits de MEF et de MEC affectent les parametres biochimiques et rénaux en augmentant les
niveaux d'ALAT, d'ASAT et de créatinine, entrainant des lésions hépatiques et rénales. Les
extraits aussi affectent la glycémie en augmentant le taux de glucose dans le sang, une
hyperglycémie peut survenir en cas de maladies infectieuses ou hépatiques ou de syndromes
inflammatoires. Cela explique 'observation d'un congestion vasculaire, nécrose Centro-lobulaire
au niveau de foie et des poumons, infiltration des cellules inflammatoires, dégénérescence
cellulaire au niveau des reins pour les souris traitées par le MEC. Et l'observation d'une
Infiltration des cellules inflammatoires, foyer polynucléaire au niveau de foie et des reins, amas

polynucléaire au niveau des poumons pour les souris traitées par le MEF.

De cette étude, il ressort que les extraits d'Abies numidica de Lannoy ex Carriére sont
des produits intéressants riches en molécules bioactives utilisables en pharmacie et dans
l'industrie. Aussi, les effets toxiques nécessitent des autres études pour déterminer la molécule
qui est responsable a cette toxicité. Cela fait une limite de tolérance et augmente la chance d'un

futur médicinale pour cette espece.
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Cette ¢tude ouvre des perspectives expérimentales qui permettent d'aller vers une
meilleure compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans effets biologiques

observés. La présente étude nous a permis de dégager les perspectives suivantes :
- Identification des molécules actives responsables de ces effets et essayer de 1’isoler.

- Identification et caractérisation de la molécule par les méthodes d’analyse (RMN,

Spectrophotomeétre de masse).
- Réalisation d’autres tests biologiques : antidiabétique, anticancéreuse et anti-inflammatoire.

Enfin, il serait intéressant de poursuivre cette é¢tude plus longtemps et avec un effectif
plus important et avec différentes concentrations d'extraits pour obtenir des résultats plus précis
sur les effets de 1'association de ces composés a l'extrait des cones et des aiguilles d'4. numidica,
et afin de pouvoir cerner tout effet indésirable et de mieux identifier les sites d’action des

substances actives.
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Annexe 1. Broyeur mécanique (Moulinex)

Annexe 3. Préparation d'une solution hydro-méthanolique ( 80% ; v/v)

solvant (acétonitrile a 80 % ou méthanol a 80 %) en ajoutant 20 ml d'eau distillée ou

déminéralisée a 80 ml d'acétonitrile ou de méthanol.

Annexe 4. Agitateur



Systéme de
refroidissement

Ballon
d*évaporation

Annexe 7. La nourriture des souris (croquettes)



Annexe 8. Organisation des souris

Lots/cages Lot 1 Lot 2 Lot 3
Extraits Controles MEC MEF
Souris et leur S13 (38g) S4 (24g) S1 (25g)
poid
S3 (39g) S5 (21g) S2 (28g)
S8(40g) S6 (20g) S12 (27g)

Annexe 9. Préparation des extraits pour l'administration




- 2000 mg d'extrait pour 1kg de poid / 2000 mg d'extrait pour 1000 g de poid.

- 1 ml d'eau physiologiqu pour 100 g de poid.

Lot 1 Lot 2 Lot 3
Controles MEC MEF
Moyenne 38+39+40/3 24+21+20/3 25428427/

=39 =21,6 =26,6




Dose d'extrait

pour 1 souri

21,6 x 2000
/1000 = 43,2 mg

26,6 x 2000
/1000 = 53,3 mg

La dose _ 43,2 x 3 = 533x3=
nécessaire pour
130 mg 160 mg
les 3 souris
La quantité 1,5 ml 1,5 ml 1,5ml

d'eau
physiologique

pour la dilition

Annexe 10. Balance/ piod des souris

Annexe 11. L'eau physiologique 0,9%




Annexe 12. Prélévement par ponction cardiaque

Annexe 13. Préparation d'une solution de formol 10%

M¢élanger 10 ml de formol en solution a 90 ml d'eau distillée.









Annexe 14. Confection des blocs (enrobage a la paraffine).




