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Résumé

La présente étude visait a analyser la composition phytochimique et les activités biologiques
multifonctionnelles de l'extrait aqueux des parties aériennes de Dittrichia viscosa (L.) Greuter
(Asteraceae) récoltées durant la période de floraison dans la région de Togga (Béjaia, Algérie). L'extrait a
été préparé par macération a froid (30 g de poudre seche dans 300 mL d'eau distillée pendant 24 h a
température ambiante). Le criblage phytochimique, la quantification spectrophotométrique des
polyphénols totaux, des flavonoides et des tanins condensés, ainsi qu'un profilage avancé par
chromatographie liquide ultra-haute performance couplée a la spectrométrie de masse en tandem (UPLC-
ESI-MS/MS) ont été réalisés. Les activités biologiques ont été évaluées de maniere exhaustive en utilisant
des modeles expérimentaux in vitro et in vivo.

L'analyse phytochimique a révélé une teneur élevée en polyphénols totaux (213,39 + 0,00 mg
EAG/g d'extrait), en flavonoides (30,56 + 3,47 mg EQ/g) et en tanins condensés (12,04 + 1,40 mg EC/g).
L'analyse UPLC-ESI-MS/MS a identifié 23 composés, dominés par la L-proline (96,03 %), accompagnée
de composés phénoliques bioactifs significatifs tels que l'acide caféique (1,15 %), le kaempférol-3-O-
glucoside, l'acide sinapique et le résvératrol.

Les études in vitro ont démontré un fort potentiel antioxydant (DPPH : IC5, = 224,68 + 19,75
pg/mL ; pouvoir réducteur : ECso = 676 + 2,2 ug/mL ; capacité antioxydante totale : 45,53 + 11,40 mg
AAE/g). L'extrait a montré une activité anti-inflammatoire notable par l'inhibition de la dénaturation
thermique de la BSA (ICs, = 6,21 + 0,05 mg/mL, surpassant l'aspirine), un effet antimicrobien sélectif
particulierement contre Staphylococcus aureus (zone d'inhibition de 14 mm a 80 mg/mL), une activité
anticoagulante via la prolongation du temps de céphaline activée (TCA) et du temps de prothrombine
(TP) de maniére dose-dépendante, ainsi qu'une capacité photoprotectrice prometteuse (SPF = 19,91 + 1,9)

Les évaluations in vivo sur des rats Wistar ont confirmé les effets anticoagulants par une
modulation significative des paramétres de coagulation (TCK, temps de Quick, TP% et INR) aprés 15
jours d'administration orale, avec une activité optimale observée a 100 mg/kg. Les études de toxicité
subaigué (jusqu'a 3000 mg/kg) n‘ont montré aucune mortalité, aucun changement comportemental ni effet
physiologique indésirable, témoignant d'une excellente innocuité.

Ces résultats valident scientifiguement les usages médicinaux traditionnels de Dittrichia viscosa
et positionnent son extrait aqueux comme un agent multifonctionnel, naturel et sOr, doté de propriétés
antioxydantes, anti-inflammatoires, antimicrobiennes sélectives et anticoagulantes synergiques. Ce travail

ouvre des perspectives prometteuses pour le développement de produits phytopharmaceutiques.

Mots-clés : Dittrichia viscosa, extrait aqueux, profilage phytochimique, UPLC-ESI-MS/MS, antioxydant,

anti-inflammatoire, antimicrobien, anticoagulant, in vivo.



Abstract

The present study aimed to investigate the phytochemical composition and
multifunctional biological activities of the aqueous extract of Dittrichia viscosa (L.) Greuter
(Asteraceae) aerial parts collected during the flowering period from Togga region (Béjaia,
Algeria). The extract was prepared by cold maceration (30 g of dry powder in 300 mL distilled
water for 24 h at room temperature). Phytochemical screening, spectrophotometric quantification
of total polyphenols, flavonoids, and condensed tannins, as well as advanced profiling by ultra-
performance liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry (UPLC-ESI-
MS/MS) were performed. Biological activities were comprehensively evaluated using both in
vitro and in vivo experimental models.

Phytochemical analysis revealed a high content of total polyphenols (213.39 £ 0.00 mg
GAE/qg extract), flavonoids (30.56 + 3.47 mg QE/g), and condensed tannins (12.04 £ 1.40 mg
EC/g). UPLC-ESI-MS/MS identified 23 compounds, with L-proline dominating at 96.03%,
alongside significant bioactive phenolics such as caffeic acid (1.15%), kaempferol-3-O-
glucoside, sinapic acid, and resveratrol.

In vitro studies demonstrated strong antioxidant potential through DPPH radical
scavenging (ICso = 224.68 + 19.75 pg/mL), reducing power (E Cso = 676 + 2.2 pug/mL), and
total antioxidant capacity (45.53 + 11.40 mg AAE/g). The extract exhibited notable anti-
inflammatory activity by inhibiting BSA thermal denaturation (ICs, = 6.21 + 0.05 mg/mL,
outperforming aspirin), selective antimicrobial effect particularly against Staphylococcus aureus
(inhibition zone of 14 mm at 80 mg/mL), anticoagulant activity via prolongation of activated
partial thromboplastin time (aPTT) and prothrombin time (PT) in a dose-dependent manner, and
promising photoprotective capacity (SPF =19.91 + 1.9).

In vivo evaluations on Wistar rats confirmed the anticoagulant effects through significant
modulation of coagulation parameters (TCK, Quick time, TP%, and INR) after 15 days of oral
administration, with optimal activity observed at 100 mg/kg. Subacute toxicity studies (up to
3000 mg/kg) showed no mortality, behavioral changes, or adverse physiological effects,
indicating excellent biosafety.

These findings provide scientific validation for the traditional medicinal uses of
Dittrichia viscosa and establish its aqueous extract as a safe, natural, and multifunctional agent
with synergistic antioxidant, anti-inflammatory, selective antimicrobial, and anticoagulant
properties. This work opens promising perspectives for the development of phyto-
pharmaceutical products.

Keywords: Dittrichia viscosa, aqueous extract, phytochemical profiling, UPLC-ESI-MS/MS,

antioxidant, anti-inflammatory, antimicrobial, anticoagulant, in vivo.



gaidlal)

) il Caills gl saaeie A sl sl a1y lall Ll Sl s ) Al Al all s
dalaie e Jla Y1 58 JOA Lgaes &5 ) (Aeadll dluadll) Dittrichia viscosa (L.) Greuter &isl 4 sell &) 323
e Je 300 8 Slall smasall (el 30) LW il Gyyh ge paldiudl st i (L3l el dilay) "a g
Y il lal) oSN padl) g ¢ Sl Sl RISN o) ja) &5 (ARl B ) s Aa ) A dels 24 sadd hadd) L)
L yiall elaY) AEE ALl L) e gile s )SI aladiuly adiie Jidad ) A8LaYU oiSal Gaial) s calag bl 5 440<0
b Aam ot zilai aladiuly Jeld g8 daa gl gl AiY) s 23 (UPLC-ESI-MS/MS) dabucial) A1) Calylaay
(inVivo) al aall a5 (in vitro) sl

J2/EAG &e 0.00 £ 213.39) LI Vil e e @sine oo Sl el Jiaill Caig
st s (o 2/EC ile 1.40 £ 12.04) Sal Gaiall s ¢(p)_2/EQ dle 3.47 £ 30.56) a4l 5 ¢(aliions
o 456 il e ils L) 9496.03 Ay "L-proling” e Gus LS e 23 25a 5 UPLC-ESI-MS/MS

sty 5 elulinnd) mea g cam S 5le-0-3-J s_pinadS s ((%1.15) LS maan Jia L sl s

tJa/a) s& 5 Sse DPPH: ICs50 = 224.68 + 19.75) 48 53uSM 3alias 5,08 Ldidal) (4 cilad 53 & ekl

ie 11.40 £ 45.53 AN 30083 sabadll 38l ¢Jo/pl 2 5 Sie ECgo = 676 2.2 Al 35aY) 3l

BSA) ) 0 (5l pal asll Tadi A (30 U pale it ol Ualis alidid) jelal LS (o) 2/AAE

o shiall L S am Al Lol ey g,Saall Tobime ilis ¢(aonad) e s «Jo/ie (ICs0 = 6.21 % 0.05

Ge) W) e il Taliae Wiy o(Je/ile 80 3850 ale 14 Layis 4ikaie) (Staphylococcus aureus) 4zl

O Alaall 83ae) 5508 ) Al de jall e sl 45yl (PT) ce sig il (e (QPTT) dadisall Gallawa)
(SPF =19.91 # 1.9) fsuiill (3 322Y)

Dl (g sine Jaand DA (e il saliaall ol il iy 5" o3 sa e oad) sl 8 Cilagl) |

100 e s vie Lial) ddladll ka5l i o5 gaill elac Y (g Lags 15 323 (INR 5 <% TP «clisS (53 «TCK) sl

63l sl sy U1 5 S sha il paad o) 558 s (6 (38/ake 3000 (i) salad) dpend) bl ja el o) xS/aka
B3l 4 goa Al ) iy Laa

lealiti of iy «Dittrichia viscosa il Al Akl Glladin¥) sy bale Sy il o3a i s

1 ity Al 5 s Saall s G 5 30uSOU Balias 3y, 3l (ailiady Cailla gl saxtie s el ade Jele Ll

() 53 AgL) Ai¥ana g Clatie y slail sae ) 5 BT Jaal)

3283 abias (UPLC-ESI-MS/MS ¢l (s Jilat ¢ Jle paliivs Dittrichia viscosa sdsabidal) cilalsl)
o) ) 3 il alima (il s Saall slias (cllgiI Sl



Liste des abréviations

Liste des abréviations

AAE Equivalent Acide Ascorbique
AINS Anti-inflammatoire Non Stéroidien
AMX Amoxicilline

ANOVA Analyse de la Variance

aPTT Temps de Thromboplastine Partielle Activée
Asp Aspirine

ATCC American Type Culture Collection
B. subtilis Bacillus subtilis

BSA Albumine de Sérum Bovin

C. albicans Candida albicans

CE Energie de Collision

DPPH 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle
EAG Equivalent Acide Gallique

EC Equivalent Catéchine

ECso Concentration Efficace 50 %

EQ Equivalent Quercétine

E. coli Escherichia coli

SPF Facteur de Protection Solaire

FV Flavonoides

I1Cso Concentration Inhibitrice 50 %
INR Rapport International Normalisé
LC-MS/MS ggrr]ggnrﬁtographie en Phase Liquide couplée a la Spectrométrie de Masse en
p Valeur de probabilité

P. aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa

ROS/RLO Espéces Reéactives de I'Oxygene / Radicaux Libres de I'Oxygéne
S. aureus Staphylococcus aureus

SD Ecart-type (Standard Deviation)

TCA Temps de Céphaline Activé

TCK Temps de Céphaline Kaolin




Liste des abréviations

TP Temps de Prothrombine
UPLC Chromatographie Liquide Ultra-Haute Performance
uv

Ultraviolet




Liste des figure

Liste des figure

Figure Titre page

Figure 01 Caracteristiques morphologiques de Dittrichia viscosa (L.). 10

Figure 02 Représentation du cycle phénologique de Dittrichia viscosa. 11

Figure 03 Carte de répartition géographi_que de Dittrichia viscosa (L.) 12
Greuter dans la zone Euro-Méditerranéenne

Figure 04 Rés_umé des (_jiv_ersgs aptivités pharmacologiques des extraits de 24
feuilles de Dittrichia viscosa (L.) Greuter
Les parties aériennes de Dittrichia viscosa (L.) Greuter

Figure 05 collectées au stade de floraison (Septembre 2025) (Photo 27
originale)

Figure 06 Preparation of Dittrichia viscosa aqueous extract. 29

. Profils chromatographiques LC-MS de I’extrait des parties
Figure 07 aeriennes de Dittrichia viscosa. 44
. Activité antioxydante (ICs,) de l'extrait de Dittrichia viscosa

Figure 08 AN e . . 46
par rapport au témoin positif (Acide ascorbique).

