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Résumé

Ammi visnaga est une plante vivace, aromatique et médicinale, poussant a I’état spontané au
Nord-Ouest Algérien, largement utilisée en médecine traditionnelle comme tisane par la
population locale pour guérir plusieurs maladies telles que, le rhume et les crampes
abdominales.

Notre travail consiste dans un premier temps a extraire des principes actifs a partir des feuilles
et tiges de notre plante et de réaliser une étude phytochimique qualitative. Dans un deuxiéme
temps, nous avons évalué les activités antioxydante et antiinflammatoire des extraits prépares.
Les résultats obtenus ont montré un meilleur rendement d’extraction estimé a 10.5% pour le
décocté. Tandis que les tests phytochimiques ont permis de mettre en évidence 1’existence de
différentes familles de composés chimiques dans les trois extraits telles que les alcaloides, les
flavonoides, les tannins, les stérols et les terpénoides, les coumarines et les composés reducteurs
L’activité antioxydante des différents extraits a été évaluée par la méthode de réduction du fer
(FRAP). Les résultats obtenus montrent que nos trois extraits possédent des capacités
antioxydantes importantes allant de 97.1 % a 97.3% et supérieures a I’effet antioxydant de la
molécule de référence, a savoir I’acide ascorbique.

Concernant 1’évaluation de I’activité anti-inflammatoire, nos trois extraits ont présenté des
propriétés importantes allant de 93.38% a 95%, supérieures a 1’effet protecteur de la molécule
de référence, a savoir le diclofénac

En conclusion, les extraits aqueux d’Ammi visnaga possedent des activités antioxydante et
antiinflammatoire importantes dues a la présence des composés phénoliques qui peuvent étre

exploités dans I’industrie alimentaire et pharmaceutique.

Mots clés : Ammi visnaga L., extrait aqueux, tests phytochimiques, activité antioxydante,

activité anti-inflammatoire.



Abstract

Ammi visnaga is a perennial, aromatic and medicinal plant that grows wild in north-western
Algeria, and is widely used in traditional medicine as an herbal tea by the local population to
cure various illnesses such as colds and abdominal cramps.

Our work consists firstly in extracting active principles from the leaves and stems of our plant
and carrying out a qualitative phytochemical study. Secondly, we evaluated the antioxidant and
anti-inflammatory activities of the extracts prepared.

The results obtained showed a higher extraction yield, estimated at 10.5%, for the decoction.
Phytochemical tests revealed the existence of different families of chemical compounds in the
three extracts, including alkaloids, flavonoids, tannins, sterols and terpenoids, coumarins and
reducing compounds.

The antioxidant activity of the different extracts was assessed using the iron reduction method
(FRAP). The results obtained show that our three extracts possess significant antioxidant
capacities ranging from 97.1% to 97.3%, superior to the antioxidant effect of the reference
molecule, ascorbic acid.

In terms of anti-inflammatory activity, our three extracts showed significant properties ranging
from 93.38% to 95%, superior to the protective effect of the reference molecule, diclofenac.

In conclusion, aqueous extracts of Ammi visnaga possess significant antioxidant and anti-
inflammatory activities due to the presence of phenolic compounds, which can be exploited in

the food and pharmaceutical industries.

Key words: Ammi visnaga L., aqueous extract, phytochemical tests, antioxidant activity, anti-

inflammatory.
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L'inflammation est une réponse biologique complexe des tissus vasculaires aux stimuli
nuisibles. C'est aussi une tentative protectrice de l'organisme pour les éliminer et d'initier le
processus de guérison (Middleton et al., 2000). Parfois, lI'inflammation peut étre néfaste en
raison de l'agressivité de I'agent pathogéne, de sa persistance, du siege de l'inflammation, par
anomalies de régulation du processus inflammatoire, ou par anomalie quantitative ou qualitative
des cellules intervenant dans I'inflammation (Brand et al., 1995). L'inflammation est, par
ailleurs, une source importante de radicaux oxygénés produits directement par les cellules
phagocytaires activées (Luczkiewicz et al., 2001 ; Ksouri et al., 2007).

Dans des conditions normales, le métabolisme aérobique chez les mammiféres génére des
substances appelées especes réactives de I'oxygene (ERO), qui sont impliquées a faibles
quantités dans des processus physiologiques (Ladoh et al., 2014). L’excés de radicaux libres
est la cause de nombreux problémes comme 1’asthme, les cancers, les maladies
cardiovasculaires, les troubles hépatiques, les maladies dégénératives et d’autres processus
inflammatoires (Ademiluyi et Oboh, 2008). La diminution ou 1’¢limination de ceux-ci se fait
par le systéme antioxydant de I’organisme. L’utilisation de substances chimiques de synthése
antiinflammatoires ou antioxydantes est toujours accompagnée d’effets secondaires
indésirables, alors que I’utilisation de composés phytochimiques s’avere utile et sans effets
secondaires (Brand et al., 1995 ; Berger, 2006).

Les plantes médicinales sont importantes pour la recherche pharmacologique et I'élaboration
des médicaments non seulement lorsque les constituants des plantes sont utilisés directement
comme agents thérapeutiques, mais aussi comme matieres premiéeres pour la synthese de
médicaments ou comme modeles pour les composés pharmacologiquement actifs (OMS,
1998). Environ 25% des médicaments prescrits dans le monde vient des plantes dont 121
médicaments sur 252 sont considérés comme essentiels par Organisation Mondiale de la Santé
et 11% vient exclusivement des plantes (OMS, 2002). Un grand nombre sont des médicaments
synthétiques obtenus a partir des précurseurs naturels. Dans les pays en voie de développement,
'usage répandu de la médecine traditionnelle est souvent attribuable non seulement au fait que
¢’est un patrimoine culturel, mais aussi a son accessibilité (OMS, 2002).

La plante Ammi visnaga appelée communément en Algérie Noukha a été choisie pour cette
étude sur la base de son utilisation traditionnelle pour traiter de nombreuses maladies comme
des voies respiratoires lors de I'asthme ou la bronchite spastique, les crampes gastro-intestinales
ainsi que pour les affections liées a la présence de calculs urinaires et les légers symptomes

d'angine (Al-Sanfi, 2013). L’objectif principal de ce travail a été d’étudier les activités
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antiinflammatoires in vitro sur les globules rouges humains et antioxydante des feuilles isolées
des tiges d’Ammi visnaga et d’effectuer le screening phytochimique de ces extraits bruts pour
déterminer les principaux groupes chimiques bioactifs qui pourraient donner a la plante les

activités biologiques recherchées.
Notre étude est structurée en trois parties :

La premiere partie propose une mise au point bibliographique concernant les plantes
médicinales et Ammi visnaga suivie par quelques notions sur I’inflammation et ’activité
anti-inflammatoire ainsi que sur le stress oxydatif et ’activité antioxydante.

La seconde comporte la partie expérimentale ou nous avons réalisé : la préparation des
différents extraits bruts aqueux des feuilles d’Ammi visnaga, ainsi que des tests
phytochimiques. Nous avons aussi évalué Dactivité anti-inflammatoire de cette plante
médicinale vis-a-vis des globules rouges humains, en déterminant aussi son activité
antioxydante par le test de FRAP.

La troisieme partie présentera les résultats obtenus qui seront suivis d’une discussion et

d’une conclusion générale
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1. Les plantes médicinales

Les plantes font toujours partie de notre vie quotidienne. On s’en sert pour se nourrir et se
soigner. Dans une époque ancienne, on soignait leurs malades a I'aide des plantes de la nature.
Etant donné il n'y avait pas suffisamment d'informations ni sur les causes des maladies ni
comment la plante pouvait étre utilisée comme remeéde, tout était basé sur I'expérience
(Petrovsk, 2012). Depuis des milliers d'années, les plantes sont utilisées pour aromatiser et
conserver les aliments, pour traiter les troubles de santé et pour prévenir les maladies, y compris
les épidémies (Silva et Fernandes, 2010). Les plantes médicinales sont toutes les plantes ayant
une activité pharmacologique pouvant conduire a des emplois thérapeutiques et d’aprés la
Xeme édition de la Pharmacopée francaise, la présence des caractéristiques curatives identifie
les drogues végeétales. Alors, on peut désigner les plantes médicinales comme toute plante qui
renferme une ou plusieurs substances ayant un intérét thérapeutique ou ayant une utilisation
médicinale dans la fabrication de médicaments utiles. On peut constater que pres de 25% des
médicaments contemporains proviennent, directement ou indirectement des plantes
médicinales (El Hilah et al., 2015). Aujourdhui, I'¢tude de la toxicité effectuée par les
herboristes sur des remedes assure au patient que la préparation et la dose sont sans danger
(Sofowora, 2010). La présence de métabolites secondaires dans les plantes explique ces
propriétés thérapeutiques (Triantafyllidi et al., 2015). Ces metabolites secondaires sont
généralement responsables des caractéristiques biologiques des especes vegétales utilisées dans
le monde (Dar et al., 2017). Pour le moment, dans les pays en développement, les plantes
médicinales restent une ressource medicale importante en l'absence d'un systeme de soins

médicaux moderne (Dar et al., 2017).
1.1. Historique

Les plantes médicinales sont utilisées par I'humanité depuis toujours. Leur utilisation remonte a
des civilisations anciennes. La guimauve, l'achillée et le sénétium étaient déja utilisées par
I'hnomme de Néandertal (il y a environ 60 000 ans). Ces savoirs étaient transmis de génération
en génération grace a I'expérience et a la coutume (El Azzouzi & Zidane, 2015).