Résumé

Dans le cadre de la valorisation des extraits hydro-méthanoliques des aiguilles et des cones
d'Abies numidica de Lannoy ex Carriere (Pinaceae), plante endémique souvent utilisée comme
remede traditionnel et pour situer la limite de tolérance et éviter leurs effets indésirables, s'inscrit
notre étude. Ce travail consiste en I'étude phytochimique en premier lieu a permis de mettre en
évidence les principaux métabolites secondaires, notamment les polyphénols (acides phénoliques,
flavonoides et les tanins). Suivie de 1’étude de la toxicité in vivo des extraits hydro-
méthanoliques des feuilles et des cones d’A. numidica, les résultats montrent que ces extraits
n'étaient pas létaux a une concentration de 2000 mg/kg d'une part, mais d'autre part, il existe des
changements de comportement concernant le poid, l'alimentation, et autres signes de toxiciteé.
Ainsi, les parametres biochimiques confirment la présence de lésions hépatiques, en augmentant
les taux de transaminases hépatiques. De plus, les extraits affectent la glycémie, en augmentant
le taux de glucose dans le sang (une hyperglycémie) qui explique la présence des maladies
infectieuses et hépatiques et des syndromes inflammatoires au niveau des coupes
histopathologiques des organes (foie, poumons, reins). La présente étude a permis de confirmer
gu'une plante est rarement toxique dans sa totalite. Ainsi, un organe d'une plante peut étre
toxique alors qu'un autre organe de la méme plante est comestible, La toxicité dépend donc

également de l'organe végétal respectif.

Mots clés : Abies numidica de Lannoy ex Carriére ; meétabolites secondaires ; toxicité in vivo ;

étude histopathologique.
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Abstract

As part of the development of hydro-methanolic extracts of the needles and cones of Abies
numidica de Lannoy ex Carriere (Pinaceae), an endemic plant often used as a traditional remedy
and to locate the limit of tolerance and avoid their undesirable effects, registered our study. This
work consists of the phytochemical study in the first place has made it possible to highlight the
main secondary metabolites, in particular polyphenols (phenolic acids, flavonoids and tannins).
Followed by the study of the in vivo toxicity of the hydro-methanolic extracts of the leaves and
cones of A. numidica, the results show that these extracts were not lethal at a concentration of
2000 mg/kg on the one hand, but on the other hand, there are behavioral changes concerning
weight, diet, and other signs of toxicity. Thus, the biochemical parameters confirm the presence
of liver damage, by increasing the levels of hepatic transaminases. In addition, the extracts affect
glycemia, by increasing the level of glucose in the blood (hyperglycemia) which explains the
presence of infectious and hepatic diseases and inflammatory syndromes in histopathological
sections of organs (liver, lungs, kidneys). This study has confirmed that a plant is rarely toxic in
its entirety. Thus, one organ of a plant can be poisonous while another organ of the same plant is

edible. The toxicity therefore also depends on the respective plant organ.

Keywords: Abies numidica de Lannoy ex Carriere; secondary metabolites; in vivo toxicity;

histopathological study.
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Dans le cadre de la valorisation des extraits hydro-méthanoliques des aiguilles et des cones d'Abies
numidica de Lannoy ex Carriere (Pinaceae), plante endémique souvent utilisée comme remede
traditionnel et pour situer la limite de tolérance et éviter leurs effets indésirables, s'inscrit notre étude.
Ce travail consiste en I'étude phytochimique en premier lieu a permis de mettre en évidence les
principaux metabolites secondaires, notamment les polyphénols (acides phénoliques, flavonoides et les
tanins). Suivie de 1’étude de la toxicité in vivo des extraits hydro-méthanoliques des feuilles et des
cones d’A. numidica, les résultats montrent que ces extraits n'étaient pas létaux a une concentration de
2000 mg/kg d'une part, mais d'autre part, il existe des changements de comportement concernant le
poids, l'alimentation, et autres signes de toxicité. Ainsi, les parameétres biochimiques confirment la
présence de lésions hépatiques, en augmentant les taux de transaminases hépatiques. De plus, les
extraits affectent la glycémie, en augmentant le taux de glucose dans le sang (une hyperglycémie) qui
explique la présence des maladies infectieuses et hépatiques et des syndromes inflammatoires au
niveau des coupes histopathologiques des organes (foie, poumons, reins). La présente étude a permis
de confirmer qu'une plante est rarement toxique dans sa totalité. Ainsi, un organe d'une plante peut étre
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