Figure 09 Pouvoir rédycte_ur (E(_3§0) de_l'extrait d_e Dittrichia viscosa par 47
rapport au témoin positif (Acide ascorbique).

Figure 10 Activité anti-inflammatoire_ (IC5_0)_ de I'g)_(trait de Dittrichia 49
viscosa par rapport au témoin positif (Aspirine).

Figure 11 Effet de l’extrait, aqueux de.:s ,parties aéri,ennes de D.,viscosa 59
sur le temps de céphaline activée (aPTT) : étude dose—réponse.
Evaluation in vitro du facteur de protection solaire (SPF) de

Figure 12 I'extrait aqueux de Dittrichia viscosa comparé a un témoin 53

positif (Avene).



Liste de Tableau

Tableau

Liste de Tableau

titre

Tableau n°01

Position systématique de Dittrichia viscosa.

Tableau n°02

Syntheése des activités systémiques de Dittrichia viscosa selon
la partie utilisée.

Tableau n°03

Synthése de I'activité anti-inflammatoire de Dittrichia
viscosa.

Tableau n°04

Zones d’inhibition de I’extrait méthanolique de D. viscosa (en
mm).

22

Tableau n°05

Résultats du screening phytochimique de I'extrait aqueux de

Dittrichia viscosa

41

Tableau n°06

Analyse quantitative de I'extrait aqueux de Dittrichia viscosa.

42

Tableau n°07

Phytoconstituents de I’extrait aqueux de feuilles de Dittrichia

viscosa identifiés par LC-MS.

43

Tableau n°08

Résultats des tests antimicrobiens

51

Tableau n°09

Effet anticoagulant in vitro de différentes concentrations de
I'extrait de Dittrichia viscosa par rapport aux témoins négatifs
et positifs.

52

Tableau n°10

Evaluation de la toxicité sub-aigué de 1’extrait aqueux de D.
viscosa sur les parameétres physiologiques des rats albinos
Wistar.

54

Tableau n°11

Activité anticoagulante in vivo de I'extrait de Dittrichia
viscosa chez le rat : effets dose-dépendants sur les parameétres
de la coagulation.

54



Sommaire

REMEICIEIMENT ...ttt bbbt e e b e et e et et st nbe b e
DT |- T TSSO PO RSP URPR
RESUIME ...ttt e e et e st e be e b e e R e e Rt e st et e st e et e e beebeese e s e e s s e e e nteneeaneane e
LiSte deS aDIEVIALIONS .......c.cieiiiieieieiee ettt stenreereeneeneas I
TS (=0 Lot o [N S SR i
LiSte de TaDICAU.........coeiieiiiicce bbb bbb v
A1) 101 00 F= VL SRRSO \
INTRODUCTION . tttttututuiurntnintttetetetttstsesesssesssesssssssssssssssssasssssssasssssssssssne 2
Partie | Synthése bibliographique
Chapitre | Présentation de la plant étudier

1. Généralité sur Dittrichia visscosa (L.) Greuter 7
= (0 Lo o) 0 10] 11T [ U1 OO 7
2.1, POSItION SYSTEMALIGUE :...vveieeiiciiecie ettt ettt e sa e beenbe e e sreenneenee e 7
2.2. Noms communs et appellations Vernaculaires @ ...........cccooeieeieeie e s 8
2.3. Diversité spécifique et taX0ons VOISINS :.......ccveiieiieeiieiee e s eie e sre et sre e 8
3. DeSCription BOTANIQUE : .....ccuveiiiieieeie ettt sttt sta e ern e re e e 9
3.1. Caracteres morphologiques et anatomMIQUES :.........cceerereerirerieere e 9

3.1.1. Port de la plante et SySteme raCinaire : .........cccooereereneieneseee s 9

3.1.2. Caracteres des fRUIIES & ....c.voieieece e 9

3.1.3. Appareil reproducteur (Inflorescence et fruits) @ ......ccocvveiiiiiiiev e 9

3.1.4. TrichOmES €1 SECIELIONS : ..cuvovieieieiieiie ettt bbb eneas 9
KB o 010 To ] (oo L OSSPSR 10
4. Habitat et répartition géographique :.........ccceeieiieii e 11
5. Usages traditionnels et MEICINAUX : .....ocoiviiiiiiiiiie e 12
6. Composition PhYTOCHIMIGUE  .....oiiiiiiieeee s 13
6.1. Composeés phénoliques et dérivés flavonoides : .........cccccvevveieiiciicie e 14
6.2. Terpénoides et Lactones SESQUItEPENIGUES : ....ccvvecveeieiierieeie et eie e sre et sre e 14
6.3. Huiles essentielles et fractions VOIAtiles = .........coooiiiiiiiii e 14
6.4. Profil minéral et 0ligo-ElEMENTS =.......coiiiiiiiie s 15

Chapitre 11 Activité biologique

1. ACHIVITE CICALIISANTE ©...vieveeiieieeie e rie ettt e e et e et e e e eneesreeeenneenraeneeas 17

2. Effets antipyrétique, antihypertensif et vasodilatateur : ...........ccccooviviiiiiiniene 18



3. ACTIVITE @NTIOXYAANTE & ..ottt sreeneenee e 19

3.1. Profil phytochimique et potentiel antioXydant @ ..........cccoceiiiiiiinniene e 19
3.2. Evaluation in vitro du pouvoir piégeur de radicaux (DPPH et ABTS) ......ccoovverevvnnnnn. 19
3.3. Capacité de réduction du fer (FRAP) et chélation des mé&tauX @........cccccevevvrereresnenne 19
3.4. Rdle de I'activité antioxydante dans I'inhibition de la glycation : ..........ccccoccoevviveiinennn, 20
4. Activité anti-INFlammatoire . .....oooriiiiii s 20
5. ACHIVITE antiDACTEIIENNE ©.......ooiiiiiiice e s 21
6. ACLiVIte anti-diabtiQUE :..........cooiiiiie e 22
7. Activité antitumorale et CYtOTOXICITE ©.......ccoviiiiiiire e 22
8. ACLIVITE anti-TONQGIQUE ©...c.eiieieice et ns 23

Partie Il Etude Expérimentale

Chapitre I Matériel et Méthode

N = L =] T SR 27
1. Matériel végétal (Plant material) :.........cccooe e 27
2. MAtErIel @NIMAL : ....ooiiiicicee et 27
K RS To 10 Tod g [= T o 41 o] 0] o] =1 o o[- RS PSTR 28
4. Produits chimiques et réactifs @ ... 28
I I 1= 4 oo L= OSSPSR 28
1. Analyse phytochimique de I'extrait aqueux de D. VISCOSA & .......cccccevveieiieiieresiie e 28
1.1. EXtraction aqueUSE de D. VISCOSA : ......ccueiuiriiriiriisiiiieieie ettt 28
1.2. Rendement de I'@XEraCtiON & ........ooieiieie et e e enee s 29
1.3. Screening PRYTOCRIMIGUE = ......ooiiiiiiiieiiec e 29
1.3.1. POIYPRENOIS ..ot 30
1.3.2. AICAIOTAERS : ...t bbbttt bbb e ne e 30
1.3.3. FIAVONOTUES = ..ottt bbbttt st st nne e 30
IR I S =T g o < o [0 [T SO ST 30
IR TR T = 010 1 TSRS 30
IR TG TR =T o o V10 SR 30
1.4. Quantification des composés pPhytOChIMIQUES :.......cccvierieiriririee e 30
1.4.1. Dosage des PhENOIS TOTAUX :......ccviiiiiiiieiiiiesieeie e 30
1.4.2. Dosage des flavonoides TOTAUX :.........cooeiiiiririeieiese e 31
1.4.3. Dosage des tanning CONAENSES & ......c.cccveireiiiiiieieeie e 31
1.5. Analyse par couplage LC-MS.........oo ot 32
2. Activités biologiques in vitro de ’extrait aqueux de D. VISCOSa :........cccoevvrereneinnnnnne 32
2.1, ACHIVITE @NTIOXYUANTE ..ot bbb 32

2.1.1. Activité de piégeage du radical libre DPPH : ... 32



2.1.2. Détermination du pouvoir réducteur (TeSt RP) @ ...cccoeiviiiiiieee e 33
2.1.3. Evaluation de la capacité antioxydante totale (Test au phosphomolybdate) : 33

2.2. Activité anti-inflammatoire : .........cooovoieiiiee s 34
2.3. ACLIVItE antiMICrODIBNNE & .....oiiiiiicicee ettt reans 35
2.4, Activite de antiCOAgUIANTE = ..........ccoiiiiiiie s 35
2.5. Détermination du facteur de protection solaire (SPF).......cccccooeiiiiiiii i 36
3. Activités biologiques in vivo de I’ extrait aqueux de D. VISCOSa :.......ccevervrereiesnnrnne 36
3.1. Evaluation de la toxicité sub-aigué (Test de SECUFIE) ..........ccorvevrvrereieerieereeeeesiereeines 36
3.2. Protocole du traitement (Plan expérimental) :.........ccccoiieiiiii i 37
3.3. Sacrifice et collecte des échantillons SANQUINS = ........cccooieiieii i 38
4, ANAIYSE STALISTIQUE ...ttt bbbttt 38

Chapitre 11 Résultats et Discussion

1. Analyse phytochimique de I'extrait aqueux de D. viscosa : ... &d7)we & dana yall 3 LaY) 1Uas

1.1. Rendement et Screening Phytochimigque = ........ccccevvvvccerenee. Adjra_pé daa sall 5 LAY IBS
1.2. Quantification des composés phytochimiques :............cccccuo..... Adjra_pé daa sall 5 LAY IBS

1.3. Profilage phytochimique de I'extrait de Dittrichia viscosa par LC-MS.. <aa sl 5Ly tibs
A e

2. Activités biologiques in vitro de ’extrait aqueux de D. ViSCosa...... s dax yall 3 L5y 1Uax
2.1. ACHIVIté ANtIOXYUANTE .......ovoveeceeeeeeeeeeeseeeeeeee e A e il s jal) 5 LEY) fikd

2.1.1. Activité de piégeage du radical libre DPPH............... Adlaa e dgma el 3 L3Y) 1Uad

2.1.2. Détermination du pouvoir réducteur (Test RP) :...... &i)za 3 dpea yall 3 LaY) 1Uas

2.1.3. Evaluation de la capacité antioxydante totale : ......... Adlra e dgma el 3 L3Y) 1Uad
2.2. Activité anti-inflammatoire : .........c.c.cocoeeeeeeeieeecee e Al e b L jall 5 LEY) pikd
2.3. ACtiVité antimiCrODIENNE ..........oveveeeeeeeeee e A e il L jal) 5 LEY) Pibd
2.4. Activité de anticoagulante :..........ccc.coeovvevvererenveeniseessesenneon, A il s jal) 5 LEY) Mbd
2.5. Détermination du facteur de protection solaire (SPF) : .......... Adjra_pé daa yall 5 LAY 1B
3. Activités biologiques in vivo de I’ extrait aqueux de D. viscosa :.... & duea yall 5,13y 1las
3.1. Evaluation de la toxicité sub-aigué (Test de sécurité) : ........... Al e b s jall 5 LEY) flks

3.2. Activité anticoagulante in vivo
] 3T ma e Aama yall 5 LEY) 1Uaa

L@ T3 1113 (o] o 41



RéEfErences BibliographigUeS.....ceeeeeeeereieeiiieieieneiereeeeecnseeeecnsseecnssescnsnsansnnes
:\A:)M P :\.\:A‘)Aj\ B‘)Lﬁay\ '&;

Annexes

Stroduction




Introduction

INTRODUCTION

Depuis l'aube de I'humanité, la médecine traditionnelle s’impose comme le pilier
fondamental des systémes de santé a travers le monde, s'appuyant sur I'immense diversité du
regne végétal pour concevoir des remeédes thérapeutiques (World Health Organization
[WHO], 2019). Aujourd'hui, nous assistons a une veritable renaissance scientifique et a un
intérét mondial grandissant pour les composes bioactifs d'origine naturelle (Atanasov et al.,
2015). Les métabolites secondaires synthétisés par les plantes ne sont plus seulement percus
comme des éléments de la pharmacopée traditionnelle, mais comme des entités chimiques
d'une complexité et d'une efficacité remarquables, jouant un réle clé dans la découverte de
nouveaux agents de plomb (Newman & Cragg, 2020). Face aux limites évidentes de la
chimie de synthése, la recherche de molécules de substitution issues de matrices végétales
représente une stratégie incontournable pour développer des alternatives thérapeutiques plus
slres, hautement biodisponibles et dénuées d'effets secondaires délétéres (Harvey et al.,
2015).