La Chine et I'Inde ont aussi acquis des connaissances approfondies sur les vertus thérapeutiques
des plantes il y a plus de 4000 ans. On connaissait déja a cette époque les remeédes pour des
maladies telles que I'asthme ou le rhume. Au cours de I'Egypte antique, les vertus curatives des
plantes ont été immortalisées. Des huiles et des essences végétales étaient employées par les

égyptiens pour embaumer les corps. L'huile de genievre, la coloquinte, la grenade, le lin et le

4
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fenouil étaient les plantes les plus couramment employées. En somme, l'usage des plantes
médicinales a toujours été profondément ancré dans notre histoire, combinant mysticisme,
tradition et savoirs médicinaux (El Hilah et al., 2015).

Ces propriétés thérapeutiques des plantes sont dues a des métabolites secondaires
(Triantafyllidi et al., 2015). Ces derniers sont considérés comme le niveau fonctionnel du
métabolisme végétal (Hartmann, 1996) et sont synthétisés par les plantes en tant que dérivés

du métabolisme primaire (Aharoni et Galili, 2011).
1.2. Utilisation des plantes médicinales

Les plantes ont été utilisées pendant longtemps sous forme de tisanes ou de poudres, mais
aujourd'hui elles sont disponibles sous forme de capsules de différentes formes et utilisées par
une large tranche de la population. De nombreuses plantes sont melangées pour créer de
nouvelles et bonnes pratiques pharmaceutiques, tout en respectant de nombreuses conditions
(numero de plante, saveur, godt...) dans l'intérét du patient et en tenant compte de I'dge du
patient (Chabrier, 2010).

1.3.  Principe actif

Les principes actifs sont des molécules contenues dans des plantes ou des préparations a base
de plantes utilisees dans la fabrication de médicaments ; ils ont une activité thérapeutique
curative ou préventive sur I'nomme ou I'animal. La teneur de ces composés dans les plantes est
généralement extrémement faible, mais ce sont des ingrédients essentiels (Pelt, 1980).

Toutes les parties de la plante renferment des principes actifs, mais de maniére inégale et avec
des propriétés différentes. Par exemple, I'orange posséde des fleurs sédatives, mais son écorce
est aperitive (Sebai & Boudali, 2012). Il est donc nécessaire de différencier aujourd'hui
l'utilisation des plantes médicinales. L’Algérie est le plus grand pays riverain de la
Méditerranée. Sa renommée repose sur sa variété de plantes médicinales. Selon la FAO (2012),
il est donc indéniable que la flore algérienne est riche. Elle renferme de nombreuses especes

classées en fonction de leur niveau de rareté.
1.4. Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont des molécules diverses qui contribuent a la survie et a
I’adaptation des organismes. Leur diversité et leurs propriétés variées font d’eux un domaine

passionnant de la biochimie et de la pharmacologie Les plantes autotrophes produisent et
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stockent en petites quantités des métabolites secondaires, qui sont des molécules organiques
complexes (Marouf et Reynaud, 2007). Ils se trouvent en abondance et offrent une grande
diversité structurale. Ces substances ont une grande variété d'activités en biologie humaine
(Fettah, 2019). Il y a une production limitée de métabolites secondaires, ne dépassant pas les
200 000 métabolites secondaires (Vermerris, 2006). On peut citer parmi eux les composés
phénoliques, les coumarines, les alcaloides, les saponosides, les mucilages, les composés

volatils, les stérols et les terpénes (Alain et al., 2018).
2. Présentation d’Ammi visnage
2.1. Description botanique

Ammi visnage dans les temps anciens etait appelée le pain de Pharaon. Cette plante est aussi
appelée Noukha en Algérie ou Khella dans certaines régions de I'Afrique du Nord (Belkacem
et al., 2016). Elle posséde d'autres synonymes comme Daucus visnaga L. et Visnaga aucoides
et fait partie de la famille des Apiacées, qui compte environ 3600 especes a travers le monde
(Chraka et al., 2020). C’est une plante vivace qui se développe annuellement ou
bisannuellement, généralement au printemps (Vogel, 2013 ; Jaradat et al., 2015).

D’apres Travaini et al., (2016), elle préfere étre cultivée dans des sols argileux, bien drainés et

rapidement desséchés a la surface, dans les zones bioclimatiques supérieures et subhumides.
2.2. Taxonomie

Selon Bock (2011) et Alam et al., (2018), A. visnaga appartient a la famille des Apiaceae et sa

classification est comme suit :

- Regne: Plantae- Plantes
- Embronchement : Magnoliophyta
- Division : Magnoliophyta — Plantes fleuries

- Sous-division :  Spermatophyta — Plantes a graines.

- Classe: Equisetopsida / Mangoliopsida — Dicotylédones
- Sous-classe : Rosidae

- Ordre: Apiales

- Famille : Apiaceae / Umbelliferae — Famille des carottes

- Genre: Ammi

- Espece : Ammi visnaga
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2.3. Morphologie

A visnaga est une plante commune dans la mer Méditerranée et vivace pouvant atteindre
une hauteur allant de 90 cm a 1,3 métre, selon la fraicheur du terrain (Gattefossé, 1952)
(Photo N°01). Son parfum est léger et son godt est tres amer. Elle posséde plusieurs
appellations telles «<Sowak Anabi » en arabe, « Tabellaout » en bérbere, « Pick tooth, Tooth
pick » en anglais et « Herbe aux cure-dents » en frangais (Bishr et al., 2014).

e Les feuilles de cette plante sont dentelées, en lanieres, de forme pennée ou ovale avec
des segments linéaires minces mesurant environ 20 a 30 mm de longueur et 0,54 1 mm
de diametre. Elles sont vertes dans la région supérieure et blanc grisatre dans la partie
inférieure (OMS, 2007 ; Khalil et al., 2020). La floraison normale d’A. visnaga est
généralement de Juillet a Septembre et parfois des le mois de Mai dans les années
seches. Les feuilles dégagent une odeur spécifique (Bishr et al., 2014). Selon Hashim
et al., (2014), le fruit possede une forme ovale comprimée avec deux méricarpes et une
longueur d'environ 3 mm. Ces méricarpes sont d'un brun-vert avec une teinte violette et
portent des graines ovales trés petites (environ 2 mm de long) (Photo N°01) (Bishr et
al., 2014 ; Hashim et al., 2014 ; Meepagala et al., 2016).

e Laracine est pivotante et cylindrique de couleur brune claire. Elle peut mesurer jusqu'a
50 cm de longueur (Khalil et al., 2020).

e La tige est cylindrique, dressée, trés ramifiée, densément feuillue, glabre et mesure
jusqu'a 130 cm de longueur et 1,5 cm de diamétre. L’inflorescence en ombelle, sillonnée
surtout au sommet et les rayons trés renflés a la base deviennent ligneux et servent de
cure-dents (Gattefossg, 1952 ; WHO, 2007 ; Khalil et al., 2020).

e Les fleurs sont blanches a pétales echancrés en deux lobes inégaux a pointe courbée
formant des ombelles blanches inflorescentes, chacune mesurant 6 a 10 cm de diamétre.
Les tiges florales sont longues, pouvant atteindre 20 cm de long et les fruits sont ovales

et brunatres avec des reflets violacés (Gattefossé, 1952 ; Khalil et al., 2020).
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i %%

(Tison et Foucault , 2014)

2.4. Répartition géographique

Ammi visnaga est une plante qui se développe dans un climat chaud (Hashim et al., 2014). Elle
est originaire d'Afrique du Nord (avec un sol argileux) et du bassin méditerranéen (Ullah et al.,
2012). On cultive Noukha en Egypte, au Maroc et en Tunisie. De nombreuses plantations sont
également présentes en Europe, en Argentine, au Chili. Elle s'adapte également au climat en
Mexique, en Australie, dans l'océan Atlantique « Canaries, Acores et Madére » et dans les Etats
du Sud des Etats-Unis et dans I'ancienne Union Soviétique. Les plantes sont cultivées en Inde
dans les régions du Cachemire, du Jammu, du Pendjab, de Dehradun et méme dans le climat
chaud de I'Inde du Nord (Kenner et Requena, 2001 ; Al-Sanfi, 2013 ; Bishr et al., 2014).