Cette quéte moléculaire s’avere particuliérement cruciale dans la prise en charge des
désordres meétaboliques modernes, au centre desquels se trouve le stress oxydant. Caractérisé
par un déséquilibre systémique entre la production d'especes réactives de l'oxygene (ROS) et
les capacités de défense antioxydante endogene de l'organisme, le stress oxydant agit comme
un déclencheur universel de cascades pathologiques (Sies, 2015). Il est désormais
scientifiguement établi qu'un exces de radicaux libres attaque les macromolécules cellulaires,
entretient une relation de cause a effet étroite avec lI'inflammation chronique via I'activation de
facteurs de transcription pro-inflammatoires, favorise I'adhésion et la prolifération
microbienne, altére le systéme cardiovasculaire et perturbe I'noméostasie de I'némostase en
initiant des processus thrombotiques (Halliwell & Gutteridge, 2015 ; Biswas, 2016).
L'identification de puissants antioxydants naturels capables de neutraliser ces radicaux libres
en amont constitue donc une approche préventive et curative majeure contre de nombreuses

affections multifactorielles.

L’urgence de découvrir ces alternatives naturelles est renforcée par les défaillances et
I’iatrogénie de la pharmacothérapie conventionnelle actuelle. Les anti-inflammatoires de
synthese, qu'ils soient stéroidiens ou non stéroidiens (AINS), bien qu'efficaces a court terme,
induisent  fréquemment de graves complications gastro-intestinales, rénales et
cardiovasculaires lors d'utilisations prolongées (Lanas & Chan, 2017). Parallélement,

I'arsenal thérapeutique anticoagulant moderne, notamment les antivitamines K ou les
2
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nouveaux anticoagulants oraux, expose invariablement les patients a des risques
hémorragiques majeurs et nécessite un suivi biologique lourd (Chai-Adisaksopha et al.,
2015). A ce tableau clinique complexe s’ajoute la crise sanitaire mondiale liée a la résistance
bactérienne aux antibiotiques, un phénoméne alarmant qui rend obsoletes les traitements
antibactériens classiques (Ventola, 2015). La science se trouve donc a un carrefour ou
I'exploration de la biodiversité végétale n'est plus une option, mais une nécessité absolue pour

renouveler le répertoire des agents thérapeutiques.

Dans ce contexte de criblage pharmacologique, Dittrichia viscosa (L.) Greuter (syn.
Inula viscosa L.), une plante vivace appartenant a la famille des Asteraceae, suscite une
attention académique particuliere. Largement distribuée dans le bassin méditerranéen et
reconnue pour sa plasticité écologique, cette espece occupe une place de choix en médecine
populaire pour ses vertus cicatrisantes, anti-inflammatoires, antiseptiques et antipyrétiques
(Cafarchia et al., 2002). Les investigations phytochimiques antérieures ont révélé que cette
plante est une véritable usine biochimique, caractérisée par une richesse remarquable en
lactones sesquiterpéniques, en acides phénoliques et en flavonoides (Brahmi et al., 2013).
Bien que diverses études aient validé seéparément certaines de ses propriétés biologiques
isolées, l'intégration fonctionnelle de ses différents mécanismes d'action demeure
fragmentaire (Rhimi et al., 2017).

C’est précisément a ce niveau que se situe le positionnement scientific de notre travail.
Malgré l'intérét croissant pour Dittrichia viscosa, les études exhaustives examinant sa
composition phytochimique parallelement a ses activités antioxydante, anti-inflammatoire,
antimicrobienne et anticoagulante restent limitées. La majorité des données disponibles dans
la littérature se concentrent sur des extraits obtenus via des solvants organiques hautement
toxiques, négligeant I'évaluation approfondie de I'extrait aqueux traditionnel. De plus, il existe
un manque évident d'investigations corrélées combinant des approches de caractérisation de
pointe comme la chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-
MS/MS) avec des validations pharmacologiques intégrées menées simultanément in vitro et
in vivo.

Pour combler ces lacunes, nos travaux sappuient sur une hypothése scientifique
centrale : nous émettons I'nypothese que I'extrait aqueux des parties aériennes de Dittrichia
viscosa renferme un profil unique de phytochimiques bioactifs capables d'exercer de maniére
synergique des effets antioxydants, anti-inflammatoires, antimicrobiens sélectifs et

anticoagulants, tout en présentant un profil d'innocuité biologique optimal.
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L'objectif principal de cette these est de caractériser de maniére exhaustive le profil
phytochimique de I'extrait aqueux de Dittrichia viscosa (provenant de la région de Togga,
Béjaia) et d'évaluer de fagon intégrée son potentiel pharmacologique ainsi que sa sécurité

d'emploi a travers des modéles expérimentaux in vitro et in vivo.

+ La premiére partie de la thése comprend deux chapitres bibliographiques. Le chapitre | est
consacré a Dittrichia viscosa : il décrit ses caractéristiques botaniques, sa répartition
géographique, ses usages traditionnels, sa composition phytochimique et les activités
biologiques qui lui sont connues. Le chapitre Il offre un apercu général de ces activités
biologiques et souligne I"importance des composés bioactifs naturels comme alternatives
thérapeutiques prometteuses.

+ La seconde partie de la thése, consacrée aux travaux expérimentaux, se compose d'un
chapitre unique et exhaustif. Elle décrit en détail la préparation de I'extrait aqueux de
Dittrichia viscosa, son criblage phytochimique et son analyse par LC-MS/MS, ainsi que
I'évaluation de ses activités antioxydantes, anti-inflammatoires, antimicrobiennes et
anticoagulantes a I'aide de modeles in vitro et in vivo, et I'évaluation de sa toxicité chez le

rat Wistar.

Afin d'atteindre cet objectif global, une série d'étapes méthodologiques ciblées a été

mise en ceuvre, a savoir :

v" Un criblage phytochimique, une quantification spectrophotométrique des composés
phénoliques, des flavonoides et des tanins, ainsi qu'un profilage LC-MS/MS ont été
réalisés afin d'identifier et de caractériser les principaux composés bioactifs de
I'extrait.

v' Evaluation de l'activité antioxydante par les tests de piégeage du radical DPPH, de
pouvoir réducteur (PR) et de capacité antioxydante totale (CAT).

v" Evaluation de l'activité anti-inflammatoire in vitro par l'inhibition de la dénaturation
thermique de la BSA.

v’ Etude de l'activité antimicrobienne contre les bactéries Gram-positives, Gram-
négatives et les champignons par la méthode de diffusion en puits sur gélose.

v’ Evaluation de l'activité anticoagulante in vitro par la mesure des paramétres de
coagulation (TP et TCA) dans le plasma humain.

v" Evaluation de la biosécurité et de la toxicité subaigué chez des modeles animaux par le
suivi des paramétres comportementaux et physiologiques.

v" Validation des effets anticoagulants in vivo chez le rat Wistar par les paramétres TP,
Quick, TCK et INR.
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Chapitre | Présentation de la plant étudier

1. Généralité sur Dittrichia visscosa (L.) Greuter

Au sein de I'immense famille des Asteraceae, le genre Dittrichia occupe une place
prépondérante grace a sa diversité métabolique et ses vertus thérapeutiques reconnues depuis
des siécles (Sharma et al. 2022). Ce genre, qui regroupe aujourd'hui cinq espéces distinctes, a
fait I'objet d'une révision taxonomique le séparant définitivement du genre Inula (Brullo and
De Marco 2000).

La Dittrichia viscosa (L.) Greuther, autrefois classée sous le nom d'Inula viscosa, est
I'espéce la plus répandue et la plus utilisée dans le bassin méditerranéen (Brullo and De
Marco 2000). Ce sous-arbrisseau vivace est facilement identifiable par ses feuilles
glanduleuses et visqueuses ainsi que sa floraison automnale d'un jaune vif, s'étendant

généralement d'ao(t a octobre (Alcala Herrera et al., 2019 ; Parolin et al., 2014).

Dans le domaine de I'ethnomédecine, cette plante est largement sollicitée pour ses
propriétés biologiques variées, notamment ses activités anti-inflammatoires, antipyrétiques et
antimicrobiennes (Rebbas et al., 2012 ; Benderradji et al., 2014 ; Aziz et al., 2018). Cette
efficacité thérapeutique repose sur une composition chimique complexe <caractérisée par une
forte présence de métabolites secondaires tels que les flavonoides et les lactones
sesquiterpéniques (Seca et al., 2014 ; Sun et al.,, 2021). L'ensemble de ces données
bibliographiques souligne I'intérét pharmacologique majeur de cette espece, dont le potentiel
bioactif reste une thématique centrale de la recherche phytochimique actuelle (Jerada et al.,
2024).

2. Etude taxonomique
2.1. Position systématique

Sur le plan taxonomique, Dittrichia viscosa (L.) W. Greuther est une espece de plante
a fleurs appartenant a la famille des Asteraceae (anciennement appelées Composées).
Historiquement, cette espece était rattachée au genre Inula sur le nom de Inula viscosa.
Cependant, grace aux révisions nomenclaturales basées sur des caractéres morphologiques et
caryologiques preécis, elle a été officiellement transferée vers le genre Dittrichia (Brullo and
De Marco, 2000) (Tableau n°01).

Cette plante se distingue par son caractere vivace (perennial) et sa résilience dans les
écosystemes méditerranéens. Selon la classification phylogénétique, sa position systématique

est représentée comme suit :
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Tableau n°01 : Position systématique de Dittrichia viscosa. (Brullo and De Marco, 2000 ;
Parolin et al., 2014).

Rang Taxonomique Nom Scientifique

Reégne Plantae

Sous-régne Tracheobionta

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordre Asterales

Famille Asteraceae

Genre Dittrichia

Espéce Dittrichia viscosa (L.) W. Greuther

2.2. Noms communs et appellations vernaculaires

En dehors de sa nomenclature botanique, Dittrichia viscosa est désignée dans la
littérature sous de nombreuses appellations communes. Elle est souvent appelée « False
yellowhead » ou « Woody fleabane » dans les pays anglophones (DPIPW, 2011 cité par
Alcald Herrera et al., 2019). En outre, sa texture caractéristique lui vaut le nom de « Sticky
ditrichia », terme qui fait référence a la présence de sécrétions résineuses sur ses parties

aériennes (Parolin et al., 2014).
2.3. Diversité spécifique et taxons voisins

Le genre Dittrichia comprend plusieurs entités biologiques dont la distinction a été
clarifiée par les travaux de Brullo et De Marco (2000). Dans le bassin méditerranéen, outre
I’espéce type viscosa, on trouve des especes affines telles que Dittrichia graveolens et

Dittrichia maritima.

On observe aussi, dans 1’espéce D. viscosa, une certaine variabilité infraspécifique. On a en

effet décrit deux sous-especes géographiquement distinctes :

e D. viscosa subsp. revoluta : se trouve principalement dans le sud-ouest du Portugal.

e D. viscosa subsp. orientalis : présente dans la partie orientale de la Méditerranée.

Cette complexité taxonomique reflete la grande plasticité écologique de la plante vis-
a-vis des différents biotopes méditerranéens (Brullo and De Marco, 2000 ; Alcala Herrera
et al., 2019).
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3. Description Botanique
3.1. Caractéres morphologiques et anatomiques
3.1.1. Port de la plante et systéeme racinaire

Dittrichia viscosa est une plante herbacée vivace, considérée comme un
nanophanérophyte ou chaméphyte a base ligneuse. Elle est dotée d’un systéme racinaire tres
développé, avec une longueur spécifique de I’ordre de 116 cm.g™ ! et un rapport biomasse
souterraine / biomasse aérienne de 0,24. La plante présente des tiges dressées, ramifiées des la
base, formant un déme trés dense pouvant atteindre 150 cm de hauteur (Parolin et al., 2014)
(Figure 01).

3.1.2. Caractéres des feuilles

Les feuilles se distinguent par une grande viscosité, d'ou I'épithéte de « viscosa ». Elles
sont allongées, pubescentes, a bords serrulés ou denticulés. Elles mesurent en moyenne a
maturité 7 x 1,8 cm pour une épaisseur de 197 um. La surface foliaire spécifique s’éleve a
502 cm?/g . Les feuilles supérieures sont franchement amplexicaules, c'est-a-dire qu'elles

enserrent la tige a leur base (Parolin et al., 2014) (Figure 01).
3.1.3. Appareil reproducteur (Inflorescence et fruits)

Les capitules jaunes sont nombreux, réunis en grappes composées qui forment de
longues inflorescences. La corolle des fleurs jaunes a environ 2 centimeétres de diamétre. Le
fruit est un akéne de 2 mm de long, surmonté d’un pappus plumeux formé de 15 soies qui

facilitent sa dispersion (Parolin et al., 2014) (Figure 01).
3.1.4. Trichomes et seécrétions

La plante est recouverte de poils glanduleux qui produisent une huile odorante et
collante. Ces trichomes produisent des lipides, des polysaccharides et des protéines. La face
abaxiale de la feuille comporte environ 14 poils glanduleux par mm?2 et la face adaxiale

environ 11 poils glanduleux par mm? (Parolin et al., 2014) (Figure 01).
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Figure 01 : Caractéristiques morphologiques de Dittrichia viscosa (L.).

(A) Panicule montrant les capitules ; (B) Détail d'un capitule ; (C) Aspect général de la plante
; (D) Feuilles pubescentes (pilosité) ; (E) Individus en phase de fructification (Parolin et al.,
2014).

3.2. Phénologie

Le cycle phénologique de D. viscosa se décline en plusieurs phases saisonniéres
distinctes. Aprés une période de repos hivernal, la croissance végétative reprend au début du
mois d'avril avec I'apparition de nouvelles feuilles. Ce développement se poursuit activement

jusqu'a la mi-juin, moment ou la croissance s‘arréte en raison de l'aridité estivale.

La phase reproductive débute a la fin du mois de juillet par la formation des bourgeons
floraux, suivie d'une floraison intense s'étalant d'aolt a octobre. La fructification commence
en septembre, et la maturation des fruits s'achéve entre octobre et novembre. Il est a noter
gu'entre octobre et novembre, des galles peuvent se former sur la plante et y persister durant
tout I'hiver. Enfin, l'arrivée du froid hivernal provoque une sénescence partielle des feuilles
(Alcala Herrera et al., 2019) (Figure 02).
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Figure 02 : Représentation du cycle phénologique de Dittrichia viscosa. (Source : Alcala

Herreraet al., 2019).
4. Habitat et répartition géographique

Dittrichia viscosa (L.) Greuter est un arbuste de la famille des Composées (ou
Astéracées) qui pousse naturellement dans tout le bassin méditerranéen. Il est répandu dans le
sud de I’Europe, au Moyen-Orient et en Afrique du Nord, notamment en Algérie (Wacquant,
1990). Depuis plusieurs décennies, on observe une expansion importante de cette espéce dans
plusieurs pays riverains de la Méditerranée, phénomene attribuable a I’augmentation des

perturbations d’origine anthropique aux abords des zones urbaines contemporaines.

D’un point de vue écologique, cette espéce est surtout considérée comme une plante
rudérale qui colonise les milieux perturbés par les activités humaines, notamment les
accotements de route et les zones industrielles. Selon (Wacquant, 1990), la particularité de D.
viscosa vient de sa capacité a coloniser des habitats minéraux variés et nouvellement occupés.
Les recherches en nutrition montrent une grande plasticité physiologique au sein des
populations, ce qui leur permet de s’adapter aussi bien aux sols calcaires qu’aux sols acides.

Cette stratégie physiologique €élaborée favorise I’invasivité de 1’espece et sa capacité

11
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a coloniser des écosystemes varies (Wacquant, 1990). (Figure 03)

Dittrichia viscosa
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Figure 03 : Carte de répartition géographique de Dittrichia viscosa (L.) Greuter dans la zone

Euro-Méditerranéenne (Source : Euro+Med PlantBase).
5. Usages traditionnels et médicinaux

La Dittrichia viscosa est connue pour ses nombreuses utilisations en médecine
traditionnelle a travers le monde, et plus particuliérement dans la région méditerranéenne et
en Afrique du Nord, qui ont fait I’objet de la plupart des études sur les usages
ethnomédicinaux de 1’espéce. On prépare différentes parties de D. viscosa de diverses fagons
pour traiter plusieurs maladies. Les feuilles, employées soit en poudre, soit en cataplasme,
sont reconnues pour leur capacité a guérir les blessures et les bralures, ainsi qu'a soulager les
douleurs rhumatismales et les maux de téte (Sarri et al., 2015 ; Belayachi et al., 2013). En
décoction, on emploie le feuillage a des fins thérapeutiques contre le diabéte, les maladies de
ceeur et I’hypertension. Boughrara et Belgacem (2016) ont montré qu’en Algérie, la
fumigation des feuilles est une méthode de préparation utilisée dans le traitement des maladies
cardiaques. Les feuilles ont éte utilisées pour traiter, dans plusieurs études, les infections

respiratoires comme la bronchite et la tuberculose, les troubles gastro-intestinaux dont la
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diarrhée ainsi que les infections antiparasitaires, 1’infertilité, le cancer et comme relaxant
musculaire (Ozkan et al., 2019 ; Belayachi et al., 2013). La littérature rapporte le plus
fréquemment ’usage des feuilles de D. viscosa dans le traitement des affections cutanees,
notamment les plaies, les blessures, les ulceres et les abcés cutanés (Ozkan et al., 2019 ;
Belayachi et al., 2013 ; Cornara et al., 2009).

Les feuilles sont également associées a d’autres parties de la plante (racines, graines,
tiges ou fleurs) pour soigner toutes sortes de maladies. Au Maroc et en Algérie, les feuilles
mélangées aux racines ou aux tiges sont utilisées pour traiter le diabéte (Allali et al., 2008 ;
Belhaj et al., 2021), et associées aux graines, elles permettent de gérer I'hypertension et les
maladies cardiovasculaires. D’autres préparations a base des feuilles et des racines de D.
viscosa sont utilisées comme remedes anthelmintiques et antidiarrhéiques (Sarri et al., 2015),
ou pour traiter d’autres affections gastro-intestinales, des problémes de peau tels que les
dermatoses purulentes, les irritations cutanées d’origine allergique, et pour favoriser la
maturation des abces (Brahmi-Chendouh et al., 2019). Par ailleurs, des mélanges de racines
et de feuilles de D. viscosa sont mentionnés pour aider a la prise de poids, agir comme
diurétiques ou traiter des affections respiratoires, et sont utilisés comme antipyrétiques,
analgésiques pour les douleurs rhumatismales (Sarri et al., 2015 ; Midaoui et al., 2011 ;
Tahri et al., 2012 ; Salhi et al., 2010), antiseptiques ou méme comme insecticides (Tahri et
al., 2012). Les préparations a base de feuilles et de racines sont également utilisées contre le
diabete (Midaoui et al., 2011 ; El-Hilaly et al., 2003 ; Brahmi-Chendouh et al., 2019),
I’hypertension (Brahmi-Chendouh et al., 2019) et le cancer (El-Hilaly et al., 2003).

Une étude supplémentaire réalisée en Jordanie par Al-Dissi et al. (2001) a montré que
D. viscosa est utilisée classiquement comme antipyrétique, anti-inflammatoire, antiseptique,
antidiabétique et anthelmintique. Elle est également parfois utilisée comme expectorant dans
le traitement de maladies respiratoires telles que la bronchite et la tuberculose. De plus, il a
¢été rapporté dans 1I’étude que la plante est utilis€ée pour traiter I’anémie, les rhumatismes et
comme diurétique (Al-Dissi et al., 2001). Tous ces resultats montrent que D. viscosa est
utilisée traditionnellement en ethnomédecine pour traiter tout un éventail de probléemes de
santé (Jerada et al., 2024).

6. Composition phytochimique

La richesse thérapeutique de Dittrichia viscosa (L.) Greuter est étroitement liée a son

profil métabolique d’une complexité remarquable. Cette espéce est considérée comme une
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veritable bio-usine capable de synthétiser une vaste gamme de métabolites secondaires. Ces
substances, principalement concentrées dans les tissus foliaires, agissent en synergie pour
conférer a la plante ses multiples propriétés pharmacologiques (Barrero et al., 2008 ; Jerada
et al., 2025).

6.1. Composés phénoliques et dérivés flavonoides

Cette classe constitue 1’une des fractions les plus prédominantes chez D. viscosa. Les
analyses par couplage HPLC-ESI-MS ont permis d’identifier plus d’une vingtaine de
métabolites phénoliques. Parmi eux, les acides caf€oylquiniques (notamment 1’acide
chlorogénique) occupent une place majeure, accompagnés d'une grande diversité de

flavonoides tels que la quercétine, 1’isorhamnétine et le kaempférol (Rhimi et al., 2017).

Par ailleurs, le criblage phytochimique récent mené par Jerada et al., (2025) a
confirmé une présence significative de tanins catéchiques. Sur le plan biologique, ces
polyphénols sont les principaux responsables du potentiel antioxydant de la plante, agissant
comme des piégeurs de radicaux libres. Ils jouent également un réle crucial dans les processus
anti-inflammatoires, ce qui justifie l'usage traditionnel de cette plante pour traiter les
affections cutanées.

6.2. Terpénoides et Lactones sesquiterpéniques

Les terpénoides représentent la signature chimique par excellence de cette espece.
Comme I’a démontré le travail de référence de Barrero et al., (2008), D. viscosa se distingue
par une teneur €levée en lactones sesquiterpéniques de type eudesmane. Les molécules pivots

identifiées sont ’acide ilicique et 1’acide a-costique.

Ces métabolites secondaires sont reconnus pour leurs effets cytotoxiques, ainsi que
pour leurs propriétés antifongiques et antibactériennes spécifiques. La littérature souligne que
la production de ces terpénes est particulierement abondante durant la phase de floraison

automnale, période ou la plante exprime son maximum de potentiel chimique.
6.3. Huiles essentielles et fractions volatiles

Le profil aromatique de D. viscosa est défini par une huile essentielle complexe
extraite des parties aériennes. Elle est composée d'un mélange de monoterpénes et de
sesquiterpénes oxygénés, tels que le bornéol et le caryophylléne. La composition chimique de

ces fractions volatiles présente une forte variabilité¢ en fonction de I’origine géographique et
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des conditions environnementales (Rhimi et al., 2017 ; Jerada et al., 2025). Ces composants
contribuent directement a I'efficacité des traitements par fumigation utilisés contre les troubles
respiratoires.