En Algérie, A. visnaga est une plante aromatique originaire du nord d'Algeérie, avec une grande
répartition & Boumerdes (Brahmi et al., 2014), Constantine (Khalfallah et al., 2011),
Mostaganem (Belkacem et al., 2016) et Blida (Keddad et al., 2016).

8
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2.5. Composition chimique d Ammi visnaga

La Khelline (0.3-1.2%) est le principal composé d'A.visnaga, ayant été decouverte par
Mustapha Ibrahim en 1879 et identifiée en 1941 par Spaéth et Gruber. La famille des
composés presents dans les graines d'’Ammi comprend principalement la visnagine
(0.05_0.30%), qui est nettement moins active que la Khelline. On retrouve également la
Khellinine, le khellinol, I'amiol et le Khellol (Gattefossé, 1952 ; Al-Sanfi, 2013).

La composition d'’Ammi comprend également de I'huile fixe (plus de 18 %) et de I'huile
essentielle (Khalfallah et al., 2011 ; Khadhri et al., 2011 ; Brahmi et al., 2014 ; Soro et al.,
2015).

L'analyse phytochimiques de la plante a mis en évidence la présence de deux flavonoides a
savoir la quercétine et le kaempférol (Dirar et al., 2014). Le tableau N°01 regroupe les

différents composants chimiques d’Ammi visnaga ainsi que leurs structures.

Tableau N°01: Composition chimique d’Ammi visnaga.

Structure des composants

] majeurs
Famille Composants _ _
(Dirar et al.,, 2014; Hashim
etal.,, 2014)
y-pyrones 4%., la khelline (0,3- e
1,2%), la visnagine (0,05 & 0,30%), 1‘ ‘“
khellinol,ammiol, khellol et khellinin Al S
Fruranochromones . . . . . '
visammiol ,khellinone, visnaginone
(Hashim et al.,, 2014) Khelline
0,2-0,5% comprenant la
o)
. visnadine, lasamidine et HO ©
Pyranocoumarines | Y
dihydrosamidine (Ghoneim et al.,
2014) O OCH;
Khellol
Furanocoumarines xanthotoxine et d'amoidine

(Jaradat et al., 2015)
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Comprenant la quercétine et

l'isorhamnetine et leurs trisulfates

Flavonoides ainsi que le kaempferol O O CHs

(Jaradat etal., 2015) N\
OCHs3 O

Volatiles Les plus abandants sont linalool et
aliphatic esters (Ghoneim et al,,
2014) Visnagine

. Fruits mdrs séches (12-16%)
Proteines

(Bishr et al.,, 2014)

2.6. Utilisation traditionnelle

Traditionnellement, la plante est utilisée sous forme de poudre pour traiter les coliques rénales,
les légers symptdmes d'angine et les crampes abdominales. Les propriétés curatives de la
décoction de la Khella sont bien connues (Dirar et al., 2014). Elle est généralement employeée
pour traiter I'obstruction des voies respiratoires lors de I'asthme ou la bronchite spastique, les
crampes gastro-intestinales ainsi que pour les affections liées a la présence de calculs urinaires
et les Iégers symptomes d'angine (Al-Sanfi, 2013). La plante et ses extraits sont aussi tres prisés
pour le vitiligo et le psoriasis, et sont employés comme agent lithotriptique. Elle est couramment
employée afin de dilater les bronches, les urinoirs et les vaisseaux sanguins sans altérer la
tension artérielle. On l'utilise aussi pour la régulation des régles, comme diurétique, et dans le
traitement du vertige, du diabete et des calculs rénaux. L’infusion des parties aériennes d’Ammi
est utilisée pour soigner les maux de téte (Khalil et al., 2020). Selon Gattefossé (1952), les
médecins arabes recommandent l'utilisation d'A. visnaga pour traiter I'aménorrhée, la gravelle,

ainsi que pour soulager le rhumatisme, la gingivite et les caries dentaires.

10
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3. Inflammation et activité anti-inflammatoire
3.1. Inflammation

Dans un organisme, l'introduction d'un agent agresseur, peu importe sa nature, provoque une
perturbation de I'équilibre. Ce trouble se manifeste par des changements a la fois dans les
vaisseaux sanguins, les cellules, les intercellulaires et les niveaux d'hormones. L'inflammation
est le résultat de toutes ces perturbations, appelées réactions (Parodi, 1993). Elle se manifeste
généralement par quatre symptémes clés a savoir la rougeur, la chaleur, la douleur et la Iésion
fonctionnelle. La réaction de défense et d'adaptation de l'organisme face a une agression
tissulaire non spécifique est appelée réaction inflammatoire. Selon Engler (1993), il existe
différentes sources de cette réaction qui peuvent étre bactérienne, virale, parasitaire, tumorale,
traumatique (blessure, intervention chirurgicale), physique (brGlures, irradiations), nécrose
tissulaire (infarctus) et immunologique (maladie auto-immune, rejet de greffe).

L'inflammation est généralement un processus positif. Elle vise a stimuler le systeme
immunitaire pour éliminer l'agent pathogéne et réparer les dommages tissulaires (Bounihi,
2016). Il arrive parfois que linflammation ait des conséquences néfastes en raison de
I'agressivité de I'agent pathogene, de sa persistance, du lieu de I'inflammation ou de régulations

anormales du processus inflammatoire.
3.2.  Types d’inflammation

On a pu distinguer morphologiquement deux types d'inflammation dont l'une aigué et l'autre
chronique, telles que I'infection virale, la réaction a corps étrangers et les mycoses. Cette forme
persistante présente une similitude morphologique évidente avec I'inflammation observée dans
la maladie de Crohn (De Vos et al., 1989 ; Van Pra et al., 2016). Selon Stevens et al., (2004),
une inflammation aigué peut disparaitre ou entrainer une cicatrisation, mais en lI'absence d'une
résolution, elle peut se transformer en une inflammation chronigue.

L’inflammation aigue est définie comme étant une réponse immédiate exercée par I’organisme
contre un agent agresseur, de courte durée (quelques jours a quelques semaines). Selon Weiss
(2008), l'inflammation aigué est une réaction a court terme qui conduit généralement a la
guérison. A linverse, l'inflammation chronique est une réponse prolongée, dérégulée et
inappropriée (Weiss, 2008). Une inflammation persistante est liée a de nombreux troubles et
maladies chroniques chez I'nomme, tels que l'allergie, I'athérosclérose, le cancer, l'arthrite et les

maladies auto-immunes. Elle représente une inflammation qui ne présente aucune tendance a
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la guérison spontanée et qui se détériore progressivement ou s'aggrave pendant plusieurs mois
ou années (Serhan et al., 2010). Elle entraine souvent une perte de tissus ou de fonctions
organiques. L’inflammation chronique se caractérise par la présence de lymphocytes, de

macrophages et de plasmocytes dans les tissus (Bounihi, 2016).
3.3. Facteurs déclenchant I’inflammation

Les éléments qui provoquent l'inflammation sont divers. C'est une liste non exhaustive et ils
peuvent étre extérieurs (Tehami, 2017) tels que :
e Les agents naturels : infection par des micro-organismes tels que les bactéries et les
parasites ;
e Les agents physiques : la chaleur, le froid, des blessures ou des nécroses tissulaires (un
infarctus), des radiations par des rayons ultra-violets (un coup de soleil) ou des rayons X,
des corps étrangers (une prothese, des poussieres de silice) ;

e Les médicaments (substances chimiques) : toxines, venins.