6.4. Profil minéral et oligo-éléments

Une valeur ajoutée majeure aux recherches actuelles, notamment celles de Jerada et
al., (2025), concerne la caractérisation de la fraction minérale. Les analyses ont révélé que les
feuilles sont une source précieuse de macro-éléments essentiels tels que le potassium (K), le
calcium (Ca) et le magnésium (Mg). La plante contient également des oligo-éléments
indispensables comme le fer (Fe) et le zinc (Zn). Cette richesse minérale compléte le profil
thérapeutique de I'espece, notamment dans le soutien des fonctions physiologiques de
I'organisme.
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Chapitre 11 Activité biologique

Les activités biologiques des plantes médicinales constituent un axe majeur de la recherche
pharmacologique moderne, car elles permettent de relier la composition phytochimique des
extraits végétaux a leurs effets thérapeutiques potentiels. Dans ce contexte, Dittrichia viscosa
a fait I’objet de plusieurs investigations scientifiques visant a explorer ses propriétés
pharmacologiques, notamment ses effets cicatrisants, anti-inflammatoires, antimicrobiens et
anticoagulants. Les paragraphes suivants présentent une synthése des principales activités

biologiques rapportées pour cette espéce.
1. Activité cicatrisante

L’utilisation de la Dittrichia viscosa (L.) Greuter pour traiter les hématomes ainsi
qu’un certain nombre d’affections dermatologiques reléve d’une pratique largement diffusée
dans la pharmacopée traditionnelle méditerranéenne. Des travaux récents, notamment ceux de
Rhimi et al. (2019), ont confirmé scientifiquement cette efficacité en mettant en lumiere les
mécanismes d'action complexes par lesquels les extraits de la plante exercent leur

remarquable potentiel cicatrisant, notamment par la modulation du stress oxydatif.

L’un des leviers fondamentaux de cette activité réside dans la richesse métabolique de
la plante en composés antioxydants <particulierement les acides caféoylquiniques (comme
I’acide chlorogénique et ses isomeres) et les dérivés de la quercétine (comme la rutine). Ces
molécules agissent comme des « piégeurs » de radicaux libres (ROS) en neutralisant 1’exces
d’espéces réactives de 1’oxygeéne au niveau de la 1ésion. Cette régulation est cruciale car «Si un
niveau basal de ROS est nécessaire a la signalisation cellulaire <leur accumulation excessive

entrave la réparation tissulaire et exacerbe la réponse inflammatoire.

Dans un modéle expérimental in vivo sur des souris Swiss Webster «des plaies
d’excision de 10 mm ont été traitées quotidiennement avec une pommade a l'extrait
éthanolique de D. viscosa aux concentrations de 2,5 % et 5 %. Les résultats ont montré une
accélération significative de la vitesse de contraction de la plaie comparativement aux groupes
témoins. Au douziéme jour du traitement <les animaux traités par la pommade a 5 % étaient

pratiquement guéris <avec une régénération cutanée optimale.

Cette accélération macroscopique est confirmée par les examens histologiques <qui
révelent une ré épithélialisation compléte et une réorganisation structurelle des tissus cutanés.
Cette action résulte de la capacité des polyphénols de la plante a stimuler la prolifération

cellulaire tout en protégeant les tissus neoformés contre les dommages oxydatifs. Ces

17



Chapitre 11 Activité biologique

conclusions positionnent donc la Dittrichia viscosa comme un agent cicatrisant naturel de

premier plan. Rhimi et al. (2019).
2. Effets antipyrétique, antihypertensif et vasodilatateur

Au-dela de ses vertus locales et anti-inflammatoires, la Dittrichia viscosa (L.) Greuter
se distingue par des effets systémiques concrets, touchant de prés la régulation thermique et
I'équilibre cardiovasculaire. Si I'usage traditionnel de cette plante pour apaiser la fiévre ou les
soucis circulatoires est ancestral «il repose désormais sur des preuves scientifiques rigoureuses

issues de la recherche pharmacologique.

L’action antipyrétique d'un extrait aqueux de D. viscosa a été testée avec précision sur
des rats albinos Wistar <chez lesquels une pyrexie avait été induite par injection de levure de
biére. Selon les observations de Cahil et Yahia (2017) <I'administration orale d'une dose de
200 mg/kg permet de réduire drastiquement la température rectale des sujets. Cette efficacité «
comparable a celle d'un médicament standard comme le paracétamol <laisse supposer que les
actifs de la plante agiraient en freinant la synthése des prostaglandines directement au niveau

de I’hypothalamus.

Par ailleurs <a D. viscosa joue un ro6le protecteur et régulateur sur le plan
cardiovasculaire. Les recherches de Lahlou et al., (1999) ont mis en lumiere les propriétés
antihypertensives de son extrait aqueux chez le rat. En injection intraveineuse <cet extrait
provoque une chute de la pression artérielle systolique proportionnelle a la dose administrée.
En parallele «des essais sur anneaux aortiques isolés ont révélé un pouvoir vasodilatateur
évident. Cette détente des parois vasculaires semble résulter soit d'un blocage des canaux
calciques «soit d'une stimulation de la libération de monoxyde d'azote (NO). Tout cela est di a
la présence de métabolites secondaires tels que les flavonoides et les tanins <qui jouent un réle
important dans I'amélioration de la fonction endothéliale et la réduction de la résistance
vasculaire périphérique. (Jerada et al., 2024) (Tableau n°02).

Tableau n°02 : Synthése des activités systémiques de Dittrichia viscosa selon la partie
utilisée Source (Jerada et al., 2024).

.Références Résultats Principaux  Modeél / Partie Utilisée Activité

Dose Biologique
(Cahil & Réduction de la Rats /200  Parties Antipyrétique
Yabhia, 2017) température rectale mg/kg aeriennes
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(fievre)
(Lahlou et al., Baisse de la pression Rats (In Feuilles Antihypertensive
1999) artérielle systolique Vivo) (Extrait
aqueux)
(Lahlou etal.,, Relaxation des vaisseaux Anneaux Feuilles Vasodilatatrice
1999) sanguins aortiques

3. Activité antioxydante
3.1. Profil phytochimique et potentiel antioxydant

Les feuilles de Dittrichia viscosa constituent une source abondante de composés
phénoliques et de flavonoides. Selon les analyses effectuées sur 1’extrait méthanolique <les
teneurs enregistrées atteignent 212,44 mg GAE/g de matiére seche pour les phénols totaux et
123,05 mg QE/g pour les flavonoides (Mrid et al., 2022). Ces concentrations élevées sont
principalement attribuées a la présence de dérivés de l'acide caféique (Caffeic acid
derivatives), qui conferent a la plante une capacité remarquable a piéger les radicaux libres
(Mrid et al., 2022).

3.2. Evaluation in vitro du pouvoir piégeur de radicaux (DPPH et ABTS)

Les résultats in vitro confirment que les extraits de feuilles possedent un fort potentiel

d'inhibition des radicaux libres :

e Test DPPH : L'extrait méthanolique a montré une performance supérieure a celle de
I'extrait aqueux <avec une valeur ICs, de 80 pg/mL contre 120 pg/mL pour I'extrait
aqueux (Mrid et al., 2022).

e Test ABTS : De méme <I’extrait méthanolique a manifesté une capacité de piégeage

plus importante que l'extrait aqueux avec une ICs, de 223 pug/mL (Mrid et al., 2022).

Ces données mettent en évidence que 1’efficacité de la plante dans la neutralisation des
radicaux libres est directement liée a la concentration des groupements hydroxyle présents

dans ses composeés phénoliques (Mrid et al., 2022).
3.3. Capacité de réduction du fer (FRAP) et chélation des métaux

Outre le piegeage des radicaux libres <1’étude a démontré 1’aptitude des extraits a céder
des électrons (pouvoir réducteur) et a protéger I’organisme contre les dommages oxydatifs

induits par les ions métalliques :
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e Test FRAP : L'extrait méthanolique a enregistré une capacité réductrice tres élevée «
s'élevant a 944,19 mg AAE/g (Mrid et al., 2022).

e Activité chélatrice du fer (Fez* ) : Les feuilles ont montré un pouvoir chélateur net <ou
la meilleure valeur ICsq pour I’extrait méthanolique a atteint 0,52 mg/mL (Mrid et al.,
2022).

3.4. Role de I'activité antioxydante dans I'inhibition de la glycation

L'activité antioxydante de D. viscosa est étroitement corrélée a sa capacité a prévenir
la formation des produits de glycation avancée (AGES). La forte aptitude des extraits a réduire
les radicaux libres constitue un mécanisme clé pour protéger les protéines contre les
modifications chimiques non enzymatiques provoquées par le stress oxydatif (Mrid et al.,
2022). Cela ouvre des perspectives thérapeutiques prometteuses pour limiter les complications
liées au diabete (Mrid et al., 2022).

4. Activité anti-inflammatoire

L’efficacité de Dittrichia viscosa (L.) Greuter contre les processus inflammatoires se
manifeste par sa capacité notable a protéger les structures protéiques. En effet <les tests
effectués sur I’extrait méthanolique de la plante ont révélé un taux d'inhibition de la
dénaturation thermique des protéines variant entre 18,16 % et 44,44 % pour des
concentrations allant de 1,2 & 2 mg/mL (Jerada et al., 2024). Bien que ces valeurs soient
inférieures a celles de 1’acide acétylsalicylique (aspirine) <elles témoignent d'une activité
protectrice significative. Cette action est renforcée par une forte inhibition de I’enzyme
Elastase, atteignant 72 % a une concentration de 10 mg/mL <une performance comparable a
celle de 1’épigallocatéchine gallate (EGCG) «ce qui confirme le role de la plante dans la
préservation de I’intégrité des tissus au cours des réactions inflammatoires (Jerada et al.,

2024).

Parallélement a ces propriétés enzymatiques <les travaux de Lounis et al., (2018) ont
apporté des preuves rigoureuses concernant le potentiel anti-inflammatoire des feuilles de
cette espéce. Tant in vitro qu'in vivo <I’extrait aqueux a démontré une capacité remarquable a
réduire la production de monoxyde d'azote (NO) en inhibant I'expression de I'enzyme iNOS.
Ce processus s'accompagne d'une régulation de voies de signalisation complexes impliquant
les récepteurs TLR-4, la protéine MyD88 et le facteur de nécrose tumorale TNF-a. Ces
mécanismes cellulaires expliquent I'efficacité de la plante a limiter la cascade inflammatoire

dés son déclenchement.
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Enfin <les études expérimentales menées sur des modéles de rats et de souris
(inflammations induites par la carraghénane) confirment que I'extrait éthanolique <le décocté
ainsi que D’extrait aqueux réduisent de manicre significative I’cedéme de la patte. Cette
diminution des manifestations physiques de l'inflammation valide scientifiqguement l'usage

traditionnel des feuilles et des fleurs de D. viscosa dans le traitement des tuméfactions et des

états inflammatoires aigus (Jerada et al., 2024 ; Lounis et al., 2018)(Tableau n°03).

Tableau n°03 : Synthese de I'activité anti-inflammatoire de Dittrichia viscosa.

Références Résultat / Modele / Extrait utilisé Parameétre

Inhibition Concentration évalué
(Jeradaetal., 18,16 %-44,44 1,2-2mg/mL Méthanolique Dénaturation
2024) protéique
(Jeradaetal., 72% 10 mg/mL Méthanolique Inhibition de
2024) I'Elastase
(Lounisetal., Inhibition de In vitro / In vivo Agueux Production de
2018) I'INOS NO
(Lounisetal.,, Régulation Macrophages Aqgueux Voie TLR-4/
2018) descendante JT74A.1 TNF-a
(Jeradaetal., Réduction Rats / Souris Ethanolique / (Edéme de la
2024) significative Décoction patte

Source : Modifié d'aprés Jerada et al. (2024).
5. Activité antibactérienne

Selon les travaux menés par Mrid et al., (2022), les résultats expérimentaux ont révélé
une efficacité variable de I'extrait de feuilles de Dittrichia viscosa contre plusieurs souches
bactériennes. Cette étude a été réalisée en utilisant la méthode de diffusion sur disque (disc
diffusion), ou les diameétres des zones d'inhibition ont été mesurés en millimetres (mm) pour

évaluer I'effet de I'extrait méthanolique (Tableau n°04).