Leur origine peut également étre interne (Bounihi, 2016) dont les raisons trophiques sont liees
a un manque de circulation sanguine ou a des problemes immunitaires et surtout dans les

affections inflammatoires chroniques (Revillard, 2001).
3.4. Types d’antiinflammatoires
3.4.1. Anti-inflammatoires synthétiques

Les anti-inflammatoires agissent comme des inhibiteurs sur les défenses immunitaires, et cela
en inhibant le chimiotactisme des cellules de défense de ’organisme ce qui favorise I’apparition
ou I’aggravation et la propagation de l'infection (Nicot et al., 2013).

Selon I’origine de la biosynthése des anti-inflammatoires et leurs modes d’action, on distingue
deux classes principales a savoir les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) et les anti-

inflammatoires stéroidiens (AlS).
3.4.1.1. Antiinflammatoires non stéroidiens

Ils sont une des classes thérapeutiques les plus utilisées dans le monde. Ces médicaments ont
des effets antalgiques et antipyrétiques associés a un effet anti-inflammatoire (Kada, 2018). Le
mode d’action commun de tous les AINS est la diminution de la production de prostaglandines

du fait de I’inhibition de la cyclooxygénase. Les prostaglandines sont directement impliquées
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dans I’inflammation, la douleur et I’hyperthermie (Bounihi, 2016). Les AINS sont le groupe le
plus important de médicaments impliqués dans les réactions d'hypersensibilité aux
médicaments, les symptdmes cutanés sont les plus fréquents, l'urticaire et I'anaphylaxie étant
les manifestations cliniques typiques, ainsi que des réactions spécifiques a un organe telles que
I'hnépatite ou la pneumonie (Cornejo-Garcia et al., 2009).

3.4.1.2. Anti-inflammatoires stéroidiens

Les anti-inflammatoires stéroidiens ou corticoides constituent une classe des médicaments qui
sont des dérivés synthétiques des hormones naturelles sécrétées par les glandes surrénales « la
cortisone ». Ce sont de puissants anti-inflammatoires et sont doués également de propriétés
immuno-modulatrices et antiallergiques (Coutinho et Chapman, 2011). Les corticoides
constituent une classe thérapeutique trés puissante qui inhibe toutes les étapes de la réaction
inflammatoire aussi bien précoces que tardives (Kernouf, 2019). lls représentent le traitement
le plus efficace des maladies inflammatoires chroniques telles que I’arthrite rhumatoide et les
maladies auto-immunes (Kessel et al., 2014). 1l est a noter que I’utilisation prolongée des
corticostéroides a des inconvénients car ils sont bien connus pour provoquer I'hyperglycémie,
une sensibilité accrue aux infections, des troubles psychiatriques, l'ostéoporose, la nécrose
articulaire aseptique, l'insuffisance surrénalienne, les effets gastro-intestinaux, hépatiques et

ophtalmologiques (Buchman, 2001 ; Capet et al., 2001).
3.4.2. Anti-inflammatoires naturels

La nature regorge de substances ayant des propriétés anti-inflammatoires. De nombreuses
plantes médicinales ont démontré des propriétés anti-inflammatoires et immuno-modulatrices
significatives dans la littérature contemporaine (Tasneem et al., 2018). Leurs composés
bioactifs peuvent étre utilisés comme base pour la création de nouveaux médicaments anti-
inflammatoires, tout en ayant des effets secondaires minimes et des effets pharmacologiques
trés puissants (Agyare et al., 2013).

Une étude a démontré que la consommation d'anthocyanes était liée a une baisse du taux de
cytokines dans la circulation (Karlsen et al., 2007). Les polyphénols ont des effets multiples et
peuvent agir a différents niveaux de la réaction inflammatoire en inhibant le métabolisme de
I'acide arachidonique ou en bloquant les voies de la cyclooxygénase et de la lipoxygénase
(‘Yoon et Baek, 2005). Des recherches réalisées en laboratoire ont démontré que les flavonoides

jouent un réle puissant dans I’inhibition de la production de TNF-a par des macrophages
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stimulés par le LPS (Muzamal et al., 2013). De nombreux travaux ont démontré l'activité anti-
inflammatoire des huiles essentielles, qui est attribuée aux monoterpénes hydrocarboneés, aux

sesquiterpénes hydrocarbonés et aux alcools sesquiterpéniques (Chao et al., 2005).

3.5. Méthodes utilisées dans I’étude de ’activité anti-inflammatoire

L’étude de I’activité anti-inflammatoire peut étre réalisée selon deux approches in vivo et in
vitro. La méthode in vivo est généralement exercée sur des animaux de laboratoire, ou une
inflammation aigué peut étre produite en utilisant divers agents chimiques ou mécaniques. Les
études, in vitro, peuvent éclairer le mode d'action des agents anti-inflammatoires au niveau
moléculaire. Ces études sont souvent réalisées dans un systéeme d'organes isolé, ou des
préparations cellulaires ou subcellulaires (Naik et Sheth, 1976). Plusieurs méthodes soit in vivo
ou in vitro ont été utilisées pour I’évaluation de ’activité anti-inflammatoire des extraits de
plantes médicinales. Quelques méthodes sont résumées dans le tableau N°02.

Tableau N°02: Quelques méthodes d’études de I’activité anti-inflammatoire, in vitro et in vivo.

Etude

Reference

In vivo

Induction d’un cedéme, par I’injection de carragénine dans la patte de la
souris

Les contractions abdominales produites per I’injection de I’acide acétique
chez la souris.

Ouédraogo et al.,, 2012

Induction d’un cedéme en faisant chuter un poids de 50 g au-dessus de la pate
gauche des rats

El Hachimi et al.,, 2016

L’accumulation des cellules de [I’inflammation induite par
I’injection de curdlane

Maruyama et al.,, 2005

Induction d’cedéme en appliquant 1’huile de corton sur P’oreille de souris

Sawadogoa et al.,, 2008

In vitro

Inhibition de la dénaturation des protéines (albumine)

-Mizushima et
Kobayashi, 1968
-Sakat et al.,, 2010

- Govindappa et al.,,

2011
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Action inhibitrice sur les protéinases

-Oyedepo et Famurewa,
1995

-Sakat et al.,, 2010

Test de stabilisation des membranes d’érythrocytes via 1’induction| - Govindappa etal.,,

d’hémolyse des globules rouges par hypotonie et par chaleur

2011

4. Stress oxydatif et activité antioxydante
4.1.  Le stress oxydatif

Le stress oxydatif a été initialement défini en 1985 par Sies en tant qu’un déséquilibre entre les
oxydants et les antioxydants, ainsi que les réponses oxydatives (Surai et al., 2019). L'idée selon
laquelle I'oxygene, une molécule essentielle a la vie, peut causer des dommages cellulaires
considérables en produisant des dérivés oxygénés activés (radicaux libres), est encore mal
comprise dans le domaine médical.

La production excessive d'espéces d'oxygene réactives (ROS) et un état d'oxydation-réduction
(redox) modifié sont les signes du stress oxydatif. Ces processus moléculaires provoquent
l'oxydation des protéines et une signalisation cellulaire dérégulée, ce qui entraine
I'inflammation, la prolifération, I'apoptose, la migration et la fibrose. Ces processus jouent un
réle crucial dans l'altération de la fonction vasculaire, le remodelage cardiovasculaire, le
dysfonction rénale, I'activation des cellules immunitaires et I'nypertension du systéme nerveux
sympathique (Touyz et al., 2020).

Cependant, de nombreuses recherches épidémiologiques et cliniques ont largement impliqué
ces especes reactives de l'oxygene (ERO) dans le développement de divers processus
pathologiques tels que I'athérosclérose et la cancérogenese (Pincemail et al., 2002).

Différents mécanismes physiologiques produisent des radicaux libres, car ils sont bénéfiques
pour l'organisme a une dose raisonnable. Cette production physiologique est parfaitement
contrélée par les systemes de défense, ce qui entraine un équilibre entre les antioxydants et les
pro-oxydants (Favier, 2003). Dans le cas ou il existe un déséquilibre profond entre les
antioxydants et les pro-oxydants en faveur de ces derniers, on parle de « stress oxydant », ce

qui entraine des dommages cellulaires irréversibles (Pincemail et al., 2002).
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4.2.  Conséquences de stress oxydatif

L'apparition de la plupart des maladies causées par le stress oxydant est liee a I'age, car le
vieillissement réduit les défenses antioxydants et favorise la prolifération des radicaux libres
dans les mitochondries. Le stress oxydant est la principale cause de diverses affections telles
que le diabete, la maladie d'Alzheimer, le rhumatisme et les maladies cardiovasculaires (Bidie,
2011).