Les résultats consignés dans le tableau ci-dessous indiquent un pouvoir inhibiteur
manifeste de Dittrichia viscosa contre les bactéries a Gram positif et a8 Gram négatif. En effet «
la zone d'inhibition enregistrée pour Staphylococcus aureus (S. aureus) a atteint 12,5 £ 1,5
mm, tandis qu'elle était de 11,5 £ 0,7 mm pour Bacillus subtilis (B. subtilis). Quant aux
bactéries a Gram négatif <I'activité s'est révélée modérée <avec une zone d'inhibition de 8,5 +

1,4 mm pour Escherichia coli (E. coli) et de 7,5 £ 1,0 mm pour Agrobacterium tumefaciens.
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Cette action inhibitrice est attribuée a l'interaction des métabolites secondaires ¢
particulierement les flavonoides et les dérivés de I'acide caféique, avec la structure cellulaire
bactérienne. Ces molécules agissent en modifiant la perméabilité de la membrane lipidique de
la bactérie «ce qui entraine une fuite des constituants cytoplasmiques et l'arrét de l'activité
métabolique du microorganisme. Il demeure essentiel de souligner que I'efficacité de I'extrait
reste tributaire de la sensibilité de la souche bactérienne testée ainsi que de la nature chimique
des composés actifs (Mrid et al., 2022).

Tableau n°04 : Zones d’inhibition de I’extrait méthanolique de D. viscosa (en mm) Source :
Modifié d'aprés Mrid et al., (2022).

.Zone d'inhibition (mm) Gram Souches Bactériennes

125+15 (+) Staphylococcus aureus
11,5+0,7 (+) Bacillus subtilis

8514 ) Escherichia coli

75+10 ) Agrobacterium tumefaciens

6. Activité anti-diabétique

L’efficacité de Dittrichia viscosa (L.) Greuter dans la gestion du diabéte est basée sur
une stratégie d’inhibition des enzymes clés impliquées dans le métabolisme des glucides.
Cette activité est principalement due aux flavonoides (comme la quercétine et la lutéoline) et

aux acides phénoliques (tels que I'acide caféique et I'acide chlorogénique).

Du point de vue mécanistique <«ces composés fonctionnent comme de puissants
inhibiteurs de 1’\alpha-amylase et de 1’\alpha-glucosidase. En inhibant ces enzymes «I’extrait
végétal diminue la dégradation des glucides complexes en glucose simple <réduisant ainsi
I’absorption intestinale du sucre et évitant 1’hyperglycémie postprandiale. En outre <les
antioxydants qu’ils contiennent protégent les cellules béta du pancréas contre le stress

oxydatif provoqué par le diabéte (Mrid et al., 2022 ; Jerada et al., 2024).
7. Activité antitumorale et cytotoxicité

Les études de Mrid et al.,, (2022) ont montré que la plante pourrait étre tres
prometteuse pour atteindre les cellules cancéreuses. L’effet observé est li€¢ a la présence de
lactones sesquiterpéniques et a celle de composés phénoliques spécifiques tels que

I’hispiduline.
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L’extrait méthanolique présente une cytotoxicité sélective, en provoquant I’apoptose
(mort cellulaire programmée) dans les lignées cancéreuses (en particulier les cellules du
cancer du sein MDA-MB-468) sans affecter de facon notable les cellules saines. Ce processus
s’effectue par activation des voies des caspases et fragmentation de I’ADN des cellules
tumorales. En outre <la plante présente une capacité a bloquer la prolifération cellulaire «

ralentissant de ce fait le développement tumoral (Mrid et al., 2022).
8. Activité anti-fongique

D. viscosa se caractérise par une capacité remarquable a bloquer la croissance des
filaments et des colonies fongiques. L’inuviscolide, terpéne majeur des feuilles <est le
principal constituant responsable de cet effet <auquel contribuent également les acides gras et

les huiles essentielles.

Le mécanisme d’action biologique se traduit par une altération de la paroi fongique et
une désorganisation de la membrane plasmique. Cette rupture structurelle provoque la perte
de I’équilibre osmotique <entrainant la fuite des constituants intracellulaires et la mort du
champignon. Cette efficacité a été démontrée contre des souches pathogénes telles que
Candida albicans et Aspergillus niger, ainsi que contre divers champignons phytopathogenes

en inhibant la germination de leurs spores (Jerada et al., 2024).

Anti-Cancer Antioxydant

Antibactérien Antidiabétique

Cicatrisation des plaies
et brilures

Antihypertenseur Antifongique
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Figure 04 : Résumé des diverses activités pharmacologiques des extraits de feuilles de
Dittrichia viscosa (L.) Greuter (Source : Mrid et al., 2022).
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I. Matériel
1. Matériel végétal (Plant material)

Les parties aériennes de Dittrichia viscosa (L.) Greuter ont été collectées durant la
période de floraison en septembre 2025, dans le Nord de I'Algérie, plus précisément dans la
région de Touja (Béjara) (36°45'13.31"N 4°53'43.73"E). Afin d'éliminer la poussiére et toute

autre particule étrangére, les parties aériennes ont été nettoyées a I'eau courante du robinet.

Ensuite <elles ont été séchées (a I'ombre), broyées et conservées pour une utilisation ultérieure
(Figure 05).

Figure 05 : Les parties aériennes de Dittrichia viscosa (L.) Greuter collectées au stade de

floraison (Septembre 2025) (Photo originale).
2. Matériel animal

Un total de 25 rats femelles adultes de souche Albino, pesant en moyenne 200 + 20 g,
ont été obtenus auprés de I'Institut Pasteur d'Algérie. Les animaux ont été hébergés et
maintenus dans I'animalerie du Département de Biologie Moléculaire et Cellulaire, Faculté

des Sciences de la Nature et de la Vie, Université d'EI-Oued, Algérie.
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Les animaux ont été soumis a une période d'adaptation de deux semaines sous des
conditions de laboratoire contrélées <avec une photopériode de (12 h de lumiére / 12 h
d'obscurité), une humidité relative de 60 £ 5% et une température ambiante de 22 + 2°C. Une
alimentation standard pour rats et de I'eau du robinet étaient disponibles ad libitum pendant
toute la durée des expériences. Les soins et la manipulation des rats durant toutes les
procédures expérimentales ont suivi les directives éthiques locales pour le soin et I'utilisation

des animaux de laboratoire.
3. Souches microbienne

Les échantillons ont été testés pour leur efficacité antibactérienne contre quatre
souches bactériennes obtenues aupres du laboratoire de ['Institut Pasteur d'Algérie,
comprenant deux bactéries a Gram positif (BS : Bacillus subtilis ATCC 25973 ; SA :
Staphylococcus aureus ATCC 25932) et deux bactéries a Gram négatif (EC : Escherichia coli
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. ainsi que vis-a-vis de la souche
fongique de référence Candida albicans ATCC 10231.

4. Produits chimiques et réactifs

le méthanol (CH3OH, > 99.8%), 1'é¢thanol (C,HgO), le chloroforme (CHCI3), I'acide
sulfurique (H2SO,), l'acide chlorhydrique (HCI), I'ammoniaque (NHs) et l'eau distillée. le
réactif de Folin-Ciocalteu, le carbonate de sodium (Na,COs, > 99%), le chlorure d'aluminium
(AICI3, 99%), le chlorure ferrique (FeCls), les réactifs de Mayer et de Wagner, le réactif de
vanilline-HCI, l'acétate de sodium (CH3COONa) et le chlorure de potassium (KCI).lI'acide
gallique (C7HgOs, 98%), la quercétine (CisH1007, > 95%), la catéchine et Il'acide
acetylsalicylique (CgHgO4, > 99%). le radical libre DPPH (C1gH12NsOg), I'acide ascorbique

(CeHgOs, > 99%), le ferricyanure de potassium (Ks[Fe(CN)g]), l'acide trichloroacétique

(TCA), le molybdate d'ammonium, le tampon phosphate (NaH,PO, / Na,HPQO,), I'aloumine
sérique bovine (BSA, > 98%) et le milieu de culture Mueller-Hinton (MH). Tous les produits
chimiques et réactifs utilisés dans cette étude étaient de qualité analytique et provenaient de
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Etats-Unis).

1. Méthode
1. Analyse phytochimique de I'extrait aqueux de D. viscosa

1.1. Extraction aqueuse de D. viscosa

28



Chapitre | Matériel et Méthode

L’extrait aqueux de Dittrichia viscosa (L.) Greuter a été préparé par macération de 30
g de poudre des parties aériennes seéches dans 300 mL d’eau distillée pendant 24 heures a
température ambiante, sous agitation continue. Aprés macération, le mélange a été filtré a
I’aide de papier filtre Whatman. Le filtrat obtenu a ensuite été concentré a 1’aide d’un Séchage
thermique. L’extrait final a été pesé puis conservé a 4 °C jusqu’a utilisation (Azmir et al.,
2013).

1.2. Rendement de l'extraction

Le rendement d’extraction a été calculé selon la formule standard utilisée dans la
littérature, basée sur le rapport entre la masse de 1’extrait obtenu et la masse de la matiére

végeétale seche (Azwanida, 2015). (Figure 06)
R(%) = W1/W2 x 100
W1 correspond a la masse de I’extrait aprés évaporation du solvant, tandis que.

W?2 représente la masse de la poudre végétale utilisée avant extraction.

-
L=
Plante de 300 mL Eau Matiere végétale Macération a Filtration
Dittrichia viscosa distillée broyée + eau température (quiconque
309 (mélange) ambiante et fiole)
Matiére végétale (24 h)

agitation continue

Grattage de Collecte et stockage
I'extrait sec de la poudre

Figure 06 : Preparation of Dittrichia viscosa aqueous extract.

1.3. Screening Phytochimique
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1.3.1. Polypheénols

2 mL de I'extrait ont recu quelques gouttes d'une solution de FeCl; a 2% (w/v). Le
FeCl3 prend une coloration verdatre ou bleu-noiratre lorsque des dérivés polyphénoliques sont

présents (Yadav & Agarwala, 2011).
1.3.2. Alcaloides

Dans deux tubes & essai «introduire 1 mL d'extrait pour l'analyse. Acidifier le milieu
avec quelques gouttes d'HCI et ajouter des gouttes du réactif de Mayer au premier tube et
quelques gouttes du réactif de Wagner au second tube. L'apparition d'un précipité blanc ou

brun respectivement révéle la présence d'alcaloides (Bebboucha et al., 2014).
1.3.3. Flavonoides

Nous avons ajouté 5 mL de I'extrait a tester <5 mL d'ammoniaque diluée et 1 mL
d'H,SO, au tube a essai. La présence de flavonoides est démontrée par I'émergence d'une

coloration jaune (Yadav & Agarwala, 2011).
1.3.4. Terpénoides

Dans un tube a essai <nous avons mis 5 mL d'extrait végétal avec 2 mL de chloroforme
et 3 mL d'acide sulfurique concentré. Une couleur rouge-brunatre résulte de la présence de
terpénoides (Yadav & Agarwala, 2011).

1.3.5. Saponines

Un tube & essai contient 10 mL de I'extrait aqueux. Aprés avoir agité le tube pendant
15 secondes il a été laissé reposer pendant 15 minutes supplémentaires. Une hauteur de
mousse soutenue de plus de 1 cm indiquait la présence de saponines (Yadav & Agarwala,
2011).

1.3.6. Tannins

Dans un tube a essai <nous combinons 5 mL de l'extrait avec 1 mL d'une solution
aqueuse de chlorure ferrique (FeCl3) a 2%. Une teinte verdatre ou bleuatre-noiratre indiquait

la présence de tannins (Bebboucha et al., 2014).
1.4. Quantification des composés phytochimiques

1.4.1. Dosage des phénols totaux
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La teneur en composes phénoliques totaux de I'extrait aqueux de D. viscosa a été
estimée par la méthode colorimétrique utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu, selon le
protocole décrit par Aryal et al. (2019).