4.3. Les antioxydants

Les antioxydants forment un groupe de composeés qui ont la capacité de neutraliser les radicaux
libres et de prévenir ainsi la formation de maladies liées au stress oxydant (Sarr et al., 2015).
Les antioxydants désignent toute substance qui, a des concentrations faibles par rapport a un
substrat oxydable, retarde ou inhibe de maniere significative I'oxydation de ce substrat. De plus,
ils sont également définis comme toute substance qui prévient ou élimine les dommages
oxydatifs causes a une molécule cible.

Le glutathion, les vitamines E et C, la bilirubine, I'acide lipoique, ainsi que des enzymes telles
que la catalase, le superoxyde dismutase, la glutathion peroxydase, les peroxyrédoxines, sont
des molécules de défense présentes dans la cellule. Elles ont la capacitée de neutraliser les

radicaux libres et de prévenir leur accumulation (Barouki, 2006).
4.4. Meécanismes d’action des antioxydants

Un antioxydant est un élément qui peut empécher ou ralentir I'oxydation de d'autres composés.
Les antioxydants ont différentes actions. Selon Mezouar et al., (2014), leur action peut étre
directe ou indirecte, en tant que composants de la structure des enzymes et/ou cofacteurs des
enzymes antioxydants.

Les mécanismes les plus courants comprennent :

* Les oxydants préventifs qui inhibent les réactions d'oxydation des radicaux libres en inhibant
la formation de radicaux lipidiques libres. Les antioxydants de rupture de chaine interrompent
la propagation de la réaction d'auto-oxydation.

* Simple trempeur d'oxygene.

* Un agent de réduction qui transforme les hydropéroides en composés solides.

* Appareil de mesure des métaux qui transforme les métaux pro-oxydants (obtenus a partir du
fer et du cuivre) en produits stables.

* Des enzymes pro-oxydatives (lipooxigénases) qui sont inhibées (Carocho et Ferreira, 2013).
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4.5. Classification des antioxydants
Selon leur nature, on peut classer les antioxydants en :

- Antioxydants & base de plantes ou naturels

Les antioxydants, qui participent a la rupture de chaine et qui, en réagissant avec les radicaux
lipidiques, les métamorphosent en composants plus stables. Les antioxydants de ce groupe
présentent une configuration principalement phénolique. Selon Ayoub et al., (2017), I'absence
de ces antioxydants pourrait avoir un impact sur le métabolisme des macromolécules, telles que

les glucides, qui jouent un role essentiel dans la production d'enzymes antioxydants.

- Antioxydants synthétiques ou artificiels

Des antioxydants synthétiques ont été créés pour fournir un systeme standard de mesure de
I'activité antioxydante afin de pouvoir les comparer avec les antioxydants naturels et les évaluer
incorpores dans les aliments (Carocho et Ferreira, 2013). Ces antioxydants sont des
substances phénoliques qui contribuent a l'accumulation des radicaux libres et qui ont
interrompu les réactions en cascade. Selon Ayoub et al., (2017), on peut citer l'anisole
hydroxyle butyle (BHA), I'hydroxytoluene butylé (BHT), I'hydroquinone butylé tertiaire
(TBHQ), le gallate de propyle (PG) ainsi que l'agent chélateur de métal (EDTA) et I'acide

guarétique nordihydro (NDGA) comme des exemples de ce groupe.
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MATERIEL ET METHODES

1. Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué par les feuilles et les tiges d’Ammi visnage, récoltées dans la
région de Meghnia, située au Nord-Ouest de la wilaya de Tlemcen.

Les parties de la plante ont été séchées a I’ombre et a I’abri de ’humidité pendant une semaine
puis elles sont réduites en poudre en utilisant un broyeur automatique puis soumises a
I’extraction (Photo N°02).

Photo N°02 : Aspet de la plante Ammi visnaga a I’état de frais et apreés séchage

(a)Ammi visnaga fraiche ; (b) Ammi visnaga apres le sechage ; (c) plante moulue

2. Méthodes

2.1. Preparation des différents extraits des feuilles et tiges d’Ammi visnaga

Pour I'évaluation de les activités antiinflammatoire et antioxydante d’Ammi visnaga, des

extraits bruts aqueux sont pgasa partir des feuilles et des tiges de la plante.

2.1.1. Extraction par macération

20 g de la matiere vegétale sont mis en contact avec 200 mL d’eau distillée froide. L’échantillon
est laissé macérer durant 24h puis filtré et évaporé a sec dans une étuve a une température de
45°C. Le produit est récupéré sous forme de solide et stocké dans des bocaux en verre a I’abri

de lumiere et a température ambiante.

2.1.2. Extraction par décoction

Nous avons utilisé la technique d’extraction par décoction. 20 g de la maticre végétale broyée
sont mis en contact avec 200mL d’eau distillée froide et sont portés a ébullition pendant 5
minutes. Le mélange est ensuite filtré puis évaporé a sec dans une étuve a une température de
45°C. Le produit est récupéré sous forme de poudre et conserver dans des bocaux en verre.
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2.1.3. Extraction par infusion

Nous avons utilisé la technique d’extraction par infusion. 20 g de la matiére végétale broyée
sont mis en contact avec 200mL d’eau distillée bouillante. Le mélange est laissé infusé 24h
ensuite il est filtré puis évaporé a sec dans une étuve a une température de 45°C. Le produit est

récupéré sous forme de poudre et conserver dans des bocaux en verre.

2.2. Le rendement des extraits secs

Nous avons déterminé le rendement en extrait sec, en calculant le rapport entre le poids de
I’extrait sec (poudre) en gramme, et le poids du matériel végétal utilisé pour I’extraction en

gramme ; selon I'équation suivante :

Rdt (%) = [(P1 — P2) / P3] x 100

P1 : poids de la boite aprés évaporation ;
P2 : poids de la boite avant évaporation ;

P3: poids de la matiére végétale initial.

2.3. Tests phytochimiques
Les tests phytochimiques sont réalisés sur les extraits des graines d’Ammi visnaga.

Les tanins (Karumi et al., 2004)

On ajoute 3 gouttes de FeCI3 1% a 1 mL d’extraits. Aprés deux minutes d'incubation, un test

positif est révélé par I'apparition d'une coloration bleue ou verte foncée.
Les flavonoides (Karumi et al., 2004)

2 mL de chaque extrait végétal sont traités avec quelques gouttes d’HCL 37%, et avec 0.5 g de
tournure de magnésium (Mg). Le test positif est marqué par l'apparition d'une couleur rouge

ou orange qui caractérise les flavonoides.

Les terpénoides

On ajoute 1 mL de chloroforme et 1.5 mL de H2SO4 concentrée a 2.5 mL de nos extraits. La

présence des terpénoides est révélée par l'apparition de deux phases et une couleur marron en

interphase.
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Les stérols : réaction de Libermann-Burchard

On traite | mL d'extrait avec 2.5 mL d'anhydre acétique et 10 gouttes d'H2SO4 concentrée. Les

stéroides donnent avec cette réaction une coloration violacée virant au vert.

Les coumarines

Al mL de chaque extrait, on ajoute 1 mL d'eau chaude. La solution obtenue est divisée en
deux parties égales dont la premiére représente un témoin et la deuxiéme est traitée avec
0.5 mL de NH40H a 10%. L'examen est réalisé sous la lumiere ultraviolette et

I'apparition d'une fluorescence intenserévele la présence de coumarines (Bruneton, 1999).

Les alcaloides

2.5 mL d'HCI a 1 %, sont ajoutés a 0.1 mL d'extrait, et incubés au bain- marie pendant 10 min.
La solution obtenue est divisée en deux parties. On ajoute a I'une le réactif de Mayer et a l'autre
le réactif de Wagner. L'apparition d'un précipité blanc ou brun révéle la présence des alcaloides.

Réactif de Mayer: Dissoudre 1.358g d'HgCl2 dans 60 mL d'eau distillée puis 5g de KI dans

10 mL d'eau distillée. Mélanger les deux solutions et ajuster le volume total a 100mL.

Réactif de Wagner: Dans 75mL d'eau distillée, dissoudre 2g de Kl et 1.27g de 1,. Le volume

obtenu est ajusté a 100 mL avec I'eau distillée.

e Lessaponosides

On ajoute 1 mL d'eau distillée a 2 mL de chaque extrait, puis la solution est agitée pendant
1 minute. La présence des saponosides est confirmée par l'apparition d'une mousse qui persiste

durant 15 minutes. Le test est considéré comme positif si I'épaisseur de la mousse dépasse 1cm.

Les composés réducteurs

On ajoute a 1 mL de nos extraits 0.5 mL de Liqueur de Fehling A et B puis on chauffe les tubes
au bain marie a 100°C. Un test positif est indiqué par l'apparition d'un précipité de couleur rouge

brique (Trease et Evans, 1987).
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2.4.  Evaluation de Pactivité antiinflammatoire, in vitro, des extraits des feuilles et

tiges d’Ammi visnaga

2.4.2. Echantillons de sang humain

Des échantillons de sang frais (environ 6 mL) ont été récupérés dans des tubes hépariné, a
I’université Belhadj Bouchaib d’Ain Témouchent, ou la prise de sang a été effectuée, sur des
volontaires (18-40 ans) n’ayant pas pris de médicaments antiinflammatoires, durant les deux

derniéres semaines avant le prélévement.
2.4.3. Préparation du phosphate buffered saline (PBS)

Pour préparer la solution tampon de PBS a pH=7,4, nous avons utilisé les composés suivants
avec les concentrations qui leurs correspondent : K2HPO4 (8Mm) ; KH2PO4 (2Mm) ; KClI
(2,7Mm) ; NaCl (137mM) (Mohan, 2006).

2.4.4. Préparation de la suspension des globules rouges humains

Les échantillons de sang récupérés ont été centrifugés a 3000 rpm, pendant 10 min. Le
surnageant est, par la suite, éliminé et le culot de globules rouges a été lavé trois fois avec du
PBS, jusqu’a I’obtention d’un surnageant clair, en centrifugeant a chaque fois a la vitesse de
3000 rpm, pendant 5 min. La suspension érythrocytaire ainsi obtenue été diluée 20 fois par PBS

(ImL de culot est dilué dans 19mL de solution tampon).

2.4.5. Preéparation des extraits végétaux

Différentes concentrations d’extraits de la plante (0.058mg/mL, 1.117mg/mL, 0.234mg/mL,
0.468mg/mL, 0.937mg/mL, 1.875mg/mL, 3.75 mg/mL, 7.5 mg/mL, 15 mg/mL et 30

mg/mL).sont solubilisées dans le PBS.

2.4.6. Evaluation de I’effet des extraits des feuilles et tiges d’Ammi visnaga sur la

stabilisation de la membrane des globules rouges

Le test se base sur I’effet des extraits de la plante étudiée sur la stabilisation des érythrocytes,
apres induction de I’hémolyse par une solution hypotonique associée a une température élevée,
selon le protocole de (Ganesh-Gadamsetty et al., 2013).

Dans des tubes & hémolyse, 0.5 mL d’extraits des feuilles et tiges d’Ammi visnaga, 1.5 mL
du tampon phosphate (0.15 M, pH 7.4) et 2 mL de la solution hyposaline (NaCl a 0.36 %) ont

été mélangés et incubés, a 37 °C pendant 20 min. Par la suite, un volume de 0.5 mL de h
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suspension des érythrocytes (20 %) a €té rajouté pour chaque tube, enchainé d’une incubation,
a 56 °C pendant 30 min. Les tubes ont été mis dans de I’cau froide pendant 20 min, afin d’arréter
la réaction ensuite centrifugé, a 3000 rpm pendant 5 min. La lecture d’absorbance du surnageant
est faite a 560 nm, a I’aide d’un spectrophotomeétre, Le contr6le consiste en un mélange de 2
mL de la solution hyposaline, 2 mL du tampon PBS, 0.5 mL dela suspension de globules
rouges et 0.5 mL d’eau physiologique.

Le diclofénac est utilis¢ comme molécule de traitement anti-inflammatoire, avec les mémes

concentrations que I’extrait. Le pourcentage d’hémolyse a été calculé selon 1’équation suivante

% d’inhibition de I’hémolyse = [(Ac —At) / Ac] * 100

Ac : absorbance de control

At : absorbance de 1’échantillon (test)

2.5.Réduction du fer : FRAP (Ferric Reducing Antioxydant Power)

Cette méthode fonctionne en utilisant la capacité d'un compose a convertir le fer ferrique (Fe3+)
présent dans le complexe K3Fe(CN) 6 en fer ferreux (Fe2+) (Habibou et al., 2019). Cela se
manifeste par le changement de couleur du fer ferrique de jaune a bleu-vert du fer ferreux
(Karagozler et al., 2008). La réaction est alors évaluée en mesurant I'absorbance de la solution
a 700nm.

Fed* + o- mmm Fe?*

L'utilisation de cette méthode permet d'évaluer la capacité des extraits testés a convertir le fer
ferrique (Fe*) présent dans le ferricyanure de potassium K3Fe(CN)6 en ferrocyanure de
potassium (Fe?*) (Oyaizu, en 1986).

Le protocole expérimental utilisé est celui établi par Karagozler et al., 2008. On mélange 1
mL de I'extrait dilué dans I'eau distillée avec 2,5 mL de tampon phosphate (0,2M ; pH 6,6) et
2,5 mL de ferricyanure de potassium K3Fe(CN) 6 a 1%. Ensuite, on positionne les tubes dans
un bain-marie a 50°C pendant 20 minutes. Aprés avoir refroidi a température ambiante, on
ajoute 2,5mL d'acide trichloracétique (TCA) a une teneur de 10%in de mettre fin a la réaction.
Pendant 10 minutes, les tubes sont centrifugés a une vitesse de 3000 tours/min. 2,5mL de
surnageant sont prélevés, puis nous ajoutons 2,5mL d'eau distillée. Ensuite, nous ajoutons

500uL d'une solution de chlorure de fer (FeCls, 6 H20) a 0,1% récemment préparée au mélange.
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Les absorbances sont mesurées en utilisant un spectrophotometre a 700 nm pour étudier les
absorbances. Le controle positif est l'acide ascorbique dans les mémes conditions

expérimentales.
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1. Les rendements en extraits secs

Il convient de noter que la methode employée, le choix des solvants et les conditions
d'extraction (& chaud ou a froid) ont un impact sur les métabolites secondaires et, par
conséquent, sur les activités biologiques médiées par ces métabolites.

Nos trois extraits bruts dont I’aspect physique est sous forme de poudre et de couleur marron
sont obtenus par macération, infusion et décoction a partir des tiges et des feuilles d’Ammi
visnaga en utilisant I’eau distillée comme solvant d’extraction. Les rendements ont été calculés

et les résultats obtenus sont présentés dans la figure N°01.
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Figure N° 01:Les résultats du rendement d’extraction des feuilles et des tiges d’Ammi visnaga

Dans notre étude, les résultats des rendements en extraits obtenus varient de 9.8% a 10.5%.
L’extraction par décoction correspond au meilleur rendement estimé a 10.5% suivi par
I'extraction par macération avec un rendement égale a 10%, tandis que I’extraction par infusion
a aboutis a I’obtention du plus faible rendement estimé a 9.8%.

Les études rapportées par Maupetit (1994), Chehab (1993) et Mouslih (2001) ont indiqué que
le rendement des extraits de notre plante étudiée varie en fonction de la période de récolte, du
mode d'extraction et du séchage de la plante. En effet, Khoddami et al., (2013) ont montré que
le méthanol et ’eau sont les solvants les plus utilisés pour une meilleure extraction des
composés phénoliques. Le rendement d’extraction dépend fortement de la polarité du solvant
(Mohammedi et Atik, 2011). Dans notre étude, le choix de 1’eau distillée qui est un solvant
polaire ainsi que 1’utilisation de la chaleur augmentent le taux de métabolites extraits. Cela
s'explique par le fait que la température élevée de I'eau perturbe les cellules, ce qui facilite
I'infiltration du solvant et la solubilisation des molécules (Albano et Miguel, 2010). Nos
résultats obtenus restent supérieurs a ceux trouvés par Himeur et Charef (2021) dont le taux

de rendements de I’extraction aqueuse par décoction était de 7.2%.
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2. Tests phytochimiques

Les méthodes utilisées pour détecter les classes de composés phytochimiques sont décrites et
évaluées dans les approches de dépistage phytochimiques (Farnsworth, 1966). D'importantes
recherches sont menées sur la phytochimie afin de déterminer les composants chimiques des
plantes médicinales (Badiaga, 2011). Selon Farnsworth (1966), il est recommandé de choisir
une méthode de criblage phytochimique qui soit facile, rapide, congue par un équipement
minimal et sélective pour la classe de composés étudiés.