Brievement, un volume de 0,2 mL de I'extrait a été mélangé avec 1 mL du réactif de
Folin-Ciocalteu (dilué a 10% v/v). Apres une période d'incubation de 4 minutes, 800 pL d'une
solution de carbonate de sodium (Na,CO3) a 75 g/L ont été ajoutés au mélange. La solution
résultante a été ensuite incubée a température ambiante pendant 2 heures afin de permettre le
développement de la couleur. L'absorbance a été mesurée a 765 nm a l'aide d'un
spectrophotometre. Pour assurer la précision des résultats, toutes les analyses ont été
effectuées en triplicat. La concentration en phénols totaux a été determinée a partir d'une
courbe d'étalonnage établie avec I'acide gallique. Les résultats sont exprimés en milligrammes

d'équivalent d'acide gallique par gramme d'extrait (mg EAG/g d'extrait).
1.4.2. Dosage des flavonoides totaux

La détermination de la teneur en flavonoides totaux de I'extrait de D. viscosa a été
réalisée par la méthode colorimétrique au chlorure d'aluminium (AICI3), en suivant le
protocole décrit par Baba et Malik (2015). Selon cette méthode <un volume de 1 mL de
I'extrait a été mélangé avec 1 mL d'une solution méthanolique de AICI3 (2%). Parallelement «
une gamme étalon a été préparée dans les mémes conditions en utilisant la quercétine comme
standard. Apres une période d'incubation de 30 minutes a température ambiante <l'absorbance

du mélange a été mesurée a une longueur d'onde de 430 nm contre un blanc réactif.

La concentration en flavonoides a été déduite a partir de I'équation de la courbe
d'étalonnage de la quercétine. Les résultats obtenus sont exprimés en milligrammes

d'équivalent quercétine par gramme d'extrait (mg EQ/g d'extrait).
1.4.3. Dosage des tannins condenseés

La teneur en tannins condensés (proanthocyanidines) de I'extrait de D. viscosa a été
déterminée par la méthode au vanilline-HCI, selon le protocole décrit par Chupin et al.,
(2013).

Brievement «un volume de [I'échantillon a été introduit dans un tube a essai
préalablement enveloppé d'un papier aluminium pour le protéger de la lumiére. A ce mélange «
3,0 mL d'un réactif de vanilline fraichement préparé (4% p/v dans le méthanol) ont été
ajoutés «suivis de l'incorporation de 1,5 mL d'acide chlorhydrique (HCI) concentré. Aprés une
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incubation de 15 minutes a une température contrdlée (environ 20 °C) <I'absorbance a été
mesurée a 500 nm contre un blanc. Les résultats ont été déduits a partir d'une courbe
d'étalonnage réalisée avec la catéchine. La teneur en tannins condenseés est exprimée en

milligrammes d'équivalent catéchine par gramme d'extrait (mg EC/g d'extrait).
1.5. Analyse par couplage LC-MS

L’analyse des métabolites a été réalisée a 1’aide d’un systeme de chromatographie
liquide ultra-haute performance couplé a la spectrométrie de masse en tandem (UPLC-ESI-
MS/MS, Shimadzu 8040 UFMS), équipé¢ d’une pompe binaire Nexera XR LC-20AD. La
détection ciblée a eté effectuée en mode MRM (Multiple Reaction Monitoring), garantissant
une grande selectivite et une sensibilite élevée. Dans ce mode, le premier analyseur
sélectionne I’ion précurseur spécifique, ensuite fragmenté dans la cellule de collision par
dissociation induite par collision (CID). Les ions fragments obtenus sont ensuite filtrés par le
second analyseur, permettant une identification précise des métabolites et une élimination
efficace des interférences de matrice.

L’ionisation a été réalisée par €lectrospray (ESI) sous conditions optimisées : pression

du gaz de collision de 230 kPa, tension de la dynode de conversion de —6,0 kV, température
de la ligne de désolvatation de 250 °C, debit du gaz de nébulisation de 3,0 L/min, température
du bloc chauffant de 400 °C et débit du gaz de séchage de 10 L/min.
La séparation chromatographique a €té effectuée sur une colonne Restek Ultra C18 (150 x 2,1
mm, 3 pm) avec une phase mobile composée d’eau (A) et de méthanol (B), tous deux
additionnés de 0,1 % d’acide formique. Le débit était de 0,3 mL/min avec un volume
d’injection de 5 pL. Un gradient d’¢élution optimisé a été appliqué pour assurer une séparation
efficace des composes.

2. Activités biologiques in vitro de I’extrait aqueux de D. viscosa
2.1. Activité antioxydante
2.1.1. Activité de piégeage du radical libre DPPH

L’activité antioxydante de 1’extrait aqueux de D. viscosa, a été évaluée in vitro en
utilisant 1’essai de piégeage du radical libre 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle (DPPH), avec
1I’acide ascorbique comme standard de référence. Une solution mére de DPPH (0,1 mM) a été
préparée fraichement en dissolvant 0,91 mg de DPPH (Sigma-Aldrich) dans 23 mL d’éthanol
absolu (qualité analytique), en assurant une dissolution compléte et une stabilité optimale du

radical. Une gamme de concentrations a été préparée par dilutions successives pour obtenir
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les concentrations finales suivantes : 312,5, 156,25, 78,125, 39,0625, 19,53125 et 9,765625
pg/mL. L’essai a été réalisé en microplaque 96 puits, ou 100 pL de la solution de DPPH ont
été mélangés avec 100 pL de chaque dilution de I’extrait ou des solutions témoins. Toutes les
conditions expérimentales ont été effectuées en triplicat afin d’assurer la reproductibilité. La
microplaque a été incubée a température ambiante (25 £ 2 °C) pendant 30 minutes a
I’obscurité afin d’éviter toute photodégradation du radical DPPH. Aprés incubation,
I’absorbance a été mesurée a 517 nm a l’aide d’un spectrophotométre UV-Visible en
microplaque. L’activit¢ de piégeage des radicaux libres a été exprimée en pourcentage
d’inhibition selon la formule suivante :
Abs( controle) - Abs (échantillon)

1% = 1
o A (controle) x 100

ou A, correspond a I’absorbance du témoin (DPPH seul) et Abs a celle en présence de
I’extrait. Les valeurs d’ICsq, définies comme la concentration nécessaire pour inhiber 50 %
des radicaux DPPH, ont été déterminées graphiquement en fonction du logarithme des
concentrations. L’acide ascorbique a été testé dans les mémes conditions en tant que contrdle
positif afin de comparer le potentiel antioxydant de ’extrait EXT dans des conditions

expérimentales standardisées (Blois, 1958; Brand-Williams et al., 1995).
2.1.2. Détermination du pouvoir réducteur (Test RP)
L'évaluation de la capacité de I'extrait aqueux a réduire le fer ferrique (Fe*®)

en fer ferreux (Fe*®) a été réalisée selon I'approche méthodologique de Jayaprakashaet al.
(2001).Le protocole a consisté a combiner différentes concentrations de I'échantillon avec 2,5
mL d'un tampon phosphate (0,2 M ; pH 6,6) et 2,5 mL d'une solution de ferricyanure de
potassium [K3Fe(CN)g] a 1%. Aprées une incubation thermique a 50°C pendant 20 minutes, la

réaction a été stoppée par I'ajout de 2,5 mL d'acide trichloracétique (TCA) a 10%.

Le mélange réactionnel a été ensuite soumis a une centrifugation a 3000 rpm pendant
10 minutes. Une fraction de 2,5 mL du surnageant a €té récupérée «puis diluée avec 2,5 mL
d'eau distillée et additionnée de 0,5 mL de chlorure ferrique (FeCls) fraichement préparé a
0,1%. La formation du complexe coloré (bleu de Prusse) a été quantifiée par la mesure de
I'absorbance a 700 nm. L'acide ascorbique a servi de standard de référence <ou une densité

optique élevée traduit un potentiel réducteur important.

2.1.3. Evaluation de la capacité antioxydante totale (Test au phosphomolybdate)
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Le potentiel antioxydant global de I’extrait aqueux de D. viscosa a été quantifié par le
test du phosphomolybdate, en se référant a la procédure décrite par Saeed et al., (2012). Ce
dosage repose sur la réduction du Molybdene (V1) en Molybdene (V) en milieu acide, menant
a la genese d'un complexe de couleur verte [phosphate/Mo(V)]. En pratique <une fraction de
0,3 mL de I'extrait a été additionnée a 3 mL de la solution réactive (acide sulfurique 0,6 M,
phosphate de sodium 28 mM et molybdate d’ammonium 4 mM). Les échantillons <contenus
dans des tubes hermétiquement fermés <ont été ensuite soumis a un traitement thermique dans
un bain-marie a 95 °C durant une période de 90 minutes. Apres un refroidissement complet a
température ambiante <la densité optique du mélange a été enregistrée a 695 nm a l'aide d'un
spectrophotometre. L'analyse a été effectuée contre un blanc réactif (0,3 mL d'eau distillée a
la place de I'échantillon). La capacité antioxydante a été calculée via une courbe d’étalonnage
¢tablie avec ’acide ascorbique et les résultats ont été exprimés en milligrammes d'équivalent

acide ascorbique par gramme d'extrait (mg EAA/Q).
2.2. Activité anti-inflammatoire

Le potentiel anti-inflammatoire de I’extrait aqueux de D. viscosa a été évalué in vitro
par le test de dénaturation thermique de la sérum-albumine bovine (BSA), une méthode
préliminaire largement acceptée pour évaluer les propriétés stabilisatrices de protéines et anti-
inflammatoires des composés naturels. Différentes concentrations de I'extrait (10-0,15625
mg/mL) ont été préparées afin d'étudier I'effet inhibiteur dose-dépendant sur la dénaturation
protéique. En bref, une solution de BSA (0,3 % dans un tampon TBS, pH 6,4) a été mélangée
avec l'extrait, tandis que I'eau distillée et I'aspirine ont servi respectivement de témoins négatif
et positif. Les mélanges réactionnels ont été incubés a 37 °C pendant 15 min, puis chauffés a
70 °C pendant 10 min afin d'induire la dénaturation des protéines. Apres refroidissement,
I'absorbance a été mesurée a 660 nm a l'aide d'un spectrophotomeétre UV-Vis. Une diminution
de l'absorbance par rapport au témoin négatif indiquait une inhibition de la dénaturation
protéique et une activité anti-inflammatoire potentielle. Tous les essais ont été réalisés en
triplicate, et le pourcentage d'inhibition a été calculé selon la formule standard.

Abs( controle) - Abs (échantillon)

1% = x 100
%o A (controle)

ou A, correspond a I’absorbance du témoin négatif et Abs a celle de I’échantillon contenant

I’extrait. Cet essai fournit ainsi une évaluation initiale du potentiel anti-inflammatoire de

34



Chapitre | Matériel et Méthode

I’extrait EXT, justifiant des investigations complémentaires visant a identifier les composés

actifs et a élucider leurs mécanismes d’action (Bailey-Shaw et al., 2017).
2.3. Activité antimicrobienne

L’activité antimicrobienne de I’extrait aqueux de D. viscosa a été évaluée par la méthode
de diffusion en puits sur gélose contre plusieurs souches de référence : Escherichia coli
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25932,
Bacillus subtilis ATCC 25973 et Candida albicans ATCC 10231. Les essais bactériens ont
été réalisés sur géelose Mueller-Hinton (MHA), tandis que la gélose Sabouraud Dextrose
(SDA) a été utilisée pour I’évaluation antifongique. Les suspensions microbiennes fraiches
ont été ajustées a 1’étalon 0,5 McFarland afin d’obtenir une inoculation standardisée et
reproductible.