Dans notre étude, les trois extraits bruts d'’Ammi visnage ont été soumis a des tests
phytochimiques en utilisant des réactifs spécifiques de révélation qui permette de mettre en
évidence des métabolites secondaires au niveau des tissus végétaux de notre plante. La détection
de ces composés chimiques est basée sur des réactions qualitatives de caractérisation telles que
la formation de précipitation, des essais de solubilité des constituants, de la turbidité,
I'apparition de coloration ou encore un examen sous la lumiére ultraviolette. Le tableau N°03

présente les résultats expérimentaux obtenus.

Tableau N°03: Les résultats de caractérisation des composants chimiques qui sont présents

dans les différents extraits des feuilles et des tiges d’Ammi visnage.

) Extraits
Tests Reaction - - :
Infusion Maceration Decoction
Tanins +++ +++ +++
Tanins FeCl; Tanins galliques +++ +++ +++
Tanins cathéchiques - - -
Flavonoides Mg+t +++ ++ +++
Terpénoides Chloroforme + H,SO, +++ +++ +++
Stérols Anhydre acétique + H,SO, +++ +++ +++
Coumarines Fluorescence / UV - - -
Wagner +++ ++ +++
Alcaloides
Mayer +++ ++ +++
Saponosides Test de mousse - - -
Composeés réducteurs Liqueur de Fehling +++ +++ +++
- . Absence totale. + : Présence en quantité faible.
++ : Présence en quantité moyenne. +++ : Présence en quantité abondante.
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Le tableau N°03 présente le résultat du screening phytochimique des feuilles et des tiges de
notre plante étudiée. Ces résultats montrent que I’espece Ammi visnaga est tres riche en
flavonoides et alcaloides en quantité variable dans les différents extraits préparés. Ce taux est
moyen dans I’extrait de macération comparé a ’extrait d’infusion et de décoction ou ces deux
meétabolites sont tres abondants.

L’analyse phytochimique a montré aussi la présence des tanins galliques, caractérisée par une
coloration bleue-noir, des terpénoides, des stérols, des composés réducteurs en quantité tres
importante dans les trois extraits préparés. Cependant, on a remarqué une absence totale des
coumarines et des saponosides.

Nos résultats trouves concordent avec ceux d’Amraoui (2022), Ez zoubi et al., (2016) et Zaher
et al., (2019) qui ont mis en évidence la présence des mémes familles chimiques dans leurs
extraits bruts méthanoliques d’Ammi visnaga. Ceci prouve la richesse de la plante en
flavonoides et en tanins galliques.

D’autre part, ’absence des alcaloides et des saponosides dans la partie aérienne de notre plante
est confirmeée par des recherches faites par Arouabi et al., (2018), Amin et al., (2015) et Zaher
et al., (2019).

Selon les recherches menées par Soro et al., (2015), Ez zoubi et al., (2016) et Arouabi et al.,
(2018), les extraits d’Ammi visnaga présentent respectivement une absence des tanins galliques
et une présence des tanins cathéchiques. La différence des résultats trouvés comparée a d’autres
recherches peut étre due a plusieurs facteurs tels que : le statut de maturité et le traitement apres
la récolte, la nature du solvant, le lieu géographique, la période de récolte et aussi la méthode
d’extraction qui peuvent contribuer a cette différence.

Les résultats obtenus par Zaher et al., (2019) concordent avec les nétres concernant la présence
de composés réducteurs, qui ont été identifiés comme positifs lors de notre analyse.

Les résultats d’El karkouri et al., (2020) confirment I’abondance des flavonoides, des stérols
et des triterpenes, ainsi qu’un manque total des tanins cathéchiques dans la partie aérienne de
la plante. Cependant, elle met en évidence I'absence totale des tanins galliques, qui se révelent
trés abondants dans notre étude.

Les études menées sur les extraits de I’espéce Ammi visnaga mettent en évidence la présence
de divers métabolites secondaires tels que les flavonoides, les tanins, les stérols et les composés
réducteurs. Différentes propriétés biologiques leurs sont attribuées (Verdan et Alves
Stefanello, 2012 ; Abdelli, 2018), ce qui peut favoriser l'utilisation de cette plante comme
remeéde en médecine traditionnelle.

Les plantes peuvent présenter une activité antioxydante grace aux composés phénoliques (Kim
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et al., 2003 ; Haddouch et al., 2016). Selon N'guessan et al., (2009) et Igbal et al., (2015),
les alcaloides ont été identifies comme un métabolite puissant en raison de leur activité
antimicrobienne, antipaludique, anti-inflammatoire, antispasmodique et cytotoxique. De plus,
ils sont utilisés pour soulager les cedémes et les maladies oculaires. D'apres les recherches de
N'guessan et al., (2009), les coumarines sont bénéfiques pour stopper les hémorragies, tandis
que les saponosides ont un effet cicatrisant et antiasthmatique. Tandis que les flavonoides et les
tanins sont bien connus pour leurs propriétés antimicrobiennes, anti-inflammatoires et

antioxydantes (Hennebelle et al., 2004 ; Igbal et al., 2015 ; Fankibe et al., 2020).
3. Etude de P’activité antiinflammatoire

L un des buts de notre étude est d’évaluer le potentiel antiinflammatoire que peut avoir nos trois
extraits préparés a partir des feuilles et des tiges d’Ammi visnaga récoltée de la région de
Meghnia in vitro sur la stabilisation de la membrane des globules rouges.

Le test effectué se base sur I’effet protecteur des différentes concentrations choisies d’extraits
sur la stabilisation des érythrocytes, apres induction de I’hémolyse par une solution hypotonique

associée a une tempeérature élevee. Les résultats obtenus sont résumeés sur la figure N°02.

120
» 100
g - —— - %
(@]
£ 80
Q
<
©
5 60
g
o
£ 40
5
= 20
0
0 1.25 25 5 10 20 40

Concentration (mg/ml)
Diclofenac Décoction Macération =—=@=I|nfusion

Figure 2:Pourcentage d’inhibition (%) d’hémolyse des globules rouge en fonction des

différentes concentrations des extraits d’Ammi visnaga et du diclofénac
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Pour I’anti-inflammatoire de référence : le diclofénac ainsi que les trois extraits préparés, les
concentrations choisies pour 1’évaluation de leurs effets anti-inflammatoires sont comprises
entre 1.25 mg/mL et 40 mg/ml. D’aprés les résultats obtenus et illustrés dans la figure N°02,
nous constatons que le pourcentage d’inhibition diminue légérement en paralléle avec
I’augmentation de la concentration des extraits. Cependant, ce pouvoir anti-inflammatoire garde
des pourcentages de protection bien élevé estimés a 97.1 % et 97.3%. Le maximum de
protection estimait a 97.3% est obtenu dés le traitement des globules rouges par la plus faible
des concentrations testées a savoir 0.125 mg /mL d’extrait d’Ammi visnaga.

Pour I’extrait aqueux obtenu par les trois techniques d’extraction, les résultats enregistrés
indiquent un pourcentage d’inhibition de 97.3% aux concentrations 1.25 mg/mL et 2.5 mg/mL.
Tandis que pour les autres concentrations le pourcentage d’inhibition d’hémolyse varie entre
93.38% et 95% a la concentration de 40 mg/mL et qui représente le minimum de protection
atteint.

D’apreés les résultats enregistrés, nous remarquons que l'activité anti-inflammatoire des extraits
testés est presque identique et elle dépend de leur concentration.

Il est notable que le pouvoir antiinflammatoire, mesuré en % d’inhibition d’hémolyse, des
extraits d’Ammi visnaga reste largement supérieur a celui de I’antiinflammatoire synthétique
qui est le diclofénac.

Les affections chroniques inflammatoires demeurent I'une des principales défies de santé pour
la population mondiale (Olajide et al., 1999). Sur la base de nos résultats, les extraits d’4mmi
visnaga peuvent étre utilisés comme remede antiinflammatoire naturel.