L’extrait D. viscosa a été préparé a différentes concentrations (10, 20, 40 et 80
mg/mL), puis 50 pL de chaque dilution ont été déposés dans des puits stériles de 6 mm
réalisés sur les milieux préalablement ensemencés. Une solution saline stérile a servi de
témoin négatif. Aprés incubation a 37 °C pendant 24 h pour les bactéries et 48 h pour C.
albicans, I’activité antimicrobienne a été déterminée par la mesure des diamétres des zones
d’inhibition (mm). Les valeurs supérieures & 6 mm ont été considérées comme révélatrices
d’une activité antimicrobienne significative. Toutes les analyses ont été effectuées en triplicat,
et les résultats exprimés en moyenne * écart-type (ET) (Bonev et al., 2008; Kiehlbauch et
al., 2000).

2.4. Activité de anticoagulante

L’activité anticoagulante de 1’extrait aqueux de Dittrichia viscosa (EXT) a été évaluée
in vitro par la mesure du Temps de Prothrombine (TP) et du Temps de Céphaline Activée
(TCA/aPTT) a I’aide d’un coagulométre semi-automatisé utilisant du plasma humain citraté
pauvre en plaquettes. L’extrait, dissous dans une solution saline stérile, a été testé a
différentes concentrations (10, 30 et 60 mg/mL) afin d’étudier son effet dose-dépendant sur

les voies de la coagulation.

Pour chaque essai, le plasma citraté a été incubé avec 1’extrait a 37 °C pendant 15
minutes avant 1’ajout des réactifs spécifiques du TP ou du TCA. La coagulation a ensuite eté
déclenchée automatiquement par addition de CaCl,, et les temps de coagulation ont été
enregistrés en secondes. Des témoins négatifs sans extrait ont été inclus afin d’établir les

valeurs basales de coagulation. Toutes les analyses ont été réalisées en triplicat, et les résultats

35



Chapitre | Matériel et Méthode

ont été exprimés en moyenne  écart-type. Une prolongation des temps de TP et de TCA a été

interprétée comme un indicateur d’activité anticoagulante potentielle de D’extrait EXT

(Abdallah et al., 2022).
2.5. Détermination du facteur de protection solaire (SPF)

L'exploration des propriétés photoprotectrices de I'extrait aqueux de D. viscosa a été
réalisée par la détermination du facteur de protection solaire (SPF) in vitro. Cette évaluation
repose sur la capacité de I'extrait a absorber les rayonnements UVB <en utilisant la méthode

spectrophotométrique standardisée par Mansur et al. (1986).
Le protocole a consisté a mesurer les absorbances de I'extrait (dilué dans un solvant

approprié) dans la zone UVB -allant de 290 a 320 nm, avec des intervalles réguliers de 5 nm.
Pour chaque longueur d’onde <I'absorbance a été enregistrée a l'aide d'un spectrophotometre
UV-Visible. Le calcul de la valeur du SPF a été effectué en appliquant I'équation
mathématique de Mansur :

320
SPF = CF x z EE(X) x I() x Abs(2)
290

Ou:

CF : Facteur de correction (égal a 10).

EE(A) : Spectre de I'effet érythémal.

I(A) : Spectre de l'intensité solaire.

Abs(A) : Absorbance de I'échantillon a la longueur d'onde A.

3. Activités biologiques in vivo de I’ extrait aqueux de D. viscosa
3.1. Evaluation de la toxicité sub-aigué (Test de sécurité)

Afin de garantir I’innocuité de l'extrait aqueux de D. viscosa avant toute investigation
pharmacologique <une étude de toxicité aigué a eté menée conformément aux lignes
directrices internationales de I'OCDE (Organisation de Coopération et de Développement

Economiques), en s'appuyant sur l'approche décrite par Para et al., (2020).
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L'expérimentation a porté sur cing lots de rats (ou souris) pesant en moyenne 210 + 10
g. Le premier lot a servi de témoin négatif (recevant uniquement de I'eau distillée), tandis que
les quatre autres lots ont été traités par voie orale avec des doses croissantes et uniques de
I'extrait : 100, 1000, 2000 et 3000 mg/kg de poids corporel.

Suite a I'administration <une surveillance rigoureuse a été instaurée sur des périodes de
24 h et 72 h Suivie d'une période d'observation de 14 jours. Les parametres cliniques
monitorés incluaient la recherche de signes de toxicité (altération du comportement,
convulsions, somnolence), les changements du poids corporel, I'apparition d'effets
indésirables ainsi que le taux de mortalité. Cette étape est cruciale pour déterminer la dose

létale (DLso) et définir la marge de sécurité thérapeutique de la plante.
3.2. Protocole du traitement (Plan expérimental)

Cette phase de I’étude vise a déterminer I’influence de 1’extrait aqueux de D. viscosa
sur les mécanismes de I’hémostase. L'objectif est de vérifier si I’extrait possede des propriétés
favorisant la coagulation (effet pro-coagulant) ou <au contraire <s'il retarde ce processus (effet

anticoagulant).

Les animaux ont été répartis en cing (05) lots (n=5). Le protocole de gavage a duré 15

jours afin d'évaluer I'effet cumulatif de I'extrait sur la réponse sanguine. suivant un schéma
thérapeutique inspiré des travaux de Kipic et al., (2020) :

e Groupe | (Témoin Négatif) : Les animaux ont recu uniqguement de I'eau distillée par
voie orale.

e Groupe Il (Extrait - Dose 1) : Traité par I'extrait aqueux de D. viscosa a une dose de
50 mg/kg (poids corporel).

e Groupe Il (Extrait - Dose 2) : Traité par I'extrait aqueux de D. viscosa a une dose de
100 mg/kg (poids corporel).

e Groupe IV (Extrait - Dose 3) : Traité par I'extrait aqueux de D. viscosa a une dose de
200 mg/kg (poids corporel).

e Groupe V (Témoin Positif) : Traité par I'Etamsylate (médicament de référence) a une
dose de 50 mg/kg, servant de base de comparaison pour l'activité

antihémorragique/hémostatique.
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Le poids corporel de chaque individu a été scrupuleusement enregistré de maniere
périodique tout au long de la durée de I'expérimentation pour ajuster les doses administrées et

surveiller I'état physiologique général des animaux.
3.3. Sacrifice et collecte des échantillons sanguins

A l'issue de la période d'expérimentation et aprés un je(ine hydrique de 16 heures, les
rats ont été soumis a une légere anesthésie au chloroforme. Le sacrifice a été réalisé par

décapitation, permettant ainsi de recueillir les échantillons sanguins de maniere instantanée.

Le sang a éte transféré dans des tubes préalablement marques et numérotés <contenant
du citrate de sodium (anticoagulant de choix pour I'étude de I'némostase). Afin d'isoler la
phase liquide nécessaire aux analyses <les échantillons ont été centrifugés a une vitesse de
2500 tr/min pendant 10 minutes. Le plasma ainsi obtenu a été soigneusement prélevé et
conservé a -20 °C jusqu'a la réalisation des tests chronométriques (TP, TCK et INR) suivants :

Le Temps de Quick (TP) : exprimé en secondes et en pourcentage (%).
L'INR (International Normalized Ratio) : pour normaliser les résultats du TP.

Le Temps de Céphaline activée (TCK) : pour explorer la voie intrinseque de la

coagulation.
4. Analyse statistique

L'analyse statistique a été réalisée a I'aide du logiciel SPSS (version 26.0). Les données sont
exprimées sous forme de moyenne + erreur standard a la moyenne (SEM). Avant l'analyse, la
normalité et I'homogénéité des variances des données ont été vérifiées afin de garantir
I'applicabilité des tests paramétriques. Une analyse de variance a un facteur (ANOVA) a été
utilisée pour déterminer les différences significatives. Le test post-hoc de Tukey (HSD) a été
appliqué pour identifier les comparaisons deux a deux entre les groupes. Un seuil de

signification de p < 0,05 a été retenu.
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Conclusion

En conclusion, ce travail de recherche marque une avancée scientifique majeure dans
la valorisation de la biodiversité médicinale algérienne. Pour la premiere fois, une étude
intégrée et exhaustive, alliant un profilage phytochimique de pointe a des évaluations
pharmacologiques in vitro et in vivo, a été menée sur l'extrait aqueux des parties aériennes de

Dittrichia viscosa (L.) Greuter récoltées a Togga (Béjaia).

Gréce a l'analyse par UPLC-ESI-MS/MS, nous avons révélé un profil phytochimique
exceptionnel dominé par la L-proline (96,03 %), accompagnée d'une puissante matrice
phénolique synergique incluant l'acide caféique, le kaempférol-3-O-glucoside, I'acide
sinapique et le résvératrol. Cette composition unique se traduit par des activités biologiques
multifonctionnelles remarquables. L'extrait a démontré des effets antioxydants puissants, une
activité anti-inflammatoire significative surpassant le médicament de référence (aspirine), une
action antimicrobienne sélective mais significative contre Staphylococcus aureus et, surtout,
des propriétés anticoagulantes robustes, validées tant in vitro (prolongation claire du TCA et
du TP dose-dépendante) qu'in vivo chez les rats Wistar, avec une efficacité optimale a 100
mg/kg. De plus, lI'extrait a présenté une capacité photoprotectrice prometteuse (SPF = 19,91)
tout en conservant un excellent profil de sécurité, ne montrant aucune toxicité ni effet

indésirable jusqu'a 3000 mg/Kkg.

Ces résultats probants confirment scientifiquement et rationalisent les usages
médicinaux traditionnels de Dittrichia viscosa dans la pharmacopée méditerranéenne et nord-
africaine, tout en positionnant son extrait agueux comme un agent thérapeutique naturel, sdr et
hautement prometteur. En se concentrant sur la préparation aqueuse traditionnellement
utilisée et en fournissant des preuves in vivo solides, ce travail comble des lacunes critiques
dans la littérature existante et établit une nouvelle référence pour les recherches futures sur

cette espece.

Cette étude illustre puissamment I'immense potentiel thérapeutique caché au sein de la
flore algérienne. Dittrichia viscosa émerge comme un candidat précieux pour le
développement de produits phytopharmaceutiques innovants ciblant les maladies liées au

stress oxydatif, I'inflammation chronique et les troubles thromboemboliques.

Perspectives futures :
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v’ Isolement bioguidé et identification structurale des composés actifs responsables des
activités observeées ;
v' Etudes mécanistiques approfondies (docking moléculaire, voies de signalisation

impliquées : NF-kB, coagulation, etc.) ;

S

Evaluation de la toxicité chronique et de la pharmacocinétique ;
v Développement de formulations pharmaceutiques (gel topique, extrait standardisé,

etc.) ;

v Essais précliniques avancés et études cliniques afin de valider D’efficacité chez

I’homme.

En fin de compte, cette recherche renforce considérablement I'importance stratégique
de la préservation et de I'exploitation scientifigue du patrimoine végétal médicinal de

I'Algérie, au profit de la santé mondiale et du développement durable.
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Figure : Etape d'extraction de la plante
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Figure : Dosage des flavonoides totaux
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Activité de piégeage du radical libre DPPH (D. viscosa) Y~ 0:200(1)"9‘; ;'90276
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Figure : Activité de piégeage du radical libre DPPH (D. viscosa)
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Figure : Activité de piégeage du radical libre DPPH (Acide ascorbique)
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, N o, . = 0.0006x + 0.0944
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Figure : Détermination du pouvoir réducteur de I'extrait aqueux de D. viscosa
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Evaluation de la capacité antioxydante totale y = 0.0146x + 0.0419
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Figure : Evaluation de la capacité antioxydante totale
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Figure : Activité anti-inflammatoire de I'aspirine
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Figure : Activité anti-inflammatoire de I'extrait aqueux de D. viscosa
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Figure : Activité antimicrobienne de I'extrait aqueux de D. viscosa
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Figure : Etape de manipulation de I'Activité antimicrobienne
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