Les effets anti-inflammatoires d'A. visnaga ont été etudiés et il a été démontré que, selon sa
teneur en visnagine, elle provoquerait une diminution de I'expression de I'ARNm et de la
libération de TNF-a, IL-1PB et IFNy. En outre, la visnagine réduit les niveaux d’ARNm de
I'IL-6 et du MCP-1 induits par le LPS, suggérant ainsi que l'effet anti-inflammatoire de la
visnagine pourrait étre d a l'inhibition des facteurs de transcription tels que AP-1 et NF-xB
(Lee et al., 2010). En outre, Kwon et al., (2010) ont suggéré que la visnagine avait un effet
neuroprotecteur en termes de suppression de la pathogenése induite par l'acide kainique dans le
cerveau, et que ces effets neuroprotecteurs étaient associés a des effets anti-inflammatoires.
Pendant le processus de linflammation, les enzymes lysosomales et les composants
hydrolytiques sont libérés vers I'espace extracellulaire, ce qui provoque des dommages aux
organites, aux tissus environnants et aident également a provoquer une variété de troubles
(Ackerman & Beebe, 1974 ; Hossain et al., 2014).

Comme la membrane érythrocytaire est analogue a la membrane lysosomale, sa stabilisation
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implique que les extraits testés peuvent aussi bien stabiliser les membranes lysosomales
(Gautam et al., 2013). L’exposition des globules rouges a des substances nocives telles que le
milieu hypotonique et la chaleur, entrainent la lyse des membranes (Ferrali et al., 1992 ;
Hossain et al., 2014). L'inhibition de I'hypotonie et de la lyse des membranes des globules
rouges induite par la chaleur ont été donc prises comme mesure du mécanisme de l'activité anti-
inflammatoire de I'extrait de plante dans notre étude.

Le diclofénac étant un AINS est utilis¢é comme molécule de référence puisqu’il a été constaté
que les AINS agissent soit en inhibant ces enzymes lysosomales soit en stabilisant les
membranes lysosomales et donc les membranes des globules rouges humaine (Hossain et al.,
2014).

Nos résultats obtenus ont confirmé 1’effet protecteur de nos trois extraits des feuilles et des tiges
d’A visnaga vis-a-vis de la stabilisation de la membrane des globules rouges humaines contre

I’hémolyse induite par la solution hypotonique et la chaleur.
4. Etude de P’activité antioxydante par la méthode de réduction du fer (FRAP)

La capacité réductrice d’un composé peut servir comme un indicateur significatif de son activité
antioxydante potentielle (YYang et al., 2008).

Nous avons évalué l'activité antioxydante des différents extraits des tiges et des feuilles de la
plante  Ammi visnaga par la méthode de FRAP. Les résultats obtenus nous ont permis de

tracer des courbes pour chaque extrait (figure N°03).
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FigureN°03: Variation du pouvoir réducteur des extraits des tiges et des feuilles d”Ammi

visnaga et de l'acide ascorbique par la méthode de FRAP.
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Les résultats montrent que le pouvoir antioxydant, exprimé en absorbances, des trois extraits
d’Ammi visnaga possédent un pouvoir réducteur qui est proportionnel a I’augmentation des
concentrations. A la plus faible concentration (0.625 mg/mL), les trois extraits ont présenté une
densité optique (DO) presque égale estimé a 1.07. Tandis qu’a la plus grande concentration
(40 mg/mL), la densité optique est de I’ordre de 3. Ceci confirme le grand potentiel antioxydant
de ces trois extraits. L'acide ascorbique est utilise dans notre étude comme antioxydant
synthétique.

Il est notable que le pouvoir antioxydant, mesuré en absorbances, de I’acide ascorbique est lié
a l'augmentation des concentrations. A la concentration la plus basse (0.625mg/mL), I’acide
ascorbique a enregistré une densité optique (DO) égale a 0,055. Cette DO atteint son maximum
(2.217) pour la concentration de 40mg/ml. Nous remarquons que le pouvoir réducteur des trois
extraits d’A visnaga était plus important que celui de I’acide ascorbique.

Le pouvoir réducteur est frequemment détermine afin d'évaluer la capacité de l'antioxydant a
générer des électrons (Haida et Hakiman, 2019). La réduction de la capacité d'un composé
peut étre un indicateur important de son potentiel antioxydant. De nombreuses études récentes
ont démontré qu'il existe une corrélation directe entre les propriétés antioxydants et la capacité
de réduction des composants de certaines plantes (Bentabet et al., 2014).
Selon Bougandoura et al., (2013), le systeme FeCls/KsFe(CN)e offre a la méthode une
sensibilité pour évaluer semi-quantitivement les concentrations des polyphénols, qui jouent un
role dans la réaction redox.

Selon Caceres et al., (2020), Ammi vishaga a démontré une bonne activité réductrice, ce qui
démontre sa capacité a transmettre des électrons et donc a neutraliser les radicaux libres.
L'espéce Ammi visnaga possede un pouvoir réducteur qui peut étre attribué a la présence de
groupements hydroxyles dans les composés phénoliques qui peuvent étre utilisés comme
donneurs d'électrons. Ainsi, les antioxydants sont per¢us comme des agents qui réduisent et
inactivent les oxydants (Bougandoura et al., 2013).

Toutefois, ces disparités dans les capacités antioxydantes globales pourraient étre influencées
non seulement par la quantité de polyphénols et de flavonoides, mais également par la diversité
de leurs structures et de leurs interactions dans les extraits (Megdiche-Ksouri et al., 2015).
Selon Benhassouna et al., (2017), le pouvoir antioxydant de I'huile essentielle d'’Ammi visnaga
est limitée. L explication du schéma d'activité des huiles essentielles est souvent difficile en
raison de la complexité des mélanges composés de plusieurs dizaines de composants. Le
pouvoir antioxydant d'une huile essentielle est en relation avec sa composition chimique (Saleh
et al., 2010 ; Zhigzhitzhapova et al., 2019).
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Les plantes médicinales offrent une abondance en composes naturels bioactifs, qui sont utilisées
comme thérapie avec le moins possible d'effets secondaires. Le but essentiel de cette étude est
de mettre en valeur la flore végétale algérienne, notamment I'espéce Ammi visnaga du Nord-
Ouest Algérien, qui demeure une plante d'une grande importance dans la médecine
traditionnelle et dans le domaine alimentaire pour les populations locales.

Gréce a I’étude du criblage phytochimique, nous avons pu observer 1’abondance des extraits
des feuilles et des tiges de cette plante en diverses familles de métabolites secondaires, tels que
les flavonoides, les tanins, les coumarines, les terpénoides, les composés réducteurs, les
alcaloides, les stérols et les saponosides. L'utilisation de cette espéce comme remeéde en
médecine traditionnelle peut y étre liée a sa grande richesse en métabolites secondaires. Les
extraits aqueux d'Ammi visnaga ont présenté un rendement moyen de 10%.

Selon I'analyse du pouvoir antioxydant de nos échantillons, il a été constaté que les trois extraits
aqueux d’A. visnaga presentent une activité antioxydante largement supérieure comparé a
I'antioxydant de référence a savoir l'acide ascorbique. A la plus faible concentration (0.625
mg/mL), les trois extraits ont présenté une densité optique presque égale estimé a 1.07. Tandis
que celle de I’acide ascorbique est de I’ordre de 0.055.

En fin, 1'¢tude de I’effet antiinflammatoire des extraits aqueux d'’Ammi visnaga vis-a-vis des
globules rouges humains a révélé un pouvoir anti-inflammatoire important. En effet, le taux
d'inhibition était estimé a 97.3% dés le traitement des globules rouges par la plus faible des
concentrations testées a savoir 0.125 mg /mL d’extrait d’Ammi visnaga. Ces taux enregistrés

restent largement supérieurs a celui de I’antiinflammatoire synthétique qui est le diclofénac.

Ces résultats ne sont qu'un premier pas vers la mise en valeur de cette espece végetale.
Pour améliorer son efficacité, de nombreuses perspectives peuvent étre envisagées, ce qui rend

intéressant d'approfondir cette étude en :

e Evaluant d'autres activités biologiques d’Ammi visnaga ;

e Séparant les composés actifs qui sont a lI'origine de ces caractéristiques pharmacologiques ;

e Analysant la toxicité des métabolites pour vérifier ou infirmer les activités attribuées a ces
plantes ;

e Evaluant l'activité antioxydante et antiinflammatoire in vitro sur des cultures cellulaires de

cellules isolées de I'organisme afin de confirmer les résultats obtenus.
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